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Reésume

Ce travail porte sur ’amélioration de I’extraction des composés phénoliques a partir des raisins
tout au long de la chaine de la vinification en rouge. La qualité des vins rouges est en grande
partie déterminée par les composés phénoliques. Parmi les composés phénoliques, les
anthocyanes, qui sont responsables de la couleur, et les tanins, a I’origine de la sensation
d’astringence. Pour augmenter la quantité des composés phénoliques présents dans le vin, un
développement des procédés permettant d’améliorer la diffusion des composés phénoliques
durant la vinification en rouge doit étre mis en jeu. Nous avons entamé notre étude par un suivi de
la maturité phénolique des raisins rouges appartenant a différentes parcelles de la société chateau
KSARA localisées dans la vallée de la Békaa tout en se servant des méthodes Glories (1&2) et
ITV. Quant a I’amélioration de I’extractibilité des composés phénoliques durant la vinification en
rouge, différents prétraitements ont été appliqués dans le but d’améliorer la diffusion de ces
composés. Parmi ces procédés, les technologies suivantes ont été abordées dans notre étude: les
électrotechnologies (CEP), les ultrasons, le chauffage modéré, le traitement enzymatique, la
macération préfermentaire a froid et la thermovinification. Ces techniques permettent
d’endommager ou de fragiliser les membranes et/ou parois cellulaires facilitant ainsi la libération
du contenu cellulaire vers le milieu extérieur. Les cinétiques d’extraction des COMPOSES
phénoliques ont pu é&tre modélisées par le modele empirique de Peleg et le modéle cinétique
simplifié afin d’estimer les rendements d’extraction. De plus, dans ce travail, I’accent a été mis
sur les propriétés antiradicalaires et antimicrobiennes des composés phénoliques extraits de
différentes variétés de raisins fournis par la société Chateau KSARA. Pour valoriser les co-
produits de la vinification, le chauffage ohmique pulsé (COP) a été appliqué sur le marc du raisin
dans le but d’améliorer ’extraction de ses composés phénoliques. L'optimisation du choix de la
date des vendanges et I'amélioration des procédés d’extractions des composés phénoliques durant
la vinification en rouge, pourraient nous conduire a élaborer un vin d'une meilleure qualité. Ce
travail étant effectué, il sera intéressant comme projet a venir de valider ces différents pré-

traitements a grande échelle pour une perspective d’application industrielle.

Mots-clés : raisins, maturité, composes phénoliques, champs électriques pulses, extraction,

vinification, marc de raisin.



Summary

This study focuses on improving the extraction of phenolic compounds from grapes throughout
the chain of red winemaking. The quality of wine is mainly determined by the phenolic
compounds. From these phenolic compounds, the anthocyanins, which are responsible of the
color and tannins, the responsible of the astringency. In order to increase the amount of phenolic
compounds present in wine, a development of methods used to improve the extraction of phenolic
compounds during the red vinification should be discussed. We began our study by using two
methods Glories (1&2) and ITV to monitor the phenolic maturity of red grapes grown in the
vineyards in the province of Bekaa-Chateau KSARA S.A.L. Whereas for the improvement of the
extractibility of phenolic compounds during the vinification, different pre-treatments were
applied in order to ameliorate the diffusion of these compounds. Among these process, the
following technologies were discussed in our study: the electrotechnologies (PEF), the
ultrasound, the moderate heat treatment, the enzymatic treatment, the cold maceration and the
thermovinification. These techniques are able to weaken the cell walls and facilitate the diffusion
of grape’s phenolic compounds during vinification. Peleg’s equation and the simplified kinetic
model were shown to be suitable for describing the extraction kinetics for phenolic compounds
and for the estimation of the extraction yield of polyphenols. Furthermore, in this study, the
antiradical and antimicrobial activities of phenolic compounds extracted from grapevine varieties
of Chateau KSARA-Bekaa-Lebanon were analyzed. To valorize the by-products of the
vinification, the pulsed ohmic heating (POH) was applied on the grape pomace in order to
ameliorate the extraction of the phenolic compounds. The optimization of the choice of the
harvesting date and the amelioration of the extraction of phenolic compounds during the red
vinification, will conduce to elaborate a high quality of wine. After this study, it will be
interesting to validate the different pre-treatments at large scale for a perspective of an industrial

application.

Keywords: maturity, polyphenols, pulsed electric field, extraction, vinification, grape pomace.
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q Vitesse d’extraction initiale g GAE/100 g MS min
Brix Degré Brix 9/100 g
C Concentration en solutés dans le liquide g/L
Cs Capacité calorifique kJ/K.kg
d Distance inter-électrodes cm
E Intensité du champ électrique Vicm™
Ec Energie électrique critique J
h Hauteur m
I Intensité du courant électrique A
K1 Constante de vitesse d’extraction min 100 g MS/g GAE
K2 Constante de capacité d’extraction 100 g DM/g GAE
m Masse g
Mpolyphénols Masse de polyphénols totaux g
MS Taux de matiere séche soluble %
n Nombre d’impulsions -
N Nombre de trains -
Niot Nombre total d’impulsions -
P Teneur en polyphénols g/L
%0 nhibition Pourcentage d’Inhibition %
t Temps S
tcep Durée du traitement par CEP S
t; Durée d’une impulsion S
At Temps entre deux pulses ms
AT Ecart entre deux températures °C
Température °C
U Tension \Y
W Consommation énergétique totale du traitement électrique J/kg
Yo Rendement en polyphénols au temps 0 G GAE/100 g MS
Y max Rendement maximal d’extraction de polyphénols G GAE/100 g MS
Z Indice de perméabilisation -
Zy Indice d’extraction des polyphénols




DESIGNATION LATINE

a Constante

B Constante
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50%

o Conductivité électrique S/m*
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i Initial
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max Maximal

f Final

t Au temps t

ABREVIATIONS
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ApH3.2 Potentiel en anthocyanes facilement extractibles
CEP Champs Electriques Pulsé
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DEHT Décharges Electriques de Haute-Tension
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FA Fermentation Alcoolique
FC Folin Ciocalteau
GAE Equivalent en Acide Gallique
HPLC Chromatographie Liquide a Haute Performance
HCI Acide chlorhydrique
IC Intensité Colorante
IPT Indice Polyphénolique Total
TV Institut Technique de la Vigne et du Vin
LSD Test de Fisher
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MPF Macération Pré-fermentaire a Froid
MS Matiére Seche

PV Petit Verdot

PAE% Pourcentage d’anthocyanes extractibles

RPT Richesse Phénolique Totale

SPE Extraction sur Phase Solide

TV Thermovinification
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US Ultrasons
uTC Université de Technologie de Compiegne
URY Université Saint-Joseph
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EL DARRA Nada
Introduction

Introduction

L’attribution d’effets bénéfiques pour la santé a la consommation de vin remonte a la plus
haute antiquité. Mais simultanément le vin a ses détracteurs, conséquence d’une
consommation excessive avec les effets néfastes bien connus liés a la présence de
I’alcool. C’est ainsi que Hippocrate recommandait le vin a ses patients. Mais Pythagore le
condamnait. Cette dualité s’est poursuivie au cours du temps. En 1980, I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) a mis en évidence le French Paradox, vérifiant I'hypothése
qu'une consommation de vin rouge a dose raisonnable (un ou deux verres par jour)
préviendrait le développement des maladies cardiovaculaires. D'ou, le taux de mortalité

cardiovasculaire est plus bas chez les Francais que chez leurs voisins européens.

Au Liban, Chateau KSARA, timbre les vins libanais par son histoire et la qualité de ses
vins. L histoire commence en 1857 quand les péres Jésuites ont fait revivre la tradition de
production du vin, vu que la culture de la vigne au Liban remonte aux Phéniciens. Grace
a leur savoir-faire francais, ils produisent le premier vin rouge libanais qui a conduit a la

premiere industrie moderne libanaise du vin.

Quant a la qualité du vin, le consommateur ne s’intéresse qu’aux aspects apparents de son
verre et plus précisément aux caractéristiques organoleptiques (couleur et godt du vin).
La qualité des vins rouges est en grande partie déterminée par les composés phénoliques,
et plus particulierement les anthocyanes, qui sont responsables de la couleur, et les tanins,

responsables de la sensation d’astringence.

La vinification est une opération délicate dont le bon déroulement est toujours lié au
savoir-faire du vinificateur et de I'eenologue. Elle apporte essenticllement les composés
phénoliques (anthocyanes et tanins) qui participent a la couleur et a la structure générale
du vin. La conduite de la macération doit étre réglée par le vinificateur, en sorte de
mortifier les tissus et favoriser la dissolution des composés phénoliques au maximum.
Cependant, la paroi peut résister a ces traitements et continue a constituer un frein a la

diffusion de composeés recherchés dans les vins comme les composés phénoliques. Pour
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cette raison, on ne retrouve dans le vin qu’une fraction du potentiel existant dans le raisin
(Monagas et al., 2005; Pinelo et al., 2006). Environ, 20 a 30% du potentiel phénolique du
raisin se trouvent dans le vin. Pour améliorer la quantité des composeés phénoliques
présents dans le vin, le vinificateur doit déja partir d’une matiére premicre en bon état
sanitaire récoltée au moment requis. Par la suite, il doit développer des procédes
permettant d’améliorer la diffusion des composés phénoliques durant la vinification en
rouge (Sun et al.,, 2001; Sacchi et al.,, 2005; Lopez et al., 2008a,b). En fait,
I’optimisation de la qualité du vin commence par une évaluation correcte du niveau de la
maturité du raisin y compris une évaluation de I'extractibilité des composés phénoliques

des raisins au cours de la vinification (Segade et al., 2008).

Trop souvent, la détermination de la date de récolte est établie uniquement en fonction de
la maturité technologique (concentrations en sucres et teneur en acides). Ce parametre
semble insuffisant et une bonne maturité phénolique, correspondant a 1’extraction d’un
maximum de composés phénoliques de bonne qualité facilement extractibles, serait un
atout supplémentaire pour 1’obtention d’un vin de qualité. Donc, le producteur doit
analyser la qualité du vin et des raisins afin de choisir la date de récolte et doit adopter un

processus cenologique en lien avec 1’évaluation de la qualité ou de la typicité des vins.

Dans le but d'améliorer l'extractibilit¢ des composés phénoliques, de nombreuses
technologies ont alors vu le jour tels que les extractions assistées par enzymes
pectolytiques, les ultrasons (Chemat et al., 2004), les microondes (Spigno & De Faveri,
2007), la thermovinification et la Flash détente. Des macérations pré-fermentaires a froid

et a chaud ont été aussi adoptées pour améliorer 1’extraction.

Récemment, D’application des CEP dans le but d’améliorer I’extraction des composés
phénoliques des raisins durant 1’étape de la macération-fermentation en rouge a été bien
discutée (Lopez et al., 2008 a,b, Donsi et al., 2010, 2011, Delsart et al., 2012). Les pré-
traitements par CEP améliorent la couleur, la concentration en anthocyanes et 1’indice

polyphénolique total durant la phase de fermentation en rouge.
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Cette thése s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche entre le laboratoire de
Biochimie cellulaire du centre d'analyse et de recherche (CAR) de la Faculté des sciences
de I’Université Saint Joseph de Beyrouth et le Laboratoire de transformations intégrées
de la matiére renouvelable de I’Université de Technologie de Compiégne. Ce travail a été
soutenu par la société Chateau KSARA et le conseil de recherche de I’'USJ. KSARA est
un chateau libanais en perpétuelle recherche de la qualité. Cette qualité, qui se trouve
dans le vin commence a la parcelle. Une connaissance approfondie de son vignoble et de
la potentialité de ses parcelles s’avére aujourd’hui une approche indispensable. Pour
approfondir la connaissance de son terroir, pour classifier ses parcelles et pour améliorer
I’extraction phénolique tout au long de la vinification en rouge, chateau KSARA a décidé

de financer le sujet de thése présent.

Ce travail de thése vise dans un premier temps a optimiser la date de vendange des
raisins, date pour laquelle le potentiel d’extractibilité des composés phénoliques est le
meilleur. En deuxieme temps, le but sera d’intensifier, de modéliser et d’optimiser
I’extraction des composés phénoliques durant la vinification en rouge. Pour atteindre ces
objectifs, une combinaison du prétraitement CEP a la macération pré-fermentaire a froid
a été effectuée. Une comparaison de plusieurs procédés d’extraction en amont de la
fermentation a été élucidée. Une comparaison entre les ultrasons, les CEP et un chauffage
modéré a 50°C a été effectuee en premier lieu. Par la suite, une deuxiéme comparaison,
entre I’extraction assistée par enzymes, les CEP et la thermovinification a été effectuée.
Le but était de différencier les différents profils phénoliques de vin élaborés par ces
différentes méthodologies. Les travaux antérieurs réalisés se sont surtout attachés a
montrer I’impact des CEP sur I’amélioration de I’extraction des composés phénoliques
durant la vinification, sans toutefois essayer de la combiner a une macération pré-
fermentaire ou essayer de la comparer a d’autres technologies. De plus, dans ce travail,
I’accent sera mis sur les caractérisations qualitatives, quantitatives et fonctionnelles des
composés phénoliques. Dans ce sens, nous avons étudié I’effet des différents traitements
sur la couleur, le contenu phénolique et les activités antiradicalaires des composes
phénoliques. D’autre part, les aspects de consommation énergétiques ont été largement

abordés et discutés.
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Le dernier objectif de cette these sera de valoriser le marc de raisin, le principal sous-
produit de la vinification riche en composés d’intérét. Les marcs sont riches en composés
phénoliques dotés d’un fort pouvoir antioxydant. D’ou I’intérét de valoriser ce marc en
optimisant 1’extraction de son contenu en polyphénols par des électrotechnologies
(Chauffage ohmique pulsé) (Gonzalez-Paramas et al., 2004).

Pour récapituler, durant cette étude nous allons élaborer une meilleure qualité du vin, en
optimisant le choix de la date des vendanges et en améliorant le procédé d’extraction des
composés phénoliques durant la vinification en rouge. Par la suite, nous allons valoriser
le marc du raisin en améliorant I’extraction des composés phénoliques du marc du raisin
par chauffage ohmique pulsé, Donc, durant cette these, nous avons cherché a maitriser la
chaine entiére de la vinification, tout en allant au bout en valorisant les co-produits de la

vinification.

Ce travail sera décliné en six chapitres.

Le chapitre 1 « Etude Bibliographique » présentera 1’état de 1’art sur les composés
phénoliques des raisins, responsables des caractéristiques organoleptiques du vin rouge.
Cette partie présentera le procédé de la vinification en rouge et les difficultés d’extraction
durant la fermentation. En effet, la qualité des vins dépend de nombreux facteurs relatifs
a I’état de la matiere premiere (les raisins) et aux techniques de vinification employées.
D’ou une explication du suivi de la maturité phénolique et du choix de la date de récolte
optimale du raisin sera étudiée. Par la suite, cette partie rassemblera I’ensemble des
différents procédés d’extraction industriels appliqués en amont de la fermentation dans le
but d’améliorer la diffusion des composés pheénoliques. Une analyse critique de la
littérature permettra de relever les problématiques dues aux procédés d’extraction

existants afin de proposer des solutions alternatives appropriées.

Le chapitre 2 « Matériels et Méthodes » présentera les techniques expérimentales
utilisees au cours de ce travail, en présentant les matieres premieres étudiées, les
dispositifs expérimentaux, les différents procédés appliqués ainsi que les analyses

physico-chimiques. Les techniques expérimentales seront classées dans ce chapitre
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relativement aux différents composes doses. Enfin, les outils mathématiques d’évaluation

et de calculs seront détaillés.

La partie « Résultats et Discussion » comportera les chapitres 3, 4, 5 et 6.

Le chapitre 3 exposera les suivis de maturité phénolique des raisins du domaine
KSARA- Békaa- Liban sur trois vendanges (2008-2009-2010-2011). Une comparaison
des méthodologies utilisées pour suivre la maturité phénolique: Glories et ITV sera
effectuée sur les trois années. Une classification des parcelles du domaine KSARA et une
¢laboration d’une banque de données des caractéristiques et de la qualité phénolique des

raisins libanais de différents cépages sera également effectuée.

Le chapitre 4 sera axé sur 1’étude des propriétés antiradicalaires et antimicrobiennes des
composés phénoliques extraits de différentes variétés de raisins fournis par la société
Chateau KSARA-Liban. Une nouvelle méthode quantitative permettant d’évaluer
I’activité antimicrobienne des extraits phénoliques vis a vis de diverses souches
pathogeénes, incluant des souches bactériennes gram-négatifs, gram-positifs et des

souches de levures sera décrite dans cette partie.

Le chapitre 5 sera axé sur I’amélioration de ’extraction des composés phénoliques
durant la macération préfermentaire a froid et la vinification en rouge, tout en comparant
les différents types de prétraitements. La premiére étude exposera les résultats portant sur
I’amélioration de I’extraction des polyphénols de deux variétés de raisins (Cabernet
Sauvignon et Cabernet Franc) durant la macération pré-fermentaire a froid, intensifiée par
un prétraitement électrique (CEP). Une deuxiéme étude de type comparative, prend en ¢

onsidération trois prétraitements appliqués sur les raisins du cépage Cabernet Franc:
champs électriques pulsés, ultrasons et chauffage modéré (50°C). La troisieme étude
compare trois prétraitements appliqués sur les raisins du cépage Cabernet Sauvignon :

champs électriques pulsés, traitement enzymatique et thermovinification.

Le chapitre 6 traitera de la valorisation des composés phénoliques du marc du raisin en

utilisant le chauffage ohmique pulsé.
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Le chapitre 7 intitulée « Conclusions et Perspectives » rassemblera les principaux
résultats ainsi que des propositions de pistes d’études pour approfondir les connaissances

acquises.

~ 24 ~



EL DARRA Nada
CHAPITRE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 1 : Ftude bibliographique

Ce chapitre 1 synthétisera 1'état de 1’art des composés phénoliques des raisins rouges, la
vinification en rouge et les problemes de diffusion durant cette fermentation ainsi que de
nouvelles techniques d’amélioration de I’extraction qu’il est possible d’appliquer. Une analyse
critique de la littérature permettra de relever les inconvénients des procédés d’extraction

existants afin de proposer de nouvelles solutions alternatives.

1. LES RAISINS :

1.1. Généralités

Le raisin, fruit de la vigne (Vitis vinifera) est 1’un des fruits les plus connus et les plus cultivés au
monde (Chira et al., 2008 ; Xu et al., 2010). Les plus grands producteurs de raisins sont la
France, I’Espagne et I’Italie. Environ 80% des récoltes sont utilisées pour la production du vin
(Kammerer et al., 2004). La valeur de la production viticole francaise en 2008 est de 9.4
milliards d’euros soit 15.3% de la valeur de la production de I’agriculture en 2008 (source
INSEE, Compte prévisionnels de 1’agriculture 2009). La production globale de raisins a connu
une légére chute de 3% en 2010 (64,49 millions de tonnes) par rapport & 2009 (67 millions
tonnes) (OIV, 2011). Tandis que la production du vin s’est réduite environ de 7,4 MhL (- 2,7 %)
entre 2009 et 2010, apres une croissance de 1,1 MhL entre 2008 et 2009 (OlV, 2011).

1.2. Le vignoble au Liban

Au Liban, la production globale de raisins s’établit autour de 117 milliers de tonnes de raisin par
an. En 2008, la récolte s’est élevée a 118 900 tonnes. Le rendement moyen fluctue autour de 8,4
tonnes de raisin par hectare (FAOSTAT, 2008) (Figure I1.1).
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Figure 1.1. Production de raisin (1998-2008) FAOSTAT, 2008
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D’apres le recensement agricole de 1999, la surface cultivée en raisin de cuve destinée a
produire du vin ou de 1’arak est de 2180 ha. La principale zone de production se situe dans la
Békaa Ouest, soit 57% de la surface totale. Les variétés cultivées au Liban destinées a la
production du vin sont en pleine évolution. En effet, les vins produits au Liban a partir des
cépages dits nobles ( Cabernet Sauvignon, de la Syrah et du Chardonnay ...).

Selon une étude publiée sur le secteur viticole, le Liban a en effet produit 7 millions de
bouteilles de vin en 2009, dont plus de la moitié ont été fabriquees par les deux principaux
producteurs; les chateaux KSARA et KEFRAYA. Leur poids dans le secteur du vin au point
de vue des volumes produits les met en position dominante vis-a-vis des autres producteurs.
A titre comparatif, 6 millions de bouteilles ont été produites en 2005 et 5 millions au début

des années 2000, selon les chiffres de I'Union viticole du Liban (VUL).

1.3. La structure du raisin

Le raisin contient a sa maturité principalement de 1’eau et des sucres (glucose, fructose et
polysaccharides). On retrouve également comme dans la plupart des fruits une grande variété de
composés phénoliques qui sont des constituants importants du raisin faisant de ce dernier un fruit
tres bénefique grace a leurs nombreuses activités biologiques bénéfiques (Yang et al., 2009).
Le raisin est une baie, classée dans le groupe des fruits charnus a pépins. La grappe de raisin est
constituée de deux parties bien distinctes : la rafle, qui en est la charpente, et le fruit
proprement dit, le grain ou baie de raisin. La rafle se compose d'un axe central ; le
pédoncule, sur lequel se rattachent les pédicelles. La baie de raisins se compose elle-méme de

trois constituants : la pellicule, la pulpe et les pépins.

1.4. Larafle

La rafle forme la charpente qui supporte les baies de raisin et les relie a la plante (Figure 1.2). A
maturité, elle représente 3 a 6 % du poids de la grappe selon le cépage et I’année. La rafle est un
¢lément a éliminer lors de la vendange car elle donne un golt végétal; d’ou l'intérét de
I’éraflage, 1’opération qui consiste a séparer mécaniquement les grains de raisin de leur support
ligneux. Le tableau 1.1 représente la composition chimique de la rafle. Elle est chargee en tanins
(2-7%), eégalement les corps plus simples dont ils dérivent : les acides phénols, les catéchines et

les procyanidines (Souquet et al., 2000).
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€—— Sarment
<€—— Pédoncule

Eau 78 2 80%
Matieres tannoides 2344%
Matiéres acides 132%
Matiéres azotées 132%
Matiéres minérales 2a3%
Matieres ligneuses 5a15%
Matiéres hydrocarbonées <1%

Figure 1.2- Représentation schématique d’une rafle

Tableau 1.1 — Composition chimique de la rafle (en
pourcentage de poids frais) (Cabanis et al., 1998,

Foulonneau, 2002)

1.5. La baie de raisins

La baie de raisins est composée de 3 parties distinctes: la pellicule, la pulpe et les pépins (Figure

1.3).

Pellicule
Cuticule
Pulpe
Pépins

Loges
carpellaires

Pédicelle

Figure 1.3- Coupe transversale d’une baie de raisins (Geraudie, 2009).

1.5.1. La pellicule

La pellicule est 1’enveloppe du raisin (Figure 1.4). Elle comprend plusieurs assises cellulaires : la plus

externe, ou cuticule formée de cires lipidiques (membrane extérieure trés mince et imperméable aux

levures). Le tableau 1.2 donne la composition chimique de la pellicule. Sous la cuticule, se trouvent

successivement les cellules de I’épiderme et les cellules de 1’hypoderme, contenant, en particulier

dans les couches les plus profondes, la quasi-totalité des substances odorantes et des matieres colorantes

et une grande partie des tanins (Alleweldt et al., 1981).
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Eau 78 4 80%

Acide organiques 0.8a1.6%
Tanins 0.4a3%
Pigments 0a0.5%
Composés azotés 1.5a2%
Minéraux 1.532%
Cires la2%

Figure 1.4- Coupe schématique de la pellicule Tableau 1.2 — Composition chimique de la pellicule (en

. . pourcentage de poids frais) (Cabanis et al., 1998).
de baie de raisin Chardonnay (x400)

(Jackson, 2008).

1.5.2. La pulpe

La pulpe est constituée de 25 a 30 couches de cellules, ces cellules s’agrandissent pour atteindre
une taille de 400 um a la fin du stade de maturation (Carbonneau et al., 2007). A maturité, la
pulpe représente 90 a 95% du poids du raisin. Apres foulage, elle donnera le mo(t, lequel, apres
fermentation, donnera le vin. Les cellules de la pulpe possédent des vacuoles représentant 99%
de leur volume remplies majoritairement d’acides organiques et de sucres (Diakou &
Carde, 2001). Les sucres, puis les acides, jouent un role tres important dans I'élaboration et la

conservation du vin. Le tableau 1.3 donne la composition chimique de la pulpe.

Tableau 1.3 — Composition chimique de la pulpe (en pourcentage de poids frais) (Cabanis et al., 1998,

Foulonneau, 2002)

Eau 70 & 80%
Sucres 10 a 25%
Acides libres 1%
Sels (bitartrates) 1%
Matiéres minérales, azotées, pectiques... 0.5%
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1.5.3. Les pépins

Le meésocarpe comprend aussi un endocarpe, une fine couche de cellules délimitant les
loges carpellaires qui contiennent les pépins. Les pépins sont constitués d’un embryon et d’un
albumen (Figure 1.5). Les pépins représentent 3 % du poids de la grappe. lls devraient étre au
nombre de 4 par baie. Cependant dans les raisins d'une méme grappe, leur nombre est variable,
suite a des non-fécondations. lls ont une forte charpente de cellulose et contiennent 5 a 8 % de
tanins. Ils ont des godts grossiers; notamment ils peuvent apporter trop d'astringence. lls
contiennent également 10 a 12 % d'huiles qui nuisent a la qualité du vin. Afin d'éviter une trop
grande dissolution de ces tanins et la présence d'une trop grande quantité d'huile dans le moQt
(cela nuisant a la qualité du vin), il est recommandé de ne pas écraser les pépins. Le tableau 1.4
donne la composition chimique des pépins.

Eau 20 4 50%
o enveloppe externe Huile 10 a 20%
enveloppe moyenne Matiéres tannoides 7a8%
Matiéres acides 1%
enveloppe interne _
Matiéres azotées 5%
albumen — — —
Matiéres minerales 1la2%
embryon
Matiéres .
) 30 a35%
hydrocarbonées
] o . Tableau 1.4 — Composition chimique des pépins (en
Figure 1.5- Coupe longitudinale dans un pépin . ] .
pourcentage de poids frais) (Cabanis et al., 1998,
(Levadoux, 1951).
Foulonneau, 2002)

1.6. Cytologie

La cellule est I'unité structurale et fonctionnelle des étres vivants (animaux, végétaux,
champignons, bactéries). Chaque cellule possede une certaine autonomie et est dotée a cette fin
d’un pouvoir de synthése et de reproduction. La membrane plasmique de la cellule végétale
appelée « plasmalemme » délimite le contour de la cellule. Le cytoplasme constitue 1’intérieur de
la cellule. Il contient un noyau, des mitochondries, du réticulum endoplasmique, un appareil de

Golgi, des lysosomes, des ribosomes, des peroxysomes, un cytosquelette. ..
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1.6.1. Paroi cellulaire:

Les cellules végétales sont polyédriques, c’est-a-dire que la forme est déterminée par la paroi
squelettique externe rigide. Leur taille, de ’ordre de 20 a 100 um, est supérieure a celle des
cellules animales (10 a 20 um).

La paroi cellulaire entoure la membrane cytoplasmique et assure la cohésion des cellules,
permettant ainsi la rigidité du végétal. Elle est composée de glucides et de protéines (90% et
10% respectivement du poids de la matiere séche) (Bowes, 1998). La paroi cellulaire (Figure
1.6) est constituée de trois régions distinctes : la paroi primaire, la paroi secondaire et la
lamelle moyenne. Chacune de ces régions a une composition et un role différent. La paroi
primaire permet la croissance de la cellule et assure la forme de la cellule. Elle est constituée de
celluloses (9-25%), hémicelluloses (25-50%), composes pectiques (10-35%) et protéines. Les
polyosides pariétaux en constituent 80% du poids (Renard et al., 1989). En ce qui concerne la
paroi secondaire, c¢’est une structure rigide formée de microfibrilles de celluloses et de lignines.
Enfin, la lamelle moyenne est constituée principalement de polysaccharides (pectines), elle a

pour role d’assurer la cohésion entre les cellules.

€——— Lamellemoyenne
€ Paroiprimaire

“ II IH Parol zecondaire

€ Plasmodesme
Membrane
plasmique

Figure 1.6- Représentation schématique des parois cellulaires d’une cellule végétale

(d’apreés Detrimont & Klein, 2001).

Dans le cas du raisin, en vinification la paroi joue un role de barriére dans les mécanismes
d’extraction des constituants du raisin. Le mode¢le architectural communément admis des
parois primaires comprend trois domaines de structures indépendantes interconnectés entre
eux (Carpita & Gibeaut, 1993) (Figure 1.7). Le premier domaine est constitué par le réseau

cellulose-hémicellulose dans lequel est enchevétré le second domaine constitué de la
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matrice pectique polysaccharides pectiques composés de HG : homogalacturonane, RGI :
rhamnogalacturonane, RGII : rhamnogactaturonane de type Il (Visser & Voragen, 1995). Le

troisieme domaine est représenté par les protéines pariétales de structure (extensines).

Pellicule

cellulaire

moyenne

cellulaire

Coombe (1987)

Fougére-Rifot ef al. (1996)

Vorwerck et al. (2004)

Figure 1.7- Coupe d’une baie et organisation tissulaire (Coombe, 1987 ; Fougére-Rifot et al., 1996).
Modéle d’arrangement de la paroi primaire et représentation des structures de principaux
polysaccharides qui la constituent (Vorwerk et al., 2004). Le modeéle de D’organisation des
polysaccharides comprend les microfibrilles de cellulose (Cel) ; les hémicelluloses : xyloglucane (XG),
rhamnogalacturonanes (RG) I et Il, homogalactoruronane (HG), arabinanes (Ara), galactanes (Gal) ; les

ions calcium et la membrane plasmique est symbolisée ainsi : PM.

1.6.2. La membrane plasmique:

La membrane cellulaire joue un role de protection, elle assure les échanges entre la cellule et son
milieu, elle délimite le compartiment cellulaire et le sépare du milieu environnant. Elle assure un
role de barriere en empéchant les molécules cellulaires de partir et les molécules extérieures
d’entrer librement. Un schéma de la structure de la membrane cellulaire est présenté dans
la figure 1.8. La membrane est un assemblage de phospholipides et de protéines avec une

épaisseur totale d’environ 10 nm (Robert et al., 1994).

La bicouche lipidique est imperméable a la diffusion des macromolécules, des solutés organiques
polaires et des ions-organiques. Cette membrane contréle les échanges entre le milieu intérieur

et le milieu extérieur. Elle assure donc ’approvisionnement de la cellule et 1’élimination des
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déchets (Alberts et al., 1994). D’ou la perméabilité de la membrane plasmique est sélective :
les molécules liposolubles et les gaz passent facilement au travers tandis que, I’existence
de la partie apolaire (hydrophobe) au centre de la bicouche blogue le passage des ions
inorganiques (Na+, K+, H+), des grosses molécules neutres et des solutés organiques polaires

(sucres, acides aminés ...) (Shechter, 1997).

D’ou la nécessité de transporteurs spécifiques pour assurer la diffusion a travers la membrane.
La présence de protéines membranaires (protéines périphériques et transmembranaires)

rend possible ce passage (Raven et al., 2003).

courtes chaines

extérieur de la cellule .
de polysaccharides

protéine

il M #  bicouche
[j FE R 1) ] lipidique

.t do &
g 'O.Yafc‘yfn I

intérieur'de la cellule

Figure 1.8- Schéma de la structure de la membrane cellulaire (Robert et al., 1994).

2. Les phases de développement d’une baie de raisins : (Giuliano et al., 2005)

Le développement du raisin est divisé en trois phases principales, selon des critéres
phénologiques, biochimiques et physiologiques.

=> Le développement herbacé ou vegeétatif apres la nouaison, la formation de la baie.

=>» La véraison, correspond aux changements de texture et de couleur.

=>» La maturation.

La phase | (Figure 1.9) du développement correspond a la croissance végétative de la baie,
alimentée par le xyleme de la vigne, jusqu’a la véraison. La phase II, la véraison, est caractérisée
par la transformation de la texture et de la couleur des baies, période qui dure de 1 a 2 jours par
baie, et jusqu’a 10 jours pour toute la parcelle. Pendant la phase III du développement, la
maturation, le flux phloémien est seul responsable de I’alimentation de la baie de raisin. La

maturation est marquée par I’accumulation des sucres, des anthocyanes et de précurseurs
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aromatiques, et aussi par la diminution des acides organiques, donc de I’acidité du raisin (Vivas
et al., 1998).

Véraison (I1)

Phase I T Phase III

Legs afrer flouweeing >

°
Formation de la baie Maturation de la baie

Figure 1.9 - Développement d’une baie de raisins (Giuliano et al., 2005)

Les paramétres qui définissent la qualité des raisins destinés a la vinification sont les sucres
fermentescibles (glucose et fructose), le pH, ’acidité totale, les composés phénoliques totaux et
les précurseurs d’aromes. Des raisins de qualité positive ont des petites baies, avec des taux
élevés en sucres, une acidité moyenne avec des fortes teneurs en anthocyanes et une faible teneur
en tanins de pépins, plutét avec des tanins de pellicules, de poids moléculaire élevé et
caractérisés comme ronds et moins astringents sur le plan sensorial. L’effet cépage peut aussi
faire varier la composition métabolique, en liaison avec I’adaptation aux différents types de sol et

climat et avec la durée du cycle productif, des cépages plus ou moins précoces et tardifs.

3. La maturité des raisins :

Dans la filiére vinicole, il est admis que la qualité du vin repose largement sur la qualité du raisin
au moment des vendanges. La notion de maturité optimale pour décider la date de vendange
présente donc une importance toute particuliére. L’évaluation seule des parametres
technologiques de maturation classiques (sucres et acidité) ne sont plus suffisants pour prédire de

facon complete et objective le potentiel cenologique des raisins. La recherche de nouveaux
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indicateurs de maturité, accompagnee si possible de nouvelles mesures rapides et non
destructives, sont des enjeux attendus par les professionnels de la filiere, permettant de lever des
verrous technologiques que sont la définition de la maturité optimale du raisin en lien avec

I’itinéraire de vinification et le type de vin souhaité.

Dans la pratique viti-vinicole, le taux de sucres contenu dans les baies est considéré depuis
longtemps comme un bon indicateur du degré de maturité du raisin. C’est la norme de
I'évaluation de la qualité aussi. Ainsi, deux formes de maturité doivent étre considérées lorsqu’on
parle de raisin: la maturité technologique qui est bien corrélée avec la "date", et la maturité
phénolique qui permet d'évaluer les teneurs en composés phénoliques (anthocyanes et tanins)
responsables des caractéristiques organoleptiques du vin. Cette maturité permet non seulement

de suivre la maturation, mais aussi de différencier les types de parcelles.

3.1.L.a maturité technologigue :

C’est la méthode la plus ancienne de détermination de la maturité, elle correspond a la mesure de
I’équilibre du moit entre les teneurs en sucres et en acides. Au cours de la maturité, les sucres
s’accumulent dans les baies et 1’acidité totale diminue (Gervais et al., 2005). La figure 1.10
montre un profil des changements de la composition du raisin au cours de sa maturation, dont la

concentration totale en sucre, le pH et ’acidité.

Acidité _./

Sucres

Valeur moyenne

Véraison Temps

Figure 1.10 - Le suivi de I’évolution du sucre, de I'acidité et du pH, au cours de la maturation des raisins.

(Gervais et al., 2005).
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D’apres le graphe ci-dessus, la teneur en sucre des baies augmente rapidement, I'acidité diminue
et le pH augmente. En fait, il y a une phase initiale rapide de I'accumulation du sucre, mais a un
moment donné au cours du développement des baies et du vieillissement de la vigne, il y a eu
une réduction du transport de sucre aux fruits (Roediger et al., 2006). Fondé sur le phénomeéne de
maturation, augmentation des sucres (g/l) et diminution de ’acidité totale (gH2SO,), le rapport
S/IA (Sucres/Acides) ou indice de maturité augmente au cours de la maturation. Les valeurs

comprises entre 35 et 50 représentent une excellente qualité de vendange (Remy et al., 1999).

3.2. La maturité phénolique :

La maturité phénolique est un élément important pour la comparaison de la qualité du raisin a
celui d'autres pays puisque la méthode technologique traditionnelle d'évaluation de la maturité ne
peut pas établir une comparaison de la qualité du raisin entre les différents pays.

Les principaux composés phénoliques de la baie de raisin sont les anthocyanes et les tanins
condenses. Au cours de la véraison des baies, la peau des baies perd la chlorophylle et
commence a synthétiser et a accumuler des composés phénoliques qui sont responsables du
développement de la couleur: jaune-or (flavonols), le rose et le rouge (anthocyanes). Les
anthocyanes sont responsables de la couleur rouge du vin et il faut noter que l'intensité de la
couleur du vin est directement proportionnelle a la qualité de vin. Alors que les tanins, ils
peuvent étre séparés en deux catégories : tanins des pellicules et tanins des pépins. Ce sont des
substances de nature polyphénolique aux propriétés astringentes, qui se combinent avec les
anthocyanes pour former des complexes tanins —anthocyanes stables. Ces composés ne vont pas
évoluer au cours de la maturation des raisins de la méme maniére que les sucres mais, ils vont

présenter des évolutions de deux ordres (Figure 1.11) (Pérez-Magarifio et al.,2005):

- une évolution quantitative, avec une augmentation de la teneur en anthocyanes et en

composés phénoliques.

- une évolution qualitative, qui peut se traduire d’un point de vue organoleptique par un
adoucissement de la sensation d’astringence, des tanins plus doux, moins végétaux. Cette
évolution va de pair avec la facilité de diffusion dans le vin des composés phénoliques au cours

de la vinification, que I’on appelle « extractibilité ».
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Figure 1.11 - Evolution des tanins et des anthocyanes au cours de la maturation des raisins.

La maturité phénolique (Figure 1.11) correspond a la maturité de la pellicule (anthocyanes,
tanins) et a la maturité des pépins (tanins) : concentration maximale en "tanins qualitatifs". Elle
correspond a 1’accumulation maximale en tanins, en anthocyanes et éventuellement en phénols
dans la peau des baies de raisin. Elle correspond aussi a une bonne extractibilité de ces composés
a partir des peaux. A I’inverse, I’extractibilité de ces composés depuis les pépins devient de plus
en plus difficile. Cette maturité phénolique est toujours plus utilisée pour le suivi de la
maturation des raisins rouges. Toutefois, son usage pratique est limité par la complexité de la

mise en oeuvre des méthodes d’extraction des composés phénoliques (Guyot et al., 2004).

Maturité phénoligue VS Maturité technologigue :

La "maturité phénolique” ne se substitue en aucune facon a la maturité appelée
traditionnellement "technologique". Cette derniére reste largement et prioritairement utilisée sur
le terrain, la maturité phénolique est ,elle aussi intéressante, dans la mesure ou elle permet
d’accéder a des données utiles pour les vinifications. Sa réalisation, le jour des vendanges, se
superpose donc a celle de la maturité technologique (Vivas et al., 1998). En fait, la maturité
phénolique peut étre définie comme le niveau de maturité permettant 1’obtention simultanée d’un
potentiel important et d’une bonne capacité de diffusion dans le vin. La maturité technologique
est mieux corrélée avec la "date” que la maturité phenolique, ses caractéristiques sensorielles

semblent étre de bons marqueurs de la maturation du raisin. Alors que, la maturité phénolique
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permet non seulement de suivre la maturation, mais aussi de différencier les types de parcelles.
En outre d'étre un paramétre majeur qui détermine le contenu du vin en éthanol, la maturité
technologique peut aussi affecter la maturité phénolique, parce que I'expression de plusieurs
enzymes de la voie des phénylpropanoides est contr6lée par les sucres. En outre, il a été
démontré que les sucres améliorent la production des anthocyanes du raisin (Conde et al., 2007).
Sur le plan chimique, la maturité technologique ou maturité pulpaire est atteinte quand le
maximum d'accumulation des sucres est atteint, avec un rapport optimal sucres / acidité et la
maturité polyphénolique, ou maturité pelliculaire, est atteinte quand le potentiel en anthocyanes
commence a diminuer aprés avoir atteint un plateau. Ce maximum est généralement observé
alors que la maturité technologique a déja été atteinte. Donc, la maturité technologique ou
maturité pulpaire est souvent atteinte alors que le raisin est loin de la maturité phénolique ou
maturité pelliculaire : il peut y avoir plus d'une semaine de décalage. Toutefois, la maturité
phénolique est une question d'une certaine subjectivité, car chague cépage a son propre godt et
spécificité, et divers facteurs peuvent affecter le choix de la date de récolte, y compris la main-
d'oeuvre disponible, les changements de saison comme la pluie et les vagues de chaleur, le
terroir, et d'autres facteurs hors du contréle de 1'eenologue (Conde et al, 2007).

En utilisant la maturité phénolique, le choix de la meilleure date de récolte se fait par la
construction et la lecture d’une courbe représentant 1’évolution des paramétres déja cités dans la
parcelle considérée. Donc, la date de récolte optimale correspond a une date pour laquelle les
raisins contiennent une teneur en sucre suffisante et un maximum d'anthocyanes et de tanins
facilement extractibles. Elle se situe 5 a 8 jours aprés le maximum d'accumulation d'anthocyanes.
Elle doit étre adaptée en fonction du produit que le producteur souhaite élaborer : pour un vin de
type primeur, il recherchera une légére sous-maturité, pour un vin de garde concentré il

privilégiera par contre une légere sur-maturité.

3.2.1. Méthodologies utilisées pour I’étude de la maturité phénolique :

Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour déterminer la maturité des raisins et analyser
leurs contenus phénoliques. Dans notre étude, nous nous intéressons a deux methodes: Glories et
ITV. La méthode Glories basée sur un dosage des anthocyanes par décoloration au SO, apres
macération a pH 3.2 et pH 1. La méthode ITV (Institut Technique de la Vigne — France) basée

sur un dosage des anthocyanes par Puissant-Léon aprés macération en milieu acido-alcooleux.
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Les méthodes Glories et ITV, appliquées durant notre étude seront détaillées et expliquées dans
la partie matériels et méthodes et présentées en annexe 1 .Les facteurs influencant la maturité

phénolique seront présentés en annexe 2.

4. Les composés phénoligues du raisin.

4.1. Classification des composés phénoliques.

Les composés phénoliques exercent une influence majeure sur la qualité des vins rouges.
La connaissance des principaux composés phénoliques du raisin est donc primordiale. Ces
composés sont issus du métabolisme secondaire des plantes (Bruneton, 2009), et représentent
plus de 8000 especes moléculaires connues. Ce sont des molécules actives regroupant un vaste
ensemble de substances chimiques, caractérisées par une grande diversité de structure allant de
molécules phénoliques simples de faible poids moléculaire (<100 g/mol) tels les acides
phénoliques a des composés hautement polymérisés (>30 000 g/mol) comme les tanins
(Balasundram et al., 2006). D’un point de vue chimique, les composés phénoliques sont
caractérisés par un noyau benzénique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles et
dérivent de la voie de 1’acide shikimique (Escarpa, 2001 ; Sarni & Cheynier et al., 2006). Leur
nomenclature est basée sur la distinction entre les composés flavonoides et non-flavonoides qui

ne possédent pas de squelette « flavone » (Fang et al., 2007 ; Rodriguez VVaquero et al., 2007).

4.1.1. Les composés non-flavonoides :

Les composés non flavonoides recouvrent les acides phénols, divisés en acides
hydroxybenzoiques et acides hydroxycinnamiques, porteurs d’une chaine latérale insaturée,
mais également d’autres dérivés phénoliques tels que les stilbénes dont la molécule la plus
connue est le resvératrol.

a-_Les acides phénoliques : Ils appartiennent a deux groupes, les acides hydroxybenzoiques et

les acides hydroxycinnamiques.

a.1. Les acides hydoxybenzoiques : Ils sont dérivés de 1’acide benzoique avec une structure de

base de type C6-C1 (D’Archivio et al., 2007). Cing acides benzoiques sont connus dans le raisin.
Ils se différencient par la substitution de leur noyau benzénique. Le principal représentant des
acides benzoiques dans le raisin est I’acide gallique, (Figure 1.12), présent sous forme libre et

glycoside et aussi estérifié par les flavanols (Sarni & Cheynier et al., 2006).
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Figure 1.12- Structure de I’acide gallique (Ribéreau Gayon et al., 1998)

a.2. les acides hydroxycinnamiques : lls représentent une classe trés importante dont la structure

de base (C6-C3) dérive de celle de I’acide hydroxycinnamique. Les trois structures de bases :
I’acide caftarique, 1’acide coutarique et 1’acide fertarique, se différencient par les
substituants du noyau aromatique . lls sont principalement sous la forme trans mais
existent aussi sous forme cis (Goetz et al., 1999 ; Perret, 2001).

Dans les raisins, ils sont identifiés en faible quantité sous forme libre, surtout dans les vacuoles
des cellules de la pellicule et de la pulpe, sous forme d’ester tartrique (Ribéreau-Gayon, 1965).
Ils peuvent étre également des hétérosides du glucose (Figure 1.13, Figure 1.14) (Sarni &
Cheynier et al., 2006).

8 = 1
. : COOH

Figure 1.13- Dérivés des acides cinnamiques et de Figure 1.14- Structure chimique de I’Acide 7-O-p-D-
I’acide tartrique (Ribéreau-Gayon P. et al., 1998) glucosyl-p-coumarique (Ribéreau-Gayon P. et al., 1998)

b. Les stilbénes :

Les stilbénes sont des composes phénoliques naturels, contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, formant un systéme conjugue. Cette particularité leur
confére une grande réactivité due a la résonance des électrons sur la totalité de la molécule. Ils
sont présents dans de nombreuses familles de végétaux supérieurs, mais le raisin est considéré la
plus importante source alimentaire de ces substances (Rodriguez-Delgado et al., 2001). Les
stilbenes (Figure 1.15) les plus abondants dans le raisin sont le trans-resveratrol (Fremont , 2000)
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et son dérivé glucosylé : le picéide (Jeandet et al., 1991; Waterhouse & Lamuela-Raventos,
1994), ainsi que les dimeres : le resvératrol trans-déhydrodimere et 1’e-viniférine (Figure 1.16)
(Sarni & Cheynier et al., 2006).

y O OH Stillbénes R, R,
O Pterostillbéne OCH; OCH;
Resvératrol OH OH
R2 S nie e -
Picéide OGlc OH
Figure 1.15- Structures chimiques des stilbénes du raisin (Perret, 2001)
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Figure 1.16 - Diméres de stilbénes (respectivement : Resvératrol trans déhydrodimére

et &- viniférine

Ces stilbénes, le resvératrol en particulier, sont rencontrés exclusivement dans la pellicule des
grains de raisin (Vitis vinifera) (Frémont, 2000) et sont completement absents dans les pépins
(Perret, 2001). Le Trans-resvératrol qui est une phytoalexine polyphénolique avec un bon pouvoir
antioxydant (Palomino et al., 2000) a suscité un grand intérét chez les scientifiques aprés avoir été

identifi¢ dans le vin et 1ié au "paradoxe francais" (Katalini¢ et al., 2010).

4.1.2. Les composés flavonoides :

C’est une grande famille constituée de plus de 4000 variétés de métabolites secondaires
ubiquitaires des vegetaux (Fang et al., 2007). Les flavonoides ont une origine biosynthétique
commune et par conséquent, possédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de

carbones, constitué de deux unités aromatiques : deux cycles en C6 (A et B), reliés par une
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chaine en C3 (Marfak , 2003), cette structure est nommee 2- phényl-benzopyrone (Figure 1.17)
(Bourzeix et al., 1986 ; Perret, 2001).

Figure 1.17 - Squelette de base des flavonoides.

Ce groupe comprend différentes sous-classes de composés qui different par leur structure
chimique (D’Archivio et al., 2007). C’est d’abord la structure de I’hétérocycle central et son
degré d’oxydation qui permet de distinguer les différentes classes de flavonoides. A I’intérieur de
chacune des sous-classes, les variations autour du squelette chimique de base en C15 portent
principalement sur trois points : le nombre, la position et la nature des substituants (groupements
hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques A et B et la chaine en C3
intermédiaire (Heim et al., 2002 ; Sarni & Cheynier et al., 2006). Chez les raisins, deux familles
de composés sont principalement représentés, les anthocyanes et les flavan-3-ols, auxquels

s’ajoutent des flavonols et des flavanonols (Sarni & Cheynier et al., 2006).

a-Les anthocyanes :

Les anthocyanes, principalement présentes dans la pellicule de la baie, diffusent rapidement dans
le moQt des le début de la vinification. Leur concentration atteint un maximum en quelques jours
pour ensuite diminuer du fait de leur implication dans de nombreuses réactions (Ribéreau-
Gayon, 1982; Somers, 1971, Cheynier et al. 1997a; Romero-Cascales et al. 2005). Ce sont des
pigments instables mais leur réactivité, conduit a de nombreux pigments qui participent a la
couleur des vins rouges et a sa stabilité. Elles sont localisees essentiellement dans la vacuole des
cellules de la pellicule (Amrani, 1993) et dans les trois ou quatre premieres assises cellulaires de
I’hypoderme (Figure 1.18). Elles peuvent étre rencontrées dans la pulpe, au niveau subcellulaire,
dans les vacuoles ou dans des organites spécialisés appelés anthocyanoplastes (Sarni & Cheynier
et al., 2006).
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Figure 1.18-Localisation des anthocyanes dans la baie de raisin

Leur structure comprend deux cyles benzéniques reliés par un hétérocycle oxygéné, insaturé et
cationique, le cation flavylium, dérivant du noyau 2- phényl-benzopyrone (Ribéreau-Gayon et al.,
1998), généralement glucosylé en position C-3. L’aglycone ou anthocyanidine constitue le
groupement chromophore du pigment donc ce sont les anthocyanes libres, sans oses accrochés
(Figure 1.19), (Perret, 2001). Dans le raisin et dans le vin, on distingue cing anthocyanidines dans
le genre Vitis : la cyanidine, la péonidine, la delphinidine, la pétunidine et la malvidine (Tableau
1.5). Les anthocyanes se divisent en différentes sous-classes en fonction de la nature des
substituants portés par le glucose du cycle C. Le glucose peut-étre acylé en position 6 par

I’acide acétique, 1’acide para-coumarique ou 1’acide caféique (Tableau 1.6).

AnthocyanidinesR* = H R, R,

Malvidine OCH, OCH;
Péonidine OCH, H
Delphinidine OH OH
Pétunidine OCH;, OH
Cyanidine OH H

Figure 1.19- Structures chimiques des Tableau 1.5 -Anthocyanidines de base chez Vitis
anthocyanidines de base chez Vitis (substitution du (substitution du cycle B).

cycle B) (Perret, 2001)
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Sous-classes R
Anthocyanidines H
Anthocyanes Glucoside

Anthocyanes acylées

Anthocyanes acétylées Acétylglucoside

Anthocyanes coumaroylées | 6-p-coumaroyl-glucoside

Anthocyanes caféoylées 6-caféoyl-glucoside

Tableau 1.6 - Anthocyanes : sous-classes définies par la substitution du cycle C.

A pH acide, comme dans les vacuoles des cellules végétales, la forme prédominante est le cation
flavylium (de couleur rouge en solution aqueuse) alors qu’a pH plus élevé, ce cation flavylium est

converti en d’autres especes, dont certaines sont incolores (Cabrita, 2000).

c- Les flavan-3-ol ou flavanols

Les flavanols regroupent les monomeres et les tanins, nom commun donné aux oligomeres
et polyméres de flavanols qui, du fait de leur affinité avec les protéines, ont des
propriétés « tannantes ». Au cours de la vinification, I’extraction des proanthocyanidines est plus
lente que celle des anthocyanes. Les proanthocyanidines de pellicule diffusent plus rapidement
que celles provenant des pépins, a cause de leur localisation et de la solubilité supérieure des
prodelphinidines par rapport aux procyanidines galloylées. L’extraction des proanthocyanidines
des pépins démarre quand la teneur en alcool augmente (Labarbe, 2000, Canals et al. 2005,
Cheynier et al., 1997a). Les tanins sont réactifs et peuvent former par réaction avec eux-mémes
ou avec les anthocyanes de nombreux dérivés tanins-tanins ou anthocyanes-tanins dans les vins.
IIs ont aussi des propriétés physico-chimiques particulieres et peuvent former des agrégats et
interagir avec les protéines et les polysaccharides. De plus, les tanins jouent un réle important
dans les qualités organoleptiques des vins, notamment dans la sensation d’astringence. La
pellicule, les pépins et les rafles sont les zones de concentration de cette famille de
composés. Plus précisément, dans les pépins, lestanins sont essentiellement localisés dans
les enveloppes internes et externes. Au sein de la pellicule, ils se présentent sous forme
granulaire, ou d’amas, dans les vacuoles des cellules (Figure 1.20). lls semblent également en
partie liés aux parois cellulaires et aux membranes vacuolaires (Ribéreau-Gayon, 1968 ;
Amrani, 1993).
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Figure 1.20 - Localisation des tanins dans la baie de raisin.

Ils existent dans le raisin a 1’état de monomeéres (les catéchines) et sous formes plus ou moins
polymérisées (proanthocyanidines, aussi appelés tanins condensés) (D’Archivio et al., 2007 ;
Vivas et al., 2003). Ces molécules ne présentent pas de double liaison sur le cycle central. Les
teneurs en flavanols des pépins sont toujours supérieures a celles des pellicules, qu’il s’agisse de
monomeres, d’oligomeéres ou de polymeéres (Sarni & Cheynier et al., 2006). Les tanins de pépins
sont constitués de procyanidines partiellement galloylées. Leur degré moyen de polymérisation
(DPm) de l’ordre de 10 est largement inférieur a ceux des pellicules qui contiennent
également des prodelphinidines et dont le degré moyen de polymérisation (DPm) avoisine
en moyenne les 30 unités (Prieur et al., 1994 ; Souquet et al., 1996). Au sein de la pulpe, la
présence de monomeres et d’oligomeres de flavanols a été détectée, et certaines teneurs
sont reportées dans la littérature (Bourzeix et al., 1986). Récemment, la présence de
tanins de plus haut degré de polymérisation dont les caractéristiques s’approchent de
celles des tanins de pellicules a été mise en évidence (Souquet et al., 2006).

Dans la partie annexe, vous trouverez une présentation et une explication en détails des unites
monomeériques, des tanins condensés (Annexe 3).

c.Les flavonols :

Dans la baie de raisin, les flavonols, pigments de couleur jaune pale, sont présents

uniquement au sein de la pellicule. Ces composés présentent une double liaison entre C2 et
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C3, avec un groupe hydroxyle en position C3. Quatre flavonols sont majoritairement présents
dans le raisin: le kaempférol, la quercétine, la myricétine et 1’isorhamnéthine (Figure 1.21)
(Remy, 1999 ; D’Archivio et al., 2007 ; Perret, 2001 ). Ces composés sont réputés étre les
antioxydants les plus efficaces de tous les flavonoides grace a des dérivés de syringetine et de
laricitrine ont récemment été mis en évidence dans les variétés rouges (Mattivi et al.,
2006). Leur groupe céto et leur OH en 3 du cycle (Sarni & cheynier et al., 2006). On leur
attribue des propriétés bénéfiques dans le traitement des maladies du cceur et des cancers (Bohm
et al., 1998).

Flavonols R, R,
Kaempterol H H
Quercétine OH H
Myricétine OH OH
Isorhamétine OCH, H
Syringétine OCH, OCH;
Taricitiine OH OCH;

Figure 1.21 - Structure aglycone des flavonols du raisin

4.2. Localisation des composés phénoligues :

4.2.1. Répartition cellulaire:

La répartition des composés phénoliques a 1’échelle cellulaire est trés caractéristique. Ils
s’accumulent principalement dans deux sites : d’une part la paroi cellulaire ou sont présentes les
lignines (et quelquefois certains flavonoides et des molécules associées aux lignines
comme I’acide férulique) et d’autre part la vacuole ou sont stockés les phénols solubles (acide
chlorogénique, anthocyanes, flavonols, tanins...) (Le Bourvellec, 2005). Certains flavonoides
(quercetine, kaempférol) pourraient également étre présents au niveau du noyau et de la

membrane plasmique (Peer et al., 2001) mais toujours a trés faible concentration.

4.2.2. Répartition tissulaire:

A l'échelle tissulaire, des répartitions tres inégales des différents composés phénoliques ont été

notees. Ainsi les anthocyanes et les pigments de type flavonols sont généralement présents dans
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les couches cellulaires externes des organes végétaux en particulier les épidermes de fruits et des
feuilles (Sarni & Cheynier, 2006). Dans les raisins, les composés phénoliques sont
majoritairement trouvés dans la peau et les pépins et sont extraits dans les vins lors de la
vinification (Katalini¢ et al., 2010). Les conséquences technologiques de ces différentes
situations sont extrémement importantes lors de la vinification car la diffusion des anthocyanes
dans le modt est lente a partir de la seule pellicule (Macheix et al., 2006). Les types et les
concentrations de ces composés dépendent d'un certain nombre de facteurs: la variété de raisin,
le stade de maturation, le sol, les conditions climatiques, la culture de la vigne et le traitement
auquel elle est soumise (Gomez-Alonso et al., 2007 ; Rodriguez Vaquero et al., 2007). En outre,
chaque variété de raisin présente une composition différente en composés phénoliques. La
pellicule renferme les plus grandes teneurs de la baie de raisin en anthocyanes
responsables de la couleur des raisins rouges et du vin (Monagas et al., 2006).
Catéchine, épicatéchine et épicatéchine gallate sont les unités monomeéres principales des
tanins de la pellicule, bien que gallocatéchine et épigallocatéchine soient également
présentes dans des proportions moindres. Les glucosides et glucuronides de quercétine et
kaempférol, I’acide gallique et ses glucosides, le resvératrol et les acides coumariques et
caftariques complétent la composition de la pellicule de raisin en termes de composés
phénoliques (Lu & Yeap Foo, 1999). Les tanins de pépins sont constitués des mémes unités
monomeres que les tanins de la pellicule. La quantité des tanins de pépins diminue
significativement pendant la maturation des raisins (Kennedy, 2000). Les pépins sont
également composés de procyanidines et en moindre quantité d’acide gallique et
d’épigallocatéchine (Guendez, 2005). La rafle est également une source intéressante de
composés phénoliques . Les composés phénoliques les plus abondants dans les rafles sont les
tanins (environ 80%) (Souquet, 2000). Les flavanols sont les composés phénoliques les plus
abondants dans la pulpe ; ils représentent 60% des composés phénoliques totaux (Mané et al.,
2007).

4.3. Propriétés des composés phénoliques :

Les publications concernant les propriétés biologiques des composés phénoliques sont de plus en
plus nombreuses. Trés divers, ces derniers sont des molécules réactives qui en fonction de leur

nature jouent un réle déterminant dans l'attractivité visuelle, les caractéristiques gustatives et la
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stabilité des produits. Ces molécules actives sont parmi les plus puissants phyto-actifs congus par
les plantes. Ils sont de puissants anti-oxydants qui protégent notre organisme contre les effets
délétéres de I’oxygene et présentent diverses autres activités physiologiques, y compris anti-
inflammatoire, anti-allergique, anti-cancérigénes, anti-hypertenseurs, anti-arthritiques et anti-
microbiennes (Rodriguez Vaquero et al., 2007). La lutte contre I'oxydation et I'inhibition des
microorganismes, deux propriétes trés importantes des composés phénoliques seront représentées

en détail en annexe 4.

5. La vinification en rouge

5.1. Le procédé global de la vinification en rouge:

L’¢laboration du vin se fait par I’intermédiaire d’une opération que 1’on appelle la vinification.
Cette operation permet de transformer le raisin en vin. Il faut environ 1,3 & 1,5 kg de raisin pour
obtenir un litre de vin. Durant la vinification, le modt fermente, ou macere temporairement avant
fermentation, en présence des pellicules, des pépins et éventuellement, de la totalité ou d’une
partie des rafles pendant une durée plus ou moins longue, habituellement de plusieurs jours. La
caractéristique de ce mode de vinification est donc la macération de la phase solide (Flanzy,
1998 ; Foulonneau, 2002). La qualité du vin rouge dépend beaucoup de sa composition en
matieres colorantes, substances aromatiques et tanins, ces composes sont extraits du raisin au
cours de la macération, avec le concours de la teneur en alcool, de 1’asphyxie des cellules, du
chauffage de la vendange, etc. Mais ces facteurs doivent étre maniés avec précaution, car leur
exces peut étre nuisible, ou ’avantage qu’ils offrent pour 1’extraction de certains composés peut
devenir un inconvénient pour d’autres (Foulonneau, 2002).

La vinification en rouge suit un processus qui comporte 4 étapes principales, réalisées dans un
ordre différent selon le type de vin : I’égrappage, le pressurage, la macération et la fermentation.
Les différentes étapes sont résumées dans la figure 1.22. Les principaux sous-produits

issus de ce procédé sont les marcs de raisins, les bourbes et les lies de fermentation.
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Figure 1.22 - Schéma de la vinification en rouge

5.2. Etapes générales de la vinification :

Les étapes décrites ci-dessous retracent brievement le devenir du raisin, de la vigne au produit
final qu’est le vin. Elles ont été rédigées et synthétisées d’apres le traité d’cenologie de Ribéreau-
Gayon et al., (2004) et le manuel de la connaissance et travail du vin de Blouin & Peynaud
(2001) et du guide pratique de la vinification de Foulonneau (2002).

La vinification commence par la vendange. Le suivi de la maturité phénolique et technologique
doit étre effectué. Une fois arrivé a maturité, le raisin est récolté. Le choix de la vendange est
stratégique puisqu’il va déterminer la qualit¢ du vin. Il est défini parcelle par parcelle, d’apres
I’équilibre entre le sucre et I’acidité des baies de raisin (suivi de la maturité technologique), et
d’apres le maximum de composés phénoliques extractibles (suivi de la maturité phénolique).

Les raisins rouges vendangés sont rapidement transportés au chai ou ils sont triés, éraflés puis
foulés. La vendange est éraflée ou égrappée. L’éraflage (Figure 1.23) a pour but de separer les
baies de la rafle. Ca permet d’¢éliminer les rafles (parties ligneuses de la grappe) afin de limiter
les ardmes herbacés qu’elles peuvent apporter. Cette derni¢re est facultative et dépend de la

maturité des rafles.
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Figure 1.23 — Photo de I’éggrapoir

L’¢éraflage fait I’objet de recherches, les constructeurs proposent de nouveaux systémes de tri
mécaniques qui enlévent aussi les pétioles.

Apreés I’éraflage, le foulage (Figure 1.24) est destiné a faire éclater les baies pour en liberer le jus,
sans écraser les pépins. Cette opération permet de libérer la pulpe et le jus du raisin, appelé modQt.
Le foulage est une étape importante dans la vinification car le jus extrait joue a la fois le r6le de
fluide d’extraction, ainsi que de solvant pour les composants chimiques du raisin. Il accélere
significativement la macération, étape pendant laquelle le fruit éclaté est mis en contact avec
son jus. Le but est de transmettre toute la composition chimique du cépage dans le jus. Les
opérations d’éraflage et de foulage, réalisés autrefois respectivement a la main et au pied, sont
maintenant exécutées mécaniquement avec des appareils spécifiqgues ou combinés : érafloirs,

fouloirs, fouloirs-érafloirs, érafloirs-fouloirs ...

Figure 1.24 — Photo de la machine a fouler des raisins
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A ce stade, un enzymage éventuel (préparations d’enzymes pectinolytiques) peut avoir lieu,
favorisant la libération des particules des baies. Le sulfitage peut avoir lieu a plusieurs endroits
de la chaine d’élaboration, d’une fagon répétitive ou unique. Il consiste en I’apport de SO,, sous
différentes formes (pastilles de soufres, bisulfite de Potassium, solutions sulfureuses, ...). Le
sulfitage a différentes fonctions. Tout d’abord, il détruit les enzymes d’oxydation naturellement
présentes dans le modQt. Il agit aussi sur les microorganismes aerobies et les bactéries acétiques
réduisant ainsi les risques d’altération lors de la fermentation alcoolique. Aussi, le SO, favorise
la dissolution des matiéres colorantes et des tanins, en détruisant les cellules pelliculaires des
fruits, ce qui améliore la macération en renforcant la couleur et la teneur en arémes primaires. La
concentration de SO, libre en fin de fermentation ne devra pas dépasser 25 mg/L.

Apres sulfitage, les raisins rouges subissent une étape de macération et de fermentation
alcoolique avant d’étre pressurés. Le role de la macération est de faire migrer dans le modt, les
substances aromatiques colorantes (anthocyanes) et tanniques présentes dans les pellicules,
pépins et parfois les rafles. Puis, une fermentation alcoolique aura lieu, consistant a transformer
les sucres naturels du raisin (glucose et fructose) en éthanol par les levures. En cours de la
vinification proprement dite, le choix de la température de la fermentation alcoolique est fonction
de nombreux facteurs, concernant la marche de la fermentation et 1’extraction des constituants du
marc par la macération. Concernant la cinétique fermentaire, il est admis un risque d’arrét
prématuré si la température dépasse 30°C ; avec des teneurs en sucre élevées et des conditions de
fermentation difficiles, il est conseillé de maintenir la température a une valeur un peu plus
basse, 25 a 28°C et relativement constante (Ribéreau-Gayon, 2004).

Depuis Pasteur, il est bien connu que la levure est ’'usine vivante de production d’éthanol suite a
la transformation de sucres. Il est établi que 16.8 grammes de sucres fermentés apportent 1 degré
d’alcool (Dequin, 2008). Le jus de raisin enrichi de nutriments, de sucres ainsi que de composés
phénoliques dans les étapes préfermentaires, est un milieu idéal pour la croissance et la
multiplication de différents microorganismes. La levure Saccharomyces cerevisiae est la levure
de vinification. Quoique initialement présente sur le raisin, un levurage semble classique de nos
jours. Il consiste en I’apport de levures dans une concentration suffisante, permettant un bon
démarrage de la fermentation alcoolique d’une part, et diminuant les risques de contaminations

d’autre part (Domizio et al., 2007).
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Le glucose et le fructose, sucres du modt de raisin, sont catabolyses suivant la voie de la
glycolyse pour donner le pyruvate. Ce dernier est ensuite décarboxylé pour donner
I’acétaldéhyde, qui sera réduit en éthanol pour maintenir la balance d’oxydoréduction et
régénérer le NAD" réduit lors de I’oxydation du glycéraldéhyde-3-phosphate. La fermentation
alcoolique s’accompagne de dégagement carbonique (Figure 1.25) et d’une augmentation de la

température de la cuve.

Figure 1.25- Mo(t en fermentation.

La production d’alcool durant la fermentation s’accompagne de 1’apparition de produits
secondaires tels que le glycérol, I’acide acétique, 1’acide succinique, I’acide lactique, les alcools
supérieurs, les aldéhydes et cétones... Ce qui conduit a un rendement massique de 47% pour la
production d’éthanol a partir des sucres consommés (Moreira et al., 2005). La fermentation
alcoolique dure en moyenne quatre a dix jours. En méme temps, les matieres colorantes et les
éléments tanniques contenus dans la peau diffusent dans le modt en fermentation. Le remontage,
une opération importante de la vinification en rouge durant la fermentation alcoolique permet
simplement d’introduire 1’oxygene de 1’air dans le mot. Cette opération permet de faciliter
I’extraction des constituants du marc (anthocyanes et tanins) et d’accroitre la macération. Selon
le type de vin rouge recherché, la macération sera plus ou moins prolongée. En effet, les vins
rouges de garde demandent une macération plus longue afin d'obtenir une bonne structure et une
aptitude au vieillissement. A la fin de la fermentation alcoolique, pour mettre fin a la macération,
on procéde a un écoulage des cuves. Par gravité, le vin est séparé du marc (ensemble des parties
solides du raisin : rafles, pellicules, pépins, encore imprégnées d'alcool). Le vin écoulé est dit «
vin de goutte ». Le marc simultanément est décuvé puis pressé afin d'en retirer le vin imbibé.

C'est le «vin de presse » plus riche en couleur et en tanins. Suivant le type de vin recherché, vin
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de goutte et vin de presse sont assemblés soit immeédiatement, soit aprés élevage (ou
vieillissement en f(t). A ce stade, une seconde fermentation, appelée fermentation malolactique,
se déclenche. Cette deuxiéme fermentation transforme 1’acide malique en acide lactique. Ceci
diminue ’acidité du vin, pour lui donner une plus grande souplesse. D’autre part, la disparition
de I’acide malique assure la stabilit¢é du vin vis-a-vis des bactéries lactiques, agents de
transformation. Il faut cependant rester vigilant lors de cette étape, car une mauvaise conduite de
la fermentation malolactique peut nuire aux caractéristiques du vin (Kandler, 1983).

La derniére étape est celle de 1’élevage et du stockage des vins. Cet élevage peut se faire en
barriques ou en bouteilles. Mais le vin obtenu aprés fermentation est chargé de matieres solides
en suspension : débris végétaux, levures, dépots cristallins et autres. Il est alors loin d’étre assez
limpide pour étre acceptable par les consommateurs. Divers traitements physico-chimiques
(stabilisation, collage...) sont alors pratiqués a ce stade afin de lui donner I’aspect attendu par les
amateurs (Peynaud, 1983, Flanzy, 1998). Ensuite le vin fini sera mis a la disposition des

consommateurs. La figure 1.26 résume les procédés de fermentations classiques en rouge.

VINIFICATION DES VINS ROUGES

¥
Raisin g : Pressurage
l fermentaton
; imalofoctique
Egmww\*/ in e
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1 l éventuelle
Foulage
Sufftage l\_ Sufte Sufftoge
e B
s Ecoulage Blanc d'eeuf-
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Fermentation Alcoolique
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Figure 1.26. Procédés de fermentations classiques en rouge

5.3. Les marcs de raisins : sous-produits de la vinification.

Le marc de raisin est le principal sous-produit de la vinification, qui peut étre riche en composés
d’intérét. Ils est constitué du résidu solide (pépins, pellicules, rafles) restant aprés 1’étape de

pressurage du vin blanc ou du vin rouge (Crespo et al., 2010). Les marcs de raisin constituent
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environ 20% du poids des raisins utilisés pour la vinification, ce qui génere presque 9 millions de
tonne par an (Schieber et al., 2001).

Plusieurs études ont tenté de trouver des applications industrielles au marc de raisin (Figure
1.27). lls ont été utilisés en tant qu’aliment pour bétail (Larwence, 1991; Santiago et al., 1993).
Plus tard , ils ont retrouvé une large gamme de produits dans ces marcs comme 1’éthanol
(Silva et al., 2000), les tartrates (Nurgel & Canbas, 1998), I’acide citrique (Hang &
Woodams, 1985), I’acide malique, les hydrocolloides (Stredansky & Conti, 1999), les
fibres alimentaires (Saura-Calixto, 1998 ; Girdhar & Satyanarayana, 2000). Les valorisations
actuelles de ces sous-produits concernent le compostage bien que les restrictions

environnementales aient réduit leur utilisation.

Figure 1.27 - Stockage de marc de raisin, sous-produit de la vinification en rouge.

De nos jours, une grande importance a été accordée a la valorisation des composés phénoliques
du marc du raisin. En fait, les sous-produits de la vinification, principalement le marc du raisin
sont riches en composés phénoliques dotés d’un fort pouvoir antioxydant, les composés
phénoliques constitués principalement des flavonoides et des non flavonoides (Ducasse, 2009).
D’ou I’intérét de wvaloriser ces marcs, tout en optimisant l’extraction de ces COMPOSEs
phénoliques (Gonzalez-Paramas et al., 2004), présentant une capacité de réduire le risque des
cancers et maladies cardio-vasculaires (Teissedre, 1996 ; Karadeniz et al., 2000).

6. Procédés usuels d’extraction des composés phénoliques :

Les vins rouges sont des vins de macération ; cette macération est responsable de toutes leurs

caractéristiques spécifiques, visuelles, olfactives et gustatives qui les différencient des vins
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blancs. Elle apporte essentiellement les composés phénoliques (anthocyanes et tanins) qui
participent a la couleur et a la structure générale. Par conséquent la conduite de la macération,
nécessite la recherche d’un compromis ; elle doit étre une extraction fractionnée, portant
exclusivement sur les constituants doués d’un bon ardme et d’une bonne saveur, mais ils doivent
étre extraits en totalité. Pour régler le niveau d’extraction au cours de la macération, le
vinificateur dispose d’un certain nombre de pratiques qui agissent sur la mortification des tissus
et favorisent la dissolution des composés phenoliques. En effet, la paroi de la baie de raisin
participe a la cohésion des cellules et confére donc les propriétés mécaniques de fermeté et
de texture a la baie (Ribérau-Gayon et al., 2004). Par ailleurs, en vinification, la paroi peut
constituer un frein a la diffusion de composés recherchés dans les vins comme les composeés
phénoliques. Le faible rendement d’extraction peut étre expliqué par la forte résistance des parois
cellulaires de la peau et des membranes cytoplasmiques au transfert de masse (Monagas et al.,
2005; Pinelo et al., 2006). Le dosage des composés phénoliques dans les différentes parties de la
grappe et la comparaison avec les valeurs trouvées dans le vin indiquent que seulement environ
20 & 30% du potentiel du raisin se trouvent dans le vin. La perte est importante, plusieurs efforts
ont été déployés pour proposer de nouveaux procédés d’extraction améliorant 1’extraction des
composés phénoliques durant la vinification. L’extraction ne peut étre possible que si les
membranes cellulaires sont suffisamment perméables pour laisser passer les différentes
tailles de molécules. Pour augmenter la perméabilité des membranes cellulaires intactes,
différentes études ont été menées dans le but d’améliorer la diffusion des composés phénoliques
durant la vinification en rouge (Sun et al., 2001 ; Sacchi et al., 2005 ; Lopez et al., 2008a,b), a

partir des raisins et du marc du raisin.

6.1. Extraction par solvant:

L’isolement des principes actifs en général (composés phénoliques, colorants...) a partir des
cellules est réalisé en faisant appel a 1’extraction solide-liquide (Schwartzberg & Chao, 1982 ;
Mafart & Béliard, 1992; Aguilera & Stanley, 1999). Parmi les nombreuses techniques
d’extraction, 1’extraction par solvant est la méthode la plus ancienne et, également, la plus
utilisee. Dans la forme la plus simple de ce procéde, la matiére a extraire et le solvant sont bien
mélangés. Ensuite, une série de processus successifs a lieu traduisant I’interaction entre le solide
et le solvant (Mafart, 1992) (Figure 1.28):
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transfert du solvant du milieu environnant vers la surface externe du solide,

la diffusion du solvant au sein de la matrice solide,

la dissolution du soluté dans le solvant,
la diffusion du soluté dissous dans le solvant de la matrice solide vers la surface,

le transfert par convection ou diffusion du soluté vers la masse restante du solvant.
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Figure 1.28- Mécanisme de I’extraction solide liquide et schéma de la diffusion

a travers de la membrane cellulaire

Concernant I’application de 1’extraction par solvant au sous-produit de la vinification, Bonilla et
al., 1999 ont trouvé que le taux d’extraction des composés phénoliques a partir de marcs de
raisin est significativement influencé par la taille de la matiére premiére. La fragmentation (ou
broyage) d’un produit améliore le transfert de matiere en augmentant la surface de contact entre
solvant et solide. A 1’échelle industrielle, I’extraction des composés phénoliques des marcs de
raisin (issus de la vinification en blanc) realisée en discontinu est effectuée pendant 20 h (4
batchs de 5 h) a 50°C. Lorsque I’extraction industrielle est réalisée en continu, elle est effectuée a
une température d’environ 30-40°C pour un temps de séjour de 3 h — 3 h 30.

Une optimisation de 1’extraction des composés phénoliques et des anthocyanes monomériques de
baies de raisin Cabernet Sauvignon en utilisant la Méthodologie de la Surface de Réponse
(RSM), a été effectuee par El Hajj et al., 2012. Dans cette etude, la comparaison entre deux

mélanges d’extraction, acétone/eau ou méthanol/eau et I’effet de trois variables critiques — le
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temps d’extraction (entre 8 et 88 h), la température d’extraction (entre 1 et 35°C) et le
pourcentage du solvant d’extraction dans le mélange (entre 63 et 97%) ont été étudiés sur les
rendements des composes phénoliques et des anthocyanes monomériques en utilisant la RSM.
Les conditions du procédé maximisant le rendement des composés phénoliques ont été 87%
d’acétone, aprés 88h d’incubation a 26°C, et ceux du rendement des anthocyanes monomériques
97% de méthanol, apres 8h d’incubation a 10°C. Au niveau industriel, ce procédé pourrait étre a
la base d’une technique prometteuse pour I’extraction de molécules bioactives de plantes ou de

sous-produits comme ceux issus des industries viticoles ou de jus de raisin (El Hajj et al., 2012).

Effet des paramétres opératoires:

De nombreuses études ont montré 1’influence des variables expérimentales sur la procédure
d’extraction des composés phénoliques. Les principaux sont la nature du solvant, la température,
le temps de contact (Liorach et al., 2004), le ratio liquide-solide, la taille des particules .

Dans les méthodes d’extractions par solvant, les extractants les plus fréquemment utilisés pour
extraire les composés phénoliques des végétaux sont : 1’éthanol, le méthanol, I’acétone et
I’acétate d’éthyle avec ou sans eau (Moure et al., 2001; Lapornik et al., 2005 ; Awika et al.,
2005 ; Amr & Al-Tamimi, 2007 ; Caridi et al., 2007). En effet des mélanges de solvants
organiques avec l’eau ont démontré une plus grande richesse a la diversité phénolique des
extraits (Cork & Krockenberger, 1991; Palma & Taylor, 1999; Jayaprakasha et al., 2001; 2003;
Baydar et al., 2004), qu’un seul solvant utilisé a 1’état absolu. Les données de la littérature
montrent que 1’acétone et le méthanol sont les solvants les plus appropriés pour extraire
respectivement les composés phénoliques et les anthocyanes des raisins (Revilla et al., 1998;
Jayaprakasha et al., 2001 ; Baydar et al., 2004 ; Kapasakalidis et al., 2006). En effet, I’extraction
d’anthocyanes de la pulpe est 20% plus efficace avec le méthanol qu’avec 1’éthanol, et 73% plus
efficace avec le méthanol qu’avec I’eau (Castaneda-Ovando et al., 2009). Pourtant, 1’éthanol est
preféré par "Food and Drug Administration”, vu qu’il est moins toxique que le méthanol (Ignat et
al., 2011). La température et le temps de contact sont des paramétres importants qu’il est
nécessaire d’optimiser. L’augmentation de la température favorise 1’extraction en augmentant la
solubilité des composeés et leurs coefficients de diffusion. Toutefois, la stabilit¢ des composés
phénoliques est affectée par la température. Lorsqu’ils sont maintenus au-dela d’une certaine

température pendant un temps donné, ils sont dégradés thermiquement (oxydation) et perdent
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leur activité antioxydante (Lafka et al., 2007). La température limite a ne pas dépasser varie
selon les auteurs ; elle est de 50°C pour certains (Cacace & Mazza, 2003) ou de 60°C pour
d’autres (Spigno et al., 2007).

L’étude de I’influence de la durée d’extraction optimale des composés phénoliques donnent des
résultats assez contradictoires. Certains auteurs préconisent de courtes durées d’extraction de 5 a
30 min (Bonilla et al., 1999 ; Pinelo et al., 2005 ; Yilmaz et al., 2006) alors que d’autres
montrent la nécessité de plus longs temps de contact de 1 a 24 h (Lapornik et al., 2005; Pekic et
al., 1998; Pinelo et al., 2005). Le couple temps/température est & déterminer en fonction des
molécules recherchées mais également du solvant. Par exemple, 1’extraction des anthocyanes de
cassis peut étre réalisée a de hautes températures (> 50°C) lorsqu’un solvant hydro-alcoolique est
utilisé alors qu’avec de 1’eau sulfitée, il est nécessaire d’extraire a de plus faibles températures
pour atteindre un rendement d’extraction similaire et éviter une dégradation des anthocyanes
(Cacace & Mazza, 2003).

7. Nouvelles technologies utilisées pour Dintensification de D’extraction des composés
phénoliques durant la vinification en rouge

De nombreux procédés d’intensification se sont développés dans le but d’améliorer 1’extraction
des composés phénoliques durant la vinification en rouge tels que les extractions assistées par
enzymes pectolytiques, ultrasons et microondes, la thermovinification et la Flash détente. Des
macérations pré-fermentaires a froid et a chaud ont été aussi adoptées pour améliorer
I’extraction. De plus, les puissances pulsées (champs électriques pulsés et décharges électriques)
sont des technigues qui agissent sur les membranes et/ou les parois cellulaires et facilitent ainsi
I’extraction de biocomposés. Les procédés d’extraction permettent de réaliser une extraction plus

ou moins complete et sélective des constituants de la baie de raisin (Flanzy et al., 1998).

7.1. Extraction assistée par enzymes pectolytiques :

Les préparations enzymatiques commerciales servent essentiellement a amplifier et améliorer les
phénoménes naturels observés au cours de la vinification. Les enzymes cenologiques ont pour
application principale la dégradation des pectines, élements constitutifs de la baie de raisin. Elles
contiennent principalement des pectinases (PG, PL, PME) et des p-glucanases. Ces

enzymes présentes dans les préparations industrielles ne sont jamais totalement absentes du
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raisin, de la levure ou de la flore microbienne. L'apport d'enzymes exogenes est en général
justifié par la faiblesse des niveaux d'activités rencontrés dans le raisin ou les levures. Cet ajout
permet d'accélérer et d'optimiser les phénomenes recherchés par le vinificateur. Les enzymes
commerciales sont produites par des micro-organismes sélectionnés : Aspergillus niger
pour les pectinases et Trichoderma harzianum pour les P-glucanases. Les préparations
s’utilisent a différents stades d’élaboration du vin : sur raisin, sur modt, et sur vin jeune en fin de
fermentation (Canal-Llaubéres, 2000). Elles sont utilisées pour le débourbage et la clarification,
pour la macération et I’extraction, pour la révélation des aromes et pour 1’¢élevage sur lies.

L’ajout d’enzymes dégrade les enveloppes cellulaires et aide a une plus grande libération de
jus (Marteau, 1972, Canal-Llaubéres et al., 1989 ; Villettaz, 1996). La dégradation poussée
des parois cellulaires de la pellicule par les préparations commerciales (a activités
pectolytiques, hémicellulasiques et cellulasiques) permet la lyse de la paroi cellulaire de la
pellicule de raisin. Ce qui entraine une augmentation de I’extraction du potentiel aromatique
polyphénolique de la vendange (Canal-Llaubéres, 1990 ; Lecas, 1994; Villettaz, 1996). Les
préparations dites de macération sont riches en pectinases et contiennent des activités
secondaires type cellulase-hémicellulase. Ces préparations permettent d’augmenter 1’extraction
de certains constituants contenus dans la paroi cellulaire de la pellicule de raisin, tels que les
composés phénoliques (anthocyanes) et donc de la couleur. Cependant, des activités
contaminantes (B-D-glucosidases) des cellulases dégradant les anthocyanes et les flavonols
ont été détectées (Le Traon-Masson & Pellerin, 1998) entrainant la perte de couleur pour les
anthocyanes et 1’apparition de trouble du fait de la faible solubilite des aglycones des flavonols
(Somers & Ziemelis, 1985). De plus, les enzymes facilitent la dégradation des pectines et des
glucanes, améliorant ainsi la filtrabilité des vins (Humbert et al., 2003). Les préparations
enzymatiques sont souvent déterminantes pour obtenir un vin de bonne qualité. Par conséquent,
I’utilisation d’enzymes pour 1’élaboration d’un vin doit étre maitrisée par 1’cenologue. C’est pour
cette raison que I’emploi de diverses préparations enzymatiques est devenu un outil important
pour faciliter la clarification des moQts (pectinases améliorent et accélerent le débourbage) et
renforcer ainsi le profil aromatique (Castro-Vazquez et al., 2002, Cabaroglu et al., 2003) de

certains cépages.
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L’impact des enzymes de macération sur 1’extraction des composés phénoliques :

Beaucoup d’études ont cherché a démontrer I’effet des enzymes sur la composition des vins en
composes phénoliques. Une extraction accrue des tanins et 1’augmentation de I’indice des
composes phéenoliques totaux sont observés dans de nombreux cas (Canal-Llaubéres, 1990 ;
Revilla et al., 2002; 2003 ; Salinas et al., 2003; Bautista-Ortin et al., 2005 ; Guadalupe et al.,
2007 ; Kelebek et al., 2007). Les études effectuées sur I’effet des préparations enzymatiques sur
la composition polyphénolique, I’extraction des anthocyanes et sur la couleur donnent des
résultats conflictuels (Sacchi et al., 2005). Une augmentation de la teneur en anthocyanes est
décrite dans certains cas (Parley, 1997; Wightman, etal. 1997; Kammerer et al., 2005), les
enzymes pectolytiques ont été utilisés pour augmenter la couleur du vin, car elles dégradent la
paroi cellulaire des pellicules de raisins, ce qui libérent les anthocyanes (Ducruet et al., 1997 ;
Ducasse et al., 2010). Tandis que dans d’autres études, D’effet des enzymes sur les
anthocyanes n’est pas décelable ou se traduit par une perte (Pardo et al., 1999; Revilla et
al., 2002; Salinas et al., 2003; Kelebek et al., 2007). Ces divergences peuvent étre dues a
des différences de compositions de raisin en composés phénoliques. La couleur étant liée a de
nombreux parametres (réactivité des anthocyanes, pH, bisulfite, copigmentation), 1’impact
des traitements enzymatiques sur l’intensité colorante n’est pas toujours corrélé a la
concentration en anthocyanes. Ainsi, Kelebek et al.,, 2007 ont observé une augmentation
de I’intensité colorante (IC) et des anthocyanes alors que d’autres auteurs (Bautista-Ortin et
al., 2005 ; Parley, 1997) ont démontré une augmentation de 1’intensité colorante (IC) et une
diminution des anthocyanes et suivant les préparations enzymatiques, une diminution de

I’IC et des anthocyanes.

7.2. Extraction assistée par ultrasons :

L’extraction assistée par ultrasons est un nouveau procédé d’extraction permettant d’extraire des
molécules de faibles poids moléculaires (Hromadkova et al., 2002). Dans les secteurs
agroalimentaire et pharmaceutique, les ultrasons permettent 1’extraction de composés bioactifs
tels que les flavonoides, les huiles essentielles, les polysaccharides et les esters. Cette
technologie s’est développée jusqu’au niveau industriel. En effet, les traitements par ultrasons

améliorent 1’extraction des composés phénoliques des végétaux (Entezari Nazary &

~ 59 ~



EL DARRA Nada
CHAPITRE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Khodaparast, 2004, Gonzalez et al., 2006;. Cabredo et al., 2006;. Corrales et al., 2008, Chemat et
al., 2011).

Le principe :

Les ultrasons sont des ondes sonores qui génerent des vibrations mécaniques dans un solide, un
liquide ou un gaz. Elles ont la capacité de se déformer. Elles sont principalement
caractérisees par leur fréquence (15 kHz-500 MHz). L’amplitude ou ’intensité des ondes
permet de classer les ultrasons pour leurs applications industrielles : ultrasons de faible intensité
(1-3 W/cm ?), appliqués souvent pour le contrdle de la qualité des produits. Ces ultrasons
générent de stable cavitation, alors que les ultrasons de forte intensité (10-1000 W/cm 2) générent
des cavitations transitoires, appliqués pour la modification des produits par rupture physique des
tissus (Santos et al., 2009). La propagation des ondes sonores dans les liquides soumis aux
ultrasons a hautes intensités induit en alternance des cycles de haute pression (compression) et
des cycles de basse pression (a basse pression). Les séries de ces cycles de compressions et de
raréfactions créent une pression acoustique. Au cours du cycle de basse pression, les ondes
ultrasonores créent des petites bulles de cavitation dans le liquide. Lorsque ces bulles atteignent
un volume pour lequel elles ne peuvent plus absorber de 1’énergie, elles éclatent violemment au
cours d’un cycle de haute pression (Suslick, 1998). L’effondrement de cavité est asymétrique et
produit un jet de liquide a grande vitesse. Le principal effet physique et mécanique des ultrasons
est alors la production de micro-jets dirigés vers une surface solide lors de I’implosion des bulles
de cavitation (Chemat et al., 2010). Les bulles entrent elles-mémes en collision et sont
responsables du phénomene de cavitation. Durant I’implosion, de trés hautes températures
(5000°C) et pressions (2000 atm) sont atteintes localement (Santos et al., 2009) (Figure 1.29). 1
est a noter que le niveau de température et de pression atteint dépend toutefois de la fréquence
des ultrasons appliqués. L’implosion des bulles de cavitations provoquent également des jets de

liquide qui peuvent atteindre la vitesse de 280 m/s.
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Figure 1.29 — Phénomene de cavitation acoustique

Les effets sonochimiques de ces cavitations se traduisent entre autres par des accélérations de
cinétique et/ou d'amélioration du rendement d’extraction solide-liquide (Haunold, 1991).
Les membranes cellulaires des produits se trouvant a proximité subissent alors d’importants
cisaillements répétitifs. Les forces de cisaillement résultant détruisent 1’enveloppe des cellules,
ce qui altére ces membranes cellulaires et liberent le contenu intracellulaire dans le milieu
environnant (Chemat et al., 2004). La littérature indique que I'application des ultrasons a 20-35
kHz améliore I'extraction des composés phénoliques des résidus du raisin rouge (Gonzalez et al.,
2006) et a partir des pépins de raisins (Ghafoor et al., 2009). Par ailleurs, Novak et al., (2008)
ont montré que I'extraction par ultrasons améliorent I'extraction des flavonoides & partir de la
peau des raisins rouges tout en évitant une dégradation indésirable des composés phénoliques. Il
a été démontré également que les ondes ultrasonores améliorent l'extraction des composés
phénoliques et d'autres composés bioactifs a partir de modt de raisins (Cocito et al., 1995). De
méme, de faibles irradiations ultrasoniques ont aboutit a une augmentation de la quantité de
composés phénoliques extraits dans le vin rouge (Masuzawa et al., 2000). Cette amélioration est
causée par la perturbation des membranes cellulaires, la réduction de la taille des particules et a
I'amélioration du transfert de masse causée par la collision des bulles responsables de la
cavitation (Vinatoru, 1999; Paniwnyk et al., 2001).
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Effet des paramétres opératoires:

Une meilleure utilisation de la méthode d’extraction par ultrasons passe par 1’optimisation de
plusieurs parametres. Parmi ces parametres, on retrouve les parametres classiques tels que la
nature du solvant, le rapport masse de matiere/volume de solvant, le temps ou encore la taille des
particules, mais également des parameétres plus spécifiques a la technique tels que la fréquence
des impulsions, la température du bain, I’amplitude des impulsions, le mode continu ou alterne et
la puissance (Wang, 2006). La sélection d’un solvant est généralement basée sur 1’affinité
moléculaire entre le solvant et le soluté. Des études ont pu démontrer que pour obtenir une
intensité de cavitation maximale, I’extraction a 1’eau doit étre effectuée a 35°C (bain-marie) alors
que celle a I’éthanol doit étre maintenue a 21°C (bain glycolé).

Plusieurs études ont comparé 1’efficacité de la technique d’extraction assisté par ultrasons aux
techniques classiques telles que le Soxhlet (Smain et al., 2004).. Une étude a démontré que la
température optimale d’extraction par ultrasons se situe entre 40 et 60°C (Romdhane & Gourdon,
2002). Ainsi comparé aux fortes températures nécessaires pour 1’extraction au Soxhlet, cette
technique permet d’éviter la dégradation de certains composés thermolabiles. De plus, le temps
requis avec cette méthode est largement inférieur au temps nécessaire pour obtenir un résultat
identique par maceération au solvant ou par extraction Soxhlet. Cependant, les effets des ultrasons
sur I’extraction en termes de rendement et de cinétique sont liés a la nature de la matrice elle-
méme. La présence d’une phase dispersée conduit a 1’atténuation de vague d’ultrasons dans la
proximité de 1’émetteur ultrasonique. De plus, a haute puissance, il y a le risque de provoquer

une altération de la qualité du produit.

7.3. Extraction assistée par microondes :

Les micro-ondes se situent dans la bande de fréquences comprises entre 300 MHz et 300
GHz. L’extraction assistée par micro-ondes offre un transfert rapide d’énergie et un chauffage
simultané de I’ensemble « solvant et matrice végétale solide ». Le principe de l'extraction par
micro-ondes est d'apporter, trés sélectivement, une grande quantité d'énergie a l'intérieur de la
cellule végetale ou biologique pour provoquer sa rupture sans dégrader les produits libérés.
En absorbant 1’énergie des microondes, 1’eau présente dans la matrice végétale favorise la
rupture des cellules facilitant ainsi la libération des produits chimiques de la matrice et

améliorant leur extraction (Kaufmann et al., 2001).
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L’extraction assistée par microondes appliquée pour les raisins a montré son efficacité pour
extraire les composés phénoliques des sous-produits de la vinification dans différentes
conditions : Une optimisation de 1’extraction des anthocyanes de la pellicule du raisin a été
effectuée par Liazid et al., 2011 en utilisant du méthanol & 40%, une température de 100°C, une
durée de 5 min et une puissance de 500 W.

Pérez-Serradilla & Luque de Castro, 2011 ont montré 1’efficacité de 1’extraction des COmposés
phénoliques par microondes des lies de vin avec une teneur en éthanol de 75%, une durée
d’extraction de 17 min et une puissance de 200W. De plus, I'extraction de composés phénoliques
de pépins de raisin de cultivars Vitis vinifera Cabernet Sauvignon, Shiraz Sauvignon Blanc et
Chardonnay, a été optimisé par Wijngaar et al., 2011 en utilisant la méthodologie de surface de
réponse avec la technologie a micro-ondes assistée. Les parameétres optimaux étaient 47,2%
d’éthanol, un ratio liquide: solide (3 :1) et une durée de traitement de 4,6 minutes.

7.4. La thermovinification

De nombreux travaux expérimentaux ont été réalisés en France dés les années 1970, sur les
vinifications de vendanges thermotraitées. La thermovinification est une méthode physique
développée dans le but de permettre une extraction rapide des composes phénoliques (Parenti et
al., 2004, Kelebek et al., 2007) et des ardbmes (Crachereau, 2012) de la pellicule du raisin
pendant la fermentation en rouge.

Classiquement, le procédé consiste a chauffer la vendange foulée éraflée a 70-75°C pendant un
laps de temps trés court (30 a 40 minutes), la pressurer, la refroidir et la vinifier en phase liquide
apres clarification (Fischer et al., 1997). Cette technique est largement utilisée dans les grosses
unités de vinification (Davaux & Oubart, 2008). Ce chauffage permet une modification de la
composition du moQt qui peut étre intéressante dans certains cas. Ainsi, en cas de vendange
altérée par le Botrytis (pourriture grise), le principal danger lié au Botrytis est la laccase qui
favorise 1’oxydation rapide de la couleur et des ardmes ; celle-ci va étre détruite par la chaleur.
De méme, en cas de maturité insuffisante, les pyrazines, molécules aromatiques responsables du
caractére vegétal de certains cépages bordelais, vont étre detruites par le chauffage de la
vendange. Les deux avantages principaux de la thermovinification, concernent 1’objectif de

réduction des besoins en cuverie de fermentation par 1’élimination immédiate de toute la masse
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solide (Desseigne et al., 1998 ; Boulet et al., 1988) et I’amélioration de 1’extraction des
composeés pelliculaires et notamment des composés phénoliques (Crachereau, 2012).

Le chauffage de la vendange entre 60 et 85°C permet de fragiliser les parois cellulaires pour en
libérer facilement le contenu, perturber la structure de cellule permettant une extraction
immeédiate de tous les constituants cellulaires, en particulier des anthocyanes. Le chauffage
dénature également la polyphénol oxydase, empéchant le brunissement (Sacchi et al., 2005).
Cependant, la technique de thermovinification classique ne permet pas 1’élaboration de vin a
forte structure tannique (Girard et al., 2001), et les vins obtenus sont dans la majorité des cas
vinifiés en phase liquide (macération a chaud de 30 minutes), ce qui conduit a I’obtention de vins
souples et fruités (Davaux & Oubart, 2008). Les aspects positifs de la thermovinification ne
doivent pas occulter les effets secondaires de la technique. La limite du procédé concernait la
perte de la couleur au cours des mois suivant la vinification. Ces vins ne correspondaient pas a
des vins d’AOC « appellations d'origine contrélée ». De plus, le chauffage entraine a la fois la
dénaturation des enzymes du raisin et I’extraction de pectines différentes de celles qui sont
extraites en vinification classique. Le résultat de ce phénomene est une grande difficulté de la
clarification des vins thermotraités. Enfin, cette technique présente un codt important.

L’utilisation de la thermovinification dans le but d’améliorer I’extraction existait toujours mais le
développement récent et tres important de la thermovinification est surtout lié aux incidences
qualitatives du chauffage de la vendange (Crachereau, 2012). Donc, pour toutes les lacunes de
cette méthode, une évolution du chauffage de la vendange s’est développée dans les caves
depuis une dizaine d’année. Cette évolution a été élucidée par les technologies suivantes : la

macération préfermentaire a chaud, la Flash détente et la thermodétente.

7.5. La macération préfermentaire a chaud:

Pour améliorer les extractions des composés phénoliques a partir des raisins, avec le méme
équipement traditionnel de la thermovinification, une évolution du chauffage de la vendange a
été mise en place par un nouveau procédé intitulé « Macération Préfermentaire a Chaud de
longue durée » (MPC). Le niveau de traitement thermique est identique a celui de la
thermovinification classique, le raisin est alors chauffé de 70 a 75°C. Par contre, la phase de la
macération a chaud dure beaucoup plus longtemps, jusqu'a une quinzaine d’heures (Escudier et

al., 2008). Aprés ce chauffage, le modt est ensuite refroidi autour de 25-30°C. Contrairement a
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la thermovinification, il n’a y a pas de séparation de phase, le mott est vinifié de fagon dite
« classique » (Vallée et al., 1997). Dans cette technique, il n’y a pas d’action mécanique. Seul
I’allongement de la durée de macération assure la diffusion passive des composés de la pellicule
dans le jus.

La MPC entraine une augmentation rapide de I’extraction des pigments dans le milieu. Ceci étant
da a Deffet de la chaleur, consistant a une mortification des tissus cellulaires conduisant a une
diffusion et une libération accrue du contenu cellulaire. Aprés deux heures de macération
préfermentaire a chaud, un gain en indice de composés phénoliques totaux (de 25 a 45%) et des
gains en couleurs (de 30 a 40%) ont été observés. En revanche, il n’y a pas de gain
supplémentaire au-dela de 6 a 7 heures (Cottereau et al., 2007). Le chauffage induit donc une
profonde modification du moQt (plus coloré, plus riche en anthocyanes et en composés
phénoliques totaux), mais les gains obtenus ne sont pas tous conservés et, apres écoulage-
pressurage, ces vins sont analytiguement proches des vins vinifiés classiquement (Vallée et al.,
1997). Les anthocyanes extraits n’ont pas été stabilisés dans le milieu et ont disparu
(précipitation, absorption). En effet, le chauffage a accéléré la diffusion de ces composés dans le
milieu. Le refroidissement du mo(t a entrainé I’insolubilisation de ces complexes (précipitation,
disparition). Les teneurs sont alors redevenus proches a une vinification classique. De plus, le
départ en fermentation alcoolique, avec une adsorption sur les levures et I’apparition d’éthanol
dans le milieu, peut conduire aussi a cette disparition. Au niveau organoleptique, dans les
essais avec macération en phase fermentaire, les profils olfactifs des vins sont trés peu
modifiés par rapport a ceux des vins « vinification traditionnelle » (Cottereau et al., 2007).

La contrainte de cette technique reste que la vendange doit étre refroidie avant mise en
fermentation (comme en thermovinification). L’avantage de cette macération est qu’elle
n’impose pas de surcoft en termes d'équipement mais en revanche, il y a un surcodt au niveau

énergétique pour refroidir la masse de vendange.

7.6. La Flash détente :
Dans cette technique, la vendange est chauffée entre 85 et 96°C pendant 3 a 4 minutes, puis elle

est envoyée dans une enceinte sous vide-poussé (de 1’ordre de 50 — 60 hPa soit 50 a 60 mbars).
Cette mise sous-vide entraine une vaporisation et une expansion instantanée de I’eau des raisins

avec en parallele un refroidissement de la vendange chaude a une température d’environ 30°C.
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La mise sous-vide de la vendange chaude provoque une désorganisation mécanique de la
pellicule des baies de raisin, une fragilisation des structures cellulaire qui permet I’extraction des
composés phenoliques. Elle permet d’obtenir des vins rouges plus colorés et plus riches en tanins
(Davaux & Oubart, 2008, Moutounet & Escudier, 2000).

Ce procédé a fait I’objet de protection de brevets (Escudier et al., 1993, Cogat, 1995). Le
procédé flash détente (Moutounet & Escudier, 2000; Escudier et al., 2002), qui a fait ses preuves
en vinification en rouge, permet une extraction poussée de la couleur et pourrait étre
particulierement bien adapté aux objectifs visés (Escudier et al., 2008). La figure 1.30 présente
le principe de la Flash détente. Comme ce schéma I’indique, la vendange est montée en
température a 90°C, en 4 a 6 minutes, par la vapeur (1). Ensuite elle est acheminée dans ce que
I’on appelle le « cone de détente », ou la température est abaissée immédiatement & 30-35°C sous
vide, par la chute brutale de pression, avec formation de vapeur. Ainsi, la brusque vaporisation
de I’eau contenue dans la baie, et en particulier dans la pellicule, provoque une déstructuration
cellulaire qui va favoriser les phénomenes d’extraction des composés pelliculaires,
principalement la libération des composés phénoliques (tanins et matiéres colorantes
principalement) (2) (Moutounet & Escudier, 2000 ; Ageron et al., 1995). Cette vaporisation est la
conséquence de la mise sous-vide rapide qui, par équilibrage de la température au vide donné,
refroidit toute la vendange (liquide exogéne et intracellulaire) et génére cette vapeur d’eau issue
de la vendange. A la sortie du cone, la température de la vendange se situe aux alentours des 28-
32°C.

€ LA VENDANGE _
EST CHAUFFEE A 88

Figure 1.30 - Principe de la Flash détente
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La vapeur d'eau condensée est classiquement réintroduite dans la vendange sous forme de
condensats. Sous le vide considéré, la vapeur d’1 kg d’eau occupe un volume de 28 m®, ajouté a
I’instantanéité¢ de la vaporisation, ceci explique 1’effet déstructurant au niveau tissulaire (Figure

1.31) et la fragmentation des pellicules.

: s ;‘-’ \
goemie - fAre 7l %8od Daww

Pellicule de raisin non-traitée Pellicule de raisin subissant une
Flash expansion

Figure 1.31- Effet déstructurant de la Flash expansion sur la pellicule du raisin
(Ageron et al., 1995)

La vendange traitée par Flash-détente est ensuite vinifiée soit en phase liquide, soit en
macération fermentaire sur marc. De nos jours, le procédé peut traiter de 15 a 30 tonnes par
heure. Les professionnels y ont recours pour raccourcir le temps de macération et avoir des vins
plus aromatiques et colorés. Ce systeme est assez couteux, il exige un investissement de I’ordre
d’1 a 1,5 millions d’euros.

Au niveau analytique, les résultats montrent que le traitement par Flash détente a un impact sur
la composition polyphénolique des vins. Les vins traités sont en moyenne plus riches en
composés phénoliques totaux (+23% en IPT a souvent + 50% en vinification de 10 jours), plus
colorés (+21% en intensité colorante), avec des tanins plus réactifs vis a vis des protéines
(Vinsonneau et al., 2006). Les résultats obtenus montrent une trés bonne conservation des
extractions. Il n'y a pas de pertes de couleur et de tanins. Contrairement aux observations faites
couramment sur les vins de thermotraitement, le gain d'extraction observé sur vin jeune se
maintient dans le temps pour les vins références Flash Détente (Escudier et al., 2002).

Au niveau organoleptique, les vins sont jugés positivement par les dégustateurs aprés huit mois

d’¢levage. Les vins obtenus par Flash détente sont olfactivement moins végétaux. Au niveau
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gustatif, ils sont plus structurés avec des tanins plus présents. Ces vins sont globalement mieux

notés (Vinsonneau et al., 2006).

7.7. La thermo détente:

La société ERTIA, 10 ans apres le développement de la flash-détente, a imaginé un diapositif
dont 1’objectif est d’obtenir un gain d’extraction sur raisin avant pressurage. L’étape de
thermodétente s’intégre dans le procédé de thermovinification. Le principe consiste a appliquer
sur une vendange chaude (68 a 80°C), une surpression de 1 & 5 bars pendant quelques secondes
(Figure 1.32). Le retour a la pression atmosphérique crée une détente brutale, mais sans
vaporisation donc sans refroidissement. Ceci tend a fragiliser les cellules des pellicules et
favorise 1’extraction des composés phénoliques (tanins et anthocyanes) lors de la phase de
macération qui suit (Davaux & Oubart, 2008). Par rapport a la Flash détente, le traitement
appliqué au raisin est moins intense bien que le niveau de pression puisse étre modulé en
fonction du cépage, du niveau de maturité et de 1’objectif recherché.

La thermo-détente, intégrée a la chaine de la vinification, provoque une déstructuration
complémentaire de la baie de raisin, par un procédé physique, une extraction plus poussée est
ainsi attendue. Le procédé est réalise dans des « bouteilles » de pression, placées entre la sortie

du chauffage de la chaine de thermovinification et la cuve de macération (Escudier et al., 2008).
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Figure 1.32: La chaine de thermovinification, position du module de thermo-détente.
(Dubernet et al., 2004)
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Le gain moyen d’extraction obtenu entre une thermovinification classique et la thermo-détente
est de +27% pour les anthocyanes, + 40% pour les tanins et + 37% pour I’intensité colorante.
Dans la majorité des cas, cette technologie permet un gain en tanins supérieurs aux anthocyanes
(Davaux et al., 2009).

7.8. La macération préfermentaire a froid :

La Macération Préfermentaire a Froid (notée MPF), I’'une des techniques de vinification utilisée
pour optimiser I’extraction des composés phénoliques du raisin rouge, consiste a retarder le
départ en fermentation tout en maintenant la vendange foulée, éraflée, a une température basse
(5 a 15°C) pendant plusieurs jours (3 a 6 jours) (Ribéreau-Gayon, 1998). Plusieurs études ont
discuté I’effet de la macération préfermentaire a froid sur la qualité du vin. Alvarez et al., (2006)
a démontré une augmentation du contenu phénolique, aromatique et de la concentration en
anthocyanes du vin obtenu apres la macération a froid des raisins du cépage Monastrell. Parenti
et al., (2004) ont observé une amélioration de la couleur du vin élaboré a partir des raisins du
cépage Sangiovese macerés a froid. Cette macération permet une désorganisation cellulaire, ce
qui améliore 1’extraction de la couleur, des composés phénoliques (Blouin & Peynaud, 2001,
Retali et al., 2004). C’est une alternative a la vinification classique permettant une amélioration
de I’extraction des composés phénoliques, des anthocyanes, de la couleur, des macromolécules et
de précurseurs d’arémes (Norman, 1992). Cependant, la MPF nécessite un systeme frigorifique

adapté qui permet de refroidir, ce qui est colteux en énergie (Retali et al., 2004).

7.9. Les Décharges Electriqgues de Haute-Tension (DEHT)

Le traitement par décharges électriques de haute tension est une technique qui consiste a

appliquer un champ électrique de haute intensité entre deux électrodes immergées dans
I’eau. L’intensité élevée du champ et la forme des électrodes (électrodes pointes ou planes)
permettent la formation d’un arc électrique.

Mode d’actions des DEHT :

Les mécanismes mis en jeu lors de I’application des décharges différent selon le milieu ou ils se
produisent : un milieu gazeux, peut étre utilisé apres coupure des décharges ; liquide, quoique les
bulles de gaz produites, souvent en abondance, peuvent constituer ultérieurement un danger, un

solide, sera tres généralement dégrade de fagon irrémédiable (Vacquié, 1995 ; Tobazéon, 1997).
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Application des DEHT dans un milieu liquide :

Les conditions de génération des décharges dans un milieu liquide dépendent essentiellement de
la géométrie des €electrodes (pointe-plan, électrodes planes, pointe-pointe) (Figure 1.33). Souvent,
un systeme pointe-plan est utilisé comme électrode (Tobazéon,1997). En effet, la génération des
DEHT est favorisée avec cette géométrie. Cette pointe entraine le renforcement du champ
électrique en son sommet et conduit par la suite a un phénomene spécifique: un arc électrique.
De nombreuses théories ont été développées pour expliquer la formation de I’arc électrique dans
les liquides. Jones et al. (1995) ont supposé 1’existence de 4 étapes pour créer un arc dans un
liquide avec un champ uniforme. La nucléation d’un site de faible densité dans le liquide a
proximité de 1’¢lectrode, 1’apparition de 1’ionisation, la croissance de 1’avalanche électronique et

la propagation du front ionisant.

Electrode en pointe

Liquide

Electrode plane

Figure 1.33 - Géométrie des électrodes. Figure 1.34 - Décharges électriques dans I’eau
(Naugol’nyh et Roi, 1971)

La présence d’un électron germe dans un liquide situé entre deux électrodes soumises a une
tension, qui dépasse un seuil donné, conduit a une multiplication des charges par collision. Ces
derniéres acquiérent a leur tour suffisamment d’énergie pour ioniser et/ou exciter d’autres
molécules. Une avalanche d’électrons est ainsi formée, une décharge se forme tres rapidement
entre les électrodes et se propage vers la deuxiéme électrode. Il en résulte alors la création d’un
arc électrique (Figure 1.34) (Vacquié, 1995). Le courant électrique qui traverse le liquide pendant
la décharge ¢lectrique d’une intensité de 1000 A conduit a une augmentation de température qui
s’accompagne d’une augmentation de pression et d’une apparition des bulles de gaz dont la taille

augmente et diminue périodiquement ce qui provoque des turbulences dans le milieu.
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Sous I’effet du champ appliqué, des €lectrons provenant d’une premiére électrode sont accélérés
et entrent en collision avec les autres molécules environnantes. Actuellement, on considere
qu’avant la décharge (claquage) proprement dite, oU se développe I’arc, il existe une période de
préclaquage, comprenant elle-méme deux phases : une phase de génération pendant laquelle se
crée un canal conducteur lumineux et ramifié « streamer » et une phase de propagation de la
perturbation précédemment créée. Selon les cas, les décharges sont contr6lées par la génération
ou par la propagation des streamers et selon la forme et la durée d’application de I’onde de
tension, le streamer peut stopper ou progresser jusqu'a 1’électrode opposée ; en régle génerale,
lorsqu’il atteint cette électrode, I’arc se produit. Ainsi, la tension d’apparition des décharges dans
un liquide est régie par le comportement des streamers ; elle dépend, pour un méme liquide, du
type de tension appliqué et de la géomeétrie des électrodes.

Malgre les effets bénéfiques de ce type de traitement (DEHT) dans 1I’amélioration de 1’extraction,
le tissu est fortement fragmenté et les cellules (parois et membranes) sont complétement
détruites. Des étapes ultérieures de filtration et de séparation sont a envisager ce qui augmente
les cotits du procédé. Les essais de traitement par décharges électriques se font jusqu’a présent en
mode discontinu a I’échelle laboratoire et a 1’échelle pilote. Les pilotes de traitement en continu
ne sont actuellement pas disponibles en raison de la complexité de leur construction et de

I’adaptation des générateurs de haute tension.

Applications des DEHT :

Les décharges électriques ont été utilisées comme moyen de dégradation des composés

organiques contenus dans 1’eau (Surgiarto & Sato, 2001), de I’inactivation des micro-organismes
(Zuckerman et al., 2002) et I’amélioration de I'extraction solide-liquide de solutés des produits
végétaux (Vishkvaztzev et al., 1998 ; Gros et al., 2003). Les applications des décharges
¢lectriques pour I’extraction des antioxydants a partir des raisins sont en plein essor
actuellement. Par exemple, les DEHT ont montré leur efficacité pour I’extraction aqueuse des
composés phénoliques sur chaque constituant du marc de raisin (pellicules, rafles et pépins)
(Boussetta et al., 2009a, 2009b) ainsi que pour I’extraction d’antioxydants a partir de marc de
raisin (Boussetta et al., 2011). L’étude de I’effet des DEHT sur I’extraction des cOmposes
phénoliques totaux a partir de marc de raisin et I’activité antioxydante des composés phénoliques

extraits a montré que la teneur en composés phénoliques extraits augmente apreés le traitement
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par DEHT par rapport a un essai témoin. L’activité antioxydante des extraits est ¢galement plus
élevée en présence de DEHT. Une autre étude a été menée par Boussetta (2010) pour valider la
faisabilité d’appliquer les DEHT a I’échelle semi-pilote pour améliorer 1’extraction aqueuse des
composés phénoliques a partir de marcs de raisin. Les décharges électriques améliorent
significativement I’extraction des composés phénoliques par rapport aux expérimentations
témoins (diffusion simple) a la fois a I’échelle laboratoire et a I’échelle semi-pilote. Cette étude a
donc permis de valider I’effet positif des DEHT sur 1’extraction des composés phénoliques de
plusieurs sous-produits de la vinification. Ces performances de traitement par décharges
électriques ont été attribuées par plusieurs auteurs a la dénaturation cellulaire lors du
passage du courant électrique a travers le produit. Il a également été démontré que lors du
traitement par décharges électriques, une pression élevée est générée dans la solution
d’extraction. Des bulles de gaz prennent naissance dans la solution et des ondes de choc sont
émises dans le milieu lors de la génération de ces bulles. Ces ondes de choc exercent une
pression élevée (107 Pa) que le produit solide ne peut pas supporter. Il finira par se fragmenter,
ce qui aboutit a une augmentation de la surface de contact entre le solide et la solution et facilite
I’extraction aqueuse (Barskaya et al., 2000). Par ailleurs, la propagation rapide des bulles de gaz
dans la solution, crée des turbulences au niveau de I’interface solide-liquide. Ces turbulences
provoquent 1’agitation du milieu d’extraction, ce qui facilite et accélére davantage le transfert des
solutés du solide vers la solution. L’efficacité des DEHT dépend de plusieurs paramétres a savoir
la tension des impulsions, le nombre des impulsions, les propriétés du liquide d’extraction et la

conductivité électrique du milieu.

7.10. Les champs électrigues pulsés (CEP)

Au cours des dernieres décennies, un intérét croissant pour I'application du champ électrique
dans le traitement des aliments et des matieres premieres agricoles a été noté. Les premiers
travaux d'application des champs électriques pulsés (CEP) pour I’extraction a partir des végétaux
et des fruits ont été effectués par des chercheurs russes. Le traitement électrique a été appliqué
dans le procédé de lintensification de I'extraction du jus a partir de fruits et legumes
(Flaumenbaum, 1949), et pour la diffusion de sucre a partir des betteraves (Zagorulko, 1957,
1958). Dans les années 1990, de nouveaux équipements pilotes de champs électriques

pulsés ont été mis au point. Ainsi, en Allemagne, le procédé Elsteril a permis le
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traitement de liquides alimentaires variés tandis que le procédé Elcrack a été congu dans le but
d’extraire la matiére grasse de poissons. La premiére industrialisation aux Etats-Unis de produits
alimentaires traités par CEP a été réalisée grace au systeme PurePulse mis au point par les
laboratoires Maxwell en 1993 (Heinz et al., 2002). Récemment, les CEP ont été appliqués a
I’échelle industrielle entre 2001 et 2005 grace au systtme KEA-Wein (Sigler et al., 2005)
(Allemagne) sur des raisins de vigne pour 1I’amélioration de la couleur et de la teneur en
composés phénoliques des vins. Plus récemment, une amélioration du procédé industriel
d’extraction de fractions solubles de pomme a I’aide de technologies de CEP est réalisée (Turk,
2010).

Application des champs électriques pulsés :

Actuellement, deux principales applications des champs électriques pulsés sont bien abordées.
11 s’agit essentiellement de la réduction microbienne des aliments a basse température (Barbosa-
Canovas, 1998 ; Heinz et al., 2002 ; Knorr et al., 2001) en utilisant des CEP de hautes intensités
et I’extraction de métabolites ou de composes intracellulaires a partir de cellules végétales en
utilisant des CEP de moyennes intensites (Bazhal, 2001 ; Bazhal & Vorobiev, 2000 ;
Bouzrara, 2001 ; Vorobiev & Lebovka, 2008 ; Grimi et al., 2009).

Par ailleurs, la technologie des CEP présente plusieurs avantages par rapport aux méthodes de
dénaturation classiques. Tout d’abord, c’est une technique isotherme (I’augmentation de la
température au cours du traitement est tres faible < 5°C). De plus, le faible colit énergétique (le
CEP est un traitement non thermique), la durée de traitement trés courte (quelques millisecondes
ce qui entraine une moindre consommation énergétique), I’intensification et la sélectivité
d’extraction sont les principaux avantages de cette technologie. Il est bien a noter que ce soit
dans le cas de I’inactivation des micro-organismes ou de I’extraction a partir des végétaux, la
théorie d’action des CEP est la méme. Ce sont les membranes cellulaires qui sont visées par

I’effet du CEP et qui perdent leur perméabilité sélective aprés traitement.

Mécanisme d’action :

L’exposition des cellules (animales, végétales, microbiennes) a un champ électrique donné
(kV/em) provoque I’endommagement des membranes cellulaires. L’intensité du champ dépend

de la nature de la cellule. L’intensité varie généralement entre 0.1 kV/cm pour le traitement des
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cellules végétales jusqu'a 40 kV/cm pour I’inactivation des microorganismes. L’originalité d’un
traitement par CEP réside dans sa sélectivité vis-a-vis des membranes biologiques. Suite a
I’application d’impulsions de courte durée, des instabilités locales au niveau de la membrane
cellulaire auront lieu suite a une compression électromécanique. Ce traitement déclenche le
processus de formation de pore au niveau de la membrane cellulaire, ce phénoméne s’appelle
« électroporation » ou encore « électroperméabilisation » (Zimmermann, 1986; Neumann et al.,
1992 ; Vorobiev et al., 2006, 2008, HO & Mittal, 1996). La formation de ces pores peut étre
temporaire (réversible : ouverture puis fermeture des pores) ou permanente (irréversible : les
pores restent ouverts).

Le modéle de Zimmermann (1986) est souvent utilisé dans le but d’expliquer la théorie de
I’électroporation. Ce modéle suppose que 1’exposition de la cellule vivante a un champ électrique
entraine une polarisation au niveau de la bicouche lipidique formant la membrane qui va se
comporter alors comme un condensateur (Figure 1.35). Etant donné que les plaques d’un
condensateur sont de charges inverses, elles s’attirent en créant une compression
¢lectromécanique réduisant I’épaisseur de la membrane. 11 s’agit ainsi d’une électrostriction de la
bicouche membranaire plate qui va réagir selon une pression inverse provoquant la perforation

mécanique de la membrane.

Cellule exposée a un champ
électrique

+ + -- Polarisation des ions a travers la
+++ . s
MBS - membrane non conductrice
+ ++ -

+ 4+ -
— l = Compression de la membrane par
Ll attraction

++ N - -
- O -
- Formation des pores
-
isas]
Fermeture des pores Pores persistants

Figure 1.35. Description schématique de I’électroperméabilisation des membranes cellulaires.
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Zimmermann (1986) a démontré que la valeur critique du potentiel transmembranaire a partir de
laguelle la perméabilisation d’une membrane biologique est irréversible, pour un traitement
a température ambiante correspond & 1 Volt. Etant donné que le diamétre des cellules
végetales est supérieur a celui des cellules de micro-organismes, 1’effet des CEP sur la matiére
végétale peut étre visible a moyenne intensité (CEP). En effet, le diamétre d’une cellule
végétale est compris entre 10 et 100 um, donc un CEP d’intensit¢ modérée comprise entre 100

et 1000 V/cm suffit pour atteindre le PTM d’ordre 1 V et la perméabilisation cellulaire.

Principaux parameétres influencant le traitement par CEP :

Lors du traitement par champs électriques, plusieurs parametres peuvent influencer
favorablement ou défavorablement 1’efficacité de la perméabilisation.

Intensité du champ électrique

L’application d’un champ électrique externe avec une intensité E supérieure a I’intensité
critique, favorise la formation des pores dans la membrane cellulaire. En général,
I’efficacité du traitement est d’autant meilleure que I’amplitude du champ électrique est élevée.
Par exemple, lorsque des raisins sont traités par CEP par une intensité de champ électrique
variant entre 0,3 et 2,5 kV/cm, I’endommagement cellulaire s’intensifie et le taux de composés
phénoliques extrait double (Balasa, 2006). Cependant, 1’augmentation vers des intensités élevées
des CEP ne semble pas toujours apporter d’amélioration. Ceci peut dépendre du cépage. Les
études de Lopez et al. (2008a, b) ont montré que pour le cépage Cabernet Sauvignon, le meilleur
traitement est a une intensité de 5 kV/cm. Par contre pour Graciano, le meilleur traitement est a 2
kV/cm (Lopez et al., 2008 a ,b ). Par ailleurs, la taille et I’orientation des cellules influencent la
valeur de I’intensité électrique critique et la cinétique de perméabilisation des cellules
(Grimi et al., 2010; Heinz, 2002; Toepfl, 2006). Lorsque les cellules sont de petite taille
(comme les cellules de micro-organismes avec un diamétre compris entre 1 et 10 pm),
I’intensité des CEP nécessaire est élevée (Ec > 10 kV/cm). Les cellules végétales étant environ
dix fois plus grandes, I’intensité de CEP a appliquer est dix fois plus faible.

Temps de traitement :

La durée du traitement par champ électrique dépend du nombre et de la durée d’impulsions.
Différents résultats ont été observes concernant I’effet de la durée des impulsions. Certains

travaux (Grimi et al., 2009) indiquent que les impulsions longues (1000 ps) favorisent la
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perméabilisation cellulaire dans le cas de raisins traités par CEP. D’autres auteurs stipulent que
plusieurs impulsions courtes sont plus efficaces (Elez-Martinez et al., 2004). L’augmentation du
nombre d’impulsion et par conséquent la hausse du temps total de traitement par CEP favorise
I’extraction des biomolécules (EI-Belghiti, 2008; Grimi et al., 2009). Il existe une durée de
traitement optimale au-dela de laquelle le taux d’extraction se stabilise. Par ailleurs, les durées de
traitements supérieures a celle de la durée optimale contribuent seulement a 1’augmentation des
codts énergétiques (Grimi et al., 2009).

Température :

La température a un effet considérable sur I’efficacité du traitement électrique et la
perméabilisation cellulaire. Evrendilek & Zhang (2004) ; Heinz et al. (2003) ; Li et al. (2005)
ont confirmé une meilleure efficacité des CEP avec la hausse de la température. Toutefois, une
élévation trés importante de la température peut avoir un impact négatif sur la sélectivité de
I’extraction. En raison de 1’influence que peut avoir une haute température sur la conductivité du
milieu et donc sur I’amplitude du champ ¢€lectrique, les conditions de procédé optimales doivent
minimiser les échauffements (Wouters et al., 1999). L’¢élévation de température est favorisée par
de fortes fréquences et de longues impulsions (Raso et al., 2000).

Conductivité électrigue :

La conductivité électrique est un parametre clé pour le bon fonctionnement des CEP. Elle est
fonction de la température du milieu (Reitler, 1990), une hausse de la température conduit a une
augmentation de la conductivité électrique. Au niveau énergétique, un milieu qui présente une

conductivité électrique importante nécessite beaucoup plus d’énergie lors du passage du courant.

L’extraction des composés phénoliques assistée par CEP:

Le phénomene d’¢électroporation par les CEP peut présenter deux applications : la débactérisation
et ’extraction de macromolécules du contenu cellulaire. De nombreuses études, portant sur la
débactérisation par CEP d’une grande variété de bactéries, ont été effectuées (Barbosa-Canovas
et al., 1999). Contrairement aux traitements thermiques de pasteurisation, cette technique utilise
peu d’énergie.

La possibilité d’améliorer I’extraction des composants des cellules biologiques en utilisant un
champ électrique pulsé est connue depuis longtemps. Plusieurs travaux ont évoqué 1’amélioration

de la diffusion de solutés des tissus végétaux en utilisant les CEP. Jemai et Vorobiev (2001 ;
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2003) ont montré que les CEP (500V/cm, 1000 impulsions) améliorent considérablement
I’extraction de solutés des pommes (Jemai et Vorobeiv , 2001) et des betteraves a sucres (Jemai
et Vorobiev, 2003). De nombreuses études récentes sur 1’extraction d’antioxydants a partir des
sous-produits de la vinification par un prétraitement électrique ont été menées. Corrales et al
(2008) ont montré que 1’application d’un pré-traitement par champ électrique pulsé (E= 3 kV/cm,
N= 30 impulsions, consommation énergétique W= 10 kJ/kg) sur des pellicules de raisin améliore
le contenu phénolique total et la concentration en anthocyanes. Boussetta et al., 2009b ont
montré qu’un prétraitement par CEP (E= 1300 V/ecm, t = 1 s, W= 120 kJ/Kg) des pellicules de
raisins blancs Chardonnay permet d’obtenir un taux de perméabilisation des membranes
cellulaires maximal (Z=1). Suite au traitement par CEP, une diffusion dans de I’eau distillée a été
menée a 20, 40 ou 60°C pendant 3 h. Apres 60 min de diffusion a 20°C, I’extraction des
composés phénoliques des extraits pré-traités par CEP est augmentée d’un facteur 2 par rapport
aux non-traités. Un profil phénolique similaire a été observé pour les extraits traités et témoins.
Praporscic et al. (2007) et Anderson et al. (2009) ont étudié 1’effet de I’application des CEP sur
des raisins blancs (Chardonnay, Sauvignon blanc, Trebbiano Toscano, Muscadelle and
Semillon). L’application des CEP a amélior¢ significativement la qualité et le rendement du jus
de raisin (20 a 50%). L application du CEP en tant que prétraitement en amont du pressage a été
prouvée plus efficace que son application durant le pressage.

Récemment, I’application des CEP dans le but d’améliorer I’extraction des COMpPOSés
phénoliques des raisins durant I’étape de la macération-fermentation en rouge a été bien discutée
(Puértolas 2010 a, b, c, d, e & f). Lopez (2008 a, b); Lopez (2009) ont étudié I’effet de
I’application des CEP durant la vinification en rouge. lls ont traité le marc (pellicule + pulpes +
pépins) séparé du jus par un pressage faible des raisins foulés . La vue macroscopique des modts
traités par CEP et témoins a montré que le traitement par CEP améliore la couleur durant la
phase de fermentation en rouge. La Figure 1.36 montre que les CEP présentaient une coloration

rouge framboise en comparaison avec les autres modQts.
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Control 1 kV/iem 3 kViem 5 kV/em 7 kViem

Figure 1.36. Vue macroscopique du modt de Garnacha aprés 1 heure de macération avec des grappes témoins ou
traités par CEP (E = 1-7 kV/cm, N= 50 impulsions, W = 0.4-4.1 kJ/kg) (Puértolas et al., 2010 e)

L’étude microscopique (Figure 1.37) montre aussi que les traitements par CEP entrainent la
formation de pores au niveau des parois cellulaires, permettant ainsi la libération du contenu
intracellulaire (Delsart et al., 2011). L’observation des coupes semi-fines (Figure 1.37) montre
des couches cellulaires de la pellicule du modt traité par CEP (E = 700 V/cm , temps =200 ms,
W= 35 kJ/kg) qui sont tres aplaties et écrasées (surtout dans les couches les plus
profondes), des parois cellulaires qui ont un aspect effrité et des vacuoles qui sont plus ou moins
modifiées en comparaison avec les couches cellulaires de la pellicule du témoin. Les
parois cellulaires ne présentent pas la méme couleur : elles sont devenues, apres le
traitement de CEP, bordeaux/fuchsia, qui est dd a I'extraction des anthocyanes et n’ont plus
le méme aspect, elles sont sous forme de globules de diamétres différents, plus ou moins

agglutinées dans les vacuoles (Delsart et al., 2011).
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Témoin CEP (700 V/cm , 200 ms, 35 Kj/kg)
Figure 1.37- Coupes semi-fines de la pellicule de raisin traitée ou non par CEP (Delsart et al., 2011).

Le suivi des cinétiques (Figure 1.38) de l’intensité colorante (A), de la concentration en

anthocyanes (B) et de I’indice phenolique total (C) montre une évolution similaire des raisins
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traités et non-traités par CEP durant la vinification en rouge. Mais, ces trois cinétiques sont plus
amplifiés dans les échantillons de modt qui ont subi un traitement comparé a un témoin tout au

long de la fermentation.
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Fig 1.38. Evolution de Dintensité colorante (A), Concentration en anthocyanes (B), et l’indice
polyphénolique total (C) durant la fermentation des raisins de Cabernet sauvignon témoins 0! et traités
par CEP (E=5 kV/cm; N= 50 impulsions, W = 1.8 Kj/kg) ‘W (Puértolas et al., 2010 €)

L’effet des traitements des raisins par CEP en discontinu & différentes intensités (E= 2 a 10
kV/cm) et différentes consommations énergétiques (W=0.4-6.7 kJ/kg) est présenté dans le
tableau 1.7. Ces résultats montrent que I’efficacité du traitement par CEP augmente avec
I’augmentation de son intensité, a I’exception de quelques variétés. Pour le cépage Cabernet
Sauvignon, le meilleur traitement est a une intensité de 5 kV/cm. Par contre pour Graciano, le
meilleur traitement est a 2 kV/cm. Les meilleurs traitements par CEP des raisins peuvent aboutir
a une augmentation de 1’intensité colorante du vin obtenue entre 19 et 61%, une amélioration de
la concentration en anthocyanes entre 18 et 43% et une amélioration de 1’indice phénolique total
de 14 a 45%.

Grape variety PEF treatment conditions ACH %) AAC (%) ATPI (%) Reference
Calwmet Sauvignon 5 KWiomy 50 exponential decay pulses; 1 Hz 2.1 kikg A8 43 45 1
Tempraniile: 5 KWSomy 50 exponential decay pulses; 1 Hz 1.8 kikg 13 15 18 2
10N fomy 50 exponential decay pukes; 1 Hz: 6.7 klkg 23 26 24 2
Garmacha 2 KWomy 50 exponential decay pulses; 1 Hz 04 kikg 26 11 18 3
5 KWiomy 50 exponential decay pulses; 1 Hz 1.8 kikg 21 12 14 3
10N fomy 50 exponential decay pukes; 1 Hz: 6.7 kg 29 2 16 3
Giraciano 2 KWom; 50 exponential decay pulses; 1 Hz 04 kikg 19 18 14 3
5 KWYom; 50 exporential decay pulses; 1 Hz 1.8 kikg 12 14 13 3
10k om; 50 exponential decay pubes; 1 Hz; 6.7 kidg b 7 12 3
Maziais 2 KWomy 50 exponential decay pulses; 1 Hz 04 kikg 29 16 14 3
5 KWSom; 50 exponential decay pulses; 1 Hz 1.8 kikg 51 E1E 1 3
10N fomy 50 exporential decay pukes; 1 Hz: 6.7 klkg b1 H E1e 3

Tableau 1.7 : Amélioration obtenue sur I'intensité colorante (ACI), le contenu en anthocyanes (AAC) et I'indice
phénolique totale (ATPI) dans du vin traité par CEP a la fin de la fermentation alcoolique.
1: Lopez (2009) ; 2 : Lopez (2008 a) ; 3 : Lopez (2008 b)
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De plus, les CEP n’affectent pas la proportion entre les composants de la couleur rouge du vin (la
teinte et les composés jaunes, rouges et bleus) et d'autres caractéristiques de vin comme la teneur
en alcool, I’acidité totale ou le pH, mais peut réduire la concentration en sucre (LOpez et al.,
2008).

D’autres études ont été réalisées par Donsi (2010 , 2011) dans le but d’étudier ’effet de
I’application du CEP sur I’extraction de la couleur et des composés phénoliques durant la
vinification en rouge. Donsi et al. (2010) ont étudié I’effet des CEP sur deux variétés de raisins
Aglianico et Piedirosso durant la fermentation en rouge. En amont de la fermentation en rouge,
ces raisins ont été traités par CEP a différentes intensités (E = 0.5 a 1.5 kV/cm) et différentes
consommations énergétiques (1 a 50 kJ/kg). Les résultats ont montré que le traitement par CEP
des raisins de variété Aglianico a amélioré la libération des composés phénoliques (+20%), des
anthocyanes (+75%), ce qui a amélioré 1’intensité colorante (+20%) et 1’activité antioxydante
(+20%) tout en conservant les autres caractéristiques organoleptiques. Par contre, I’effet des CEP
sur la variété Piedirosso était mineure. Pour vérifier ces résultats, Donsi et al., (2011) ont testé
quatre variétés de raisins italiens : Aglianico, Piedirosso, Nebbiolo et Casavecchia. En amont de
la phase de la fermentation, les pellicules de raisins ont été traitées par des CEP a différentes
intensités (E= 1.5 & 3 kV/cm) et différentes énergies (W= 10 & 20 kJ/kg). Les résultats
montrent que le prétraitement par CEP est efficace quant a I’amélioration du contenu phénolique,
de la couleur et de I’activité antioxydante des vins €laborés par des pellicules traités par CEP
comparant a un témoin. Pour la variété Aglianico, une amélioration de I'lC (+20%), de la
concentration en anthocyanes (+30%), de I'IPT (+100%) et de 1’activité antioxydante (+40%) a
été notée. Des résultats similaires ont été obtenus sur deux vendanges dans le but de vérifier la
répétabilité de 1’étude. Pour les 3 autres variétés de raisins, et selon les auteurs, les CEP n’ont pas
abouti & une amélioration. Ceci étant d0 a la taille de la vacuole, qui peut étre petite pour les
autres variétés et large pour Aglianico. D’ou, la nécessité d’augmenter I’intensité du traitement
dans le but de pouvoir perméabiliser la paroi membranaire de leur vacuole plus mince.

De plus, Delsart et al., (2011, 2012) ont aussi testé I’effet de 1’application des CEP durant la
vinification en rouge. Delsart et al., (2011) ont traité des raisins rouges de Cabernet Sauvignon
par CEP a différentes intensités, durées de traitements et consommations énergetiques comme est

indiqué dans le tableau 1.8 .
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Paramétres CEP] CEP2 CEP3 CEP4
Force du champs électrique E (V/em) 4000 700 1000 700
At (ms) l 200 20 20
Consommation énergétique W (kl/kg) 4 35 10 35

Tableau 1.8. Paramétres des CEP pour les différents traitements (Delsart et al., 2011).

L’application des CEP a augmenté significativement 1’extraction de la plupart des composés
phénoliques par rapport a la vinification classique. Les résultats de 1’étude ont montré que
I’extraction des tanins était plus influencée par la durée du traitement que par I’intensité du CEP
et inversement pour les anthocyanes. L’extraction optimale a été déterminée en appliquant un
CEP de 700 V/cm pendant 200 ms. En effet, I’application du CEP (700 V/cm, 200 ms) a abouti a
la meilleure couleur et teneur en composés phénoliques. De plus, le CEP (700 V/cm , 200 ms)
était la modalité la plus extractive quant aux flavan-3-ols. D’ou, CEP (700 V/cm, 200 ms) est la
meilleure modalité malgré qu’elle représente la plus haute consommation énergétique.

Delsart et al., (2012) ont étudié I’effet des CEP a différentes intensités (E= 0.5-0.7 kV/cm) et
différentes durées (t = 40-100 ms) tout au long de la fermentation, tout en atteignant 7 mois
apres la fermentation. Les résultats de cette étude ont montré une différence non significative de
I’application des CEP sur I’intensité colorante 7 mois aprées la fermentation mais ils ont expliqué
cela par I’addition de SO, qui a abouti a la formation de complexes et par la suite a la
précipitation des anthocyanes. Pour I’indice polyphénolique total, I’effet a été principalement
noté au temps initial. Reste a étudier 1’effet des CEP sur les caractéristiques organoleptiques par
une évaluation sensorielle.

Pour simuler le processus continu dans une usine de vinification, des travaux par Puertolas et
Lopez et al. (2010a) ont traité des raisins entiers par CEP dans une chambre de traitement en
continu. Ces études appliquées a échelle pilote (118 kg/h) ont montré qu’avec le prétraitement
par CEP, I’extraction des composés phénoliques est accélérée durant la vinification en rouge.
Une amélioration de I’intensité colorante, de la concentration en anthocyanes et de I’indice
phenolique total des modts de raisins de Cabernet Sauvignon, Syrah et Merlot traités par CEP a
échelle continue a été observée, résultat similaire qu’en discontinu. Il est a noter que ’effet du
CEP dépend de la variété de raisins. Une autre étude effectuée par Puertolas et al., (2010b) a

discuté 1’effet du traitement par CEP en continu des raisins Cabernet sauvignon sur I’évolution
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des parametres chromatiques. Les résultats ont montré une amélioration de 27%, 18% et 10%
respectivement pour l’intensité colorante, anthocyanes et indice polyphénolique total du vin
apres 4 mois du vieillissement en bouteille. Aprés 12 mois en bouteilles, le contenu en
anthocyanes monomeériques était similaire entre le vin témoin et traité par CEP, mais le contenu
en flavan-3-ols, flavonols et en acide hydroxycinammiques était plus élevé pour le vin traité par
CEP (Puertolas 2010c).

Des études ont investi d’autres intéréts de 1’application des CEP durant la fermentation
(Puertolas et al., 2009; Lopez et al., 2008a,b; Puertolas et al., 2010). PEF a été appliqué dans le
but d’assurer le contrdle microbiologique durant la vinification. Un traitement optimal (E= 29
kV/icm , W= 186 kJ/kg) a été établi. Ceci a aboutit a une réduction de 99% de la flore bactérienne
du mott et du vin, ce qui limite le risque d’altération par des microorganismes (Brettanomyces

and Lactobacillus).

8. CONCLUSIONS ET POSITIONNEMENT DU SUJET

L’¢état des connaissances réalisé dans ce chapitre a permis de comprendre dans un premier temps
le procédé de la vinification en rouge et I’importance d’améliorer I’extraction de la couleur et des
composés phénoliques durant ce procéde.

Durant la fermentation en rouge, une fraction des composés phénoliques présents dans les raisins
(environ 20 a 30%) est transférée dans le vin. Ceci étant d( a la paroi qui peut constituer un frein
a la diffusion des composeés phénoliques. Pour améliorer I’extraction de ces composés dans le vin
élaboreé fini, il faut maitriser la chaine entiére de la vinification en rouge tout en allant de la
vendange jusqu'a la mise en bouteille du vin.

11 s’agit en premier de récolter les raisins a la date de la vendange optimale, tout en respectant les
suivis de maturités technologiques et phénoliques, en essayant de trouver un compromis entre les
deux dates. Le but étant de récolter les raisins au moment ou ils présentent le meilleur potentiel
d’extractibilité phénolique. Pour assurer cet objectif, il faut appliquer les deux méthodes Glories
et ITV, permettant de suivre la maturité phénolique.

Par la suite, il s’agit d’intensifier I’extractibilité phénolique durant la vinification en rouge. Pour
acquérir cet objectif, des macérations préfermentaires a froid ou a chaud des raisins peuvent

aboutir & améliorer 1’extraction des composés phénoliques. De plus, d’autres procédés ont été
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proposés dans le but d’intensifier I’extraction des composés phénoliques durant la vinification en
rouge comme la thermovifinication, la flash détente, la thermo-détente et I'extraction assistée par
ultrasons. L’objectif est toujours d’endommager les membranes cellulaires pour libérer les
composés phénoliques.

Ces procedés peuvent aboutir parfois a la dégradation des composés phénoliques et sont colteux
énergétiquement. D’ou le recours a des nouvelles technologiques comme les Champs électriques
pulsés (CEP). Les CEP offrent la possibilité de réaliser un traitement athermique, court et en
réduisant ’ajout de produits chimiques. Ces nouveaux procédés permettent d’extraire des
composés d’intérét par endommagement des membranes et/ou parois cellulaires.

Pour boucler le procédé, il s’agit aussi de valoriser les sous-produits de la fermentation en rouge.
Le procédé classique d’extraction est relativement long (environ 3 h en mode continu et 20 h
pour un mode discontinu). Une température élevée (50°C voire plus) est également nécessaire et
résulte en un colt énergétique conséquent. D’autre part, 1’addition de solvants organiques ou de
sulfites représentent a la fois une contrainte pour I’environnement mais limitent également les
applications du produit final. Par conséquent, il apparait nécessaire d’améliorer le procédé
d’extraction par un procédé d’intensification. Le traitement par CEP du marc du raisin a faible
intensité n’a pas donné un effet décelable. D’ou la nécessité de trouver un nouveau procédé ou
une combinaison de plusieurs procédés permettant d'améliorer I'extraction des composés
phénoliques.

Dans ce contexte, les enjeux visés par ce travail sont de développer et optimiser une nouvelle
technologie d’intensification de la diffusion durant la fermentation en rouge permettant
d’atteindre des rendements élevés en composés phénoliques en réduisant 1’ajout de solvants
organiques et en diminuant la température de diffusion et la durée de diffusion.

Afin de répondre a cette problématique, nous nous sommes fixés quatre objectifs scientifiques :
(1) Récolter les raisins a une date de vendange optimale dans le but d’extraire le maximum de
pool phénolique présent dans les raisins. Le choix de cette date de récolte se basera sur les suivis
de maturités phénoliques et technologiques. Un compromis entre les dates des récoltes choisies
selon ces deux méthodes permettra d’optimiser la date de vendange, et par la suite d’avoir le

maximum de composes phénoliques extractibles.
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(2) Améliorer I’extraction de composes phenoliques et de la couleur durant la macération pré-
fermentaire a froid et réduire la durée de cette macération en appliquant des champs électriques
pulsés en amont de la phase de la macération.

(3) Améliorer I’extraction de composés phénoliques et de la couleur durant la vinification en
rouge et réduire la durée de la fermentation alcoolique en appliquant divers prétraitements en
amont de la phase de la macération. Il s’agit de comparer les performances d’extraction de
plusieurs  prétraitements (champs électriques pulsés, ultrasons et chauffage moderé,
thermovinification et ajout d’enzymes pectolytiques) sur I’amélioration de I’extraction des
composés phénoligues et de la couleur durant la vinification en rouge.

(4) Valoriser les sous-produits de la vinification (marcs du raisin) en appliquant une nouvelle
technologie, les chauffages ohmiques pulsés dans le but d’extraire le maximum de cOomposés

phénoliques restant dans les marcs de raisins.
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Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

Les prétraitements décrits dans le chapitre 1 ont fait I’objet de plusieurs études dans le
cadre de cette thése afin d’extraire les polyphénols durant la vinification en rouge. Ce
chapitre 2 s’attachera a décrire la méthodologie expérimentale adoptée au cours de ce
travail, en présentant les matieres premiéres étudiées, les dispositifs expérimentaux, les

differents procédés appliques ainsi que les analyses physico-chimiques.

2.1 Matiéres premieres:

a. Les raisins : cépages.

Differentes variétés de grappes de raisin provenant de différentes parcelles localisées
dans la vallée de la Békaa, appartenant a différents terroirs et différents cépages ont fait
I’objectif de la présente étude. Les raisins (Vitis Vinifera) de quatre millésimes (2008,
2009, 2010 et 2011), fournis par la société Chateau KSARA SARL, sont des variéteés de
raisins rouges appartenant principalement a cing cépages : Cabernet Sauvignon, Cabernet
Franc, Merlot, Syrah, Petit Verdot. Chacun de ces cépages a un comportement propre qui
le distingue des autres. Les caractéristiques de ces différents cépages sont présentées dans
le tableau 11.1.

Le Merlot - Cépage riche en anthocyanes.

g - Durée optimale de récolte courte.

- Dégradation rapide (quelques jours) aprés maturité.
- Vendange de ce cépage avec une légere surmaturation.

avec des ardmes complexes et élégants.

- Atteinte de la maturité une semaine & une semaine et demie avant le Cabernet Sauvignon.

- Elaboration de vins ronds, puissants, riches en alcool et en couleur, relativement peu acides,

Le Cabernet - Cépage issu d'un croisement probablement naturel entre le Cabernet franc et le Sauvignon blanc.

Sauvignon - Potentiel phénolique le plus important, caractérisé par sa richesse équilibrée en anthocyanes et

tanins.

deux semaines aprés le merlot et le cabernet franc).

- Cépage a petit degré potentiel doit étre récolté a forte surmaturation.

une couleur soutenue a bonne maturité, avec des arbmes végétaux.
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Le Cabernet

Franc - Cépage possédant souvent le potentiel le plus limité, caractérisé par beaucoup de tanins et peu

. d’anthocyanes.

- Cépage relativement tardif, plus tardif que le Merlot et plus précoce que le Cabernet Sauvignon.
- Elaboration d’un vin possédant une couleur bien plus Iégére que le Cabernet Sauvignon .11 est

moins sucré, plus acide et moins coloré que le Merlot et ses tannins sont un peu plus rustiques que

ceux du Cabernet Sauvignon.

La Syrah

- - Cépage relativement tardif.
- '~<— = pag

- Maturité rapide, donc sa période de récolte optimale est bréve.

- Besoin de chaleur pour parvenir & maturité, mais peut trés vite perdre son caractére si elle n'est
pas vendangée immeédiatement.

- Elaboration de vins trés aromatiques et robustes, avec une couleur trés sombre, une texture riche

et soyeuse, et un haut degré d’alcool.

- Cépage rouge tardif, qui n’atteint que trés difficilement sa pleine maturité.
- C'est le dernier a étre vendangé.
- Vins tanniques parfumés, aux tanins soyeux, corsés avec une robe trés colorée.

- Sous forme de grappes trés petites avec une peau épaisse et trés foncee.

Tableau I1.1. Caractéristiques des cépages rouges (Boidron et al., 1995).

b. Le marquage des parcelles :

Un quadrillage est effectué sur les parcelles pour répartir les prélévements sur I’ensemble
des pieds et des rangs. Les 39 parcelles localisées dans la vallée de la Békaa, de différents
terroirs de Chateau KSARA seront sujettes aux trois marquages suivants :

Tout d’abord, un marquage de quatre demi rangs complets par parcelle avec du Lycra sur
les cornieres du bout du rang. Ces rangs seront symetriqguement choisis en respectant la
grandeur de la parcelle. Il faut éviter les petits rangs et les rangs de bordure.

Puis, un marquage de trois pieds de vigne par demi-rang, avec une identification des

pieds a ’aide d’une étiquette numérotée par pied, douze pieds par parcelle. Les 3 pieds
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seront symétriquement choisis sur la longueur du rang de maniere a respecter le haut, le
milieu et le bas du rang en évitant les pieds du bout. Il faut éviter de choisir des pieds
ayant un nombre de grappe inférieur a la moyenne, (NMGP normal : Nombre Moyen de
Grappes par Pied normal) et les pieds jeunes ou les pieds ayant un développement
végétatif inférieur a la moyenne. (SFCV normal : Surface Foliaire du Couvert Végétal
normale). Finalement, un marquage de six grappes par pied de vigne (Avec du ruban
papier rouge chaque pédoncule de grappe). Il faut choisir des grappes de calibre supérieur
a la moyenne, entre 75 et 100 grammes de poids au stade fermeture de la grappe, des
grappes des rameaux principaux correspondants aux yeux fructiféres laissés a la taille.
Ces grappes doivent étre réparties sur les deux bras ou bien les deux cordons du pied de
vigne.

c. Echantillonnage des grappes de raisins

Selon le calendrier de prélevement préetabli, 1’échantillonnage se déroule comme suit.
Une fiche de prélevement est remplie, en identifiant chaque parcelle selon le codex
prédéterminé par cépage, domaine et parcelle. Par la suite, il y a I’étape d’étiquetage des
sacs, en marquant le codex, le nom de la parcelle et la date de I’échantillonnage sur les
sacs en plastique. La troisieme étape consiste a un repérage des 4 demi-rangs marqués par
parcelle et les douze pieds marqués par parcelle. Puis, a I’aide d’un outil de coupe (une
épinette) préalablement nettoyé a 1’alcool, un prélevement (Figure 11.1.a) d’une grappe
marquée par pied de vigne étiquetée et 3 grappes par demi-rang et donc 12 grappes par
parcelle est effectué. Enfin, les sacs (Figure 11.3.b) sont bien fermés puis placés dans des

box frigorifiques jusqu’a I’expédition.

Figure 11.1.a. Prélévement des grappes Figure 11.1.b. Grappes dans le sac en plastique.
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Ces échantillons maintenus a froid, afin d’éviter leurs détériorations en cours de

transport, sont acheminés au laboratoire dans un délai bref aprés le ramassage pour une
bonne fiabilité des résultats.

d. Echantillonnage des baies de raisins

Les échantillons de grappes de raisins provenant de différentes parcelles localisées dans
la vallée de la Békaa, appartenant a différents terroirs et différents cépages ont été fournis
par la société Chateau KSARA SARL pour analyse au laboratoire.

Une fois 1’échantillon des grappes de raisins est recu a la Faculté des sciences, il faut
respecter la démarche suivante. 1l faut prélever les différentes grappes de raisin contenues
dans le sac en plastique, et les examiner. Si la vendange est mouillée, il faut la sécher au
séche-cheveux ou avec du papier absorbant. Par la suite, il faut compter exactement 200
baies. Ces baies doivent étre représentatives de toutes les grappes de raisins présentes
dans le sac, de facon a prélever de chaque grappe de raisins, des baies représentatives de
la grappe en position haute/basse, face interne/externe. De cette facon, 1’hétérogénéité
entre les cépages, entre les grappes et entre les baies d’une méme grappe est prise en
considération. Enfin, il faut placer ces 200 baies dans un sac en plastique et les peser a
I’aide d’une balance de précision: Ces sacs doivent étre stockés au frigo - 20°C jusqu'au

moment de la manipulation.

2.2. Suivi de I’évolution de la maturité phénolique :

Le protocole au laboratoire consiste a broyer les 200 baies afin de déterminer le potentiel
polyphénolique, puis D’indice polyphénolique total et les anthocyanes totaux par
spectrophotométrie en utilisant soit la méthode 1TV (Institut Technique de la Vigne —
France) soit la méthode Glories (Figure 11.2).

Décongeler les 200 baies de raisins qui ont été stockés a - 20 degrés Celsius, en les
plagant 30 minutes a température ambiante. Broyer les 200 baies de I’échantillon 2
minutes dans un broyeur a jus de fruit. Puis, prélever 50 g de broyat homogeéne dans un
erlenmeyer de 250 ml afin d’appliquer la méthode ITV, et prélever aussi 100 g de broyat
homogéne dans deux erlenmeyers de 250 ml contenant chacun 50g de ce broyat afin

d’appliquer la méthode Glories.
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échantillon
| 4

~200 baies

\
égrappage
A 4
broyage
(2 minutes)

|

| | |

ITv Glories 1 Glories 2
(508) (50g) (508g)

Figure 11.2. Méthodologie utilisée pour le suivi de la maturité phénolique

A) Estimation du Potentiel polyphénolique de la vendange par la méthode ITV (Institut

Technique de la Vigne — France) (Institut Francais de la Vigne et du Vin de Midi-Pyrénées,
2005-2009).

La méthode de référence ITV a été utilisée pour suivre 1’évolution des anthocyanes libres

et des composés phénoliques totaux du raisin au cours de la maturation (Lamandon,
1995). Les protocoles de mise en ceuvre et de mesures ont été adaptés afin d’optimiser le
rendement. La méthode ITV est basée sur une micro-extraction des composés
phénoliques en milieu hydro-alcoolique acide, a température ambiante. Le protocole
consiste a broyer les 200 baies de raisins. Puis, prélever 50 g de broyat homogéne dans un
erlenmeyer de 250 ml, surlesquelles il faudrait rajouter 15 ml d’éthanol (a 95%) et 85 ml
de solution d’HCl (a 37 % diluée a 0.1 % dans de 1’eau distillée) puis il faut
homogénéiser par la suite. Aprés macération a température ambiante pendant une heure
avec une agitation manuelle d’une minute tous les quarts d’heure, le broyat est filtré sur
de la laine de verre. Par la suite, ce filtrat sera soumis a deux dilutions.
> Premiérement, une dilution de 1’échantillon au 1/100éme avec de l'eau
déminéralisée qui sert a déterminer 1’absorbance DO a 280 nm contre un blanc
d’eau distillée sous 1 cm de trajet optique. Les composes phenoliques totaux
seront estimés par cette mesure d’absorbance a 280 nm en utilisant la formule

suivante :
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(poids du broyat+100)]

Indice polyphénolique total = D0280 X 100 X [ Doids dubroyat

100= volume de la solution rajoutée au broyat.

» Deuxiémement, il faut diluer ’échantillon au 1/20¢éme avec une solution d'HCI
al% puis déterminer 1'absorbance a DO 520 nm contre un blanc d’eau distillée
sous 1 cm de trajet optique. La concentration en anthocyanes et le potentiel
anthocyanique total seront estimés par cette mesure d’absorbance a 520 nm de la
solution d’extraction en utilisant les formules suivantes :

Anthocyanes (mg/L) = D0520 x 22.75 x 20

(poids du broyat + 100)
poids du broyat

Potentiel anthocyanique total (mg/kg) = Anthocyanes (mg/L) X [

B) Estimation de la _maturité phénoligue par la méthode Glories :(Saucier et al, 1990 ;
Cayla et al, 1998 ; Amrani et al, 2006 ; Vivas et al, 1998).

Cette méthode consiste a prélever 2 fois x grammes (calculés par x = (50 x d)/1000) de

broyat homogene en mélangeant bien pour obtenir deux échantillons parfaitement
homogenes dans 2 erlenmeyers de 250 ml a col large).
» Au 1" échantillon, il faut ajouter 50 ml de solution aqueuse pH 3,2.

Pour préparer la solution aqueuse pH 3,2, il faut mélanger 5 g d’acide tartrique a 800 mL
d’eau distillée. Par la suite, il faut ajuster le pH a 3,2 en ajoutant 22,2 ml de NaOH 1N,

puis compléter jusqu’a 1 L d’eau distillée.

éme
» Au?2 échantillon, il faut ajouter 50 ml de solution aqueuse pH 1.

Pour préparer la solution aqueuse pH 1, il faut mélanger 8,33ml d’HCL 37% dans 1L
d’eau distillée.

Apres I’ajout des deux solutions sur les deux broyats (50 g), il faut homogénéiser,
boucher avec du Parafilm, puis macérer 4 h a Température ambiante. Apres cette longue
macération, il faut filtrer sur de la laine de verre (Coton de verre) dans un entonnoir en
verre. Par la suite, un prélevement de 3 ml de solution a été réaliseé pour I’analyse des
anthocyanes. 11 s’agit en premier lieu de doser les anthocyanes et en second lieu d’estimer

la richesse polyphénolique totale.
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v Le dosage des anthocyanes est basé sur la décoloration des anthocyanes par un exces de
SO, (Ribéreau-Gayon et Stonestreet, 1965). Pour doser les anthocyanes (Filtrats pH1 et
pH3, 2),il faut suivre le mode opératoire suivant :
Dans un Erlenmeyer de 50 ml, il faut introduire 1 ml de chaque filtrat (pH1 ou pH3.2), 1
ml d'éthanol a 0,1 % HCI et 20 ml d'HCI concentrée a 2 %. A partir de cette solution, il
faut verser dans un premier tube a essai 10 ml de la solution et 4 ml d'eau distillée ; et
dans un deuxieme tube, 10 ml de la solution et 4 ml de bisulfite de sodium a 15%. La
décoloration est pratiqguement instantanée. Cependant, il faut attendre 20 minutes, puis
mesurer les densités optiques a 520 nm par rapport a I'eau distillée sous 1 cm de parcours
optique. La concentration est donnée en milligramme (mg) d'anthocyanes par millilitre
(ml) en reportant la différence des densités optiques a partir de la formule suivante: C
(mg/1)=875 x ADO
Avec ADO = DO premier tube — DO second tube
Donc, A = (DO tem — DO essai) x 875
875 : pente de la droite d'étalonnage obtenu a partir de malvidine-3-glucoside.
Suite a ce calcul, deux valeurs seront calculées Al et A2. A partir de ces valeurs,

plusieurs résultats seront fournis :

> Le potentiel en anthocyanes facilement extractibles ApH3,2, avec ApH3,2 = 2xA2

(mgfl) .
> Le potentiel total en anthocyanes ApH1, avec ApH1 = 2xA1 mg/l

> N.B : les valeurs sont multipliées par 2 pour tenir en compte de la dilution des
50ml ajoutés.
v' Pour estimer la richesse polyphénolique, 1’analyse est réalisée sur des extraits de
macération & pH 3.2. Le jus de cette macération sera dilué au 1/100°™ et la densité
optique sera mesurée a 280 nm sous 1 cm de parcours optique par rapport a 1’eau
distillée. La mesure de la densité optique a 280 nm constitue alors une estimation globale
des composés phénoliques des raisins.

» LaRichesse Polyphénolique Totale, RPT =2 D0280x100

» Le pourcentage d’Anthocyanes Extractibles, PAE% = [ApH3,2 /ApH1] x 100.
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> L'extractibilité cellulaire ou indice de maturité cellulaire, EA = [(ApH1- ApH3,2)/

ApH1]x100

> Les tanins des pépins, dTpépins = RPT - d pellicules = RPT — [A pH 3,2.
40/1000]

» La maturite phénolique des pépins, Mp = [(RPT-dpellicules)/RPT] x 100 =
(dTpépins /RPT) x 100

2.3. Intensification de I’extraction durant la vinification en rouge.

L’extraction des polyphénols durant la vinification est réalisée en deux étapes principales
(Figure 11.3):

(1) un prétraitement mécanique ou électrique de la matiére premiére ayant pour objectif
d’endommager les membranes ou parois cellulaires afin de faciliter 1’extraction.

(2) Une macération consistant soit par une étape pré-fermentaire soit par une
fermentation alcoolique.

I Raisins rouges I
E =
I Eraflage puis foulage |
Champs électriques ul Chauffage Thermovinification Extraction
5 trasons iz T assistée par
pulsés Modéré (50°C) (70°C)
| I | l enzymes

Sulfitage (10g/hL)
Levurage (10g/hL)

Macération pré-
fermentaire a froid (6°C)
Durée : 6 jours

| |

Fermentation alcoolique a 28°C
Durée : 10 jours

I Centrifugation |
| Extrait liquide |

Figure 11.3. Schéma général des procédés d’extraction des polyphénols étudiés

2.3.1.Macérations pré-fermentaires a froid (MPF):
Les raisins qui ont subi la macération a froid appartenaient & deux variétés Cabernet

Sauvignon et Cabernet Franc. Ces raisins ont été récoltés manuellement a maturité
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optimale durant I'année 2010 a partir des vignes de la province de la Bekaa (Liban). Les
raisins ont été pesés (m = 750 g), égrappés manuellement, soumis a un traitement par
champ électrique pulsé (CEP) puis placés dans des flacons 1000 mL pour déclencher la
macération pré-fermentaire a froid pendant 6 jours dans une chambre froide (ZANOTTI
FRANCE) & 6°C avec une capacité de réfrigération de 2,7 kW pour 10 m*. Des
échantillons de modt ont été prélevés tous les jours de la MPF. Ces échantillons ont été
centrifugés a 4000 rpm pour 10 min en utilisant la centrifugeuse HERMLE Universal Z
200A (Wehingen, Germany). Le surnageant a été utilisé par la suite pour les différentes

analyses physico-chimiques (pH, °Brix, polyphénols et contenu en anthocyanes).

2.3.2.Vinification en rouge:
Le déroulement des essais de vinification a partir de cépage de Cabernet Sauvignon et

Cabernet Franc sont présentés ci-apres :

1- Egrappage des baies de raisins manuellement.

2- Ensuite viendra le foulage, qui a pour but d’éclater le fruit de la baiec afin de
libérer le jus.

3- Aprés le foulage, les raisins foulés seront subis aux différents prétraitements
(Champ électrique pulsé, ultrasons, chauffage modéré, thermovinification,
addition d’enzymes et macération pré-fermentaire a froid).

4- Apres les prétraitements, des flacons de différentes capacités (500- 5000 ml) ont
été remplis.

5- Aprés remplissage des flacons, un tube en verre bouché avec du coton carde a été
inséré au niveau du bouchon dans le but de vérifier le dégagement du CO, tout au
long de la fermentation alcoolique qui aura lieu.

Apres le remplissage, nous avons sulfité les mo(Qts traités : le sulfitage dépend de
I’état sanitaire des raisins. Les quantités employées pour une vinification rouge
classique se situent dans la fourchette de 3 a 6g/hL.

6- Aprés le sulfitage, nous avons inoculé tous les flacons avec des levures pour
déclencher la fermentation alcoolique. Les doses a apporter se situent dans la
fourchette de 5 a 20 g de levures séches par hectolitre, avec une moyenne de
I’ordre de 10g. Les quantités sont calculées pour assurer un ensemencement de

I’ordre de 2 a 5 millions de cellules viables actives par millilitre de modt.
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Differentes souches de Saccharomyces cerevisiae ont été utilisées sur une période
de 6 jours de fermentation alcoolique. La préparation du levain consiste a
chauffer 100 ml d’eau distillée (65-70°C) avec 100 ml jus de raisin (le mélange
aura une température de 40°C). Par la suite, nous avons ajouté les levures
(Saccharomyces cerevisiae) progressivement sur ce mélange et nous avons agité
pendant 20 minutes. Sur ce melange de 200 ml, nous avons ajouté 200 ml de jus
de raisin puis nous avons agité pendant 10 min.
Par la suite, nous avons inoculé les flacons avec cette préparation de levain puis
nous avons remué. En effet, il faut remuer tous les jours de la fermentation
alcoolique pour assurer le bon déroulement de la fermentation alcoolique.
Par la suite, nous avons déclenché la fermentation alcoolique en incubant tous les
flacons dans une étuve a 25 °C pour lancer la fermentation alcoolique & 30°C. En
vinification classique en rouge, on recherche habituellement des températures
voisines de 24 a 27 °C. Les exceés thermiques provoquent des arréts fermentaires.
Il faut vérifier que I’intérieur des flacons est a une température de 30°C.
A la fin de la fermentation alcoolique, nous avons récupéré le vin de goutte et
nous avons pressé le marc restant pour récupérer le vin de presse. Le pressurage
suit immédiatement 1’égouttage.
Tout au long de la FA nous avons effectué différents prélevements (un
préléevement pour le mélange et deux prélevements séparés respectivement du vin
de goutte et du vin de presse). Ces échantillons ont été centrifugés a 4000 rpm
pour 10 min en utilisant la centrifugeuse HERMLE Universal Z 200A (Wehingen,
Germany). Les surnageants ont été utilisés par la suite pour les différentes
analyses physico-chimiques (pH, °Brix, polyphénols et contenu en anthocyanes).

2.3.3. Procédés d’intensification de I’extraction

Durant la vinification en rouge, une fraction des polyphénols est extraite. Afin
d’augmenter les rendements d’extraction et de réduire la durée de la macération a froid
ou de la fermentation, quatre techniques de prétraitement de la matiere sont proposées :
les champs électriques pulsés, les ultrasons, le chauffage modéreé, la thermovinification et

I’extraction assistée par enzymes.
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2.3.3.1- Traitement par champs électriques pulsés (CEP)

Durant notre étude, nous nous sommes servis de trois générateurs d’impulsion pour des
raisons de puissance électrique et de parameétres de traitement. Un générateur pour les
traitements de faible intensité (400 V, 38 A) et deux pour les traitements de forte intensité
(5000 V, 1000 A) et (40 kV, 10kA). Les principales différences entre ces générateurs
sont la tension et I’intensité du courant maximal. La forme des impulsions est soit carrée
ou rectangulaire (pour la majorité des générateurs) soit exponentielle.

a)Traitement de d’intensité moyenne (400 V, 38 A) :

Afin d’éviter au maximum les phénomenes d’électrolyse des €lectrodes et de polarisation
de cellules vegétales lors du traitement, un générateur qui fournit des impulsions
bipolaires a été développé et congu par le Service Electronique de I’UTC, France (Figure
11.4).

| Afficheur de température Période d’impulsions
A4¢=1-100ms Durée d"impulsions Tention

| [F4,=10-10000 ps U=1400V
| Ordinateur d’acquisitionde [

données

Générateur d’'impulsions Nombre
d’impulsions

T partrain

n=1-10000

Repos
1-3600s

| ——— Boitier d’alimentation

Nombre de trains A=1-1000

Figure 11.4. Photographie du générateur (400 V, 28 A) Fig.11.5. Schéma de la forme des impulsions

rectangulaires bipolaires

Le générateur électrique fournit des impulsions rectangulaires bipolaires (Figure 11.5)
avec une tension maximale de 400 V et un courant maximal de 38 A. Comme montré
dans la figure, le générateur est couplé a un module de mesure de la température. Un
ordinateur et un systeme de protection qui arréte le traitement électrique si le courant
maximal est dépassé. La programmation des signaux électriques et la génération des
impulsions de tension se fait a partir d’un logiciel développé par HPVEE 4.0 Agilent,

(Hewlett-Packard, Palo Alto, Californie, Etats-Unis). La température dans les
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échantillons traités électriquement est continuellement mesurée au cours du traitement
grace a des thermocouples de type K enveloppés de téflon pour éviter les interférences

avec le champ électrique.

Les principales caractéristiques de ce générateur d’impulsions sont présentées ci-dessous:
v’ Tension : 0-400 V

Intensité du courant : 0-38 A

Nombre d’impulsions par train :1-10000

Durée de chaque impulsion : 10-10000 us (précision £ 2 ps)

Période :1-100 ms (précision £ 0.1 us)

Nombre de trains : 1-1000

Temps de repos entre chaque train :1-3600 s

Resistance inter-électrode : 0 -9990 q

AN NNV N N NN

Fréquence de mesure de la résistance : 50 Hz

La cellule de traitement que nous avons utilisée pour se servir de ce générateur est
présentée dans la figure 11.6. Elle est constituée d’un godet en plastique de 30 mm de
diametre et de 75 mm de hauteur. Une grille en inox est fixée au fond de ce godet, servant
d’électrode. Un piston en inox qui coulisse dans le godet est utilisé comme deuxieme
¢lectrode. Ce dernier possede un orifice cylindrique permettant d’introduire un
thermocouple pour le suivi de I’évolution de température au cceur de 1’échantillon et au
cours du traitement électrique. Les deux électrodes sont connectées a un générateur
d’impulsions. L’échantillon de marc de raisin (m = 5 g dans notre étude) est placé entre
les deux électrodes de sorte a créer un bon contact entre le produit et ces derniéres. Les
mesures de la résistance électrique ont été prises automatiquement avec un pas d’une

seconde.
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Thermocouple

Electrode supérieure

Godet en plastique
Support de fixation

Echantillon

Electrode mférieure

Figure 11.6.Photographie de la cellule de traitement.

b)Traitement de fort intensité:
1-Générateur (5000 V, 1000 A)

Ce générateur a été concu dans le but d’étudier la faisabilité du traitement par champs

électriques pulsés couplés a des équipements pilotes ou semi-industriels (presse a bandes

et presse a vis). Il a été fabriqué par la société Hazemeyer, France avec la participation de

la région Picardie, France. Le Service Electronique de I'UTC s’est chargé du

développement d’une interface de commande et d’enregistrement pour ce générateur

(Figure 11.7).

Ordinateur de
pilotage
et
d’acquisition
des données)
Générateur
d’impulsions

Impulsion Périoda

— — [

1 P

/ //

Sy
Tension

Train d'impulsions Train d'impulsions

Repos

Figure 11.7. Photographie du générateur
(5000 V, 1000 A)

Figure 11.8. Schéma de la forme des impulsions du
générateur (5000 V, 1000 A).

Le systéeme est relié a une balance et deux thermocouples. Il permet d’enregistrer la

masse et la température grace a un logiciel d’acquisition des données. Pour le

paramétrage des mesures et I’enregistrement, un logiciel d’utilisation a été développé

sous Agilent VEE-Pro version 8.5. Ce logiciel permet de faire des mesures optionnelles
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(masse des échantillons, température et consommation électrique du générateur). Le
systeme peut générer un nombre d’impulsions fini (entre 1 et 65000) ou bien infini
(génération continue). Dans les deux cas, la génération des impulsions peut étre
interrompue a tout moment en actionnant le bouton arrét.
Pendant le traitement électrique, les valeurs suivantes sont affichées numériquement sur
I’écran de I’ordinateur : nombre d’impulsions, tension, intensité et consommation
électrique du générateur. Les courbes de tension et d’intensité sont affichées
graphiquement grace a la fonction oscilloscope virtuel. Un fichier d’enregistrement de
type « texte » sauvegarde I’ensemble des données.
La figure 11.8 représente un schéma des impulsions envoyées par le générateur IV.
Les principales caractéristiques de ce générateur d’impulsions sont présentées ci-dessous:

v Tension : 0-5000 V

Intensité du courant : 0-1000 A
Nombre d’impulsions: 0 (en continu) et 1-65000 (Discontinu)
Durée de chaque impulsion : 20-100 s (précision + 2 s)
Période : 5-100 ms (précision £ 0.1 ps)
Nombre de trains : 1-10000

Temps de repos entre chaque train :1-3600 s

N N N

La cellule de traitement que nous avons utilisée pour se servir de ce générateur est
présentée dans la figure 11.9. Cette cellule est constituée de deux électrodes (verticales) en
inox (120 mm x 205 mm) et d’un boitier en plastique (téflon). Ce systéme présente
I’avantage de pouvoir contrdler la distance entre les deux électrodes avec la présence de
rails des deux cotés des électrodes. Les deux plaques en inox sont reliées au générateur
d’impulsions. Comme pour les autres dispositifs, avant chaque traitement le systeme est
mis dans un boitier isolant et apres traitement une perche est utilisée pour decharger le

systeme.
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Figure 11.9. Photographie de la cellule de Figure 11.10. Dispositif expérimental utilisé pour
traitement utilise pour le générateur (5000 V, le traitement avec le générateur (5000 V, 1000A)
1000 A).

Dans la présente étude, les raisins ont été traités par CEP en utilisant un générateur
d'impulsions (5 kV/cm- 1kA) (Société Hazemeyer, Saint-Quentin, France). Les raisins
rouges foulés (m = 750 g) ont été placés dans la chambre de traitement entre les deux
électrodes. Les parameétres suivants ont été utilisés dans les expériences de CEP: E = 400
-800 V/cm, n=100, tj=100 £+ 1 s, At =5 ms. Le dispositif expérimental utilisé pour ce

traitement est présenté dans la figure 11.10.

2-Générateur (40000 V, 10000 A)

Un générateur de haute tension congu et développé par 1’Université Polytechnique de
Tomsk, Russie (Figure 11.11) a été utilisé dans le cas des traitements dépassant les
intensités de CEP de 5 kV/cm. Ce générateur peut fournir une puissance créte allant

jusqu’a 4.10°kW. La durée d’impulsion est d’environ 10 ps.
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Figure 11.11. Photographie du générateur (40000 V, 10000 A)

Ce générateur a été concu initialement pour faire des traitements par décharge électrique,
mais il peut également servir de généerateur de champs électriques pulsés, avec des
impulsions exponentielles. La génération d’impulsions avec une fréquence de 0,5 Hz,
s’effectue grace a deux condensateurs en paralléle. Un systéme d’acquisition des données
sous interface HPVEE 4.01 développe par le Service Electronique de I’UTC permet de
faire I’enregistrement du temps de traitement, la tension et le courant ainsi que I’énergie
consommée lors des impulsions.

Pour utiliser ce générateur pour la génération des champs électriques pulsés, il suffit alors
de changer les électrodes de la chambre de traitement (Figure 11.12.). Ainsi, deux
électrodes planes et paralléles (105 mm de diametre), en acier inoxydable, sont utilisées
(figure 11.12). Le générateur fourni des impulsions exponentielles décroissantes avec une
amplitude de 40 kV. Le schéma des impulsions envoyées est représenté sur la Figure
[1.13. La distance entre les électrodes peut varier de 1 a 8 cm, soit une intensité de CEP
correspondante de 5 a 40 kV/cm. Cette cellule d’une capacité de 1 L offre également la

possibilité de traiter une plus grande quantité de produits (jusqu’a 900 g).
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Figure 11.12. Chambre de traitement de CEP Figure 11.13. Courbes de tension par CEP

Les principales caractéristiques de ce générateur d’impulsions sont présentées ci-dessous:

v

v
v
v
v

Tension : 40000 V

Intensité du courant : 10000 A
Nombre d’impulsions: continu
Durée de chaque impulsion : ~10 ps

Période : 2 s

Dans notre étude, les raisins ont été traités par CEP en utilisant un générateur
d'impulsions (40000 V/cm- 10000 A) (Société Hazemeyer, Saint-Quentin, France). Les

raisins rouges foulés (m = 4500 g) ont été placés dans la cellule de traitement cylindrique.

La distance entre les électrodes a été réglée a 80 mm pour assurer une intensité de CEP

correspondante de 5 kV/cm. Le temps de traitement est estimé part,.- =n.t;, ou n (=100)

est le nombre de pulsations et tj (*9 + 1 ps) est la durée de chaque impulsion. Le

dispositif expérimental utilisé pour ce traitement est présenté dans la figure 11.14.
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Figure 11.14. Dispositif expérimental utilisé pour le traitement avec le générateur (40000 V, 10000A)

2.3.3.2- Les ultrasons :

Le générateur d’ultrasons, congu et développé par la société Hielscher GmbH (Stuttgart,
Allemagne), peut fournir une puissance maximale de 400 W/cm? L’amplitude est
réglable de 20% a 100%. L’appareil expérimental (Figure 11.15) est composé d’un
générateur d’ultrasons (HielscherGmbH, Stuttgar, Allemagne) relié a une sonde
d’ultrasons placée dans une cabine de traitement (190 x 200 x 130 mm). La sonde est
plongée dans un bécher contenant le mélange de produit et solvant a traiter.

Nous avons travaillé avec une sonde de type H14 de 100 mm de longueur et de 14 mm de
diametre. La sonde a ét¢ placée au centre du bécher et plongée jusqu’a 10 mm du fond du
bécher. Le bécher a été immergé dans un bain de glace pour que la température au cours
du traitement reste constante. Le générateur d’ondes ultrasonores est relié a 1’ordinateur
par une liaison de type COM et est équipé d’un logiciel UPCCTRL (Hielscher GmbH,
Allemagne) fournit par le fabricant. Ce logiciel permet de fixer la durée du traitement et
d’enregistrer la puissance des ondes ultrasonores, la fréquence d’ultrasons et la
température du mélange. La température du mélange est contr6lée en continu au cours de
I’opération de traitement grace a un limiteur de température, congu par le Service
Electronique de I'UTC. Ce dernier permet, grace a un thermocouple, de suivre la

température et d’arréter le traitement lorsque la température dépasse 50°C.
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Figure 11.15. Générateur des ultrasons et Figure 11.16. Dispositif expérimental utilisé pour

accessoires de controle le traitement avec les ultrasons.

Les caractéristiques du générateur d’ultrasons sont les suivantes :

(1) puissance maximale : 400 W/cm2,

(2) contrdle de la puissance : 20 — 100 %,

(3) fréquence maximale : 24 kHz,

(4) contréle de la frequence : 0 — 100 %,

(5) alimentation : 340 V, 4 A, 50 — 60 Hz.

Il est possible de traiter un volume maximum de 1000 mL. La température du mélange
est continuellement contr6lée lors du traitement grace a un thermocouple. Celui-ci est
relié a un régulateur de température (Service Electronique, UTC, France) qui permet de
couper I’alimentation électrique du générateur lorsque la température de consigne est
dépassée. Les raisins rouges foulés (m = 400 g) ont été placé dans la cellule pour les
traitements successifs par ultrasons (figure 11.16). Les parametres suivants sont utilisés:
puissance: 400 W ; fréquence d’impulsion: 24 kHz; temps de traitement (5 a 15 min). La
cellule de traitement a été plongée dans de I’eau glacée pour éviter le chauffage et
refroidir le mélange. La libération des composés d’intérét au cours du traitement par
ultrasons est suivie par mesure des caracteristiques physico-chimiques de I’échantillon
traité.

2.3.3.3. Traitement thermique modéré :

Les raisins rouges foulés (m = 400 g) ont éte placés dans un bain thermostaté maintenu a

50°C pour 15 minutes (Figure 11.17). Le contrble de la température (précisions de mesure
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de la températurex 0.1 "C) grace a un thermocouple de type K enveloppé de téflon. La
libération des composés d’intérét au cours du chauffage est suivie par mesure des

caractéristiques physico-chimiques de 1’échantillon traité.

Raisins

Bain thermostaté 50°C

Figure 11.17. Dispositif expérimental utilisé pour le traitement thermique modére.

2.3.3.4. Thermovinification :

Les raisins rouges foulés (m = 4500 g) ont été placés dans un bain thermostaté maintenu a
70°C pour 30 minutes (Figure 11.18). Le contrdle de la température grace a un
thermocouple de type K enveloppé de téflon. La libération des composés d’intérét au
cours du chauffage est suivie par mesure des caractéristiques physico-chimiques de

I’échantillon traité.

2.3.3.5. Traitement enzymatique :

Pour appliquer ce traitement enzymatique, des enzymes de macération (Lafase He Grand
Cru, Laffort Oenologie, Bordeaux, France) ont été ajoutés aux raisins rouges foulés (m =
4500 g). Ces enzymes ont été ajoutées a une concentration de 6 g par hectolitre de
grappes foulées. La libération des composés d’intérét au cours du chauffage est suivie par

mesure des caractéristiques physico-chimiques de 1’échantillon traité.

2.3.3.6. Consommation énergétigue:

» Champs électrigques pulsés :

Le systeme d’acquisition du traitement par CEP permet d’enregistrer les valeurs du
courant et de la tension pendant I’application du traitement par CEP. La consommation

énergétique totale du traitement électrique We (J/kg) est obtenue a partir de 1’équation :
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. W
Eoom
Avec :
Wi: I’énergie totale du condensateur,
N : le nombre des impulsions
M (kg) : 1a masse de I’échantillon traité.
T
W, = f uldt
0

Avec :
I(A) : le courant qui traverse 1’échantillon pendant le traitement par CEP.
U(V) : la tension appliquee.

T : le temps de I’impulsion électrique (s).

» Les ultrasons : (Ratoarinoro et al., 1995)

L’énergie du traitement par ultrasons Wus (J/kg) est calculée en tenant compte de la

densité acoustique et de la surface de la sonde :

OU WO est la densité acoustique (W/m2), W0=1.05 *10° W/m? pour la sonde utilisée (UP
S400, H14), S est la surface de sonde (m2) (ici S = 1 cm?), t est le temps de sonication (s)
et m est la masse de produit (kg).

» Traitement thermigue modéré :

L’énergie du traitement par ultrasons Wyr(J/kg) est calculée en utilisant la formule
suivante :

W,; = MC AT

ou M est la masse de la vendange en kg, Cp est la capacité calorifique (estimée par 4.18
kJ/kg.K) et AT (=30°C=30 K) est I’élévation de température durant le traitement
thermique (de la temperature ambiante (T= 20°C) a la température désirée (T =50°C)).
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Apres le chauffage & 50°C pendant 15 min, le flacon contenant les raisins foulés chauffés
sera immergé dans un bain de glace dans le but de refroidir les raisins foulés avant de
lancer la fermentation alcoolique.

» Thermovinification : (Escudier et al., 2008)

L’énergie du traitement par thermovinification Wrn(J/kg) est calculée en utilisant la
formule suivante :

W,, = MC AT

Ou M est la masse de la vendange en kg, Cs est la capacité calorifique (estimée par 4.18
kJ/K.kg) et AT (=50°C) est 1’¢élévation de température durant le traitement thermique (de
la température ambiante (T= 20°C) a la température désirée (T =70°C)). Apres le
chauffage a 50°C pendant 30 min, le flacon contenant les raisins foulés chauffés sera
immergé dans un bain de glace dans le but de refroidir les raisins foulés avant de lancer la

fermentation alcoolique.

2.4. Analyses physico-chimiques des extraits (moQts + vins)

Les analyses sont réalisées sur les extraits liquides obtenus au cours ou aprés macération
pré-fermentaire a froid ou la fermentation alcoolique. Des caractérisations quantitatives et

qualitatives permettent d’évaluer les performances d’extraction des polyphénols.

2.4.1 Mesure du pH
Les mesures du pH des solutions sont mesurées a 1’aide d’un pHmeétre (CONSOR C931,

Bioblock Scientific, France) a température ambiante. Ce paramétre est un facteur clé
concernant la stabilité des polyphénols.

2.4.2 Mesure de la conductivité électrigue

La mesure de la conductivité électrique permet de quantifier ’endommagement des tissus
végétaux (Vorobiev & Lebovka, 2008). Les mesures de conductivité électrique sont
réalisées a température ambiante a 1’aide d’un conductimetre (CONSOR C931, Bioblock

Scientific, France). Les résultats sont exprimés en S/m et la gamme de mesure s’étend de
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0a9.99 S/m. Le degré de destruction des tissus végétaux par voie électrique est estimé en
termes de taux de dénaturation cellulaire Z. L’indice de pérméabilisation Z (Lebovka et

al., 2002) se détermine par I’équation suivante:

0 — 0;

7 =
04 — 0

Avec:

Z : est I’'indice conductimétrique de perméabilisation du tissu.

o: est la conductivité électrique mesurée au temps t (S/m).

o i. est la conductivité électriqgue mesurée du tissu intact (S/m).

o ¢: est la conductivité électrique du tissu complétement dénaturé par congélation (S/m).
Pour le tissu entierement endommagé, les valeurs de Z ont été obtenues aprés mesure de
la conductivité électrique des échantillons congelés puis décongelés (Reid, 1997).
L’application de cette équation donne Z = 0 pour un tissu intact et Z = 1 pour un tissu

entierement endommagé (Figure 11.18).

Uk
m Y
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Figure 11.18. Schéma représentatif des cellules végétales avec différents degrés de perméabilisation
cellulaire Z apreés traitement électrique

2.4.3. Mesure de I’extrait sec (°Brix)

L’extrait sec (°Brix) des produits liquides est la quantité de matiere séche soluble dans
100 g de solution. Le degré brix est mesuré par un refractométre digital (PR-101, Atago,
USA) a température ambiante. Les résultats sont exprimés en °Brix (g MS/100 ¢
solution). Pour les prélévements, nous avons utilisé une micropipette. Pour ne pas
influencer le volume du modt pendant la macération, la quantité de solution prélevée a

été remise dans le solvant d’extraction apres avoir mesuré le brix.
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2.4.4. Spectrophotomeétrie

L’étude de I’absorbance est faite par un spectrophotométre (Secoman Anthelie Advanced
France). Aprés les différents prétraitements, les échantillons ont été centrifugés pendant
10 minutes a 4000 g (centrifugeuse : Hermle Z200A), et le surnageant est analysé par
spectrophotométrie. Des dilutions en cascade sont réalisées pour chacun des échantillons,
jusqu'a obtenir des mesures d’absorbances cohérentes avec la gamme de lecture de
I’appareil. Aprés chaque dilution, I’échantillon dilué est introduit dans une cuve en quartz
de 1 cm dans le spectrophotométre dans la gamme de longueur d’onde de 190 a 260 nm.
Le blanc est réalisé avec de I’cau distillée.

2.4.5. Quantification des polyphénols

La concentration en polyphénols totaux peut étre déterminée par deux méthodes
principales. La premiére par un dosage spectrophotométrique a 280 nm permet une
estimation rapide du contenu phénolique. La deuxieme par un dosage colorimétrique de
Folin- Ciocalteu est plus spécifique et renseigne sur la quantité des polyphénols totaux.
Enfin, la derniere par chromatographie liquide a haute performance (CLHP) permet

d’identifier et de quantifier chaque composé phénolique.

Estimation globale des composés phénoliques a 280 nm

La mesure de I’absorption a 280 nm constitue une estimation globale des composés
phénoliques totaux des vins (aprés centrifugation) (Ribéreau-Gayon, 1970). Les mesures
d’absorbance sont réalisées par un spectrophotométre UV-VIS (Secomam, Shimadzu,
France). Le vin rouge est dilué au 1/100°™ et la densité optique mesurée a 280 nm par
rapport a ’eau sous 1 cm de parcours optique. Le résultat est exprimé par un indice
polyphénolique total obtenu par la multiplication de la DO280 nm par un facteur de 100.
Dosage de Folin-Ciocalteu

Le dosage des composés phénoliques totaux présents dans les extraits de raisin a été
effectué par une méthode adaptée de Singleton et Rossi (1965) avec le réactif de Folin-
Ciocalteu commercial (Mello L.D. et al., 2003 ; Vivas et al., 2003). Pour réaliser ce
dosage, il faut introduire dans un tube de 2 ml, 0,2 mL de solution étalon ou d’échantillon
centrifugé et dilué et 1 mL du réactif de Folin (dilué dix fois dans I’eau distillée). Apres

agitation au vortex, 0,8 mL d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/L) sont
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introduit dans le tube. Ces tubes son ensuite agités puis placés pendant 2 h a température
ambiante ou 10 min a 60°C, a I’obscurité.

Une mesure de 1’absorbance de la solution a 750 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV-
VIS (Seconam, Shimadzu, France) permet de déterminer ensuite les concentrations en
polyphénols totaux dans chaque échantillon et cela a partir d’'une gamme étalon d’acide
gallique. La mesure d’absorbance est réalisée contre une solution de référence ne
contenant pas les extraits de polyphénols mais ayant subis toutes les étapes du dosage. La

courbe d’étalonnage est effectuée a partir de solutions d’acide gallique (Figure 11.19).

12
i v=10.0118x
R? = 0.996
0.8 |-
<
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0 20 40 60 80 100

Acide galique (mg/L)
Figure 11.19. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage de Folin-Ciocalteau
Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent acide gallique par litre de solution (mg

GAE/L) ou en teneur en polyphénols P par rapport a la matiére séche (MS) initiale de la
matiere premiere (g GAE/100 g MS).

CxV
P =

mys

x 10

ou C est la concentration en polyphénols (g/L) (C=k.A avec k la pente de la
droited’étalonnage, A est I’absorbance a 750 nm ; V est le volume total du solvant

d’extraction (L) ; mysest la masse de matiére séche dans le produit (g).
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Par la suite, nous avons effectué une série d'analyses lors de mon déplacement a I'Institut
Francais de la vigne et du vin (IFV). Ces analyses consiste dans I'accomplissement des
manipulations ci-dessous:
» Quantification des polyphénols par Chromatographie liquide a haute
performance (CLHP).

» Evaluation spectrophotométrique des composantes de la couleur des vins
rouges.

» Mesure de la couleur du jus.

» Analyse par CLHP-DAD des tanins aprés phloroglucinolyse des modts et des
vins.

» Reaction de dépolymérisation.

» Analyse des proanthocyanidines par CLHP-DAD.
Les détails et I'explication de ces analyses est présentée dans I'annexe 5.

2.4.6. Etude des proprietés bioactives des composes phénoligues
En amont de 1’étude des différentes propriétés bioactives des composés phénoliques, il

faut extraire les polyphénols. Donc, il faut préparer les extraits phénoliques a partir des
broyats de raisins de différents cépages.

2.4.6.1. Préparation des extraits phénoliques et stockage

La préparation des extraits de raisin est réalisée a la température ambiante (macération)
(Figure 11.20). En premiere étape, pour chaque variété, 10 g de filtrat de jus de raisins
sont mélangés a 15 mL d’acétone 85%. Ensuite, le mélange (filtrat de jus de raisin +
acétone) est soumis a une agitation pendant une période de 3 a 4 jours a température
ambiante pour extraire le maximum de composés phénoliques présents dans les structures
vacuolaires du fruit. Une fois I’extraction achevée le mélange est soumis a une
centrifugation pendant 15 minutes a 20 degrés Celsius et a une vitesse de 2500 rpm. Une
fois terming, le surnageant est récupéré et transvasé dans de nouveaux tubes Falcon pour
étre ensuite incuber 2 jours a une température de 40 degrés Celsius afin d’assurer
I’évaporation totale de I’acétone. Les extraits restants dans les tubes aprés évaporation du
solvant sont remplis dans des seringues et soumis a une filtration par passage sur des
filtres de 0,2 um pour se débarrasser des impuretés. Finalement les extraits ainsi préparés

seront conserver a - 20 degrés Celsius jusqu’a leur utilisation.
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Figure 11.20. Protocole d’extraction des polyphénols

2.4.6.2. Etude des propriétés antiradicalaires:

L'étude des activités antiradicalaires dans les produits naturels a recu une attention
croissante ces derniéres années (De Quirds et al., 2009). La caractéristique principale
d’un antioxydant est sa capacité de capter les radicaux libres. Le DPPH (2,2-Diphenyl-
picrylhydrazyl) est un radical libre stable. Cette stabilité est due a la délocalisation de
I’¢électron libre sur toute la molécule de telle fagon que ces molécules ne peuvent pas se
dimériser comme est le cas de la plupart des radicaux libres. L’électron libre du radical
du DPPH, de couleur pourpre, donne une forte absorption maximale a 517 nm. Quand cet
électron libre devient parié par un hydrogéne a partir d’un radical libre d’un antioxydant
(ici les polyphénols), DPPH-H réduit se forme et sa couleur vire par la suite vers le jaune
pale (Figure 11.21). L’effet de I’antioxydant sur le DPPH' a été évalué quantitativement en
suivant, la disparition du radical stable DPPH et donc la diminution de ’absorbance par
spectrophotométrie d'absorption UV-visible a 515 nm en utilisant des contrdles positifs
connus par leurs activités antioxydantes et antiradicalaires comme le BHT qui est un

antioxydant synthétique et le resvératrol qui est un antioxydant naturel (Wu et al., 2005).
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Figure 11.21. Mécanisme d’antioxydation du DPPH

Le protocole a suivre pour étudier les propriétés antiradicalaires est le suivant (Goktirk
Baydar et al., 2007) :

Dans un tube Eppendorf de 2 mL, verser 450 uL de tampon Tris-HCI (50 mM, pH 7,4).
Puis, rajouter 50 uL des échantillons a étudier ou des contrdles (de concentrations
décroissantes d’extraits phénoliques : 50 - 10 - 5 et 1 pg/mL. Par la suite, 1,5 mL de la
solution de DPPH (0,1 mM) sont ajoutés au mélange. Le tout est incubé pendant 30
minutes a température ambiante. A la fin de la période d’incubation, 1’absorbance des
milieux réactionnels est lue a 517 nm contre un blanc préparé avec du méthanol pur (le
méme employé pour la dissolution de DPPH).

Les propriétés antiradicalaires des échantillons sont déterminées en incubant le DPPH
avec des concentrations connues de polyphénols. En effet, une diminution de ’intensité
de la couleur du DPPH, mesurée a 517 nm, reflete la présence de substances
antiradicalaires dans le milieu. Le pourcentage d’inhibition des radicaux libres de DPPH
est calculé d’aprés la formule suivante :

% d’inhibition = [(absorbance du control (BHT ou Resveératrol) — absorbance de

I’échantillon)/ absorbance du control] x 100.
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2.4.6.3. Etude des propriétés antimicrobiennes :
Dans cette these, le potentiel antimicrobien de quelques extraits phénoliques isolés a

partir de différentes variétés de raisins cultivées dans la pleine de la Békaa au Liban dans
les domaines de la société KSARA a été examiné a 1’égard de la croissance de divers
souches de microorganismes pouvant étre des agents causals de nombreuses infections
chez ’homme.
Les souches microbiennes utilisées comme souches de référence pour réaliser les tests
furent :

» Deux souches bactériennes a Gram négatif : Escherichia coli ATCC 10536.

Salmonella arizonae ATCC 13314
» Une souche bactérienne & Gram positif : Listeria monocytogenes ATCC 19111.
» Une souche de levure : Candida albicans ATCC 10231.

Le protocole expérimental a suivre est le suivant (Rodriguez Vaquero et al., 2006 ;
Papadopoulou et al., 2005). Tout d’abord, Il faut manipuler différentes souches a la fois
pour empécher la contamination croisée et par la suite prévenir I’obtention de résultats
erronés, donc une fois le travail avec une souche est terminé, démarrer les tests sur un
autre microorganisme. A partir de souches congelées maintenues dans le réfrigérateur a -

80 degrés Celsius ensemencer de maniere a isoler sur des milieux gélosés adéquats

(Tableau 11.2).
Souches Milieux gélosés adéquats
Candida albicans Milieu solide (YGC: Yeast Glucose Chloramphenicol):
41,1g YGC agar (BioMérieux) dissous dans 1L d’eau distillée.
Listeria monocytogenes Milieu solide (TSAYE : Trypticase Soy Agar -Yeast Extract):
409 TSA (Trypticase Soy Agar) (BioMérieux) et 6g extrait de levures
dissous dans 1L d’eau distillée.
Escherichia coli Milieu solide (LA : Luria Agar):
5g Tryptone, 5g extrait de levures, 5 g NaCl, et 15 g Agar agar
(Merck) dissous dans 1L d’eau distillée.
Salmonella arizonae Milieu solide (TSA : Trypticase Soy Agar):
40g TSA dissous dans 1L d’eau distillée.

Tabelau 11.2. Milieux gélosés adéquats pour les différentes souches microbiennes.
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Incuber les cultures a I’étuve a 37 degrés Celsius pendant 24 heures pour Escherichia
coli, Listeria monocytogenes (Jayaprakasha et al., 2003) et Salmonella arizonae
(Karapinar et al., 2007) ainsi qu” a 30 degrés Celsius pendant 48 heures pour Candida
albicans (Papadopoulou et al., 2005). Apres I’incubation, prélever stérilement quelques
colonies de la culture isolée sur boite de pétri avec un ensemenceur stérile et les placer
dans un tube Falcon stérile contenant 5SmL de :

» Bouillon YGC pour Candida albicans.

» Bouillon TSBYE pour Listeria monocytogenes.

» Bouillon LB pour Escherichia coli.

» Bouillon TSB pour Salmonella arizonae.
Fermer le tube puis I'agiter vigoureusement pour bien mettre en suspension les cellules
qui ont tendance a rester collées entre elles. Par la suite, placer le tube sous agitation au
shaker, a 37 degrés Celsius pour les bactéries et a 30 degrés Celsius pour les levures,
pendant une heure afin d’assurer leur multiplication. Aprés une heure, agiter de nouveau
le tube, transvaser 2mL de son contenu dans une cuve de spectrophotométre en plastique
et lire la DO a 630 nm en se servant des différents bouillons utilisés pour la culture
liquide comme blanc (Figure 11.22). La croissance microbienne sera alors suivie par la
mesure de 1’absorbance qui doit étre aux alentours de 0,132 pour les bactéries et aux

alentours de 0,08 pour Candida albicans (Serra et al., 2008).
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Souches:

- Escherichia coli

- Listeria monocytogenes
- Candida Albicans { |
- Salmonella arizonae.

— /—) Incubation a 37°C pour 24h ----> Bactéries

Incubation 4 30°C pour 48h ----> Levures

Souches Milieus gélosés adéquats
Milieu solide (YGC)
Miliew solide (TSAYE)
Milieu solide (LA)
Miliew solide (TSA)
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Absorbance a 630 nm Agitation 1 heure monocytogenes arizonae

Figure 11.22. Protocole de I’étude antimicrobienne (partie 1)

En parallele, préparer sous la hotte dans des tubes Eppendorf stériles (1,5 mL) une
solution a 5 mg / mL de chaque échantillon d’extraits phénoliques (la dilution nécessaire
est faite avec de ’eau distillée autoclavée). Préparer également une solution a 5 mg /mL

de chaque contrdle positif selon les conditions suivantes (Tableau I1.3):

Standard phénolique Masse DMSO Eau distillée
autoclavée
Acide gallique* 30 mg 100 uL 900 uL
BHT 5mg 0 uL ImL
Resvératrol* 30 mg 100 puL 900 uL
Antibiotique Masse DMSO Eau distillée
autoclavée
Chloramphénicol 5mg 0 uL 1mL
Tableau 11.3. Conditions des différents contrdles positifs

» N.B :* L’acide gallique et le Resvératrol sont insolubles dans I’eau, d’ou la nécessité de faire appel a
un solvant organique permettant la dilution de ces standards. Le « DMSO » a été choisi comme le
meilleur solvant. Ce dernier étant reconnu par son pouvoir inhibiteur vis a vis des bactéries et des

levures (Pereira et al., 2007) on a procédé & la dilution de fagon & éliminer son effet inhibiteur, alors
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une solution a 30 mg/mL d’acide gallique et de Resvératrol est préparée avec une concentration en
DMSO de 10% v/v. Une dilution est effectuée a partir de cette solution afin d’aveir une

concentration finale de 5 mg/mL.

Puis, transvaser 200 pL de chaque solution 5 mg/mL d’extraits ou de standards
phénoliques dans des tubes Eppendorf de 0,5 mL. La suspension de bactéries (ou de
levures) est ensuite répartie a raison de 200 puL de suspension par tube dans les tubes
Eppendorf contenant au préalable les 200 pL. de chaque solution a 5 mg/mL. Les
solutions obtenues (volume final 400 pL) sont les solutions méres. Préparer deux autres
tubes servant comme contréles négatifs :
- Tube 1 :200pL de bouillon adéquat et 200uL de la suspension bactérienne.
- Tube 2 : 200uL de DMSO (dilué de facon a avoir la méme concentration en
DMSO que dans les solutions de Resvératrol et d’acide gallique) et 200uL
de la suspension bactérienne.
Agiter tous les tubes (solutions meéres et contrles négatifs) et garder les au shaker
pendant 24 heures, a 37 degrés Celsius pour les bactéries et a 30 degrés Celsius pour la
levure Candida albicans. Aprés 24 heures, diluer stérilement chacune des solutions meres
et des contrbles négatifs dans du bouillon adéquat stérile de facon sérielle (de 10 en 10)
jusqu‘a la dilution 10 pourles bactéries et jusqu'a la dilution 10 pour la levure Candida
albicans (avec un volume final de 1.2 mL pour chaque dilution). Puis, préparer et
identifier des boites de Pétri stériles.
Pour chaqgue tube (solutions meres et contrbles négatifs), ajouter respectivement dans des
tubes Falcon, 500ul des dilutions choisiesa 20 mL de milieu solide adéquat pour chaque

microorganisme au moment de couler le milieu dans les boites de Pétri.

> N.B:Il faut attendre a ce que le milieu se refroidit un peu avant d’ajouter les 500pL de chaque

dilution sinon on risque de tuer les microorganismes contenus et d’erroner les résultats.

Homogénéiser et couler immédiatement le milieu en faisant un mouvement circulaire et
répeté afin de repartir le mieux possible le milieu dans la boite de Pétri. Puis, laisser
solidifier sous la hotte. Par la suite, mettre les boites a incuber a 37 degrés Celsius
pendant 24 heures pour les bactéries et a 30 degrés Celsius pendant 48 heures pour
Candida albicans (Serra et al., 2008), en position inversée (couvercle en bas) pour

empécher l'eau de condensation du couvercle de couler sur le milieu gelosé. Apreés
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incubation compter le nombre de colonies, qui ont poussé en absence de composés
phenoliques (les contrbles négatifs) et ceux qui ont poussé sur des milieux additionnés

d’extraits ou de controles positifs (Figure 11.23).
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Figure 11.23. Protocole de I’étude antimicrobienne (partie 2)

2.5.Analyses statistiques des résultats

L’ensemble des expérimentations ont été répétées au minimum 3 fois. Les moyennes et

écarts-types des données ont été calculés. Les barres d’erreurs sur les figures
correspondent a ces écarts-types. Les tests de comparaison de moyenne ainsi que le test
de Fisher (LSD) ont été appliqués afin de comparer les résultats obtenus. L’intervalle de
confiance de mesure a été fixé a 5 %. Pour les tests statistiques, le logiciel Statgraphics
plus 5.1 (Statpoint Technologies,Inc.) a été utilisé. La modélisation des courbes
expérimentales obtenues a ¢été réalisée a 1’aidedu logiciel Table Curve (2D Windows

version 2.03).
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Chapitre 3 : La maturité phénolique

Dans la filiere vinicole, il est admis que la qualité du vin repose largement sur la qualité du
raisin au moment des vendanges. La connaissance du stade de maturité de ces composes
facilite la prise de décisions quant au choix de la date de récolte et des techniques de
vinification. Durant ce chapitre, nous allons suivre la maturité phénolique, tout en se servant
des méthodes Glories (1&2) (Vivas et al., 1998 ; Amrani et al., 2006) et ITV (Lamandon,
1995). Ces méthodes ont été appliquées sur plusieurs échantillons provenant de différentes
parcelles localisées dans la vallée de la Békaa, et de différents cépages dans le but de suivre
I’évolution de la maturité phénolique et de quantifier les composes phénoliques dans les
extraits de raisins. Ce suivi est caractérisé par une accumulation des anthocyanes et des tanins
dans la pellicule (Ribéreau-Gayon, 1999). En paralléle a ces phénoménes de concentrations,
les tanins des pépins seront de moins en moins libérables. En effet, les tanins des pellicules,
généralement combinés a d’autres composés, sont de nature peu astringents comparés a ceux
des pépins qui sont eux a 1’origine du "corps" du vin. Donc, un raisin mur se caractérise par
des pellicules riches en tanins et en anthocyanes et des pépins relativement pauvres en tanins.
Alors qu'un déficit de maturité se traduira par une faible accumulation de pigments dans les
pellicules et une difficulté de leur extractibilité, une faible accumulation de tanins peu
astringents dans les pellicules et une forte concentration de tanins astringents dans les pépins
(Vivas et al., 1998).

Durant la maturité phénolique, ’extractibilité des pellicules augmentent I’extraction des
anthocyanes et des tanins pelliculaires. C’est sur ce phénoméne que se base cette maturité,
que I’on peut définir par I’aptitude du raisin a céder ces composés phénoliques durant la
vinification en rouge. Parmi les composeés phénoliques, nous nous s’intéressons
principalement au suivi des anthocyanes durant la maturité phénolique; ces derniers ont été
désignés comme indicateur de cette maturité. Les anthocyanes, situées dans les vacuoles de la
cellule de la pellicule, sont facilement libérables. La vacuole peut étre représentée comme un
sac dont la fragilité dépend étroitement de la fermeture qui est conditionnée par le degré de la
maturité. Les anthocyanes ont ’avantage de s’extraire facilement, en quantité importante,
d’étre facilement dosables et de refléter la qualité vu qu’ils sont étroitement corrélés aux
facteurs de qualité (Lanaridis et al., 1997). Comme est indique dans nos parties précédentes
du manuscrit, nous nous sommes servis principalement de deux méthodes de suivi de la
maturité phénolique : les méthodes Glories (1&2) (Saint-Cricq, 1998 ; Glories, 1993) et la
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méthode ITV (Lamadon, 1995 ; Cayla, 2002). Nous avons appliqué ces méthodes sur les
échantillons de raisins sélectionnés de différentes parcelles localisées dans la vallée de la
Békaa. Ces analyses ont été effectuées sur 4 vendanges (2008, 2009, 2010 et 2011). Les
raisins selectionnés appartiennent principalement a cing cépages: Cabernet sauvignon,
Cabernet Franc, Syrah, Merlot et Petit verdot. Dans ce chapitre, nous allons comparer les
dates de vendange phénolique choisies par les deux méthodes de suivi de maturité phénolique
(méthodes ITV et Glories), et analyser la corrélation entre les deux méthodes. Cette
comparaison sera basée sur un suivi des cinétiques des différentes composantes (anthocyanes,
indice polyphénolique total, maturité des pépins) élaborées par les deux méthodes pour
chaque cépage. Par la suite, une comparaison entre les dates de vendange phénolique
proposées par les méthodes ITV et Glories et les dates de vendange technologique a été
également effectuée. Une classification qualitative des parcelles du Chateau KSARA sur les
quatre annees sera réalisée en fonction du potentiel phénolique déterminé par la maturité
phénolique. Une comparaison entre les quatre vendanges sera aussi effectuée dans le but de
choisir le meilleur millésime. Enfin, une comparaison de nos cépages libanais avec les

cépages francais sera aussi abordée dans le but d’estimer la qualité de nos vignobles.

3.1. Etude de la maturité phénolique des différents cépages par les méthodes Glories
(1&2) et ITV sur les quatre millésimes (2008, 2009, 2010 et 2011).

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous aborderons le suivi de chacun des cing cépages :
Cabernet Sauvignon, Merlot, Cabernet Franc, Syrah et Petit Verdot, et par la suite nous
comparerons le potentiel qualitatif des différents cépages sur les quatre vendanges, en

essayant de classifier les meilleures parcelles de chaque cépage.

3.1.1-Suivi du cépage Cabernet Sauvignon :
3.1.1.1-Maturité anthocyanique:

Pour suivre la maturité du cépage Cabernet Sauvignon, nous allons présenter en premier lieu
la maturité anthocyanique analysée par les deux méthodes : ITV et Glories. Ces méthodes ont
permis de suivre avec fiabilité 1’évolution de la teneur en anthocyanes, cette évolution est
traduite par I’allure de la courbe avec les trois phases de maturation phénolique : phase
d’augmentation du potentiel, phase de stagnation et de surmaturation (voir Fig 1.11 partie
bibliographie).L’interprétation des courbes d’accumulation anthocyanique pour les
différentes parcelles étudiées, nous a fourni les dates de pics des anthocyanes ANT (mg/L)

proposeées par la methode ITV et les dates des pics des potentiels en anthocyanes facilement
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extractibles ApH3.2 (mg/L) proposées par la méthode Glories. Le tableau (I11.1) présente les
dates des pics d’anthocyanes (ANT et ApH3.2) de chacune des différentes parcelles du
cepage Cabernet Sauvignon sur les quatre vendanges (2008, 2009 ,2010 et 2011). Les dates
de vendange phénolique proposées ont été décalées environ une semaine par rapport au pic
d’anthocyanes présentés dans le tableau puisque le Cabernet Sauvignon est un cepage qui

doit étre récolté a forte surmaturation (Dupuch, 1998, Anneraud & Vinsonneau , 2009).

Pic d'anthocyanes (mg/L) Pics de Potentiel en anthocyanes facilement
. extractibles (ApH3.2) d'aprés Glories
Domaine  Parcelle Codex (d"aprés la méthode ITV)
Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange
2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011

Cabernet

MANSOU Y. HA. MVCS51 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept

RA
1995-1

Cabernet

MASZOU K. CH. MVCSKO  08-sept 14-sept 13-sept 26-sept 08-sept 14-sept 13-sept 26-sept

1990

ITANY Ciggrf t ITCS41 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept

ITANY Cig;rzet ITCS42  08-sept  ld-sept  13-sept  26-sept  O8-sept  ld-sept  13-=sept  26-sept

ITANY Cfg;gnlet ITCS51  15-sept  ld-sept  13-sept  26-sept  15-sept  ld-sept  13-sept  26-sept
Cab: t

ITANY igggi]; ITCS52 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept 22-sept 14-sept 13-sept 26-sept
Cab: t

TANAYEL 2 Be gne TACS6  20-sept  ld-sept  13-sept  26-sept  29-sept  ld-sept  13-sept  26-sept

KANAFAR Cabernetl KACS31 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept 22-sept 14-sept 13-sept 26-sept

KANAFAR Cabernet2 KACS32 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept

Tableau I11.1: Les dates des pics d’anthocyanes ANT (mg/L) et du potentiel en anthocyanes facilement extractibles
(ApH3.2), de chacune des parcelles du cépage Cabernet Sauvignon, détectés respectivement par les méthodes ITV et
Glories (1&2).

Au sein du cépage Cabernet Sauvignon, nous constatons une variabilité de la précocité d’une
parcelle a une autre durant la vendange 2008. Toutes ne sont pas au méme stade au méme
moment. Les écarts peuvent atteindre plusieurs jours. En effet, le cépage s'exprime
différemment selon le sol sur lequel il est cultivé. D'ou les différentes parcelles d'un méme
cépage présente un sol et une exposition différente des parcelles voisines. Ce qui peut aboutir
a des caractéristiques phénoliques significativement différentes. Dans le domaine de la
viticulture, la plante subit les influences de son environnement. Cet ensemble de facteurs se
rassemble sous la dénomination de terroir. Le terroir est I'ensemble des conditions naturelles -
pédologiques, géologiques et climatiques qui constituent I'environnement de fait d'un
vignoble. Il s'agit de données de la nature telles que la pédologie du sol et du sous-sol,
I'exposition et I'ensoleillement, la sécheresse ou la pluviométrie, sur lesquelles I'nomme ne

peut exercer qu'une influence limitée. 1l est généralement admis que le climat et le sol jouent
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un réle prépondérant sur la précocité des parcelles (Jones & Davis 2000; Tesic et al. 2002).
Ce phénomene traduit, en général, des variations du fonctionnement des ceps lié a leur état
physiologique propre ou a de subtiles variations locales des conditions climatiques. Alors que
pour les vendanges 2009, 2010 et 2011, les pics d’anthocyanes (fournis par la méthode ITV)
et les pics du pourcentage d’anthocyane extractible (fournis par la méthode Glories) se situent
a la méme date pour toutes les parcelles appartenant a ce cépage. Ce résultat a éte validé sur
les trois vendanges (2009, 2010 et 2011). Donc, pour la majorité des parcelles, les dates de

vendange phénolique proposées par les deux méthodes Glories et ITV sont les mémes.

3.1.1.2-Les pics phénoliques:
Aprés avoir comparé les dates des pics d’accumulation des anthocyanes fournis par les

méthodes ITV et Glories, nous avons compareé les dates de pics phénoliques. 1l s’agit alors de
comparer les dates des pics d’indice polyphénolique total (IPT) (fournis par la méthode 1TV)
et les dates des richesses phénoliques totales (RPT) (fournis par la méthode Glories). Le
tableau 111.2 présente les dates des pics en composés phénoliques.

Pic d‘indice polyphénolique total (mg/L) Pics de richesse phénolique totale
Domaine  Parcelle Codex (IPT d'aprés la méthode ITV) (RPT) d'aprés Glories
Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange
2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011
Cabernet
MANSOU Y. HA. MVCS51 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept
RA
1995-1
Cabernet
MAgiOU K.CH. MVCSKO  08-sept 14-sept 13-sept 26-sept 08-sept 14-sept 13-sept 26-sept
1990
ITANY Ciggz‘ft ITCS41  15-sept  ld-sept  13-sept  26-sept  15sept  ld-sept  13-sept  26-sept
Cabernet
ITANY 19942 ITCS42  08-sept 14-sept 13-sept 26-sept 08-sept 14-sept 13-sept 26-sept
Cabernet
ITANY 1995-1 ITCS51 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept
Cabernet
ITANY 1995-2 ITCS52 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept 22-sept 14-sept 13-sept 26-sept
Cabernet
TANAYEL B6 TACS6 29-sept 14-sept 13-sept 26-sept 29-sept 14-sept 13-sept 26-sept

KANAFAR Cabernet1 KACS31  15-sept  14-sept  13-sept  26-sept  22-sept  1d-sept  13-sept  26-sept

KANAFAR Cabernet2 KACS32 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept 15-sept 14-sept 13-sept 26-sept

Tableau 111.2: Les dates des pics d’indice polyphénolique total (IPT) et de la richesse phénolique totale (RPT) de
chacune des parcelles du cépage Cabernet Sauvignon, détectés respectivement par les méthodes ITV, Glories (1&2).

La comparaison des dates de pics d’anthocyanes (Tableau II1.1) et de composés phenoliques
(Tableau 111.2) montre que les dates des pics d’IPT et d’ANT (mg/L) fournis par la méthode
ITV et celles des pics de RPT et de ApH.3.2 fournis par la méthode Glories sont toutes
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atteintes a la méme date. De plus, la comparaison entre les dates de pics IPT et RPT obtenus
par les deux méthodes sont les mémes sur les quatre vendanges, résultat déja observé pour les
dates des pics d’anthocyanes des parcelles du cépage Cabernet Sauvignon. Ici aussi, une

variation au niveau des parcelles a été observée pour la vendange 2008.

D’ou [D’existence d’une forte corrélation entre les dates des pics d’accumulation
anthocyanique et phénoliques fournis par les méthodes Glories et ITV. Des études
comparatives des deux méthodes d’estimation des composés phénoliques ont montré une
corrélation plus ou moins étroite selon les cépages entre les deux méthodes ITV et Glories
(1&2) (Cayla et al., 1998). Kontoudakis et al., 2010 ont prouvé de méme que les deux
méthodes étudiées Glories et ITV sont adéquates pour mesurer la maturité phénolique et pour
prédire une partie des caractéristiques des futurs vins élaborés. Plus précisément, ces deux
méthodes présentent une trés bonne régression linéaire et des coefficients de corrélation
élevées entre les teneurs en anthocyanes et en IPT des raisins vendangés et du vin élaboré.

Toutefois, seul Glories offre de bons résultats pour les parametres de couleur.

3.1.1.3-Matrice de corrélation correspondant aux pics d'accumulations anthocyanigues
et phénoliques:
Pour vérifier la corrélation entre les composantes phénoliques fournis par la méthode 1TV

d’une part, par la méthode Glories (1&2) d’autre part et entre les deux méthodes, nous avons
réalisé une matrice de corrélation sur les valeurs moyennes des quatre vendanges des
¢chantillons correspondant au pic d’accumulation anthocyanique et phénolique analysées

suivant les deux méthodes Glories et ITV. Cette matrice est présentée dans le tableau I11.3.

ITV GLORIES
ANT ) y ApHS.
Variables BAL | qpp | APHL | SpERE 00 | p
(mg/L) | (mg/Kg) (ng/L) | (mg/L)
ANT (mng/L) 100 | 093 |083| 084 | 074 |0.35] 020
=
g PAT (ng/Kg) 093 | 100 |069| 087 | 060 |0.20] 032
IPT 083 | 069 |100]| 070 | 080 |o0.60] 0.07
ApH1 (ng/L) 084 | 087 [070| 100 | 070 |o0.30] 025
2
=
g ApH3.2 (mg/L) 074 | 060 |080| 070 | 1.00 |o0.70| 0.08
o |
™
= RPT 035 | 020 |060| 030 | 070 |1.00 | 0.04
Mp 020 | 032 |007] 025 | 008 |0.04] 1.00

Tableau I11.3:Matrice de corrélation entre les différentes variables de composition phénolique des raisins
appartenant au cépage CS suivant les méthodes ITV et Glories pour les quatre vendanges (2008, 2009, 2010 et
2011).
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La matrice de corrélation montre une forte corrélation entre les composantes phénoliques
suivant la méthode 1TV, R? = 0.7-0.93 entre les composantes ANT, PAT et IPT. D’ou la
fiabilité de la méthode ITV. L’IPT est relié au potentiel anthocyanique obtenu par la méthode
ITV (ANT et PAT). Quant a la méthode Glories, la matrice de corrélation montre une forte
corrélation entre le potentiel total en anthocyanes (ApH1), le potentiel en anthocyanes
facilement extractibles (ApH3.2). Une bonne tendance a été notée entre ApH3.2 et RPT, mais
la corrélation diminue entre ApH1 et RPT. De plus, toute parcelle confondue, la matrice
réalisée montre qu’il existe une bonne corrélation entre les deux méthodes ITV et Glories.
Une bonne corrélation a été notée entre les composantes fournis par ITV (ANT, PAT et IPT)
et par Glories (ApH1, ApH3.2).Les études comparatives des méthodes de suivi des composés
phénoliques montrent bien ce lien (Cayla, 1998). La matrice montre que la maturité des
pépins est faiblement corrélée aux autres composantes phénoliques (ANT, PAT, ApH1,
ApH3.2 et RPT).

La comparaison des deux méthodes (ITV et Glories) montre que les dates de pics
d’accumulation phénoliques se croisent dans la majorité des cas. De plus, une forte
corrélation a été notée entre ces deux méthodes. Ce résultat étant validé sur les quatre
vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011. La méthode ITV, permet de suivre avec fiabilité
I’évolution de la maturité phénolique et la quantification des composés phénoliques. Cette
mesure n’est qu’une approche quantitative, et I’analyse quantitative des composés
phénoliques et des anthocyanes, est en théorie insuffisante pour une approche qualitative.
Cependant, pour un cépage donné, et dans un terroir donné, 1’évolution quantitative des
anthocyanes se fait de facon parallele a I’évolution qualitative des tanins. Celle-ci étant
réalisée par la méthode Glories. Ainsi, le suivi de la concentration en anthocyanes au cours de
la maturation constitue un indice de qualité pertinent, le passage a un maximum de
concentration indiquant le moment de maturité optimale. Donc, I’utilisation d’une méthode
quantitative doit étre complémentée par une approche qualitative. L amélioration de 1’étude
du suivi de la maturité phénolique nécessitera alors I’application en paralléle des méthodes
ITV (méthode quantitative) et Glories (méthode quantitative et qualitative), celles-ci étant
bien corrélées et pouvant aboutir a 1’¢élaboration d’une méthodologie optimisée du suivi de la
maturité phénolique, I’optimisation du choix de la date de vendange et la classification des

parcelles de chaque cépage.
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3.1.1.4-Comparaison des dates de vendange phénolique et technologique :

La maturité technologique peut étre approchée par différents indices de maturité (p. ex.
rapport du sucre sur 1’acidité de la pulpe). La maturité phénolique tient compte de la teneur
globale en molécules de cette famille : les anthocyanes, les composés phénoliques et les
tanins mais aussi leur aptitude a I’extraction . Ainsi, la maturité phénolique peut se définir
comme le niveau de maturité permettant d’obtenir simultanément un potentiel important en

composés phénoliques et leur bonne capacite a diffuser dans le vin futur.

Dans le but de comparer les dates de vendange technologique avec celles phénolique, nous
présentons dans le tableau Il1.4 les dates de vendanges technologique et phénolique des
différentes parcelles du cépage Cabernet Sauvignon sur les quatre millésimes 2008, 2009,
2010 et 2011. Pour les vendanges 2008, 2009 et 2011, les parcelles KACS31 et KACS32 du
domaine KANAFAR, les parcelles ITCS41, ITCS42, ITCS51 et ITCS52 du domaine
ITANY, et les parcelles MVCS51, MVCSKO du domaine Mansoura présentent des dates de
vendange phénoliques précoces par rapport aux dates de vendange technologique. Ceci
implique une bonne maturité phénolique de ces parcelles vu qu'ils auront atteint une pleine
maturité phénolique avant d'étre vendangé. En effet, la date de vendange technologique est
tardive une semaine par rapport a celle phénolique. Vu que le cépage Cabernet Sauvignon est
un cépage qui doit étre récolté a une légére surmaturation (environ une semaine apres le pic
d'anthocyanes) (Dupuch, 1998, Anneraud & Vinsonneau , 2009), alors, nous pouvons dire
que les parcelles du cépage CS ont été vendangés majoritairement a une date optimale pour
les vendanges 2008, 2009 et 2011. Date pour laquelle la vendange technologique et
phénolique ont été atteintes. Par contre pour la vendange 2010, pour la majorité des parcelles
(MVCSKO, ITCS51, ITCS52, TACS6, KACS31 et KACS32) la date de vendange phénolique
est tardive par rapport a la date de vendange technologique. Ceci implique d'avoir des raisins
vendangés (en fonction de la vendange technologique) mais ne possédant pas la meilleure
maturité phénolique. En évaluant le choix de la vendange sur quatre ans, nous remarquons
que les dates de vendange phénoliques proposées sont précoces par rapport aux dates de
vendange technologique. D'ou pour la majorité des parcelles du cépage Cabernet Sauvignon,

les raisins vendangés présenteront une bonne maturité phénolique.
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Dates de Dates de Dates de Dates de
Domaine  Parcelle Codex Vendange 2008 Vendange 2009 Vendange 2010 Vendange 2011
Technologique Phénolique Technologique Phénolique  Technologique Phénolique Technologique Phénolique
Cabernet
MANSOUR Y. HA. MVCS51L Entre 22-sept et 15-sept Entre 28-sept et 14-sept Entre 23-sept et 13-sept Entre 21-sept et 26-sept
A 25-sept 30-sept 25-sept 22-sept
1995-1
MANSOUR Cabernet Entre 15-sept Entre 5-Octet7- Entre 7-sept et Entre 4-Octet 5-
K.CH.  MVCSKO P 08-sept 14-sept P 13-sept 26-sept
A 1990 et 17-sept Oct 8-sept Oct
Cabernet Entre 18-sept et Entre 13-Octet 17- Entre 13-sept et Entre 13-Oct et
ITANY 1994-1 ITCS41 20-sept 15-sept Oct 14-sept 14-sept 13-sept 14-Oct 26-sept
Cabernet Entre 14-Oct et 16- Entre 09-sept et
ITANY 1994-2 ITCS42 18-sept 08-sept oct 14-sept 14-sept 13-sept 03-oct 26-sept
Cabernet Entre 20-sept et Entre 7-Oct et 10- Entre 7-sept et Entre 10-Oct et
ITANY 1995-1 ITCS51 24-sept 15-sept Oct 14-sept 8-sept 13-sept 11-Oct 26-sept
Cabernet Entre 19-sept et Entre 9-Oct et 14- Entre 8-septet Entre 4-Octet
ITANY 1995-2 ITCS52 23-sept 15-sept oct 14-sept 9-sept 13-sept 15-Oct 26-sept
Cabernet Entre 25-sept et Entre 9-Oct et 10- Entre 6-sept et Entre 3-Octet
TANAYEL B6 TACS6 10-Oct 29-sept Oct 14-sept 8-sept 13-sept 10-Oct 26-sept
KANAFAR Cabernetl KACS31 E"”‘igl_i::tpt B 5sept 12-0ct 14-sept 11-sept 13-sept 14-oct 26-sept
KANAFAR Cabernet2 KACS32 18-sept 15-sept 13-oct 14-sept 11-sept 13-sept 15-sept 26-sept

Tableau I11.4: Les dates des vendange technologique et phénolique de chacune des parcelles du cépage Cabernet Sauvignon sur
les quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

3.1.1.5-Classification des parcelles.

Aprés avoir évalué la corrélation entre les deux méthodes de suivi de maturité phénolique
(Glories et ITV), une classification des parcelles du cépage Cabernet Sauvignon a été menée,
en essayant de regrouper les parcelles suivant les différentes composantes phénoliques.
Pour pouvoir comparer les parcelles du cépage Cabernet Sauvignon , nous avons utilisé deux
indicateurs fournis par la méthode ITV : ANT (anthocyanes mg/l) et IPT (Indice phénolique
total). Les valeurs de ANT et IPT indigués dans le tableau I11.5 sont les moyennes sur les
quatre vendanges (2008, 2009, 2010 et 2011). La derniere ligne du tableau représente les
valeurs maximales de ANT et IPT, parce que la meilleure parcelle est celle qui possede les
meilleures valeurs de ANT et IPT. Pour pouvoir classifier les parcelles du cépage Cabernet
Sauvignon, nous avons aussi utilisé la méthode Glories qui nous a fourni le potentiel total en
anthocyanes (ApH1), le potentiel en anthocyanes facilement extractibles (ApH3.2), le
pourcentage en anthocyanes facilement extractibles (PAE%) et la maturité des pépins (Mp).
Comme nous remarquons dans le tableau I11.5, les meilleurs valeurs de ApH1, ApH3.2 et
PAE% sont les valeurs maximales. Alors que pour la maturité des pépins, la meilleure valeur
est la valeur minimale. Par la suite, pour calculer I'écart entre les valeurs des différentes
parcelles et la meilleure valeur, nous avons utilisé la valeur de I'écart moyen ECM. La
formule de ECM est :

Valeurparcelle —meilleurevaleur | 10
Meilleurevaleur

ECM% = 0.
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L'écart des différents indicateurs par rapport aux meilleures valeurs a été calculé

respectivement : ECANT% pour ANT, ECIPT% pour IPT, ECApH1% pour pHL1,
ECApH3.2% pour ApH3.2, ECPAE% pour PAE%, ECMp % pour Mp.

IV Glories v Glories EQM%
ANT IPT ApH1 | ApH3.2 | PAE% Mp ECANT% | ECIPT% | ECApH1% | ECApH3.2% | ECPAE % | ECMp%
MVCS51 436,8 160,6 1193,4 953,7 79,9 60,7 24,5 34,0 17,2 17,2 14,8 13,9 21,4
MVCSKO 478,3 156,9 | 11879 880,9 74,2 63,5 17,3 35,5 17,6 17,6 21,3 19,1 22,4
1TCS41 504,5 181,1 | 13255 857,0 64,7 59,8 12,7 25,6 8,1 8,1 23,5 12,2 16,6
ITCS42 503,5 191,0 | 13672 | 922,4 67,5 54,2 12,9 21,5 5,2 5,2 17,6 1,7 12,9
ITCS51 578,1 243,4 | 1417,1 | 1119,7 79,0 59,9 0,0 0,0 1,7 1,7 0,0 12,4 51
ITCS52 515,5 186,8 | 14416 | 10044 69,7 53,3 10,8 23,3 0,0 0,0 10,3 0,0 11,3
TACS6 486,2 193,1 | 13571 | 959,9 70,7 65,6 15,9 20,7 59 59 14,3 23,1 15,7
KACS31 389,8 125,5 1142,1 674,2 59,0 61,7 32,6 43,4 20,8 20,8 39,8 15,8 31,9
KACS32 377,6 148,6 1046,9 768,2 73,4 62,1 34,7 38,9 27,4 27,4 31,4 16,5 30,2
Meilleurs
valeurs 578,1 243,4 | 14416 | 11197 79,9 53,3

Tableau I11.5: Les EQM (Ecarts Quadratiques Moyens) des teneurs moyennes ANT et IPT fournis par la méthode ITV
(sur les quatre vendanges) et les teneurs moyennes en ApH1,ApH3.2, PAE% et Mp (fournis par la méthode Glories) sur
les quatre vendanges du cépage Cabernet Sauvignon.

En prenant en considération tous les écarts moyens pour pouvoir classifier les parcelles, on

calculera I'écart quadratique moyen, EQM qui permettra de calculer le carré des écarts.

En effet la formule de EQM est la suivante :

EOM = \/(ECANT)Z+(ECIP'Ir'l)2+(ECApH1)2+... o EOM= W

L'écart quadratique moyen (EQM) permet de prendre en considération les écarts des

différentes teneurs pour les différents criteres par rapport aux meilleurs valeurs pour pouvoir
classifier et se décider sur les meilleures parcelles. Donc, par la suite, nous avons classifié les

parcelles par la moyenne quadratique de I'écart a la meilleure parcelle.

Les valeurs les plus faibles de EQM montrent un écart trés faible entre la parcelle et les
meilleurs valeurs. Le tableau I11.5 montre que les plus faibles valeurs de EQM sont pour les
parcelles ITANY, ITCS41, ITCS42, ITCS51 et ITCS52. D'ou, ces parcelles sont classifiées
en tant que meilleures parcelles. Pour classifier les parcelles d'une autre méthode, nous avons
choisi I’indice polyphénolique total (IPT) fournis par la méthode ITV pour estimer la teneur
en composés phénoliques. Nous avons également suivi le potentiel total en anthocyanes
(ApH1) pour estimer la qualité phénolique par sa teneur en anthocyanes ainsi que la maturité
des pépins (Mp) pour évaluer la teneur en tanins des pépins. ApH1 et Mp sont fournis par la

méthode Glories. Le tableau 111.6 regroupe les valeurs d’IPT, d’ApHI et de Mp avec
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I’évaluation de chacune de ces composantes et le classement en groupe des parcelles du

cépage CS.

En examinant les valeurs moyennes d’IPT, d’ApHI1 et de Mp des parcelles du cépage CS sur
les quatre vendanges, nous remarquons la classification en trois groupes. Le groupe 1
regroupant les parcelles Itany (ITCS41, ITCS42, ITCS51 et ITCS52) et Taanayel (TACS6)
ayant des valeurs d’IPT comprises entre 180 et 250, des valeurs d’ApH1 comprises entre
1325 et 1450 mg/L et des valeurs de Mp comprises entre 53 et 65.6. Le groupe 2 comprend
les parcelles Mansoura (MVCS51 et MVCKO), ces parcelles ont des valeurs d’IPT comprises
entre 150 et 160, des valeurs d’ApH1 comprises entre 1180 et 1200 mg/L et des valeurs de
Mp comprises entre 60 et 64. Le groupe 3 comprend les parcelles Kanafar (KACS31 et
KACS32) avec des valeurs d’IPT comprises entre 120 et 150, des valeurs d’ApH1 comprises
entre 1000 et 1100 mg/L et des valeurs de Mp comprises entre 60 et 63.

IPT Groupes E:lilll'l[‘:,ll?n (?r:)g}il) Classe E(::]:;ll?g(;u Mp |Classe E‘;:‘:l:;:o"
MVCS51 160.6 2 trés élevé |1193.4 2 trés bonne| 60.7 2 élevé
MVCSKO 156.9 2 tres €levé (1187.9 2 frésbonne| 63.5 2 €levé
ITCS41 181.1 1 treés élevé (1325.5 1 Excellente | 59.8 1 bonne
ITCS42 191.0 1 rés élevé |1367.2 1 Excellente | 54.2 1 bonne
ITCSS1 243.4 1 res €levé (1417.1 1 Excellente | 59.9 1 bonne
ITCSS2 186.8 1 trés élevé |1441.6 1 Excellente | 53.3 1 bonne
TACS6 193.1 1 trés élevé |1357.1 1 Excellente | 65.6 1 élevé
KACS31 125.5 3 res élevé (1142.1 3 frésbonne| 61.7 3 élevé
KACS32 148.6 3 rés élevé |1046.9 3 frés bonne| 62.1 3 élevé

Tableau I11.6:Tableau regroupant les valeurs d’IPT, d’ApH1 et de Mp avec I’évaluation de chacune de ces
composantes et le classement en groupe des parcelles du cépage CS.

L’évaluation des valeurs d’IPT des différentes parcelles du cépage CS montre que toutes ces
parcelles ont un IPT trés elevé puisqu’il est supérieur & 22 (Dupuch ,1998). Les valeurs de
ApH1 sont entre trés bonnes et excellentes en se basant sur 1’évaluation de la qualité
phénolique globale en fonction de la quantité d’anthocyanes totale en mg/L (Guérin et al.,
2005) (Voir Tableau 111.7).

~ 127 ~




EL DARRA Nada
CHAPITRE 3 : La maturité phénolique

IPT E\.]lll'lI.]I?I(‘)ll de ApHI (ng/L) E\.\il\ll.:gcin de
>22 Trés élevé Inférieuresa 600 Insuffisante
18-22 élevé De 600 a 800 Moyenne
16-18 moyen De 800 a 1000 Bonne
14-16 faible De 100021200 Trés bonne
<14 Tres faible Superieuresa 1200 Excellente

Tableau I11.7:Tableau regroupant les normes de I’indice polyphénolique total du CS , la qualité phénolique

globale en fonction de la quantité d’anthocyanes totale en mg/L. (Guérin et al. ,2005)

La maturité des pépins est la contribution des tanins des pépins au contenu phénolique de la
baie. C’est I’indicateur le plus pertinent pour déterminer les conditions de la cuvaison. En
effet, les tanins des pépins sont moins qualitatifs que ceux des pellicules ; en conséguence,
plus Mp est faible, plus la proportion de tanins provenant des pellicules est forte et plus on
peut pousser I’extraction au cours de la macération. Le tableau 111.6 montre que la Mp des
différentes parcelles est entre bonne et élevée. Dans notre raisonnement, nous avons
considéré qu’une valeur dite bonne de la Mp serait comprise entre 50 et 60% et idéale pour
les valeurs comprises entre 40 et 50% (Glories, 2001, Ribéreau-Gayon et al., 2004). En effet,
pour élaborer un vin rouge de couleur stable, il vaut mieux avoir une maturité des pépins
faible. En effet, il est a présent admis que la formation de combinaisons Tanins-Anthocyanes
(T-A), tres recherchées pour la stabilisation de la couleur des vins, n’est pas principalement
due a ces tanins de pépins, comme on le pense trop souvent, méme si ces derniers sont trés
réactifs. En effet, les tanins pépins ont davantage tendance a se combiner, de part leur tres
forte réactivité, aux protéines et polysaccharides provenant du matériel végétal et des levures.
La formation de complexes tanins pépins-protéines ou tanins pépins-polysaccharides est donc
prépondérante par rapport aux combinaisons tanins-anthocyanes. Ceci veut dire que les
raisins fortement concentrés en tanins des pépins (maturation phénolique incompléte)
conduisent a des vins agressifs et dont la couleur sera tres probablement instable. C'est la

raison pour laquelle nous recherchons des valeurs de Mp faible pour les raisins.

D’ou la classification du cépage Cabernet Sauvignon selon les méthodes ITV et Glories
montre que les deux premieres classes réunissent principalement les domaines Itany et la
parcelle de Taanayel, la deuxiéme classe englobe le domaine de Mansoura village et la

derniére classe réunit les restants de Kanafar.
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En effet, les quatre parcelles de Cabernet Sauvignon (ITCS41, ITCS42, ITCS51 et ITCS52)
du domaine Itany sont classées premieres, ainsi que le pool polyphénoligue est une résultante
directe des caractéristiques de ce terroir. L’alimentation en eau naturelle du terroir Itany est
favorisée par une texture du sol équilibrée et un réservoir hydrique élevé. Ce terroir est doté
d’un potentiel de précocité bas, il montre une aptitude a la surmaturité élevée recherchée pour
les CS. Cette caractéristique de ce terroir a été confirmée sur les quatre millésimes 2008,
2009, 2010 et 2011 pour le cépage CS. De plus, la parcelle TACS6 appartenant au domaine
Taanayel est aussi classée premiere, vu qu’elle présente un potentiel polyphénolique élevé.

Toutefois, la maturité des pépins de cette parcelle est élevée.

3.1.1.6-Comparaison des vendanges :

Pour comparer les différentes vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011, nous présenterons par la
suite les cinétiques du suivi des différentes composantes phénoliques. Nous débuterons par la
présentation des criteres phénoliques fournis par la méthode ITV : les anthocyanes (mg/L) et
IPT des meilleures parcelles du cépage CS appartenant au domaine Itany (ITCS41, ITCS42,
ITCS51 et ITCS52) sur les quatre vendanges (Figure 111.1a & b).Nous avons choisi ces quatre

parcelles vu qu'elles ont été classees les meilleures pour le cépage Cabernet Sauvignon.

La figure Ill.1.a montre que la teneur en anthocyanes (mg/L) augmente, passe par un
maximum puis diminue. Cette chute correspond au phénoméne de surmaturation. Cette
cinétique a été déja démontrée dans plusieurs études (Canals et al., 2005 ; Bautista-Ortin et
al., 2005; De la Hera Orts et al., 2005 ; Somers, 1976). La chute des anthocyanes apres le pic
peut étre due a la combinaison des anthocyanes aux tanins (Jackson, 2008). En fonction des
parcelles, nous remarquons que les anthocyanes n’évoluent pas de la méme fagon, on peut

avoir des courbes trés plates ou trés anguleuses.
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Figure 111.1: Figures représentant les cinétiques des anthocyanes (mg/L) (a) et IPT (b) pour les quatre parcelles ITCS41,

ITCS42, ITCS51 et ITCS52 sur les quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

La figure I11.1.a montre que I’évolution des cinétiques des anthocyanes des parcelles de la
méme vendange est similaire, et le pic est atteint & la méme date pour la méme vendange. Par
contre, nous remarquons que les pics de maximum d’anthocyanes sont décalés pour
différentes vendanges, avec les pics des vendanges 2008 et 2010 précoces par rapport au pic
d’anthocyanes des vendanges 2009 et 2011. De plus, les teneurs en anthocyanes des parcelles
des vendanges 2008 et 2010 sont pour la majorité des parcelles plus élevées que les
vendanges 2009 et 2011.

Les cinétiques d’évolution de I’indice polyphénolique total (Figure Il1.1.b) présente une
allure déja attendue. D’apres les travaux de la littérature (Kennedy et al., 2000; 2002), I’IPT
augmente au début de la maturation, pour atteindre un pic puis chute. Cette allure a été
obtenue pour les quatre parcelles du CS et sur les quatre vendanges. La figure I11.1.b montre
aussi que les teneurs d’IPT des suivis des vendanges 2008 et 2010 sont plus riches que celles

de 2009 et 2011.

Aprés avoir étudié les cinétiques des criteres fournis par la méthode 1TV, nous présenterons
par la suite, les cinétiques du potentiel total en anthocyanes (ApH1) et du pourcentage en

anthocyanes extractibles (PAE%) d’aprés la méthode Glories (Figure 111.2.a & b).
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Les cinétiques d’ApH1 (Figure 111.2.a) présentent une évolution similaire pour les différentes

parcelles caractérisées par une augmentation jusqu'a I’atteinte du pic puis une diminution. Les

vendanges 2008 et 2010 présentent de meilleurs teneurs en ApH1 par rapport aux deux autres

vendanges. Ce méme résultat, quant a la comparaison des vendanges, a été montré pour

1I’évolution des cinétiques des PAE% des différentes parcelles.
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Figure 111.2: Figures représentant les cinetiques de ApH1 (mg/L) (a) et PAE% (b) pour les quatre parcelles ITCS41, ITCS42,
ITCS51 et ITCS52 sur les quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

En outre, 1l faut bien noter que I'évolution des anthocyanes est étroitement corrélée avec la

qualité des tanins. Le suivi de I’indice de Mp au cours du temps montre une évolution

normale pour les différentes parcelles du cépage CS (Fig.111.3). La Mp est élevée au début et

décroit graduellement pour atteindre un plateau. De plus, Mp permet de déterminer le rdle

joué par les pépins dans le contenu tannique du vin, ce qui constitue une indication tres utile

pour I’orientation de la vinification du raisin.
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Figure 111.3: Figures représentant les cinétiques de Mp pour les quatre parcelles ITCS41, ITCS42, ITCS51 et
ITCS52 sur les quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.
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Les cinétiques de Mp montrent que les valeurs les plus faibles de Mp sont atteintes pour les
parcelles de la vendange 2009. La vendange 2008 montrant les meilleurs teneurs en ANT
(mg/L), IPT, ApH3.2 et PAE%, présentent des valeurs faibles de Mp. Alors, que la vendange
2010 presente des valeurs importantes en Mp. D’ou la vendange 2008 est classée la meilleure
vue qu’elle présente les meilleurs teneurs en anthocyanes et en composés phénoliques avec
des valeurs faibles en Mp. La faiblesse en Mp est un signe de qualité vu que plus Mp est
faible, plus la proportion de tanins provenant des pellicules est forte et plus on peut pousser
I’extraction au cours de la macération (Guérin et al., 2005). Plus la quantité de tanins extraite
des pellicules est forte, plus la couleur est stable vu que les tanins des pellicules sont

impliqués dans la formation des complexes, tanins-anthocyanes responsables de la couleur.

3.1.2-Suivi du cépage Merlot :
3.1.2.1-Maturité anthocyanique:
Le suivi de maturation du cépage Merlot a été realisé sur quatre vendanges (2008, 2009, 2010

et 2011). Le tableau 111.8 présente les dates des pics d’anthocyanes (en mg/L) fournis par la
méthode ITV et du potentiel en anthocyanes facilement extractibles fournis par la méthode
Glories. Pour ce cépage, la date de vendange phénolique proposée correspond au pic
d’anthocyanes puisque le Merlot est un cépage qui doit étre récolté avec une légere

surmaturation (Dupuch, 1998, Anneraud & Vinsonneau , 2009).

Au sein du cépage Merlot, nous constatons une variabilité de la précocité d’une parcelle a une
autre durant la vendange 2008. Toutes ne sont pas au méme stade au méme moment. Alors
que pour les trois autres vendanges, les pics d’anthocyanes et d’ApH3.2, sont atteints a la
méme date. Les mémes dates de pics ont été proposées pour les deux méthodes de suivi de
maturité Glories et ITV. D’ou, la forte corrélation entre les deux méthodes concernant la date

de pic et la par la suite la date de vendange phénolique proposée.
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Pics de Potentiel en anthocyanes facilement

Pic d'anthocy: (mg/L) B
ic danthocyanes (M extractibles (ApH3.2)
Domaine Parcelle Codex
(d'aprés la méthode ITV) d'aprés Glories
Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange
2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011
Merlot
TAL DNOUB 1922?1 TDMO1  19-a00t Ol-sept  17-aot O6-sept  19-a00t Ol-sept  17-ao0t  O6-sept
Merlot . " N -
TAL DNOUB 1999-2 TDM92 19-a00t  Ol-sept 17-a00t  06-sept 19-a00t  Ol-sept 17-a00t  06-sept
Merlot . " N -
TAL DNOUB 2000-1. TDMO001 26-aot  Ol-sept 17-a00t  06-sept  26-aolt  Ol-sept 17-a0t  06-sept
Merlot . " N -
TAL DNOUB 2000-2 TDM002  19-ao0t  Ol-sept 17-a00t  06-sept 19-a00t  O01-sept 17-a00t  06-sept

KANAFAR  Merlotl KAM31  19-aolt  0Ol-sept 17-a00t  06-sept 19-a00t  Ol-sept 17-a00t  06-sept
KANAFAR  Merlot3 KAM33  19-aolt  0l-sept 17-a00t  06-sept 19-a00t  0l-sept 17-a00t  06-sept

Tableau I111.8: Les dates et les teneurs des pics d’anthocyanes (mg/L) et du potentiel en anthocyanes facilement
extractibles, de chacune des parcelles du cépage Merlot, détectés respectivement par les méthodes 1TV, Glories
(1&2).

3.1.2.2-Les pics phenoliques:
Cette méme corrélation a été validée pour les dates des pics de I’indice polyphénolique total

et la richesse phénolique des différentes parcelles du cépage merlot. Le tableau 111.9 montre
que les mémes dates de pics d’anthocyanes et de composés phénoliques ont été obtenues par

les deux méthodes (ITV et Glories) pour les différentes parcelles.

Pic d‘indice polyphénolique total (mg/L) Pics de richesse phénoligue totale
Domaine Parcelle Codex_ (IPT d'apres la méthode ITV) (RPT) d'aprés Glories

Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange
2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011

Merlot

TAL DNOUB 1999-1 TDM91  19-ao0t  Ol-sept  17-ao0t 06-sept  19-ao0t  Ol-sept  17-ao0t  06-sept
Merlot . . N -

TAL DNOUB 1999-2 TDM92 19-a00t  Ol-sept 17-a00t  06-sept 19-a00t  01-sept 17-a00t  06-sept
Merlot . . o -

TAL DNOUB 2000-1 TDM001  26-ao0t  01-sept 17-a00t  06-sept 26-a00t  01-sept 17-a00t  06-sept
Merlot . . o N

TAL DNOUB 2000-2 TDM002  19-ao0t  01-sept 17-a00t  06-sept 19-ao0t  01-sept 17-a00t  06-sept

KANAFAR Merlotl KAM31  19-aolt  Ol-sept 17-a00t  06-sept 19-a00t  01-sept 17-a00t  06-sept

KANAFAR  Merlot3 KAM33  19-ao0t Ol-sept  17-a00t  06-sept  19-ao0t Ol-sept  17-ao0t  06-sept

Tableau 111.9: Les dates et les teneurs des pics d’indice polyphénolique total et de la richesse phénolique totale,
de chacune des parcelles du cépage Merlot, détectés respectivement par les méthodes 1TV, Glories (1&2).

Pour toutes les parcelles du cépage Merlot et sur les quatre vendanges, nous remarquons que
la date de vendange phénolique proposee est entre le 17 ao(t et le 6 septembre, alors que pour

le cépage Cabernet sauvignon, cette période s’étale entre le 13 et le 26 septembre. Donc,
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d’aprés nos résultats on trouve que le Cabernet Sauvignon est plus tardif que le merlot
puisque la date de vendange proposée pour toutes les parcelles de ce dernier est durant le
mois d’aolt. Donc, d’aprés nos résultats, le Merlot mQrit une semaine a une semaine et demie

avant le Cabernet Sauvignon, ce qui est conforme avec la littérature (Boidron et al., 1995).

3.1.2.3-Comparaison des dates de vendange phénolique et technologique :

Dans le but de comparer les dates de vendange technologique avec celles phénolique, nous
présentons dans le tableau 111.10 les dates de vendange technologique et phénolique des
différentes parcelles du cépage Merlot sur les quatre millésimes 2008, 2009, 2010 et 2011.
Pour les vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011, toutes les parcelles du cépage merlot
présentent des dates de vendange phénolique précoces par rapport aux dates de vendange
technologique. Ceci implique une élaboration de vin moins apprécié vu que pour le merlot, la
vendange phénolique optimale est atteinte lors de l'atteinte du pic d'anthocyanes ou avec une
légére surmaturation (Boidron et al., 1995). Un décalage de la vendange d'environ une
semaine, vu que la vendange technologique est atteinte environ une semaine apres la
vendange phénolique aboutira & une chute d'anthocyanes. Pour un cépage Merlot, il vaut
mieux que la vendange technologique coincide avec celle phénolique.

Dates de Dates de Dates de Dates de
Domaine Parcelle Codex Vendange 2008 Vendange 2009 Vendange 2010 Vendange 2011
Technologique Phénolique Technologique  Phénolique Technologique Phénolique Technologique Phénolique
Merlot Entre 25-a0(t et N Entre 5-sept et Entre 21-ao(t N Entre 8-sept et
TAL DNOUB TDM91 19-aolit 01-se| 17-aolt 06-se|
1999-1 27-a00t 8-sept n et 23-ao0t 15-sept n
Merlot Entre 25-a0(it et Entre 4-sept et N
-a0() r -a0() 17- . -
TAL DNOUB 1999-2 TDM92 97-a00t 19-ao0t 7-sept 01-sept 23-ao(t aolt 08-sept 06-sept
Merlot Entre 26-a0(t et N Entre 9-sept et Entre 18-a0(t N Entre 12-sept
TAL DNOUB TDMO01 26-a0(t 01-se| 17-aolt 06-se|
2000-1 3-sept 17-sept o et 20-ao(it et 13-sept o
Merlot Entre 1-sept et5- N Entre 8-sept et Entre 19-a0(t N Entre 13-sept
TAL DNOUB TDM002 19-a00t 01-se| 17-aolt 06-se|
2000-2 sept 14-sept o et 20-ao(it et 15-sept o
KANAFAR  Merlotl Kama1 CMME4SEetd g g EMEISSER ) o ENTE2SAL g png  ENMELISEM g cont
sept et 25-sept et 26-ao0t et 20-sept
KANAFAR  Merlot3 KAMg3 CMUEZSePLets- g g BOMreldsept ) ot 25-a00t 17-a00t  D'WE 20Sept op oy
sept et 15-sept et21-sept

Tableau 111.10: Les dates des vendange technologique et phénolique de chacune des parcelles du cépage Merlot sur les
quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.
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3.1.2.4-Classification des parcelles.

Apres avoir évalué la corrélation entre les deux méthodes de suivi de maturité phénolique
(Glories et ITV), une classification des parcelles du cépage Merlot a été menée, en essayant

de regrouper les parcelles suivant les différentes composantes phénoliques.

Pour pouvoir comparer les parcelles du cépage Merlot, nous avons utilisé deux indicateurs
fournis par la méthode ITV : ANT (anthocyanes mg/l) et IPT (Indice phénolique total). Les
valeurs de ANT et IPT indiqués dans le tableau I11.11 sont les moyennes sur les quatre
vendanges. La derniere ligne du tableau représente les valeurs maximales de ANT et IPT,
parce que la meilleure parcelle est celle qui posséde les meilleures valeurs de ANT et IPT.
Pour pouvoir classifier les parcelles du cépage Merlot, nous avons aussi utilisé la méthode
Glories qui nous a fourni le potentiel total en anthocyanes (ApH1), le potentiel en
anthocyanes facilement extractibles (ApH3.2), le pourcentage en anthocyanes facilement
extractibles (PAE%), et la maturité des pépins (Mp). Comme nous remarquons dans le
tableau 111.11, les meilleurs valeurs de ApH1, ApH3.2 et PAE% sont les valeurs maximales.
Alors que pour la maturité des pépins, la meilleure valeur est la valeur minimale. Par la suite,
pour calculer I'écart entre les valeurs des différentes parcelles et la meilleure valeur, nous
avons utilisé la valeur ECM. Puis, nous avons classifie les parcelles par la moyenne

quadratique de I'écart a la meilleure parcelle.

Les valeurs les plus faibles de EQM montrent un écart tres faible entre la parcelle et les
meilleurs valeurs. Le tableau 111.11 montre que la valeur la plus faible de EQM est de 8.3
pour la parcelle TDMO002. D'ou, cette parcelle est classifiée en tant que meilleure parcelle du

cépage Merlot.

1TV Glories v Glories EQM%
ANT IPT ApH1 ApH3.2 | PAE% Mp ECANT %| ECIPT% |ECApH1%| ECApH3.2% | ECPAE % | ECMp%

TDM91 470,6 145,0 1105,1 794,4 71,9 67,0 15,1 14,8 11,3 12,8 21,1 0,7 14,1

TDM92 452,6 132,4 1133,1 678,5 59,9 73,1 18,3 22,2 9,0 25,5 34,3 9,8 21,7
TDMO001 | 434,9 132,9 1057,9 809,1 76,5 66,6 21,5 21,9 15,1 11,2 16,1 0,0 16,1
TDMO002 | 554,1 170,3 1245,8 906,3 72,7 68,5 0,0 0,0 0,0 0,5 20,2 2,9 8,3

KAM31 396,1 111,9 955,9 617,5 64,6 67,1 28,5 34,3 23,3 32,2 29,1 0,9 27,1

KAM33 432,7 128,2 999,3 910,9 91,2 66,7 21,9 24,7 19,8 0,0 0,0 0,2 15,7
Meilleurs

valeurs 554,1 170,3 1245,8 910,9 91,2 66,6

Tableau I11.11: Les EQM (Ecarts Quadratiques Moyens) des teneurs moyennes ANT et IPT fournis par la méthode ITV
(sur les quatre vendanges) et les teneurs moyennes en ApH1,ApH3.2, PAE% et Mp (fournis par la méthode Glories) sur
les quatre vendanges du cépage Merlot.
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Pour classifier les parcelles d'une autre méthode, nous avons choisi 1’indice polyphénolique
total (IPT) fournis par la méthode ITV pour estimer la teneur en composés phénoliques. Nous
avons également suivi le potentiel total en anthocyanes (ApH1) pour estimer la qualité
phénolique par sa teneur en anthocyanes ainsi que la maturité des pépins (Mp) pour évaluer
la teneur en tanins des pépins. ApH1 et Mp sont fournis par la méthode Glories. Le tableau
I11.12 regroupe les valeurs d’IPT, d’ApHI1 et de Mp avec 1’évaluation de chacune de ces

composantes et le classement en groupe des parcelles du cépage Merlot.

Echantillon| IPT | Classe E:l;l; 'llaft’il?“ (;::;HI}) Classe E(:;l_;ll:g(lm Mp | Classe E‘:;?K'[tli)on
TDMO91 |[145.0 2 trés élevé 1105.1 2 Trés bonne 60 2 Insuffisante
TDM92 [132.4 2 trés élevé 1133.1 2 Bonne g 2 Insuffisante
TDMO001 (132.9 2 trés élevé 1057.9 2 Trés bonne e 1 Insuffisante
TDMO002 [170.3 1 trés élevé 12458 1 Tres bonne 68.5 1 Insuffisante
KAM31 |[111.9 3 trés élevé 955.9 3 Bonne - 1 Insuffisante
KAM33 [128.2 3 trés élevé 999.3 3 Trés bonne Gon 1 Insuffisante

Tableau 111.12:Tableau regroupant les valeurs d’IPT, d’ApH1, de Mp avec I’évaluation de chacune de ces
composantes et le classement en groupe des parcelles du cépage Merlot.

En examinant les valeurs moyennes d’IPT, d’ApH1 et de Mp des parcelles du cépage Merlot
sur les quatre vendanges, nous remarguons la classification en trois groupes. Le groupe 1
regroupant TDMOO02 appartenant a la parcelle Tal Dnoub ayant une valeur d’IPT de 170.3,
des valeurs d’ApH1 de 1245.8 présentent les meilleures valeurs. Le groupe 2 comprend les
parcelles Tal Dnoub (TDM91, TDM92 et TDMO001), ces parcelles ont des valeurs d’IPT
comprises entre 130 et 150, des valeurs d’ApH1 comprises entre 1110 et 1150 mg/L. Le
groupe 3 comprend les parcelles Kanafar (KAM31 et KAM33) avec des valeurs d’IPT
comprises entre 100 et 130, des valeurs d’ApH1 comprises entre 900 et 1000 mg/L. Les
valeurs de Mp sont insuffisantes pour toutes les parcelles. Une valeur insuffisante de Mp veut
dire que les valeurs de Mp sont élevées et donc plus de tanins de pépins et moins de tanins de
pellicules. En fait, Mp représente le pourcentage de la contribution des tanins de pépins au
contenu phénolique total du raisin. Il est donc directement lié a la quantité de tanins dans les
pépins, considerés comme astringents. Or les tanins de pépins ont la particularité de se
polymériser au fur et a mesure de la maturation, devenant ainsi plus souples et moins

agressifs, étant donné que la polymérisation diminue leur réactivité avec les protéines

~ 136 ~




EL DARRA Nada
CHAPITRE 3 : La maturité phénolique
salivaires a 1’origine de la notion d’astringence de ces molécules. Il faut également souligner
que, si ces molécules sont elles aussi biosynthétisées, leur extractibilité est, contrairement aux
anthocyanes, uniquement mécanique. En effet, aucune dégradation de la cuticule ou de
I’épiderme du pépin, susceptible de favoriser I’extraction des tanins situés dans les
enveloppes externe et interne n’a été observée au cours de la maturation du raisin. Le
pourcentage de tanins provenant des peépins est donc exclusivement lié au terroir
(essentiellement aux conditions climatiques et pédologiques) favorisant ou pas la biosynthése
de ces molécules. Les faibles valeurs de Mp sont liées essentiellement aux conditions
climatiques. Leur extractibilité est elle fonction du mode de vinification utilisé. En effet,
I’extraction des pépins et donc I’obtention du "corps du vin" sont, pour partie, dus aux
remontages plus intenses en fin de fermentation alcoolique, permettant la solubilisation des
tanins les moins polymérisés "tanins extractibles"; une température assez ¢levée (de I’ordre
de 30°C) est susceptible de modifier leur structure (en favorisant les réactions de
polymérisation) et d’assouplir ainsi leurs caracteres organoleptiques (deviennent moins
astringents) (Saint-Cricq., 1998).

La maturité phénolique des pépins (Mp) conditionne la quantité de tanins dans le vin
résultant. Les tanins de pellicules, qui sont gras, charnus et souples mais parfois végétaux,
sont extraits avec les anthocyanes pendant la cuvaison. Alors que les tanins de pépins,
indispensable a la structure du vin mais présentant une dureté organoleptique, sont extraits
surtout en fin de fermentation alcoolique. Les valeurs de Mp sont insuffisantes parcequ'elles
sont élevées. D'ou, moins de tanins de pellicules extraits, par la suite moins de stabilité de la
couleur. La comparaison des différentes parcelles du cépage sur les quatre vendanges montre
que TDMO0O02 présente les meilleurs teneurs phénoliques et anthocyaniques.

3.1.2.5-Comparaison des différents millésimes :

Pour comparer les différents millésimes 2008, 2009, 2010 et 2011, nous présenterons par la
suite les cinétiques du suivi des différentes composantes phénoliques. Nous débuterons par la
présentation des critéres phénoliques fournis par la méthode ITV (IPT et anthocyanes) de
TDMO0O02, appartenant au domaine Tal Dnoub sur les quatre vendanges, vu que c'est la

parcelle la mieux classée parmis les parcelles du cépage Merlot (Figure 111.4.a & b) .

La cinétique des anthocyanes (mg/L) et de ’IPT montre une tendance similaire sur les quatre

vendanges, caractérisée par une augmentation pour 1’atteinte du pic puis une chute. De plus,
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nous remarquons que les pics de maximum d’anthocyanes et de composés phénoliques sont

décalés pour différentes vendanges, avec les pics des vendanges 2008 et 2010 précoces par

rapport au pic d’anthocyanes des vendanges 2009 et 2011. De plus, la teneur en anthocyanes

et en composés phénoliques des vendanges 2008 et 2010 sont plus élevées que les vendanges
2009 et 2011.
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Figure 111.4: Figures représentant les cinétiques des anthocyanes (mg/L) (a) et IPT (b) pour la parcelle TDMO0O02 sur
les quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

Apres avoir étudié les cinétiques des critéres fournis par la méthode ITV, nous présenterons

par la suite, les cinétiques de ApH1 et du pourcentage en anthocyanes extractibles d’apres la
méthode Glories (Figure 111.5.a & b).

a) 1400
1200
1000

800

ApH1

600

400

200

0

2008
2009
2010
2011

29-Jul  5-Aug 12-Aug 19-Aug 26-Aug 2-Sep  9-Sep 16-Sep

b)

PAE%

100

90

80

70

60

50

a0

30

20

10

0

— 2008
— 2009
— 2010
—_— 2011

B =

29-Jul  5-Aug 12-Aug 19-Aug 26-Aug 2-Sep  9-Sep 16-Sep

Figure 111.5: Figures représentant les cinétiques de ApH1 (mg/L) (a) et PAE% (b) pour la parcelle TDMO0O02 sur les
quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

Les cinétiques d’ApH1 (Figure 111.5.a) présentent une évolution similaire pour les differentes

parcelles. Les vendanges 2008 et 2010 présentent de meilleurs teneurs en ApH1 par rapport

aux deux autres vendanges. De plus, les pics de ApH1 (Figure 111.5.a) et de PAE% (Figure

I11.5.b) sont précoces par rapport aux pics des vendanges 2009 et 2011. Le pourcentage

d’anthocyanes extractibles est le plus élevé pour la vendange 2008, suivi par la vendange

2009.
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En outre, le suivi de la Mp au cours du temps montre une évolution normale pour la parcelle

TDMO002 du cépage Merlot (Fig.l111.6). La Mp est élevée au début et décroit graduellement

pour atteindre un plateau. La valeur la plus faible de Mp est atteinte pour la vendange 20009.
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Figure I11.6: Figures représentant les cinétiques de Mp pour la parcelle TDMO002 sur les quatre vendanges

2008, 2009, 2010 et 2011.

L’ensemble des comparaisons des quatre vendanges au niveau de la parcelle TDM002 prouve

que la vendange 2008 est la meilleure avec les teneurs en anthocyanes, IPT, ApH1 et PAE%

les plus élevées.

3.1.3-Suivi du cépage Cabernet Franc :

3.1.3.1-Maturité anthocyanique:

Le suivi de maturation du cépage Cabernet Franc a été réalisé sur quatre vendanges (2008, 20009,
2010 et 2011). Le tableau 111.13 présente les dates des pics d’anthocyanes (en mg/L) fournis par
la méthode ITV et du potentiel en anthocyanes facilement extractibles (ApH3.2) fournis par la

méthode Glories. Pour le cépage Cabernet Franc, la date de vendange phénolique proposée se

situe 3 & 4 jours apres le pic d’anthocyanes (Dupuch, 1998, Boidron et al., 1995).

Les mémes résultats obtenus sur Cabernet Sauvignon et Merlot en faveur de la forte corrélation

entres les dates de pics d’anthocyanes (fournis par ITV) et de ApH3.2 (fournis par Glories) ont

été validés pour le cépage Cabernet Franc (\Voir Tableau 111.13).
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Pics de Potentiel en anthocyanes facilement
extractibles (ApH3.2

Pic d'anthocyanes (ma/L)

Domaine Parcelle Codex
(d'aprés la méthode ITV) d'aprés Glories

Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange

2008 2009, 2010 2011 2008 2009 2010 2011
Cabernet

TALDNOUB Franc TDC91 17-sept 16-sept 15-sept 21-sept 17-sept 16-sept 15-sept 21-sept
1999-1
Cabernet

TALDNOUB Franc TDC92 17-sept 16-sept 15-sept 21-sept 17-sept 16-sept 15-sept 21-sept
1999-2
Cabernet

TAL DNOUB Franc TDCF001  03-sept 16-sept 15-sept 21-sept 03-sept 16-sept 15-sept 21-sept
2001-1
Cabernet

TAL DNOUB Franc TDCF012  10-sept 16-sept 15-sept 21-sept 10-sept 16-sept 15-sept 21-sept
2001-2
Cabernet

ITANY Franc ITCF4 10-sept 16-sept 15-sept 21-sept 10-sept 16-sept 15-sept 21-sept

1994

Cabernet

ITANY Franc ITCI1 03-sept 16-sept 15-sept 21-sept 03-sept 16-sept 15-sept 21-sept
1999-1

Tableau 111.13: Les dates et les teneurs des pics d’anthocyanes (mg/L) et du potentiel en anthocyanes
facilement extractibles, de chacune des parcelles du cépage Cabernet Franc, détectés respectivement par les
méthodes ITV, Glories (1&2).

3.1.3.2-Les pics phénoligues:
La corrélation entre les dates de pics d’ANT (mg/L) et IPT fournis par ITV d’une part, de

ApH3.2 et de RPT fournis par Glories d’autre part et entre les pics d’anthocyanes et de
composes phénoliques par les deux méthodes a été démontrée dans les tableaux I11.13 et
111.14.

Pic d‘indice polyphénolique total (mg/L) Pics de richesse phénolique totale
Domaine_ Parcelle.  Codex_ (IPT d'aprés la méthode ITV) (RPT) d'aprés Glories
Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange
2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011
Cabernet
TALDNOUB Franc TDC91 17-sept 16-sept 15-sept 21-sept 17-sept 16-sept 15-sept 21-sept
1999-1
Cabernet
TALDNOUB Franc TDC92 17-sept 16-sept 15-sept 21-sept 17-sept 16-sept 15-sept 21-sept
1999-2
Cabernet
TALDNOUB Franc TDCF001  03-sept 16-sept 15-sept 21-sept 03-sept 16-sept 15-sept 21-sept
2001-1
Cabernet
TALDNOUB Franc TDCF012  10-sept 16-sept 15-sept 21-sept 10-sept 16-sept 15-sept 21-sept
2001-2
Cabernet
ITANY Franc ITCF4 10-sept 16-sept 15-sept 21-sept 10-sept 16-sept 15-sept 21-sept
1994
Cabernet
ITANY Franc ITC91 03-sept 16-sept 15-sept 21-sept 03-sept 16-sept 15-sept 21-sept
1999-1

Tableau 111.14: Les dates et les teneurs des pics d’indice polyphénolique total et de la richesse phénolique, de
chacune des parcelles du cépage Cabernet Franc, détectés respectivement par les méthodes ITV, Glories (1&2).

Donc, d’aprés nos résultats on trouve que le Cabernet Franc est plus tardif que le Merlot et

plus précoce que le Cabernet Sauvignon. Il mlrit 8 a 10 jours plus t6t que le Cabernet
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Sauvignon, puisque les dates de pics fournis pour toutes les parcelles du cépage Cabernet

Franc sont entre le 3 et le 21 septembre. Alors que les dates de pics phénoliques pour toutes

les parcelles du cépage Cabernet Sauvignon sont entre le 13 et le 26 septembre. Ce qui est
conforme avec la littérature (Dupuch, 1998; Boidron et al., 1995).

3.1.3.3-Comparaison des dates de vendange phénolique et technologique :

Dans le but de comparer les dates de vendange technologique avec celles phénolique, nous
présentons dans le tableau 111.15 les dates de vendange technologique et phénolique des
differentes parcelles du cépage Cabernet Franc sur les quatres millésimes 2008, 2009, 2010 et
2011. Pour les vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011, toutes les parcelles du cépage Cabernet
Franc présentent des dates de vendange phénolique précoces par rapport aux dates de
vendange technologique. Ceci implique une bonne maturité phénolique de ces parcelles vu
qu'ils auront atteint une pleine maturité phénolique avant d'étre vendanger. En effet, la date
de vendange technologique est tardive une semaine par rapport a la phénolique. Vu que le
ceépage Cabernet Franc est un cépage qui doit étre récolté a une Iégere surmaturation (3 a 4
jours apreés le pic d'anthocyanes). Alors, nous pouvons dire que les parcelles du cépage CF

ont été vendangés majoritairement a une date optimale

Dates de Dates de Dates de Dates de
Domaine Parcelle Codex Vendange 2008 Vendange 2009 Vendange 2010 Vendange 2011
Technologique Phénolique Technologique Phénolique Technologique Phénolique Technologique Phénolique
Cabernet N
TALDNOUB  Franc  TDC9T TUEMOSEEL g EntreSeotetvoct  fbse Uit gy MEAOEL gy
25-sept et 2-sept 6-oct
1999-1
Cabernet N
TALDNOUB Franc  TDC®2 OIS gy Ereractetiooct  lgsept Dol gpgey  EMEIOEL oo
19-sept et4-sept 7-oct
1999-2
Cabernet .
TALDNOWB Franc TDCRO0L TWESSEL et Brelooctetisoct  lesept CUeorll o qpoey  EWETOCtEL ) oy
15-sept et 6-sept 11-oct
2001-1
Cabernet
TALDNOUB Franc  TDCFo12 TWE22SEMEL 10 ot EnmelSoctetizeoct  16<epr CUCOSMEL gy EMEBOCtEl o o
24-sept 23-sept 13-oct
2001-2
Cabernet
TANY  Franc  TCRa  DELLSEREL o) o Bire2octetbont  16<ept DG LSOl ooy EOMEZLSEo, y
12-sept 3-sept et 7-oct
1994
Cabernet
TANY  Franc  moor  DUEBSEREL oa oy Breloctetoct  16sept CCOSEMEL ygooy WIS o) oy
10-sept 7-sept et 27-sept

1999-1

Tableau I11.15: Les dates des vendange technologique et phénolique de chacune des parcelles du cépage Cabernet Franc
sur les quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.
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3.1.3.4-Classification des parcelles.

Apres avoir évalué la corrélation entre les deux méthodes de suivi de maturité phénolique
(Glories et ITV), une classification des parcelles du cépage CF a été menée, en essayant de

regrouper les parcelles suivant les différentes composantes phénoliques.

Pour pouvoir comparer les parcelles du cépage Cabernet Franc, nous avons utilisé des
indicateurs fournis par la méthode ITV et Glories. Les valeurs de ces indicateurs sont
indiqués dans le tableau I11.16, ce sont les valeurs moyennes sur les quatre vendanges. Nous

avons classifié les parcelles par la moyenne quadratique de I'écart a la meilleure parcelle.

Les valeurs les plus faibles de EQM montrent un écart trés faible entre la parcelle et les
meilleurs valeurs. Le tableau 111.16 montre que la valeur la plus faible de EQM est de 11.1
pour la parcelle ITCF4. D'ou, cette parcelle est classifiée en tant que meilleure parcelle du
cepage Cabernet Franc.

1TV Glories 1TV Glories EQM%
ANT | IPT | ApHL |ApH3.2| PAE% | Mp | ECANT % |ECIPT %| ECApH1% | ECApH3.2% | ECPAE % | ECMp%

TDCOL | 4716 | 1831 | 11436 | 8156 | 713 | 642 16,9 6,9 24,0 174 21,0 54 167
TDC92 | 3868 | 177,3 | 9940 | 7310 | 735 | 67.8 31,9 9,9 33,9 25,9 185 113 | 238
TDCFO0L | 4747 | 1854 | 10154 | 7100 | 699 | 635 16,4 57 325 28,1 25 41 211
TDCFO12 | 3584 | 1790 | 9911 | 6076 | 613 | 69,0 36,9 9,0 34,1 38.4 32,0 132 | 297
ITCF4 | 5677 | 196,7 | 15046 | 987,0 | 656 | 609 00 0,0 0,0 00 273 0,0 111
ITCOL | 4472 | 1792 | 9615 | 8675 | 902 | 666 212 8,9 36,1 12,1 0,0 9,2 185
Meilleurs | 5e7 7 | 1067 | 15046 | 9870 | 902 | 609
valeurs

Tableau 111.16: Les EQM (Ecarts Quadratiques Moyens) des teneurs moyennes ANT et IPT fournis par la méthode ITV
(sur les quatre vendanges) et les teneurs moyennes en ApH1,ApH3.2, PAE% et Mp (fournis par la méthode Glories) sur
les quatre vendanges du cépage Cabernet Franc.

Pour classifier les parcelles d'une autre méthode, nous avons choisi 1’indice polyphénolique
total (IPT) fournis par la méthode ITV pour estimer la teneur en composés phénoliques. Nous
avons également suivi le potentiel total en anthocyanes (ApH1) pour estimer la qualité
phénolique par sa teneur en anthocyanes ainsi que la maturité des pépins (Mp) pour évaluer
la teneur en tanins des pépins. ApH1 et Mp sont fournis par la méthode Glories. Le tableau
[11.17 regroupe les valeurs d’IPT, d’ApH1 et de Mp avec I’évaluation de chacune de ces

composantes et le classement en groupe des parcelles du cépage CF.
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Echantillon | IPT [Classe LE:I;I;}I;II?H (;\;:;Hlf) Classe E(:;l_;l;lt_;(lm Mp [Classe E\';\ll;\;}tﬁml de
TDCF91 183.1| 2 tres élevé | 1143.6 2 Trés bonne| 64.2 2 Insuffisante
TDCF92 (177.3| 3 tres élevé 994.0 3 Bonne 67.8 3 Insuffisante
TDCF011 |1854| 2 trés élevé | 10154 2 Tres bonne| 63.5 2 Insuffisante
TDCF012 |179.0| 3 tres élevé 991.1 3 Bonne 69.0 3 Insuffisante

ITCF4 196.7 1 trés élevé | 1504.6 1 Excellente| 60.9 1 Insuffisante
ITCF91 179.2| 3 tres élevé 961.5 3 Bonne 66.6 3 Insuffisante

Tableau 111.17:Tableau regroupant les valeurs d’IPT, d’ApH1, de Mp avec 1’évaluation de chacune de ces
composantes et le classement en groupe des parcelles du cépage CF.

En examinant les valeurs moyennes d’IPT, d’ApH1 et de Mp des parcelles du cépage CF sur
les quatre vendanges, nous remarquons la classification en trois groupes. Le groupe 1
regroupant la parcelle ITCF4 appartenant a la parcelle Itany ayant une valeur d’IPT de 196.7,
des valeurs d’ApH1 de 1504.6 présentent les meilleures valeurs et la plus faible valeur de Mp
60.9. Le groupe 2 comprend les parcelles Tal Dnoub (TDCF91 et TDCF011), ces parcelles
ont des valeurs d’IPT comprises entre 180 et 190, des valeurs d’ApH1 comprises entre 1000
et 1200 mg/L. Le groupe 3 comprend les parcelles Tal Dnoub (TDCF92 et TDCF012) et la
parcelle Itany (ITCF91) avec des valeurs d’IPT comprises entre 170 et 180, des valeurs
d’ApHI1 comprises entre 900 et 1000 mg/L. Les valeurs de Mp sont insuffisantes pour toutes
les parcelles. La comparaison des différentes parcelles du cépage sur les quatre vendanges
montre que ITCF4 présente les meilleurs teneurs phénoliques et anthocyaniques avec la plus

faible teneur en Mp.

3.1.3.5-Comparaison des vendanages :

Pour comparer les différentes vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011, nous présenterons par la
suite les cinétiques du suivi des différentes composantes phénoliques. Nous débuterons par la
présentation des critéres phénoliques fournis par la méthode ITV (IPT et anthocyanes) de
ITCF4, appartenant au domaine Itany sur les quatre vendanges, vu que c'est la parcelle
classée meilleure parmis par les parcelles du cépage Cabernet Franc (Figure 111.7.a & b).

La comparaison des cinétiques des anthocyanes (mg/L) et de I’IPT montre que la vendange
2008 présente les meilleures valeurs par rapport a la teneur en anthocyanes tandis que la

vendange 2010 présente la meilleure valeur par rapport a la teneur en composés phénoliques.
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Figure I11.7: Figures représentant les cinétiques des anthocyanes (mg/L) (a) et IPT (b) pour la parcelle ITCF4 sur les
quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

Aprés avoir étudie les cinétiques des criteres fournis par la méthode ITV, nous présenterons
par la suite, les cinétiques de ApH1, et du pourcentage en anthocyanes extractibles d’aprés la
méthode Glories (Figure 111.8.a & b).
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Figure 111.8: Figures représentant les cinétiques de ApH3.2 (mg/L) (a) et PAE% (b) pour la parcelle ITCF4 sur les
quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

La comparaison des cinétiques d’ApH1 et de PAE% de ITCF4 sur les quatre vendanges
montre que la vendange 2008 présente les meilleurs valeurs. De plus, les pics de ApH1 et de
PAE% des vendanges 2008 et 2010 sont précoces par rapport aux les pics des deux autres

vendanges.
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Le suivi de la Mp (Figure 111.9) montre une tendance similaire des quatre vendanges avec les
valeurs les plus faibles pour la vendange 2009 mais pas trop d’écart entre les trois autres

vendanges.
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Figure 111.9: Figures représentant les cinétiques de Mp pour la parcelle ITCF4 sur les quatre vendanges 2008,
2009, 2010 et 2011.

L’ensemble des comparaisons des quatre vendanges au niveau de la parcelle ITCF4 prouve
que la vendange 2008 est la meilleure avec les meilleurs teneurs en anthocyanes, IPT,
ApH3.2, PAE% et Mp.

3.1.4-Suivi du cépage Syrah :
3.1.4.1-Maturité anthocyanique:
Le suivi de maturation du cépage Syrah est réalisé sur quatre vendanges (2008,2009, 2010 et

2011). Le tableau I11.18 présente les pics d’anthocyanes fournis suite a I’application des deux

méthodes pour 1’étude de la maturité phénolique.

Pour la Syrah, la date de vendange phénolique proposée correspond au pic d’anthocyanes
puisque la Syrah est un cépage qui perd son caractére s’il n'est pas vendangé immédiatement.
Le tableau 111.18 prouve de méme la forte correlation entre les dates de pics d’anthocyanes

fournis par les méthodes Glories et ITV.
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Pics de Potentiel en anthocyanes
facilement extractibles (ApH3.2)

Pic d'anthocyanes (mg/L)

Domaine  Parcelle  Codex

(d'aprées la méthode ITV) d'aprés Glories

Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange

2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011

KANAFAR Sy;ah KAS33 28-a00t 03-sept 26-ao0t  08-sept 28-aolt 03-sept 26-a00t  08-sept
Syrah . N

KANAFAR 9 KAS32 04-sept 03-sept  26-aodt 08-sept 04-sept  03-sept  26-ao0t  08-sept
Syrah . -

ITANY 1999 ITS9 11-sept  03-sept 26-aolt 08-sept 11-sept  03-sept 26-aolt 08-sept
Syrah . X

ITANY 1994 1TS4 04-sept  03-sept 26-a0lt 08-sept 04-sept 03-sept 26-ao0t 08-sept
TAL Syrah ~ ~

DNOUB 2000-1 TDS001 11-sept 03-sept  26-aodt 08-sept 11-sept  03-sept 26-aolt 08-sept

TAL Syrah

DNOUB 2000-2 TDS002 28-aoGt 03-sept  26-aodt 08-sept 28-a00t  03-sept  26-ao0t  08-sept

Tableau 111.18: Les dates et les teneurs des pics d’anthocyanes (mg/L) et du potentiel en anthocyanes
facilement extractibles, de chacune des parcelles du cépage Syrah, détectés respectivement par les méthodes
ITV, Glories (1&2).

3.1.4.2-L es pics phénoliques:
Le tableau I11.19 valide la corrélation entre les méthodes Glories et ITV quant a la

composition phénolique.

Pic d‘indice polyphénolique total (mg/L Pics de richesse phénoligue totale
Domaine Parcelle Codex (IPT d'aprés la méthode ITV) (RPT) d'aprés Glories
Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange
2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011

KANAFAR Syrah3  KAS33 28-ao0t  03-sept 26-ao0t  08-sept 28-ao0t  03-sept 26-ao0t  08-sept
KANAFAR Syrah2  KAS32 04-sept  03-sept 26-ao0t  08-sept  04-sept 03-sept 26-a00t  08-sept

Syrah

ITANY 1y999 ITS9 11-sept  03-sept 26-a00t  08-sept 11-sept 03-sept 26-a00t  08-sept
Syrah . o

ITANY 1994 ITS4 04-sept 03-sept 26-ao0t  08-sept 04-sept 03-sept 26-ao0t  08-sept
Syrah . -

TAL DNOUB 2000-1 TDS001  11-sept 03-sept 26-ao0t  08-sept 11-sept 03-sept 26-ao0t  08-sept
Syrah . . o -

TAL DNOUB 2000-2 TDS002  28-ao0t  03-sept 26-ao0t  08-sept 28-ao0t  03-sept 26-ao0t  08-sept

Tableau 111.19: Les dates et les teneurs des pics d’indice polyphénolique total et de la richesse phénolique
totale, de chacune des parcelles du cépage Syrah, détectés respectivement par les méthodes 1TV, Glories (1&2).

De plus, nous trouvons que la Syrah est plus tardive que le Merlot et plus précoce que le
Cabernet Franc , puisque la date de vendange proposée pour toutes les parcelles du cépage
Syrah est entre le 26 ao(t et le 11 septembre. Alors que la date de vendange proposée pour
toutes les parcelles du cépage du cépage Cabernet Franc est entre le 3 et 21 septembre, et
pour le merlot entre le 17 aodt et le 6 septembre. Ce qui est conforme avec la littérature
(Dupuch, 1998, Anneraud & Vinsonneau , 2009).
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3.1.4.3-Comparaison des dates de vendange phénolique et technologique :

Dans le but de comparer les dates de vendange technologique avec celles phénolique, nous
présentons dans le tableau 111.20 les dates de vendange technologique et phénolique des
différentes parcelles du cépage Syrah sur les quatres millésimes 2008, 2009, 2010 et 2011.
Pour les vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011, toutes les parcelles du cépage Syrah présentent
des dates de vendange phénolique précoces par rapport aux dates de vendange technologique.
Ceci implique une élaboration de vin moins apprécié vu que pour la Syrah, la vendange
phénolique optimale est atteinte lors de l'atteinte du pic d'anthocyanes ou avec une légére
surmaturation (Boidron et al., 1995). Un décalage de la vendange d'environ une semaine, vu
que la vendange technologiqgue est atteinte environ une semaine apres la vendange phénolique
aboutira a une chute d'anthocyanes. La Syrah peut trés vite perdre son caractere si elle n'est
pas vendangée immédiatement. Pour un cépage Syrah, il vaut mieux que la vendange

technologique coincide avec celle phénolique.

Dates de Dates de Dates de Dates de
Domaine Parcelle Codex Vendange 2008 Vendange 2009 Vendange 2010 Vendange 2011
Technologique Phénolique Technologique Phénolique Technologique Phénolique Technologique Phé
Syrah R - g 2
KANAFAR Y Kasgy ~ntrel-septetd 28-a00t Entre 16-sept et 30-sept 03-sept  Cire 27-sept 26-ao0t Entre 26-sept
3 sept et 2-sept et 28-sept
Syrah Entre 9-sept et 10- Entre 30-a0(t Entre 23-
KANAFAR Y KAS32 tre 9-sept et 10 04-sept Entre 28-sept et 30-sept 03-sept e 30 a?u 26-a00t ¢ 23-sept 0
2 sept et 31-aodt et 24-sept
Entre 15-sept et Entre 30- . Entre 16-sept
ITANY rah 1! IT. 11- Entre 17- - - 26-
Syrah 1999 S9 17-sept sept tre 17-sept et 3-oct 03-sept aodtet 1-sept 6-ao0t et 5-oct 0
Syrah Entre 12-sept et Entre 26-ao(t N Entre 14-sept
ITANY 1994 ITS4 17-sept 04-sept Entre 16-sept et 26-sept 03-sept et 27-a00t 26-aolt et 15-sept 0
Syrah Entre 11-sept et Entre 26-aolt . Entre 28-sept
TALDNOUB 2000-1 TDS001 15-sept 11-sept Entre 22-sept et 13-oct 03-sept et 27-a00t 26-a00t et 30-sept 0
Syrah Entre 10-sept et . Entre 27-ao(t " Entre 29-sept
TALDNOUB 2000-2 TDS002 14-sept 28-ao0t Entre 28-sept et 29-sept 03-sept et 1-sept 26-a00t et 5-oct 0

Tableau 111.20: Les dates des vendange technologique et phénolique de chacune des parcelles du cépage Syrah sur les
quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

3.1.4.4-Classification des parcelles.

Aprés avoir évalué la corrélation entre les deux méthodes de suivi de maturité phénolique
(Glories et ITV), une classification des parcelles du cépage Syrah a été menée, en essayant de

regrouper les parcelles suivant les différentes composantes phénoliques.

Pour pouvoir comparer les parcelles du cépage Syrah, nous avons utilisé des indicateurs
fournis par la méthode ITV et Glories. Les valeurs de ces indicateurs sont indiquées dans le
tableau 111.21, ce sont les valeurs moyennes sur les quatre vendanges. Nous avons classifié

les parcelles par la moyenne quadratique de I'écart a la meilleure parcelle.
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Les valeurs les plus faibles de EQM montrent un ecart trés faible entre la parcelle et les
meilleures valeurs. Le tableau 111.21 montre que la valeur la plus faible de EQM est de 0.6

pour la parcelle ITS9. D'ou, cette parcelle est classifiée en tant que meilleure parcelle du

cepage Syrah.
1TV Glories 1TV Glories EQM%
ANT IPT ApH1 |ApH3.2| PAE% | Mp | ECANT % |ECIPT %| ECApH1% | ECApH3.2% | ECPAE % | ECMp%
KAS33 3882 | 126,63 | 936,25 | 6956 | 743 | 621 23,5 9,3 9,7 8,2 0,0 15 11,5
KAS32 430,1 | 130,40 | 906,94 | 6238 | 688 | 625 15,2 6,5 12,5 17,7 74 2.1 116
1TS9 507,2 | 139,54 | 1036,44 | 757,8 | 73.1 61,2 0,0 0,0 0,0 0,0 16 0,0 0,6
1TS4 409,8 | 11050 | 839,56 | 6054 | 72,1 64,8 19,2 20,8 19,0 20,1 2,9 59 16,4
TDS001 362,8 | 105,20 | 887,69 | 5155 | 58,1 66,3 28,5 24,6 14,4 32,0 21,8 3,4 23,1
TDS002 4243 | 120,28 | 931,00 | 589,7 | 633 | 62,9 16,4 13,8 10,2 22,2 14,7 28 14,6
Meilleurs | 5075 | 1305 | 10364 | 7578 | 743 | 61,2
valeurs

Tableau 111.21: Les EQM (Ecarts Quadratiques Moyens) des teneurs moyennes ANT et IPT fournis par la méthode ITV
(sur les quatre vendanges) et les teneurs moyennes en ApH1,ApH3.2, PAE% et Mp (fournis par la méthode Glories) sur les
quatre vendanges du cépage Syrah.

Pour classifier les parcelles d'une autre méthode, nous avons choisi 1’indice polyphénolique
total (IPT) fournis par la méthode ITV pour estimer la teneur en composés phénoliques. Nous
avons également suivi le potentiel total en anthocyanes (ApH1) pour estimer la qualité
phénolique par sa teneur en anthocyanes ainsi que la maturité des pépins (Mp) pour évaluer
la teneur en tanins des pépins. ApH1 et Mp sont fournis par la méthode Glories. Le tableau
[11.22 regroupe les valeurs d’IPT, d’ApH1 et de Mp avec I’évaluation de chacune de ces

composantes et le classement en groupe des parcelles du cépage Syrah.

Echantillon| IPT | Classe Emlll,lf‘}iil?n e (;\I:;Hﬁ) Classe E:{:g‘;g‘;“ Mp | Classe Ev(zl\(lll;\:}t;on
KAS33 [1266| 2 | trésdlevé |9362| 2 | Bonme |621 | 2 I“S“ff“‘““
KAS32 [1304| 2 trés élevé | 906.9 | 2 Bonne | 62.5 | 3 I“S“rf"““

ITSO  [130.5] 1 tres élevé |1036.4| 1  [Trésbonne| 612 | 2 I“S“TS"“‘
ITS4  [110.5| 3 | tesdlevé |839.5| 3 | Bonme | 648 | 3 I““"f“‘““
TDS001 |1052| 3 trés élevé | 887.6 | 1 Bonne | 663 | 1 I“S“rfs"“‘
TDS002 |1203| 2 tres élevé | 931.0 | 2 Bonne | 629 | 3 I“""“ff"““

Tableau 111.22:Tableau regroupant les valeurs d’IPT, d’ApH1, de Mp avec 1’évaluation de chacune de ces
composantes et le classement en groupe des parcelles du cépage Syrah.

En examinant les valeurs moyennes d’IPT, d’ApH1 et de Mp des parcelles du cépage Syrah
sur les quatre vendanges, nous remarquons la classification en trois groupes. Le groupe 1
regroupant la parcelle ITS9 appartenant a la parcelle Itany ayant une valeur d’IPT de 139.5,

des valeurs d’ApH1 de 1036.4, présentant les meilleurs valeurs et la plus fabile valeur de Mp
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61.2. Le groupe 2 comprend les parcelles Kanafar (KAS32 &KAS33) et la parcelle Tal

Dnoub (TDS002), ces parcelles ont des valeurs d’IPT comprises entre 120 et 131, des valeurs

d’ApHI1 comprises entre 900 et 1000 mg/L. Le groupe 3 comprend les parcelles Tal Dnoub

(TDS001) et la parcelle Itany (ITS4) avec des valeurs d’IPT comprises entre 105 et 121, des

valeurs d’ApH1 comprises entre 800 et 950 mg/L. Les valeurs de Mp sont insuffisantes pour

toutes les parcelles. La comparaison des différentes parcelles du cépage sur les quatre

vendanges montre que ITS9 présente les meilleurs teneurs phénoliques et anthocyaniques
avec la plus faible teneur en Mp.

3.1.4.5-Comparaison des vendanages :

Pour comparer les différentes vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011, nous présenterons par la
suite les cinétiques du suivi des différentes composantes phénoliques. Nous débuterons par la
présentation des critéres phénoliques fournis par la méthode ITV (IPT et anthocyanes) de

ITS9, appartenant au domaine Itany sur les quatre vendanges (Figure 111.10.a & b).

La comparaison des cinétiques des anthocyanes (mg/L), et d’IPT montre que la vendange
2008 présente les meilleures valeurs par rapport a la teneur en anthocyanes tandis que la
vendange 2010 présente la meilleure valeur par rapport a la teneur en composés phénoliques.
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Figure 111.10: Figures représentant les cinétiques des anthocyanes (mg/L) (a) et IPT (b) pour la parcelle 1TS9 sur les

quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

La comparaison des cinétiques des ApH1 (mg/L) et des PAE% (Figure 111.11.a & b) montre
que la vendange 2008 présente les meilleures valeurs par rapport a la teneur en ApH1 tandis

que la vendange 2010 présente la meilleure valeur par rapport a PAE%.
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Figure 111.11: Figures représentant les cinétiques de ApH1 (mg/L) (a) et PAE% (b) pour la parcelle ITS9 sur les quatre
vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

Le suivi de la Mp montre une tendance similaire des quatre vendanges avec les valeurs les
plus faibles pour la vendange 2009 mais pas trop d’écart entre les trois autres vendanges
(Figure 111.12).
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Figure 111.12: Figures représentant les cinétiques de Mp pour la parcelle ITS9 sur les quatre vendanges 2008,
2009, 2010 et 2011.

L’ensemble des comparaisons des quatre vendanges au niveau de la parcelle ITS9 prouve que
la vendange 2008 est la meilleure avec les meilleurs teneurs en anthocyanes, IPT, ApH3.2,
PAE%.

3.1.5-Suivi du cépage Petit Verdot :
3.1.5.1-Maturité anthocyanique et phénoligues:
Le Petit Verdot est un cépage rouge tardif, qui n’atteint que trés difficilement sa pleine

maturité. C'est le dernier a étre vendangé. La date de vendange phénolique proposée pour les

parcelles du Petit Verdot est décalée une semaine ou méme plus par rapport au pic
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d’anthocyanes puisque le Petit verdot est un cépage qui doit étre récolté a forte surmaturation.
Le suivi de maturation du cépage Petit Verdot est réalisé sur quatre vendanges (2008,2009,
2010 et 2011). Le tableau 111.23 et 24 présente les pics d’anthocyanes et de composés
phénoliques fournis suite a I’application des deux méthodes pour 1’étude de la maturité
phenolique. Les dates de pics anthocyaniques et phénoliques sont fortement corrélées par les

deux méthodes. Ce resultat étant déja validé sur les précédents suivis de cépages.

Pics de Potentiel en anthocyanes facilement
extractibles (ApH3.2)

Pic d'anthocyanes (mg/L)

Domaine Parcelle Codex (d"aprés la méthode ITV) d'aprés Glories
Vendange Vendange  Vendange Vendange  Vendange Vendange Vendange Vendange
2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011
Petit
ITANY Verdot ITPVS 03-oct 02-oct 10-sept 30-sept 03-oct 02-oct 10-sept 30-sept
1995
Petit
TALDNOUB  Verdot TDPVO01l  26-sept 02-oct 10-sept 30-sept 26-sept 02-oct 10-sept 30-sept
2001-1
Petit
TALDNOUB  Verdot TDPV012  19-sept 02-oct 10-sept 30-sept 19-sept 02-oct 10-sept 30-sept
2001-2

Tableau 111.23: Les dates et les teneurs des pics d’anthocyanes (mg/L) et du potentiel en anthocyanes
facilement extractibles, de chacune des parcelles du cépage Petit Verdot, détectés respectivement par les
méthodes ITV, Glories (1&2).

Pic d‘indice polyphénolique total (mg/L Pics de richesse phénoligue totale
Domaine Parcelle Codex_ (IPT d'aprés la méthode ITV) (RPT) d'aprés Glories
Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange Vendange
2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011
Petit
ITANY Verdot ITPV5 03-oct 02-oct 10-sept 30-sept 03-oct 02-oct 10-sept 30-sept
1995
Petit
TAL DNOUB Verdot TDPV01l 26-sept 02-oct 10-sept 30-sept 26-sept 02-oct 10-sept 30-sept
2001-1
Petit
TAL DNOUB Verdot TDPV012 19-sept 02-oct 10-sept 30-sept 19-sept 02-oct 10-sept 30-sept
2001-2

Tableau 111.24: Les dates et les teneurs des pics d’indice polyphénolique total et de la richesse phénolique
totale, de chacune des parcelles du cépage Petit Verdot, détectés respectivement par les méthodes ITV, Glories
(1&2).

Les échantillons des parcelles du cépage de petit verdot ont été récoltés entre le 10 septembre
et le 3 octobre. Donc, c’est un cépage tardif par rapport au cépage Merlot, Syrah, Cabernet
Franc et Cabernet Sauvignon.

3.1.5.2-Comparaison des dates de vendange phénolique et technologique :

Dans le but de comparer les dates de vendange technologique avec celles de vendange
phénolique, nous présentons dans le tableau 111.25 les dates de vendange technologique et

phénolique des différentes parcelles du cépage Petit Verdot sur les quatres millésimes 2008,
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2009, 2010 et 2011. Pour les vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011, toutes les parcelles du

cépage Petit Verdot présentent des dates de vendange phénolique précoces par rapport aux

dates de vendange technologique. Ceci implique une bonne maturité phénolique de ces

parcelles vu qu'elles auront atteint une pleine maturité phénolique avant d'étre vendangé. En

effet, la date de vendange technologique est tardive une semaine par rapport a la phénolique.

Vu que le cépage Petit Verdot est un cépage qui doit étre récolté a une trés forte

surmaturation (environ 10 jours apres le pic d'anthocyanes). Alors, nous pouvons dire que les
parcelles du cépage Petit Verdot ont été vendangées majoritairement & une date optimale.

Dates de Dates de Dates de Dates de

Domaine Parcelle Codex Vendange 2008 Vendange 2009 Vendange 2010 Vendange 2011
Technologique Phénolique Technologique Phénolique Technologique Phénolique Technologique Phénolique
Petit Entre 3-octet 4 Entre 20-oct et
ITANY Verdot ITPVS 03-oct Entre 21-oct et 22-oct 02-oct Entre 16-septet 17-sept  10-sept 30-sept
oct 21-oct
1995
Petit Entre 3-octet 4 Entre 21-oct et
TALDNOUB  Verdot TDPV011 ) ) 26-sept Entre 23-oct et 24-oct 02-oct 13-sept 10-sept ) 30-sept
oct 24-oct
2001-1
Petit Entre 1-octet 3 Entre 22-oct et
TALDNOUB  Verdot TDPV012 ) ) 19-sept Entre 21-oct et 23-oct 02-oct Entre 13-septet 14-sept  10-sept ) 30-sept

oct 25-oct

2001-2

Tableau 111.25: Les dates des vendange technologique et phénolique de chacune des parcelles du cépage Petit Verdot sur
les quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

3.1.5.3-Classification des parcelles.

Aprés avoir évalué la corrélation entre les deux méthodes de suivi de maturité phénolique
(Glories et ITV), une classification des parcelles du cépage Petit Verdot a été menée, en
essayant de regrouper les parcelles suivant les différentes composantes phénoliques. Pour
pouvoir comparer les parcelles du cépage Petit Verdot, nous avons utilisé des indicateurs
fournis par la méthode ITV et Glories. Les valeurs de ces indicateurs sont indiquées dans le
tableau 111.26, ce sont les valeurs moyennes sur les quatre vendanges. Nous avons classifié

les parcelles par la moyenne quadratique de I'écart a la meilleure parcelle.

Les valeurs les plus faibles de EQM montrent un écart trés faible entre la parcelle et les
meilleures valeurs. Le tableau 111.26 montre que la valeur la plus faible de EQM est de 1.2
pour la parcelle TDPVO011. D'ou, cette parcelle est classifiée en tant que meilleure parcelle du
cépage Petit Verdot.

1TV Glories 1TV Glories EQM%
ANT | IPT | ApHL |ApH3.2| PAE% | Mp | ECANT % |ECIPT %| ECApH1% | ECApH3,2% | ECPAE % | ECMp%
ITPV5 504,1 | 274,46 | 1367,63 | 10002 | 73,1 | 654 178 57 95 6,9 0,0 6.1 94
TDPVO1l | 6134 | 291,08 | 1512,00 | 10745 | 711 | 616 0,0 0,0 0,0 0,0 28 0,0 12
TDPV012 | 5750 | 260,00 | 131513 | 946,75 | 720 | 62,7 6,3 10,7 13,0 11,9 16 18 88
Meilleurs | g5, | 2911 | 15120 | 10745 | 731 | 616
valeurs

Tableau 111.26: Les EQM (Ecarts Quadratiques Moyens) des teneurs moyennes ANT et IPT fournis par la méthode ITV
(sur les quatre vendanges) et les teneurs moyennes en ApH1,ApH3.2, PAE% et Mp (fournis par la méthode Glories) sur
les quatre vendanges du cépage Petit Verdot.

~ 152 ~



EL DARRA Nada

CHAPITRE 3 : La maturité phénolique

Pour classifier les parcelles d'une autre méthode, nous avons choisi I’indice polyphénolique
total (IPT) fournis par la méthode ITV pour estimer la teneur en composés phénoliques. Nous
avons également suivi le potentiel total en anthocyanes (ApH1) pour estimer la qualité
phénolique par sa teneur en anthocyanes ainsi que la maturité des pépins (Mp) pour évaluer
la teneur en tanins des pépins. ApH1 et Mp sont fournis par la méthode Glories. Le tableau
I11.27 regroupe les valeurs d’IPT, d’ApHI1 et de Mp avec I’évaluation de chacune de ces

composantes et le classement en groupe des parcelles du cépage Petit Verdot.

: ao e | EValuationde | ApHI1 o e |EValuation| o ces | Evaluation
Echantillon| IPT |Classe I'TPT (mg/L) Classe de ApH1 Mp | Classe de Mp
ITPVS 274.4 2 tres élevé 1367.6 2 Bonne |65.4 2 Insuffisante
TDPVO11 | 291.0 1 trés élevé 1512.0 1 Bonne |61.6 1 Insuffisante
TDPV012 | 260.0 2 tres élevé 13151 2 Tres bonne | 62.7 2 Insuffisante

Tableau 111.27:Tableau regroupant les valeurs d’IPT, d’ApH1, de Mp avec I’évaluation de chacune de ces
composantes et le classement en groupe des parcelles du cépage PV.

En examinant les valeurs moyennes d’IPT, d’ApH1 et de Mp des parcelles du cépage Petit
Verdot sur les quatre vendanges, nous classifions les parcelles en deux groupes : le groupe 1
regroupant la parcelle TDPV011l appartenant a la parcelle Tal Dnoub et le groupe 2
regroupant les parcelles ITPV5 appartenant au domaine Itany et la parcelle TDPV012
appartenant a la parcelle Tal Dnoub. La comparaison des différentes parcelles du cépage sur
les gquatre vendanges montre que TDPVO011 présente les meilleurs teneurs phénoliques et

anthocyaniques avec la plus faible teneur en Mp.

3.1.5.4-Comparaison des vendanages :

Pour comparer les différentes vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011, nous présenterons par la
suite les cinétiques du suivi des différentes composantes phénoliques. Nous débuterons par la
présentation des critéres phénoliques fournis par la méthode ITV (IPT et anthocyanes) de

TDPVO011, appartenant au domaine Itany sur les quatre vendanges (Figure V.a & b).

La comparaison des cinétiques des anthocyanes (mg/L) et de I’'IPT (Figure 111.13.a&b) et
ApH1 et PAE% (Figure I11.14.a&b) montrent que la vendange 2008 présente les meilleures

valeurs par rapport a la teneur en anthocyanes et en composés phenoliques.
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Figure 111.13: Figures représentant les cinétiques des anthocyanes (mg/L) (a) et IPT (b) pour la parcelle TDPVO011 sur les
quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.
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Figure 111.14: Figures représentant les cinétiques de ApH3.2 (mg/L) (a) et PAE% (b) pour la parcelle TDPVO011 sur les
quatre vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

Le suivi de la Mp montre une tendance similaire des quatre vendanges avec les valeurs les

plus faibles pour la vendange 2009 mais pas trop d’écart entre les trois autres vendanges.

90
e
70
60

50

Mp

40
30
20
10

0
29-Aug  5-Sep

12-Sep 19-Sep 26-Sep

3-Oct  10-Oct 17-Oct  24-Oc

— 2008
— 2009
— 2010
— 2011

\R\

Figure 111.15: Figures représentant les cinétiques de Mp pour la parcelle TDPVO011 sur les quatre vendanges

2008, 2009, 2010 et 2011.
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L’ensemble des comparaisons des quatre vendanges au niveau de la parcelle TDPVO011

prouve que la vendange 2008 est la meilleure avec les meilleurs teneurs en anthocyanes, IPT,
ApH3.2, PAE%.

3.2.Evolution du climat de la région d’étude pour les vendanges 2008, 2009, 2010 et
2001:

Le climat a ses diverses échelles est placé dans DI’expression de I’effet terroir. D’ou,
I’importance de la notion du climat quant a la variabilité entre différents cépages et
différentes vendanges. L’effet du climat, sur plusieurs paramétres du terroir, est plus
important que les caractéristiques environnementales du terroir (Van Leeuwen et al., 2004 ;
Cadot, 2008). Il est admis que le climat soit un facteur déterminant de la qualité et de la
typicité du vin (Jackson & Lombard, 1983). Malgré I’importance évidente du climat sur la
qualité¢ du vin, il n’est pas possible de définir des conditions climatiques optimales pour la
production de vins de grande qualité. Suivant les études de Cadot., (2008) la synthese des
composés phénoliques est étroitement dépendante du climat, les conditions climatiques avant
la véraison détermine la teneur phénolique des cellules de la pellicule. Le climat joue aussi
sur la qualité du vin par son effet sur le régime hydrique. Le climat agit sur le bilan hydrique
a travers la quantité et la répartition des précipitations ainsi que par la température. 1l a été
montré qu’une limitation de I’alimentation en eau de la vigne augmente le potentiel qualitatif
de la récolte, surtout pour la production de vins rouges de garde (Trégoat et al., 2002; Van

Leeuwen et Seguin, 1994).

Pour essayer de comprendre le comportement phénolique des différentes parcelles entre les
quatre vendanges, il s’agit d’étudier la pluviométrie et la température moyenne des quatre
années. En effet, la comparaison des cinqg cépages sur les quatre vendanges a montré que les
vendanges 2008 et 2010 sont mieux que les vendanges 2009 et 2011. Nous présentons par la
suite les évolutions de la somme des pluies (mm) et de la température (°C) tout au long des

quatre vendanges (Figures I11.16.a&D).
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Figure 111.16: Figures représentant les cinétiques de la température (a) et de la pluviométrie (b) sur les quatre
vendanges 2008, 2009, 2010 et 2011.

Les cinétiques de la température (Figure 111.16. a) montrent une tendance similaire tout au
long des quatre vendanges. En comparant les valeurs de la température au cours du mois de
septembre vu que c’est le mois durant lequel les pics phénoliques et anthocyaniques ont été
atteints sur les quatre vendanges pour les raisins de cépage CS, nous remarquons une
température plus élevée pour les vendanges 2008 et 2010. Les températures moyennes du
mois de septembre des vendanges 2008 et 2010 sont respectivement (T= 22.16 et 22.42°C),
alors que celles des vendanges 2009 et 2011, sont respectivement (T= 20.55 et 19.37°C).
Pour le cépage Merlot, les mois d'ao(t et de septembre sont les mois pour lesquelles les pics
phénoliques et anthocyaniques sont obtenus pour les différentes vendanges. Pour le mois
d'ao(t, nous remarquons une température plus élevée pour les vendanges 2008 et 2010. Les
températures moyennes du mois d'ao(t des vendanges 2008 et 2010 sont respectivement (T=
25.54 et 26.55°C), alors que celles des vendanges 2009 et 2011, sont respectivement (T=
23.84 et 24.14°C) pour le mois d'aodt. Pour le cépage Cabernet Franc, les pics phénoliques et
anthocyaniques ont été atteints durant le mois de septembre. Alors que pour la Syrah, les pics
phénoliques ont été atteints durant les mois d' ao(t et de septembre. Pour le petit verdot, les
pics ont été atteints majoritairement pour le mois de septembre. Pour les différents cépages,
nous avons validé que les températures notées durant les mois de pics phénoliques sont plus
élevees pour les vendanges 2008 et 2010. Ceci étant correlé avec de meilleures valeurs
phénoliques et anthocyaniques. D'ou, la température plus élevée des vendanges 2008 et 2010
a aboutit a avoir de meilleurs potentiels anthocyaniques et phénoliques des parcelles des
differents cépages. Ce résultat a été déja prouvé par Lorrain et al., (2011) qui ont prouve

qu’un climat plus chaud aboutit a un endommagement des peaux des raisins, améliorant
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I’extractibilité anthocyanique et phénolique, vu que Coombe (1987) rapporte que la

composition en composes phénoliques du raisin présente la méme tendance que celle

observée pour les anthocyanes par rapport a l'effet de la température. 1l a été aussi verifié a ce

niveau par Carbonneau et al., (1992) que 1’accumulation des anthocyanes dans les pellicules

est favorisée par des températures diurnes relativement élevées mais sans exces. En effet, le

régime thermique en période de maturation du raisin est I’'une des variables déterminantes de

la coloration du raisin et de la richesse en ardbmes, anthocyanes et composés phénoliques des
vins (Coombe, 1987; Jackson & Lombard, 1993).

De par la température, la contrainte hydrique a de nombreux effets positifs pour la production
de vins de qualité, d’ou I’intérét d’étudier la pluviométrie au cours des quatre vendanges. La
figure (111.16.b) montre que les millésimes 2008 et 2010 sont des millésimes secs . Leurs
pluviométries respectives (456-561 mm) sont inférieures a la moyenne annuelle (Moyenne
2004-2006 = 699 mm), alors que la pluviométrie des vendanges 2009 et 2011 est
respectivement 720.5 et 711.5 mm. D’aprés nos résultats, les vendanges 2008 et 2010 qui
sont les plus séches présentent les meilleurs potentiels phénoliques et anthocyaniques. A ce
niveau, nous pouvons pas comparer le mois d'aolt pour lequel la pluviométrie était nulle sur
les quatre vendanges. Par contre, ce qui est a noter est durant le mois de septembre, ou la
pluviométrie était respectivement de 3 mm et nulle pour les vendanges 2008 et 2010. Alors
que pour les vendanges 2009 et 2011, la pluviométrie était notable avec des valeurs
successives de 29 et 16.5 mm. D'ou, les vendanges 2008 et 2010, qui sont plus seches que
2009 et 2011, présentent les meilleurs potentiels phénoliques. Ce résultat a été déja prouvé
par des études antérieures qui ont montré que la contrainte hydrique augmente la synthése
des composés phénoliques (Van Leeuwen et Seguin, 1994 ; Trégoat et al., 2002).

De plus, les dates de pics anthocyaniques de ces deux millésimes (2008 et 2010) sont
précoces par rapport aux deux autres vendanges. Ce résultat a été aussi déja démontré que la
sécheresse rend la maturité plus rapide, d’ou la précocité des pics. La précocité du cycle
phénologique dépend essentiellement de la température du sol, qui est en relation avec sa
teneur en eau (Morlat, 1989). La vitesse de maturation est en grande partie déterminée par le
régime hydrique de la vigne (Van Leeuwen et Seguin, 1994). Un déficit hydrique est
favorable a une maturation rapide, car il limite la taille des baies (et donc du compartiment a
remplir avec des sucres). Suivant le méme raisonnement, la plupart des sols secs sont des sols

précoces.
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3.3. Comparaison des meilleures parcelles de chague cépage:
La comparaison des meilleurs parcelles des cing cépages (Cabernet Sauvignon, Cabernet

Franc, Merlot, Syrah et Petit verdot) montre que les meilleurs cépages sont le CF et le PV, les
meilleures parcelles étant ITCF4 du cépage CF et la parcelle TDPV011 du cepage Petit
verdot avec les meilleures teneurs en anthocyanes et composés phénoliques et les valeurs les
plus faibles en Mp. La parcelle ITS9 du cépage Syrah est la parcelle la moins classée avec les
valeurs les plus faibles en anthocyanes et composés phénoliques.

Meilleures parcelles

ApH1
Cépage sélectionnées sur les IPT Mp

(ng/L)

quatre vendanges
Cabernet ITCS41,1TCS42, 1325.5-
181.1-243.4 53.3-59.9

Sauvignon ITCS51,ITCSS2 1441.6
Merlot TDMO002 1245.8 170.3 68.5
Cabernet Franc ITCF4 1504.6 196.7 60.9
Syrah ITS9 1036.4 139.5 61.2
Petit Verdot TDPVO011 1512.0 291 61.6

Tableau 111.28: Les meilleures parcelles sélectionnées des différents cépages sur les quatre vendanges.

3.4.Conclusion:

L’ensemble des suivis des cépages montre une forte corrélation entre les méthodes ITV et
Glories au niveau des pics d’anthocyanes et de composés phénoliques, et au niveau des
classifications des meilleures parcelles de chaque cépage. Les mémes parcelles ont été
sélectionnées par les deux méthodes. La corrélation entre les méthodes Glories et ITV a été
validée sur tous les cépages et sur les quatre vendanges (2008. 2009. 2010 et 2011).

Une fois, les meilleures parcelles de chaque cépage ont été sélectionnées sur les quatre
vendanges, il s’agit par la suite de comparer les cinétiques des teneurs en COMPOSES
phénoligques et en anthocyanes obtenus par les méthodes ITV et Glories entre les meilleures
parcelles des différents cépages et ceci sur les quatre vendanges. La comparaison montre une
bonne corrélation entre les composantes phénoliques fournis par chaque méthode, et ceci a
été valide sur les quatre millésimes. De plus, nous avons pu démontré que chaque cepage du
domaine KSARA, est différent et ses particularités se reflétent notamment dans I'évolution de

la maturation.

La méthode ITV, que nous avons utilisé, est fiable, trés simple, rapide et répétable. Mais, elle

est complémentaire, elle ne se substitue pas aux critéres classiques de détermination de la
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maturité, elle se propose d’apporter une information complémentaire. L’avantage de cette
méthode réside dans sa capacité a renseigner sur le choix de la date de récolte, et sur les
potentiels parcellaires. Mais, la limite de cette méthode réside dans son incapacité a
renseigner sur 1’état des différents constituants (pellicules et pépins). La méthode Glories est
la méthode la plus couramment utilisée pour analyser la quantité de composés phénoliques
dans le raisin. Elle permet de juger la qualité du raisin en mesurant le pourcentage
d’anthocyanes extractibles du fruit. C’est 1'avantage principal de la méthode Glories qui est
un indicateur important de la maturité. De plus, la méthode Glories permet de détecter 1’effet
des différentes pratiques viticoles sur la maturité des raisins, elle donne des informations
qualitatives sur la maturité phénolique, elle renseigne sur 1’état des différents constituants
(pellicules et pépins) et permet d’orienter les méthodes de vinification. La limite de cette
méthode est sa durée qui est trés longue puisqu’elle nécessite une macération de quatre

heures. De plus, la méthode Glories ne permet pas a elle seule de fixer la date de récolte.

D’aprés nos résultats, la méthode Glories est plus utile que la méthode ITV pour la
détermination de la date de vendange phénolique puisqu’elle prend en considération plusieurs
criteres. Mais, il faut noter une importante corrélation entre ces deux méthodes pour la
majorité des parcelles de tous les cépages. En contrepartie, les résultats des méthodes Glories
(1&2) et ITV ont éte difficiles a mettre en corrélation avec les résultats de la méthode de

Folin-Ciocalteau.

Les quatre millésimes permettent une classification des cépages a “potentiel qualitatif élevé”

selon leur adaptation au terroir comme suit:

Les Cabernets Sauvignon ressortent premiers aux domaines de Itany (ITCS41, ITCS42,
ITCS52 et ITCS52) et Taanayel (TACS6).

Les Merlots s’expriment le mieux au domaine Tal Dnoub (TDMO002).
Les Cabernets Francs premiers s’expriment aux domaines Itany (ITCF4).
Les Syrah résultant premiers au domaine Itany (ITS9).

Les Petit Verdot les meilleurs s’expriment aux domaines Tal noub (TDPV011).
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La comparaison de meilleures parcelles des cingq cépages, montre que les meilleurs cépages

quant a leurs riches potentiels phénoliques et anthocyaniques sont le Cabernet Franc et le
Petit Verdot.

Le potentiel qualitatif d’une vigne est valoris¢ par les potentiels phénoliques du raisin. La
comparaison des quatre millésimes (2008, 2009, 2010 et 2011) montre que les millésimes
2008 et 2010 sont caractérises par un climat sec et chaud; les conditions de leurs maturations

étaient bonnes.

Cette étude autorise la connaissance de la richesse en anthocyanes et en tanins de raisin et
celle de leur extractibilité et permet une amélioration de la gestion de la vinification et une
prédiction sur certaines caractéristiques du vin tel que leur composition phénolique. Les
résultats sur quatre millésimes confirment les caractéristiques des terroirs du chateau KSARA

et conduisent une validation des potentiels qualitatifs du parcellaire correspondant.
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Chapitre 4: Ftude du profil phénolique, des activités antiradicalaires,
antioxydantes et antimicrobiennes des extraits phénoliques de variétés

de raisins (ibanais

L’article « A comparative study on antiradical and antimicrobial properties of red grapes extracts
obtained from different Vitis Vinifera varieties » a été publié dans « Food and Nutrition Siences
» Journal. Ce premier article porte essentiellement sur 1’é¢tude du profil phénolique des extraits
provenant de différents cépages cultivés au Liban. Leurs activités antiradicalaires, antioxydantes

et antimicrobiennes ont été également explorées.

4.1. Résumé de ’article:

L’objectif du travail est d’étudier les propriétés antiradicalaires et antimicrobiennes des
composés phénoliques extraits de différentes variétés de raisins fournis par la société Chateau
KSARA Liban. Des études antérieures ont été menées dans le but d’évaluer les activités
antiradicalaires et antimicrobiennes des extraits phénoliques du vin, et de différentes parties de la
baie de raisin (pépins, pulpes et pellicules), mais aucune étude n’a été menée sur la totalité de la
baie. Nous avons déterminé les propriétés bioactives (antiradicalaires et antimicrobiennes) des
composés phénoliques extraits des baies entieres broyées. Le contenu phénolique a été déterminé
par la méthode Folin-Ciocalteau. Une chromatographie liquide a haute performance (CLHP) a
été conduite dans le but de d’identifier et de quantifier les principaux composés phénoliques
flavonoides et non-flavonoides, pour pouvoir leur attribuer les diverses activités biologiques.
L’évaluation de I’activité antiradicalaire a été basée sur la capacité de I’extrait & chélater le
radical libre (DPPH). Durant cette étude, nous avons décrit une nouvelle méthode quantitative
permettant d’évaluer 1’activité antimicrobienne des extraits phénoliques vis a vis de diverses
souche pathogenes, incluant des souches bactériennes gram-négatifs, gram-positifs et des

souches de levures.

L’étude a été menée sur quatre échantillons appartenant a différents cépages (Merlot, Syrah,
Cabernet Sauvignon et Cabernet Franc). Les résultats montrent que le contenu phénolique et

anthocyanique dépend étroitement de la variété de raisin. De plus, 1’identification par CLHP a
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montré que tous les extraits contiennent les acides chlorogénique, caféique, gallique, férulique,
hydroxybenzoique, cinnamique, p-coumarique et protocatéchuique. La concentration de chacun
de ces composés phénoliques varie en fonction de la variété. De plus, les résultats montrent que
globalement les extraits des raisins des différents cépages sont plus riches en composés non-

flavonoides qu’en composés flavonoides.

Concernant 1’étude des propriétés antiradicalaires, les résultats montrent que, les composés
phenoliques extraits de nos échantillons de raisin sont pour la plupart d'excellents neutralisants
du radical libre DPPH. Toutefois, leur activité antiradicalaire est variable en fonction des
cepages, ceci étant certainement di a leur contenu phénolique varié. Une corrélation a été notée
entre le pourcentage d’inhibition du radical et la teneur en composés flavonoides. Un effet
synergique entre les différents composés flavonoides (Quercétine, myricétine, rutine, catéchine

et épicatéchine) peut expliquer le fort pouvoir antiradicalaire de certaines variétés.

Les résultats des tests de sensibilité des souches pathogénes aux extraits de raisins, ont permis de
révéler la présence d’une activité antimicrobienne importante vis-a-vis de quatre souches
pathogenes. La souche a Gram positif : Listeria monocytogenes a montré la plus grande
sensibilité aux différents extraits avec les pourcentages d’inhibition les plus élevés, suivie par les
deux bactéries a Gram négatif : Salmonella arizonae et Escherichia coli puis la souche
levurienne Candida albicans, cette derniere a démontré les plus faibles pourcentages
d’inhibition. Ce résultat peut étre attribué a des différences dans la structure de la paroi cellulaire
entre bactéries a Gram (+) et a Gram (-) d’une part et entre bactéries et levures d’autre part. En
effet, la structure moins complexe de la paroi cellulaire des bactéries a Gram (+), la rend plus
perméable aux composés antimicrobiens. Ainsi, cette étude nous a permis de mettre en évidence
certaines des propriétés biologiques des composés phénoliques, extraits des raisins du domaine
chateau KSARA. A ce sujet, les résultats obtenus ont permis de montrer le réle fonctionnel de
ces molécules, qui ont pu inhiber 1’activité des radicaux libres, et inhiber la croissance de quatre
souches pathogenes susceptibles d'altérer les produits alimentaires ou d'autres produits
industriels. La technique CLHP a pu mettre en évidence les molécules actives, et qui sont
susceptibles de jouer un rdle majeur dans les activités bioactives des extraits. Un effet synergique
a été proposé entre les différents composés phénoliques des différents cépages analysés, ce qui a

élucide les diverses propriétés biologiques observées.
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4.2. ARTICLE: A comparative study on antiradical and antimicrobial properties of

red grapes extracts obtained from different VitisVinifera varieties

(Voir le manuscrit qui suit)
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ABSTRACT

The present work is devoted to the study of antiradical and antimicrobial activities of phenolic compounds extracted
from different grapevine varieties grown in the Bekaa plane—Lebanon. The amount of phenolic compounds in selected
grape extracts was determined by the Folin-Ciocalteau method. Phenolic composition was specified by high perform-
ance liquid chromatography. Free radical scavenging activity was examined by using the (2,2 -diphenyl-1-picrylhy-
drazyl) DPPH assay. The potential antimicrobial activity was studied using a new quantitative method developed during
this work. This activity was tested against several microbial pathogens, including a Gram-positive strain (Lisferia
manocyiogenes), two Gram-negative strains { Escherichia coli and Salmonella avizonae) and a fungal strain (Candida
albicans). According to the results of the present screening study, a great variability in the composition of phenolic
compounds in red grape extracts was detected. All phenelic compounds extracts, demonstrated important scavenging
properties and antimicrobial effect against bacterial and fungal strains. Yet, a different response degree was noticed
depending on the tested microorganism and the phenolic composition of grape extracts. Antimicrobial activity was
more effective against Gram-positive than Gram-negative and yeast strains. Furthermore, our results highlighted a sig-
nificant role of synergistic effect between various phenolic compounds in the free radical scavenging and antimicrobial
activities,

Keywords: Phenolic Compounds; DPPH; HPLC-DAD; Antimicrobial; Antiradical; Grapevines; Synergistic Effect

1. Introduction contain and to the structural elements that bind these
rings to one another [5]. Phenolic grape and wine com-
pounds can be divided into two groups: non-flavonoid
{Hydroxybenzoic and Hydroxycinnamic acids, Stilbenes)
and flavonoid compounds (Anthocyanins, Flavan-3-ols
and Flavonols) [6].

Phenolic compounds are considered to be the most im-
portant compaonents of red wine, due to their direct rela-
tionship with its color, astringency, bitterness, and sus-
ceptibility to oxidation reactions [7]. Furthermaore, phe-
nolic compounds are known by their potent antioxidant,
antimutagenic, antibacterial, antiviral, antifungal and an-
tiulcer activities [8].

Indeed, due to the mobility of the phenolic hydrogen,
phenolic compounds are able to scavenge free radicals
generated continuously by endogenous factors such as
normal physiological metabolism and also by exogenous
"Comesponding author factors including smoking, pollution, infections, sun ex-

Phenolic compounds make up one of the major families
of secondary metabolites widely distributed in the plant
kingdom, and they are found in foods of vegetable origin,
constituting an integral part of our daily diet [1]. Grapes
contain large amounts of phenolic compounds in skins,
pulp and seeds, which are partially transferred to wine
during red wine-making [2,3]. Currently, grape com-
pounds have attracted increased attention especially in
the field of nutrition, health and medicine.

Structurally, phenolic compounds comprise an aro-
matic ring, bearing one or more hydroxyl substituents,
and range from simple phenolic molecules such as phe-
nolic acid to highly polymerized compounds such as tan-
nins [4]. Phenolic compounds are divided into several
classes according to the number of phenol rings that they

Copyright © 2012 SciRes. FNS
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posure and others [9]. The loss of hydrogen causes the
formation of a highly stabilized mesomeric radical.

Several studies have highlighted that phenolic com-
pounds by virtue of their antioxidant capacity participate
in the prevention of various chronic diseases in which an
oxidative stress is potentially involved [10].

Mowadays bacteria, yeasts and free radicals cause real
health problems because of their involvement in many
diseases mainly those in which an oxidative stress is in-
volved such as cancer and cardiovascular disease and in
food bome discases [11). Currently there is a growing
scientific interest to use natural antibacterial compounds,
as biopreservatives face to conventional synthetic addi-
tives, due to consumer preferences towards more natural
and healthier products [12]. Thus the role of natural phe-
nolic compounds extracted from plant reaches its par-
oxyme and the addition of these natural compounds to
food products has therefore become popular as a means
of increasing shelf life and to reduce wastage and nutria-
tional losses by inhibiting microbial growth and delaying
oxidation [13].

The aim of the present work was to assess the anti-
radical and antimicrobial activities of phenolic com-
pounds extracted from grapevine varieties of Chiteau
KSARA-Bekaa-Lebanon. Several previous studies have
been conducted to evaluate antioxidant activity as well as
antimicrobial activity of phenolic extract from wines or
grapes seeds, skins and pulps [14-16]. As a first study in
Lebanon two of the most important biological activities
of phenolic compounds, antiradical and antimicrobial,
have been tested on phenolic extracts prepared from the
whole grape berries. The phenolic content of these grape
extracts was determined by the Folin-Ciocalteau method.
An HPLC-DAD method was conducted for the determi-
nation and quantification of the main phenolic com-
pounds belonging to flavonoids and non-flavonoids mo-
lecules in order to determine the influence of these mo-
lecules towards their bioactive properties. The evalua-
tion of antiradical activity was based on the capacity of a
sample to scavenge the DPPH radical. In this work, we
deseribe a new and innovative gquantitative method for
the evaluation of the antimicrobial activity of red grapes
phenolic compounds against various pathogenic strains,
such as Gram-positive and Gram-negative bacteria and
yeasts.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material

The grapes examined in our study were harvested in the
vintage 2009, at optimum maturity from vineyards in the
province of Bekaa-Chitean KSARA S.A L, Lebanon. At
their optimum phenolic maturity, these grapes have both,

Copyright © 2012 SciRes.

a high content of phenolic compounds and a good ex-
tractability [17].

All samples analyzed were V. vinifera species from
different cultivars. The varieties chosen were: Merlot,
Syrah, Cabernet franc and Cabernet Sauvignon, the most
important red grape varieties that can be encountered in
the Lebanese vineyard. We should notice that this study
is applied for the first time in the Lebanese vineyard.

2.2. Chemicals and Reagents

Solvents used for high-performance liguid chromatogra-
phic analysis were: Methanol (Merck, Darmstadt, Ger-
many) and Formic acid (Scharlau, Barcelona, Spain) of
HPLC ultra gradient grade. HPLC grade water (Merck,
Darmstadt, Germany) was also used. Folin-Ciocalteu’s
phenol reagent; Sodium Carbonate; 2, 6-di-tert-butyl-4-
methylphenol (BHT); 2.2-diphenyl-bpicrylhydrazyl{ DPPH)
radical and Tris-HC] buffer were obtained from Sigma
(Aldrich).

Phenolic Standards: Gallic acid, Protocatechin, Hydro-
xybenzoic acid, Catechin, Epigallocatechin, Caffeic acid,
Chlorogenic acid, Epicatechin, p-Coumaric acid, Gallo-
catechin gallate, Ferulic acid, Resveratrol, Cinnamic acid,
Rutin, Myricetin, Quercetin and Kaempferol were pur-
chased from Sigma (Aldrich) Laboratories.

2.3, Microbial Strains and Growth Conditions

Antimicrobial activity was screened against two Gram
negative bacteria: Escherichia coll ATCC 10536 (E. coli)
and Salmonella avizonae ATCC 13314 (5. arizonae), one
Gram positive bacteria: Listeria monocyiogenes ATCC
19111 (L. monocyiegenes), and one yeast strain: Candida
albicans ATCC 10231 (C. albicans).

Chloramphenicol (Sigma, Aldrich) and Amphotericin
B (Sigma, Aldrich) were used respectively as the refer-
ence antimicrobial and antifungal standards.

All strains were cryo-preserved at —80°C. £, coli was
cultured in Luria Broth, 5. arizomge in Trypticase Soy
Broth (BioMérieux, Marcy L Etoile, France), L. mono-
cyiogenes in Trypticase Soy Broth-Yeast Extract (Bio-
Mérieux, Marcy LEtoile, France), while the yeast strain
C. albicans was maintained in Yeast Glucose Chloram-
phenicol Broth,

For experimental use, the microorganisms were sub
cultured in agar media, incubated for 24 h at 37°C for
bacteria and 30°C for veast and used as the source of
inoculums for each experiment. After incubation, each
microorganism was suspended in 5 mL of appropriate
broth and incubated for one hour at adequate temperature
with agitation. Cultures growth was followed by the tur-
bidity measurement at 630 nm, until it achieved the tur-
bidity of 0,5 McFarland standard, which is equal to an

FNS
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inoculum containing approximately 10* cfu/mL [18].

2.4. Sample Preparation and Extraction

In our study, 239 samples of red grapes extracts from
different varieties were analyzed and quantified. Ac-
cording to their phenolic maturity, four samples present-
ing the greatest phenolic maturity were selected. The
phenolic constituents from the whole grape berries were
extracted using conventional solvent extraction proce-
dure. The extraction protocol was developed and opti-
mized in our laboratory [19]. Briefly, to extract phenolic
compounds, ten grams of homogenized grape berries (in
high speed grinder) were mixed with 15 mL of acetone
solvent (acetone/water 85/15, v/v) at room temperature.
Contact time was 3 to 4 days. When the extraction is
completed, the mixture is centrifuged at 2500 rpm for 15
minutes, at 20°C. When completed, the supernatant was
recovered and transferred into new tubes and incubated
for two days at 40°C to ensure the complete evaporation
of the solvent. After the extraction, samples were filtered
through 0.2 pm syringe filters .The resulting extract was
stored at —20°C protected from light.

2.5. Determination of Total Phenolic Compounds
Content Using Folin-Ciocalteau Method

The total phenolic content was determined according to
Folin Ciocalteu (FC) method [20]. An aliquot of 10 ul of
the sample solution was mixed with 100 pl of commer-
cial Folin-Ciocalteau reagent and 1580 pl of water. After
a brief incubation at room temperature (5 min), 300 pl of
saturated sodium carbonate was added. The color gener-
ated was read after 2 h at room temperature at 760 nm
using a UV-Vis spectrophotometer (UV-9200, BioTECH
Engineering Management, UK). A calibration plot of
absorbance versus phenol concentration was made using
Gallic acid as standard. The total phenolic compounds
content in samples was evaluated from the generated
absorbance value.

2.6. Determination of Anthocyanin
Concentration

The concentration of free anthocyanins in red grapes
extracts sclected was analyzed by bleaching with bisul-
phite [21]. The bisulfite bleaching procedure requires the
preparation of two samples, each containing 1 ml of
grape extract, 1 ml of ethanol (EtOH), 0.1% Chlorydric
acid (HCI) and 20 ml of HCI at 2% (pH 0.8). For the two
samples, 4 ml of water (H,0) are added to 10 ml of the
first sample, 4 ml of sodium bisulfite solution, are added
to 10 ml of the second sample and the mixture is diluted
by half. The difference in optical density (AOD) at 520
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nm is measured on a | cm optical path. By comparison
with a standardized anthocyanin solution, the concentra-
tion is given by the following equation:

C (mg/l) = AOD * 875
875 is the slope of the calibration curve obtained from
Malvidin-3-glucoside.

2.7. HPLC Analysis

Polyphenol analyses of the extracts prepared from the
whole red grapes were performed by high-performance
liquid chromatography (HPLC). Prior to analytical chro-
matography, samples and standards were purified by
filtration through 0.2 pm syringe filters to remove inter-
ferences of sugars and organic acids from the crude sam-
ple. An equipment consisting of a liquid chromatography-
KNAUER apparatus coupled to a diode array detector
was employed. Analyses were performed on a Spherisorb
ODS-2 (5 mm, 250*4.6 mm), at a flow rate of |
mL-min ', using a 20 pL injection volume, detection at
280 nm and 320 nm, and the elution programme given in
Table 1. Eluent A was 2% aqueous Formic acid and elu-
ent B: 69% Methanol (MeOH), 29 % HPLC water and
2% Formic acid. Identification was based on comparing
retention times of the peaks detected with those of origin-
nal compounds, and on UV-Vis on-line spectral data.
Quantification was accomplished using the phenolic
standards solutions. Results were expressed as mg/ml
grape extract volume [22].

2.8. Biological Activity of Grape Extracts

The antiradical and antimicrobial capacity of phenolic
compounds, in a general was well known [23.24]. As
previously described, individual phenolic compounds
present in grape extracts were identified and quantified,
but we choose to submit the entire extracts to the bio-
logical activity studies. In fact, total food extracts may be

Table 1. Linear gradient used for the separation of phenolic
compounds present in grapes.

Time (min) Solvent A (%) Solvent B (%)

0 100 0

3 100 0

10 90 10

ol 60 40

20 40 60
105 20 80
120 0 100
140 100 0
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more beneficial than isolated constituents, since a bioac-
tive individual component can change its properties in
the presence of other compounds present in the extract
[25] corresponding to a synergistic effect.

2.8.1 Free Radical Scavenging Activity
The scavenging activity of DPPH free radical by grape
must was determined according to the method reported
by [26,27]. The free radical scavenging activity of ex-
tracts were examined by comparing to those of known
antioxidants such as butylhydroxytoluene (BHT) (a syn-
thetic antioxidant) and resveratrol (a natural antioxidant)
by 1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Each extract
or positive control (BHT or Resveratrol) was diluted at a
series of extract concentrations of 1, 5, 10 and 50 pg/mL.
In each reaction, an aliquot of 50 pL of the diluted ex-
tract was added to 3.9 mL of DPPH solution in Methanol
(0.1 mM) and 450 pl of Tris-HC1 buffer, Absorbance at
517 nm was measured after 30 min of incubation at room
temperature using pure Methanol as a blank. All samples
were analyzed in duplicate.

The percentage of inhibition of the DPPH was deter-
mined as follows:

% inhibition = [{absorbance of control — absorbance of
test sample)/absorbance of control]* 100

The free radical scavenging activity of Lebanese grape
extracts was evaluated by the decrease in the peak area of
the DPPH radical which exhibits a deep purple color with
maximum absorption at 517 nm. Antioxidant molecules
can quench DPPH free radicals, resulting in decoloration
of DPPH because of their conversion into a colorless
product.

2.8.2. Antimicrobial Activity
To determine the antimicrobial effect of the grape ex-
tracts, a new quantitative method was adapted. Aliquots
of 200 pL bacterial or fungal pure cultures previously
prepared (L. monocyiogenes or 8. arizonce or E, colior C,
albicans) were mixed with 200 pL of each sample or
antimicrobial agent {Chloramphenicol), antifungal agent
(Amphotericin B) and phenolic standards (Resveratrol,
BHT, Gallic acid) used as positive controls at a concen-
tration of 5 mg/mL and grown at 37°C (for bacterial
strains) and 30°C (for fungal strain) for 24 hours with
agitation. A negative control was also applied under the
same experimental conditions, by replacing the grape
extracts with the adequate broth for each microbial strain.
After appropriate incubation, serial dilutions from
stock solutions were prepared in adapied broth for each
strain. 500 ul from the 107 dilution was suspended into
20 mL agar medium and homogenized, then transferred
into Petri dishes.

Copyright © 2012 SciRes.

All plates were incubated for 24 h at 37°C for bacterial
strains and 30°C for the fungal strain. After incubation
the numbers of bacteria or yeast colonies that grow on
each plate were counted.

The inhibitory effect was calculated using the follow-
ing formula:

% Inhibition = (1-T/C)*100,
where T = cfu/ml of test sample and C = cfu/ml of nega-
tive control [28].

2.9. Statistical Analysis

Each modality was conducted in duplicates and analysis
repeated twice. Means and standard deviations of data
were caleulated. Two way analysis of variance (ANOVA)
followed by Fisher's LSD {Least Significant Difference)
were performed to compare the means of the different
investigated responses and to determine statistical sig-
nificance. For each analysis. significance level of 5 %
was assumed. All statistical analyses were performed us-
ing Statgraphics 5.1 (Statpoint Technologies Inc, USA).

3. Results and Discussion

3.1. The Content of Polyphenols and
Anthocyanins in Grape Extracts

The phenolic composition 15 an important quality pa-
rameter of red grape, which affects the guality of the re-
sulting wines, Its knowledge is essential to classify red
grapes varieties, In our study, 239 samples of red grapes
extracts from different varieties were analyzed and quan-
tified. Among these extracts, four were chosen for their
high phenolic content and antiradical activities,

In order to classify the Lebanese grape varieties, a
prior analysis of the phenolic and anthocyanin content of
these four grapes exiracis was done. Table 2 presents the
total concentration of phenolic compounds (mg GAE/L)
and anthocyanins concentrations (mg/L) of the Lebanese
red grapes extracts (Merlot, Syrah, Cabernet Sauvignon
and Cabernet Franc) used in this study. Based on statis-
tical analysis by Fisher's LSD test. Table 2 showed sig-
nificant differences between phenolic content of the dif-
ferent grapes cultivars. Results showed that the total
phenolic content of the different varieties was quite
variable. This result was also proved [29], within a study
on the polyphenolic content of different grape varieties.
The variability found in total phenolic content between
different cultivars confirmed the hypothesis that genetic
and environmental factors [30-32], are key influencers of
a cultivar’s phenolic content.

Table 2 showed that the anthocyanin concentration is
also dependant from the variety. However, statistical
analysis showed that enly Syrah presents significant dif-
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ferences comparing to the other varieties. Whereas, non- centration for different red grape varieties.

significant differences were noticed between anthocyanin Every family of polyphenols is directly responsible for
concentration contents of the other cultivars (Merlot, the special characteristics of specific grapes varieties. In
Cabernet Sauvignon and Cabernet Franc). This result order to explain the physiological activities of phenolic
confirmed the hypothesis that apart from the genetic compounds present in our different red grape extracts, an
background, several agroecological factors, such as ma- identification and quantification of these compounds
turation [33], ripening stage [34], cultivar [31], cli- mate were done before testing their antiradical and antimicro0
[35]. stress levels [32], soil conditions vine water status bial activities. Therefore, different phenolic compounds
and cultural practices) are able to impact the level of flavonoids and non-flavenoids were chosen as standards

polyphenols and anthocyanin contents of red grape ex- because of their biological and pharmacological interest
tracts. Therefore, these factors can be used to modify the and their contents were determined by reverse-phase
phenolic composition of red grapes, which explains the HPLC (Tables 3 and 4). The concentration of the compo-
differences between the phenolic and anthocyanin con- nents was calculated from each chromatogram peak area.

Table 2. The weight (2) of grape berries, the phenolic (mg GAE/L) and the anthocyanin (mg/L) contents in the red grape va-
rietics. The given values are the means of two repetitions.

Weight (g) of 100 grape  Polyphenols concentration Anthocyanins concentration

Girape varieties Codex berrics (mg/L) (mg/L)
Merlot KAM32 151.3" a101.4" 5307
Syrah ITS9 176,3" 13801.4° SR

Cabernet Sauvignen TACS22 136.5° 12858.5" 528"

Cabenet Frane ITCF4 123,54 8RI15.T 528"

oI tarks with the same superscript letters were not significantly different within the same column (L5D test, 5% level)

Table 3, Non-flavonoid contents of the red grape varieties. (-) corresponds to a none-determined quantity.

Non-flavonoids (mg'ml)

. Stilbenes N
Grape . N Phenolic acids {mg'ml)
varicties Cadex {mg/L)
) Chlorogenic  Caffeic  Gallic  Ferrulie  Hydroxybenzeie  Cinnamic  p-Coumaric  Protocatechuic
Resveratrol - - L - o - - -
acud acid acid acid acid aeid wcid acud
Merlot KAM33 0.20 .04 .08 0.37 002 [N} o5
Syrah ITs% 054 104 o 014 (LiKE 0.01 0,98 .06 L33
Cabernel — py egoy 1.67 003 001 0.9% - 1.47 o 0.01 018
Sauvignon
Cabernet ITCF4 .97 002 001 013 - - 1.49 .00 012
Franc
Table 4. Flavonoid contents of the red grape varieties. (-) corresponds to a none determined quantity,
. . Flavonoids (mg/ml)
s Codex
: Quercetin - Kampheral  Myricetin - Rutin - Catechin - Epicaiechin Epigallocatechin - GallocatechinGallate
Merlot KAM33 .05 0.04 042 o 017 0.23 o .99
Syrzh ITS% 0.28 0.10 021 o o o o (AL]
Cabermet — pyegrr 0o 030 181 022
Sauvignon
Cabernet Franc  ITCF4 ) ) 0.0% ) 04 015 635
Copyright © 2012 SciRes. FNS
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HPLC analysis of phenolic compounds in red grape
extracts showed that most of the non-flavonoid and fla-
vonoid compounds chosen have been identified in the
different red grapes varieties of vintage 2009. Table 3
showed that the amount of non-flavonoid content and
especially resveratrol is dependent on the red grapes va-
ricties and that the Cabernet Sauvignon variety was
richer in resveratrol than other cultivars, which was con-
firmed by Sun er al., 2006 [36]. The latter confirmed that
stilbenes (Resveratrol) content is largely dependent of
grape varieties. The phenolic pattern of grape extracts
contains Chelorogenic acid, Caffeic acid, Gallic acid.
Ferulic acid, Hydroxybenzoic acid, Cinnamic acid, p-
Coumaric acid and Protocatechuic acid. The concentra-
tion of each of these compounds varies between different
cultivars.

Moreover Table 4 showed that the flavonoid content
of grape extracts was variety dependent as well. The phe-
nolic pattern of grape extracts contains Quercetin, Ka-
empferol, Myricetin, Rutin, Catechin, Epicatechin, Epi-
gallocatechin, and Gallocatechin gallate.

Also Table 4 showed that Merlot and Cabernet Sau-
vignon varieties were the only cultivars that contain
Catechin. This result was confirmed by other authors whao
showed that Cabemnet Sauvignon and Merlot were the
cultivar in which the Catechin is the main compound [37,
38].

To determine the total phenolic content of the grapes
varieties, the total of flavonoid, non-flavonoid and phe-
nolic acid contents of the four red grapes varieties were
calculated (Table 5). Table 5 showed that flavonoid,
non-flavonoid and phenolic acid contents were signifi-
cantly different between the four grape varieties. Of these
compounds, non-flavonoid-compounds especially pheno-
lic acids are in higher concentration than the flavonoid
compound at the exception of the variety Merlot KAM
33,

Table 5 showed that the greatest range of non-flavon-
oid was found in the grape extract of Cabernet Sauvignon
TACS22 and the lowest in the grape extract of Merlot
KAM33, with high flavonoid content for both cultivars.
Therefore to present a global overview on the phenolic

profiles of TACS22Z and KAMA33, two representative
chromatograms of these two samples are illustrated in
Figure 1.

Figure 1({a) represents the chromatogram for the Mer-
lot KAM33 and Figure 1(b) for the Cabernet Sauvignon
TACS22. The results showed that non-flavonoid com-
pound especially Resveratrol were present in greater
amounts in Cabernet Sauvignon TACS2 than in Merlot
KAM33.

3.2, Radical Scavenging Effect Assay

The free radical scavenging activity of red grape extracts
was assessed by DPPH assay. From a methodological
point of view, the DPPH (2,2,-diphenyl- | -picryhydrazyl)
method [39], is recommended as easy and accurate me-
thods for measuring the antiradical activity of fruit and
vegetable juice or extracts.

The scavenging effects of ethanolic extracts from red
grapes from different varieties were examined and com-
pared. Several concentrations of red grapes extracts
ranging from 1 - 50 pg/mL were tested for their scav-
enging activity in vitro model. As shown in Figure 2, the
amount of DPPH decreased in the presence of grape ex-
tracts. Therefore, radical scavenging activity increased
with increasing percentage of the free radical inhibition.
Figure 2 showed also that free radicals were scavenged
by the test compound in a concentration dependent man-
ner in the model. Figure 2 showed that all the test sam-
ples have a significant inhibitory activity against the
DPPH radical, but the higher inhibition of DPPH radical
by extracts samples was observed at a range of 50 pg/mL.
This result is in agreement with the study of the scav-
enging activity of the seed methanolic extracts of three
Vitis vinifera realized by Safdani Tounsi M. ef al. 2009
[40], who showed that all seed extracts showed remark-
able DPPH radical scavenging activity at a concentration
of 50 pg/mL,

Figure 2 showed also that the scavenging activity was
different between the grape varieties, which was due to
the difference in their phenolic compounds contents,

Tao find the contribution of different phenolic content

Table 5. Flavonoid, nen-flavenoid and phenolic acid contents of the red grape varieties.

Grape varieties Codex
Merlot KAM33
Syrah 1T59
Cabemet Sauvignon TACS22
Cabernet Franc ITCF4

Flavonoid (mg/ml}

19"

Non-flavenoid (mg/ml) Phenolic acid (mg/ml)

087! 066"
345" 261"
435" 268
2.78¢ 1.7%

**iharks with the same superscript letters were not significantly different within the same column (L5D test, 3% level)

Copyright © 2012 SciRes.
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Figure 1. HPLC chromatogram of red grape extracts of two
varieties (a) Merlot KAM 33 and (b) Cabernet Sauvignon
TACS22. Peak identification: 1. Hydroxybenzoic acid, 2.
Catechin, 3. Caffeic acid, 4. Chlorogenic acid, 5. P-coumaric
acid, 6. Resveratrol, 7. Myricetin.

100 =
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40

% Inhibition DPPH

KAM33 ITS9

TACS22 ICTF4

Figure 2. Free radical scavenging activity of red grapes
varieties extracts measured by the DPPH assay.

Copyright € 2012 SciRes.

in the scavenging activity of the grape phenolic extracts,
Table 6 presents the flavonoid and non-flavonoid con-
tents of grape extracts with the inhibition of the free
radical DPPH. A correlation between the flavonoid con-
tent and the inhibition of the DPPH radical was noticed
in Table 6. In fact, it seems to be clear that the basic
structure of compounds and other structural factors are
very important in the scavenging mechanism [41]. Table
6 showed that the scavenging effects of red grapes on
DPPH radicals increased when the flavonoid concentra-
tion increase. This result showed that flavonoid are the
main responsible of the scavenging activity of red grape
extracts, which was also proved by many studies [42,43].
Earlier studies indicated that the ability of flavonoids to
incactivate peroxyl radicals was in the main better than
the small phenolic antioxidants [44]. Other approaches
also have established that the position and degree of hy-
droxylation is fundamental to the antioxidant activity of
flavonoids [45].

Moreover, Table 6 showed significant differences
between scavenging activities of the different grapes cul-
tivars, Cabernet sauvignon grapes extract and merlot
have the greatest activity toward DPPH radical, but there
were not the extracts with the highest phenolic content.
Many authors confirmed that there is an insignificant
correlation between free radical scavenging capacity and
phenolic content, suggesting the presence of further phe-
nolic components or interactions involved in the antioxi-
dant potential [46].

In fact, in the phenolic pool of red grapes, there are
some secondary compounds that are important for their
antioxidant activity: Catechin and Epicatechin (flavan-
3-ols), Quercetin [47.48] and its glycoside Rutin (fla-
vonols), and trans-Resveratrol (stilbene). These com-
pounds have been proven to be potent antioxidants and to
have important biological, pharmacological and medici-
nal properties [49]. In our study, TACS22 and KAM33
represent the greatest scavenging activity due to their
high concentration of these compounds. Theses extracts
contain most of the flavonoids components identified by
HPLC (Tables 3 and 4). A synergistic effect of these
various phenolic compounds could explain the high
scavenging activity of the TACS22 and KAM33 extracts.
This effect was also discussed by Sun and Ho, 2005 [36]
who proved that the synergistic effect of the antioxidants
in the extracts should also be considered.

The Cabernet franc extract represents the lowest scav-
enging capacity, due to the absence of Quercetin and
Catechin in this extract.

After studying the scavenging activity results, an an-
timicrobial studies on the efficacy of the phenolic com-
pounds of Lebanese red grapes extracts to inactivate the
bacterial and fungal strains should be discussed.
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Table 6. Flavonoid, non-Mlaveneid and % of inhibition of the extracts.

Cirape varietics Codex Flavonoid {mg/ml) Non-flavonoid (mg/'ml ) Yo inhibition DODPH
Merlat KAM33 19" 0.87 7"
Syrah ITs9 LT 345" 05"
Cabernel Sauvignon TACS22 2.5 435" 78
Cahernet Frane ITCF4 1.3 2,75 524
Edptarks with the same superseript betters were not significantly different within the same column (LSD test, 5% level),
3.3. Antimicrobial Assays 100 - CJecon
Dug to the development of resistant microbial strains, the I.E =] Salmonella arizonas
number of publications on antimicrobial activity of phe- s0H N i
nolic compound is increasing, The two most commonly [\ % -
used methods for the screening of the potential antim- = W & T %i }{ i
icrobial plant compounds were the dise diffusion test and 2 sy N 1 K % |
the dilution plate assay. These technigques do not distin- 5 N i [\
guish bactericidal and bacteniostatic effects and permit to £ N N \I §
determine just an approximate minimum inhibitory con- =N N \1 \ \
centration (MIC) [50]. Recently, the microplate method < N N 0
was used to the screening of antimicrobial compounds. It 2ol [\
provided a potentially useful technique for determining - ] [\ N N
MICs of large numbers of test samples. It consisted on [\ \|
adding phenolic extract on the well of an ELISA tray 0 [N N
filled with the exponentially growing culture {about 10° © Resveratrol BT Gallic KAM33 ITS9 TACS22 TCF4
acid

colony-forming units/ml). The plate was incubated at
37°C for 18 h, agitated and the absorbance read after the
incubation were subtracted of those read before, at the
same wavelength (620 nm). The application of this
method was not adequate on the grape extract. This is
due to the fact that the red grape exiract and the inoculum
of bacteria read at the same absorbance which induces an
interference of the color of the tested substance with the
bacteria. In order to avoid this problem, a new quantita-
tive method was adapted in our study to determine the
antimicrobial efficacy of the Lebanese red grape extracts.
It consists on counting the numbers of bacteria or yeast
colonies that grow on each plate after the addition of the
phenolic extract on the plate containing the bacterial or
fungal culture.

Antimicrobial activities of antimicrobials agents (Chlo-
ramphenicol), phenolic standards (Resveratrol, BHT, Gal-
lic acid) used as positive controls (al a concentration of 3
mg/mL) and red grape extracts against Gram-negative
strains (8. arizonae and E. coli), Gram-positive strain (L.
monocviogenes) and a fungal strain (C. albicans) were
studied. The antimicrobial activity toward S. arizonae
and E. coli (Gram-negative strains) is presented is Figure
3.

Figure 3 showed that Chloramphenicol presented the
highest growth inhibition on Gram-negative strains, and
that natural phenolic compounds has more effect than

Copyright © 2012 SciRes.

Figure 3. Antimicrobial activity of C, phenolic standards
and red grape extracts of vintage 2009 against Gram-nega-
tive strains (Salmonella arizonae and Escherichia coli).

synthetic phenolic compounds (BHT). It showed also
that grapes extracts inhibited the growth of Gram-nega-
tive strains. But a different response degree was noticed
between the two strains, depending on the tested micro-
organism to grape extracts. To explain the antimicrobial
activity of phenolic extracts against Gram-negative, a
relation between the phenolic content and the inhibition
growth should be done. ITS9 and TACS22 exhibited
more antimicrobial activity on Gram-negative strains
than other grape extracts studied. This could be explained
by the phenolic composition of theses 2 extracts. ITS9
and TACS22 were rich in phenolic acids, known by its
growth inhibition on Gram-negative strains. In fact, sev-
eral studies showed the antimicrobial effect of phenolic
acid on Gram-negative strain. Papadopoulou ef af., 2005;
Butkhup L. ef al, 2010 [14,50] studying the action of
phenolic compounds on Gram-negative bacteria found
that phenolic acids are likely to exhibit antimicrobial
activity toward Gram-negative strains. Moreover ITS9
and TACS22 are also rich in Resveratrol and Quercetin,
known by their antibacterial effect against £ coli and
Salmonella [51]. Therefore, a synergetic antimicrobial
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effect noticed between phenolic acids, Resveratrol and
Quercetin for ITSY and TACS22, could explain their high
antimicrobial activities toward Gram-negative strains.
Figure 3 showed also that red grape extracts presented
for some samples higher inhibition that phenolic stan-
dards (at 5 mg/ml), and we should noticed that the con-
tent of these phenolic standards in grape extracts are
(much lower than 5 mg/ml), which proves the efficiency
of the synergetic effect of different phenolic compounds
found in grape extracts.

In addition, KAM 33 had a growth inhibition towards
E. coli but less than the others because he is poorer in
Resveratrol which proved that the Resveratrol is one of
the responsible of the imhibition effect on the E. coli. So
the inhibition of E. coli by KAM 33 i1s due to a synergetic
antimicrobial effect between Gallic acid, p-Coumaric
acid and Quercetin. And a synergetic effect between Res-
veratrol and Cinamic acid explained the £ coli inhibi-
tion by ITCF4.

Within a comparison between the antimicrobial effect
of grape extracts against . coli and §. arizonae, we no-
ticed that KAM 33 have more effect on 8. arizonae than
E. cali. Therefore, Resveratrol has probably more effect
on £ coli than 8. arizonae because while testing the phe-
nolic standards resveratrol on the two bacterial strains, a
more pronounced effect on E. coli was detectable, Fur-
thermore, KAM 33 the poorer extract in Resveratrol pre-
sents a good inhibition against 5. arizonge. But KAM 33
is rich in flavonoid content. So, flavonoids present a
good inhibition on S. arizonae. This is also proved by the
fact that ITCF4, the poorer extract in flavonoid content
represent the lower inhibition of 5. arizonae. This result
showed the importance of the role of flavonoid compo-
nent on the antimicrobial activity. Anastasiadi er all
(2009} [52] showed that flavonoids are known to possess
antibacterial activities, which have been attributed to
their interaction with extracellular soluble proteins and/or
bacterial cell walls,

Antimicrobial activity of Chloramphenicol, phenolic
standards and red pgrape extracts toward L. manocyio-
genes (Gram-positive strain) and C. albicans (yeast straimn)
are presented respectively in Figures 4 and 5.

Figure 5 showed that Amphotericin B presented the
highest growth inhibition on C. afbicans, and that a na-
tural phenolic compound has more effect than synthetic
phenolic compounds (BHT).

Furthermore, Figures 4 and 5 showed that [TS9 and
ITCF4 exhibit the same inhibition profile against L.
monocyiagenes and C. albicans. ITCF4 and ITS9 are not
the richer compound in flavonoid content but are the
richer in phenolic acid, mainly in Cinnamic acid, known
by its inhibition activity against L. menecviogenes [53]
and C. albicans. Phenolic acids are the most active com-

Copyright © 2012 SciRes.

ponents in inhibiting the growth of pathogens. In fact,
TACS22 does not contain Cinnamic acid but contains
Hydroxybenzoic acid which has a near structure. But,
Cinnamic acids, due to their propenoic side chain, are
much less polar than the corresponding Hydroxybenzoic
acids and this property might facilitate the transport of
these molecules across the cell membrane, which might
be related in turn to the stronger inhibitory effect [54].
For KAM 33, it is mainly p-Cowumaric acid and Gallic
acid which are responsible of the inhibition activity. This
result is in agreement with several studies. Masquelier,
1988 [55] showed that p-Cowmaric acid is particularly
active against Gram-positive bacteria. Rodriguez Va-
quero, 2007 [56] showed also that flavonoid are active
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Figure 4. Antimicrobial activity of ('", phenolic standards
and red grape extracts of vintage 2009 against Gram-posi-
tive strain.
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Figure 5. Antimicrobial activity of Amphotericin B (A"),
phenolic standards and red grape extracts of vintage 2009
against a fungi strain.
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Table 7. Antimicrobial activity of the extracts.

% growih inhibition Gram-negative

%% gmwth inhibition oy iu'owlh inhibition

Grape varieties Codex Gramepositive Fungi
E cali Serlmonella arizonae Listeria monocyiogenes Ceandida albicans
Merlot KAM33 53 63! 70 s0°
Syrah Irss 78 76" &4 63"
Cabernet Sauvignon TACS22 it [T T4 47
Cabernet Frane ITCF4 63 3" g1" 35"

2 dpfarks with the same superscript betters were not significantly different within the same column (LSD test, 5% level).

against L. monocytogenes. These results showed that this
observation may be rationalized considering the possible
synergistic activity among polyphenols that i1s applied in
the extracts.

The antimicrobial activity pattern of red grape extracts
indicates that different classes of phenolic compounds
are most likely to be the active substances in inhibiting
the growth of E.coli, 8. arizenae, L. monocviogenes and
C. albicans. The summary of the antimicrobial activities
of the red grape extracts against theses bacterial and
fungal strains is presented in Table 7. The values shown
are the means from duplicate experimental performed
twice on every strain. Significant differences were ob-
served between antimicrobial activities of the different
grapes cultivars.

Table 7 showed that most of the grape extracts exhib-
ited some kind of antimicrobial activity against bacterial
and fungal strains. But this response varies, depending on
the tested microorganism to grape extracts. The L. mono-
cytogenes was the most sensitive microorganism. In al-
most all grape extracts, the inhibition for Listeria mono-
cytogenes (OGram-positive) was greater than for £ cofli
and 8. arizonae (Gram-negative strains), indicating that
the Gram-positive strain was more sensitive than the
Gram-negative ones. Our results were in agreement with
several studies done on the antimicrobial activity of wine
extracts on  Gram-positive strain and  Gram-negative
strains. Jayaprakaska ef al. 2003, and Papadopoulou e
al., 2005, [14,28]. showed that phenolic extracts were
more effective antibacterial fraction against Gram-posi-
tive bacteria when compared to Gram-negative bacteria.
This observation can be attributed to differences in the
structure of bacteria cell wall. The less complex structure
of the cell wall in the Gram-positive bacteria makes it
more permeable to the antimicrobial compounds.

Furthermore, Table 7 showed that the tested bactena
showed more sensitivity to the investigated extracts than
the yeast strain. In all tests, the mhibition of C. afbicans
was smaller than the inhibition measured for Lo monocy-
togenes, E. coli and 8. arizonae. It appears that the yeast
strains were more resistant to wine phenolics than the

Copyright © 2012 SciRes.

bacterial strains, which has been observed by other re-
searchers too [14,.28.50]. These different resistant pat-
terns are likely to be related to differences in yeast and
bacterial cell wall structures and in protein synthesis.

4. Conclusion

In the present work, we report the investigation on scav-
enging and antimicrobial activities of Lebanese grape
extracts, to exploit their potential as natural preservatives.
According to the results of the present sereening study,
we can emphasize on the great vanability in the compo-
sition of phenolic compounds between red grape culti-
vars. It is well known that phenolic composition of
grapes depends on multiple factors including climate,
degree of ripeness, berry size and grapevine variety, Cur
study demonstrates that grape extracts present important
scavenging and antimicrobial activities, corroborating the
relevance of grape as a healthy alimentary product and a
source of antioxidant and multiresistant bacteria drug
substances. A synergistic effect of various phenolic com-
pounds contained in the extracts could explain the dif-
ferent physiological activities observed during this work,
Our results if well exploited could lead to the production
of high added value of clean natural products. These
could be made available to the food, pharmaceutical and
cosmetics industries.

5. Acknowledgements

The project was funded by the Research Council of Saint
Joseph University-Lebanon (Project FS27).

REFERENCES

[17 L. D Melle, M. D, BT, Sotemayor and L. T, Kubota,
“HRP-Based Amperometric Biosensor for the Polyphe-
nols Determination in Vegetables Extract,” Sensors and
Actuarors B, Vol 96, No. 3, 2003, pp. 636-645.
doi: 101016/ snlb. 2003 .07.008

[2]  R. 8. Jackson, “Wine Sciences,” Academic Press, New
York, 1994,

FNS

~173 ~




1430

[3]

(4]

(3]

(8]

[

(8]

@]

[10]

[

[12]

[13]

[14]

(131

A Comparative Study on Antiradical and Antimicrobial Properties of Red Grapes
Extracts Obtained from Different Fitis vinifera Varictics

M. Pinelo, A, Amous and A, 5. Meyer, “Upgrading of
Grape Skins: Significance of Plant Cell-Wall Structural
Components and Extraction Techmiques for Phenol Re-
lease,” Trends in Food Science and Technology, Vol. 17,
No. 11, 2006, pp. 579-590.

doi: 10,1016/, tfs 2006,05,003

N. Balasundram, K. Sundram and 5. Samman, “Phenolic
Compounds in Plant and Agri-Industrial Byproducts: An-
tioxidant Activity, Occurrence, and Potential Uses,” Food
Chemistry, Vol. 99, No. 1, 2006, pp. 191-203.

doi: 10,1016/ foodehem. 2005.07.042

M. I¥ Archivio, C. Filesi, R. Di Benedetto, R. Gargiulo, C.
Giovannini and R. Masella, “Polyphenols. Dietary Sour-
ces and Bioavailability,” Amuali dell™lstieuto Superviore di
Sanita, Vol. 43, No, 4, 2007, pp, 348-361,

5. Gomez-Alonso, E. Garcia-Romere and [ Hermosin-
Gutiérrez, “"HPLC Analysis of Diverse Grape and Wine
Phenolics Using Direct Injection and Multidetection by
DAD and Fluorescence,” Jowrnal of Food Composition
and Analvsis, Vol, 20, No, 7, 2007, pp. 618-626,

doi: 101016/ jfea. 2007.03.002

J. L. Robichaud and A. C. Noble, *Astringency and Bit-
terness of Selected Phenolics in Wine,” Jowrnal aof the
Selence af Food and Agricuiture, Vol. 53, No. 3, 1990, pp.
343-353. doi: 10.1002/jsfa. 2740530307

P. Riberean-Gayon, “Accidemt Ferroviaire en Dordogne
Port-Sainte-Foy, 8 Septembre 1997, Médecine de Catas-
trophe—Urgences Collectives, Yol 1, No, 1, 1998, 23
pages, doid 01016751 279-84 759 98 )20010-4

Y. Rolland, “Antioxydants MNaturels Veégétaux,” (L,
Vol. 11, No. 6, 2004, pp. 419-424,

I Gitlgin, Z. Huywt, M. Elmastas and H. Y. Aboul-Enein,
“Radical Scavenging and Antioxidant Activity of Tannic
Acid,” Arabian Jowenal of Chemistry, Vol 3, Mo, 1, 2010,
pp. 43-53. doi: 10,1016/ arabjc, 2009, 12 008

R Carpenter, M. N, O°'Grady, Y. C. O Callaghan, N. M.
O7Brien and J. P. Kerry, “Evaluation of the Antioxidant
Potential of Grape Seed and Bearberry Extracts in Raw
and Cooked Pork,” Meat Science, Vol, 76, No. 4, 2007,
pp. G04-6 10 doi: 10010167 meatsei 200701021

A, T. Serra, A. Matias, V. M. Nunes, M. C. Leitiio, D.
Brito, R, Bronze, S, Silva, A. Pires, M. T. Crespo, M. V.
San Romao and C. M. Duarte, “fn Firre Evaluation of
Olive- and Grape-Based Natural Extracts as Potential Pre-
servatives for Food,” lrnovarive Food Science and Emer-
ging Technologies, Val. 9, No. 3, 2008, pp. 311-319.

doi: 10.1016/.1fet. 2007 .07.01 1

E.-Q. Xia, G.-F. Deng, ¥.-1. Guo and H.-B. Li, “Biologi-
cal Activities of Polyphenols from Grapes” Imternational
Jdornal of Molecular Sciences, Vol. 11, No. 2, 2010, pp.
622-046, doi:10,33%0/ijms 11020622

C. Papadopoulou, K. Soulti and 1. Roussis, “Antimicro-
bial Activity of Wine Phenolic Extracts,” Food Technol-
ogy and Biorechnology, Vol. 43, No. 1, 2005, pp. 41-46.

A, Furiga, A. Lonvaud-Funel and C. Badet, “/n Fitro Stu-
dy of Antioxidant Capacity and Antibacterial Activity on
Oral Anaerobes of a Grape Seed Extract,” Food Che-
misiey, Vol. 13, No. 4, 2009, pp. 1037-1040.

Copyright © 2012 SciRes.

[16]

(17

[18]

[19]

[20]

(21]

[22]

[23]

[24]

[23]

[26]

[27]

doiz 0L 1016 foodehem. 2008, 08.05%

AL Ojeil, N. El Darra, Y. El Hajj, P. B. Mouncef, T. 1.
Rizk and R. G. Maroun, “Identification et Caracterisation
de Composés Phénoliques Extraits Du Raisin Chétean
KSARA" Lebanese Science Jowrnal, Vol. 11, No. 2,
2010, pp. 117-131.

P. Chrétien and J. Marsault, “Polyphenolic Potential of
the Harvest, Impacts (Analytical and Organoleptic) of
Harvest Dateson the Vinificationofred Wine Cabernet
Francin Anjou,” IFV Unité, d’ Angers, 2003,

5. Imbeault, S. Parent, I. F. Blais, M. Lagace and C. Uh-
land, “Use of Bacteriophages to Control the Populations
of Aeromonas  salmonicida Resistant o Antibiotic,”
Jowrsal of Water Science, Vol. 19, 2006, pp. 275-282.

Y. El Hajj, N. Louka, C. Nguyen and R. G, Maroun,
“Low Cost Process for Phenolic Compounds Extraction
from Cabernet Sauvignon Grapes (Virs vinffera L. ow
Caberner Sauvignon), Optimization by Response Surface
Methodology,” Food and Nuirition Sciences, Vol. 3, 2012,
pp. 89103, doi:10.4236/fns.2012.31014

K. Shnkard and V. L. Singleton, “Total Phenol Analyses;
Automation and Comparison with Manual Methods,™
Amevican Jouwrnal of Enology and Videnlooe, Vol 28,
Mo. 1, 1977, pp. 49-55,

P. Ribereau-Gayon and E. Stonestreet, “Assays of Antho-
cyanins in Red Wine,” Bulletin Sociéré Chimigues Fran-
caise, Vol, 9, No. 419, 1968, pp. 2649-2652.

P. Ho, T. A. Hogg and M. C. M. Silva, “Application of a
Ligquid Chromatography for the Determination of Pheno-
lic Compounds and Furans in Fortified Wines,” Food
Chentistey, Vol. 64, No. 1, 1999, pp, 115-122,

doiz |0, 1016/S0308-8 1 46(98)001 1 5-0

1. P. Rauha, 5. Remes, M. Heinonem. A. Hopia, M. Kah-
konen, T. Kujala, K. Pihhlaja, H. Vuorela and P, Yuorela,
“Antimierobial Effects of Finnish Plant Extracts Con-
taining Flavonoids and Other Phenolic Compounds.”™ fn-
ternationnal Jowrnal of Food Microbiology, Vol. 56, No,
I, 2000, pp. 3-12,

J. AL Pereira, A. P, G. Pereira, 1. C. F. R. Ferreira, P. Va-
lentan, P. B, Andrade, R. Seabra, L. Estevinho and A,
Bento, “Table Olives from Portugal: Compounds Anti-
oxidant Potential, and Antimicrobial Activity,” Jowrnal
Agvicaltwral and Food Chemistry, Vol, 54, No. 22, 2006,
. 84259431, doic 10102 11061 T6%)

A. T. Borchers, C. L. Keen and M. E. Gerstiwin, “Mush-
rooms, Tumors and Immunity: An Update,™ Experimerntal
Biology and Medicine, Vol. 229, No., 5, 2004, pp. 393-406,

M. A. Gyamfi, M. Yonamine and Y. Aniya, “Free-Radi-
cal Scavenging Action of Medicinal Herbs from Ghana:
Thonningia Sanguine on Experimentally Induced Liver
Injuries,” General Pharmacalogy: The Vascular Syseem,
WVal. 32, No. 6, 1999, pp. 661-667.
doi:10.1016/50306-3623(98)00238-9

5. Kallithraka, A. A.-A., Mohdaly, D. P, Makris and P,
Kefalas, “Determination of Major Anthocyanin Pigments
in Hellenicnative Grape Varieties Vit vingfera sp.): As-
sociation with Antiradical Activity,” Journal of Food
Compasition and Analysis, Yol. 18, Ko, 5, 2003, pp. 375-

FNS

~ 174 ~




(28]

[29]

[30]

(31]

[32]

[33]

(34]

[35]

[36]

[37]

[38]

(39]

A Comparative Study on Antiradical and Antimicrobial Properties of Red Grapes

1431

Extracts Obtained from Different Vitis vinifera Varictics

386. doi:10.1016/.jfca. 2004.02.010

G. K. Jayaprakasha, T. Selvi and K. K. Sakariah, “Anti-
bacterial and Antioxidant Activities of Grape (Vitis vinif-
era) Sced Extracts,” Food Research International, Vol.
36, No. 2, 2003, pp. 117-122.
doi:10.1016/S0963-9969(02)00116-3

P. lacopini, M. Baldi, P. Storchi and L. Sebastiani, “Ca-
techin, Epicatechin, Quercetin, Rutin and Resveratrol in
Red Grape: Content, in Vitro Antioxidant Activity and In-
teractions.” Journal of Food Composition and Analvsis,
Vol. 21, No. 8, 2008, pp. 589-598.
doi;10.10164.jfca,2008.03.011

J. M. Ryan and E. Revilla, “Anthocyanin Composition of
Cabernet Sauvignon and Tempranillo Grapes at Different
Stages of Ripening.” Journal of Agricultural and Food
Chemistry, Vol. 51, No. 11, 2003, pp. 3372-3378.

doi: 10,1021/f020849u

F. Pomar, M. Novo and A. Masa, “Varietal Differences
among the Anthocyanin Profiles, of 50 Red Table Grape
Cultivars Studied by High Performance Liquid Chroma-
tography.” Journal of Chromatography A, Vol. 1094, No.
1-2, 2005, pp. 34-41. doi: 10.1016/j.chroma.2005.07.096

P. Garto, U. Vrhovsek, J. Muth, C. Segala, C. Romualdi
and P. Fontana, “Ripening and Genotype Control Stilbene
Accumulation in Healthy Grapes,” Journal of Agricultu-
ral and Food Chemistry, Vol. 56, No. 24, 2008, pp. 11773-
11785. doi:10.1021/1f8017707

N. Vivas, N. St-Cricq de Gaulejac, T. Demptos and Y.
Glories, “The Phenolicripening of Red Grapes and the
Relationship with the Quality of Wine, Comparison of the
Cultivars,” Merlot and Tempranillo, Bordeaux II, 1998 .

S. R. Segade, E. S. Vizquez and E. D. Losada, “Influence
of Ripeness Grade on Accumulation and Extractability of
Grape Skin Anthocyanins in Different Cultivars,” Journal
of Food Composition and Analysis, Vol. 21, No. 8, 2008,
pp. 599-607. doi; 10,1016/ jfca, 2008,04,006

M. Gil and I. Yuste, “Phenolic Maturity of Tempranillo
Grapevine Trained as Goblet, under Different Soil and
Climate Conditions in the Dueri Valley Area,” Jowrnal
International des Sciences de la Vigne et du Vin, Vol. 38,
No. 1, 2004, pp. 81-88.

T. Sun and C. T. Ho, “Antioxidant Activities of Buck-
wheat Extracts.” Food Chemistry, Vol. 90, No. 4, 2005,
pp- 743-749. doi: 10.1016/).foodchem.2004.04.035

Y. Yilmzaz and R. T. Toledo, “Major Flavonoids in Grape
Seeds and Skins: Antioxidant Capacity of Catechin, Epi-
catechin and Gallic Acid,” Journal of Agricultural and
Food Chemistry, Vol. 52, No. 2, 2004, pp. 255-260.
doi:10,1021/4f0301 1 7h

R. R. Montealegre, R. R. Peces, J. L. C. Vozmediano, J.
M. Gascuena and E. G. Romero, “Phenolic Compounds
in Skin and Seeds of Ten Grape Vitis vinifera Varieties
Grown in a Warm Climate,” Jowrnal of Food Composi-
tion and Analysis, Vol. 19, No. 6-7, 2006, pp. 687-693.
doi:10.1016/.jfca.2005.05.003

Y. Cai, M. Sun and H. Corke. “Antioxidant Activity of
Betalains from Plants of the Amaranthaceae,” Jowrnal of
Agricultural and Food Chemistry, Vol, 51, No. 8, 2003,

Copyright £ 2012 SciRes.

(40

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

Pp. 2288-2294, doi:10.1021/030045

T. Saldani, M. Ouerghemmi, L. Aidi Wannes, W. Ksouri,
R. Zemni, H. Marzouk, B. Elyes and M. Kchouk, “Val-
orization of Three Varicties of Grape,” Industrial Crops
and Products, Vol. 30, No. 2, 2009, pp. 292-296.
doi:10.1016/j.indcrop.2009.05.007

M. Sadeghipour, R. Terreux and J. Phipps, “Flavonoids
and Tyrosine Nitration: Structure-Activity Relationship
Correlation with Enthalpy of Formation,” Toxicology in
Vitro, Vol. 19, No. 2, 2005, pp. 155-165.

doi: 10.1016/].tiv.2004.06.009

A. Ghiselli, M, Nardini, A. Baldi and C, Scaccini, “Anti-
oxidant Activity of Different Phenolic Fractions Separated
from an Italian Red Wine.” Journal of Agricultural and
Food Chemistry, Vol. 46, No. 2, 1998, pp. 361-367.
doi:10,1021/jf970486b

M. Ebrahimzadeh, S. M. Nabavi, S. F. Nabavi, F. Bah-
ramian and A. Bekhradnia, “Antioxidant and Free Radical
Scavenging Activity of H. officinalis, L. var.augustufolius,
V. odorata, B. hyrcana and C. speciosum. Pakistan Jour-
nal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 23, No, 1, 2010, pp.
29-34,

N. Uri, “Mechanism of Antioxidation,” In: W. O. Lund-
berg, Ed., Autoxidation and Antioxidants, Intersciences,
Vol. 133, New York, 1961.

D. E. Pratt and B. J. F. Hudson, “Natural Antioxidants
Not Exploited Commercially in Food Antioxidants,” In:
B. I. F. Hudson, Ed.. Elsevier Applied Science, London,
1990, pp. 171-191.

G. Ruberto, A. Renda, C. Daquino, V. Amico, C. Spata-
fora, C. Tringali and N. D. Tommasi, ** Polyphenol Con-
stituents and Antioxidant Activity of Grape Pomace Ex-
tracts from Five Sicilian Red Grape Cultivars,” Food
Chemistry, Vol. 100, No. 1, 2007, pp. 203-210.

i /.

C. A. Rice-Evans, N. J. Miller and G. Paganga, “Structure-
Antioxidant Activity Relationship of Flavonoids and Phe-
nolic Acids,” Free Radicals in Biology and Medicine, Vol.
20, No. 7, 1996, pp. 933-956.
doi:10,1016/0891-5849%(95)02227-9

D. Villano, M. S. Fernandez-Pachon, M. L. Moya, A. M.
Troncoso and M. C. Garcia-Parrilla, “Radical Scavenging
Ability of Polyphenolic Compounds towards DPPH Free
Radical,” Talanta, Vol. 71, No. 1, 2007, pp. 230-235.
doi:10.1016/}.talanta. 2006.03.050

T. Maier, A. Schieber, D. R. Kammerer and R. Carle “Re-
sidues of Grape (Vitis vinifera L.) Seed Oil Production as
a Valuable Source of Phenolic Antioxidants,” Food Che-
mistry, Vol. 112, No, 3, 2009, pp. 551-559.
dot:10.1016/}.foodchem.2008.06.003

L. Butkhup, S. Chowtivannakul, R. Gaensakoo, P. Pra-
thepha and Samappito, “Study of the Phenolic Composi-
tion of Shiraz Red Grape Cultivar (Vitis vinifera L..) Cul-
tivated in North-Eastern Thailand and Its Antioxidant and
Antimicrobial Activity,” South African Journal for Enol-
ogy and Viticulrure, Vol. 31, No. 2, 2010.

G. Bisignano, A. Tomaino, R. Lo Cascio, G. Crisafi, N.
Uccella and A. Saija, “On the in Vitro Antimicrobial Ac-

FNS

~ 175~




1432

[52]

(53]

34

A Comparative Study on Antiradical and Antimicrobial Properties of Red Grapes
Extracts Obtained from Different Vitis vinifera Varictics

tivity of Ocluropein and Hydroxytyrosol,” Journal of
Pharmacy and Pharmacology, Vol. 51, No. 8, 1999, pp.
971-974. doi:10.1211/0022357991773258

M. Anastasiadi, N. G. Chorianopoulos, G. I. Nychas and
S. A. Haroutounian, “Antilisteral Activities of Polyphenol-
Rich Extracts of Grapes and Vinification Byproducts,”
Journal of Agricultuwre and Food Chemistry, Vol. 57, No.
2, 2004, pp. 457-463. doi:10,1021/jf8024979

A. M. Wen, P. Delaquis, K. Stanich and P. Toivonen,
“Antilisterial Activity of Selected Phenolic Acids,” Food
Microbiology, Vol. 20, No. 3, 2003, pp. 305-311.

doi: 10.1016/S0740-0020(02)00135-1

F. M. Campos, J. A. Couto and T. A. Hogg, “Influence of

Copyright © 2012 SciRes.

[55]

[56]

Phenolic Acids on Growth and Inactivation of Qenococ-
cus oeni and Lactobacillus hilgardii.” Journal of Applied
Microbiology. Vol. 94, No. 2, 2003, pp. 167-173.
doi:10.1046/1.1365-2672.2003.01801.x

J. Masquelier, “Physiological Effects of Wine, Its Share
in Alcoholism,” Bulletin de I'Office International de la
Vigne et du Vin, Vol. 61, 1988, pp. 555-577.

M. J. Rodriguez-Vaquero, M, R. Alberto and M. C. Manca-
de-Nadra, “Influence of Phenolic Compounds from Wines
on the Growth of Listeria monocytogenes.” Food Control,
Vol. 18, No. §, 2007, pp. 587-593.

doi: 10,1016/ foodcont, 2006.02,005

FNS

~176 ~




EL DARRA Nada
CHAPITRE 5 : Traitements par CEP durant la vinification en rouge

Chapitre 5 : Evaluation de Ceffet des traitements par champs électriques
pulsés sur LCextraction phénolique des moiits pendant la macération

préfermentaire d froid et la fermentation en rouge

Ce chapitre exposera les résultats portant sur 1’extraction des composés phénoliques durant la
macération prefermentaire a froid et la vinification en rouge, intensifiée par différents
prétraitements.

En effet, durant la vinification, la paroi constitue un frein a la diffusion de composés recherchés
dans les vins comme les composés phénoliques. De ce fait, on ne retrouve dans le vin qu’une
fraction du potentiel existant dans le raisin. D’ou, le recours a de nombreux procédés
d’intensification dans le but d’améliorer 1’extraction des composés phénoliques durant la
vinification en rouge tels que la macération préfermentaire a froid, les extractions assistées par
enzymes pectolytiques, ultrasons, microondes, la thermovinification et la Flash détente.

Dans cette partie étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’impact d’un prétraitement
par champs électriques pulsés pendant 1’étape de macération a froid (MPF). La teneur en
composes phenoliques ainsi que les cinétiques d’extraction ont été évaluées pendant la
fermentation en rouge. Cette technique a été développée et étudiée au sein de notre laboratoire et
a montré son efficacité sur d’autres types de matiére premicre. Elle permet d’endommager les
membranes et/ou parois cellulaires et accélérent ainsi ’extraction de composés intracellulaires.
Apreés I’application des CEP en tant que prétraitement en amont de la macération préfermentaire
a froid et la vinification en rouge, une comparaison entre différents prétraitements appliqués
avant la fermentation en rouge a été menée.

L’impact de ces traitements sur I’amélioration de I’extraction sera suivi par I’établissement de
cinétiques d’extraction des solutés totaux (mesures du °Brix), de la couleur et des composés
phénoliques (dosages spectrophotométriques et HPLC). L’¢étude sera tout d’abord réalisée en
appliquant des CEP en amont de la phase préfermentaire a froid sur deux variétés de raisins
(partie 5.1). Par la suite, une comparaison de trois prétraitements, les CEP, les ultrasons et un
chauffage modéré a été menée en amont de la vinification en rouge dans la partie 5.2. La partie

5.3 sera consacrée a une autre comparaison en amont de la vinification en rouge; c’est une
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comparaison entre les CEP, la thermovinification et 1’ajout d’enzymes pectolytiques. Trois

articles rédiges en langue anglaise présenteront les résultats obtenus.

5.1. Evaluation de D’effet des traitements par champs électriques pulsés sur I’extraction

phénolique des moQts pendant la macération pré-fermentaire a froid

L’article « Pulsed Electric Field Assisted Cold Maceration of Cabernet Franc and Cabernet
Sauvignon Grapes » a été accepté dans "American Journal Of Enology And Viticulture™ .Cet
article porte essentiellement sur le prétraitement de deux variétés de raisins par champs

électriques pulsés en amont de la phase pré-fermentaire a froid.

5.1.1. Résumé de I’article

La macération préfermentaire a froid (MPF) est une étape de la vinification en rouge qui consiste
a maintenir la vendange foulée et éraflée a une basse température (5 a 15°C) pendant 3 a 6 jours.
Elle permet de favoriser une extraction des composés phénoliques. Des études récentes ont
montré que le traitement par champs électriques pulsés (CEP) augmente le rendement
d’extraction et améliore la qualit¢ des extraits (jus de raisins). L'objectif de ce travail est
d’étudier D’effet d’un prétraitement électrique (CEP) des raisins rouges sur le contenu
phénolique, I’intensité colorante et 1’activité antiradicalaire du mott obtenu tout au long de la

MPF (6 jours a 6°C).

Le prétraitement par CEP a été appliqué sur deux variétés de raisins (Cabernet Franc et Cabernet
Sauvignon), en utilisant soit une haute intensité du champ (E=5000 V/cm) soit des intensités
modérées (E = 400-800 V/cm). Durant notre étude, les raisins ont été peses (m = 750 g),
égrappés manuellement, soumis a un traitement par CEP puis placés dans des flacons de 1L
pendant 6 jours a 6 “C. A la fin de la MPF, I’intensité colorante (IC = DO 420 + 520 + 620 nm),
et la concentration en composes phénoliques Y (g Equivalent d’acide gallique (GAE)/ 100 g de
matiere seche (MS)) ont été mesurées par spectrophotométrie. L’évaluation des propriétés
antiradicalaires a été effectuée par la méthode au DPPH (1,1-diphényl-2-pycril-hydrazyl).Une
identification des composés phénoliques présents dans les modts a été effectuée par CLHP. Un
modéle empirique simplifié a été utilisé pour décrire la cinétique d’extraction des COMpPOSEs

phénoliques.
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Les résultats montrent que 1’application des CEP sur les deux variétés de raisins (Cabernet

Sauvignon et Cabernet Franc) n’affecte pas les valeurs de pH et de °Brix au cours des 6 jours de
la MPF.

Les prétraitements par CEP ont montré un effet positif sur I’amélioration de la couleur. Le
meilleur prétraitement par CEP (5000 V/cm) a aboutit a une ameélioration respectivement de 75%
et de 68% de I’'IC des motts de CF et de CS. D’ou, une meilleur efficacité des CEP sur le CF que
sur le CS, ce qui met en évidence la variabilité de I’effet des CEP par rapport a la variété de
raisins. De plus, le traitement par CEP avec intensité modérée (E=400 & 800 V/cm) ont amélioré
I’IC de fagon similaire pour une courte ou une longue durée (t=50-100 ms). Ce résultat a été
prouve sur les deux variétés de raisins. D’ou, I’importance de réaliser des traitements de faibles
durées afin de réduire les consommations énergétiques. Les CEP ont aboutit aussi a une
amélioration de I’extraction des anthocyanes dans les modts traités, ce qui explique
I’augmentation de I’IC. Probablement, la majorit¢ des anthocyanes ont été copigmentés sous

forme de complexes colorés, ce qui augmentait 1’IC.

Les prétraitements par CEP ont montré un effet positif sur ’extraction des coOmposés
phénoliques. Le meilleur prétraitement par CEP (5000 V/cm) a aboutit a une amélioration
respective de 48% et de 43% des composés phénoliques des molts de CF et de CS. En effet, les
CEP influencent I’extraction des composés phénoliques en augmentant la perméabilité de la
membrane cellulaire. Vu que la majorité des composés phénoliques sont présents dans
I’hypoderme de la baie de raisins, les traitements par CEP entrainent la formation de pores au

niveau des membranes cellulaires, permettant ainsi la libération du contenu intracellulaire.

De plus, les résultats ont montré que 1’application des CEP en amont de la MPF réduit la duree
de cette macération. Un modele cinétique simplifié corréle bien avec les valeurs expérimentales.
Les valeurs de la constante cinétique (k) et de la teneur en polyphénol maximale (Y )
augmentent avec 1’augmentation de I’intensité de traitement et de la durée des CEP. La valeur de
k est proportionnelle a 1’énergie du traitement. Le CEP (5000 VV/cm,1 ms) augmente la constante

d’extraction de 68%.
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Une consommation énergétique de 6.2 kJ/kg est suffisante pour atteindre une cinétique
d’extraction rapide (k=0.692s™) pour la MPF de CS, alors que la cinétique d’extraction des

raisins de CF est plus rapide (k= 0.68s™) avec une consommation énergétique de 48 kJ/kg.

La composition phénolique des modts traités par CEP (5000 V/cm, 1 ms) et non traités a la fin de
MPF a été déterminée par CLHP. Les profils CLHP de ces modts sont assez semblables. Huit
principaux composes ont été identifiés et quantifiés par comparaison de leur spectre UV-visible,
des temps de rétention et des spectres de masses avec des composes de référence. Les CEP
améliorent différemment I’extraction des différents composés phénoliques a partir des deux
variétés de raisins CF et CS. Il s’agit de composés flavonoides. La quercétine 3-3-D glucoside et
I’épicatéchine gallate ont été amélioré respectivement de 100% et 62.5% apres la MPF des
raisins traités de CF, alors que pour les raisins de CS, ces valeurs ont été améliorées
respectivement de 74.2% et 42.4%. Pour les composés non-flavonoides, le resvératrol a été
augmenté respectivement de 65.7 et 57.9 % a la fin de la MPF des CF et CS.

Concernant les propriétés antiradicalaires, les échantillons traités par CEP possédent un pouvoir
anti-radicalaire plus fort que le témoin. Les pourcentages d’inhibition des mots traités par CEP
(5000 V/cm, 1 ms) est respectivement de 42.5 et 52.5 % pour les extraits de CF et de CS. Cette
amélioration est due a I’augmentation de 1’extraction des composés flavonoides dotés d’un fort

pouvoir antiradicalaire.

Le lancement de la fermentation alcoolique suite a la MPF, montre que le CEP (5000V/cm)
améliore toujours I’extraction des composés phénoliques du vin obtenu (14-11%) et de I’IC (15-

32%) respectivement pour les raisins de CF et de CS.

En conclusion, les prétraitements par CEP améliorent I’intensité colorante et le contenu en
anthocyanes et accélérent la cinétique d’extraction des composés phénoliques durant la MPF.
Les extraits traités par CEP montrent de meilleurs pouvoirs antiradicalaires. Les vins élaborés a
partir de raisins de CF et de CS prétraités par CEP en amont de la MPF montrent de meilleurs
contenus phénoliques et couleurs que les raisins témoins. La technique proposée du traitement

par CEP durant la MPF semble étre prometteuse pour des applications industrielles afin de
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réduire la durée de la MPF avec une meilleure qualité des composeés phénoliques du vin rouge

élaboré.
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5.1.2. ARTICLE: Pulsed Electric Field Assisted Cold Maceration of Cabernet Franc and

Cabernet Sauvignon Grapes

(\Voir le manuscrit qui suit)
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Abstract

Effect of pulsed electric field (PEF) treatment on the cold maceration (6 days at 6°C) of
Cabernet Franc (CF) and Cabernet Sauvignon (CS) grapes is investigated. The qualitative
parameters of extracts (pH, °Brix, color intensity), their anthocyanins and total polyphenols
content, and free radical scavending activity were determined during the whole period of cold
maceration. The high PEF-treatment (5 kV/cm, 1 ms, 48 kJ/kg) enhances significantly
extraction of flavonoids (quercetin 3-B-D glucoside and epicatechin gallate) and non-
flavonoid (resveratrol) components after the cold maceration of red grapes. Such PEF
treatment also enhances the color intensity (on 75 and 68% respectively for the CF and CS
grapes), and increases the anthocyanin content of extract (from 87 to 172 mg/L for CF and
from 168 to 269 mg/L for CS grapes). The moderate PEF treatments: 400 and 800 V/cm,
duration 50-100 ms, are less effective for the polyphenols extraction, but consumes less
energy (3- 40 kJ/kg). The wines obtained from PEF treated Cabernet Franc and Cabernet
Sauvignon grapes have higher phenolic content and color intensity during the alcoholic

fermentation period than wines obtained from the untreated grapes.

Keywords: anthocyanin; cold maceration; color intensity; phenolic compounds; pulsed

electric fields; wine.
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1. Introduction

Phenolic compounds influence essentially on the color, taste and aging properties of red
wines (Monagas et al. 2005a, Kovaé et al. 1995, Jackson, 2000, Cheynier et al. 2006).
Anthocyanins and tannins are the main phenolic compounds responsible for the sensorial
characteristics of red wines. Several studies have highlighted that phenolics by virtue of their
scavenging and antioxidant capacity, participate in the prevention of various chronic
diseases in which an oxidative stress is potentially involved (Glgin et al. 2010).

Phenolic content of red wine depends not only on the grape composition, but also on the
winemaking conditions. Phenolic compounds are mainly located in the grape skin exerting a
high resistance to the mass transfer. That is why in the traditional winemaking,
recommending the maceration at 30°C, only a fraction of phenolic compounds can be
extracted (Monagas et al. 2005a).

Numerous studies have been focused on prefermentative techniques able to weaken the cell
walls and to increase phenolic concentration in red wines during vinification (Sun et al.
2001, Sacchi et al. 2005, Lopez et al. 2008b). The effects of thermal treatments, such as
thermovinification (Auw et al. 1996, Kelebek et al. 2007) and flash release (Escudier et al.
2002) have been tested to elaborate red wines. However, the heating imply high energy
consumption and can degrade the product quality (Spranger et al. 2004).

The prefermentative cold maceration or cold soak consists in maintaining the crushed grapes
at the low temperatures (4-15 °C) for a variable period (from one to several weeks) in order
to delay the beginning of the fermentation (Ribereau-Gayon, 1998). Many studies have
discussed the the impact of cold maceration (CM) on the quality of wines. Alvarez et al.
2006, demonstrates increased polyphenolic content, aromatic content, and anthocyanin
concentration in wines obtained after Monastrell grape cold maceration. Parenti et al. 2004,

shows an increase of color and flavor intensities in the wine obtained after Sangiovese grape
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cold maceration. The low temperature weakens the grape skin structure, allowing a better
extraction of the phenolic compounds and a release of intensely colored juice (Blouin and
Peynaud, 2001, Retali et al. 2004). Generally, the CM was designed as an alternative to the
traditional maceration for increasing the extraction of polyphenols, aromas, anthocyanins,
enhancing the color and tannic intensity (Norman, 1992). However, a CM requires special
equipment (cold-storage room, tanks with cooling jackets) and it is energy costly (Retali et al.
2004).

Recently, the novel electrotechnologies such as pulsed electric field (PEF) (Praporscic et al.
2007, Anderson et al. 2009, Puértolas et al. 2010a, Grimi et al. 2009, Boussetta et al. 2009b,
Lopez et al. 2008a, Corrales et al. 2008, Vorobiev and Lebovka, 2008, 2010) and high
voltage electrical discharges (Boussetta et al. 2009a, 2011) have been used as a pre-treatment
for effective weakening or disintegration of fruit and vegetable tissues. Electrical treatments
provoke a membrane permeabilisation, which is a key factor for the mass transfer
enhancement (Grimi et al. 2011). The PEF treatment was recently studied for the phenolic
extraction during traditional maceration and fermentation of red must. Lopez et al. 2008a, b,
Puértolas et al. 2010a, b, c, Donsi et al. 2010 and Delsart et al. 2012 have shown that the
color intensity, the anthocyanin concentration and the total polyphenol index were increased
after the high PEF treatment (2-10 kV/cm). Puértolas et al. 2010c has also shown that the
efficiency of polyphenols extraction depends on the grape variety.

The main goal of this work is to study the impact of PEF treatment parameters on the
phenolic content, color intensity, and scavenging activity of must obtained during CM
(6 days at 6°C) of two red grape varieties (Cabernet Sauvignon and Cabernet Franc). The
studied grapes were treated using both high (5000 V/cm) and moderate (400 and 800V/cm)
PEF strengths. A simplified empirical model is used to describe the kinetics of polyphenols

extraction. The energy consumption is estimated for different treatment conditions.
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2. Materials and methods

2.1. Plant Material

Two different grape varieties were tested, Cabernet Sauvignon (CS) and Cabernet Franc
(CF), which were both manually harvested at optimum maturity during 2010 from vineyards
in the province of Bekaa (Lebanon). The dry matter content in the grape pomace was
25.5 = 0.5 wt %. Must characteristics are given in table 1.

Table 1. Grapes characteristics at harvest

pH *Brix TA (g H.SO,/L)
Cabernet Franc 3.6 16.5 4.2
Cabernet Sauvignon 34 16 4.5

The grapes of each variety were weighed (m= 750 g), destemmed manually, crushed and then
placed in 1000 mL flasks to carry out the cold maceration processes for 6 days in a cold-
storage room at 6°C.

2.2. Pulsed electric field treatment

The experiments were carried out using a PEF-generator (5kV-1kA, Hazemeyer Company,
Saint-Quentin, France) for the treatments with moderate electric field strengths (E=400 and
800 V/cm) (Fig.1.a), and PEF-generator (40kV-10kA, Tomsk Polytechnic University Russia)

(Fig.1.b) for the treatments with high electric field strength (E=5000 V/cm).
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Figure 1. Schematic representation of the experimental setup and the corresponding treatment
protocol. PEF-Generator (5Kv-1 kA) (fig 1.a) and PEF-generator 40 kV-10KkA (fig 1.b).

2.2.1. Treatment with moderate electric field strengths
A sample with a mass of m = 750 g grape (solids + liquids issued from crushed red grapes)
was placed in the rectangular PEF treatment cell supplied by two plane stainless electrodes
(70 x 60 mm). The distance d between the electrodes can be varied from 1 to 6 cm. The
value of the electric field strength E was evaluated as E = U/d, where U is the applied
voltage.

The PEF generator (5kV-1kA) provided pulses of a near-rectangular shape (Figure 1a). The
total time of PEF treatment was calculated ast,- =N.N.t;, where N (=5-10) is the number of
series of pulses, n (=100) is the number of pulses in each series, t; (=100 + 1 us) is the pulse
duration and the time intervals between two series of pulses is At; (= 10 s). The data were

collected using a data logger and specific software, adapted by Service Electronique UTC,

Compiegne, France.

2.2.2. Treatment with high electric field strength
A sample with a mass of m = 750+ 5g (solids + liquids issued from crushed red grapes) was

placed in the cylindrical one-litre treatment chamber. Both of the grounded plate electrodes of
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this chamber were a stainless disk of 100 mm in diameter. The distance between the
electrodes was 80 mm to produce the high PEF of 5000V/cm (estimated from the maximum
peak voltage).

The PEF generator (40 kV, 10 kA) provided pulses of an exponential form (Figure 1b).

The effective time of PEF treatment was estimated as :

toer =N Eq. 1
where n (=100) is the number of pulses and tj (=9 + 1 ps) is the pulse duration. The pulse
width is defined as the time until decay to 37% for exponential decay pulses

(Toepfl et al. 2006).
These conditions correspond to the electrical energy input of W=48 kJ/kg (Table 2).

The energy consumption of the PEF treatment (kJ/kg) was calculated as :

j‘Uldt
0

W = Eq. 2

m
where U is the PEF voltage (V), | is the current intensity (A), t is the time (s), and m is the
mass of the must (kg).

The energy inputs (kJ/kg) estimated for different values of tper are summarized in Table 2.

Table 2. Electric field strength E (V/cm), treatment time tper (MS) and electrical energy input W

(kJ/Kg).
E(V/cm) topg (IN18) Energy (kJ/kg)
0 0 0.0
400 50 3.1
400 100 6.2
300 50 18.1
300 100 41.6
5000 1 48.0

2.3. Cold prefermentative maceration (CM).
Untreated and PEF-treated samples were placed in 1000mL flasks for the 6-days cold

maceration in a cold storage-room (ZANOTTI FRANCE) at 6°C, with a refrigerating
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capacity of 2.7 kW for 10m*. Must samples (volume = 1 mL of liquid) were taken for
analysis each day of CM after homogenization of the must. The samples were centrifuged at
4000 rpm for 10 min using a HERMLE Universal Z 200A centrifuge (Wehingen, Germany)
to remove any undesired solids. The supernatant was then used for the analysis (Brix,
polyphenol and anthocyanin contents).
2.4. Alcoholic fermentation
After the cold maceration, the Saccharomyces cerevisiae yeast (Actiflore F33, Laffort
Oenologie, Bordeaux, France) was added to the must in the quantity of 10g/hL to launch the
alcoholic fermentation. The flasks containing must samples were placed for 16 days in an
oven where the fermentation temperature was kept at 30 + 1 °C to carry out the alcoholic
fermentation.
2.5. Analysis of grape must

2.5.1. Quantitative analyses

Total soluble matter (°Brix) and pH

The total soluble matter (°Brix) and pH of must were respectively measured with a
refractometer AR (Leica Microsystems Inc., Buffalo, New York, USA) and pH-conductivity
meter InoLab pH/cond Level 1 (WTW, Weilheim, Germany) at a frequency of 50 Hz.

Color determination in wines

Absorbance measurements were made using spectrophotometer UV-VIS (Libra S32,
Biochrom, France) with 1 cm path length glass cells.

The color intensity (CI) was determined, as a sum of the optical densities at 420 nm (yellow),
520 nm (red), and 620 nm (blue) (Glories, 1984):

Cl = OD420 + OD520 + DO620 (Eq. 3)

Quantification of Total Polyphenols
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The total phenolic content was determined according to Folin Ciocalteu (FC) method
(Slinkard and Singleton, 1977, Ribéreau-Gayon et al. 1970). A 0.2 mL of standard (gallic
acid) or diluted sample, 1.0 mL of FC reagent, and 0.8 mL of Na,COg3 solution (7.5%) were
mixed and allowed to stand for 2 hours at room temperature. Light absorption was measured
at 750 nm by a spectrophotometer UV-VIS (Libra S32, Biochrom, France) against a blank
similarly prepared, but containing distilled water instead of extract. The total phenolic content
(Ye) was expressed in grams of gallic acid equivalent (GAE) per 100 grams of dry matter
(DM) (g GAE/100 g DM).

Determination of anthocyanin concentration

The concentration of free anthocyanins in the samples was analysed by bleaching with
bisulphite (Ribereau-Gayon and Stonestreet, 1968). The SO, bleaching procedure requires the
preparation of two samples, each containing 1 mL of must, 1 mL of EtOH with 0.1% of HCI
and 20 mL of HCI at 2% . A 4 mL of H,O is added to a 10 mL of first sample, a 4 mL of
sodium bisulfite solution is added to a 10 mL of second sample and the mixture is diluted by
half. The difference in optical density (40D) at 520 nm is measured on a 1 cm optical path.
The concentration of free anthocyanins is given by the following equation:

C (mg/l) = 40D x 875 (Eq. 4)
where 875 is the slope of the calibration curve obtained from malvidin-3-glucoside
(Ribereau-Gayon and Stonestreet, 1968)

HPLC-MS analyses

Polyphenol analyses of the must extracts were realized by high-performance liquid
chromatography (HPLC). Prior to analytical chromatography, samples were purified to
remove interferences of sugars and organic acids. Solid phase extraction (SPE) was
conducted using C18 cartridges (500 mg, Isolute, Biotage) preconditioned at pH

7 (Jaworski, 1987). The cartridge was preconditioned by 5 mL of the absolute methanol and
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10 mL of deionized water. Then a 10 mL portion of the aliquot of must was loaded onto the
cartridge. The cartridge was washed with 30 mL of water and dried under vacuum.
Finally, a 7 mL of methanol was added to elute polyphenols. The fraction was collected and
the solvent was evaporated to dryness. The semi-pppurified sample was dissolved in a mix of
methanol (150pL) and water (150uL), and then centrifuged. The supernatant was injected
into the HPLC system.

The HPLC equipment included an auto-sampler (Famos, Dionex) and a capillary HPLC
(RSLC, Dionex) with UV detection (280 nm). The analytical column was a C18 capillary
column (100 x 2.1 mm i.d., 2.2 um of particle diameter, and 120 A of pore size) (RSLC
Acclaim 120, Dionex). The temperature was maintained at 35 °C. The elution gradient was
performed as follow: the column was initially equilibrated with formic acid/water (0.2%, v/v)
as solvent A for x min. Polyphenols were eluted with a three-stage linear gradient: from 90 to
74% of A in 12 min, from 74 to 18% of A in 6 min, and from 18 to 0% of A in 6 min with a
flow rate of 550 pL/min. Pure acetonitrile was used as solvent B. A wavelength of A=280 nm
was used for the absorbance detector. The solvents were purchased from Sigma-Aldrich
(HPLC grade).

The volume of injected sample was 2 puL. A mass spectrometry analysis was used for the
identification of polyphenols. Analyses were performed in the positive SIR mode. Collision
energies (20 or 40 eV) and cone voltage (20 V) were set using the following standards: Gallic
acid, catechin hydrate, epicatechin, quercetin-3-R-D-glucoside, epicatechin gallate,
kaempferol- 3-B-D -glucoside, resveratrol, gallocatechin ~ were all purchased from
Extrasynthese.

2.5.2. Qualitative analyses

Free radical Scavenging Activity
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The DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical was used in the present study for the
screening of the radical scavenging activity of must samples (Gyamfi et al. 1999).

The DPPH radical scavenging activity was measured with spectrophotometer UV-VIS (Libra
S32, Biochrom, France). Samples were diluted in ethanol at the concentration of 10 pg/mL.
Then samples were mixed with 1000 pL of 0.1 mM DPPH-ethanol solution and 450 pL of
50 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4). Methanol (50 pL) was used for blank measurements in this
experiment. After 30 min of incubation at room temperature, the reduction of the DPPH free
radical was measured by reading the absorbance at 517 nm. Butylhydroxytoluene (BHT)
(a synthetic antioxidant) was used as a positive reference. The inhibition ratio (percent) was

calculated from the following equation:

0% inhibition = [u:ﬂbs::-rbrznca of control—ebsorbance of tasts&mﬁ!a}] + 100 (Eq 5)

aebsorbance of control
2.6. Modelling of extraction kinetics

Kinetics of phenolics extraction from red grapes is described as follows:

Yo = Yo T Yy —Yo)-A—exp(=kt)) (Eq. 6)

where Yy is the phenolic content at time (t), Y o) is the phenolic content at time (t=0), Y, is
the phenolic content at infinite time, and k is the rate constant (s™).

Zanoni B. et al. 2010 had proposed the same kinetic equation (6) to describe the dissolution
of phenolic compounds of red grapes during the red wine fermentation. A similar model had
also been proposed by Amendola et al. 2010 and Bucié¢-Koji¢ et al. 2007 to describe the
extraction of phenols from waste by-products such as grape marc and seeds.

2.7. Statistical analysis and data processing

Each experiment was repeated, at least, three times. Means and standard deviations of data
were calculated. The Tukey’s test was applied for analysis of the effects of PEF treatment.
For each analysis, significance level of 5 % was assumed. All statistical analyses were carried

out using the software Statgraphics Plus 5.1 (Statpoint Technologies, Inc.). TableCurve 2D
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5.0 software packages (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) was used to carry out
nonlinear regression analysis of kinetic models.

3. Results and discussion

3.1. pH and °Brix of grape extracts

Table 3 shows that for extracts obtained from Cabernet Sauvignon and Cabernet Franc
grapes, the values of pH and Brix remain nearly constant within the 6 days of cold
maceration. Therefore, the PEF treatment did not lead to the fermentation of samples during
the 6 days of cold maceration. Lopez et al. 2008a had also shown that the PEF treatment does
not modify the pH and Brix values of extracts prior to red vinification. However, their studies
were done during the traditional maceration-fermentation and did not include the cold

maceration stage.

Table 3. The values of pH and °Brix of extracts obtained before and after the cold
maceration of grapes treated by PEF

pH ‘Brix
Cabernet Cabernet Cabernet Cabernet
Franc Sauvignon Franc Sauvignon
PEF Oday o6davs 0 day 6 days Oday 6 davs 0 day 6 davs
conditions - - - - - - - -
0 3.76 3.59 3.40 335 26.7 258 257 242
400 V/ie ) ) ) - )
H0Viem, 360 34 340 332 277 264 26.0 24.0
50 ms
400 V/e ) ) ) )
A00Viem, 5 340 341 332 274 263 26.1 247
100 mg
00V/ie - ) ) ) )
B0OViem. 360 334 3.46 338 274 264 26.1 24.6
S0 ms
00 V/e . ] i} _ _ _
800 Viem, 5 5 335 342 331 274 263 26.1 24.6
100 mg
5000 V/e
"””;}\ M350 336 3.48 3.37 277 263 257 249
ms

3.2. Color intensity and anthocyanins content
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Figure 2 presents the evolution of color intensity during the cold maceration of CF (Fig. 2a)
and CS (Fig. 2b) grapes. Results presented in Fig. 2 confirm that a pre-fermentative cold
maceration increases the color intensity of extract even without PEF treatment.
This corroborates with a previous data of Gordillo et al. 2010 and Naiara et al. 2011.
The application of PEF treatment enhances color intensity during cold maceration of both CF
and CS grapes. The most efficient PEF treatment (5kV/cm, 1ms) leads to increase the CI on
75 and 68% respectively for the CF (Fig. 2a) and CS (Fig. 2b) grapes. For the pretreated
Cabernet Franc grapes, the CI of extracts obtained after 6 days of cold maceration were
somewhat lower (Cl= 5.6 for E=400V/cm, 100ms) and (Cl= 6.7 for E=800V/cm, 100ms)
than their CI after high PEF treatment (Cl= 7.4 for E=5 kV/cm, 1ms). However, for the
Cabernet Sauvignon grapes, the color intensity of extracts obtained after 6 days of cold
maceration was nearly the same after the moderate (E=800V/cm, 100ms (Cl=21)) and after

the high (E=5 kV/cm, 1ms (C1=21.2) PEF treatment.

)

i 5 kViem; | ms
N 3 kViem: | ms
Cabernet Franc a0 Ve 100 ms

6F 400 Viem: 100 ms

A
) Viem
2 gl | WW
0 | ' I 0.0 “;\._I:__ a I‘u.‘\"; -:I...I\I:_I,\. N:-“_.'\":I "':I--I-..:‘-'\" ;.‘;"I"'\'."
1 2 3 4 5 6
Time, Days
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Figure 2. Evolution of color intensity (Cl) during cold maceration of CF (a) and CS (b) grapes
treated by PEF
Insets in Fig. 2 show that the moderate PEF treatments (E=400 and 800 V/cm) during 50
ms permits attain nearly the same CI of extracts as longer treatments during 100ms. For
instance, the color intensity of extract obtained after cold maceration of CF grapes treated at
800 V/cm during 50 ms (Cl= 6.3) is just slightly lower than one obtained after longer
treatment of 100 ms (Cl= 6.7). The same tendency is observed for the CS grapes. Shorter
PEF treatment permits important saving of energy consumption. The energy input was
W=41.6 kJ/kg to attain the color intensity of extract Cl= 21 under the PEF treatment at
E=800 V/cm and 100 ms, while it was just W=18.08 kJ/kg to attain nearly the same color
intensity of extract (Cl= 20.2) under the PEF treatment at E=800 V/cm and 50 ms.
Results presented in Fig. 2 shows that the color intensity of the extracts depends on the grape
varieties. The obtained results after cold maceration of untreated and PEF treated CS grapes
is significantly higher than one obtained after cold maceration of CF grapes.
Earlier, Cliff et al. 2007, are demonstrated that the color density, copigmented, monomeric,
polymeric and total anthocyanins were higher in Cabernet Sauvignon wines than in Cabernet

Franc wines. According to Boulton (2001), the lack of colour within a variety of wine can be

related to the natural inability of this variety to form copigmented anthocyanins.

~ 196 ~



Figure 3 presents the total anthocyanins content in extracts obtained after the cold maceration

of CF (Fig. 3a) and CS (Fig. 3b) grapes.
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Figure 3. Total anthocyanins content after cold maceration of CF (a) and CS (b) grapes treated
by PEF

The application of high PEF treatment (5 kV/cm, 1 ms) significantly increases the
anthocyanins content in extract obtained after cold maceration of both CF and CS grapes.
The total anthocyanin contents of untreated CF and CS grapes were respectively
87 and 168 mg/L, while there were respectively 172 and 269 mg/L after the cold maceration
of PEF treated grapes (E=5 kV/cm, 1ms). It corroborates with higher color intensity of the
extracts obtained after the PEF treatment. However, the moderate PEF treatments

(400 and 800 V/cm) were significantly less effectives for the anthocyanins extraction than a
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high PEF treatment (5000 V/cm), especially for the CF grapes. For instance, the moderate
PEF treatment (E=400 V/cm, teer= 50 or 100 ms) was completely ineffective for the
anthocyanins extraction from CF grapes and did not increase the anthocyanins content in
extracts. However, it contributes to an enhancing in CI. This might be explained by the fact

that most of anthocyanins extracted are copigmented in colored complexes and are not native.

The moderate electric field (E=800 V/cm) and longer duration (tpgr= 100 ms) permit
somewhat increase the anthocyanins content in extracts of CF grapes, but it remains
considerably lower than after the high PEF treatment at 5000 V/cm (Fig. 3a). For the CS
grapes, the moderate PEF treatments were more effective than for the CF grapes. However,
even the moderate PEF treatment at E=800 V/cm and tpgr= 100 ms was noticeably less
effective than the high PEF treatment. For instance, the anthocyanins content of extract
obtained after cold maceration of Cabernet Sauvignon grapes was Y. =214mg GAE/100 g
DM after the moderate PEF treatment (800 V/cm, 50 ms) and Y. =267mg GAE/100 g DM
after the high PEF treatment (5000 V/cm, 1ms).

According to these results, the effect of PEF on the anthocyanins content of extracts depends
on the grape variety and PEF parameters. Puértolas et al. 2010c have also shown that the
effect of PEF varies between different grape cultivars.

3.3. Extraction Kkinetics of phenolic compounds

Figure 4 presents the extraction kinetics of polyphenols during the cold maceration of CF
(Fig. 4a) and CS (Fig. 4b) grapes. Phenolic content in the extract increases constantly during
the cold maceration period, even in absence of PEF treatment. This corroborates with the
results of Gomez-Miguez et al. 2006. The most efficient PEF treatment (5 kV/cm, 1ms) leads
to the increase of polyphenols in extract on 48% and 43% for respectively the CF (Fig. 4a)

and CS (Fig. 4b) grapes. For instance, the polyphenols content of extract obtained after cold
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maceration of CS grapes was Y. =96 mg GAE/100 g DM after the high PEF treatment
(5kV/cm, 1 ms), while it was just 68 mg GAE/100 g DM for the untreated grapes.
The increasing of PEF intensity from 400 to 5000 V/cm increases the polyphenols content in
extract. However, even at the moderate PEF treatment, the polyphenols content of the
extracts increases considerably after the cold maceration. For instance, the polyphenols
content of extract obtained after cold maceration of Cabernet Sauvignon grapes was
Ye =90 mg GAE/100 g DM after the moderate PEF treatment (800 V/cm, 50 ms). This value
of Y. is just slightly lower than one obtained after the high PEF treatment of 5 kV/cm, 1ms.
In fact, the PEF impacts extraction efficiency of phenolic compounds by increasing the cell
membrane permeability. As the majority of polyphenols is located in the inner cell layers
(hypodermis) of grape berries (Lecas et al. 1994), the PEF treatment acts by increasing the

skin cells permeability facilitating release of polyphenols (Vorobiev et al. 2011).
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Figure 4. Evolution of total polyphenols during cold maceration of CF (a) and CS (b) grapes
treated by PEF
Insets in Fig. 4 shows that the time tegr =50 ms is sufficient for the effective treatment of

studied red grapes under the moderate PEF (400 and 800 V/cm). For instance, the
polyphenols content of extract obtained after cold maceration of CS grapes was
Y. =90 mg GAE/100 g DM after the shorter PEF treatment (800 V/cm, 50 ms), while it was
just slightly higher (92 mg GAE/100 g DM) for two times longer PEF treatment
(800 V/cm, 100 ms). The same tendency is observed for the CF grapes. The PEF treatment
permits to decrease the duration of cold maceration.

Fig. 4a shows that the quantity of polyphenols extracted during 6 days of cold maceration of
untreated CF grapes (Y: = 59 mg GAE/100g DM) corresponds to the quantity of polyphenols
extracted during 1 day of cold maceration of CF grapes treated by PEF at 400 VV/cm. The
same quantity of polyphenols can be extracted after 12 hours of cold maceration of CF grapes
treated by PEF at 800 V/cm or after just a few minutes without cold maceration for the CF

grapes treated by high PEF at 5000 V/cm.
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For the untreated CS grapes, the quantity of polyphenols extracted during 6 days of cold
maceration was somewhat higher (Y: = 75 mg GAE/100g DM), corresponding to the quantity
of polyphenols extracted after 2 days of cold maceration of grapes treated by PEF at
400 V/cm. The same quantity of polyphenols was extracted after just 1 day of cold
maceration of CS grapes treated by PEF at 800 VV/cm. These results show that the application
of PEF treatment prior to cold maceration decreases the duration of this step.

Simplified kinetic model (Eg. (6)) fits well experimental data presented in Fig.4.
Table 4 shows the values of kinetic constant (k) and correlation coefficient (R?) for the
model.

Table 4: Kinetic constant (k), maximal extraction yield Y., and correlation coefficient (R?)
obtained by fitting of experimental extraction data presented in Fig.4.

Cabernet Franc Cabernet Sauvignon
¢ Y,.mg Y,.mg
E (V/em) (ﬁf) k(s R?  GAE/100g k(=1 R? GAE /100 g

DM DM

0 0 0.40 0.94 57.0 0.58 0.99 78.1
400 50 0.43 0.95 70.3 0.62 0.95 88.2
400 100 0.49 0.95 71.7 0.69 0.96 89.9
300 50 0.52 0.95 75.0 0.71 0.94 94.8
800 100 0.63 0.94 76.2 0.72 0.92 98.0
5000 1 0.68 0.97 79.9 0.76 0.95 101.7

As can be expected, the value of k and Y., increases for higher electric field strength E and
treatment duration tpgr.

Figure 5 shows the influence of PEF energy input on the values of k and Y, (Eq. (6)).
The energy input of 6.2 kJ/kg is sufficient to attain the most rapid extraction kinetic
(k=0.692) and rather high during the cold maceration of CS grapes, while the extraction
kinetic from CF grapes is most rapid (k= 0.68) with higher energy input 48 kJ/kg (Fig. 5a).
It can be speculated that the effective membrane electroporation needs the higher energy
input for CF grapes. Fig. 5b shows that for the same energy input, the maximal extraction

yield of polyphenols is significantly higher for the CS grapes comparatively to the CF grapes.
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Table 5 presents the extracted polyphenols identified by HPLC analysis after cold maceration
of untreated and PEF-treated (5 kV/cm, 1 ms) grapes. Eight phenolic components were
identified and quantified. The results pointed substantial differences between musts obtained
with and without PEF-treatment. The PEF-treatment enhances unequally extraction of
different phenolic compounds from CF and CS grapes. The concentration of flavonoid
components: quercetin 3-3-D glucoside and epicatechin gallate was increased on respectively
100% and 62.5% after the cold maceration of PEF-treated CF grapes, while it was increased
on respectively 74.2% and 42.4% after the cold maceration of PEF-treated CS grapes.
The concentration of non-flavonoid component resveratrol was increased on respectively

65.7 and 57.9 % after the cold maceration of PEF-treated CF and CS grapes.
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Figure 5. The values of constants k (a) and Y, (b) (Eqg.(4)) in function of PEF energy input
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3.4. Scavenging activity of polyphenols

The DPPH scavenging activity of phenolic compounds presented in CF and CS extracts is
shown in Fig. 6. The PEF treated samples show significant inhibitory activity against the
DPPH radical. Radical inhibition ratio is attained respectively 42.5 and 52.5 % for the CF and
CS extracts obtained after the cold maceration of PEF treated (5kV/cm, 1ms) grapes,

while it was respectively 17.9 and 20.2% for the CF and CS extracts obtained after the cold
maceration of untreated grapes. The moderate PEF treatment (400 and 800 V/cm) leads to the

less noticeable increase of radical inhibition (Fig. 6).
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Figure 6. Free radical scavenging activity of phenolic compounds presented in CF (a) and CS (b)
extracts after the cold maceration of grapes treated by PEF

This result is in a good agreement with the study of Corrales et al. (2008). In their study the
PEF-treatment (E=3kV/cm, W=10 kJ/kg) of grape by-products (grape skins) leaded to the
better antioxidant activity of the samples. Donsi et al. 2010 have demonstrated that PEF
treatment (E=1 kV/cm, tcgp=100 ms, W=50 kJ/kg) leads to a higher antioxidant activity of the
red wine.

Extracted flavonoid components (quercetin 3-B-D glucoside and epicatechin gallate) are

known by their inhibitory effects towards the DPPH-radical (Lacopini et al. 2008, Lee et al.
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1998). These flavonoid components were more presented in extracts obtained after the cold
maceration of PEF-treated grapes (Table 5) leading to a stronger scavenging activity.
This latter result is in a good correlation with literature studies showing that higher total
phenol and flavonoid content of extracts leads to a better DPPH-scavenging activity (Robards
and Antolovich, 1997, Ghiselli et al. 1998, Bao et al. 2005, Ebrahimzadeh et al. 2009).

Table 5. Phenolic compounds identified after the cold maceration of untreated and PEF-treated

grapes
Cabernet Franc Cabernet Sauvignon
Phenolic ) Untreated PEF__t{?HtEd Ditferences Untreated PEF_—tl._‘?ated Differences
compounds (OV/em) (5 kViem, ©6) (0V/cm) (5 kV/em, (©5)
(mg/L) ] 1ms) e ) 1ms) °
Gallic acid 15.12 20.6b 364 14.12 2220 574
Catechin hy drate 8348 94,20 12.9 72.42 93.2b 35.6
Epicatechin 190.22 260.6" 37.0 19562 263.20 346
Quarcetin 35-D- ) 5 . 260,28 1000 1553 270.3 741
glucoside
Epicatechin 32.5 52.7 622 3312 4740 432
callate
Kaempferol 3-p- 92.6° 100.5b 85 80.32 90.5b 12.7
D-glucopyranosid
Resveratrol 73.28 121.2b 65.6 76.28 120.2b 57.7
Gallocatechin 159.32 15942 0.1 14552 150.52 34

@P) marks with the same superscript letters were not significantly different (LSD test, 5% level)), different
letters within the same line represents significant differences. Means discrimination by Tukey's test (o = 0.05).

3.5. Phenolic content and color intensity during alcoholic fermentation
The evolution of phenolic content and color intensity during the alcoholic fermentation of
must obtained from untreated and PEF-treated (5 kVV/cm, 1 ms) Cabernet Franc and Cabernet

Sauvignon grapes is presented respectively in Fig. 7 and 8.
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It can be observed that during the whole alcoholic fermentation period of 14 days (beginning
after the 6 days of cold maceration), the wines obtained from PEF treated grapes had higher
phenolic content than wines obtained from the untreated grapes. For both studied grapes, the
extraction of polyphenols was more rapid during alcoholic fermentation comparatively to the

cold maceration period (Fig. 7 a,b).
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Figure 7. Evolution of total polyphenols content Y (t) during the cold maceration and the
alcoholic fermentation of CF (a) and CS (b) grapes treated by PEF (5kV/cm, 1 ms)
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Figure 8. Evolution of CI during the cold maceration and the alcoholic fermentation of CF (a)

and CS (b) grapes treated by PEF (5kV/cm, 1 ms)
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The color intensity (CI) of wines obtained from PEF treated grapes was higher during the
whole alcoholic fermentation period (Fig. 8). The maximum CI was attained after 12 days
(6 days of alcoholic fermentation) for both untreated and PEF-treated CF grapes. For the CS
grapes (untreated and PEF-treated), the maximum CI was attained after 11 days (5 days of
alcoholic fermentation). Afterword, the color intensity of wines somewhat decreased. This
decrease is caused by several phenomenons like, hydrolysis and oxidation of anthocyanins
occurring simultaneously during the fermentation (Monagas et al. 2005b). However, the
higher coloration of PEF treated wines remained noticeable. The enhancement of the CI and
the phenolic content of wine elaborated from cold macerated red grapes was shown earlier by
Gil-Munoz et al. 2009 and Gordillo et al. 2010. In the experiments of Donsi et al. 2010, the
PEF-treatment (E=1 kV/cm, tcgp=100 ms, W=50 kJ/kg) applied before red fermentation,
enhanced the phenolic content and the color intensity of the red wine by 20%.

The higher degree of anthocyanin copigmentation after the cold maceration of PEF treated
grapes, may conduct to the enhancing of ClI.

At the end of alcoholic fermentation, the PEF-treatment (5000V/cm) enhanced the phenolic
extraction of the wine by 14% and 11% (Fig. 7) and the color intensity by 15% and 32%
(Fig. 8) respectively for CF and CS compared to the untreated wine.

4. Conclusions

The application of high ( 5kV/cm) and moderate (400 and 800 V/cm) PEF treatments
enhances the color intensity, increases the anthocyanins content, and accelerates the extraction
kinetics of phenolic compounds during the cold maceration of Cabernet Franc and Cabernet
Sauvignon grapes. The PEF treated samples show significant inhibitory activity against the
DPPH radical. The PEF-treatment enhances unequally extraction of different phenolic
compounds from Cabernet Franc and Cabernet Sauvignon grapes. The concentration of

flavonoid components: quercetin 3-8-D glucoside and epicatechin gallate was increased on
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respectively 100% and 62.5% after the cold maceration of PEF-treated Cabernet Franc grapes,
while it was increased on respectively 74.2% and 42.4% after the cold maceration of PEF-
treated Cabernet Sauvignon grapes. The concentration of non-flavonoid component
resveratrol was increased on respectively 65.7 and 57.9 % after the cold maceration of PEF-
treated Cabernet Franc and Cabernet Sauvignon grapes. The wines obtained from PEF treated
Cabernet Franc and Cabernet Sauvignon grapes have higher phenolic content and color
intensity during the whole alcoholic fermentation period than wines obtained from the
untreated grapes.
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d distance between electrodes

E electric field strength

n number of pulses

N number of trains

t Time

t; pulse duration

tper effective time of PEF treatment

At time between pulses

At pause after each train

m mass of grapes

U Voltage

W energy consumption

Yo initial content of total phenolic compounds
Yy content of total phenolic compounds at t
Yool phenolic content at infinite time

k rate constant

Abbreviations

CM cold maceration

CF cabernet franc

CS cabernet sauvignon

DM dry matter

GAE gallic acid equivalent

PEF pulsed electric field

DPPH 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

oD optical Density

HPLC high performance liquid chromatography
Cl color intensity

SO, sulphur dioxide

HCI hydrochloric acid

R linear regression coefficient

Tables

Table 1. Grapes characteristics at harvest

Table 2. Electric field strength E (V/cm), treatment time tper (MS) and electrical energy input

W (kJ/kg).
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Table 3. The values of pH and °Brix of extracts obtained before and after the cold maceration

of grapes treated by PEF

Table 4. Kinetic constant (k), maximal extraction yield Y., and correlation coefficient (R?)

obtained by fitting of experimental extraction data presented in Fig.4.

Table 5. Phenolic compounds identified after the cold maceration of untreated and PEF-

treated grapes
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Figure captions

Figure 1. Schematic representation of the experimental setup and the corresponding treatment

protocol. PEF-Generator (5Kv-1 kA) (fig 1.a) and PEF-generator 40 kVV-10kA (fig 1.b).

Figure 2. Evolution of color intensity (CI) during cold maceration of CF (a) and CS (b)

grapes treated by PEF

Figure 3. Total anthocyanins content after cold maceration of CF (a) and CS (b) grapes

treated by PEF

Figure 4. Evolution of total polyphenols during cold maceration of CF (a) and CS (b) grapes treated

by PEF.

Figure 5. The values of constants k (a) and Y. (b) (Eg.(4)) in function of PEF energy input

Figure 6. Free radical scavenging activity of phenolic compounds presented in CF (a) and CS

(b) extracts after the cold maceration of grapes treated by PEF

Figure 7. Evolution of total polyphenols content Y(t) during the cold maceration and the

alcoholic fermentation of CF (a) and CS (b) grapes treated by PEF (5kV/cm, 1 ms)

Figure 8. Evolution of CI during the cold maceration and the alcoholic fermentation of CF (a)

and CS (b) grapes treated by PEF (5kV/cm, 1 ms)
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5.2. Comparaison de différents prétraitements : Champs électriques pulsés, Ultrasons et

Chauffage modéré en amont de la vinification en rouge

L’article «Pulsed Electric Field, ultrasonic and thermal pretreatments for better phenolic
extraction during red fermentation » a été publié dans «European Food Research and
Technology».Cet article porte essentiellement sur la comparaison de trois prétraitements en
amont de la vinification en rouge : les champs électriques pulsés, les ultrasons et un

chauffage modéré.

5.2.1. Résumé de I’article

Durant la vinification en rouge, une partie des composés phénoliques présents dans le
raisin est transféré dans le vin (environ 40% des anthocyanes et 20% des tanins). D’ou, la
nécessité de la recherche de procédés d’extraction permettant d’améliorer la libération des
composés phénoliques au niveau de la paroi cellulaire, qui constitue un frein a leur extraction.
Dans cet objectif, nous comparons dans cette étude trois prétraitements en amont de la
vinification en rouge : un chauffage thermique modére, les champs électriques pulsés et les

ultrasons.

Les prétraitements par chauffage thermique modéré (CM), les champs électriques
pulsés (CEP) et les ultrasons (US) ont été appliqués sur une variété de raisins (Cabernet
Franc) dans le but d’améliorer 1’extraction phénolique durant la fermentation en rouge. Les
conditions des différents prétraitements sont les suivantes: Chauffage modéré CM (50°C, 15
min, 125 kJ/kg), les ultrasons US1 (24 kHz, 5 min, 121 kJ/kg), US 2 (24 kHz, 10 min, 242
kJ/kg), US3 (24 kHz, 15 min, 363 kJ/kg), et les Champs électriques pulsés CEP1 (0.8 kV/cm,
100 ms, 42 kJ/kg), et CEP2 (5 kV/cm, 1 ms, 53 kJ/kg). Durant notre étude, les raisins ont été
pesés (M=400g), foulés puis soumis aux différents prétraitements par CM, US et CEP puis
inoculer par les levures (10g/hL) pour déclencher la fermentation alcoolique pendant 30 jours
dans une étuve a 30°C. Les parametres quantitatifs et qualitatifs des extraits de CF (pH,
°Brix), leur intensité colorante, leur contenu phénolique et anthocyanique, leur teneur en
tanins et leur activité antiradicalaire ont été déterminés tout au long de la fermentation
alcoolique. Les conditions de traitements optimales ont été sélectionnées en se basant sur le

meilleur rapport qualité de I’extrait et de consommation énergetique.
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Les résultats ont montré que les prétraitements par CM, CEP et US n’ont pas d’effet

sur le pH et le °Brix tout au long de la fermentation en rouge. Ces prétraitements améliorent
I’extraction des composés phénoliques tout au long de la fermentation en rouge et réduisent la
durée de cette macération. L’augmentation de la durée du traitement par US améliore
I’extraction des composés phénoliques. La teneur en composes phénoliques atteinte suite au
traitement par US (t=15 min) est supérieure a celle obtenue suite au traitement par CM a
50°C. L’effet des US est attribué aux cavitations acoustiques qui causent une rupture
mécanique de la paroi cellulaire, permettant une meilleure pénétration du solvant dans la
matrice du raisin, et augmentant par la suite 1’extraction des composés phénoliques. Les CEP
semblent étre les plus efficaces quant a ’amélioration de I’extraction des COMPOSES
phénoliques durant la vinification en rouge. En effet, le traitement par US durant 5 a 15 min a
amélioré la constante d’extraction phénolique (k de 7 a 38%, le CM a amélioré k de 20%

alors que les CEP a intensité modéré et éleve ont amélioré respectivement k de 50 a 60%.

La comparaison de 1’effet des trois prétraitements sur les teneurs en anthocyanes montre que
les CEP ont permis d’atteindre les meilleurs concentrations en anthocyanes dans les extraits.
Les CEP (5000 V/cm) ont permis d’améliorer I’extraction des anthocyanes de 60% comparée
a une extraction conventionnelle. Quant aux tanins, les CEP ont de méme permis d’atteindre
les meilleures teneurs en tanins dans les extraits, avec une amélioration respective de 50 et
62% en tanins pour CEP1 et CEP2, suivi par les US3 (+47%), le CM (+42%) et les US2 et 1
(+30 et 20% respectivement). La comparaison de 1’effet des trois prétraitements sur 1’intensité
colorante montre que les CEP1 (0.8 kV/cm, 100 ms) et CEP2 (5kV/cm, 1 ms) améliorent
respectivement 1I’IC de 20 et 23%, alors que le chauffage modéré améliore I’IC de 17% et les
US 1,2 et 3 améliorent I’IC respectivement de 6, 13 et 16%. L’effet prononcé des CEP sur
I’amélioration de I’'IC est di au fait de I’amélioration de 1’extraction des anthocyanes, des
tanins avec I’amélioration de I’indice HC1 de 34 a 38% pour CEP 1 et 2. Ce qui aboutit a une
meilleure copigmentation des anthocyanes-tanins formant par la suite des complexes colores
améliorant I’intensité colorante. De plus, les trois prétraitements améliorent le pouvoir
antiradicalaire des composés phénoliques extraits, avec la meilleure inhibition de radical pour
les CEP1 et 2 (respectivement 89.17 et 89.75%).

Pour conclure, la comparaison des trois préetraitements: CM, CEP et US en amont de
la vinification en rouge valide leur efficacité sur I’amélioration de la couleur, de 1’extraction

des anthocyanes et des tanins et de 1’accélération de la cinétique d’extraction des COmMposés
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phénoliques. Toutefois, la technique CEP semble étre la plus efficace en tant que
prétraitement avant la fermentation en rouge, avec la meilleure teneur en composes
phénoliques (anthocyanes et tanins) et en couleur du vin élaboré, le meilleur pouvoir

antiradicalaire et la plus faible consommation énergétique.
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5.2.2.ARTICLE: Pulsed electric field, ultrasound and thermal pretreatments for better

phenolic extraction during red fermentation

(Voir le manuscrit qui suit)
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Abstract The moderate thermal (MT), ultrasound (US),
and pulsed electric field (PEF) pretreatments are studied to
enhance the phenolics extraction from Cabernet Franc (CF)
grapes, The next pretreatment conditions are investigated:
MT (50 °C, 15 min, 125 klkg), USI (24 kHz, 5 min,
121 klkg), US2 (24 kHz, 10 min, 242 kl/kg), US3 (24 kHz,
15 min, 363 kl/kg), PEF1 (0.8 k¥/em, 100 ms, 42 klfkg),
and PEF2 (5 kWV/cm, | ms, 53 kl/kg). The qualitative
parameters of extracts (pH, “Brix, and color intensity), their
total polyphenols content, anthocyanins, tannins, and free
radical scavenging activity were determined during the
whole period of alcoholic fermentation. The results show
that all studied pretreatments improve phenolics extraction
(anthocyaning and tannins content), color intensity, and
scavenging activity of the samples during red fermentation.
However, the moderate (0.8 kV/em) and high (5 kV/em)
PEF were the most effective pretreatments and increased
the phenolics extraction vield, respectively, on 51 and
62 %, while the MT and US3 pretreatments increased the
phenolics extraction yield, respectively, on 20 and 7 %.
The anthocyanin and tannins were also better extracted,
and the color intensity was highest after the PEF pretreat-
ments in comparison with the MT and US pretreatments.

M. El Darra (31 - N. Grimi - E. Vorohiev

Laboratoire Transformations Intégrées de la Matiere
Rencuvelable (UTC/ESCOM, EA 4297 TIMR). Département de
Génie des Procédés Industricls, Centre de Recherche de
Rowallicu, Université de Technologie de Compiégne, B.P.
20529-60205, 60200 Compiégne Cedex, France

e-mail: nada.dara@hotmail.com

M. El Damra - R. G, Maroun - N, Louka
Faculié des sciences, Université Saint-Joseph
de Bevrouth, Rue de Damas, BP.17-5208,
Mar Mikhael 1104, 2020,

Beimut 1107 2050, Lebanon

Published onling: 30 October 2012

Keywords Thermal - Ultrasound - Pulsed electric
fields - Anthocyanin - Phenolic compounds -
Color intensity

Abbreviations

MT Moderate thermal

us Ultrasound

FEF Pulsed electric field

CF Cabernet Franc

DM Dry matter

GAE  Gallic acid equivalent
DPPH  1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl
oD Onptical density

ClI Color intensity

50, Sulfur dioxide

HC1 Hydrochloric acid

R Linear regression coefficient

List of symbol

d Distance between electrodes (cm)

E Eleciric field strength (Vicm)

n Number of pulses
Number of trains
Time (min)

ti Pulse duration (ps)

Effective time of PEF treatment (s)

Ar Time between pulses (ms)

At Pause after each train (s)

m Mass of grapes (kg)

U Voltage (V)

W Energy consumption (kl/kg)

Yo Initial content of total phenolic compounds
(mg GAE/100 g DM)

¥, Content of total phenolic compounds at t
(mg GAE/I00) g DM)
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Introduction

Red grapes are the most important raw material for wine-
making. Polyphenols constitute the significant group of
organic compounds present in red grapes. Anthocyanins
and tannins are the main phenolic compounds responsible
for color, taste, and aging properties of the red wine [1].
The distribution of extractable phenolics in fresh grape is
the following: about 100 % in pulp, 60-70 % in seeds, and
28-35 % in skin [2].

During the winemaking, just a part of grape skin phe-
nolic compounds transfers 1o wine (about 40 % of antho-
cyanins and 20 % of tannins). The grape skin forms a
physical barrier to extraction of anthocyanins, tannins, and
aromas present in cells, The low extraction yield can be
explained by the high resistance of skin cell walls and
cytoplasmatic membranes to the mass transfer [3, 4].

Numerous studies have been focused on technigues able
to weaken the cell walls and facilitate the diffusion of
grape’s phenolic compounds during vinification [5-7].
Thermovinification has been developed to enhance the
extraction of phenolic components [8, Y], Heating leads o
a better solubilization and diffusivity of cell components;
however, it may cause degradation of the phenolic sub-
stances [10]. Moreover, the thermal treatment increases
volatilization of aromatic compounds and may reduce the
quality of wine; it 15 also energy costly.

Recently, different alternative pretreatments such as
ultrasound (US), pulsed electric fields (PEF), and high-
voltage electrical discharges (HVED) were tested to
enhance the extraction of phenolic compounds from grape
berries, grape mash, grape skin, and seeds [11-13].

Ultrasound can effectively enhance the extraction of
intracellular compounds from different plants [13-16]. Lit-
erature indicates that ultrasound application at 2035 kHz
enhances the extraction of polyphenols from red-grape
residues [14] and from grapes seeds [17]. Furthermore,
MNovak et al. [18] showed that the ultrasound improves the
flavonoid extraction from grape skins avoiding undesirable
degradation of phenolics. US enhances the extraction of
phenolic and other bicactive compounds from grape must
[19]. The weak US irradiation increases the amount of
phenclic  compounds  in red wine [20]. Extraction
enhancement is caused by the disruption of cell membranes
and reduction in particle size due the collapse of cavitation
bubbles [21, 22].

Pulsed electric field (PEF) is another alternative treatment
for the extraction enhancement, which is particularly
attractive due to its selectivity and nonthermal mechanism
[7. 16, 23-28]. PEF leads to electroporation of cell mem-
branes and increasing of their permeability. Consequently,
the release of intracellular compounds is accelerated by PEF.
Cell membranes of plant tissue can be electroporated by

) Springer

maoderate PEF of 0.5-0.8 kV/em [24]. However, the inner
cell layers (hypodermis) of grape berries containing majority
of phenolic compounds are more difficult to damage elec-
trically. The PEF treatment was recently studied for the
phenolic extraction during traditional maceration and fer-
mentation of the red must. Lopez et al. [7], Puértolas et al.
[27, 29], Donsi et al. [30]. and Delsart et al. [11] have
examined the PEF of red grapes to improve the extraction of
anthocyanins and tannins during the maceration—fermenta-
tion process. These authors have shown that PEF treatment
(1=7 kV/em) can significantly increase the extraction rate of
anthocyanins and total phenols from Merlot, Syrah, and
Cabernet Sauvignon varieties,

Despite effective phenolic extraction obtained with
some alternative techniques, it remains difficult w choose
the better pretreatment for the red fermentation. Indeed, the
grape varieties and properties, as well as fermentation
conditions vary in different publications influencing on the
phenolic content, color, and other wine parameters. The
number of papers comparing different alternative pre-
treatments for the same grape varieties is still very limited.

The main objective of this work is to compare the
influence of moderate thermal MT (50 °C), PEF, and US
pretreatments on the gualitative parameters of Cabernet
Franc extracts (pH, “Brix, color intensity, tolal polyphenols
content, anthocyanins, tannins, and free radical scavenging
activity ) during the whole period of alcoholic fermentation.
The optimal treatment conditions are selected regarding the
extract quality and energy consumption.

Materials and methods
Grapes

The Cabernet Franc red grapes were manually harvested at
the optimum maturity  (lotal polyphenol  index = 100,
“Brix = 25.4) from vineyards in the province of Bekaa
(Lebanon). Grapes were stored at 4 “C until their processing.
The dry matter content of the grapes determined gravimer-
rically by oven drying at 105 °C was 25.5 £ (.5 wt %.

Winemaking (micro-vinification)

The grapes were weighed (m = 400 g), destemmed, and
crushed. Afterthe crushing, the must and the grape skins were
sampled and then subjected o different pretreatments: MT,
US, and PEF. To prevent microbial activation, the potassium
metabisulfite was added to the pretreated must in the quantity
(3 g/L) recommended in [S1]. Then, the Saccharomyces
cerevisiae yeast { Actiflore F33, Laffort Oenologie, Bordeaux,
France) was added to the must in the gquantity of 20 g/hL to
launch the alcoholic fermentation [51].
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Studied pretreatments
Maoderate thermal treatment

Flask containing 400 + 5 g of must and grape skins was
placed in a thermostatic chamber maintaining at 50 °C for
15 min (Fig. 1). The thermal treatment was carried out at
50 °C to avoid a phenolic degradation (especially antho-
cyanins) caused by higher temperature [50].

The temperature control (temperature measurement
precision with £0.1 °C) was provided by a Teflon-coated
thermocouple (Thermocoax, Suresnes, France) inserted
into the sample.

The energy consumption of the MT treatment (kJ/kg)
was calculated using the following formula:

Wit = CpAT (1)

where Cp is the heat capacity (estimated as 4.18 kJ/kg K)
and AT (=30 °C =30 K) is the temperature increase during
the treatment.

Ultrasound treatment

The experiments were carried out using ultrasound pro-
cessor UP 400S (Hielscher GmbH, Germany). US probe
acting as a wave amplifier was plunged in a flask con-
taining 400 £ 5 g of must and grape skins (Fig. 2). The US
processor operates at 400 W and 24 kHz frequency. The
US duration was varied (fys = 5-15 min), and the ampli-
tude was fixed at 100 %, which corresponds to 400 W. The
different US durations were studied in order to select the
optimal treatment conditions to decrease the energy
consumption.

The energy consumption of the US treatment Wy (J/kg)
was calculated using the following formula [31]:

Grapes (400 g)

Thermostatic bath at 50°C

Fig. 1 Schematic ref
treatment

ion of the exper

| setup for MT

[ Data Logger ]

1
Ultrasound
head S
Cooling
Grapes bath
(400 g) "

Ultrasound treatment cell

Fig. 2 Sch ic repr ion of the expen al setup for US
treatment

WaSt
Wys = — )

m

where W, is the acoustic density (W/m?), W, = 1.05 x 10°
W/m?® for the US probe (UP $400, H14), S is the surface of the
probe (m?) (S = 15.39 x 107° m?), 1 is the sonication time
(s), and m is the mass of the product (kg).

Pulsed electric field

The experiments were carried out using a PEF generator
(5 kV-1 kA, Hazemeyer Company, Saint-Quentin, France)
for the moderate PEF treatments (E = 0.8 kV/cm)
(Fig. 3a), and PEF generator (40 kV-10 kA, Tomsk
Polytechnic University Russia) for the high electric PEF
treatments (E = 5 kV/em) (Fig. 3b). These PEF conditions
were shown to be the optimal regarding the energy con-
sumption (42-53 kl/kg) and polyphenols extraction [11].
The shape of the pulses could effectively affect the efficacy
of the treatment.

Moderate PEF itreatment A sample with a mass of
m =400 + 5 g (grape skins + must) was placed in the
rectangular PEF treatment cell supplied by two plane
stainless electrodes (70 x 60 mm). The distance d between
the electrodes can be varied from | to 6 em. The value of
the electric field strength £ was evaluated as £ = U/,
where U is the applied voltage. The distance between the
electrodes was 6 cm to produce the moderate PEF of
0.8 kV/em.

The PEF generator (5 kV-1 kA) provided monopolar
pulses of a near-rectangular shape (Fig. 3a). The total time
of PEF treatment was calculated as fpgr = n.N.1;, where
N (=5-10) is the number of series of pulses, n (=100) is the
number of pulses in each series, and 7, (=100 + | ps) is the
pulse duration. Therefore, the frequency of pulses in each
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Fig. 3 Schematic representation of the experimental setup and the corresponding treatment protocol. PEF generator (5 kKV-1 kA) (a) and PEF

generator (40 kV=10 kA) (b

series was 100. The time intervals between two series of
pulses were Ar, (=10 s) to avoid the product heating. The
data were collected using a data logger and specific soft-
ware, adapted by Service Electronique UTC, Compiegne,
France.

High PEF treanment A sample with a mass of
m =4 £+ 5 g (grape skins 4+ must) was placed in the
cylindrical treatment chamber, Both electrodes were
stainless steel disks of 100 mm in diameter. The distance
between the electrodes was 80 mm to produce the high
PEF of 5 kV/em (estimated from the maximum peak
voltage). The frequency was 0.5 £ 0.1 Hz.

The PEF generator (40 kV, 10 kA) provided monopolar
pulses of an exponential form (Fig. 3b). The effective time
of PEF treatment was estimated as:

(3}

where n (=100} is the number of pulses and r; (=9 4 | ps)
is the pulse duration. The pulse width is defined as the time
until decay Lo 37 % lor exponential decay pulses [26].
These conditions correspond to the electrical energy
input of W = 53 kl/kg.
The energy consumption of the PEF treatment (kJ/kg)
was calculated as:

B Jy vrdr
- m

Tppy = M.

w (4}

where [/ is the PEF voltage (V), 1 is the current intensity
(A), ¢ is the time (s), and m is the mass of the must (kg).
The studied treatments are presented in Table 1.
Alcoholic fermentation

After the MT, US, and PEF pretreatments, the Saccharo-

myces cerevisiae yeast was added to the must in the
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Table 1 Pretreatments of Cabernet Frane grapes prior o aleoholic
fermentation

Type of Treatment Time of Energy
treatment conditions treatment iklkg)
UN Untreated i 00
MT Heating at 50 °C 15 min 125
Usl1 = 14 kHz 5 min 121
sz f=24 kHz 10 min 242
Us3 f=2%kHz 15 min 363
PEFI] E =08 kVicm 100 ms 42
PEFZ E =3 kViem 1 ms a3k

gquantity of 20 g/L to launch the alcoholic fermentation.
The flasks containing must and grape skins were placed for
30 days in the incubator where the fermentation tempera-
ture was kept at 30 + 1 °C o carry out the alcoholic fer-
mentation (AF). Must samples were taken for analysis each
day of AF. The samples were centrifuged at 4,000 rpm for
10 min using a HERMLE Universal Z 200A centrifuge
{Wehingen, Germany) to remove any undesired solids. The
supernatant was then used for the analysis ("Brix, poly-
phenol, and anthocyanin contents).

Analysis of grape musts

All analytical measurements were done on centrifuged
samples. Must samples (1 mL) were taken for analysis
each day of AF.

Total seluble matter and pH measuremenis

The total soluble matter (*Brix) and the pH of must were,

respectively, measured with a refractometer AR (Leica
Microsystems Inc., Buffalo, New York, USA) and a pH-
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conductivity meter InoLab pH/cond Level 1 (WTW,

Weilheim, Germany) at the frequency of 50 Hz.
Color determination in wines

Absorbance measurements were made using a spectro-
photometer UV-VIS (Libra S32, Biochrom, France) with
1 ¢m path length glass cells.

The color intensity (CI) was determined as a sum of the
optical densities at 420 nm (yellow), 520 nm (red), and
620 nm (blue) [32]:

CI = 0D420 + OD520 + OD620 (5)

Quantification of total polvphenols

The total phenolic content was determined according to
Folin Ciocalteu (FC) method [33, 34]. A 0.2 mL of stan-
dard (gallic acid) or diluted sample, 1.0 mL of FC reagent,
and 0.8 mL of Na,CO; solution (7.5 %) were mixed and
allowed to stand for 2 h at room temperature. Light
absorption was measured at 750 nm by a spectrophotom-
eter UV-VIS (Libra S32, Biochrom, France) against a
blank similarly prepared, but containing distilled water
instead of extract. The total phenolic content (Y,) was
expressed in grams of gallic acid equivalent (GAE) per
100 g of dry matter (DM) (g GAE/100 g DM).

Determination of anthocyanin concentration

The concentration of free anthocyanins in the samples was
analyzed by bleaching with bisulfate®®. The SO, bleaching
procedure requires the preparation of two samples, each
containing | mL of must, 1 mL of EtOH with 0.1 % of
HCI, and 20 mL of HCI at 2 %; 4 mL of H,0 is added to
10 mL of first sample, 4 mL of sodium bisulfite solution is
added to 10 mL of second sample. and the mixture is
diluted by half. The difference in optical density (AOD) at
520 nm is measured on a 1 ¢cm optical path. The concen-
tration of free anthocyanins is given by the following
equation:

C(mg/1) = AOD x 875 (6)

where 875 is the slope of the calibration curve obtained
from malvidin-3-glucoside [35].

Determination of tannin concentration

Total tannin content (g/L) and HCI index which represents
the tannin polymerization degree were determined
according to Ribérau-Gayon et al. [36]. Two milliliter of
1:50 diluted wine and 6 mL of 12 N HCI were mixed and
heated in a water bath for 30 min. Following the rapid

cooling, 1 mL of ethanol was added to the mixture, and the
resulting absorbance at 550 nm was measured.

Free radical scavenging activity

The DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical was
used in the present study for screening of the radical
scavenging activity of must samples [37].

The DPPH radical scavenging activity was measured
with spectrophotometer UV-VIS (Libra S32, Biochrom,
France). Samples were diluted in ethanol at the concen-
tration of 10 pg/mL. Then samples were mixed with 1,000
uL of 0.1 mM DPPH-ethanol solution and 450 pL of
50 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4). Methanol (50 pL) was
used for blank measurements in this experiment. After
30 min of incubation at room temperature, the reduction
of the DPPH free radical was measured by reading
the absorbance at 517 nm. Butylhydroxytoluene (BHT)
(a synthetic antioxidant) was used as a positive reference.
The inhibition ratio (percent) was calculated from the
following equation:

%% inhibition=
(absorbance of control — absorbance of testsample )
absorbanceof control

| <100

&)

Modelization of phenolics extraction

Extraction kinetics is described by the following equation:
Yy = Yoy + (Yie) — Yioy )1 — exp(—kt)) (8)

where Y, is the phenolic content at time (1), Yy, is the
phenolic content at time (r = 0), Y, is the phenolic
content at infinite time, and k is the rate constant (s_').

Zanoni et al. [38] had proposed the same Kkinetic
Eq. (8) to describe the dissolution of phenolic compounds
of red grapes during the red wine fermentation. A similar
equation had also been used by Amendola et al. [39] and
Buci¢-Koji¢ et al. [40] to describe the extraction of
phenols from waste by-products such as grape marc and
seeds.

Statistical analysis and data processing

Each experiment was repeated, at least, three times. Means
and standard deviations of data were calculated. The
Tukey's test was applied for analysis of the effects of MT,
US, and PEF pretreatments. For each analysis, significance
level of 5 % was assumed. All statistical analyses were
carried out using the software Statgraphics Plus 5.1 (Stat-
point Technologies, Inc.). TableCurve 2D 5.0 software
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packages (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) were
used to carry out nonlinear regression analysis of kinetic

models,

Results and discussion
Must characteristics

The characteristics of the untreated (UN), MT-, US (1, 2,
and 3)-, and PEF (1 and 2)-pretreated musts were moni-
tored at ¢ =0 and 30 days of alcoholic fermentation
(Table 2).

Table 2 shows that the studied pretreatments do not
change the pH and “Brix values of the extract, Lopez et al.
[7] had also shown that the PEF treatment does not modify
the pH and “Brix values of extracts prior to red vinification.
Tiwari et al, [41] had reported the absence of any effect of
the US (f = 20 kHz, 15 = 0-10 min) on the pH and “Brix
values of extract prior to red fermentation. Mikolajzack
et al. [42] had shown that the heating of red grapes (65 “C)
for 20 min before the aleoholic fermentation does not
maodify the pH of extracts,

Polyphenols extraction during aleoholic fermentation

Figure 4 presents the kinetics of polyphenols extraction
during the alcoholic fermentation of UN, MT-, US-, and
PEF-treated Cabernet Franc grapes.

All studied pretreatments improve polyphenols extrac-
tion yield ¥i(r) and can shorten the fermentation time. For
instance, the polyphenols content of extract obtained after
alcoholic  maceration of the untreated grapes was
213 mg GAE/100 g DM, while it was 252 mg GAE/100 g
DM after the MT pretreatment at 50 °C. Pinelo et al. [4]
had also shown that the phenolic content of extract
increases after the MT pretreatment of the Cabernet Franc

at 50 °C,

Table 2 Must characteristics (pH and “Brix at + = 0 and 30 days of
maceration) for Cabernet Frane grapes treated by MT, US, and PEF
treatments prior 1o alcoholic fermentation

Type of Energy (kI pH “Brix
treatment kg)

O day 30 days Oday 30 days
N 00 411 3280 267 84
MT 125 406 381 270 6
Usl1 121 400 376 267 BT
us2 242 401 380 268 85
Us3 363 399 374 268 BT
FEFI1 42 407 378 267 BT
FEF2 53 399 369 276 BT
) Springer
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Fig. 4 Extraction kinetics of wotal polyphenols, ¥(r) after different
reatments. Sverbols represent the experimental data, and the dashed
lines represent the model (Eq. 8)

The US enhances the polyphenols yield, which attains,
respectively, 237, 240, and 256 mg GAE/100 g DM after
the US pretreatments of 5, 10, and 15 min (Fig. 4). The
temperature attained, respectively, 25, 30, and 38 °C after
these US pretreatments. These data confirm the results of
the previous study of Novak et al. [18], showing better
polyphenols yield obtained for higher US exposure time. In
our study, the US application for 15 min led to the tem-
perature elevation up to 38 “C. However, the polyphenols
extraction yield obtained after the US pretreatment for
15 min was higher than one after the MT pretreatment at
50 2C. The additional effect of US 1s usually attributed to
the acoustic cavitations causing mechanical rapture of solid
particles and cell structure, allowing better penetration of
solvent into the sample matrix, increasing the contact
surface area between the solid and liquid phase, and as a
result, permitting better diffusivity of solute from the solid
phase to the solvent [43]. It could also be speculated the
existing of some synergistic effect of ultrasound and tem-
perature elfects.

The results presented in Fig. 4 suggest that PEF pre-
treatments seem to be most efficient for the enhancement of
polyphenols extraction during the red fermentation of
Cabernet Franc grapes.

The polyphenols content of extract altained nearly the
same values of 260-263 mg GAE/100 g DM after the high
(5 kViem, | ms) and the moderate (08 KViem. 100 ms)
pretreatments, These PEF pretreatments consumed app-
roximately the same energy (Table 2). The temperature
attained, respectively, 27 and 23 °C after the high and the
moderate PEF pretreatments. Such a result is in a good
agreement with the previous study of Donsi et al. (2010)
[30]. These authors demonstrated that the PEF treatment
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Table 3 Temperature after the pretreatment T (°C), extraction rate
constant & {s '} of total polyphenols yield ¥(t), and correlation
coefficient (R} for red grapes versus type of treatment during aleo-
holic fermentation

3

Type of treatment k(s i

UN 0.177" 099
MT 0.213¢ 0.98
us1 0.190¢ 0.98
us2 0.198° .98
Us3 0.244° 0.98
PEF1 0.268" (.98
FEF2 0.287* 0.97

sbee e T peoresent significant differences between the different

modalities, Means discrimination by LSD test (4 = 0, 05)

(E = 1kViem, fegp = 100 ms, W= 50 klfkg) prior to
fermentation step enhances the phenolic content of the
grape extract on 20 %. As the majority of polyphenols is
located in the inner cell layers (hypodermis) of grape
berries [44]. the PEF treatment acts by increasing the skin
cells permeability, facilitating release of polyphenols [45].

Simplified kinetic model (Eq. 8) fits rather well exper-
imental data presented in Fig. 4. Table 3 shows the values
of kinetic constant (k) and correlation coefficient (R”) for
the model.

The values of the extraction rate constant (k) were
higher for pretreated samples (k = (0L19-4.287 = " as
compared to the untreated ones (k= 0.177 5_'). The
higher extraction rate was obtained, respectively, after the
PEF2 and PEFl pretreatments, following by US3
(f = 13 min) and MT pretreatments.

The US treatments for 5-15 min increase the value of
koon 7-38 %, which corresponds to the results obtained in
Vilkhu et al. [46]. The MT treatment at 50 °C increases the
k value on 20 %, while the moderate and high PEF treat-
ments increase the k value on 50060 %,

Anthocyanin and tannins yields at the end of alcoholic
fermentation

Anthocyanin extraction

Figure 5 presents the total anthocyaning content (mg/L) in
extracts obtained after the alcoholic fermentation of Cabernet
Frane grapes. Anthocyanins are mainly located in the grape
skin, whereas tannins are presented in both grape skin and
seeds [4]). The application of the different pretreatments
increases the anthocyanins content inextract, For instance, the
anthocyanin content of the extract obtained after the alcoholic
maceration of untreated grapes was 186 mg/L, while it was
increased to, respectively, 198, 209, and 224 mg/L after the

=30 days

Anthocyanins. mg/L
Z
T

0 Viem us uUs us
Smin 10mem |5 jein

MT ©08kViem 5kV/iem
1 ma L

Fig. 5 Anthocyaning content {mg/L} in extracts oblained afler the
alcoholic fermentation of Cabernet Franc grapes

alcoholic fermentation of grapes treated by USI, 2, and 3 and
attained 204 mg/L. after the alcoholic fermentation of grapes
treated by MT treatment at 50 °C. In the study of Corrales
et al. [16] the US treatment of grape skins (35 kHz, 1 h) did
not improve the anthocyanin content of extract in comparison
with the untreated samples.

The moderate (0.8 kV/cm, 100 ms) and high (5 kV/cm,
I ms) PEF treatments permitted attain the best anthocyanin
content of extract (271 and 301 mg/L., respectively). Fig. 5
shows that the anthocyanin content of extract after the
alcoholic fermentation of grapes treated by high PEF2 was
increased on 60 % in comparison with the conventional
extraction (UN). In the study of Donsi et al. (2010) [30],
the PEF treatment of red grapes (£ =1 kVicm,
tepp = 100 ms, W =50 klkg) also led to the higher
anthocyanins content (420 %) in the red wine,

Tannins extraction vields and HC! index

Figures 6 and 7 present the total tannins content (g/L) and the
HCI index (%) in extracts obtained after the alcoholic fer-
mentation of Cabernet Franc grapes. The application of the
different pretreatments increases the tannin content in extract
and the HC! index. For instance, the tannins content of extract
obtained after the alcoholic maceration of untreated grapes
was 2.46 g/L, while it was, respectively, 2,96, 3.21, and
3.62 g/L after the alcoholic fermentation of grapes treated by
USIL, 2, and 3 and attained 3.51 g/L after the alcoholic fer-
mentation of grapes treated by MT treatment at 50 °C. The
moderate (0.8 kWiem, 100 ms) and the high (5 kV/iem,
1 ms) PEF treatments permitted attain the higher tannin
content of extract (3.69 and 3.92 g/L, respectively). There-
fore, the best results for the tannin extraction were obtained
after the PEF treatments (430 and 462 %, respectively, for
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the PEF1 and PEF2), followed by the US3 (447 %), the MT
(+42 %), and the US1 and US2 (420 and 430 %, respec-
tively). The positive effect of PEF treatment on the tannins
extraction was also shown by Delsart et al. [11].

The application of the different pretreatments also
increases the HCI index (%) of extracts (Fig. 7). For
instance. the HCI index (%) of extract obtained after the
alcoholic maceration of untreated grapes was 18, 8 %, while
it was increased to, respectively, 20.5,25.2, and 32.6 % after
the alcoholic fermentation of grapes treated by USI1, 2, and 3
and attained 29.1 % after the alcoholic fermentation of
grapes treated by MT treatment at 50 °C. The moderate
(0.8 kV/em, 100 ms) and high (5 kV/em, 1 ms) PEF treat-
ments permitted attain the higher level of HCI index (%) of
extract (38.28 and 34.36 %, respectively).

The higher degree of anthocyanin-tannins copigmenta-
tion may conduct to enhance the color extraction and
stability [47].

1=30 days

Tanins, g/L

UN Ust  uUs2  uss MT PEFI PEF2

Fig. 6 Tannins content (g/L) in extracts obtained after the alcoholic
fermentation of Cabernet Franc grapes

401 1a0days
35
30
25
20

15

Tanins Index HCI (%)

10

UN USI US2 Uus3 MT PEFI PEF2

Fig. 7 HCI index (%) of extracts obtained after the alcoholic
fermentation of Cabernet Franc grapes
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Color intensity kinetics during alcoholic fermentation

Figure 8 presents the kinetics of color intensity during the
alcoholic fermentation of UN, MT-, US-, and PEF-treated
Cabernet Franc grapes. The evolution of CI was similar in
all wines. The application of all studied pretreatments
enhances color intensity during the alcoholic fermentation
(Fig. 8). A rapid initial increase in CI is observed until
reaching a maximum value. The increase in the CI during
the maceration/fermentation step is mainly related to the
increase in monomeric anthocyanins content [48]. The
maximum value of CI was attained after 10 days of alco-
holic fermentation for both untreated and pretreated CF
grapes. For instance, the color intensity of extract obtained
after 10 days of alcoholic maceration of the untreated
grapes was 15.7, while it was 18.8 after the MT pretreat-
ment at 50 °C. The US treatment enhances the color
intensity, which attains, respectively, 17.2, 18, and 18.4
after the US pretreatments of 5, 10, and 15 min (Fig. 8).
The results presented in Fig. 8 suggest that PEF enhances
better the color intensity than US and MT treatments. For
instance, the CI of extracts increased to 20-21 after both
high (5 kV/cm, 1 ms) and moderate (0.8 kV/cm, 100 ms)
PEF treatments. After 10 days of alcoholic fermentation,
the color intensity of wines became decreasing. This
decrease can be explained by anthocyanins hydrolysis and
oxidation during fermentation (Monagas et al. [3]). How-
ever, even at the end of fermentation period of 30 days. the
color intensity remained higher for wines obtained from the
treated grapes. Moreover, the tendency of the highest color
intensity of wines obtained from grapes treated electrically
was also confirmed. The application of moderate (0.8 kV/em,
100 ms) and high (5 kV/em, | ms) PEF increases color
intensity of the red wine, respectively, on 20 and 23 %,

24
20 : )
0 ‘t 3 3
161 . i Fhen
¥ 3 * 3 o
. . o
o 12F : X1
"
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8F &5
4 + 1
4% =
v
0 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30
Time, days

Fig. 8 Color intensity (CI) for CF varieties after different pretreat-
ments (PEF1 and 2, USI, 2, and 3 and MT treatments at 50 °C) during
the alcoholic fermentation
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Fig. 9 Free radical scavenging activity of phenolic compounds of CF
after different pretreatments (PEF, US, and MT treatments at 50 °C)
immediately afier pretreatment (r = 0 day) and the end of AF
{1 = 30 days)

while the MT treatment increases the Clon 17 %, and the
US treatments increase the CI on 6, 13, and 16 %,
respectively, for the USL, 2, and 3. In the experiments of
Donsi et al, [30], the PEF treatment (F = 1 kV/cm,
tppr = 1000 ms. W = 50 klikg) applied before red fer-
mentation enhanced the phenolic content and the color
intensity of the red wine on 20 %. Lopez et al. [7] dem-
onstrated that immediately after the PEF application
(2-5 kW/icm), the walues of color intensity increase as
compared to control samples components.

Influence of different pretreatments on the scavenging
activity of polyphenols during the alcoholic
fermentation

The polyphenolic content usually correlates with the must
scavenging activity [49]. In our experiments, the scav-
enging activity was increased during the period of alco-
holic fermentation (Fig. 4). As shown in Fig. 9, the
pretreated samples had a better inhibitory activity against
the DPPH radical compared to the untreated samples,

Radical inhibition ratio attained, respectively, 89.17 and
89.75 % for the Cabernet Franc extracts obtained after the
fermentation of PEFI1- and PEF2-treated grapes, while it
was, respectively, 65, 75, and 77 % after the ultrasound
treatment (US1, 2, and 3). The scavenging activity of
extract obtained after the MT treatment was 76 %. The
lowest scavenging activity of extract was obtained for the
untreated samples (59 %).

Conclusion
The application of MT (50 °C, 125 klkg), US (5-15 min,

121-363 kl/kg), and PEF (0.8 and 3 kK¥W/em, 42-533 kI/kgh)
enhances the color intensity, increases the anthocyanins

content, and accelerates the extraction of phenolic com-
pounds during the alcoholic fermentation of Cabernet
Franc grapes. The comparison between these three alter-
native technologies shows that both moderate (L8 kKViem)
and high (5 kV/cm) PEF treatments permit attain the
highest phenolic content in wine (increased on 23 %) and
highest anthocyanin content (increased on about 60 %) and
tannins content (increased on about 60 %). The wines
obtained from PEF-treated Cabernet Franc grapes have the
highest color intensity during the whole alcoholic fer-
mentation period. The PEF treatment also consumed less
energy (40-50 kl/kg) during the treatment. The US and
MT treatments also permitted enhance the phenolic,
anthocyanin, and tannin contents of wines, as well obtain
the higher color intensity comparing to the untreated
samples. The longest US treatment (15 min) was maore
effective than the MT treatment in terms of phenolics
extraction; however, it was most energy consuming.
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5.3. Comparaison de différents prétraitements : Les Champs électriques pulsés, la

thermovinification et ’ajout des enzymes en amont de la vinification en rouge

L’article «Pulsed electric field, enzymatic and thermovinified pretreatments for enhancing the
phenolic extraction during red fermentation» a été soumis dans «Food Chemistry».Cet article
porte essentiellement sur la comparaison de trois prétraitements en amont de la vinification

en rouge: les champs électriques pulses, le traitement enzymatique et la thermovinification.

5.3.1. Résumé de D’article

Nous avons déja expliqué dans 1’article précédent, 1I’importance d’étudier des
prétraitements dans le but d’améliorer I’extraction des composés phénoliques tout au long de
la fermentation en rouge. Cet article vient pour comparer d’autres techniques de
prétraitements : les champs électriques pulsés (CEP), le traitement enzymatique (TE) et la
thermovinification (TV) sur les caractéristiques qualitatives et quantitatives durant la

fermentation en rouge des raisins de Cabernet Sauvignon.

Les prétraitements par CEP, TE et TV ont été appliqués sur une variété de raisins
rouges (Cabernet Sauvignon) dans le but d’améliorer I’extraction phénolique durant la
fermentation en rouge. Les conditions des différents prétraitements sont les suivantes: CEP
(5000 V/cm, 1ms), TE (6 g/hL d’enzymes) et TV (chauffage 30 min a 70°C). Durant notre
étude, les raisins ont été pesés (m=4500g), foulés puis soumis aux différents prétraitements
par CEP, TE et TV puis inoculés par les levures (10g/hL) pour déclencher la fermentation
alcoolique pendant 16 jours dans une étuve a 30°C. Une étude des caractéristiques du mott de
CS (pH, °Brix), intensité colorante, composition de la couleur du vin, contenu phénolique et
anthocyanique, et composition quantitative en proanthocyanidine ont été déterminés tout au
long de la fermentation alcoolique. La couleur du moQt a été déterminée par les paramétres
de CIELAB (L*, a*, and b*).

Les résultats de notre étude montrent que les trois prétraitements : CEP, TE et TV
n’ont pas d’effet significatif sur le pH et le Brix tout au long de la fermentation en rouge. De
plus, la consommation énergétique des CEP (E=48 kJ/kg) est plus faible que celle de la
thermovinification (E=420 kJ/kg).

L’étude des cinétiques des composés phénoliques et d’anthocyanes des extraits

prétraités par TE, CEP et TV montre une tendance similaire pour le témoin, le TE et le CEP.
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Par contre, une autre allure a été détectée pour la TV. Ces prétraitements améliorant
I’extraction des composes phénoliques tout au long de la fermentation en rouge, avec un effet
comparable entre la thermovinification (+41%) et les CEP (+36%) suivi par le traitement
enzymatique (+12%). De méme, la TV et les CEP sont plus efficaces vis a vis de

I’amélioration de la couleur que TE.

L’identification des composés phénoliques par CLHP des mofts prétraités montre que
le contenu en flavonols augmente de 97% pour la TV, 48% pour les CEP, par contre, pas
d’effet détectable sur les flavonols par TE. La teneur en acides phénoliques augmente de 12%
pour les CEP, 92% pour la TV et 32% pour le TE. De plus, le TE et le CEP améliorent
significativement le contenu en anthocyanes respectivement de 3 et de 18%. Alors que le TV

améliore 1’extraction d’anthocyanes durant la fermentation alcoolique de 31%.

Les résultats de I’analyse des proanthocyanidines du vin élaboré a partir des raisins prétraités
montrent que la TV et la CEP améliorent significativement la teneur en tanins, par contre
aucun effet notable n’a été détecté entre le contréle et le TE. De plus, pour les différents
prétraitements, la proportion des formes monomériques restent stables. Cette analyse montre
de méme que le degré de polymérisation des proanthocyanidines du témoin, de TE et des
CEP restent constantes. En ce qui concerne la TV, une chute du degré de polymérisation a été
notée, ce qui met en évidence une astringence plus faible pour les vins élaborés a partir de

raisins thermovinifiés.

L’étude de I’effet des différents prétraitements sur la composition de la couleur du vin montre
que la couleur due a la copigmentation au début de la fermentation alcoolique, est
respectivement de 28, 40 et 48% pour TE, CEP et TV, alors qu’elle est juste de 16% pour le

témoin.

A la fin de la fermentation alcoolique, les différents prétraitements aboutissent a la méme
composition de la couleur du vin rouge. Les cinétiques du contrble, TE et CEP sont
similaires. Alors que la thermovinification aboutit a une cinétique différente, ceci étant di au

chauffage en amont de la fermentation.

L’analyse de la couleur (L*, a*, and b*) du vin élaboré par les différents prétraitements
montrent une différence significative de L, a, b des raisins traités par CEP et TV au début de

la fermentation alcoolique. A la fin de la fermentation alcoolique, les écarts de couleurs
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deviennent plus faibles. Cependant, 1’écart le plus élevé sur les indices de couleur (L*, a*,

and b*) a été noté pour les CEP.

Pour conclure, la comparaison des trois prétraitements: TE, CEP et TV en amont de la
vinification en rouge valide leur efficacité sur ’amélioration de la couleur, de I’extraction des
anthocyanes et des tanins et également sur 1’accélération de la cinétique d’extraction des
composés phénoliques. Toutefois, chaque prétraitement aboutit a un profil phénolique
différent du vin élaboré. La technique TE semble étre moins efficace que les CEP et la TV en
tant que prétraitement avant la fermentation en rouge. La TV aboutit a la meilleure extraction
phénolique et intensité colorante. Les CEP améliorent aussi les criteres phénoliques, avec une
moindre consommation énergétique par rapport a TV (W= 48 kJ/kg pour CEP et420 kJ/kg
pour TV), une plus faible durée de traitement (t =1 ms pour CEP et t = 30 min pour TV), et le
CEP est une technique athermique (AT<7°C pour CEP et AT = 50°C pour TV).

~ 235~



EL DARRA Nada
CHAPITRE 5 : Traitements par CEP durant la vinification en rouge

5.3.2. ARTICLE: Pulsed electric field, enzymatic and thermovinified pretreatments for

enhancing the phenolic extraction during red fermentation

(Voir le manuscrit qui suit)
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Abstract

During the traditional winemaking process, only a small fraction of grape skin polyphenols is
transferred to the red wine. For this reason, different pretreatments, known to improve mass
transfer coefficients, are used to increase the polyphenol content of grape must. Among these
techniques, pulsed electric fields (PEF), enzyme treatment (ET) and thermovinification (TV) that
have different impacts are therefore likely to produce different qualities of wines. The aim of this
study is to assess the effects of three pretreatments techniques (PEF, ET and TV treatments) on
the polyphenol extraction into the must during red fermentation and on the impact on wine color.

All pretreatments resulted in a higher extraction of phenolic compounds and improving of the
colors during the fermentative phase comparing to control. The comparison between the three
techniques showed that the PEF and thermovinified pretreatments have a higher effect on
polyphenol extraction than the enzymatic treatment. In conclusion, this study showed that the
different pretreatments could induce different sensory profile of red wines and revealed that PEF
pretreatment is an attractive technique due to the non-thermal effect, the low energy consumption

and the short duration of this technology for extraction enhancement.

Keywords: pulsed electric fields, enzyme treatment, thermovinification, phenolic, vinification.
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Introduction

The red grape skins are particularly rich in extractable polyphenols (anthocyanins and tannins)
which are responsible of the major sensorial characteristics of wine such as the colour astringency
and the ageing ability (Robichaud & Noble, 1990, Gawel, 1998, Sarni-Manchado et al., 1999).
Grape anthocyanins are red pigments, located in the first external layers of the hypodermal tissue,
mainly in the vacuoles (Barcelo et al., 1994). This family is responsible for the evolution of wine
colour due to the copigmentation phenomenon (Boulton, 2001, Daris et al., 2002, Boselli et al.,
2004, Fulcrand et al., 2004). Copigmentation phenomenon is a non-covalent association between
anthocyanin pigments and copigments especially tannins, flavonols and phenolic acids which is
responsible of the anthocyanin colour modification (Mazza & Brouillard, 1990) and the long term
colour stability (Robinson & Robinson, 1931, Cai et al., 1990).

During the traditional winemaking, 40% of anthocyanins and 20% of tannins of the grape skins
are partially transferred to the wine (Boulton 2003, Haslam 2005, Cerpa-Calderon & Kennedy,
2008). The partial extraction of these compounds is mainly due to the resistance to the mass
transfer threw the cell walls and the cytoplasmatic membranes (Monagas et al., 2005a, Pinelo et
al.,2006). Numerous studies have been focused on prefermentive techniques such
thermovinification, enzyme maceration and pulsed electric field that are able to weaken the cell
barriers and increase the concentration as well as the quality of polyphenols in the red wines
during vinification (Sun et al., 2001, Sacchi et al., 2005, Lopez et al., 2008).

Thermovinification is a physical thermal method that aims to disrupt the cell structure by
heating the destemmed grapes up to 70°C for a short time (30 to 40 minutes) and then cooling
before fermentation (Fischer et al., 1999, Parenti et al., 2004, Kelebek et al., 2007). As a result,
water soluble anthocyanins are instantaneously released among other constituents of the cells in a

non selective manner.
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It has, in fact, been reported that compared to fermentation on the skins for an untreated
sample (without thermovinification), the concentrations of anthocyanins in wine have been shown
to increase after thermovinification with the expectation that little additional tannin would be
extracted during thermovinification without alcohol present (Auw et al., 1996, Girard et al.,
1997).

Commercially pectolytic enzymes consist of preparations of pectinases and low quantities
of other enzymes, especially hemicellulases and cellulases (Munoz et al., 2004). Pectinases act on
the pectic substances which occur as the structural polysaccharides in the middle lamella and
primary grape cell wall (Pinelo et al., 2006). They have been widely used in the wine industry
to improve important characteristics of wines, such as aroma (Canal-Llauberes, 1990,
Castro-Véazquez et al., 2002, Cabaroglu et al., 2003) and colour (Revilla & Gonzéalez-San
Jose, 2003) by breaking down the skin cell walls which lead to the release of pigments (Ducasse
et al., 2010, Ducruet et al., 1997). However, the studies on the effect of these enzymes on the
wine colour and anthocyanin content have led to conflicting results (Sacchi et al., 2005). Some
authors showed a significant increase of the anthocyanins content and colour due to the enzymatic
effect (Kelebek et al., 2007, Revilla & Gonzalez-San José, 2003, Bakker et al., 1999, Ducruet et
al., 1997) while others have found the opposite effect (Wightman et al., 1997; Bautista-Ortin et
al., 2005). The different enzymatic preparation proposed in the wine industry might explain the
different impacts of the ET on the phenolic extraction. The enzymatic treatment (ET) requires the
addition of exogenous molecules in the fermentation processes.

Compared to the treatments described above, pulsed electric field (PEF) is an athermal
treatment (Lebovka et al., 2003, Wu et al., 2005, Cserhalmi et al., 2006) that does not require the
addition of exogenous molecules in the fermentation processes. It is a physical treatment that
requires an electric field that induces the electroporation of the cell membranes, increases their

permeability and accelerates the release of intracellular compounds (Vorobiev & Lebovka, 2008,
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2010, Toepfl & Knorr, 2006). Recent studies have demonstrated that the application of PEF
treatment to the red grape before the maceration/fermentation step enhances the extraction of
polyphenols during subsequent vinification steps (Lépez et al., 2008, Puértolas et al., 2010a,b,
Delsart et al., 2012).

Lépez et al., (2008), Puértolas et al., (2010a,b), Donsi et al., 2010 and Delsart et al.,
(2012) have examined the feasibility of processing red grapes by PEF in order to improve the
extraction of anthocyanins and tannins during the maceration-fermentation stage of the
winemaking process. These authors have shown that an increment in the electric field from 1 to 7
kV/cm increased the extraction rate of anthocyanins and total phenols for the three varieties
investigated (Merlot, Syrah and Cabernet Sauvignon).

The main objective of this study is to assess the effects of three pretreatments techniques: Pulsed
electric field (PEF), enzymatic treatment (ET) and thermovinification (TV) treatments, on the
qualitative and quantitative attributes of grape must during red fermentation. A study of the effect
of these pretreatments on different parameters (pH and °Brix), total polyphenol index, colour
intensity, individual phenolic content and proanthocyanidin quantitative compositions has been
performed. The must’s colour analysis was determined by the CIELAB parameters (L*, a*, and
b*). The aim of this comparison is to select the better conditions regarding the quality and the
energy consumption, in order to improve the extraction of phenolic compounds during

vinification. A comparative study of the phenolic profile of red wine elaborated by each pre-

treatment (PEF, ET and TV) was also established in order to identify new phenolic profiles of red
wine.

2. Materials and methods

2.1. Grapes

The Cabernet Sauvignon red grapes were manually harvested at optimum maturity from
vineyards in the province of Bekaa (Lebanon). Grapes were stored at 4°C until their processing.
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2.2. Wine making (micro-vinification)

The grapes of Cabernet Sauvignon variety were weighed (m=45009), destemmed, and crushed.
Potassium metabisulfite (10g/hL) was added to the must. These grapes were sampled and then
subjected to pulsed electric field (PEF), macerating enzyme (ET) and thermovinification (TV)
pre-treatments prior to alcoholic fermentation. All these samples were compared to an untreated
one (control).

2.3. Pre-treatments prior to alcoholic fermentation

a. Pulsed electric field:

The experiments were carried out using a PEF-generator (40kV-10kA, Tomsk Polytechnic

University Russia) (Fig.1) for the treatments with high electric field strength (E=5 kV/cm).

[ Data Logger

Voltige

Treatment protocol

Grapes (4500 g)

PEF treatment chamber
Figure 1. Schematic representation of the experimental setup and the corresponding treatment
protocol. PEF-generator 40 kV-10kA.

A sample with a mass of m = 4500+ 59 (grape skins + must) was treated in the cylindrical one-
liter treatment chamber. Both of the grounded plate electrodes were a stainless disk of 200 mm in
diameter. The distance between the electrodes was 80 mm to produce the high PEF of 5 kV/cm

(estimated from the maximum peak voltage).
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The PEF generator (40 kV, 10 kA) provided pulses of an exponential form. The total time

of PEF treatment was estimated as t,,- =n.t;, where n (=100) is the number of pulses and t; (=9 +

1 ws) is the pulse duration. The pulse width is defined as the time where the peak field is

maintained for square wave pulses or the time until decay to 37% for exponential decay pulses.
These conditions correspond to the electrical energy input of W=48 kJ/kg (Table 1).

The energy consumption of the PEF treatment (kJ/kg) was calculated using the following

formula.

j-Uldt
W =2

m
where U is the PEF voltage (V), | is the current intensity (A), t is the time (s), and m is the mass
of the must (kg).

b. Thermovinification:

Flask containing 4500g of crushed grapes was placed in a thermostatic chamber maintained at
70 °C for 30 min. The temperature control (temperature measurement precision with £ 0.1 °C)
was provided by a Teflon-coated thermocouple (Thermocoax, Suresnes, France) inserted in the
center of the sample.

The energy consumption of the thermovinified treatment W (kJ, kg) was calculated using the
following formula.

W, = QC.AT

Where Cs is the heat capacity (estimated by 4.18 kJ/kg) and AT is the temperature change during
the treatment (Escudier et al., 2008).

c. Enzymatic treatment:

The crushed grapes were distributed into 5 L tanks. The macerating enzyme (Lafase HE Grand
Cru, Laffort Oenologie, Bordeaux, France) were added at a concentration of 6 g per hectoliter of

crushed grapes.
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2.4. Alcoholic fermentation

After the PEF, ET and TV pre-treatments, the Saccharomyces cerevisiae yeast (Actiflore F33,
Laffort Oenologie, Bordeaux, France) was added to the must in the quantity of 10g/hL to launch
the alcoholic fermentation. The flasks containing must samples were placed for 16 days in the
incubator where the fermentation temperature was kept at 30 £ 1 °C to carry out the alcoholic
fermentation. Alcoholic fermentation was carried out until no residual sugars. Must samples were
taken for analysis each day of AF. The samples were centrifuged at 4000 rpm for 10 min using a
HERMLE Universal Z 200A centrifuge (Wehingen, Germany) to remove any undesired solids.
The supernatant was then used for the analysis.

2.5. Analysis of Must and wine

a. Total soluble matter, pH and conductivity measurements

The total soluble matter (°Brix) and pH of must were respectively measured with a refractometer
AR (Leica Microsystems Inc., Buffalo, New York, USA), and a pH-conductivity meter InoLab
pH/cond Level 1 (WTW, Weilheim, Germany) at the frequency of 50 Hz.

b. Kinetics: monitoring of extractions

The kinetics of extraction were monitored during fermentation through the measurement of the
absorbance of appropriately diluted samples at 280nm, 420 nm (yellow), 520 nm (red), and 620
nm (blue) (Glories, 1984). Absorbance measurements were made by a spectrophotometer UV-
VIS (Libra S32, Biochrom, France) with 1 cm path length glass cells. The colour intensity (CI)
was expressed as the sum of all the three absorbance values (420, 520 and 620 nm) and the total
polyphenol index (TPI) was determined from the absorbance at 280 nm, after a 100-fold dilution.
c. Spectrophotometric measurements and characterization of colour composition
Absorbance measurements were made with an Evolution 300 spectrophotometer (ThermoFischer)
and colour indices were deduced from these absorbance measurements as previously described

(Atanasova et al., 2002, Glories, 1984, Somers & Evans, 1977). All the absorbance measurements
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were converted to a 10-mm light path cell and a dilution of 1 before calculating indices. Colour
due to derivatives resistant to sulfite bleaching was determined at 520 nm in a 1-mm light path
cell after addition of a metabisulfite solution, and colour due to non-discoloured pigments (NPD)
was calculated. Absorbance at 520 nm was measured after dilution in wine model solution at the
wine pH. Color due to copigmentation phenomenon (CC) was defined as the substraction of the
absorbance at 520 nm and the absorbance at 520 nm after dilution at the wine pH. Total red
pigment colour was determined from absorbance at 520 nm with a 10-mm light path after a 100-
fold dilution in HCI 1M.

d. Analysis of wine polyphenols

d.1. Analysis of phenolic acids, anthocyanins, flavonols

Anthocyanins, phenolics acids and flavonols were analysed by direct injection of wines into the
HPLC system. HPLC-DAD analyses were performed using a Waters 2690 system equipped with
an autosampler system, a Waters 2996 photodiode array detector, and a Empower
chromatography manager software (Waters, Milford, MA). Separation was achieved on a
reversed-phase Atlantis T3 column (250 x 4,6 mm i.d., 5 um packing) protected with a guard
column of the same material (Phenomenex, Torrance, CA; 4.0 x 3.0 mm, 3 um packing) (Waters,
Milford, MA). The elution conditions were as follows, 1 mL/min flow rate; oven temperature 30
°C; solvent A, water/formic acid (95/5 v/v); solvent B, acetonitrile/water/formic acid (80/15/5
v/v/v); elution began : isocratically with 0% B during 5 min, then continued with linear gradients
from 0 to 5% B in 20 min, from 5 to 20% B in 15 min, isocratically with 20% B during 10 min,
from 20 to 30% B in 10 min, from 30 to 80% B in 15 min, followed by washing and re-
equilibration of the column. The injection volume for all samples was 10 xL. A calibration curve
was established using malvidin 3-O-glucoside from Extrasynthese (Genay, France) to quantify

anthocyanins at 520 nm as equivalent malvidin 3-O-glucoside, using cafeic acid to quantify
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phenolic acid at 320 nm, using quercetin to quantify flavonols at 360 nm, using gallic acid to
quantify it at 280 nm.

d.2. Analysis of tannins

Tannins were analysed by HPLC after acid-catalysed cleavage in the presence of excess
phloroglucinol as previously described (Souquet et al., 2004, Kennedy & Jones, 2001). The
protocole was adapted for analysis of wine tannins as follows. Wine (3ml) was evaporated with
an evaporator (Bushi). The residue was dissolved in 3mL of water/acetic acid (98/2 v/v) and 1mL
was applied on a solid phase extraction cartridge (Phenomenex, strata SDB-L, polymer, 100um,
260A , 500mg/3mL). Sugars and organic acids were eluted with 5SmL of water/acetic acid (98/2
v/v) and phenolic compounds recovered with 8mL of methanol. 2g/L methyl paraben was added
as an internal standard. 8 mL were taken to dryness under vacuum, redissolved in 250 uL of
MeOH containing 0.2 N HCI, 50 g/L phloroglucinol, and 10 g/L ascorbic acid and heated for 20
min at 50 °C. Then, an equivalent volume of aqueous 200 mM sodium acetate was added to stop
the reaction. Released terminal subunits and extension subunit-phloroglucinol adducts were
analyzed by HPLC using a Waters 2690 system with a reversed-phase Atlantis T3 column (250 x
4,6 mm i.d., 5 um packing) protected with a guard column of the same material (Phenomenex,
Torrance, CA; 4.0 x 3.0 mm, 3 um packing). The mobile phase was a gradient of
water/acetonitrile/formic acid (80/15/5 v/vl/v; solvent B) in water/formic acid (95/5 v/v; solvent
A), at a flow rate of 1 mL/min at 30 °C. Proportions of solvent B were as follows: 0-5 min with
0%B; 5-25 min, 0-10%; 25-40 min, 10-12%; 40-70 min, 12-30%; 70-75 min, 30-0%; 75-80 min,
100-0%. The injection volume for all samples was 10 xL. The proanthocyanidin units were
detected by a Waters 2996 photodiode array detector and quantified from peak areas at 280 nm
using external calibration with known concentrations of flavan-3-ol monomers from
extrasynthese). These analyses gave access to total proanthocyanidin content, their mean degree

of polymerization (mDP), and the percentage of each constitutive unit (i.e. catechin (%cat),
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epicatechin (%epi), epicatechin gallate (%gal), epigallocatechin (%egc). The mDP was calculated
as the ratio between the summed molar concentrations of all released constitutive units and the
summed molar concentrations of terminal constitutive units.

2.6. Statistical analysis

Each modality was conducted in duplicates and analysis repeated twice. Means and standard
deviations of data were calculated. Two way analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher's
LSD (Least Significant Difference) were performed to investigate the effect of the different
pretreatments, to compare the means of the different investigated responses and to determine
statistical significance. For each analysis, significance level of 5 % was assumed. All statistical

analyses were performed using Statgraphics 5.1 (Statpoint Technologies Inc, USA).

3. Results and discussions
3.1. pH and °Brix of Cabernet Sauvignon musts

The pH and the total soluble matter (*Brix) have been measured during the alcoholic fermentation
of the Cabernet sauvignon (CS) musts after that the different pre-treatments were applied. None of
the pretreatments had a significant effect on the pH and the total soluble content at the beginning
of the alcoholic fermentation (Table 1).

The values of the pH were slightly lower at the end of the fermentation when compared to the
beginning. Note that a significant difference was observed between the control (pH=3.76) and the
three other modalities (a mean pH of 3.61). The pretreament by PEF, heat and enzymes seemed to
promote a more acid must than the control. On the contrary, no significant difference was
detected for the total soluble content at the end of the alcoholic fermentation. It’s interesting to
note that PEF treatment (E=48 kJ/kg) is less energy consuming than heat treatment (E=420

kJ/Kg).
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The non-significant effect of pulsed electric field, macerating enzymes and thermovinification
pretreatment on pH (at the beginning on AF) and °Brix values of red must are consistent with the
observations of other researchers, who reported that these parameters were not affected by the
treatment of grapes with pulsed electric field or with macerating enzymes (Pardo et al., 1999,
Gambuti et al., 2007, Lopez et al., 2009). The non-significant effect of thermal treatment on pH
was also validated by the study of Mikolajzack et al., (2011), heating red grapes 65°C during 20

min before pressing the grapes.

Table 1. Must characteristics (pH & °Brix) for Cabernet Sauvignon control and treated by enzymatic (ET), pulse

electrical field (PEF) and thermovinification (THERM) treatments prior to alcoholic fermentation (AF).

pH °Brix
Timeof Energy Beginning Beginning
Type of treatment Endof AF End of AF
treatment (kJ/kg) of AF of AF
Control - - 3.200 3.76* 20.00° 6.712
Enzymatical (ET) - - 3.24° 3.64v 20.70° 6.69°
Pulsed electric field ) )
R 1ms 48 3.242 3.600 20.802 6.712
(PEF 5 KV/cm)
Thermovinification . ) ) )
30 min 420 3.182 3.61° 20.60° 6.722

at 70°C (TV)

@®) marks with the same superscript letters were not significantly different within the same column (LSD
test, 5% level)

3.2. Extraction kinetics of polyphenols and colour intensity during alcoholic fermentation
The extraction of phenolic compounds was monitored during the alcoholic fermentation of

the Cabernet Sauvignon (CS) red grapes (Figure 2). The curve aspect of Total Polypehnol Index

(TPI) was similar for the different modalities. At the beginning of the alcoholic fermentation, a

significant increase of polyphenol content was found in the musts due to the different

pretreatments. The values ranged from 20.1 for the control and 35.1 for the Thermal treatment.

Whereas, a gap was deepened between both thermal (83.5), electric (80.5), enzymatic (66.0)

treatments and control (59.0) at the end of the alcoholic fermentation.

The efficiency of pectolytic enzyme pretreatment of grape must was demonstrated in previous

studies (Ducasse et al., 2010). Still, it seems that pulsed electric field and thermal treatments are
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235 more efficient than the enzymatic treatments. These results are in accordance with Donsi et al.,
236 2010 and Atanackovic et al.,, 2012. Both electric and thermal treatments have different
237  mechanisms to enhance polyphenol extraction. The electric field causes localized electrical
238  breakdown of cells membrane which lead to a selective release of compounds due to
239  electroporation (Zimmerman etal., 1974; Knorr & Angershach, 1998; Bazhal etal., 2001,
240  Vorobiev et al., 2011) while the heat destroys the integrity of cell membranes, and lead to a non

241  selective release of pigments and different phenolic substances into the must.
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Figure 2. Extraction kinetics of total polyphenol Figure 3. Extraction kinetics of colour intensity (CI) after
index (TPI) after different pretreatments during different pretreatments during alcoholic fermentation.
alcoholic fermentation.
242
243 After evaluating the effect of the different pretreatments on the kinetics extraction of

244 phenolic compound during the red vinification, a study of the effect of theses pretreatments on the
245  kinetic of colour intensity during the AF is elucidated in figure 3. As shown in figure 3, the
246 general evolution of Colour intensity (CI) was similar in all wines . The application of all studied
247  pretreatments enhances color intensity during the alcoholic fermentation (Fig. 3). A rapid initial
248  increase of ClI is observed until reaching a maximum value. The increase of the CI during the

249  maceration/fermentation step is mainly related to the increase of monomeric anthocyanins content
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(Ribéreau-Gayon P, 1982). The maximum value of ClI was attained after the 3 days of alcoholic
fermentation for both untreated and pretreated CS grapes.

For instance, the color intensity of extract obtained after the 3 days of alcoholic maceration of the
ET treated grapes was 20.6, lower than their Cl obtained after PEF and TV treatments (Cl= 36.0
and 36.9 respectively). However, for the control grapes, the value of colour intensity was rather
small (Cl= 11.4). The results presented in Fig.3 suggest that TV and PEF enhances better the
color intensity than ET treatments. After the 3 days of alcoholic fermentation, the color intensity
of wines became decreasing. This decrease can be explained by anthocyanins hydrolysis and
oxidation during fermentation (Monagas et al., 2005b).

However, even at the end of fermentation period of 16 days, the color intensity remained higher
for wines obtained from the treated grapes. Moreover, the tendency of the highest color intensity
of wines obtained from grapes treated thermally and electrically was also confirmed. The
application of TV and PEF increases color intensity of the red wine respectively on 62 and 56%,

while the ET treatment increases the CI on 22% comparing to the untreated sample.

The wines produced with added enzyme preparation showed a higher intensity of colour than
their respective control wines in all the samples studied, which agrees with the result obtained by
Kelebec et al., (2007). In the experiments of Donsi et al., (2010), the PEF-treatment (E=1 kV/cm,
tper=100 ms, W=50 kJ/kg) applied before red fermentation, enhanced the phenolic content and the
color intensity of the red wine on the 20%. Lopez et al (2008) demonstrated that immediately
after the PEF application (2-5 kV/cm) the values of color intensity increase as compared to
control samples components. This increase is directly related to the degree of cell membranes

permeabilisation and the release of intracellular components.

To summarize, Figure 2 & 3 have shown that the application of TV and PEF to red grape

improved the phenolic extraction and the colour intensity more effectively than ET. To explain
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these results, it is important to thoroughly identify the phenolic composition and concentration for

the different pretreatments by HPLC in our study.

3.3. Evolution of the content of total and individual phenolic compounds during vinification
for the different pretreatments.

To explain the effect of the different pre-treatments on the kinetic of phenolic extraction and Cl,
monomeric anthocyanins were analysed because they are directly responsible for red wine colour.
Phenolic acids and monomeric flavonols were also quantified since they have been described as
highly effective copigments (Gomez-Miguez et al., 2006). Table 2 shows the content of total
phenolic families (TP), total monomeric anthocyanins (T-MA), total Phenolic acids (T-PA), and
total Flavonols (T-Flavo) during vinification for the control and the different pretreated samples.
The content of total phenolic families was calculated by adding the amounts T-MA, T-PA and T-
Flavo and gallic acid.

Table 2. Identification and quantification by HPLC of phenolic compounds (anthocyanins, phenolic acids
and flavonols) in CS pretreated during the vinification.

Phenolic corpounds

Beginning of AF Dwring AF End of AF
(mg/L}

Control ET PEF Iy Control ET PEF vV Control ET PEF vV

Dp-3-gll 1> 100 40 ENID o5 =3 T T 5 10 1o T35 20

Cy-3-gl? 0.5¢ 03 13 300 142 1» 13 ND AT 5gb o 302
Pt-3-gl? 2.1¢ 14 81 26.5 13» 17.2% 167 20.6* 6.00 3.0 g.3h 13.42

Pn-3-gl4 4 47 1210 208 7.8 8.5 7.6% 117 4.0hc 4 61 P
Mv-3-g1 5 73.0  g40¢ 2074 3523+ 200022 3051 31372 3438 1760+ 1703 20812 2117

Pn-3-gl-ac ¢ 1.5¢ 1.4¢ 200 8.2 3.8 g 4.3 6.72 2.0b 1.5 1.7 3.3
Mvgl-ac? 34.6¢ 394¢ 10000 1956 1215 I335% 1361% 1733 s 605 T4 84,02
Mvgl-p-coum? 4.5¢ 4.1t 13.8" 30.00 21.6" 3.7 24,930 323 L 11.0% 11.6% 16.0%

T-MA (mng/L)? 1225 1363 340.7% 6135 47068  S053%  516.1%  605.7*  263.61  27L.7% 3000+ 34700

—
t-caffeoyl tartaric

a 3P 1% 35} 228% 0.5 1266 053 1641 2,00 2.7 200 30
acl
pansp-cowmaroyl ) s g40 agp g2m 2.8 3.5 2.58h 455 0.4 0.6 0.9 0.0a
tartaric —

T- PA (gL 10 s0h 34 6 271 123 16.1% 12.1° 1100 ) 33 ) 1.8
Callic acid (ng/L) 0.6" 0.7 0o To o0 TL.o% e 237 718 T TATY 3378
Flavonol 1 1+ 17 4D [ 6.8 [ TIs T8 ey vy 125 114

Flavonol 2 1.4¢ 14 32 6.2 4.2 4.8 4.8 6.7 44 400 2.4¢ 71

Flavonol 3 ND ND ND ND Ey T e o 4 0 51t D
T-Flavo (mg/L) 1t 2.8¢ 31c 1R 12.7 1582 16.00 173 20,92 14.1¢ 14.7¢ 1106 1782

Total phenols . .

(melL) 1309 1435 364.1°  TI4.9% 5160 S403 S50 6509 305¢ 3151¢ 35080 4033

@b Different letters within the same line represents significant differences between the different modalities (At the
beginning, during and the end of AF). Means discrimination by LSD test
(0. = 0.05). ND: not determined
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At the beginning of AF, a significant increase of total phenolic values (mg/L) and
anthocyanins contents T-MA (mg/L) was remarked in the musts for the different pretreatments.
The Total phenol and T-MA values of the different modalities at the beginning of the AF are
respectively: TV (714.9 mg/L ; 673.5 mg/L), PEF (364.1 mg/L; 349.7 mg/L), ET (143.5 mg/L ,
136.3 mg/L), comparing to the control sample (130.9 mg/L , 122.5 mg/L). The higher T-MA
values of PEF and TV treatment could explain the higher colour intensity of the extracts obtained
after the PEF and TV treatments at the beginning of AF (Figure 3). The kinetics evolution of total
phenolic values and total anthocyanins contents are similar for the control, ET and PEF
treatments, characterized by an increasing of total phenolic values followed by a decreasing to the
end of AF. Whereas, a different Kkinetic evolution was observed for the TV treatment,
characterized by a decreasing of phenolic content and T-MA during the whole period of AF. A
decreasing was noticed at the end of AF for the T-MA of the different modalities, which
corroborates with the decrease of Cl (Figure 3). At the end of AF, slight differences of the
phenolic values and T-MA were noticed between the ET treatment and the control, whereas an
enhancing by 18% and 32% of the phenolic values and anthocyanins was noticed respectively for
the PEF and TV treatments. The positive effect of PEF on the anthocyanin extraction was also
reported by Donsi et al. (2010), in which the PEF treatment of red grapes (E=1 kV/cm, tcgp=100
ms, W=50 kJ/kg) leaded to a high anthocyanins content (+20%) in the red wine. The high effect of
TV on the anthocyanin extraction corroborates with the data obtained by Spranger et al., 2004. In
their studies, they show that wine made by thermovinification techniques has much more colour
than a traditional wine while containing less anthocyanins.

Furthermore, table 2 showed that the Flavonols evolution during the vinification presents a
similar curve aspect for the different modalities. The higher value attained at the end of AF was
respectively for TV (+97%) and PEF-treatments (+48%) comparing to the control one. Whereas,

no significant difference was observed between the ET treated musts and the control one.
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Table 2 showed that the evolution of anthocyanin and phenolic acids during the red
fermentation was similar. It should be noticed that the values of phenolic acids were always
higher for the TV (+92%), ET (+32%) and PEF-treated (12%) than for the control. The loss of
monomeric anthocyanins may be due to either reactions of formation of new stable pigments or
precipitation and degradation reactions. Phenolic acids have been of interest for copigmentation
researchers, and have shown a prominent effect on the enhancement and stabilization of
anthocyanin (Dimitrovi¢-Markovi¢ et al., 2000). To understand the colour phenomenon, an
analysis of colour composition was done in our study. The decrease in anthocyanins was due to
their degradation, but also due to their strong reactivity with other compounds which can lead to

form more stable pigments in terms of colour.

Table 3 shows the results of the analysis of wine proanthocyanidins obtained by acid-
catalysis in the presence of excess phloroglucinol for the different pre-treatments. The pro-
anthocyanidin concentration of the wines was higher for the TV and PEF-treatments with a value
of 522 mg/L and 428 mg/L respectively whereas no differences were noticed for the control and
ET with a value respectively of 378 mg/L and 382 mg/L. Moreover, for the different
pretreatments, the composition of tannins in egc, epi, cat, €30 was similar. The tannins have the

same characteristic in all the treatment.
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Table 3. HPLC analysis of total proanthocyanidins and related parameters, following acid-catalysis in the
presence of excess of phloroglucinol for the different pretreated wine during AF

Phenolic compounds

) Control ET PEF TV
(mg/L)
Egcpht 840 920 830 91°
Epiph? 1712 1722 1992 2212
Cat-ph® 220 2(b 300 302
Catt 620 sgb T6h 99
E30-ph? 7o gb 100 172
Epi® 32b 32b 3qb 640
Total
proanthocyanidins 378b 3820 4283 5220
(mg/L)
mDP’ 4.05 4.25 4.05 3210

@b) Different letters within the same line represents significant differences between the different modalities.
Means discrimination by LSD test (o = 0.05).

The mean degree of polymerization (mDP) of proanthocyanidins of the control, ET and PEF
treated wines remains constant. Table 3 shows that the mDP of the thermovinified wine was
lower. However, no statistically significant difference was noticed for the thermovinified
treatment comparing to the others treatments.

3.4. Evolution of the composition of the red wine colour during the vinification for the
different pre-treatments.

The evolution of the composition of the red wine colour, monomeric anthocyanins colour (MAC),
copigmentation colour (CC), and non-discoloured pigments (NPD) was analysed during AF (Fig.
4). Red winemaking increased the value of MAC, CC and NDP, and maceration was the main
process affecting these values. Throughout the period studied, the value of monomeric
anthocyanin colour (MAC) was considerably higher than CC and NDP, contributing more than
77% to wine colour for the control must at the beginning of AF. Whereas (MAC) contributed
respectively 64%, 52% and 45% to wine colour for ET, PEF and TV at the beginning of AF.
These differences could be explained by the fact that the colour phenomenon was different
according to the treatments. The copigmentation phenomenon (CC) is higher for the different

pretreatments compared to the control, respectively, 28%, 40% and 48% for ET, PEF and TV
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treatments and just 16% of the colour was attributed to CC for the control sample. The light red
colour of must control sample was due to monomeric anthocyanins colour, since the colour values
due to their polymeric and copigmented forms were negligible. However for PEF and TV
samples, the colour is darker, due to the lower values of MAC and higher values of CC.

However, the ratio of stable bisulfite and copigmentation colour (NDP + CC) to unstable
anthocyanin colour (MAC) changed with the winemaking process. MAC, NPD, and CC values
increased significantly in the samples during AF, indicating a high extraction of grape
anthocyanins which are stabilized under red forms by copigmentation phenomenon and polymeric
pigments. These reactions were seen to be greater for must pretreated, due to the fact that more
anthocyanins were extracted after the different pre-treatments. At the beginning of AF, the ratio of
stable colour is higher for the different pretreatments , with a value of 0.56 , 0.9, 1.21 respectively
for ET, PEF and TV , compared to the control sample (ratio =0.3). The three pretreatments
enhance the copigmentation complexes, which results in a high colour of the must. At the end of
AF, the ratio of decrease for PEF and thermovinification (0.73 & 0.71), but remains higher than
the control sample (0.61). The contribution of copigmentation colour to wine colour was almost
38% for the control sample and 42% for the different pre-treated samples. This result corroborates
with the results reported by Boulton, 2001, who reported that the contribution of copigmented
anthocyanins to young red wine colour ranged from 30 to 50%. Copigments in young wines are
very important for wine colour since they increase colour intensity and transform the colour of
wine red to purple. They may also be seen as a storage form of anthocyanin, allowing more
anthocyanin to be removed from the skins and stabilized in solution until the polymeric pigments
are formed.

At the end of AF, the anthocyanin content of the control and pre-treated samples decreased (Table
2). Whereas, the percentage colour contribution of red wine colour comparing to total red pigment

colour (measured at 520 nm after the acidification of the red wine with hydrochloric acid at pH 1)
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increased respectively by 15, 16 and 17% for the control, ET and PEF. Whereas a different kinetic
is always noticed for the TV treatment, with a decrease of the ratio of red wine colour comparing
to a red colour at pH1 by 32%. The increase of the percentage colour contribution of red wine
colour comparing to total red pigment colour of the control and pretreated musts by ET and PEF
is due to different chemical phenomena such as copigmentations that can stabilize the red forms
of anthocyanins and enhance the colour in red wine. Then, the decrease of red pigment in a wine
does not necessarily imply less decrease of colour. Our study shows that the decrease of
anthocyanins leads to a slight loss of colour but compensated by the colour of new formed
pigments.

According to these results, the pretreatments leads at the end approximatively to the same
composition of colour. The kinetics of the control, ET and PEF is similar. Whereas, the TV

treatment presents always a different kinetics due to the heat prior to red fermentation.
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Figure 4. Wine colour (WC) composition for CS varieties versus different pre-treatments, after the AF.
Monomeric anthocyanins colour (MAC),copigmentation colour (CC), and non discolured pigments (NDP)
during vinification.
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3.5. Influence of different pretreatments on CIELAB parameters during vinification at the
start (a) and the end of AF (b).

Fig. 5 compares the CIELAB parameters (L*, a*, and b*) of Cabernet Sauvignon must at the
beginning (a) and the end of AF (b) for the control and different pretreated samples. In the Fig. 5,
colour coordinates L represents the lightness and a* and b* indicate the change in hue from red to
green and from yellow to blue, respectively. Lightness (L*) was affected by maceration and the
application of a PEF treatment to the must. It was observed in the Fig 5.a. that the TV and the
PEF musts were the darkest (lower L*), however non-significant difference was detected between
the control and enzymatic treated must but theses musts have the lighter red colour (highest L*).
The light red colour of must control sample was due to monomeric anthocyanins colour, since the
colour values due to their polymeric and copigmented forms were negligible. However for PEF
and TV samples, the colour is darker, due to the lower values of MAC and higher values of CC.
At the end of AF (b), no differences were detected between the L* of control and different
pretreated samples.

The red tones (values of a*) were lower in the control, enzymatic musts (a*= 54.5) and in
the thermovinified must (a*= 50.0) than in the musts obtained from pulsed electrical field treated
skins (a*= 54.5). However the yellow tones (values of b*) was the highest in PEF-treated musts
(b*= 41.8), whereas it was lower for the TV must (b*= 34.0) and the lowest for the control and
enzymatic treated must (b*= 20.0). After longer maceration times (at the end of AF), slighter
differences were noticed between the parameters (a* and b*) for the different wines.

The AE*ab is a parameter that has been suggested to estimate if the differences observed
in the L*,a*,b* values can be detected by the human eye. A value higher than 3 indicates that
observers can easily detect a difference among samples. This value is visually detectable, because
it is higher than the estimation of 3.0 CIELAB units as the acceptable tolerance for the human eye

in distinguishing the colour of wines, when trained tasters use standardized wine tasting glasses
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(Martinez et al., 2001). The value of this parameter when comparing control and the different
pretreatments at the end of AF shows a AE*ab higher than 3 for the different pre-treatments with
respectively a value of 6.89, 9.93 and 6.32 for the ET, PEF and TV samples. The PEF-treatment
represents the highest value of AE*ab. Therefore, a great difference in juice colour could be

observed due to the PEF treatment as compared to the control.
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AE*ab 1.4 6.89 31.35 9.93 39.63 6.32

Figure 5. CIELAB parameters (L*,a*, and b*) of the control and different pretreated musts at the
beginning of AF (a) and the end of AF (b)

4. Conclusion

The application of different pretreatments technologies has demonstrated to offer an extraordinary
potential and selectivity for extraction purposes. In comparison with the control sample, the
macerating enzymes treatment, the application of pulsed electrical field and thermovinification
treatment before winemaking enhanced extraction yield of phenolic content (anthocyanins and
tannins), and the colour intensity of the samples. Theses pretreatments increased the extraction of
phenolic compounds compared with wines produced without pretreatments. The comparison

between the three techniques showed that the enzymatic treatment effect was less marked than
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PEF and thermovinification on polyphenol extraction of the red wine. Indeed, the increase in
polyphenol content led to a great difference in the total colour of the treated juices when
compared to their respective controls. The study showed that the thermovinified treatment
induced a higher extraction of phenolic content and colour of the red wine than wine issued from
PEF-treated musts. Pulsed electric field and thermovinification are efficient for the polyphenols
extraction, whereas PEF is less energy consumption (W= 48 kJ/kg for PEF and 420 kJ/kg for
TV), duration of treatment (t =1 ms for PEF and t = 30 min for TV) and it is a non-thermal
treatment (A7<7°C for PEF and AT = 50°C for TV). Each pretreatment leads to a different
phenolic profile of the red wine The PEF treatment could be an attractive non-thermal technique
to extract polyphenol and induce another profile of wines compared to classical techniques.
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Chapitre 6 : Optimisation de Cextraction des polyphénols du

mavrc du raisin assistée par chauffage ohmique pulsé

L’article « Extraction of Polyphenols from Red Grape Pomace Assisted by Pulsed
OhmicHeating» a été publié dans «Food bioprocess and technology ». Cet article porte
essentiellement sur le prétraitement par chauffage ohmique pulsé pour la valorisation des marcs

de raisin par extraction des composés phénoliques.

6.1.1. Résumé de ’article

L’extraction industrielle des polyphénols a partir des marcs de raisin est basée sur une étape de
diffusion réalisée soit en continu soit en discontinu. Dans les deux cas, 1’étape de diffusion est
longue : 3 2 4 h de temps de séjour pour I’extraction en continu et 20 h (4 batchs successifs de 5
h) pour P’extraction en discontinu. De plus, ces procédés nécessitent la mise en oeuvre de
composés tels que des solvants organiques. Cependant, la majorité des solvants organiques sont
considérés comme de potentiels allergénes, et leur présence dans des produits a destination de
I’alimentation est trés réglementée. Afin de réduire la durée de I’étape de diffusion tout en
atteignant des rendements en polyphénols élevés et d’éviter I’ajout de co-solvant, un type de
prétraitement électrique a été appliqué dans les travaux antérieurs. Il s’agit des CEP. Boussetta et
al.,(2011a) a montré que I’application des CEP a haut voltage (E=20 kV/cm) améliore
I’extraction des polyphénols du marc du raisin. Corraleset al., 2008 a montré de méme une
amélioration de cette extraction suite a une application des CEP a E=3kV/cm. Cependant, les
CEP a bas voltage n’ont pas montré d’effets vis a vis de I’extraction des polyphénols. D’ou
I’intérét de notre étude qui vient appliquer les CEP en les combinant a un chauffage a
température modérée dans le but d’améliorer 1’extraction des polyphénols.Le chauffage facilite
I’endommagement membranaire suite a I’application des CEP. Cette technique combinant le
chauffage thermique au traitement électrique s’appelle « chauffage ohmique pulsé » (COP) a

intensité modeérée des CEP associée a un chauffage modéré.
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L’objectif de cette ¢tude est d’évaluer I’effet de 1’application d’un chauffage ohmique pulsé
« COP » a différentes intensités de voltages (E=100-800 V/cm) et différentes températures

modérées (30-60 °C) sur I’extraction des polyphénols a partir du marc du raisin.

Le procédé d’extraction des polyphénols se divise en deux étapes successives : un prétraitement
par COP et une diffusion en batch. Le principal paramétre étudies est : le pourcentage en éthanol
dans le milieu de diffusion (10, 20, 30 and 50 %). . Les parametres fixés sont: la température
(50°C) et la durée (1 h). Des prélévements au cours du temps permettent d’établir les cinétiques
d’extraction des solutés totaux (Brix) et des polyphénols. La matiére premicre testée est obtenue

directement apres pressurage des raisins rouges de Cabernet Sauvignon.

Ainsi, les résultats obtenus ont montré que la conductivité électriqgue augmente avec
I’augmentation de I’intensit¢ du COP de 200 a 400 V/cm et de la température. La meilleure
perméabilisation cellulaire (Z>0.75-0.8) est atteinte avec une intensité du champ modérée (300-
400V/cm) et une temperature moderée (40-50 °C), une consommation énergétique de 38,1 kJ/kg
et une durée de traitement de 5 sec. Alors que pour atteindre le méme degré de perméabilisation,
Z=0.8 pour une intensité de champ de 100 V/cm, une consommation énergétique plus élevée est
demandée (W=178.75 kJ/kg), ceci étant di a une plus longue durée de traitement (210 sec) et
une température plus élevée (82°C). D’ou, le COP a intensité modérée (E=300-400 V/cm) et a
température modérée (40-50C) permet d’atteindre le meilleur degré de perméabilisation

cellulaire.

Concernant leur effet sur I’extraction des polyphénols, les COP ont amélioré cette extraction
dans un milieu aqueux et dans un milieu de diffusion hydroalcoolique. Cependant, la présence
d’éthanol dans le milieu a favorisé I’extraction des polyphénols. Apres 1 h de diffusion a 50°C
dans de I’eau, la teneur en polyphénols est respectivement 35 et 41% supérieure pour un COP
(400& 800 V/cm) a celle obtenue apres 1 h de diffusion pour un témoin. Alors que dans un
milieu hydroalcoolique a 30% d’éthanol, la teneur obtenue en polyphénols est 40% supérieure
pour un COP (400& 800 V/cm) par rapport a un témoin. Les cinétiques d’extraction des COP
(400& 800 V/cm) sont différentes dans un milieu aqueux et similaire dans un milieu
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hydroaloolique. Ceci étant dii a la présence d’éthanol qui extrait sélectivement les composés
cellulaires et améliore leur extraction. Probablement, la taille des pores induits par 400 V/cm,

¢tait suffisante pour le passage des polyphénols et la présence d’éthanol a facilité ce passage.

De plus, les cinétiques d’extraction des polyphénols ont pu étre modélisées par le modéele de
Peleg qui permet d’estimer les rendements d’extraction finaux théoriques (Ye) ainsi que les
vitesses d’extraction dans les premiéres minutes (g). Une bonne corrélation a été obtenue entre le
modéle proposé et les données expérimentales avec des coefficients de corrélation R? compris
entre 0,970 et 0,995. Les valeurs de q et de Ymax augmentent ainsi avec 1’application des COP, et
la congélation. Une dépendance linéaire a été observée entre la teneur maximale en polyphénols

et le pourcentage d’éthanol dans le milieu (0-50%).

Concernant 1’é¢tude de la sélectivité de I’extraction des polyphénols, nous avons noté une
augmentation de 1’indice de perméabilisation Z et de I’indice de I’extraction des polyphénols Zp
avec l’augmentation de D’intensit¢ du COP de 200 a 800 V/cm. Pour le méme indice de
perméabilisation Z et la meme intensité de COP, ’extraction des polyphénols dans de I’eau est
moins importante compare a un milieu hydroalocoolique, ce qui met en évidence I’extraction
sélective des polyphénols en utilisant le traitement par COP suivi d’une diffusion dans un milieu

hydroalcoolique.

En conclusion, cette ¢tude a permis de valider I’efficacité du prétraitement par COP dans
I’amélioration de la perméabilisation membranaire du marc du raisin avec une faible
consommation énergétique (W= 38 kJ/kg). L’application du COP (400 & 800 V/cm) a amélioré
I’extraction des polyphénols de 40% suite a une heure de diffusion. Une synergie a été observée
en combinant I’application du COP a une température de diffusion modérée (50°C) et un milieu
hydroalcoolique (30% d’éthanol). Une extraction sé€lective des polyphénols a été notée suite a
I’application de COP suivi d’une diffusion dans un milieu hydroalcoolique. Enfin, nous pouvons
déduire que I’extraction assistée par COP peut étre prometteuse dans 1’objectif de valoriser le
marc de raisin. La validation de ce procédé sur des quantités de produits supérieures est

nécessaire pour une perspective d’application industrielle.
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6.2. ARTICLE: Article : Pulsed ohmic heating assisted polyphenols extraction from red grape

pomace

(\Voir le manuscrit qui suit)

~ 270 ~



Food Bioprocess Technol
DOI 10.1007/511947-012-0869-7

ORIGINAL PAPER

Extraction of Polyphenols from Red Grape Pomace Assisted

by Pulsed Ohmic Heating

Nada El Darra « Nabil Grimi - Eugéne Vorobiev -
Nicolas Louka - Richard Maroun

Received: 7 October 2011 / Accepted: 18 April 2012
©) Springer Science+Business Media, LLC 2012

Abstract The present work is devoted to the investigation of
the effect of pulsed ohmic heating (POH) on cells membrane
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(E=100-800 V/cm) and the percentage of ethanol in water (£/
W=0-50 %) on polyphenols extraction were discussed. Meas-
urements of electrical conductivity and electric energy con-
sumption were performed for POH pretreatment optimization.
Results show that POH treatment results in cells membrane
denaturation. This permeabilization increases with the eleva-
tion of electric field strength and temperature. POH pretreat-
ment accelerates the extraction kinetics of total polyphenols
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from grape pomace. Freeze-thawed samples are always ac-
companied with a high degree of cell damage and high con-
centration of polyphenols in the extract. The highest
extraction yields were obtained with a POH pretreatment at
400 V/em followed by a diffusion step for 60 min at 50 °C and
with a solvent composed of 30 % of ethanol in water. In these
conditions, the polyphenol content was 36 % more than
untreated samples. The proposed technique (POH pretreat-
ment) appears to be promising for future industrial applica-
tions of polyphenols extraction from pomace.

Keywords Grape pomace - Pulsed ohmic heating - Cell
membrane denaturation - Polyphenol content

Nomenclature

d Diameter (mm)

E Electric field strength (V/em)

h Height (mm)

1 Current intensity (A)

K Peleg rate constant (min 100 g DM/g GAE)

K> Peleg’s capacity constant (100 g DM/g GAE)

n Number of pulses

N Number of trains

Nz Number of trains to attain the value of Z=0.8

m Mass of grape pomace (g)

my Mass of the sample (grape pomace + water) (kg)

q Maximum of extraction rate (g GAE/100 g DM min)
R Resistance (ohm)
T

Time (min)
t: Pulse duration (us)
I Total time of POH treatment (s)
tpon  Effective time of POH treatment (s)

T Temperature (°C)
T. Characteristic damage temperature (°C)

At Time between pulses (ms)

@ Springer

~ 271~




Food Bioprocess Technol

Voltage (V)

Energy consumption (J/kg)

Yo Initial yield of total phenolic compounds (g GAE/
100 g DM)

Yimax  Maximum extraction yield of phenolic compounds
estimated by Peleg’s model (g GAE/100 g DM)

()  Yield of total phenolic compounds (g GAE/100 g

sc

DM)
zZ Disintegration index
Zy Polyphenols extraction index
Greek symbols

o Electrical conductivity (S/m)

7, Characteristic damage time (s)

a  Electrical conductivity at 7=0 °C (S/m)
3 Slope of o vs. T (S/m °C)

Subscripts
d Completely damaged tissue
u  Untreated (intact)

Abbreviations

DM Dry matter

E/W  Ratio between ethanol and water
FC Folin Ciocalteu

GAE  Gallic acid equivalent

PEF  Pulsed electric field

POH Pulsed ohmic heating

Introduction

Cabernet Sauvignon is one of the red grape varieties used
for rosé wine production (Puertolas et al. 2011). Red grapes
contain an important quantity of polyphenolic compounds
in skin, pulp and seeds, which can be just partially trans-
ferred to wine during wine-making (Jackson 1994). Press-
ing, which is the basic technique for making rosé wine
(Ribéreau-Gayon et al. 2004; Murat and Dumeau 2005),
generates high amounts of grape pomace (approximately
20 % of the weight of processed grapes). Grape pomace is
considered as a valuable co-product due to its polyphenol
composition. Phenolic grape compounds can be divided into
two groups: non-flavonoid (hydroxybenzoic and hydroxy-
cinnamic acids and stilbenes) and flavonoid compounds
(anthocyanins, flavan-3-ols and flavonols) (Goémez-Alonso
et al. 2007). Studies in vitro and in vivo have shown that
some of polyphenols exhibit antioxidant and firee radical
scavenging properties, which may play an important role
in human health, reducing the risk of various degenerative
diseases, such as cardiovascular diseases, osteoporosis and
cancer (Dugand 1980; Singleton 1982; Brasseur et al. 1986;
Macheix et al. 1990; Loliger 1991).
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Industrial extraction of polyphenols from grape pomace
is a batch or continuous process combining water with other
solvents (ethanol, methanol or sulphur dioxide). Conven-
tional extraction is performed at moderate temperatures (50—
60 °C) and has rather long duration (3-20 h) (Boussetta et
al. 2009a). When applied for a long time, heat can deterio-
rate thermo-sensitive compounds containing in a grape
pomace (such as antioxidants). Alternative extractions assis-
ted by enzymes or supercritical fluid have been proposed (Ju
and Howard 2003; Louli et al. 2004; Kammerer et al. 2005).

Recently, novel electrotechnologies such as pulsed electric
field (Praporscic et al. 2007; Grimi et al. 2007; 2009; De Vito
et al. 2008; Vorobiev and Lebovka 2008; Corrales et al. 2008;
Boussetta et al. 2009b; Loginova et al. 2011), high voltage
electrical discharges (El-Belghiti et al. 2005; Boussetta et al.
2009a; Vorobiev and Lebovka 2008) and ohmic heating
(Sastry and Barach 2000; Sastry 2005, 2008; Allali et al.
2008; Shynkaryk et al. 2010) have been used for membrane
damage in plant tissues. The application of pulsed electrical
treatments is particularly attractive to enhance the solute
extraction with lower energetic costs and better product
quality (Boussetta et al. 2009a, b; Puértolas et al. 2010a;
Donsi et al. 2010).

For instance, the pulsed electric field (PEF) applied to
wine grapes leads to a prudent extraction of colorants and
other valuable constituents. Recent studies have shown that
PEF treatment enhanced compression kinetics and extrac-
tion of polyphenols from white grapes (Praporscic et al
2007; Grimi et al. 2009). Evolution of color intensity, an-
thocyanin content and total polyphenolic index during vini-
fication of the red grapes treated by PEF was also
investigated (Lopez et al. 2008; Puértolas et al. 2010c¢;
Puértolas et al. 2010b). These authors have demonstrated
that high PEF treatment (£=2-5 kV/cm) of red grapes
before their maceration—fermentation increases the polyphe-
nols extraction during subsequent vinification.

Furthermore, Boussetta et al. (2011a) have shown that
high PEF treatment (£=20 kV/cm) enhances the polyphe-
nols extraction from red grape pomace. Corrales et al.
(2008) have shown that a PEF (3 kV cm ) has a similar
effect on polyphenols extraction from a grape pomace as an
ultrasound (35 kHz).

Despite the effectiveness of the high PEF treatment ap-
plied to the red grape pomace, the lower PEF (E=500 V/cm)
was not effective for polyphenols extraction (anonymous).
Polyphenols are mainly situated in a grape skin, which
consists of three successive layers: the cuticle, the epidermis
and the hypodermis. The hypodermis, which is the layer
closest to the pulp, is composed of several cell layers that
contain most of the grape skin phenols (Delsart et al. 2010).
The moderate PEF (£<500 V/cm) applied at ambient temper-
ature is probably insufficient to damage effectively the cells
situated in a grape skin. However, preheating can soften the
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plant tissue and facilitate membrane damage during the PEF
treatment (Lebovka et al. 2007a, b; 2008). This effect also
reflects structural transitions inside cell membrane at elevated
temperatures (Zimmermann 1986). Therefore, pulsed ohmic
heating (POH) combining electrical and thermal treatments
can be an effective method to extract valuable cell compounds
using moderate electric field and moderate temperatures
(Praporscic 2005).

The objective of this study is to investigate the effect of
POH under moderate electric fields (100-800 V/cm) and
moderate temperatures (30-60 °C) on the polyphenols
extraction from red grape pomace.

Materials and Methods
Grapes

The good quality Cabernet Sauvignon red grapes were pur-
chased from an experimental vineyard in Chile. Grapes were
transported and stored at 4 °C until their processing. Grape
pomace was obtained as a residue of pressed grapes. The dry
matter content in the grape pomace was 36.9+0.5 wt %.

POH Treatment for Cell Permeabilization

For the estimation of cell permeabilization index (Z) of
grape pomace, a sample of 5 g was placed in a treatment
chamber. The chamber consisted of a cylindrical polypro-
pylene glass with an inner diameter of 29 mm and stainless
steel electrode on its bottom. The second electrode was
placed on the top of the sample. The chamber with a grape
pomace sample was placed in a water thermostat kept at the
desired temperature. The temperature control (temperature
measurement precision with+0.1 °C) was provided by a
Teflon-coated thermocouple (Thermocoax, Suresnes,
France) inserted into the sample. The electrodes were
connected to a POH generator (400 V-38 A) (Service Elec-
tronique, UTC, France), which provided bipolar pulses of
rectangular shape. A series of N trains were applied to attain
the desired final temperature. Then the POH treatment was
automatically stopped. Each series consisted of n electrical
pulses with pulse duration #, and time interval between
pulses At. The following parameters were used in POH
experiments: £=100-400 V/em, n=2, t;=2000+1 us, Ar=
20 ms. The effective POH time was calculated as tpoy = Nnt;,
and the total treatment time was # = N (n#; + At). The char-
acteristic damage time (77) corresponds to the required time to
reach a high degree of cell permeabilization (Z=0.8). It was
calculated as 7,=N_nt;, where Ny is the number of trains to
attain the value of Z=0.8. All the output data (current, voltage,
impedance and temperature) were collected using a data

logger and special software, adapted by Service Electronique
UTC, France.

Cell permeabilization index Z was calculated using the
following formula (Lebovka et al. 2002):

g — 0y

Z=

(1
0d — Oy

where o is the measured electrical conductivity of the grape

pomace sample, and the subscripts # and d refer to the

conductivities of untreated and maximally damaged sample,

respectively.

Application of the above equation gives Z=0 for an intact
material and Z=1 for a maximally disintegrated material. The
maximally damaged tissue Z=1 was obtained by freezing—
thawing the grape pomace (Lebovka et al. 2000; Jalté et al.
2009). The freezing/thawing is used in this study as a refer-
ence method to show maximum cell membrane damage. This
method is less destructive for the cell walls in comparison to
mechanical damage (e.g. grinding), but it is effective for the
membrane damage. Therefore, freezing/thawing is often used
as reference method for the PEF treatment (Angersbach et al.
2002; Vorobiev and Lebovka 2008).

Temperature elevation during the POH treatments of a
grape pomace sample is presented in Fig. 1. The higher
electric field strengths were accompanied by faster temper-
ature increasing. For instance, to reach a final temperature of
50 °C, the effective time of POH was tpoy=5 s for E=
400 V/em, tpop=10 s for E=200 V/ecm and tpop=120 s
for E=100 V/em.
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Fig. 1 Temperature elevation during the POH treatments with different
electric field strengths
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POH Treatment for Polyphenols Extraction

A sample of grape pomace with mass of 50 g was placed
inside the polypropylene treatment chamber (150x70x
60 mm) between two stainless steel electrodes connected
to a pilot POH generator (5000 V-1000 A) (Hazemeyer,
France). The distance between electrodes was fixed at 6 cm.
Tap water (50 g) was added to the chamber to assure a better
contact between electrodes and sample. The temperature
control was provided by a Teflon-coated thermocouple
(Thermocoax, Suresnes, France) inserted into the center of
the sample. The pilot POH generator provided pulses of a
rectangular shape (Fig. 2). A series of N trains were applied
until the desired temperature (50 °C) was attained, and then
the POH treatment was stopped. Each series consisted of n
pulses with pulse duration #, and time interval between
pulses At. The following parameters were used in POH
experiments: £=400-800 V/em, n=300, N=20-50, #,=100
+1 us, Ar=1 s, The values of fpoy and ¢, were determined as
tpon = Nnt; and = N(nt; + At). For instance, to reach a
temperature of 50 °C, the effective time of POH was tpop=
0.6 s for £=800 V/cm and tpo=35 s for E=400 V/cm. The
current and voltage values were measured during the time
between two consecutive series of pulses. These data were
collected using a data logger and specific software, adapted
by Service Electronique UTC, Compiégne, France.

Extraction Experiments

Untreated, POH-treated and freeze-thawed grape pomace
(mixture containing 50 g of grape pomace and 50 g of tap
water) was introduced in a glass beaker with an inner
diameter of 105 mm and a height of 145 mm. A 200 g of
water preheated at 50 °C was added to the beaker in order to
obtain a liquid to solid ratio of 5. The beaker was placed in a
water thermostatic bath to maintain an extraction tempera-
ture of 50 °C. The total extraction time was fixed at 60 min.
In some experiments an aqueous solution of ethanol in water

Treatment Erotocol
Pulse cebetween
duration (5 s pulses ()

Train  Pawse(ay) Trmin
N seriesaftrain

2 --Thermocouple

Electrodes

POH treatment chamber

POH Generator (5 kV - 1 kA)

Fig. 2 Schematic representation of the POH treatment apparatus
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(E/W=10, 20, 30 and 50 %) was used for extraction to
increase the polyphenols yield. In order to avoid any evap-
oration and degradation of polyphenols under the impact of
oxygen or light, the diffusion cell was closed and covered by
aluminium foil during the extraction.

Determination of Total Polyphenols Content

The total phenolic content in extract was determined according
to the Folin Ciocalteu (FC) method (Slinkard and Singleton
1977). A 0.2-ml part of the standard (gallic acid) or diluted
sample, 1.0 ml of FC reagent and 0.8 ml of Na,CO; solution
(7.5 %, w/v) were mixed and allowed to stand for 2 h at room
temperature. Light absorption was measured at 750 nm with a
spectrophotometer UV-Vis (Libra 832, Biochrom, France)
against a blank similarly prepared, but containing distilled
water instead of extract. The total phenolic content was
expressed as gram of gallic acid equivalent (GAE) per 100 g
of dry matter (DM) (g GAE/100 g DM).

Solid-Liquid Extraction Kinetics

Peleg’s model (Peleg 1988) can be successfully used to
describe the extraction kinetics from different plant materi-
als (Bucic-Kojic et al. 2007). The experimental data are
fitted to the next empirical equation:

Y(!) = Yo+

t
—_— 2
Ky + Kt ( )

where ¥() is the yield of phenolic compounds (g GAE/
100 g DM) at time 1, ¥, is the initial yield of phenolic
compounds at time /=0 (g GAE/100 g DM), K, is the
Peleg’s rate constant (min 100 g DM/g GAE) and K, is
the Peleg’s capacity constant (100 g DM/g GAE). Since Y,
was zero in all experiments, Eq. 2 is used in the following
form:

W=K| + K>t (3)

The Peleg rate constant K relates to the maximum of
extraction rate (g, g GAE/100 g DM min) at r=0:

1

-= @

q
The Peleg’s capacity constant K5 is related to the maxi-
mal extraction yield Y,y at (f — oc)
1
Y, max — FZ (5)
For clarity purposes, only the values of ¢ and Y,,,, are
presented.
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Energy Consumption
The electrical energy consumption of the POH treatment (W,
joules per kilogram) is calculated as:

_ Ultpoy
=

w (6)
where U is the POH voltage (volt), I is the current intensity
(ampere), and m is the mass of product (kilogram).

Statistical Analysis

Each experiment was repeated at least three times. Means
and standard deviations of data were calculated. The param-
eters of modified Peleg’s equation (constants K, and K) are
determined from experimental data using Microsoft Excel
solver (Microsoft office 2007). The concordance between
experimental data and calculated values was established by
the coefficient of determination R%. The Fisher least signif-
icant difference (LSD) tests were applied for analysis of the
cffects of POH treatment. For each analysis, a significance
level of 5 % was assumed. All statistical analyses were
carried out using the software Statgraphics Plus 5.1 (Stat-
point Technologies, Inc.).

Results and Discussions

Characterization of Cell Permeabilization under the POH
Treatment

Figure 3 shows the evolution of electrical conductivity of
grape pomace with temperature. For the untreated and
freeze-thawed samples, the electrical conductivity (o) in-
creased almost linearly with temperature rise between 25
and 65 °C:

o=a+p.T (7)

where « is the electrical conductivity at 7=0 °C and 3 is the
slope of the straight line o vs. T. The estimated values of the
slope 3 were, respectively, 0.0012 S/m °C and 0.0008 S/m °C
for the untreated and freeze-thawed samples. The electrical
conductivity for the untreated and freeze-thawed samples was
calculated proceeding from the sample dimensions and elec-
trical resistance R, accounted for as o = 4!1/Rfrdz.We have
also studied the change of electrical conductivity with tem-
perature in the samples, ohmically heated during POH treat-
ment. The values of o were calculated from the voltage and
current data as o = 44l /wd> U, where [ is the electric current
and U is the applied voltage. As shown in Fig. 3, the conduc-
tivity curve o(7T) of the ohmically treated tissue noticeably
exceeds the conductivity curve for the untreated tissue. It
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Fig. 3 Evolution of the electrical conductivity (o) of grape pomace
versus temperature (7) at £=200 Viem () and E=400 Viem (+).
Dashed lines show the o vs. T dependencies for the totally damaged
(m) (freeze-thawed) and intact (0) (untreated) grape pomace. POH
treatment was applied at 25 °C. The error bars represent the standard
data deviations

evidences importance of the electrically induced damage and
electroporation contributions to the temperature and time
dependences of o.

Figure 3 shows that the electrical conductivity o
increases with the electric field strength increasing from
200 to 400 V/em, Temperature dependences of the perme-
abilization index Z(T) were determined from Eq. 1 using the
values of o, o4 and o, presented in Fig, 3.

Curves Z(T) obtained at different electric field strengths £
are presented in Fig. 4 and show that better cell permeabiliza-
tion can be attained with increase of electric field strength and
temperature. For instance, a half of cells (Z=0.5) can be
permeabilized even at the temperature close to ambient (7<
30 °C) with electric field strength of £=400 V/cm, while the
elevated temperature of about 60 °C is needed for the perme-
abilization of 40 % (£=0.4) of cells at E=100 V/em. A high
cell permeabilization degree of grape pomace (Z>0.75-0.8)
can be attained at mild temperatures of 45-50 °C with electric
field strengths of E=300-400 V/em (Fig, 4). These results are
in good agreement with previously reported data for sugar
beet tissues (Lebovka et al. 2007a).

The characteristic damage time (7.) (the effective time of
POH treatment) and temperature (7-) needed to attain a high
degree of cell permeabilization (Z=0.8) at different electric
field strengths E are presented in Fig. 5a, b. At lower values
of E<200 V/cm, the time needed for the efficient permeabi-
lization of cells seems to be too long and the final temper-
ature of POH is rather high, which may lead to the important
losses of product quality. Moreover, the energy consumption
increases at £<200 V/em (Fig. Sc).

Figure 5¢ shows that the electrical energy input W needed
for the efficient cell permeabilization (Z=0.8) is noticeably
lower for the electric fields with £=300 and 400 V/em com-
pared to smaller electric fields with £<200 V/em. The energy
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Fig. 4 Cell permeabilization index (£) versus temperature (7) at dif-
ferent electric field strengths (£) for grape pomace. The error bars
represent the standard data deviations

consumption during the POH is mainly related to the temper-
ature elevation (Fig. 5a), the POH treatment duration (Fig. 5b)
and the electric field intensity. For instance, the energy con-
sumption was 38.1 kl/kg to attain the cell permeabilization
degree Z=0.8 with £=400 V/cm, while it was 178.75 kl/kg
to attain the same degree of cell permeabilization with E=
100 V/em. The duration of POH to attain the cell permeabiliza-
tion degree Z=0.8 was longer (7.=210 s), and the final tem-
perature of POH was higher (77=82 °C) with E=100 V/em
than with £=400 V/cm (respectively, 7.=5 s and T>=45 °C).

Intensification of Polyphenols Extraction by Using POH
Treatment

The yields of polyphenols Y{(7) from untreated, freeze-
thawed and POH-treatead grape pomace are presented in
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or\, 60 r\\‘
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0 708
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Stk T -
10°k L 1 1 !

c
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2 1mo|. 208
3 100t
- 50F
R g e
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E, Viem
Fig. 5 The characteristic thermal damage temperature (77), damage

time (1) and energy consumption (W) versus electric field strength (£)
at Z=0.8. The error bars represent the standard data deviations
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Fig. 6a, b. Figure 6a shows the yields of polyphenols in
water, while Fig. 6b presents the yields of polyphenols in
aqueous solution of ethanol (30 %) in water. In both extrac-
tions, the temperature was fixed at 50 °C to preserve the
product quality.

The POH treatment resulted in a better polyphenols
extraction in water and in water—ethanol solution. For
instance, the final yield of polyphenols in water after
60 min of extraction was Y=~310 mg GAE/100 g DM for
the untreated grape pomace, ¥=420 mg GAE/100 g DM
for the pomace treated at £=400 V/cm and Y=540 mg
GAE/100 g DM for the pomace treated at £=800 V/cm.
As reported in previous studies, the addition of ethanol
improves the polyphenol extraction efficiency (Boussetta
et al. 2011b). The results presented in Fig. 6b confirm the
better polyphenol extraction in the ethanol-water solution.
For the same diffusion temperature (7=50 °C), the notice-
able effect of ethanol addition was observed for the un-
treated and POH-treated grape pomace. For instance, the

a
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Fig. 6 Evolution of total polyphenols yield ¥ versus extraction time ()
for untreated, POH-treated (400 and 800 V/cm) and freeze-thawed
grape pomace. Diffusion was carried out at 50 °C in water (a) and
hydroalcoholic (E/W=30 %) (b) solvent. The error bars represent the
standard data deviations
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Table 1 Constants Y,,,, and ¢ calculated by fitting of experimental data to Peleg’s model (Eq. 3)

Without ethanol (E/W=0 %)

With ethanol (E/W=30 %)

Yinax (2 GAE/100 g DM) q (2 GAE/100 g R Yomax (2 GAE/100 g DM) ¢ (2 GAE/100 g R
DM min) DM min)
Untreated (0 Viem) 0.391° 0.021° 0.985 0.732¢ 0.019* 0.995
POH (400 V/em) 0.652° 0.017° 0.933 0.890° 0.027° 0.972
POH (800 V/em) 0.705¢ 0.037¢ 0.969 0.898" 0.032° 0.988
Freezing—thawing 0.753¢ 0.042¢ 0.98 0.868" 0.048¢ 0.979

Values with the same superscript letters were not significantly different (LSD test, 5 % level)

final yield of polyphenols in ethanol-water solution after
60 min of extraction was Y=440 mg GAE/100 g DM for
the untreated grape pomace and ¥=620 mg GAE/100 g
DM for the pomace treated at £=400 and 800 V/cm. The
extraction was done in a hydroalcoholic solvent containing
up to 50 % of ethanol in water. The results show an
increase in polyphenols extraction when the ethanol con-
centration increases. No significant difference between 30
and 50 % of ethanol in water was observed. For clarity
purposes, only the results of 30 % of ethanol in water were
selected for Fig. 6b.

The kinetic of polyphenols extraction in water was
noticeably slower for the grape pomace treated at E£=
400 V/em as compared to E=800 V/cm (Fig. 6a). On
the contrary, the extraction kinetics for the grape pomace
treated at F=400 V/em and E=800 V/em were very
similar in the aqueous solution of ethanol (Fig. 6b). This
result is due to the diffusion phenomena of polyphenols
compounds with and without ethanol. The POH treat-
ments induce the permeabilization of cell membranes.
However, ethanol is a solvent that can extract selectively
some cell compounds and may accelerate the extraction
kinetics. It may be speculated that the size of pores

[ Diffusion at T=50°C
8OO V/em
thawing -

400 V/cm

Yo £ GAE/100g DM
o
-

Untreated
(0 Viem)
02
LN - 1 1 1 L 1
1] 10 20 30 40 50

EW (Ethanol/Water), %

Fig. 7 Maximal polyphenols yield ¥, (estimated from Eq. 4) versus
the percentage of aqueous ethanol solution, for untreated, POH-treated
(400 and 800 V/em) and freeze-thawed grape pomace. The error bars
represent the standard data deviations

induced electrically in cell membranes at 400 V/cm was
sufficient for the passage of polyphenol compounds, and
this passage was accelerated by ethanol addition. The
damage of tissue structure by ethanol may also contribute
to the better extraction of polyphenols.

Fitting Experimental Extraction Data with Peleg’s Model

Experimental data on polyphenols extraction presented in
Fig. 6 can be satisfactorily fitted to Peleg’s Eq. 3. Table 1
presents the values of constants ¥, ( — oc) and g (1=0)
calculated from Eqs. 4 and 5 for extractions without and
with ethanol addition to water. The corresponding values of
R* are also presented in Table 1. The values of maximal
extraction yield of polyphenols (¥,,.«) are noticeably higher
for the extraction with ethanol addition. With no ethanol
addition, the maximal extraction yield of polyphenols (¥,..)
is higher for the POH treatment at E=800 V/cm than for the
treatment at £=400 V/cm. However, with 30 % of ethanol
addition in water, the values of maximal polyphenol yield
Ymax are practically the same (considering experimental

08| 08

06 Hydroalcoholic 4086
~ X

04 104

02 102

0 L 1 i
0 200 200 600 800
E Viem

Fig. 8 Cell permeabilization index (Z) and polyphenols extraction
index (Z,) at different electric field strengths (E) for grape pomace.
For each electric field strength, the index Z corresponded to the per-
meabilization value obtained at 7=50 °C. The polyphenol extraction
index Z, was determined after POH pretreatment followed by diffusion
extraction (f=60 min)
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errors) after the POH treatments at 400 and 800 V/cm and
after the freeze-thawing.

Figure 7 shows nearly linear dependence between the
estimated maximal extraction yield of polyphenols
(Yimax) and the percentage of added ethanol in the dia-
pason between 0 and 50 %. De Campos et al. (2008)
also showed that the concentration of polyphenols
extracted from grape pomace increases with the increase
of ethanol ratio in water.

Selectivity of Polyphenols Extraction

Figure 8 presents the cell permeabilization Z and polyphe-
nols extraction Z, indices calculated at different electric
field strengths £=200, 400 and 800 V/em. The value of Z
was determined from Eq. 1 based on the electrical conduc-
tivity measurements. However, the value of Z, was calcu-
lated using the following equation:

Y-,
b=y v )
where V is the yield of polyphenols at the end of the
extraction (=60 min) for POH treated samples, and the
subscripts 0 and d refer to the yield of untreated and max-
imally damaged sample at =60 min of extraction,
respectively.

Figure 8 shows that cell permeabilization (Z) and poly-
phenols extraction (Zp) indices increase with the electric
field strength (from 200 to 800 V/ecm). The index Z
presents global information concerning membrane dam-
age. Grape pomace is composed of various intracellular
compounds like sugar, lipids, protein, polyphenols and
ionic species (potassium and other species presenting in
must). The application of POH treatment induces a high
degree of cell membrane damage, which enhances the
release of intracellular compounds. Previous studies have
shown that the electric conductivity is well correlated to
the potassium concentration. Favarel (1998) have also
shown a linear correlation between electric conductivity
and polyphenol content in the case of grape juice. There-
fore, the good correlation between electric conductivity
and a quantity of extracted polyphenols can be assumed.

The results show linear correlation between polyphe-
nols extraction and cell permeabilization indices when
extraction was done in hydroalcoholic solution (30 %).
The curves Z and Z, coincide. For the same permeabi-
lization index (Z) and electric field strength (E), the
extraction of polyphenols in water solvent is less im-
portant as compared to hydroalcoholic solution. This
result can reflect some selective extraction of phenolic
compounds by using POH treatment and hydroalcoholic
solvent.

@ Springer

Conclusions

The obtained data evidence that POH application allows
high cell membrane permeabilization from red grape pom-
ace, with low energy consumption (=38 kl/kg). It also
results on the increase of polyphenols extraction from 440 to
620 mg GAE/100 g DM at 60 min. Thermal diffusion at
50 °C combined with POH pretreatment was found to exert
the most pronounced effects on the extraction kinetics and
on the total polyphenol yield. A synergy was observed in
respect of polyphenol extraction when POH was combined
with moderate diffusion temperature (50 °C) and 30 %
cthanol. Peleg’s equation has also been shown to be suitable
for describing the extraction kinetics for phenolic com-
pounds. A linear correlation was observed between perme-
abilization index and polyphenols extraction index when
extraction was done in hydroalcoholic solution. The use of
POH treatment prior to hydroalcoholic extraction results in
selective extraction of phenolic compounds. It can be as-
sumed that the POH-accelerated extraction is promising for
future application in the valorization of pomace from fruits
and vegetables without hydroalcoholic solvent use.
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Conclusions générales et perspectives

Ce travail de these s’est attaché a 1I’étude de I’intensification et de 1’optimisation de
I’extraction des composés phénoliques durant la chaine de la vinification en rouge. Une
revue bibliographique a montré qu'une meilleure qualité du vin est obtenue par une
amélioration du potentiel phénolique du raisin puis par une meilleure extraction de ces
composés durant la vinification en rouge. Pour améliorer la quantité des composés
phénoliques présents dans le vin, le vinificateur doit déja partir d’une matiére premicre en
bon état sanitaire récoltée au moment requis. Pour cette raison, des travaux
supplémentaires s'avérent nécessaires pour optimiser le choix de la date de vendange
phénolique pour laquelle les raisins présentent les meilleurs teneurs phénolique. Par la
suite, il doit développer des procédés permettant d’améliorer la diffusion des composés
phénoliques durant la vinification en rouge. La revue bibliographique a montré que la
paroi constitue un frein a la diffusion des composés dans les vins durant la vinification en
rouge. D'ou l'intérét de comparer I'effet de plusieurs méthodes différentes méthodes de
pré-traitements en amont de la vinification en rouge sur I'extraction des composés

phénoliques.

Suite & l'analyse bibliographique, il ressort plusieurs points qui nécessitent des études
plus approfondies :

(1) Les deux méthodologies de suivi de maturité phénolique(Glories et ITV) n'ont jamais
été comparées dans la bibliographie. Le suivi de cette maturité était une premiére au
Liban.

(2) L'étude des propriétés antiradicalaires et antimicrobiennes des composés phénoliques

extraits de différentes variétés de raisins fournis par la société Chateau KSARA n'a

jamais éteé abordée.
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(3) L'étude de I'effet de I'application d'un prétraitement électrique (CEP) en amont de la
macération pré-fermentaire a froid sur 1I’amélioration de 1’extraction des COmMPOSES

phénoliques n'a jamais été discutée.

(4) La comparaison de l'efficacité de différents pré-traitements (CEP, Ultrasons,
Chauffage modéré, thermovinification, traitements enzymatiques) sur 1’amélioration de
I’extraction des composés phénoliques a partir des raisins durant la fermentation

alcoolique n'a jamais été étudiée.

(5) L'étude de l'intensification de I'extraction des composés phénoliques du marc du raisin

en utilisant le chauffage ohmique pulsé n'a jamais été validée.

C'est a I'ensemble de ces questions que ce travail tente d'apporter des réponses. Les
travaux effectués dans cette these ont porté sur I'étude de l'effet du pré-traitement par
CEP sur I'extraction des composés phénoliques durant la vinification en rouge. Les
champs électriques pulsés permettent de permeéabiliser les membranes cellulaires des

raisins et ainsi d'améliorer les processus d'extraction durant la vinification en rouge.

L’ensemble des suivis de la maturité phénolique par les deux méthodes (ITV et Glories)
sur des échantillons de raisins sélectionnés de différentes parcelles localisées dans la
vallée de la Békaa sur 4 vendanges (2008, 2009, 2010 et 2011) a montré une forte
corrélation entre les méthodes ITV et Glories au niveau des pics d’anthocyanes et des
composés phénoliques, et au niveau des classifications des meilleures parcelles de chaque
cépage. Cette corrélation fut validée sur tous les cépages et sur les quatre millésimes
(2008. 2009. 2010 et 2011). La comparaison des meilleurs parcelles des cinq cépages
(Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot, Syrah et Petit verdot) a montré que les
meilleurs cépages quant a leurs riches potentiels phénoliques et anthocyaniques sont le
Cabernet Franc et le Petit Verdot. La comparaison des cing cépages sur les quatre
vendanges a montré que les vendanges 2008 et 2010 ont été meilleures que celles des
vendanges 2009 et 2011. En étudiant les conditions climatiques, nous avons constaté que

les vendanges 2008 et 2010 ont été caractérisées par un climat sec et chaud, ce qui a
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aboutit a de meilleurs potentiels anthocyaniques et phénoliques par rapport aux
millésimes 2009 et 2011.

L'étude des propriétés antiradicalaires et antimicrobiennes des composés phénoliques
extraits de différentes variétés de raisins fournis par la société Chateau KSARA ont
montré que les composés phénoliques extraits sont pour la plupart des excellents anti-
radicaux libres naturels, cette activité étant variable entre les différents cépages dd a un
contenu phénolique différent. Un effet synergique entre les différents composés
flavonoides pourrait expliquer le fort pouvoir antiradicalaire de certaines variétés.

Quant a I'étude des propriétés antimicrobiennes, nous avons noté la présence d’une
activité antimicrobienne importante des extraits vis-a-vis de quatre souches pathogenes.
Des pourcentages d'inhibition plus élevés ont été notés vis a via des souches & Gram
positif suivi comparé aux Gram négatif et aux levures. Ce résultat peut étre attribué a des
différences dans la structure de la paroi cellulaire entre bactéries a Gram (+) et a Gram (-)
d’une part et entre bactéries et levures d’autre part. Un effet synergique a été proposé
entre les composés phénoliques des différents extraits dans le but de comprendre les

diverses activités biologiques observées.

Quant aux études visant I'amélioration de I'extraction des composés phénoliques durant la
vinification en rouge via l'application de différents pré-traitements en amont la
vinification en rouge, nous avons obtenu pour les différentes modalités de pré-traitements
une amélioration de l'intensité colorante et de la teneur en composés phénoliques par
rapport a un témoin soumis a une vinification classique.

Dans un premier temps, I'étude qui consistait a étudier I’impact d’un prétraitement par
champs électriques pulses durant I’étape de macération a froid (MPF) de deux variétés de
raisins (Cabernet Franc et Cabernet Sauvignon), en utilisant soit une haute intensité du
champ (E=5000 V/cm) soit des intensités modérées (E = 400-800 V/cm) a montré ce qui
suit. Un prétraitement, CEP (5000 V/cm) a montré le meilleur effet sur I’amélioration de
la couleur (+ 68-75 % de I’IC des moits), I'extraction des composés phénoliques (+43-
48% du contenu phénolique des mo(ts) et I'activité antiradicalaire. Vu que la majorité des

composés phénoliques sont présents dans I’hypoderme de la baie de raisins, les
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traitements par CEP entraineraient la formation de pores au niveau des parois cellulaires,
permettant ainsi la libération du contenu intracellulaire. L'application du CEP en
amont de la MPF a permis de réduire la durée de la MPF avec une meilleure qualité des
composés phénoliques du vin rouge élaboré.

Dans un deuxieme temps, I'étude visant a comparer l'efficacité de I'application des
Champs électriques pulsés CEP1 (0.8 kV/cm, 100 ms, 42 kJ/kg), et CEP2 (5 kV/cm, 1
ms, 53 kJ/kg), des Ultrasons US1 (24 kHz, 5 min, 121 kJ/kg), US 2 (24 kHz, 10 min, 242
kJ/kg), US3 (24 kHz, 15 min, 363 kJ/kg), et du chauffage modéré CM (50°C, 15 min,
125 kJ/kg), quant a l'extraction des composes phénoliques et de la couleur durant la
vinification en rouge a montré ce qui suit. Les CEP (de 50 a 60%) semblent étre les plus
efficaces quant a I’amélioration de I’extraction des composés phénoliques durant la
vinification en rouge, par rapport au chauffage modéré (20%) et aux ultrasons (de 7 a
38%). La comparaison de ’effet des trois prétraitements a montré que la technique CEP
est la plus efficace en tant que prétraitement avant la fermentation en rouge, avec les
meilleurs concentrations en intensité colorante ( de 20 a 23%) , en anthocyanes (60%) en
tanins (de 50 a 60%) et en pouvoir antiradicalaire (89.7%), tout en possédant la plus

faible consommation énergétique.

Dans un troisieme temps, I'étude basée sur une comparaison de I'application des Champs
électriques pulsés CEP (5000 V/cm, 1ms), de la thermovinification (chauffage 30 min a
70°C), et du traitement enzymatique TE (6 g/hL d’enzymes) quant a l'extraction des
composés phénoliques durant la vinification en rouge a montré ce qui suit. L’étude des
cinétiques des composés phénoliques et d’anthocyanes des extraits prétraités par TE, CEP
et TV a montré une tendance similaire pour le témoin, le TE et le CEP. Par contre, une
autre allure a été détectée pour la thermovinification, ceci étant dd au chauffage en amont
de la fermentation. la comparaison des trois prétraitements: TE, CEP et TV en amont de
la vinification en rouge valide leur efficacit¢ sur 1’amélioration de la couleur, de
I’extraction des anthocyanes, des tanins et également sur 1’accélération de la cinétique
d’extraction des composes phénoliques. Toutefois, chaque prétraitement aboutit a un

profil phénolique différent du vin élaboré. La technique TE semble étre moins efficace
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que les CEP et la TV en tant que prétraitement avant la fermentation en rouge. La TV
aboutit a la meilleure extraction phénolique (+41%) et intensité colorante (+62%). Les
CEP améliorent aussi les criteres phénoliques (+36%) et l'intensité colorante (+56%),
avec une moindre consommation énergétique par rapport a la TV (W= 48 kJ/kg pour CEP
et 420 kJ/kg pour TV), une plus faible durée de traitement (t =1 ms pour CEP et t = 30
min pour TV), a noter que le CEP est une technique athermique (A7<7°C pour CEP et AT
=50°C pour TV).

La derniére étude, basée sur I’application d’un chauffage ohmique puls¢ « COP » a
différentes intensités de voltages (E=100-800 V/cm) et différentes températures modérées
(3060 °C), dans le but de valoriser le marc du raisin par une meilleure extraction des
composés phénoliques a permis de valider I’efficacité du prétraitement par COP dans
I’amélioration de la perméabilisation membranaire des cellules présentes dans le marc du
raisin avec une faible consommation énergétique (W= 38 kJ/kg). L application du COP
(400 & 800 V/cm) a amélioré I’extraction des composés phénoliques de 40% suite a une
heure de diffusion. Une synergie a été observée en combinant I’application du COP a une
température de diffusion modérée (50°C) et un milieu hydroalcoolique (30% d’éthanol).
Une extraction selective des composeés phénoliques a été notée suite a 1’application de
COP suivi d’une diffusion dans un milieu hydroalcoolique. Enfin, nous pouvons déduire
que I’extraction assistée par COP peut étre prometteuse dans 1’objectif de valoriser le
marc de raisin. La validation de ce procédé sur des quantités de produits supérieures est

nécessaire pour une perspective d’application industrielle.

Pour récapituler, nous avons tenté dans cette these a maitriser et améliorer I'extraction des
composés phénoliques tout au long de la chaine de vinification. Nous avons amélioré le
potentiel et I'extractibilité phénolique des raisins vendangés sur le terrain par une
amélioration du suivi de la maturité phénolique et une meilleure décision quant a la date
de récolte optimale. Puis, par une amélioration de I'extraction des composés phénoliques
durant la macération pré-fermentaire a froid et la vinification en rouge par I'application de
dives pré-traitements tels que les champs électriques pulsés, chauffage, traitement

enzymatique, thermovinification, ultrasons etc. A ce stade les CEP ont montré une
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meilleure efficacité quant a I'amélioration de I'extraction de ces composés antioxydants,
notamment, des anthocyanes et des tanins, qui ont induit une meilleur intensité colorante.
Par ailleurs, nous avons aussi améliorer l'extraction a partir des co-produits de la
vinification "les marcs de raisins" en appliquant le chauffage ohmique pulsé, afin de
valoriser les déchets de la vinification. En effectuant toutes ces études, nous avons
travaillé sur une maitrise de I'amélioration de I'extraction des composes phénoliques tout
au long de la chaine de la vinification en partant de la matieére premiére et en atteignant

méme les "déchets" correspondants.

Durant cette thése, la technique des CEP a montré son efficacité en amont de la
vinification en rouge mais la compréhension des mécanismes d’action a I'échelle
cellulaire est limitée. Jusqu’a ce jour, aucun traitement par CEP n’a été réalisé en continu
pour une vinification en rouge a I'échelle industrielle. En effet, I’avancée des travaux a
montré la faisabilit¢ d’appliquer un traitement par CEP en continu. Les co0ts

énergétiques restent a étudier pour pouvoir passer a une application industrielle.

Les résultats obtenus lors de ce travail de thése soulévent de nouvelles questions et

suggeérent ainsi certaines orientations futures de la recherche tant sur le plan scientifigue

gue sur les plan technologique :

Sur le plan scientifique :

(1) Mettre en expérience d’autres propriétés biologiques des extraits de composés
phénoliques, comme 1’évaluation de leur potentiel en tant qu’agents anticancérigenes,

antiviraux et anti-inflammatoires.
(2) Approfondir les connaissances des mécanismes d’action des CEP sur les activités

antioxydantes et antimicrobiennes des composés phénoliques extraits durant la

vinification en rouge et leurs impacts sur la qualité des produits.
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(3) Etudier I'effet de I'application des CEP en amont de la vinification en rouge sur le

profil aromatique des vins rouges élaborés.

(4) Etudier et observer a échelle microscopique I'effet du traitement par CEP sur les
cellules des raisins tout au long de la fermentation en rouge, dans le but de valider I'effet
des CEP sur I'endommagement membranaire au moment de son application et puis I'effet

tardive durant la macération.

(5) Etudier l'effet de lI'application des CEP sur la formation de complexes phénoliques
(anthocyanes-anthocyanes ; anthocyanes-tanins , protéines-tanins, etc.) durant la

vinification.
(6) Etudier l'effet de I'application des champs électriques pulsés CEP a différents
moments de la macération a froid et la fermentation alcoolique. Cette étude a été déja

effectuée a la fin de ma thése et je rédige un article la-dessus.

Sur le plan technologique :

(1) Combiner le traitement par CEP avec d’autres types de traitements modérés
(traitement enzymatiques, ultrasons, chauffage modéré ... ) en amont de la vinification en
rouge et étudier l'effet de cette combinaison sur I'extraction des composés phénoliques et

de Il'intensité colorante durant la vinification rouge.

(2) Etudier la faisabilité d’une fermentation alcoolique assistée par CEP a 1’échelle
industrielle : développer un générateur de CEP industriel et concevoir une chambre de

traitement appropriée (définir la géométrie des électrodes, les matériaux de I’enceinte, etc

).

(3) Appliquer le traitement par Chauffage ohmique pulsé a échelle pilote dans le but de
valoriser le marc du raisin et produire des poudres de composés phénoliques en plus

grande quantité pour des applications pharmaceutiques, cosmétiques et/ou en agro-
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alimentaire (propriétés moussantes, propriétés gustatives dans les vins, etc...). Les étapes
de purification et de séchage (par atomisation par exemple) devront étre étudiées et

optimisées.
(4) Etudier l'influence de I'application des CEP sur des raisins a différents stades de

maturité pour évaluer si I'application des CEP pourra réduire la durée de la vinification en

rouge au cas ou les raisins sont immatures.
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Annexes

Annexe 1 : Les méthodes Glories et ITV
i) La méthode Glories (Saint-Cricg, 1998 ; Glories, 1993):

Cette méthode a été développée par Glories a Bordeaux en 1990, et est maintenant acceptée

comme étant la méthode la plus utilisée mondialement pour évaluer le contenu phénolique
des raisins. De plus, elle permet de déterminer la qualité des composés phénoliques et leur
disponibilité en vinification. Elle consiste a estimer les différentes fractions de composés
phénoliques du raisin (anthocyanes des pellicules totales et extractibles, tanins des pellicules
et des pépins). Le principe de la méthode repose sur la différence d'extraction des composés
phénoliques des raisins a deux pH différents apres broyage des baies :
» D’une part a pH3.2, pH proche de celui des raisins prélevés, ce qui permet d'accéder
aux composés phénoliques facilement extractibles
» Dr’autre part, a pH1, pH acide qui entrave la dégradation des cellules de la pellicule et
favorise ainsi I'extraction des anthocyanes (Gervais et al., 2005).

Cette méthode fournit les résultats suivants :

ApHL1 : le "potentiel total en anthocyanes™ qui permet de positionner le potentiel qualitatif de
la vendange. Il correspond a la concentration en anthocyanes de la solution a pH1, soit la
totalité des anthocyanes présents dans les raisins, dosée par décoloration au bisulfite exprimé
en mg/l de jus de raisin. C’est le premier indice de maturité phénolique, issue des « Indices de
Glories », qui a été mis au point pour caractériser les raisins rouges. Plus cette valeur est
¢levée, plus le raisin est susceptible de céder d’anthocyanes et donc plus le vin sera coloré.
En fait, c’est ’indicateur le plus important pour fixer la date de vendange : la maturité
phénolique est optimale 8 a 10 jours aprés le maximum d’anthocyanes totales.
L'accumulation des anthocyanes dans la peau commence a véraison et a un maximum autour
de la récolte (Fournand et al., 2006). Les anthocyanes sont progressivement accumulés dans
la peau tout au long de la maturite des baies de raisin. L'extraction des anthocyanes de la peau
de raisin dans le vin ne dépend pas seulement de la concentration en anthocyanes du raisin,
mais aussi de la tendance de la peau a les relarguer, comme une conséquence de la
dégradation de la paroi cellulaire par des enzymes pectolytiques. Par conséquent, la
concentration des anthocyanes dans le raisin et leur facilité d'extraction sont les principaux

facteurs qui influencent leurs concentrations finales dans le vin (Segade et al., 2008).
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La concentration en anthocyanes est eévaluée par décoloration au bisulfite. Le dosage des

anthocyanes des filtrats du jus de raisin et du vin s’effectue en utilisant deux propriétés dues a

leurs structures :

La modification de leurs couleurs en fonction du pH

La transformation en dérivés incolores sous 1’action de certains réactifs comme les
ions bisulfite. Le chercheur Jur (1967) a montré que ce phénoméne était di a
I'existence d'une réaction entre le cation flavylium et I'nydrogénosulfite HSO3. Cette
réaction est équilibrée et conduit a la formation d'un produit d'addition incolore et plus
ou moins stable selon le pigment. Cette méthode suppose que les autres composés
phénoliques n'interferent pas sur le dosage. Ainsi, la variation de 1’absorbance lue a
520 nm apres addition d’ions bisulfite en exces, est proportionnelle a la teneur en

anthocyanes (Ribéreau-Gayon et al., 1965).

ApH3.2: le “potentiel en anthocyanes facilement extractibles”. C’est le contenu en
anthocyanes a pH3.2 de 50g de baies broyées, dosé par décoloration au bisulfite

exprimé en mg/l de jus de raisin.

La richesse phénolique représente la somme de la contribution des anthocyanes et
des tanins des pellicules et des pépins.

EA : "l'extractibilité cellulaire”, qui représente I'aptitude du raisin a libérer les
anthocyanes. Elle indigue quelle fraction de ce potentiel pourra se rencontrer dans les
vins en vinification « classique ».

> Plus E est faible, les anthocyanes sont facilement extractibles du raisin.

> Plus E est éleve, moins les anthocyanes sont susceptibles de passer dans le vin,

lors de la vinification.

PAE% : représente le pourcentage d’Anthocyanes Extractibles.
Les tanins des pépins, refletent la maturité phénolique des pépins. Ils diminuent au
cours de la maturation. Cette valeur permet de préciser le role joué par les pépins dans
le contenu tannique du vin qui représente une indication trés utile pour 1’orientation
de la vinification du raisin.
Les tanins des pellicules, refletent la maturité phenolique des pellicules.
Mp :"la maturité phénolique des pepins ", qui peut étre considéree comme le
pourcentage de la contribution des pépins a la d280 de la solution a pH3.2. C’est le

deuxiéme indice de maturité phénolique, issue des « Indices de Glories », qui a été
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mis au point pour caractériser les raisins rouges. C’est 1’indicateur le plus pertinent
pour déterminer les conditions de la cuvaison. La diminution des tanins a été notée a
partir de la fin de véraison a la maturité. Au cours de maturation, les parois cellulaires
se dégradent par D’activation de 1’hydrolyse des polysaccharides structuraux. La
teneur en tanin a diminué en raison du catabolisme des tanins (Gagné et al., 2006).
Plus Mp est élevé, plus les tanins sont immatures. En effet, les tanins des pépins sont
moins qualitatifs que ceux des pellicules ; en conséquence, plus Mp est faible, plus la
proportion de tanins provenant des pellicules est forte et plus on peut pousser
I’extraction au cours de la macération (Guérin et al., 2005).

e Estimation globale des composés phénoliques (d280) : La mesure de 1’absorption a
280 nm constitue une estimation globale des composés phénoliques des raisins. Le
suivi de la richesse polyphénolique total, directement mesuré a 280 nm peut étre
divisé en trois parties: la premiére période a été caractérisée par une diminution des
composes phénoliques totaux, suivie par une augmentation a la fin de véraison, et

ensuite, la stabilisation a eu lieu a la maturité (Gagné et al., 2006).

ii) La méthode ITV (Institut Technigue de la Vigne — France): (Lamadon, 1995 ; Cayla,
2002)

Le but de cette méthode est de déterminer la quantité de composés phénoliques susceptible
d’étre extraite au cours de la vinification. Cette technique permet également de suivre la
maturation de la vendange. En fait, la méthode ITV est utilisée pour suivre 1’évolution des
anthocyanes libres du raisin au cours de la maturation. Cette méthode est basée sur une
micro-macération, en milieu hydroalcoolique acide, a température ambiante. Cette derniere
«modélise » les phénomenes intervenant lors d’une vinification « standard ». Aussi, en
quelques heures, la quantité totale des composés phénoliques est estimée, mais également
leur capacité a étre extraits des pellicules, ainsi que 1’évolution de la maturité. Un suivi
régulier de cette maturité phénolique, a raison d’un prélévement par semaine, puis deux a
I’approche de la récolte, permet de déterminer la phase optimale de maturité. Théoriquement,
elle correspond au moment ou les concentrations en anthocyanes dans les raisins chutent

significativement apres étre passées par une valeur maximale (Roussillon et al., 2001).

La détermination de la date de récolte appropriée a 1’aide de la méthode ITV repose sur

I’observation de I’évolution des teneurs en anthocyanes dans les raisins au cours de la
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maturation. On considere que la maturité phénolique est atteinte au début de la phase de
surmaturation des raisins, correspondant a une chute notable des concentrations en
anthocyanes, apres que celles-ci aient atteint un maximum. La construction d’une courbe
représentant 1’évolution des anthocyanes dans les raisins, en fonction du temps, facilite la

visualisation de cette phase.

Il existe une bonne relation entre la concentration en anthocyanes des baies estimée par la
méthode 1TV, et celle que I’on retrouve dans le vin pour les dates de récolte précoce. Par
contre, si I’on compare les dates de récolte correspondant d’une part au maximum
d’accumulation en anthocyanes, et d’autre part a la phase de surmaturation, la corrélation
entre raisins et vins n’est plus vérifiée. Ainsi, les vins élaborés avec les raisins récoltés en
Iégére surmaturation, présentent des teneurs en anthocyanes supérieures a celles mesurées sur
les vins issus de vendanges plus précoces, présentant un potentiel en anthocyanes le plus
¢levé. La dégustation des vins laisse apparaitre I’intérét que portent les dégustateurs aux vins
issus des raisins récoltés a maturité phénolique optimale. Ces vins sont jugés comme
présentant de jolis et intenses ardmes de fruits, une bouche dense et bien équilibrée, et une

couleur soutenue.

Enfin, la méthode ITV est complémentaire. Elle ne se substitue pas aux criteres classiques de
détermination de la maturité, elle se propose d’apporter une information complémentaire

utile.
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Annexe 2 : Les facteurs influencant la maturité phénolique

1- Influence de la température sur les teneurs en anthocyanes :

Le développement et I'accumulation des anthocyanes sont influencés par la température du
vignoble. La formation des anthocyanes nécessite des températures faibles et il a été
clairement

démontré que les teneurs en anthocyanes peuvent étre jusqu'a cing fois plus élevees dans les
raisins qui ont été cultivés a 20°C par rapport a ceux cultivés a 30°C. De plus, certaines
publications ont cité qu’au-dessus de 35°C, il n’y a aucune augmentation des anthocyanes
(Roediger, 2006). Lorrain et al., 2011 , ont prouvé qu’un climat plus chaud durant la
maturation des raisins aboutira a un endommagement des peaux des raisins, améliorant
I’extractibilit¢ anthocyanique et phénolique. Carbonneau et al., 1992 ont montré que
I’accumulation des anthocyanes dans les pellicules est favorisée par des températures diurnes
relativement élevées mais sans exces. En effet, le régime thermique en période de maturation
du raisin est I’une des variables déterminantes de la coloration du raisin et de la richesse en
ardbmes, anthocyanes et composés phénoliques des vins (Coombe, 1987; Jackson & Lombard,
1993). Au moment de la maturité, il y a besoin d’une température voisine de 30 degrés. Ces

températures sont nécessaires pour diminuer 1’acidité naturelle du raisin.

2- Les autres conditions climatiques :

L’eau semble étre le facteur le plus influengant la quantité d’anthocyanes dans les raisins. Il a
également été démontré que I'éclaircissage et la couverture ont un effet dramatique sur la
maturité phénolique.

Certaines conditions géographiques ou climatiques génent de méme la maturité. La vitesse de
maturation est en grande partie déterminée par le régime hydrique de la vigne (Van Leeuwen
et Seguin, 1994). Une contrainte hydrique augmente la synthése des composés phénoliques
(Van Leeuwen et Seguin, 1994 ; Trégoat et al., 2002). Des pluies abondantes diluent les
constituants du grain; un mauvais ensoleillement associé a des températures insuffisantes
ralentit la migration des sucres. Dans les deux cas, la vendange souffre alors d'une carence en
sucre. Elle peut par ailleurs comporter un exces d'acidité si la chaleur a été insuffisante et n'a

pas permis le processus naturel de destruction partielle des acides du fruit.

3- Effet du terroir et effet parcelle :

En viticulture, le climat, le sol et la conduite du vignoble (pratiques culturales) caractérisent

un mot utilisé en France depuis plusieurs siecles : le terroir. L utilisation du terme terroir est
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acceptée pour considérer un site, un environnement et une origine geographique qui
permettent I’obtention d’un produit de qualité organoleptique reconnue et inimitable. Le
terroir est trés variable d’une région géographique a 1’autre, séparées de quelques kilométres,
ce qui permet d’avoir des produits trés différents en termes de couleur, de saveur, d’ar6mes,

et de consistance.

De plus le terroir joue un role indéniable sur la qualité du vin. Il réside dans la capacité
avérée d’un espace géographique, d’un territoire, a « produire », grace au savoir faire humain,
un vin possédant un golt typique, apprécié¢ d’un marché qui en reconnait durablement la
singularité et la valeur. La manifestation du terroir est donc le godt du vin lui-méme, difficile
sinon impossible a reproduire ailleurs (Cadot et al., 2008).

Un des exemples de valorisation du terroir par I’cenologie est la détermination de la maturité
phénolique des vendanges qui permet de préciser la date optimum de récolte des raisins
rouges. L’effet parcelle est principalement souligné a travers les descripteurs des maturités
phénoliques et « texturales ».

La richesse en anthocyanes totales et extractibles des baies est directement liée : au terroir,
aux conditions climatiques du millésime et a 1’état sanitaire. Leur synthése varie en fonction
des conditions climatiques. Elle peut étre rapide en début de véraison ou au contraire, une

forte concentration peut se produire a mi-maturité (Guerin et al., 2005).
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Annexe 3 : Les unités monomériques et les tanins condensés

» Les unités monomériques

Les formes monomériques des flavanols se différencient par la stéréochimie des
carbones asymétriques C-2 et C-3, la présence de substituants galloylés, ainsi que par
le niveau d'hydroxylation du noyau B (Figure I. Annexe 3, Tableau I. Annexe 3). On
distingue ainsi les formes dihydroxylées (famille des catéchines) des formes
trihydroxylées (famille des gallocatéchines). Ces dernieres n'ont pas été identifiées dans
le raisin sous leurs formes monomériques, mais leur présence dans les formes
polymériques, notamment dans les pellicules et la pulpe de Vitis vinifera, suggére leur

existence en tant que monomeres (Souquet et al., 1996, Mané et al., 2007).

Figure I. Annexe 3 - Structure des unités monomeériques constitutives des tanins condensés

Monomeéres R, R, R,
Catéchine H OH H
Epicatéchine OH H H
Epigallocatéchine OH H OH
Epicaréchine gallate 0G H H

Tableau 1. Annexe 3- Nomenclature des principales unités constitutives des flavanols

présents dans le raisin

» Les tanins condensés

Les tanins condensés du raisin sont des oligomeres ou polymeres de flavanols (Figure I1.
Annexe 3) qui ont la propriété de libérer des anthocyanidines en milieu acide, a chaud, par
rupture de la liaison intermonomérique a partir des unités « du haut », ¢’est-a-dire substituées
en C4 dans le polymere initial (Bate-Smith, 1954). Dans le raisin, on distingue deux
types de proanthocyanidines suivant la nature de I'anthocyanidine libérée. D'une part,

les procyanidines (polymeéres de catéchine et d'épicatéchine), qui libérent de Ia

~ 326 ~



cyanidine, et dautre part, les prodelphinidines (polymeres de gallocatéchine et
d'épigallocatéchine), qui libérent de la delphinidine. Dans les tanins de pépins, seules
les unités procyanidines sont présentes (Prieur et al., 1994), alors que les tanins de
pellicules et les rafles contiennent des unités procyanidines et prodelphinidines (Souquet
et al., 1996 ; Souquet et al., 2000).

Figure Il. Annexe 3 - Structure des tanins condensés

Outre la nature des unités constitutives, les tanins se différencient par le nombre
d’unités, appelé¢ degré de polymérisation, qui les constituent ainsi que par le type et la
position des liaisons intermonomeriques. Les proanthocyanidines de type B (Figure Il
Annexe 3) se caractérisent par une liaison intermonomérique entre le carbone 4 (C4) de
I’unité supérieure et le carbone 6 (C6) ou le carbone 8 (C8) de I’unité inférieure, de
configuration trans par rapport a I’hydroxyle en position C3. Les proanthocyanidines de
type A contiennent une liaison éther supplémentaire entre le carbone C2 et les hydroxyles
5 ou 7 du noyau A inférieur. Ces structures de type A ont déja été identifiées dans le litchi
par exemple ( Boukharta et al., 1988). Il est a noter que 1’existence de proanthocyanidines
de type A n’est pas confirmée dans le raisin mais seulement supposée a partir de

caractéristiques chromatographiques (Glories et al. 1996).
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Figure Il1l. Annexe 3 - Structure et nomenclatures des Proanthocyanidines diméres du type B

(Ribéreau-Gayon P. et al., 1998)

Dimeres Noms R R, R R
B, Epicatéchine~(4p->8)-catéchine H OH OH H
B, Epicatéchine-(4p->8)-épicatéchine H OH H OH
B; Catéchine~(4a->§)-catéchine OH H OH H
B, Catéchine—(4a>§)-€épicatéchine OH H H OH
B; Epicatéchine-(4p->6)-épicatéchine H OH H OH
B; Catéchine—(4a>6)-catéchine OH H OH H
B, Epicatéchine-(4p->6)-catéchine H OH OH H
B, Catéchine—(4a->6)-épicatéchine 0OH H H OH
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Annexe 4 : Lutte contre I’oxydation et Inhibition de microorganismes

Lutte contre I’oxvdation :

L’oxydation est un phénomene irréversible. Il est généré par des radicaux libres, espéces
chimiques neutres ou chargées instables qui ne cherchent qu’a récupérer un électron dans leur
environnement pour retrouver un état plus stable. La capacité des composés phénoliques a
étre facilement oxydes conditionne leur stabilité et leur évolution dans les produits
alimentaires. En effet, [’oxydation des composés phénoliques peut étre responsable du
brunissement des tissus. Ce phénomene apparait souvent chez les fruits aprés les avoir
découpés. C’est un phénomeéne qui s’autoalimente : une fois que la réaction est initiée, les
réactions en chalne se poursuivent, et ne s’arrétent qu’une fois toute la matrice oxydée
(Rolland, 2004).

Les réactions d'oxydation sont tres importantes dans le métabolisme des organismes vivants.
Cependant, un exces de ces réactions entraine la formation des dérivés toxiques dont les
fameux radicaux libres qui sont des espéces réactives vis-a-vis des constituants organiques et
des structures cellulaires, ils s'attaquent aux molécules biologiques : les lipides, les protéines
et méme les acides nucléiques (Min et al., 2008). Les principaux agents oxydants sont les
espéces réactives de 1’oxygeéne (Op-, HO-, NO-, H,0;), des enzymes (lipoxygénase,
peroxydase), des ions métalliques (Cu, Fe) et les peroxydes lipidiques, qui concourent tous a
la formation en chaine de radicaux libres (Sarni & cheynier et al., 2006). Les réactions
d’oxydations peuvent étre trés dommageables car elles sont a 1’origine de plusieurs types de
cancer et de nombreuses autres pathologies (Kondrashov et al., 2009).

Les phénomeénes d’oxydation sont également redoutés en industrie agro-alimentaire. En effet,
au niveau des lipides, les dégradations oxydantes conduisent a une perte en vitamines, une
diminution de la valeur nutritionnelle (acides gras essentiels), une détérioration du golt
(composés volatils a flaveur caractéristique, rancissement) et méme parfois a I’apparition de
substances toxiques (Gulgin et al., 2010).

Seule I'intervention d’agents de terminaison comme des antioxydants peuvent avoir une
influence et constituent un moyen de défense et de lutte contre le stress oxydant. La recherche
incessante de nouveaux agents pharmaceutiques préconisés pour leur action antioxydante et
antiradicalaire a mis la lumiere sur les composés phénoliques qui sont parmi les meilleurs
antioxydants exogeénes et qui ont la propriété de contrecarrer les stress oxydatifs (Kallithraka
et al.,, 2005). En effet grice a la mobilit¢ de I’hydrogéne phénolique, les composés
phénoliques sont capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par notre

organisme ou formés en réponse a des agressions de notre environnement (cigarette,
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polluants, infections, exposition au soleil, etc) qui sont a 1’origine du vieillissement cellulaire
et de la sénescence (Rolland, 2004). La perte d’un hydrogéne engendre la formation d’un
radical fortement stabilisé par mésomérie. C’est cette réactivité chimique qui confére aux

composés phénoliques leur caractére antioxydant (Figure 1. Annexe 4).

Le mécanisme global de cette réaction est schématisé dans la figure suivante :

OH o- 0 (o]
R.— G—-‘*RH_F @H@H@

Figure I. Annexe 4 - Stabilisation du radical phénolique par mésomérie (Sarni &
Cheynier et al., 2006)

Les composés phénoliques peuvent aussi inhiber les oxydations de facon indirecte, en
désactivant I’oxygene singulet, oxydant trés puissant des acides gras insaturés, ou en
chélatant les métaux de transition qui accélérent fortement I’autoxydation des lipides.
Certains enfin sont des inhibiteurs des enzymes d’oxydation (Sarni & Cheynier et al., 2006).
Les évidences s'accumulent en faveur des roles antiradicalaires et antioxydants des composés
phénoliques. Il a été signalé dans certaines références que cette activité dépend de la structure
de chaque composé phénolique, en particulier du nombre et de la position des groupes
hydroxyles et la nature des substitutions sur les cycles aromatiques (Balasundram et al.,
2006).

Dans l'industrie alimentaire, les composés phénoliques sont utilisés pour leur activité
antioxydante, a faible concentration afin de prévenir contre la détérioration des aliments. A
ce propos, en littérature plusieurs études ont souligné que beaucoup d'entre eux, grace a leurs
propriétés antioxydantes participeraient a la prévention de diverses maladies chroniques dans

lesquelles un stress oxydant est potentiellement impliqué (Gulgin et al., 2010).

Inhibition de microorganismes :

La qualité microbiologique des aliments constitue la base essentielle de leur aptitude a

satisfaire aussi bien la securité des consommateurs que la conservation des aliments. Un
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aliment, exposé a la détérioration par les bactéries, moisissures et levures peut voir diminuer
ses caractéristiques sensorielles, nutritives et sanitaires.

Les maladies d'origine alimentaire se posent de plus en plus d’une maniére sérieuse et avec
acuit¢ au vu d’un nombre considérable d’agents pathogeénes présents dans les aliments
(Karapinar et al., 2007). C’est un fléau qui n’a pas été mis sous controle d’une fagon
adéquate malgre les diverses techniques de préservation valables (Rodriguez Vaquero et al.,
2007). L’émergence des agents pathogeénes résistants isolés chez les humains et les animaux
face aux additifs antimicrobiens alimentaires synthétiques conventionnels , combinée avec la
prise de conscience croissante des consommateurs sur les substances chimiques utilisés
comme conservateurs alimentaires, a nécessité des recherches pour trouver de nouvelles
classes d'antimicrobiens naturels efficaces avec moins d'effets secondaires sur la santé
humaine (Papadopoulou et al., 2005).

L'utilisation de composés antimicrobiens naturels, extraits de plantes, dans la conservation
des denrées alimentaires est aujourd'hui largement observé, ceci est notamment le cas des
composés phénoliques végétaux, depuis que ces derniers interviennent largement dans les
interactions entre plantes et microorganismes saprophytes a la suite de I’attaque de plantes
par les agents pathogenes (Sarni & Cheynier et al., 2006).

Les composés phénoliques attirent depuis peu 1’attention de beaucoup d’industriels vu qu’il
existe actuellement de nombreuses études qui ont prouvé que ces molécules présentes dans
les extraits des végétaux peuvent affecter la croissance et le métabolisme de plusieurs
microorganismes, il a ét¢ démontré qu’ils sont extrémement actifs sur les souches
bactériennes a noter. Listeria monocytogenes (Rodriguez Vaquero et al., 2007),
Staphylococcus aureus, Escherichia coli (Papadopoulou et al., 2005), Salmonella poona,
Bacillus cereus, etc. , ainsi que sur divers souches de levures comme Saccharomyces

cerevisiae et Candida albicans.
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Annexe 5 : Protocole des méthodes effectuées a I'lFV

1-Quantification des polyphénols par Chromatographie liguide a haute performance

(CLHP)

L’analyse des polyphénols a été réalisée par injection directe des vins sur un systéme de

chromatographie liquide haute pression (CLHP) couplé a un détecteur a barrette de diode

(DAD, Waters 996). Cette analyse CLHP a été effectuée au sein du laboratoire de I’'IFV a
Gruissansous I’encadrement de Dr. Ducasse. La chaine CLHP est une chaine Waters Alliance
équipée d’un systeme de pompe 2690, d’un injecteur automatique et d’un four pour colonne.
Le pilotage de la chaine est geré par le logiciel Empower chromatography manager software
(Waters, Milford, MA). La séparation des composes a été réalisée sur une colonne phase
inverse Atlantis T3 (250 mm x 4.6 mm, particules de 5 um) protégée par une pré-colonne (20
mm x 2,1 mm, particules de 5 pm) et d’un pré-filtre constitué d’une cartouche
SecurityguardTM C18 (Phenomenex, 4 mm x 2 mm). Le volume injecté est de 10 uL et le
four est thermostaté a 30°C. Les solvants d’élution sont : le solvant A constitué d’eau/acide
formide (95/5, v/v) et le solvant B constitu¢ d’acétonitrile/eau/acide formique (80/15/5,
v/v/v). Le gradient d’élution utilisé, avec un débit de 0,250 mL/min, est décrit dans le
Tableau 1. Annexe 5. Il a été suivi d’un lavage et d’une rééquilibration aux conditions

initiales de la colonne.

Solvants
Temps (min) % 5 (%)
5 100 0
25 90 10
40 80 20
55 65 45
70 40 60
75 20 80

Tableau 1. Annexe 5. Gradient d’élution utilisé pour la séparation des composés

phénoliques
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La quantification des composés phénoliques se fait par intégration de I’aire sous les pics
grace aux courbes d’étalonnage des différents étalons. Les coefficients de réponse ont été
déterminés suivant des composés de référence (Figure 1. Annexe 5):

- 2 280 nm, la catéchine et I’épicatéchine sont exprimés en équivalent catéchineen mg/L

- a 320 nm, les acides phénols sont exprimés en équivalent acide t-caftarique(purifié au
laboratoire) en mg/L.

- a 360 nm, les flavonols sont exprimés en équivalent quercétine (purifié au laboratoire) en
mg/L

- 2520 nm, les anthocyanes sont exprimés en equivalent malvidine-3-Oglucoside
(Extrasynthese) (Genay, France) en mg/L.
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Figure 1.Annexe 5. Courbes d’étalonnage de la catéchine, de I’épicatéchine, de I’acide t-caftarique, la

quercétine et la malvidine-3-Oglucoside pour la quantification par CLHP

2-Evaluation spectrophotométrique des composantes de la couleur des vins rouges

L’analyse de la couleur des mofits et des vins par spectrophotométrie UV-visible a été
réalisée selon le protocole adapté de Labarbe (Labarbe, 2000) et (Atanasova et al.,
2002). Les mesures d’absorbance ont été effectuées avec un spectrophotométre SAFAS® UV
(Monaco).Cette analyse de couleur a été effectuée au sein du laboratoire de I’IFV a Gruissan
sous I’encadrement de Dr. Ducasse.

Le principe de la méthode consiste a centrifuger le vin (10 min a 13 000 g) avant les
mesures. Puis a mesurer ce vin par spectrophotométrie dans différentes conditions, pur, aprés
ajout de métabisulfite, d’acétaldéhyde, dilu¢ avec HCL 1M ou dilué avec une solution
hydroalcoolique. Les indices de couleur ont été calculés tels que décrit précédemment
(Atanasova, Glories, 1984; Somers et al., 1977) a partir des absorbances mesurées
exprimées pour une dilution unitaire et un trajet optique de 10 mm. Le calcul de ces indices a

partir de ces absorbances et les différentes conditions sont présentés dans le Tableau

2.Annexe 5.
Conditions de mesure Indices Abbreéviations Calcul
Condition 1 - Intensité IC IC = (A420: Asoo +
10 mL de Vin pur, trajet optique de 1 mm colorante Asz) *10
' Teinte T T=Asn /A520
Condition 2 :
10 mL vin + 150 pL de solution de SO2, Pigments
trajet optique de 1mm, 30 min de repos, résistants a la
puis prendre le spectre de 310-800nm du décoloration PD PD = Asp0*10
vin ainsi traité, sous un trajet optique de au SO2
1Imm . L’ajout de SO2 permet de décolorer
les anthocyanes natives et certains
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pigments dérivés

Condition 3 :
Diluer 10 fois le vin (1 mL) dans de la
solution hydroalcoolique (10 mL), laisser

Couleur due a

CC = Asy (condition
D*10 - Asp*10

30min dans un flacon ferme, et prendre le CODi mleantation cC (condition 3)
spectre de 310-700nm de la solution ainsi P1g
diluée, sous un trajet optique de 10mm.
Condition 4 : Indice des
Vin (100 pL ) dilué 100 fois par la polyphénols IPT IPT = Azg0*100
solution d’HCl 1M (10 mL), laisser 30min totaux
dans un flacon fermé puis faire le blanc
avec la solution HCI 1M et prendre le
spectre de 250-700nm du vin ainsi dilué,
sous un trajet optique de 10mm ; La
dilution par 100 permet de mesurer Pigments totaux PT PT= Asy*10

I’absorbance a 280 nm et le milieu
acide permet de mesurer
I’absorbance a 520 nm aprés la
conversion compléte des anthocyanes
sous la forme flavylium.

apH<1

Tableau 2.Annexe 5. Calcul des indices de couleur en fonction des absorbances A\ (exprimées pour

une dilution de 1 et un trajet optique de 1 cm).

La série d’analyses spectrophotométriques a été effectuée a 1’aide d’un diluteur-passeur

d’échantillons couplés au spectrophotométre Evolution 300 et du logiciel Ascanis (Figure 2.

Annexe 5)

Figure 2. Annexe 5. Diluteur-passeur d’échantillons couplés au spectophotométre Evolution
300 et du logiciel Ascanis
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3-Mesure de la couleur du jus :

La couleur des molts est mesurée en identifiant les coordonnées L*a*b* (Comission
Internationale de I’Eclairage, 1976). Les valeurs de L*, a* et b* sont mesurées avec le
spectrophotometre Evolution 300 et du logiciel Ascanis. CIE L*a*b* est un modéle de
représentation des couleurs. La composante L* est la luminance, qui va de 0 (noir) & 100%
(blanc). La composante a* représente la gamme de 1’axe rouge (127) au vert (-128) en
passant par le blanc (0) si la luminance vaut 100%. La composante b* represente la gamme
de I’axe jaune (127) au bleu (-128) en passant par le blanc (0) si la luminance vaut 100%.
Les surnageants obtenus des modts et vins centrifugés ont été utilisés pour effectuer la
mesure dans un spectrophometre CM-3600D. L’eau pure est utilisée comme témoin. La

différence de couleur entre deux modalités différentes est déterminée selon 1’équation :

DE = /AL? + Aa? + Ab?

Modéle Lab

Figure 3. Annexe 5. Modele Lab

4-Analyse par CLHP-DAD des tanins apreés phloroglucinolyse des modits et des vins

Les tanins ont été analysés par CLHP-DAD apres clivage en milieu acide en présence de
phloroglucinol comme décrit précédemment (Koupai-Abyazani et al. 1993, Kennedy &
Jones, 2001). Le mode opératoire a été optimisé au laboratoire pour ’analyse des vins rouges.
Le principe de la méthode est une dépolymérisation acido-catalysée par chauffage en milieu
méthanolique en présence d’acide et d’un agent nucléophile. Les unités supérieures sont
converties en unités monomeriques sous forme de derivés phloroglucinol et les unités
terminales telles quelles. Le vin est évaporé a sec puis repris dans de 1’eau acidifiée pour
ensuite étre élué sur une cartouche Sep-pak. L’échantillon est de nouveau évaporé a sec. La

dépolymérisation est effectuée sur 1’échantillon a sec puis ce dernier est analysé par CLHP.
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La phloroglucinolyse des vins consiste a évaporer a sec sous vide (EZ-2, Genevac®) 3 ml de
vin. Le résidu sec a ensuite été dissous dans 3 mL d’eau/acide acétique (98/2, v/v) puis
homogénéisé par passage au vortex et aux ultrasons. 1 mL a été déposé sur une cartouche
d’extraction C18 phase solide (Cartouche Phenomenex SDBL 3CC) grace a un robot
automatisé (Zymark RapidTrace®SPE workstation) (Figure 4.Annexe 5). Par la suite, le
protocole indiqué dans le tableau (3. Annexe 5) doit étre suivie. Les sucres et les acides
organiques ont été éliminés avec 5 mL d’eau/acide acétique (98/2, v/v) et les composés
phénoliques ont été récupérés par SmL de méthanol. 100 uL d’une solution a 2g/L de méthyl
parabéne ont été ajoutés comme étalon interne. Les 8 mL de solution méthanolique ont
ensuite €té mis a sec par évaporation sous vide au Genevac® puis dissous dans 200 pL de
MeOH contenant 0,2 N d’HCI, 50g/L de phloroglucinol et 10 g/l d’acide ascorbique. La
phloroglucinolyse a été réalisée a 50°C pendant 20 min puis stoppée par 1’ajout de 200 uL
d’acétate de sodium 200mM.

Conditionnement 5 H,0 acidifiée Poubelle
Conditionnement 5 MeOH Poubelle
Conditionnement 5 H,0 acidifiée Poubelle
Dépdt de I’échantillon 1 Echantillon Poubelle
Rincage 5 H.,0 acidifiée Poubelle
Elution tanins 5 MeOH Récupération
Elution tanins 3 MeOH Récupération
Tableau 3. Annexe 5. Protocole d’extraction sur cartouche C18 phase solide

= oM
Ry [ [ & TS
a»ll.", R ] -g

| Hp— En—

Figure 4. Annexe 5. Matériels nécessaires pour la phloroglucinolyse

5-Réaction de dépolymérisation

- Reprendre le ballon avec 250uL (micropipette de 1000uL) de solution dépolymérisante et

mettre 1’échantillon dans un tube a vis étanche. -Passer le tube quelques secondes au vortex
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pour homogénéiser la solution. Puis, mettre 200 puL dans le tube puis I’ensemble dans un bain
thermostaté a 50°C pendant 20 minutes. Pipeter 200uL d’acétate de sodium (micropipette de
1000uL) et I’ajouter au contenu du tube. Cette opération a pour effet d’arréter la
dépolymérisation. Mettre un réducteur (100uL) dans le vial (ImL) et le remplir en vue de

I’injection dans la chaine. Puis, injecter 10uL pour analyse CLHP.

6-Analyse des proanthocyanidines par CLHP-DAD

L’analyse des proanthocyanidines a été réalisée par CLHP aprés dépolymérisation en
présence de phloroglucinol (Souquet et al., 2004). Les unités libérées aprées phloroglucinolyse
(sous-unités terminales et d’extension) ont été analysées par chromatographie liquide haute
pression couplée a un détecteur a barrette de diode (CLHP-DAD). Le systeme CLHP est une
chaine CLHP Waters® ¢équipée d’un systéme de pompe W600 controller, d’un injecteur
W717 plus autosampler et d’une colonne Waters Atlantis® T3 Sum 6*250mm, d’un
détecteur W2996 PDA et un four pour colonne 30°. Le pilotage de la chaine est géeré par le
logiciel Empower Millenium (Waters, Milford, Etats-Unis). La séparation des unités a éte
réalisée sur une colonne phase inverse Atlantis dC18 (250 mm x 4,6 mm, particules de 5 pum)
protégée par une pré-colonne (20 mm x 4,6 mm, particules de 5 um) et par un pré-filtre
constitué d’une cartouche SecurityguardTM C18 (Phenomenex, 4,0 mm x 3,0 mm). Le
volume injecté est de 10 puL et le four est thermostaté a 30°C. Les solvants d’¢lution sont : le
solvant A constitué d’eau/acide formique (98/2, v/v) et le solvant B constitué
d’acétonitrile/eau/acide formique (80/18/2, v/v/v). Le gradient d’élution utilisé¢ dont le débit
est de 1 mL/min est décrit dans le Tableau 4. Annexe 5. L’étude CLHP des différents
produits de dégradation formés permet d’obtenir des informations sur la structure des
polymeres comme le degré de polymérisation moyen et la concentration des différents
éléments monomeériques qui le constituent comme la catéchine, I’épicatéchine, 1’épicatéchine

gallate et I’épigallocatéchine en position supérieure et terminale.
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Solvants

Temps (min) N 5 %)
5 100 0
25 90 10
40 88 12
70 70 30
- 0 100
80 100 0

Tableau 4. Annexe 5. Gradient d’élution utilisé pour la séparation des sous-unités de

tanins

Le degré de polymérisation moyen (DPm) des tanins (ou proanthocyanidines) a été effectué
par le laboratoire de Sciences pour 1’Oenologie de I'INRA (UMR 1083, Montpellier). Les
unités constitutives des tanins obtenues apres phloroglucinolyse ont été quantifiées a partir de
I’aire des pics détectés a 280 nm calibrés a partir de standards externes : soit commerciaux
pour les unités terminales (catéchine, épicatéchine, épigallocatéchine (%egc), épicatéchine-3-
O-gallate (%gal)), soit purifiés au laboratoire pour les unités d’extension (dérivés
phloroglucinol de ces mémes unités). L’ordre d’élution des composés est présenté dans le

tableau 5.Annexe 5.

Composé Lambda max (nm) Temps de rétention (min)
Egc-ph 270.5 9.5-10.0
Epi-ph 2775 21.5-23.6
Cat-ph 277.5 2.6-26.2
Cat 279.9 33.0-36.9
E30-ph 277.5 36.8-43.4
Epi 279.9 41.9-49.6
E30 279.9 58.5-61.8
ei 256.3 70.9-77.2
Tableau 5. Annexe 5. Ordre d’élution des différents composés

La concentration en tanins a été calculée comme étant la somme des concentrations des
différentes unités constitutives (terminales et dérives phloroglucinol).

La concentration est calculée par la formule suivante :
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Ci = (Aire du pic); X K;

Les coefficients K permettent de calculer la concentration du composé en fonction de 1’aire
du pic qui lui correspond (Tableau 6.Annexe 5).

Composé Ei

Cat

Epi

Egc

E30

K (g/L) 6.114E-08

1.113E-07

1.052E-07

6.498E-07

3.550E-08

Tableau 6. Annexe 5. Les coefficients K correspondants aux différents
COMpOosés

Ei : étalon interne

Cat : catéchine

Epi : épicatéchine

Egc : épigallocatechine

E30 :épicatéchine-3-O-gallate

La concentration total en tanins est définie par :

Crotale = Zi Cj

Et le pourcentage en chaque unité est défini par :

%i = Ci / (Zi Ci)

Le DPm est estimé par le rapport entre le nombre d’unités terminales et le nombre total

d’unités. Le degré de polymérisation moyen (DPm) a été calculé a partir des proportions des

différentes unités par le ratio :

DPm = [Z (%term + %sup)] / [ Y%term]
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