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e vin est une matrice complexe, constituée de
L plusieurs dizaines de milliers de composés dont
une faible part seulement est connue. Certains d’entre
eux possédent des propriétés organoleptiques et sont
susceptibles de contribuer aux différentes saveurs du
vin. Lacomposante moelleuse joue un réle majeur dans
les équilibres gustatifs des vins secs, en atténuant leur
acidité et leur amertume. Les vins doux, dont le go(t
sucré est di au glucose et au fructose du raisin, non
transformés par les levures, se distinguent des vins
secs. Ces derniers présentent un caractére moelleux
qui ne peut étre attribué aux oses, dont les teneurs
sont inférieures a leur seuil de détection. Le terme de
« sucrosité » sans sucre est alors employé. Les déter-
minants moléculaires associés a ce golt n'ont été que
partiellement élucidés. La recherche de tels effecteurs
du go(t a dans un premier temps été guidée par des
observations empiriques. En effet, selon certains vinifi-
cateurs, deux facteurs pourraient concourir au gain de
sucrosité des vins secs : la macération post-fermen-
taire des vins rouges et I'élevage sous bois de chéne.
En outre, des variations du caractére moelleux sont
frequemment observées en fonction des cépages,
des terroirs et des millésimes. Les travaux réalisés au
laboratoire se sont inspirés de ces observations pour
tenter de mieux connaitre les origines moléculaires de
la saveur sucrée des vins secs.

Addition de levures
Mod.1:0 levure/mL A
— Mod. 2:2.108 levures/mL
Mod. 3:4.108 levures/mL
Mod. 4 : 8.108 levures/mL

Vin rouge en bouteille
(Bordeaux 2007)

Contribution des lies de levures
a la saveur sucrée des vins secs

La plupart des boissons fermentées, et en particulier
levin, subissentune période de contactaveclesliesde
levures ala fin du processus fermentaire. Les lies sont
constituées de microorganismes (essentiellement
les levures de fermentation alcoolique) ainsi que de
résidus organiques provenant du raisin. Au cours de
I'élaboration des vins, la présence des lies de levures
conduit a diverses modifications physico-chimiques,
aromatiques et gustatives. Laugmentation de la sa-
veur sucrée au cours de I'élevage sur lies des vins
blancs, pourtant bien observée dans les caves, ne
pouvait étre reliée a aucune connaissance chimique.
Le méme phénoméne d’édulcoration est observé lors
de la macération post-fermentaire a chaud des vins
rouges. Or, ces deux phases coincident, pour chaque
type de vinification, avec l'autolyse des levures. Ce
processus post-fermentaire correspond a la déstruc-
turation des enveloppes de la levure sous l'effet d’en-
zymes endogénes (Babayan et al., 1981). Cela entraine
la solubilisation de substances cellulaires, et en par-
ticulier de polysaccharides, de nucléotides, de proté-
ines et de peptides. La présence, parmi les produits
d’autolyse de la levure, de molécules a saveur sucrée
permettrait d'interpréter les observations des vinifi-
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Figure 1: Démonstration de I'incidence de I'autolyse des levures sur le goait du vin.
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Figure 2 : Expression du géne Hspl2 en fonction de la
souche de levures (les lettres au-dessus des barres d’erreurs
correspondent aux groupes statistiquement distincts).

cateurs. Dans un premier temps, l'incidence de l'au-
tolyse des levures sur le golt des vins a été étudiée a
partir d'un vin rouge, dans lequel des levures ont été
ajoutées a différentes teneurs (de O a 8.108 cellules/
mL). Aprés dix jours & 32 °C, afin de simuler les condi-
tions d’'une macération post-fermentaire a chaud, les
modalités obtenues ont été soumises a un panel de
dégustateurs afin d'étre classées en fonction de l'in-
tensité de la saveur sucrée (Figure 1). Les résultats
ont montré que la sucrosité des vins augmentait avec
la quantité de levures présentes pendant l'autolyse,
confirmant ainsi les observations des praticiens (Mar-
chaletal., 2011).

Une approche mélant analyse sensorielle et biologie
moléculaire a &té mise en ceuvre pour rechercher des
composés impliqués dans ce phénoméne. Nous avons
montré qu’une protéine de levure appelée Hspl2
contribue de maniére significative a 'augmentation
de la douceur pendant I'autolyse (Marchal et al., 2011).

Saccharomyces cerevisiae est une espéce présentant
un important polymorphisme génétique. Cela se tra-
duit par des souches aux aptitudes fermentaires trés
variées, capables de retranscrire avec la plus grande
fidélité les nuances de composition du raisin comme
de masquer son origine en synthétisant des compo-
sés banalisants appelés défauts. Ainsi, les facteurs gé-
nétiques jouent souvent un réle majeur dans I'impact
organoleptique de la fermentation alcoolique. Nous
avons comparé l'expression de Hspl2 a mi fermenta-

tion pour huit souches de Saccharomyces cerevisiae :
4 souches cenologiques commerciales, la souche
A°Hspl2, qui différe de la souche Fx10 uniqguement
par I'absence du géne Hspl2, et 3 souches issues
d’autres biotopes (brasserie B, distillerie D et exsudats
de chéne EC). La Figure 2 montre qu’il existe une forte
variabilité de l'expression de Hspl2 entre les diffé-
rentes souches de Saccharomyces cerevisiae. Si les
deux souches présentant les plus forts niveaux d'ex-
pression ne sont pas cenologiques, I'application d’'un
test de Duncan permet d'observer des différences si-
gnificatives entre des souches de vinification.

En complément de ces mesures d’'expression, un vin
ne contenant pas la protéine Hspl2 a été obtenu par
fermentation d’'un modt de Merlot issu de thermovi-
nification avec la souche A°Hspl2. Aprés autolyse,
les différentes modalités ont été centrifugées et dé-
gustées par un panel de dégustateurs entrainés. Une
analyse de variance a révélé un fort effet « souche »,
c'est-a-dire que les dégustateurs ont percu des varia-
tions nettes de sucrosité en fonction de la souche de
levures utilisée pour 'autolyse (Marchal, Marullo, et al.,
2015). Ces résultats déemontrent que le golt du vin est
affecté par l'autolyse et que la souche de levure peut
moduler l'intensité de la sucrosité grace a la protéine
Hspl2.

Contribution des parties solides du raisin
ala saveur sucrée des vins secs

Les variations de sucrosité observées en fonction des
cépages et des terroirs suggéraient I'existence, dans
les vins secs, de molécules a saveur sucrée provenant
du raisin. Pour la plupart des vins rouges, I'extraction a
d’abord lieu en phase fermentaire par macération des
raisins dans le jus. Le lessivage du chapeau favorise
alors la dissolution des constituants de la pellicule, du
pépin et, dans certains types de vinification, de la rafle.
Avec l'achévement de la fermentation alcoolique,
I'action humaine se fait plus discréte voire inexistante.
Aprés inertage des cuves avec du dioxyde de carbone
pour éviter la prolifération de microorganismes aé-
robies d’altération, le vin est frequemment laissé au
contact du marc sans autre intervention ; c'est la ma-
cération post-fermentaire. Au cours de cette phase

11



12

d’infusion, la température du vin est généralement
augmentée et l'on parle ainsi de macération post-fer-
mentaire a chaud (MPFC), favorisant l'autolyse des
levures décrite précédemment. Cette phase de cu-
vaison semble jouer un réle organoleptique majeur
en conférant davantage de structure, de densité et
de douceur au vin. Afin d’évaluer les conséquences
sensorielles de la macération post-fermentaire a
chaud (MPFC), des expérimentations ont été mises
en place dans trois propriétés bordelaises. Chaque
parcelle a été vendangée et vinifiée selon un proto-
cole classique, en cuve inox de 120 hL. La fermenta-
tion alcoolique a été réalisée par la souche de Saccha-
romyces cerevisiae F33 (Laffort cenologie) a une
température de 26 °C (dans le jus). Pour chaque cuve,
un premier écoulage a été réalisé directement a la fin
de la fermentation, dans une barrique ayant contenu
préalablement deux récoltes (« barrique de 2 ans »),
conduisant a la modalité FA. Ensuite, les cuves ont été
inertées au CO2 et maintenues a 30 °C pour réaliser
la MPFC pendant 10 jours. A Iissue de cette étape,
un second écoulage a été réalisé dans une barrique
ayant contenu préalablement deux récoltes, condui-
sant a la modalité MPF. Les vins des modalités FA et
MPF ont subi la fermentation malo-lactique (FML) en
barriques. Les échantillons utilisés dans cette étude
ont été prélevés dans les barriques aprés six mois
d’élevage. Des analyses cenologiques élémentaires
(TAV, pH, acidité totale, acidité volatile, IPT) n'ont pas
montré de différences significatives entre les modali-
tés FA et MPF de chaque lot. Les échantillons ont été
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soumis a un panel de 30 dégustateurs, sous forme de
test triangulaire.

Pour les vins réalisés au cours de ces expérimenta-
tions, les dégustateurs ont pu distinguer les modali-
tés FA et MPF. En outre, les vins de la modalité MPF
ont été percus comme significativement plus sucrés
et moins astringents que la modalité FA. Or, comme
démontré précédemment, l'autolyse des levures,
concomitante a la MPFC, entraine la libération de
composés sucreés. |l est ainsi possible que les modi-
fications gustatives percues lors de la macération
post-fermentaire résultent uniguement des méca-
nismes biochimiques liés a I'autolyse plutdt que de la
diffusion de constituants des parties solides du raisin.
Il convient de distinguer ces deux phénoménes pour
évaluer leur contribution respective. Dans cette expé-
rimentation, la modalité MPF a en effet bénéficié de
ces deux contributions, contre aucune pour la moda-
lité FA.

Précédemment, nous avons vu qu’il était possible d’ef-
fectuer I'autolyse dans un vin rouge enrichi en levures
et conservé pendant 10 jours & 32 °C. Ce protocole a
été appliqué a la modalité FA pour obtenir la modali-
té FA+L. Par rapport a la modalité FA, elle a bénéficié
de la libération de peptides de levure et par rapport a
la modalité MPF, elle n’a pas été au contact du marc
de raisin pendant la MPFC. Lécart significatif entre
les modalités FA et FA+L, décrit précédemment, a
permis de démontrer la contribution édulcorante des
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Figure 2 ¢ Structure chimique de I'epi-DPA-G et de I'astilbine, deux composés sucrés du raisin.



lies de levures. Ici, un test triangulaire suivi d'un profil
sensoriel a révélé que des différences de go(t étaient
pergues entre les modalités FA+L et MPF, avec plus
de douceur pour cette derniére. Ce résultat démontre
que le gain de sucrosité observé pendant la macéra-
tion post-fermentaire ne résulte pas uniquement de
l'autolyse des levures mais également du contact du
vin avec le marc de raisin. Ceci établit la présence dans
les vins secs de composés sucrés provenant du raisin.
Pour rechercher de tels composés, une stratégie de
purification guidée par le golt a été mise en ceuvre
et deux molécules sucrées ont été identifiées : I'épi-
DPA-G et l'astilbine (Figure 3) (Cretin et al,, 2019). Leur
concentration dans le vin est affectée par divers pa-
ramétres de vinification et notamment la présence de
rafles (Fayad et al,, 2020, 2021).

Contribution de I'élevage sous bois
de chéne ala saveur sucrée des vins secs

L'élevage en barriques est une étape clé de I'élabora-
tion des vins, modifiant leur expression aromatique
comme leur saveur. Empiriquement, des observations
des vinificateurs ont suggéré une augmentation de la
sucrosité des vins lors de I'élevage en barriques. Des
expérimentations ont permis de démontrer que ce
gain de saveur n'était pas lié a des composés volatils,
suggérant I'existence de molécules non-volatiles su-
crées dans le bois de chéne (Marchal et al, 2013). La
présente &tude visait a identifier de tels composés. A
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Figure 4 ¢ Structure chimiquedu QTT et QTTIL
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cette fin, une nouvelle démarche inductive a été mise
en place. Elle implique dans un premier temps une
étape d’extraction suivie du développement d’un pro-
tocole de fractionnement d’extraits de bois de chéne.
A Tissue de chaque étape de séparation, les diffé-
rentes fractions obtenues sont dégustées. Celles
présentant la plus grande intensité du caractére sucré
ciblé sont conservées pour la poursuite du fraction-
nement. La Chromatographie de Partage Centrifuge
(CPC) et la Chromatographie Liquide Haute Perfor-
mance a |'échelle préparative (HPLC-Prep) ont été
utilisées afin de purifier des composés. L'élucidation
structurale des molécules pures a été conjointement
effectuée par LC-HRMS et par Résonance Magné-
tigue Nucléaire (RMN). Deux triterpénoides de type
oléanane substitués par des fragments galloyle et
glucosyle ont été identifiés, tous deux présentant
un golt sucré. Nous appelons ces composeés, qui
n'avaient jamais été mentionnés dans la littérature,
Quercotriterpénoside l et I (QTT I et QTT I, respecti-
vement) (Figure 4).

Cette famille chimique avait été peu étudiée en tonnel-
lerie, a I'exception des travaux de Arramon décrivant
I'acide bartogénique, 'acide 23-hydroxybartogénique
ainsi que leurs dérivés mono-glucosylés (Glu-AB | et
Glu-HAB ) dans des extraits de bois de chéne, des vins
et des eaux-de-vie élevées sous bois (Arramon et al.,
2002). Les voies de biosynthése chez les plantes in-
duisent généralement une diversité structurale, sous

OH
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forme d'isoméres ou de dérivés. Or, des molécules de
structures proches peuvent présenter des propriétés
gustatives similaires. Des analogues structuraux aux
QTT | et Il, dérivés de la méme génine (arjungénine)
ont donc été recherchés dans les extraits de bois de
chéne par LC-HRMS. De nombreux nouveaux compo-
sés ont été identifiés, dont la plupart ont été décrits
comme sucrés (Gammacurta et al, 2019; Marchal,
Génin, et al,, 2015). Hormis ces composés sucrés, des
triterpénoides amers ont également été isolés a par-
tir du bois de chéne. Parmi eux, le Glu-AB identifié par
Arramon et al. (2002) est particulierement abondant
(Arramon et al, 2002).

Deux espéces de chéne européen sont utilisées pour
la fabrication des barriques : le chéne sessile et le
chéne pédonculé (Quercus petraea et Quercus ro-
bur). Des travaux antérieurs ont montré que l'origine
botanique jouait un réle prépondérant sur la compo-
sition du bois en composés non-volatils (Prida et al.,
2006). Afin d’étudier l'influence de I'espéce de chéne
sur la concentration en QTT |, II, lll et Glu-AB du bois,
46 échantillons ont été prélevés dans 8 foréts fran-
caises (Trongais, Lateyron, Chateauroux, Liffré, Xures,
Saint-Clément, Spincourt et Pierroton). Pour chaque
origine géographique, des échantillons ont été af-
fectés aux deux espéces (27 de chéne sessile, 19 de
chéne pédonculé). lls ont été analysés par LC-HRMS
pour quantifier les triterpénes. Les teneurs moyennes
en QTT I, Il et lll étaient plus élevées dans les échan-
tillons de chéne sessile que dans ceux de chéne pé-
donculé. A linverse, le chéne pédonculé contenait
davantage de Glu-AB. Cette tendance était identique
pour des échantillons provenant de la méme forét,
suggérant que l'origine botanique du chéne influence
davantage la composition triterpénique du bois que
la provenance géographique. Ces résultats ont établi
'influence notable de I'espéce de chéne sur la pré-
sence en composés triterpéniques et suggéré ses
conséquences sensorielles. Le chéne sessile est en
effet plus riche en triterpénes sucrés (QTT) tandis que
le chéne pédonculé contient davantage de triterpénes
amers (Glu-AB).

Pour permettre une identification a coup str de l'ori-
gine botanique d’'un échantillon de bois, un indice

triterpénique a été proposé et défini de la fagon sui-
vante:

IT=log [QTTI+[QTT I+ [QTTII]
[Glu-AB]

ou [QTT I, [QTT I, [QTT 1] et [Glu-AB] correspondent
respectivement aux concentrations des Quercotriter-
pénosides |, Il et Il ainsi que la concentration de I'acide
bartogénique dans ces extraits de bois.
Si, IT est supérieur a 0,5, alors I'extrait provient
du chéne sessile
IT est inférieur a - 0,5, alors I'extrait provient
du chéne pédonculé.

La mesure de I'lT dans le bois apparait ainsi comme
la premiére méthode chimique permettant d’identifier
'espéce de chéne de tonnellerie. Elle a donné lieu a un
brevet déposé en Europe et aux Etats-Unis, exploité
par la tonnellerie Seguin-Moreau.
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