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Résumé: Les auteurs proposent une nouvelle technique d'estimation du degré de polymérisation
des tanins du raisin et du vin, utilisant un aldéhyde spécifique des structures phénoliques renfermant des
noyaux phloroglucinols ; la p-dimethylaminocinnamaldéhyde (DMACH). Cet aldéhyde est utilisé pour la
premiére fois pour la détermination du degré de condensation des procyanidines. L'indice obtenu avec
cet aldéhyde est d'autant plus faible que le degré de polymérisation des tanins est élevé. Le protocole
retenu permet de réaliser des mesures avec un coefficient de répétabilité moyen de 5 p. cent (au seuil
de confiance o. = 95 p. cent). La méthode permet, d’une part d’estimer le degré de polymérisation moyen
des procyanidines et d'autre part de mesurer l'influence de certaines pratiques (consommation de I'oxy-
geéne dissous, ajout d'acetaldéhyde, supplémentation en extrait phénolique) sur la variation du degré de
condensation moyen des tanins.

INTRODUCTION

Les tanins du raisin et du vin sont des molécules de structure plus ou moins complexe
constituées de procyanidines. Elles correspondent a une succession d’'unités élémentaires
de flavanol-3 ; le plus fréquemment, il s’agit de la (+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine (LEA
et al, 1979 ; HASLAM, 1980). Ces tanins contribuent a la couleur (RIBEREAU-GAYON et
STONESTREET, 1964 ; RIBEREAU-GAYON et al,, 1983) et aux caractéres organoleptiques
des vins rouges (BATE-SMITH, 1956). Le degré de polymérisation des procyanidines est en
relation avec les impressions gustatives et en particulier la sensation d'astringence
(HASLAM et LILLEY, 1988 ; ROBICHEAU et NOBLE, 1990).

On doit a GLORIES (1971) les premiéres déterminations de la masse moléculaire moyen-
ne des tanins de raisins et de vins, par microcryométrie. Cette méthode, relativement déli-
cate a été complétée, quelques années plus tard, par une estimation plus simple de I'état de
polymérisation des tanins condensés (GLORIES, 1978) basée sur leur insolubilisation en
milieu acide (indice d’HCI) ; plus le degré de polymérisation des tanins est élevé et plus la
quantité de précipité formé, en milieu acide, est importante ; les valeurs de l'indice ont été
corrélées aux résultats de la microcryométrie.
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La technique de FAB/MS (Bombardement avec des Atomes Rapides couplé a la
Spectrométrie de Masse, SELF et al., 1986) ou la LSIMS (Spectrométrie de Masse des ions
secondaires en phase Liquide, VIVAS et al., 1994) permettent de déterminer la masse molé-
culaire des groupes de composés majoritaires d’'un mélange. Mais ces techniques sont déli-
cates et font appel a un appareillage lourd qui ne se préte pas a I'analyse de routine. La
thiolyse de tanins condensés suivie de 'analyse des produits formés par CLHP (RIGAUD,
et al., 1991) permet d'accéder au degré de polymérisation (D.P.), qui correspond au nombre
moyen d’'unité élémentaire constituant les tanins ; cependant la méthode nécessite des étapes
de fractionnement, de dérivation et d’analyse CLHP qui la rendent relativement longue.
RIGAUD et al. (1993) fractionnent directement les tanins condensés de raisin, en fonction de
leur masse moléculaire, par CLHP en phase normale sur colonne de Silice (Lichrospher
Si100). La méthode proposée ne demande ni de dérivation préalable, ni de préfractionne-
ment, mais elle n'est pas adaptée aux formes les plus polymérisées (n > 5 ; PRIEUR et al,,
1994). Récemment PRIEUR et al. (1994) ont utilisé la chromatographie de perméation de
gel pour déterminer la masse moléculaire des procyanidines oligoméres et polyméres des
raisins. Cette technique est relativement longue et nécessite un fractionnement préalable de
I'extrait suivi d’'une péracétylation des procyanidines ; elle se préte donc difficilement & l'ana-
lyse en série. L'ensemble de ces méthodes donnent des valeurs moyennes de la masse
moléculaire (Mr) ou du degré de polymérisation (D.P.) des tanins du raisin ou du vin, mais
elles restent, pour la plupart, difficilement utilisables dans les analyses courantes de labora-
toire. Une méthode donnant un indice de 'état de polymérisation des tanins condensés du
raisin et du vin, applicable directement sur I'extrait total ou sur le vin, apparait comme une
démarche intéressante et complémentaire.

La réactivité des sommets nucléophiles des noyaux phloroglucinol avec les aldéhydes
protonés est une propriété connue depuis longtemps. Des méthodes, utilisant ce principe,
peuvent donner des indications sur le mode de condensation et 'encombrement stérique
des polymeéres de procyanidines. Avec l'aldéhyde formigue, on obtient un complexe qui pré-
cipite (SINGLETON, 1974) et avec la vanilline, le complexe formé est soluble, de couleur
rouge (RIBEREAU-GAYON et STONESTREET, 1964 ; RIBEREAU-GAYON et al., 1976).
Plus le degré de polymérisation des procyanidines est élevé, moins les sites nucléophiles
des tanins sont accessibles a 'aldéhyde. Dans le cas de réaction colorée, l'intensité de la
couleur est d'autant plus faible que le degré de condensation des tanins est élevé. Ainsi on
peut supposer que :

- Dans le cas de polymérisations hétérogénes, par l'intermédiaire de ponts éthanal
(DOURNEL, 1985 ; GALVIN, 1993) conduisant a des structures ramifiées (GLORIES,
1987), laccessibilité des sites nucléophiles des tanins diminue rapidement. La valeur des
indices utilisant les aldéhydes comme réactif devient alors trés faible.

- Dans le cas de condensations homogenes, de type “C4-C8" ou “C4-C6” (GLORIES,
1978), les sites nucléophiles restent plus facilement accessibles et la valeur de ces indices
varie alors plus faiblement.
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La réaction dépend de I'aldéhyde choisi. L'éthanal et le méthanal donnent rapidement
des complexes stables, mais sans coloration, qui précipitent au cours du temps
(GLORIES, 1974). La vanilline, en milieu acide donne des complexes rouges (RIBEREAU-
GAYON et STONESTREET, 1964), mais cet aldéhyde parait assez peu spécifique
(SARKAR et HOWARTH, 1976) et le développement de la réaction est peu reproductible
(THIES et FISHER, 1971). Le p-diméthylaminocinnamaldéhyde (DMACH) semble étre par
contre, plus spécifique des noyaux phloroglucinols qui font partie de la structure des pro-
cyanidines du raisin et du vin (MURROUGH et DOWELL, 1978). Ce demier aldéhyde peut
étre utilisé pour la détermination de I'état de condensation des procyanidines (NAGEL et
GLORIES, 1991).

Nous présentons dans ce travail, une étude sur la spécificité de la réaction et sur les condi-
tions d’emploi de cet aldéhyde pour I'estimation du degré de condensation des procyanidines
du raisin et du vin.

MATERIEL ET METHODES

| — MATERIEL

Le p-diméthylaminocinnamaldéhyde (DMACH) est fourni par MERCK™ . L’ensemble
des solvants utilisés sont de qualité RP.

Les composés phénoliques servant a tester la méthode proviennent soit du commerce :
catéchine, phloroglucinol (FLUKA™ ), acides phénols, phénols simples (MERCK™ et
SIGMA™ ), malvidine monoglucoside (EXTRASYNTHESE™ ), soit ont été purifiés a partir
de matériels végétals (raisin, chéne) ou de vins rouges. Les anthocyanes libres proviennent
d’extraits hydroalcooliques de pellicules de Merlot noir a maturité (GLORIES, 1978). Les ella-
gitanins sont purifiés a partir d’'un extrait a 'eau de chéne Quercus robur (VIVAS et al. 1991).
Les différentes classes de tanins condensés sont fractionnées a partir de vins rouges
jeunes (GLORIES, 1978). Le pentagalloylglucose nous a été gracieusement foumi par SCAL-
BERT (INRA/INA, Paris-Grignon). Par ailleurs, la procyanidine B3 a été produite par hémi-
synthése et isolée sur colonne de Sephadex LH-20 (DOURNEL, 1985).

Il — ORIGINE DES ECHANTILLONS DE RAISINS ET DE VINS ROUGES
1°) Echantillons de raisins

Des baies de raisins de plusieurs cépages Bordelais ont été prélevées en 1992 a la matu-
rité industrielle (maximum de sucres) dans les collections ampélographiques de la Chambre
d’Agriculture de la Gironde (Blanquefort). Les pellicules et les pépins ont été séparés, puis
mis a macérer dans un milieu hydroalcoolique (10 p. cent vol., pH= 3,5) a 20°C pendant
72 heures a raison de 1 g de matiere fraiche pour 100 ml de solution d’extraction. Les ana-
lyses sont pratiquées sur les solutions filtrées.
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2°) Echantillons de vins
a) Fractionnement des différentes classes de tanins

Les différentes classes de tanins (procyanidines oligoméres, C,P ; combinaisons tanins-
anthocyanes, TA ; tanins condensés, TC ; tanins trés condensés, Ttc et combinaisons tanins-
polysaccharides, TP) sont isolées a partir de 5 | d’'un vin de 'année de Cabernet sauvignon
(GLORIES, 1978). Pour comparer les résultats obtenus, nous avons utilisé les TC d’un vin
du méme cépage apres 18 mois d’élevage en barriques et les TC et TP d’un vin conservé
5 ans en bouteilles (millésime 1987).

b) Tests de reproductibilité de la méthode

Nous utilisons des vins jeunes : 2 vins du Médoc de Cabemet sauvignon, 3 vins de Saint-
Emilion de Merlot noir. Les analyses ont été pratiquées 15 jours apres la fermentation
malolactique. :

c) Etude de linfluence de certains facteurs

L’étude a été pratiquée sur 3 vins rouges de Merlot noir (Saint-Emilion) de 'année ; 2 vins
de goutte et 1 vin de presse. L’essai de comparaison des indices HCl et DMACH/LA a été
pratiqué sur 8 vins de Merlot noir (Saint-Emilion) conservé 3 ans en bouteilles (millésime
1988).

d) Application de la méthode a différents vins

La détermination de l'indice DMACH/LA a été réalisée sur 8 vins rouges frangais du com-
merce issus de 3 millésimes (1990, 1992, 1993) et de 4 A.O.C. (Anjou, Saint-Emilion, Médoc,
Madiran).

Il — DOSAGE ET MESURE DES INDICES CARACTERISTIQUES DE LA STRUCTURE
DES TANINS

Le dosage des tanins totaux (tanins “LA”) est réalisé selon la méthode décrite par
RIBEREAU-GAYON et STONESTREET (1964). Les phénols totaux sont déterminés par
mesure de 'absorbance a 280 nm. L'indice d’HCI et l'indice de dialyse sont mesurés dans
les conditions mises au point par GLORIES (1978). Ces deux indices expriment respecti-
vement le niveau de polymérisation et Ffencombrement stérique des tanins.

IV — METHODE D’ESTIMATION DU DEGRE DE CONDENSATION DES PROCYANI-
DINES PAR LA METHODE AU p-DIMETHYLAMINOCINNAMALDEHYDE

1°) Préparation du réactif

Il s’agit d’'un mélange contenant 'aldéhyde DMACH dont la composition est adaptée a
partir des travaux de THIES et FISHER (1971). La préparation du réactif comprend la solu-
bilisation de 100 mg de I'aldéhyde dans 10 ml d’acide chlorhydrique (12 N), pour obtenir a
la fois un milieu suffisamment acide et concentré.
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La solution chlorhydrique doit ensuite étre diluée dans un alcool. L’éthanol et l'isopropa-
nol ne permettent pas d’obtenir une stabilisation rapide de la couleur. En revanche, les résul-
tats obtenus avec le méthanol sont beaucoup plus satisfaisants. D’autre part, cette solution
méthanolique reste stable et utilisable pendant une dizaine de jours. Donc, la solution chlor-
hydrique est ajustée a 100 ml par du méthanol et constitue le réactif DMACH.

2°) Conditions de la réaction

On constate que 'eau modifie le spectre visible de la réaction (effet bathochrome) et dimi-
nue sensiblement la reproductibilité des mesures. Les échantillons de vins ou d’extraits de
pépins et de pellicules doivent alors étre dilués au 1/20 (vv) dans du méthanol.

Dans un tube a essai, on mélange a 1 ml de la solution diluée (vins, extraits de pellicules
ou de pépins) 5 ml du réactif DMACH, on laisse réagir pendant 10 minutes et on effectue la
mesure a 640 nm (figure 1) sous un parcours optique de 1mm (d1).

En raison de l'absorption a cette longueur d’onde, des vins rouges et des extraits de pel-
licules de cépages noirs, un témoin est réalisé dans les mémes conditions, le réactif étant
remplacé par du méthanol (d2). L’absorbance de la mesure correspond a la différence entres
ces deux valeurs de D.O. :

d DMACH = (d1-d2) x 10 (1)
Pour obtenir une expression permettant d'accéder a des résultats en rapport avec le degré

de polymérisation des tanins condensés, nous proposons, par analogie avec le rapport V/LA
(RIBEREAU-GAYON et STONESTREET, 1964), le rapport :

DMACH/LA = (d DMACH/LA) x 100
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Fig. 1 — Spectre visible du développement de la réaction colorée entre les tanins du vin et le DMACH
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RESULTATS

| — ETUDE DE LA SPECIFICITE ET DE LA REPRODUCTIBILITE DE LA REACTION
COLOREE

Sur le plan général, 'aldéhyde étudié ne réagit pas avec les noyaux crésol, pyrocatéchol
et hydroquinone (figure 2). Ces structures sont caractérisées soit par un groupe hydroxy (cré-
sol), soit par deux groupes en position ortho (catéchol) ou para (hydroquinone). Par contre,
les noyaux résorcinol (2 OH en méta) réagissent avec 'aldéhyde (figure 2), mais la réaction
colorée demande plusieurs heures pour se développer. En revanche, les noyaux phloro-
glucinols (3 OH en méta, figure 2) réagissent rapidement et la couleur obtenue est intense.
nols représentant une partie des structures flavanoliques des tanins du raisin et du vin
(RIBEREAU-GAYON et STONESTREET, 1964 ; GLORIES, 1971).

En ce qui concerne les composés phénoliques du raisin et du vin, la réaction de I'aldé-
hyde DMACH est testée, en présence de différents groupes de composés purs. Les résul-
tats se rapportant aux acides phénols, aux flavanols, aux procyanidines et aux anthocyanes
monoglucosides sont regroupés dans le tableau | :

- Les acides-phénols ne réagissent pas avec I'aldéhyde, dans les conditions retenues.
Ces résultats sont en relation avec le mode de substitution du noyau benzénique de ces molé-
cules, incompatible avec la fixation de 'aldéhyde DMACH.

- La malvidine monoglucoside ne présente qu’une réaction faible. Elle est le résultat de
la neutralisation partielle des charges négatives en 6 et 8 de la molécule, en relation avec le
déficit électronique de I'hétérocycle oxygéné, sous forme oxonium en milieu acide
(GLORIES, 1984a).

- Les catéchines et les procyanidines réagissent avec 'aldéhyde. L'intensité de la réac-
tion est la plus importante avec les flavanols monomeéres (catéchine, epicatéchine) et plus
faible avec les flavanols diméres (procyanidine B3).

Les ellagitanins, susceptibles de se solubiliser au cours de 'élevage des vins sous bois
(MOUTOUNET et al., 1993), et les gallotanins apportés sous forme de tanins cenologiques
(VIVAS et al., 1993a et b), ne développent pas de coloration spécifique en présence d'aldé-
hyde DMACH.

Ainsi, dans les vins rouges et les extraits de pellicules et de pépins, seules les molécules
présentant des noyaux phloroglucinols sont capables de réagir avec 'aldéhyde DMACH. Les
interférences liées aux acides-phénols, aux tanins hydrolysables et méme aux anthocyanes
sont négligeables.

Les résultats obtenus sur les différentes fractions phénoliques isolables de vins rouges
par la méthode mise au point par GLORIES (1978), sont regroupés dans le tableau Il. Les
valeurs du rapport DMACH/LA varie de 10 a 200, en sens inverse de la masse moléculaire
estimée des différentes fractions phénoliques, selon une relation du type : DMACH/ALA =f (1/Mr).
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PHENOLS MONOHYDROXYLES

OH

Réaction avec le

DMACH
. CH3
o- monophénol Négative
(o- crésol)
OH
m- monophénol Négative
(m- crésol)
CH3
OH
p- monophénol Négative
(p- crésol)
CH3
PHENOLS DIHYDROXYLES OH
OH
o- diphénol Négative
(pyrocathechol)
OH
m- diphénol ©\ Faible et lente
(résorcinol) OH
OH
p- diphénol Négati
(hydroquinone) ceanve
OH
PHENOL TRIHYDROXYLE OH
m- triphénol Positive
(phloroglucinol)
HO OH

Fig. 2 — Influence de la substitution des noyaux benzéniques sur la réaction au DMACH
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TABLEAUI

Spécificité de la réaction colorée au DMACH

Molécules testées* Noms DO 640 nm (I=1cm)
Acides phénols acide gallique 0
acide ellagique 0
acide sinapique 0
acide vanillique 0
acide férulique 0
acide caféique 0
acide syringique 0
acide protocatéchique 0
Flavanols (+)-catéchine 1,2
(-)-épicatéchine 1,8
Procyanidines diméres procyanidine B3 0,78
Ellagitanins castalagine 0
vescalagine 0
Gallotanins pentagalloyl-glucosé 0
Anthocyanes malvidine-3-monoglucoside 0,008

*: en solution a 1 g/l en milieu hydroalcoolique a pH 3,5

Les procyanidines oligoméres ont un indice compris entre 100 et 200, pour les tanins
condensés, il est de 50 et pour les tanins trés condensés il varie de 10 & 20. Lorsque le degré
de condensation augmente, la valeur de DMACH/LA diminue. Dans la limite de masse molé-
culaire moyenne (Mr) compris entre 1000 et 3000 Da, la relation liant 'indice DMACH/LA a
Mr est linéaire. D'apreés les travaux de RIBEREAU-GAYON et GLORIES (1971) puis de
GLORIES et RIBEREAU-GAYON (1973), ces valeurs (1000 < Mr < 3000) correspondent &
la masse moléculaire moyenne des tanins du raisin et du vin. Dans ces limites, le protocole
retenu est adapté a I'estimation du degré de condensation des tanins de ces milieux.

La reproductibilité de la méthode a été étudiée sur 5 vins rouges (2 vins du Médoc et
3 vins de Saint-Emilion) du millésime 1992. Le dosage des tanins et la mesure du rapport
DMACH/LA ont été répétés 6 fois. Les résultats obtenus (tableau Ill) montrent une trés bonne
réponse de la méthode. Le coefficient de variation demeure inférieur a 2 p. cent, la répéta-
bilité au seuil de confiance [o] de 95 p. cent se situe a 5 p. cent. Il est alors possible d’estimer
le niveau de condensation des tanins avec une bonne reproductibilité.
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TABLEAU Il

Reproductibilité de la détermination du degré de condensation des procyanidines
par la méthode au DMACH
(Echantillons : 2 vins rouges du Médoc A,B ; 3 vins rouges de Saint émilion C,D,E du millésime 1992)

Echantillons
Répétition
A B C D E
1 61,05 66,78 64,82 76,4 58,72
2 64,21 70 76,07 75 55,89
3 61,31 67,85 75 75,46 57
4 61,05 67,85 77,5 72,65 58,31
5 60,5 68,21 73,21 72,34 56,76
6 59,21 68,75 76,07 77,68 57,43
Moyenne | 61,22(+1,25) | 68,24(£0,75) | 75,44(x1,10) | 74,92(+1,61) | 57,35(0,8)
Ecart type 1,5 0,98 1,32 1,91 0,95
cv (%)* 1,67 1,1 1,46 2,16 1,39
z (%) ** 5,48 3,5 4,27 6,22 4,04

* : ceefficient de variation
** : ceefficient de répétabilité pour un degré de confiance de 95 p. cent

Il — APPLICATION DE LA METHODE A L'ETUDE DE LA DEFINITION DE L'ETAT DE
POLYMERISATION DES TANINS CONDENSES

Des réactions et certains produits permettent de modifier le degré de polymérisation des
tanins des vins ou de solutions modeles. Leur étude doit permettre de compléter l'interpré-
tation du mode d’action de cet aldéhyde sur les noyaux phloroglucinols. Nous envisageons
successivement de préciser 'incidence sur la structure des composés phénoliques des réac-
tions d’oxydation, de la présence d’éthanal et d’'une supplémentation en catéchine et en tanins
trés condensés.

1°) Incidence des réactions d’oxydation
a) Consommation d’'oxygéne dissous

La consommation d’'oxygéene aboutit, par le mécanisme d’oxydation couplé décrit par
CHAPON et CHAPON (1977), a des condensations de composés phénoliques qui font inter-
venir 'éthanal comme agent de liaison (DOURNEL, 1985 ; GLORIES, 1987).

On observe dans le tableau IV que la consommation de 16 mg d’oxygéne par litre conduit
a la diminution du rapport DMACH/LA de solution hydroalcoolique de catéchine et de cer-
tains vins (échantillons 2 et 3 du tableau IV), traduisant une augmentation du degré de conden-
sation des tanins.
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TABLEAU IV

Incidence des réactions oxydatives sur la valeur de I'indice DMACH/LA
Analyse aprés consommation de16 mg/l d'oxygene

Solutions modéles Vins rouges
DMACH/LA catéchine tanins trés condensés | 1 2 3
(1g/1) (19/1)
Temps =0 102 42 59 52 65
Temps t+72 heures 71 58 76 38 50

On observe également une augmentation du rapport DMACHY/LA de solution hydroal-
coolique de tanins trés condensés et de vin (échantillon 1 du tableau V), qui révéle une dimi-
nution du degré de condensation des tanins. Dans le premier cas, la fraction oligomérique
des tanins est majoritaire (solution de catéchine et vin 2 et 3 du tableau IV) et 'augmentation
du degré de condensation est compatible avec leur maintien en solution vraie. Dans le deuxie-
me cas, les tanins déja tres polymérisés (solution de tanins trés condensés et vin 1 du tableau
IV) conduisent, aprés condensation oxydative, a la formation de polymeres précipitant en
partie. D'ailleurs les échantillons, se caractérisant par une augmentation du rapport DMACH/LA,
présentent a la fois une diminution du résultat du dosage des tanins et des précipités de tanins
plus ou moins abondants dans le fond des flacons. Il convient de préciser, pour compléter
Fexplication du comportement différent des vins, que I'échantillon 1 posséde des tanins a la
fois trés polymérisés (indice d’HCl = 23) et trés encombrant (indice de dialyse = 34), au contrai-
re des échantillons 2 et 3 qui ont un indice d’HCI respectivement de 12 et 15, et un indice
de dialyse de 17 et 13. L'échantillon 1 est un vin de presse trés chargé et les échantillons 2
et 3 sont des vins de gouitte.

b) Ajout d'éthanal dans une solution de (+)-catéchine

L’ajout d’éthanal, directement dans une solution hydroalcoolique (pH = 3,2) de catéchi-
ne, favorise les réactions de condensation de type BAYER (GLORIES, 1990) conduisant &
des tanins trés encombrants du type catéchine-éthanal-catéchine. Comme pour I'expérien-
ce précédente, la formation de ces tanins provogue une baisse du rapport DMACH/LA (figu-
re 3) par diminution de I'accessibilité des sites nucléophiles actifs (sommets 6 et 8 de la
catéchine).

2°) Incidence de la supplémentation de vins rouges en (+)-catéchine et en extraits de
tanins trés condensés

La supplémentation d’un vin rouge, soit en catéchine, soit en tanins trés condensés, modi-
fie le degré de polymérisation moyen des tanins du vin. Cette addition doit avoir une action
sur l'intensité de la réaction avec l'aldéhyde étudié.
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Fig. 3 — Incidence de l'éthanal sur la valeur du rapport DMACH/LA d'une solution de catéchine
(solution hydroalcoolique 12 p. cent EtOH
pH = 3,2 ; analyse 24 h aprés incubation & 30°C en présence de 100 mg/l d'éthanal)

100 9
DMACH/T.A
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20

Témoin + catéchine (1 g/l) (+1 t;r/xll)ns trés condenses

Fig. 4 — Incidence de l'ajout de catéchine et de tanins trés condensés
sur la valeur du rapport DMACH/LA d'un vin rouge

La figure 4 montre d'une part, que F'ajout de catéchine augmente bien le rapport DMACH/LA
et traduit une diminution du degré de polymérisation moyen des tanins du vin (la différence
est de +32 en valeur absolue) et d’autre part, que I'ajout de tanins trés condensés diminue
la valeur du rapport DMACH/LA, lié a une augmentation du degré de polymérisation moyen
des tanins du méme vin (la différence est de -13 en valeur absolue).

3°) Mesure du rapport DMACH/LA d'extraits de pépins et de pellicules de plusieurs cépages
noirs du Bordelais

Les résultats concernant la mesure du rapport DMACH/LA sur des extraits de pépins et
de pellicules de plusieurs cépages du millésime 1992 sont rassemblés dans le tableau V. On
constate que DMACH/LA est dans les pellicules trois a quatre fois plus faible que dans les
pépins, quel que soit le cépage.
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Ces résultats confirment des données récentes (GLORIES et AUGUSTIN, 1992) consi-
dérant que les tanins de pépins sont moins polymérisés que ceux des pellicules.

TABLEAU YV

Indice DMACH/LA d'extraits de pellicules et de pépins
de divers cépages bordelais a maturité (millésime 1992)
(Extraction en milieu hydroalcoolique, 72 heures a 20°C)

DMACH/LA
pellicules pépins
Merlot noir 20,4 78,5
Cabernet sauvignon 17,7 81,0
Cabernet franc 21,4 62,7
Carmenére 30,5 92,7
Petit verdot 25,1 101,0

4°) Mesure du rapport DMACH/LA de vins rouges : comparaison avec les indices d'HCI
et de dialyse

Les mesures de DMACH/LA réalisées sur plusieurs vins rouges de cépages et millé-
simes différents sont regroupées dans le tableau VI. Les valeurs sont comprises entre 20
et 70. Nous avons simultanément mesuré sur les mémes vins d’'une part, I'indice d’HClI repré-
sentant une estimation du degré de polymérisation moyen des tanins (GLORIES, 1974, 1978)
et d’autre part, lindice de dialyse exprimant 'encombrement stérique des tanins (GLORIES,
1978).

L utilisation du rapport DMACH/LA et des indices d’HCI et de dialyse permet d’accéder
a une définition plus précise du degré de polymérisation des tanins condensés des vins.

Les différences observées entre DMACHY/LA et I'indice HCI peuvent étre expliquées
par des modes de condensation (homogene ou hétérogene) et des encombrements sté-
riques variables (tableau Vi) :

- Les vins 3 et 4 du tableau VI ont des tanins tres polymérisés (indice HCI voisin de 40)
et un rapport DMACH/LA moyen (de I'ordre de 50) indiquant que les tanins sont peu encom-
brants (indice de dialyse faible, voisin de 15) ;

- Les échantillons 7 et 8 du tableau VI possedent des tanins peu polymérisés (indices HCI
de 5 pour le vin 7 et 12 pour le vin 8) avec d'une part un DMACH/LA élevé pour le vin 7
(DMACH/LA= 64) pour lequel les tanins sont peu encombrants (indice de dialyse= 6) et d'autre
part un DMACH/LA moyen pour le vin 8 (DMACH/LA= 55) pour des tanins plus encombrants
(indice de dialyse = 25).
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TABLEAU VI

Dosage des tanins (LA), des composés phénoliques totaux (d280)
et estimation des indices DMACH/LA, HCI et dialyse de différents vins rouges

Milésimes | Echantilons| Appellations|  d280 LA(g)) | DMACHILA| Indice HCI (;{"’I"CG
ialyse
1990 1 Médoc 60 37 29 24 35
2 Médoc 50 3,3 21 26 29
1992 3 Médoc 51 34 52 44 17
4 St Emilion 39 1,9 64 19 11
5 Madiran 76 3,9 59 34 20
6 Anjou 34 1,7 51 45 15
1993 7  |StEmilon| 38 1,7 64 5 6
8 |StEmiion| 50 23 55 12 25

Il semble donc que le rapport DMACHV/LA est en relation avec I'encombrement des tanins,
donc avec le type de polymérisation. On suppose alors, que pour une série de vins ayant le
méme mode de condensation des tanins, les valeurs du rapport DMACH/LA sont corrélées
avec l'indice HCI. Pour vérifier cela, nous conservons pendant trois ans une série de vins a
température constante pour favoriser les condensations homogenes. Les mesures des indices
d’'HCI et de DMACH/LA sont portées sur la figure 5. On observe que les différences liées a
la structure des tanins se sont atténuées et la représentation DMACH/LA = f (HCI) devient
linéaire. Dans ces vins, les combinaisons tanins anthocyanes sont maximales et voisines
(indice de pvpp= 85 p. cent), Fencombrement stérique des tanins mesuré par lindice de dia-
lyse et leurs poids moléculaires estimés par lindice HCI évoluent dans le méme sens (r= 0.75 ;

0=0.03).

30 q Indice HCI (%)

25
20

15 1

R =0,90
(o : 0,99)

10
20

40

!

Fig. 5 — Comparaison des indices HCL et du rapport DMACH/LA
pour différents vins conservés 3 ans en bouteille a 10 °C

- 332 -

DMACH/LA




DISCUSSION ET CONCLUSION

La DMACH est un aldéhyde spécifique des structures présentant un noyau phlorogluci-
nol, qui posséde 3 groupements hydroxy en position meta. Les composés phénoliques des
extraits de pellicules et de pépins et des vins, comme les acides-phénols et les antho-
cyanes, interférent peu dans la réaction. Cette propriété liée a la sélectivité de 'aldéhyde choi-
si, a 'égard des noyaux phloroglucinols, permet de révéler dans un mélange complexe des
molécules comme les procyanidines. Le protocole retenu pour la préparation du réactif et
la mesure du rapport DMACH/LA est rapide et relativement simple a mettre en ceuvre.

Le rapport DMACH/LA donne des résultats comparables a 'indice de dialyse mis au point
par GLORIES (1978). Ces deux indices permettent d'interpréter plus en détail le niveau de
polymérisation des procyanidines, leur mode de condensation et leur encombrement sté-
rique. La méthode proposée permet une mesure rapide directement sur les vins ou sur les
extraits de pellicules et de pépins et de plus elle ne nécessite pas de dérivation préalable des
tanins. Elle s’avére donc parfaitement adaptée au suivi de 'évolution du niveau de polymé-
risation des tanins au cours de la maturation du raisin, de la vinification, du travail, du traite-
ment, de I'élevage et de la conservation des vins. L'étude de linfluence de différents facteurs
(collage, phénoménes oxydatifs, synthése de molécules, combinaisons, accessibilité des
sites nucléophiles) est en cours dans notre laboratoire.

L’étude de la variation du rapport DMACH/LA pour différentes fractions phénoliques iso-
Iées de vins rouges, montre que lintensité de la réaction est d’autant plus faible que le degré
de polymérisation des tanins est élevé. Dans un milieu modéle contenant de la (+)-catéchi-
ne et supplémenté en éthanal, on observe la formation de tanins constitués d’'empilement de
catéchine-éthanal-catéchine décrit, dans les mémes conditions, par DOURNEL (1985). Pour
ce type de tanins, le rapport DMACH/LA diminue trés rapidement. Ceci illustre le mode d’action
de l'aldéhyde qui se fixe sur les sites nucléophiles libres des sommets négativés sur les
carbones 6 et 8 du noyau benzénique A de la catéchine. Ce mécanisme trés généralement
admis a été confirmé par des études structurales sur plusieurs modéles phénoliques, dont
la catéchine, avec des aldéhydes tel que la vanilline et la syringaldéhyde (ESTRELLA et
al., 1978). Dans les conditions de ce schéma réactionnel, plus le degré de condensation aug-
mente et plus 'encombrement stérique des tanins rend difficile la fixation du DMACH sur ces
sommets négativés, par diminution de leur accessibilité.

Cette notion est confirmée par la comparaison des valeurs du rapport DMACH/LA de
fractions phénoliques de tanins condensés (2000< Mr <3000) et de tanins trés condensés
(3000< Mr <5000) qui est en moyenne respectivement de 45 et 15 ; les tanins trés conden-
sés ont un indice de dialyse plus élevé que les tanins condensés (17 pour TC et 32 pour Ttc),
rendant moins accessibles les zones de fixation du DMACH. Des analyses complémentaires
montrent que dans l'intervalle de masse moléculaire moyen des tanins du vin, le rapport
DMACH/LA est linéaire par rapport & Mr et exprime une variation du degré de polymérisa-
tion des tanins. La méthode proposée présente en outre une bonne reproductibilité.
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L’étude de l'influence de facteurs susceptibles de faire varier DMACH/LA a permis de
confirmer le mode d’action de cet aldéhyde et de proposer un certain nombre d’applications,
toutes en relation avec le suivi de la réaction provoquant une modification du degré de
polymérisation moyen des tanins du milieu. L’application du rapport DMACH/LA a des
extraits de pellicules et de pépins ainsi qu'a différents vins rouges montre les possibilités d'uti-
liser la méthode pour estimer le niveau de polymérisation des tanins extractibles du raisin
et des vins rouges. Pour un méme degré de polymérisation moyen des tanins du vin, le
rapport DMACH/LA est plus faible dans les vins ayant subi des condensations oxydatives
lors de I'élevage, car 'encombrement stérique des tanins, issus de condensation désor-
donnée, par I'intermédiaire de pont éthanal, est plus élevé que celui des tanins issus de
condensation ordonnée, permis par la formation de carbocation en milieu réducteur et acide,
il est plus fort dans les vins riches en catéchines ou en procyanidines dimeres, comme les
vins de presse ou les vins riches en tanins de pépins.

Des méthodes utilisant des principes différents permettent de mesurer avec une meilleu-
re précision soit le degré de polymérisation (D.P.) correspondant au nombre d’unité flavane
constituant le tanin condensé, soit la masse moléculaire (Mr) correspondant au poids d’'une
molécule de tanin (PRIEUR et al., 1994). Cependant Fensemble de ces méthodes nécessi-
te des pré fractionnement, des étapes de purification, de dérivation et d'analyse CLHP, qui
se préte difficilement a 'analyse d’un grand nombre d’échantillons et au suivi instantané de
Finfluence de facteur agissant sur le niveau de polymérisation des tanins condensés. La
méthode a récemment été appliquée a la détermination de la cinétique de formation des poly-
meres catéchine-éthanal-catéchine en milieu hydroalcoolique de composition proche du vin
(SAUCIER, 1993).

Manuscrit regu le 5 septembre 1994 ; acception pour publication le 7 octobre 1994
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