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Le folpel est un fongicide de contact trés employé
seul ou en association avec d'autres fongicides pour la
protection phytosanitaire du vignoble, en particulier
contre le mildiou de la vigne (Plasmopara viticola).
Cependant, le folpel est inhibiteur des levures
Saccharomyces cerevisiae comme le sont d'autres fon-
gicides de la famille des phthalimides (captane)
(PEYNAUD, 1954) ou des sulfamides (dichlofluanide)
(DVORAK ET SCHOPFER, 1970 ; SAPIS-
DOMERCQ et al., 1978). Cette inhibition se traduit
par un retard dans le déclenchement de la fermentation
alcoolique (LEMPERLE et KERNER, 1969 ;
GRINBAUM, 1992) voire par des difficultés dans leur
achévement (DUBERNET er al., 1990). Paradoxa-
lement, le folpel n'est jamais retrouvé dans les vins
(BRUN et MESTRES, 1990).

Des études menées sur le captane puis sur le folpel,
ont mis en évidence I'hydrolyse rapide de ces fongi-
cides a pH neutre ou pH alcalin (DAINES ez al., 1957 ;
WOLFE er al., 1976). DVORAK et SCHOPFER
(1970) ont rapporté des résultats identiques pour la
dichlofluanide et indiqué que son hydrolyse dans le jus
de raisin permet de lever l'inhibition des levures.

Dans cette note, nous présentons les premiers résul-
tats d’un travail mené sur le devenir du folpel dans le
mo(t de raisin et sur la relation entre le comportement
de ce fongicide et le déclenchement de la fermentation
alcoolique.

MATERIEL ET METHODES

[ — COMPOSITION DU MILIEU MODELE

Le milieu modele contient 200 g de saccharose, 5 g
d’acide tartrique q.s.p.1 litre d’eau ultrapure ; le pH est
ajusté a 3,5.
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II — DOSAGE DU FOLPEL ET DU PHTHALI-
MIDE DANS LES JUS DE RAISIN ET DANS LE
MILIEU MODELE

25 ml de jus de raisin ou de milieu modele sont
additionnés de 50 pl d’étalon interne [solution étha-
nolique de lindane (hexachlorocyclohexane) a 1,4 g/1],
puis extraits, dans une fiole de 50 ml, durant 5 minutes,
par agitation magnétique (700 r.p.m.), successivement
par 7, 3 et 2 ml d’acétate d’éthyle (qualité Pestipur,
SDS, Peypin). Apres décantation statique pendant
S minutes, les phases organiques sont récupérées, ras-
semblées puis séchées a I’aide de sulfate de sodium
anhydre. Lextrait est concentré a 1 ml sous débit d’azote
de 100 ml/min.

L’analyse est effectuée sur un chromatographe en
phase gazeuse de type Hewlett-Packard HP5890-II,
comportant un systéme d’injection « on-column », et
couplé a un spectrometre de masse Hewlett-Packard
HP5972 (mode impact électronique 70 eV, 250°C).
I pl de extrait est injecté dans une colonne capil-
laire de type BPXS (SGE, Glen Osmond, Australie)
de longueur 50 m, diametre interne 0,32 mm, épais-
seur du film 0,5 pm. Le gaz vecteur utilisé est I’hélium
NS55 avec 55 kPa de pression en téte de colonne. Le
programme de température est le suivant : isotherme
initial 2 60°C, | min, puis programmation de tempé-
rature a raison de 3°C/min jusqu’a 230°C avec un iso-
therme final de 20 min.

Lidentification du folpel et du phthalimide est effec-
tuée par comparaison avec les temps de rétention des
pics de composés purs : folpel* (Ehrenstorfer,
Allemagne) et phthalimide** (Aldrich, France) ainsi
que par interprétation des spectres de masse.

*2-[(trichlorométhyl)thio]- I H-isoindole- 1,3 (2H)-dione
**]H-1soindole-1,3 (2H)-dione
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Pour I’analyse quantitative, nous utilisons un mode
de détection par sélection d’ions spécifiques (SIM) du
folpel (260, 297), du phthalimide (76, 104, 147) etde
I’étalon interne (109, 181, 183). La répétabilité de I"ana-
lyse a été étudiée pour deux séries d’échantillons de
jus de raisins, additionnés avec du folpel (104 pg/l et
3,1 mg/l). L’étude statistique a été éffectuée sur
9 dosages consécutifs pour chaque série d’échantillons.
Le coefficient de variation est de 1,95 p. cent pour la
faible teneur en folpel et de 5,27 p. cent pour la teneur
la plus élevée. La répétabilité a également été étudiée
pour le phthalimide (1 mg/l) ; le coefficient de varia-
tion est alors de 1,05 p. cent. Dans nos conditions de
travail, le rapport de la surface des pics du folpel et
du phthalimide a celle de I’étalon interne varie linéai-
rement dans la gamme des concentrations respectives
de a4 mg/letde | a3 mg/l. La sensibilité de dosage
est de 0,01 mg/l pour le folpel et de 0,05 mg/l pour le
phthalimide.

La décomposition thermique du folpel a été signa-
lée dans la littérature (LIAO et al., 1991). Lors d’ana-
lyses préliminaires d’extraits de jus de raisins par
couplage chromatographie en phase gazeuse-spectro-
métrie de masse et injection en mode « splitless »
(250°C), nous avons également constaté I’apparition
d’anhydride phthalique. Aussi, convient-il d’utiliser
un mode d’injection « on-column » pour le dosage
du folpel et du phthalimide.

[l — DEROULEMENT DES MICROVINIFICA-
TIONS

Les microvinifications sont réalisées sur jus de rai-
sin de Sauvignon filtré stérilement (turbidité inférieure
a4 N.T.U. ; sucres 204 g/l ; acidité totale 3,1 g/l en
H,SO, ; pH 3,5 ; dioxyde de soufre libre 30 mg/1). Les
fermentations se déroulent en bouteilles bordelaises de
375 ml remplies avec 300 ml de jus, surmontées de
barboteurs, dans une chambre climatisée & 20°C. Les
Jjus sont ensemencés par des levures seches actives
(Saccharomyces cerevisiae souche EG8) a raison
d’environ 5.100 cellules/ml. Pour chaque essai, on réa-
lise deux répétitions. La fermentation alcoolique est
suivie par mesure de la perte de poids ; le début de la
fermentation est noté par une perte de poids de | g.

RESULTATS-DISCUSSION

I— MISE EN EVIDENCE DE LHYDROLYSE DU
FOLPEL DANS UN JUS DE RAISIN - INCIDENCE
DE LA TEMPERATURE ET DU PH

Nous avons suivi 'évolution des teneurs en folpel
et en phthalimide dans le jus de raisin et dans le milieu
modele additionnés de 3 mg de folpel par litre.
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A 20°C, aussi bien dans le milieu modele que dans
le jus de raisin, le folpel se dégrade rapidement,
50 p. cent dans les 24 premieres heures, 87 p. cent apres
48 heures et 100 p. centen 120 heures (figure 1). Dans
nos conditions, 3 mg/l soit 10 pmole/l de folpel ont dis-
paru par hydrolyse en formant le phthalimide, produit
stable, dont le nombre des moles formées correspond
au nombre de moles initiales de folpel + 10 p. cent.
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Fig. 1 - Cinétiques de dégradation du folpel
et d’apparition de phthalimide dans un jus de raisin
et dans un milieu modele (20°C, pH 3,5)
Fig. 1 — Degradation of folpet to phthalimide in grape juice
and model solution (20°C, pH 3.5)

L’incidence du pH et de la température de conser-
vation ont été étudiés sur le mofit de raisin. On constate
une forte incidence de la température de conserva-
tion du jus de raisin sur la cinétique d'hydrolyse du fol-
pel. Ainsi a 30°C, la presque totalité du folpel
(99,6 p. cent) est dégradée dans les 24 heures alors qu'a
10°C, le méme résultat est atteint seulement au bout
de 12 jours (figure 2). Dans un jus de raisin a pH 3,5,
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Fig. 2 — Incidence de la température de conservation
du jus de raisin sur la vitesse de dégradation du folpel
(pH 3,5)

Fig. 2 — Effect of the grape juice’s conservation
temperature on the degradation rate of folpet (pH 3.5)



le temps de demi-vie du folpel est de 12 heures & 30°C
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pour 72 heures a 10°C. Le pH du jus de raisin a aussi = 500
une incidence significative sur la cinétique d'hydro- 2 ©
lyse ; la dégradation est nettement plus rapide apH 3,8 Z 2000
™ . - " el
qu'a pH 3,2 (figure 3). é 500
L'hydrolyse du folpel avait seulement été envisa- £ |
gée a pH neutre (WOLFE er al., 1976). En fait, nous g
mettons en évidence que 'hydrolyse de ce fongicide = %
se manifeste aussi au pH du jus de raisin et d’autant 0
plus rapidement que la température est élevée. Cette 6 7 8 9 10 11 12
observation rejoint celle de WOLFE et al. pour le cap- emps (jours)
tane. Lhydrolyse du folpel est aussi dépendante du pH, Fig. 3 — Incidence du pH du jus de raisin
contrairement aux résultats de ces mémes auteurs, qui sur la vitesse de dégradation du folpel (T° 20°C)
n’avaient pas noté de différence dans la cinétique d'hy- Fig. 3 — Effect of the grape juice’s pH
drOI}/ se du captane entre pH 2eto. on the degradation rate of folpet ('T° 20°C)
II — RELATION ENTRE LES PHENOMENES s e . .
D'HYDROLYSE DU FOLPEL ET LE DECLEN- rapport a I’addition du folpel, la ferm/entahon alcoo-
CHEMENT DE LA FERMENTATION ALCOO- lique démzlrre dans l§s 24 heures en pr\esence de 0,5 et
LIQUE 1 mg/l de folpel mais seulement apres 36 heures en
présence de 2 mg/l de folpel et 48 heures avec 3 mg/l.
Nous avons suivi I’évolution de la fermentation Si I’ensemencement est différé de 48 heures, la fer-
alcoolique d’un jus de raisin additionné de 0,5, 1, 2 et mentation avec 2 mg de folpel par litre débute au bout
3 mg de folpel par litre (pH 3,5 ; température 20°C) et de 24 heures soit avec un délai identique a celui observé
ensemencé avec S. cerevisiae (souche EG8) soit immé- dans le moit ne contenant pas de folpel. Le phénomene
diatement, soit & des temps différés de 24, 48 et est le méme pour une addition de 3 mg de folpel par
72 heures. Dans le témoin, comme dans le mofit conte- litre (tableau I).
nant 0,5 mg/l de folpel, la fermentation alcoolique . . . .
démarre dans les 24 heures. Par contre, dans les modts Les telmenta't 1ons a]coohqqes se S(.)nt uchevees‘dans
contenant 1, 2 et 3 mg/l de folpel et ensemencés immé- tous les cas, mais p !us ou motns rapidement en fonc-
diatement apres I’addition du fongicide, le début de la tion de la dose initiale dAc folpe.l.et dl,] stade d’ense-
fermentation alcoolique est retardé de 24 heures pour mencement. Pour les mouls additionnés de 2 et 3 mg/ l
I mg/l de folpel, de 48 heures pour 2 mg/l et de de folpel, les fem]entatlons avec ensemencement 1.etarde
72 heures pour 3 mg/l (tableau I). de 48 heures se sont terminées au moins aussi vite que
‘ celles avec ensemencement immédiat (figure 4).
Avec un ensemencement différé de 24 heures par
TABLEAU I

Délais nécessaires pour observer le départ de la fermentation alcoolique (F.A.)
en fonction du temps écoulé entre I’addition de folpel et I’ensemencement

Table I -— Time necessary to observe the initiation of the alcoholic fermentation in relation with the time elapsed
between folpet addition and yeast supplementation

Temps entre I'addition de folpel et I'ensemencement (heures)
Quantité de folpel ajoutée (mg/l) 0 24 48 72
0,5 24 24 24 24
| 48 24 24 24
2 72 36 24 24
3 96 48 24 24

Dans Ie moGt ne contenant pas de folpel, le départ de la F.A. est observé 24 heures apres l'ensemencement
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Aingsi, I'inhibition des levures S. cerevisiae dans le
Jus de raisin en présence de résidus de folpel, symbo-
lisée par un retard dans le déclenchement de la fer-
mentation alcoolique en présence de | mg/l de folpel,
s'estompe dans nos conditions, apres 24 ou 48 heures
de conservation du jus de raisin 2 20°C, selon la teneur
initiale en résidus de fongicide dans le moit. Cette levée
d'inhibition est corrélée avec une hydrolyse du fongi-
cide dans le jus de raisin, ce qui permet de penser que
les problémes de déclenchement de la fermentation
alcoolique en présence de résidus de ce fongicide, sont
uniquement liés au folpel mais pas a ses produits de
dégradation. En outre, I'achévement rapide des fer-
mentations alcooliques, lorsque I’ensemencement levu-
rien est effectué apres hydrolyse du fongicide, conforte
I’idée d’une faible toxicité des produits de dégradation
du folpel et du phthalimide, en particulier, vis-a-vis des
levures (LUKENS et SISLER, 1958).
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Fig. 4 a,b — Cinétiques de fermentation
en présence de 2 mg/l et 3 mg/l de folpel

Fig. 4 a, b — Fermentation curves in presence
of 2 mg/l and 3 mg/1 of folpet
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CONCLUSION

Dans cette note, nous montrons que le folpel s'hy-
drolyse dans le jus de raisin en donnant du phthalimide.
La cinétique est dépendante de la température de conser-
vation du jus de raisin et de son pH. Ce résultat permet
d'apporter une interprétation a l'absence systématique
de ce fongicide dans les vins.

Le comportement chimique du folpel dans le jus
de raisin permet de considérer a nouveau les problemes
d'inhibition de la fermentation alcoolique dont il est la
cause. Ainsi, l'inhibition dans le déclenchement de la
fermentation alcoolique constatée lorsque la teneur en
résidus de folpel atteint 1 mg/1, disparait aprés hydro-
lyse de ce composé. Les fermentations alcooliques
s’achevent alors correctement et les produits de dégra-
dation du folpel, dont la nature doit étre précisée, n’exer-
cent visiblement aucune inhibition sur le déroulement
de la fermentation alcoolique. L’ adaptation du stade
d’ensemencement avec des levures seches actives
constitue vraisemblablement un moyen pour assurer
une meilleure maitrise de la fermentation alcoolique
des jus de raisins contenant des résidus de folpel.

Cependant, d'autres aspects sont aussi a prendre en
considération. Il s’agit en particulier de I’incidence des
modalités de traitements fongicides sur la teneur en
folpel dans les raisins, de I'évolution des teneurs en fol-
pel au cours de la phase préfermentaire de la vinifica-
tion, comme I’incidence de la souche de levure sur la
cinétique fermentaire en présence de résidus de ce fon-
gicide et de ses produits de dégradation. Ces différents
aspects feront I’objet d’une prochaine publication.
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