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PREFACE

Le Groupe Amorim, né du liege en 1870 au Por-
tugal, a fondé les bases de son développement sur
cette extraordinaire matiére premiére, a travers la
production de cet humble mais inséparable com-
pagnon du Vin : le bouchon de liége.

Notre volonté de servir la cause du vin
s’est toujours exprimée dans la recherche techno-
logique sur la filiere liége, base de notre activité.
En 1992, nous avons souhaité aller plus loin et
nous engager davantage aux cotés des chercheurs
en cenologie en créant I’Académie Amorim, un
lieu de rencontre et d’échange entre cenologues,
ingénieurs, professeurs, sommeliers, auteurs,
artistes... tous animés d’une méme passion du Vin.
Chaque année, notre Académie encourage et
soutient la recherche en cenologie par la remise
d’un Prix & un chercheur ou a une équipe de
chercheurs ayant fait paraitre des travaux signifi-
catifs qui concourent a la défense et a la promo-
tion de la qualité du Vin. Que soient ici saluées
les personnalités, membres de cette Académie,
qui contribuent si généreusement a cette mission.
Je formule le veeux que cette collection, dédiée
aux Lauréats du Grand Prix de I’Académie,
devienne, au fil des ans, une référence et la
mémoire vivante des efforts et des travaux enga-
gés dans le monde entier pour servir la noble
cause du Vin.

Americo Ferreira de AMORIM

Président du Groupe Amorim
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premiére vue, le sujet, trés analytique,
semblait un peu rébarbatif et son titre un peu austére.
Mais ce travail présente un intérét théorique et pratique considérable.
La 2-méthoxy-3-isobutylpyrazine est un marqueur du caractéere végétal
de I'arbme de certains cépages rouges lorsque leur maturité est insuffisante.
Les travaux de Dominique Roujou de Boubée étudient le caractére herbacé,
type « poivron vert », de certains vins rouges, notamment le Cabernet-sauvignon,
considéré dans certains cas comme une caractéristique du cépage,
mais assimilé, a Bordeaux, a un défaut dd a un mangue de maturité.
Dans son étude, I'auteur étudie la cause de ce défaut
et les principaux résultats, exposés avec une grande clarté, aboutissent
a des préconisations viticoles et cenologiques efficaces
pour limiter la fréquence et I'intensité de ce défaut olfactif dans les vins.
Etudiant la répartition de ''lBMP dans les différentes parties de la plante,
I'auteur fait preuve d’une grande rigueur dans la démarche scientifique.
Ce travail permet ainsi d’élucider de nombreuses observations réalisées
sur I'arbme « poivron vert » de certains vins.
Le manqgue de maturité des raisins, qui conduit a I'obtention
de vins médiocres, devrait, dorénavant, étre mieux maitrisé.
Merci a notre lauréat pour ce travail de qualité qui marquera pour longtemps

I’évolution de la connaissance cenologique dans ce domaine.

Robert TINLOT

Président de I’Académie Amorim
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Introduction

Les pyrazines (1,4-diazines) sont des hétérocycles azotés trés largement distribués
dans la nature, aussi bien dans le regne animal que végétal. Le domaine de I'alimen-
tation reste celui dans lequel les pyrazines sont le plus étudiées. Elles sont considé-
rées comme les composés hétérocycliques les plus largement représentés dans
I’'ardme des aliments (Vernin and Vernin, 1982). On peut les classer en trois groupes
selon leurs origines : formées par traitement a la chaleur, par des microorganismes
ou présentes a I’état naturel dans les végétaux. Parmi les méthoxypyrazines qui
constituent cette derniére catégorie, les plus importantes sont la 2-méthoxy-3-isopro-
pylpyrazine (IPMP), la 2-méthoxy-3-sec-butylpyrazine (s-BMP) et la 2-méthoxy-3-iso-
butylpyrazine (IBMP). L’IBMP est mise en évidence pour la premiére fois dans le poi-
vron vert (Capsicum annuum var. grossum) par Buttery et al. (1969). Son seuil de
détection dans I’eau est estimé a 2 ng/L et les auteurs la rendent responsable de
I'odeur caractéristique du poivron vert. Elle est ensuite identifiée dans de nombreux
légumes crus tels que piment (Capsicum frutescens), petit pois (Phaseolus vulgaris),
feve (Vicia faba), laitue (Lactuca sativa), épinard (Spinacea oleracea), etc. (Murray et
Whitfield, 1975). Ces auteurs remarquent pour les autres méthoxypyrazines que bien
souvent I'une d’entre elles domine chez certaines espéces. C’est le cas de I'IPMP
chez I’asperge (Asparagus officinalis), le pois (Pisum sativum), le concombre (Cucu-
mis sativus), la laitue, la pomme de terre (Solanum tuberosum) ou encore le chardon
(Sonchus oleraceus) ; la s-BMP chez la betterave et la carotte (Daucus carota sativa).

En 1975, I'IBMP est identifiée pour la premiere fois dans le raisin de Vitis vinifera
L. cv. Cabernet-Sauvignon par Bayonove et Cordonnier qui la tiennent pour respon-
sable de I’'arbme poivron vert caractéristique de ce cépage. En 1982, Augustyn et al.
I'identifient a leur tour dans le raisin de Vitis vinifera L. cv. Sauvignon blanc. Depuis
une dizaine d’année environ, sa contribution a I’arébme végétal, poivron vert des vins
de Cabernet-Sauvignon, de Merlot et de Sauvignon blanc est démontrée (Harris et
al., 1987 ; Maga, 1989 ; Allen et al., 1989 ; Allen et al., 1991 ; Allen et al., 1994 ;
Kotseridis et al., 1998 ; Roujou de Boubée et al., 2000). Ces auteurs montrent égale-
ment que la s-BMP est rarement détectée dans les vins alors que I'IPMP se trouve
sous son seuil de détection dans I’eau (2 ng/L). Aussi, la 2-méthoxy-3-isobutylpyrazi-
ne apparait comme la molécule clé impliquée dans le caractére poivron vert des vins
de Cabernet-Sauvignon, de Sauvignon blanc et parfois de Merlot, cépages pour les-
quels la concentration en IBMP dépasse significativement le seuil de détection.



Cette molécule est présente dans le raisin, on ne lui connait pas de précurseur, et
sa concentration chute au cours de la maturation (Allen et al., 1989 ; Lacey et al.,
1991) sous l'influence de la lumiére (Heymann, 1986 ; Allen et Lacey, 1993,
Hashizume et Samuta, 1999). Deés lors, une teneur importante dans le raisin a la
récolte est associée a un manque de maturité et constitue un élément déprécia-
teur de la qualité aromatique du vin. Les praticiens relient couramment de telles
caractéristiques aromatiques du raisin a une moindre richesse en anthocyanes et a
une médiocre « qualité tanique ».

Il est donc crucial de connaitre les conditions influencant sa concentration dans le
raisin et dans le vin. Nous présentons dans ce travail les résultats de nos recherches
sur le caractére méthoxypyrazine des vins puis sur les conditions de formation et de
dégradation de I'IBMP dans la vigne.

1. Le caractere méthoxypyrazine des vins et son évolution au
cours de leur élaboration
1.1. IMPACT ORGANOLEPTIQUE DE LA 2-METHOXY-3-ISOBUTYLPYRAZINE DANS LES VINS ET DISTRIBU-
TION DANS LES VINS DE DIFFERENTS CEPAGES

La méthode de dosage que nous avons mise au point (Roujou de Boubée et al.,
2000) est basée sur celle développée par Harris et al. en 1987 puis reprise par Allen
et al. en 1994. En améliorant la commodité et la rapidité de la préparation des extra-
its, elle nous a permis d’analyser avec une bonne répétabilité des séries relativement
importantes d’échantillons.

En cenologie, la valeur qui intéresse les professionnels est le seuil au dela duquel
I’'arbme poivron vert dont est responsable I'IBMP est percu dans le vin. Or, la déter-
mination d’un seuil dans un vin ne constitue qu’une valeur indicative du fait de la
grande variation de composition d’un vin a I'autre d’une part et des descripteurs uti-
lisés par les sujets de I'autre. Aussi, nous avons cherché a établir non plus un seuil
pour un vin mais un seuil représentatif d’un type de vin donné, dans notre cas, d’un
type bordeaux rouge. Pour cela, 50 vins rouges de Bordeaux et de Loire (de cépage
Cabernet-Sauvignon, Cabernet franc et Merlot provenant de plusieurs millésimes
pour les vins de Bordeaux ; de cépage Cabernet franc des millésimes 1991 et 1992
pour les vins de Loire) ont été notés a la dégustation par un jury de 10 personnes de
la Faculté d’Enologie de Bordeaux sur une échelle de 0 a 5, selon I’intensité de leur
caractere poivron vert. La médiane des notes obtenues pour chacun des vins est cal-
culée puis corrélée a la teneur en IBMP déterminée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM). La relation liant pour chacun
des vins la médiane des notes obtenues aux teneurs en IBMP est linéaire (R? = 0,739,
p>0,01%) (figure 1). Les vins dépourvus du caractére poivron vert (médiane=0)
contiennent en moyenne 10 ng/L d’IBMP ; ceux dont I'arébme est faiblement marqué
par ce caractére (médiane=1) 15 ng/L, valeur au dela de laquelle la perception de

I’ardbme poivron vert est moyenne a forte.
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On peut donc estimer a 15 ng/L d’IBMP le seuil au dela duquel le caractere poi-
vron vert, autrement appelé caractéere méthoxypyrazine, est marqué dans les vins
rouges de Bordeaux et de Loire, c’est a dire que le type végétal est identifié par
les dégustateurs.

Nous avons ensuite réalisé une étude statistique sur 96 vins rouges et blancs de
Cabernet-Sauvignon, Cabernet franc, Merlot et Sauvignon blanc afin de déterminer
ceux pour lesquels I'IBMP intervient dans I'arbme végétal. Cette étude révele que
I'IBMP contribue majoritairement a I'ardme végétal des vins de Cabernet-Sauvignon,
Cabernet franc et Sauvignon blanc. En revanche, cette molécule n’est perceptible
que dans une minorité de vins de Merlot.

Maintenant le caractere méthoxypyrazine défini, son seuil fixé et les cépages concer-
nés identifiés, nous nous sommes intéressés a I’évolution de la teneur en IBMP au

cours de I’élaboration des vins.

1.2. ETUDE DE L’EXTRACTIBILITE DE LA 2-METHOXY-3-ISOBUTYLPYRAZINE AU COURS DE LA VINIFICA-
TION. OBSERVATIONS SUR L’EVOLUTION DE SA TENEUR DANS LES VINS AU COURS DE LEUR
VIEILLISSEMENT EN BOUTEILLE

Des raisins de Sauvignon blanc issus d’une vendange manuelle sont introduits sans

éraflage dans un pressoir pneumatique (Biicher, 70 hl). Les jus obtenus par simple

écrasement des baies au cours du remplissage du pressoir puis au début du cycle de

pressurage (0,2 bar ; 30 min) sont les plus riches en IBMP (tableau 1).

Tableau 1 : Concentration en IBMP (ng/L) des mo(ts prélevés aux différents stades du pressu-
rage d’une vendange de Sauvignon blanc (1998).

Stade de pressurage Lot 1 Lot 2
remplissage 10 10
égouttage 0,2 bar (30 min) 15 10
égouttage 0,2 bar (60 min) 0 0
0,8 bar (90 min) 9 5
1,4 bar (120 min) 9 8
2 bars (140 min) 9 10
2 bars (180 min) 7 10

Les mo(ts extraits ultérieurement en contiennent moins et comme le volume écoulé
est plus faible, leur contribution a la teneur finale en ce composé est moindre. Fina-
lement, la concentration en IBMP des jus extraits differe peu de celle des premiers
jus écoulés lors du remplissage du pressoir. L'IBMP est facilement extractible de la
grappe de raisin dés le foulage et le début du pressurage, tout au moins dans le cas
d’un pressurage pneumatique de la vendange entiére.

Le tableau 2 rapporte I'effet du débourbage sur la teneur en IBMP des modts.

Tableau 2 : Effet du débourbage sur la concentration en IBMP (ng/L) des modts de Sauvignon
blanc (1998).

Lot 1 Lot 2
avant débourbage 9 13
aprés débourbage (200 NTU) 4 6

Les modts clarifiés (200 NTU) contiennent environ deux fois moins de méthoxypyra-
zine que les modts bruts. Une partie de I'IBMP semble associée aux bourbes et donc
éliminée par la clarification des modts. On savait que le débourbage limite le carac-
tere herbacé des modts blancs en abaissant leurs teneurs en aldéhydes et alcools en
C6 (Dubourdieu et al., 1986) et en méthionol (Lavigne, 1996). L’incidence du
débourbage sur la teneur en IBMP des modts n’avait jamais été signalée.

Dans les conditions de la pratique, les teneurs en IBMP du modt de Cabernet-Sauvignon

24 heures apres I'encuvage et du vin a la fin de la cuvaison sont peu différentes (figure 2).



La majeure partie de I'IBMP du vin de goutte est donc extraite en phase agueuse

avant fermentation alcoolique.
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Figure 2: Evolution de la concentration en IBMP au cours de la vinification des raisins de
Cabernet Sauvignon en 1997 (CS 97) et 1998 (CS1 98 et CS2 98).

Dans le but de suivre de maniére plus précise la cinétique d’extraction de I'IBMP de
la vendange de Cabernet-Sauvignon, une microvinification a été conduite au labora-
toire (7 kg de raisin dans des fats inox de 15 L).
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Figure 3 : Evolution de la concentration en IBMP au cours de la microvinification des raisins
de Cabernet-Sauvignon en 1999 (CS 99).

L’extraction de I'IBMP du raisin dans le moQt est encore plus rapide (figure 3). En
24 heures, avant tout départ en fermentation alcoolique, la totalité de I'IBMP retrou-
vée dans le vin aprés écoulage est extraite du raisin. Elle n’est accrue ni par les
pigeages successifs au cours de la fermentation, ni par la macération post fermentai-
re. Finalement, la concentration finale du vin apres écoulage et soutirage semble peu
influencée par la fréquence des remontages ou la durée de cuvaison. Cependant,
comme I’observent Kotséridis et al. (1999), la teneur en IBMP du vin de presse peut
étre supérieure a celle du vin de goutte (tableau 3). Ainsi, I'lBMP participe sGrement
au caractere végétal souvent accru des vins de presse. Une certaine fraction de
I'IBMP associée aux partie solides peut donc étre extraite a la faveur des opérations

mécaniques du pressurage.

Tableau 3 : Evolution de la concentration en IBMP (ng/L) dans les vins de presse de Cabernet-
Sauvignon (1998) au cours du cycle de pressurage. Lots 1 et 2.

Lot 1 Lot 2
début pressurage (0,2 bar) 30 26
pressurage aprés 1h (0,8 bar) 32 27

pressurage aprés 2h (2 bars) 16 25




Bien souvent, il a pu étre observé que la thermovinification des vendanges rouges
(chauffage de la vendange entre 60 et 80 °C sur une courte période pour favoriser
I’extraction des composés phénoliques et détruire les oxydases) pouvait entrainer
une diminution du caractere végétal de certains vins. Sur les 5 exemples présentés
(tableau 4), la thermovinification permet systématiquement de faire chuter la
concentration en IBMP sous le seuil de 15 ng/L si bien que le caractére végétal n’est
plus pergu dans ces vins. Cette diminution va de 29 a 67% selon les cas.

Tableau 4 : Influence de la thermovinification sur la teneur en IBMP (ng/L) de 5 vins de Caber-
net-Sauvignon.

Témoin Thermovinification

Vin 1 28 15
Vin 2 17 12
Vin 3 18 6
Vin 4 18 9
Vin 5 24 13

Nous apportons ainsi I'interprétation analytique d’une observation empirique. Au
laboratoire, un moQt de Cabernet-Sauvignon supplémenté en IBMP est chauffé au
bain marie a 60°C dans un ballon fixé a un évaporateur rotatif sous vide afin de
récupérer la fraction volatilisée. Il ressort que I'intégralité de I'IBMP disparue dans le
modt est retrouvée dans la partie évaporée, signe que la molécule a été volatilisée
lors du chauffage (point d’ébullition de I'IBMP = 50°C). La thermovinification peut
présenter un intérét dans le cas de raisins dont I’optimum de maturité n’est pas
atteint, pour diverses raisons (conditions climatiques difficiles, terroirs moins favo-
rables, rendement trop élevé...), ou dans le cas de vendanges atteintes de pourriture.
Cette technique permet ainsi d’aboutir a des vins colorés, souples, fruités (type
esters) et a I’évidence moins végétaux.

L’évolution de la teneur en IBMP d’un vin de Cabernet-Sauvignon et d’un autre
de Sauvignon blanc au cours du vieillissement en bouteille a été mesurée. Aprés
trois années de vieillissement dans une cave a I’abri de la lumiére, aucune varia-
tion significative n’est enregistrée. La stabilité chimique de cette molécule
explique ce résultat. Il ne faut donc pas compter sur le temps pour atténuer ce
défaut olfactif en bouteille.

L’ardme des vins de Sauvignon blanc ou des Muscats est déterminé par les condi-
tions de maturation du raisin, mais aussi en grande partie par les conditions de
vinifications (Peyrot des Gachons, 2000 ; Ginata, 1984). Pour ce qui est des
cépages bordelais, nous montrons que I’obtention de vins fruités dépourvus de
caractere végétal est essentiellement déterminée par les conditions de maturation
du raisin. Cela signifie que pour avoir une faible concentration en IBMP dans les
vins, il est impératif de comprendre ce qui se passe avant la récolte. Quel est le
métabolisme de I'IBMP chez la vigne ? Dans quel organe trouve t-on ce compo-
sé ? Comment sa concentration évolue t-elle au cours du cycle reproducteur et

quels sont les facteurs qui la régissent ?

2. Evolution et localisation de la 2-méthoxy-3-isobutylpyrazine
dans les difféerents organes au cours du cycle reproducteur de
la vigne

2.1. DE LA NOUAISON A LA VERAISON

Le dosage de I'IBMP dans les baies a un stade précoce (avant la véraison) permet

d’observer une phase de synthése précédant le début de la véraison (figure 4), déja

signalée par Hashizume et Samuta (1999).
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Figure 4 : Evolution de la teneur en IBMP des raisins de Cabernet-Sauvignon depuis la ferme-
ture de la grappe jusqu’a la véraison (1999).

Habituellement, la dégradation de I'lBMP est rapide dans un premier temps puis se ralentit a
I'approche de la récolte. Or, en 1999, nous avons constaté sur cette parcelle une remontée
de la teneur en IBMP des baies entre le 31 juillet et le 12 ao(t (demi-véraison). Ce phénome-
ne, jamais observé auparavant, est a mettre en relation avec des conditions climatiques parti-
culiéres. Entre le 27 juillet et le 10 ao(t, la parcelle a regu environ 180 mm de pluie. Les
réserves en eau du sol se sont alors reconstituées et la vigne, proche de I'arrét de croissance,
a recommencé a pousser. Ces observations ponctuelles au vignoble ne nous permettent pas
de tirer de conclusions définitives. Toutefois, il semble que la synthése d’IBMP soit liée a la
croissance végétative de la vigne. Ceci pourrait expliquer que les vignes vigoureuses dont
I'arrét de croissance est tardif produisent des raisins renfermant en général des teneurs en
IBMP élevées. Ce résultat est d’ailleurs a rapprocher de ceux que nous avons obtenu a partir
de I'expérience suivante mise en place par les chercheurs de I'INRA de Bordeaux (Tandon-
net et al., 1996). Une parcelle de Cabernet-Sauvignon est soumise a trois niveaux d’alimen-
tation hydrique : normal (conditions du millésime), irrigué (la vigne regoit 4,6 mm d’eau/jour
depuis fin juin jusqu’a fin ao(t) et sec (le sol est baché depuis fin juin jusqu’a la récolte). Les
raisins sont microvinifiés et la concentration en IBMP est déterminée dans les vins en 1994,
1995 et 1996 (figure 5). On constate que I'irrigation entraine I'augmentation significative de
la concentration en IBMP des vins (+79% en 1994 et +39% en 1996 par rapport au vin de la
situation « normale »). En 1996, le bachage au pied de la vigne permet de diminuer la
concentration en IBMP du vin résultant de 57% par rapport a la situation « normale ». Peut-
étre en induisant une plus forte vigueur de la vigne, I'irrigation entraine-t-elle une synthese

plus importante d’IBMP ?
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Figure 5 : Incidence de différents niveaux d’alimentation hydrique du Cabernet-Sauvignon sur
la concentration en IBMP des vins en 1994, 1995 et 1996 (normal : conditions du millésime ;
irrigué : 4,6 mm d’eau par jour depuis fin juin jusqu’a la véraison, fin aodt ; sec : sol baché
sous les pieds de vigne depuis fin juin jusqu’a la maturité).

Quoi qu’il en soit, la synthése d’IBMP semble intervenir entre la nouaison et 2 ou 3 semaines
avant le début de la mi-véraison. A ce stade, la rafle renferme une grande proportion d’IBMP

(figure 6). A I'échelle de la baie, on en retrouve principalement dans la pellicule (72%) puis



une proportion non négligeable dans les pépins (23,8%). La pulpe quant a elle n’en renferme
pratiqguement pas (4,2%). Nous retrouvons a ce stade de I'lBMP dans les baies mais sans pou-
voir toutefois savoir si elle est synthétisée in situ. Or de I'IBMP a été identifié dans les feuilles
de Cabernet-Sauvignon lors de la récolte du raisin (Hashizume et al., 1997). Ce résultat per-
met d’envisager une synthése de ce composé dans les feuilles. Nous avons donc recherché la
présence d’IBMP dans les feuilles a la fermeture de la grappe, aprés avoir pris soin de les
regrouper en fonction de leur insertion sur le rameau. Nous distinguons ainsi sur le rameau
primaire les feuilles de la zone basale (les 3 & 4 premiéres feuilles du bas), les feuilles de la

zone intermédiaire et les feuilles de la zone apicale dont la croissance n’est pas achevée.
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Figure 6 : Localisation de I'IlBMP dans les différents constituants de la grappe de Cabernet-
Sauvignon avant la véraison (4/08) en 1999.

Les feuilles du rameau secondaire (ou entre-coeur) sont également regroupées. Nous mon-
trons tout d’abord que les feuilles renferment effectivement de I'lBMP a ce stade (figure 7).
Elles sont donc capables de synthétiser ce composé. Il ressort ensuite que les feuilles basales
en contiennent une teneur trés élevée, treés nettement supérieure a celle des autres feuilles

ainsi qu’a celle des grappes.
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Figure 7 : Teneur en IBMP dans les grappes et les feuilles (f.) a différents niveaux d’insertion
sur le rameau du Cabernet-Sauvignon (30/07/1999).

Sachant que beaucoup de produits synthétisés dans les feuilles sont ensuite transportés
vers les baies, il nous a paru intéressant de savoir s’il existait un transport de I'lBMP de la
feuille vers la grappe. Nous avons utilisé pour cela des boutures fructiféeres de Sauvignon
blanc obtenues selon le protocole décrit par Ollat et al. (1998a) et Gény et al. (1998). 12
boutures fructiferes de Sauvignon blanc (4 boutures x3 répétitions A, B et C) portant cha-
cune une grappe ont été sélectionnées entre le stade petit pois et le début de la véraison
pour leur homogénéité (stade physiologique, taille et compacité des grappes). Sur chacune
des boutures, 8 feuilles sont prélevées sur toute la longueur du rameau. On dépose sur
chacune d’entre elles, dans un réceptacle en plastique, une solution de 2(*Hs)méthoxy-3-
isobutylpyrazine (1 mg/L), analogue deutérié de I'IBMP utilis¢é comme étalon interne pour



le dosage par CG/SM. De I'IBMP deutériée est déposée matin et soir pendant 3 jours. Au
quatrieme jour, on procede a la récolte. Pour les feuilles ayant recu la solution d’IBMP
deutériée, le limbe est éliminé (pour éviter tout risque de contamination). Seul le pétiole
est prélevé. Les feuilles n’ayant pas recu I'IlBMP deutériée (les jeunes feuilles proches de
I'apex) ainsi que les apex sont prélevés et réunis. Enfin, les grappes sont récoltées a leur
tour. La distribution de I'IBMP deutériée dans le rameau a ainsi été mesurée (figure 8). On
constate tout d’abord que de I'IlBMP deutériée est détectée dans les pétioles, signe qu’elle
a pénétré dans le limbe et qu’elle a été transportée. La grande quantité de méthoxypyrazi-
ne deutériée retrouvée dans les pétioles pour la répétition C (80%) semble indiquer que la
molécule déposée sur la feuille n’a pas encore totalement migré vers les autres organes de
la plante. On observe également pour les trois répétitions une faible redistribution vers les
parties en croissance (jeunes feuilles et apex, toujours inférieure a 10%). Ceci corrobore le
fait qu’a ce stade, la grappe constitue un centre d’appel vers lequel les métabolites sont

préférentiellement dirigés.
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Figure 8 : Distribution (en %) pour les 3 répétitions (A, B, C) de I'IBMP deutériée dans le
rameau de boutures de Sauvignon blanc apres dép6t sur les feuilles et migration. 1 répétition =
4 boutures.

Enfin, on retrouve I'IBMP deutériée dans les rafles puis dans les baies. Nous montrons
donc que cette molécule a été transportée par le phloéme depuis la feuille jusqu’a la
baie. Sachant que les feuilles renferment des teneurs importantes en IBMP au cours de
la maturation et que ce composé est susceptible de migrer des feuilles vers les
grappes, on peut imaginer que les feuilles constituent une réserve en IBMP suscep-
tible d’alimenter les grappes. On peut d’ailleurs supposer que les baies sont égale-
ment capables de synthétiser la méthoxypyrazine. Avant la véraison, la synthese
semble I’emporter sur la dégradation. Peut-étre a ce stade les baies n’ont-elles pas
encore acquis (ou tres faiblement) I'aptitude a dégrader I'IlBMP ? Leur teneur en ce
composé serait ainsi la résultante du transport depuis les feuilles et de la synthése in
situ. Malheureusement, aucune avancée n’a été réalisée dans le domaine de la bio-
synthése de I'IBMP chez les plantes si bien que I'origine de ce composé demeure
inconnue. Murray et al. (1970) émettent I’hypothese d’une condensation entre le
glyoxal (commun a la formation des autres méthoxypyrazines selon eux) et la leucine
(aprés avoir été amidée). En accord avec cette hypothése, une étude de la biosynthése
de la 2-méthoxy-3-isobutylpyrazine a été entreprise & partir de cultures cellulaires de
Cabernet-Sauvignon. Nous montrons pour la premieére fois I'aptitude d’un cal indiffé-
rencié de Cabernet-Sauvignon a synthétiser de I'lBMP. De plus, I'ajout dans le milieu
de culture de leucine, précurseur supposé de I'IBMP, accroit sa production par les
cellules. Cependant, sur une seule expérience, I'ajout d’isotopes stables (L-leucine-dio
et *NH.CI) n’entraine pas d’enrichissement isotopique de I'IBMP produite par les cel-
lules. Entre la nouaison et jusqu’a 2 ou 3 semaines avant la demi-véraison, I'lBMP est
synthétisée et s’accumule dans les feuilles et/ou dans les baies, peut-étre a partir de

leucine. Ensuite, cette teneur chute jusqu’a la récolte.



2.2. DE LA VERAISON A LA MATURITE

L’allure des courbes d’évolution de la concentration en IBMP des raisins au cours de
la maturation ne varie pas qu’elle soit exprimée en ng/L, en ng/kg de matiére fraiche
ou en pg/baie (figure 9).
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Figure 9 : Evolution de la teneur en IBMP (exprimée en ng/L, en ng/kg de matiére fraiche ou
en pg/baie) des raisins de Cabernet-Sauvignon depuis la fermeture de la grappe jusqu’a la
récolte (1999). Mi-véraison notée le 11 aodt.

Ainsi, et contrairement a ce qui se passe pour I'acide tartrique par exemple, la diminution de
la teneur en IBMP exprimée en ng/L est indépendante de la dilution encourue par augmenta-
tion du volume de la baie au cours de cette période. Cette molécule est réellement dégradée
au cours de la maturation. Plusieurs travaux ont mis en évidence une forte relation entre
I’exposition des grappes a la lumiére et la baisse de leur concentration en IBMP (Allen et
Lacey, 1993 ; Noble et al., 1995 ; Hashizume et Samuta, 1999). lIs confirment ainsi les pre-
miéres études réalisées par Heymann (1986) puis par Maga (1989) : les méthoxypyrazines
sont dégradées a la lumiére. Une étude de la photodégradation de I'lBMP en solution dans
un solvant (méthanol, 10% v/v) et dans le vin (blanc et rouge) nous permet de confirmer sa
dégradation lorsqu’elle soumise a un rayonnement lumineux de type lumiére du jour. Nous
montrons ensuite que les produits de sa dégradation (dont la 2-méthoxy-3-méthylpyrazine
identifiée comme un intermédiaire réactionnel) sont présents en trés faible quantité et ne
semblent pas posséder d’impact organoleptique. Jusque Ia, on aurait pu imaginer qu’un pro-
duit de la dégradation de I'IBMP soit impliqué dans I'ardme fin des vins de Cabernet-Sauvi-
gnon. En effet, ce cépage exhale la nuance poivron vert lorsqu’il n’est pas mar, mais des lors
que les conditions le permettent, ce caractére végétal disparait et seulement alors, I'élabora-
tion d’un grand vin de Cabernet-Sauvignon aux ardmes fruités et empyreumatiques est pos-
sible. Nos travaux semblent montrer que I'origine de ces ardbmes n’est pas directement a
rechercher dans la dégradation de I'lBMP. Comme nous I'avons vu, avant la véraison,
I'IBMP des baies commence a se dégrader. Toutefois, la répartition dans les grappes reste la
méme tout au long de la maturation (figure 10).
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Figure 10 : Distribution (en %) de I'IBMP dans les différents constituants de la grappe de
Cabernet-Sauvignon au cours de la maturation en 1999.



En effet, quel que soit le stade phénologique, la pulpe contient peu d’IBMP et la rafle beau-
coup. Mais de la véraison a la récolte, la proportion d’IBMP diminue dans la rafle et aug-
mente dans la pellicule. Elle diminue également Iégerement dans les pépins pendant cette
période. A la récolte, I'lBMP est principalement localisée dans la rafle. On comprend ainsi
que le caractére poivron vert du vin puisse étre fortement influencé par la qualité de I'érafla-
ge. Entre le 11 ao(t et le 23 septembre, la teneur en IBMP augmente surtout dans les feuilles
de la zone basale et de la zone intermédiaire (figure 11). En fait, la concentration en IBMP
des feuilles adultes évolue a I'inverse de celle des raisins. Ce résultat peut paraitre paradoxal.
Pour des conditions environnementales identiques, I'IBMP s’accumule dans les feuilles alors
qu’elle se dégrade dans les raisins au cours de la maturation. Si I'lBMP est dégradée a la
lumiere, pourquoi les feuilles basales qui en regoivent autant si ce n’est plus que le grappes
voient-elles leur concentration en IBMP augmenter au cours de la maturation ? Tout porte

donc a croire que le métabolisme de ce composé est différent dans le fruit et dans la feuille.
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Figure 11 : Teneur en IBMP dans les grappes et les feuilles (f.) a différents niveaux d’insertion
sur le rameau au cours de la maturation du Cabernet-Sauvignon (1999).

Compte tenu de ces résultats, on mesure tout I'intérét de I'effeuillage de la vigne pour dimi-
nuer le caractére végétal-poivron vert des raisins. Par une meilleure exposition des raisins a
la lumiére, il permet d’augmenter la dégradation de I'IBMP ; mais peut étre contribue-t-il
aussi & une diminution de sa teneur dans les baies en supprimant une source en ce composé
susceptible d’alimenter les grappes ?

2.3. FACTEURS VITICOLES INFLUENGANT LA TENEUR EN IBMP DES RAISINS

Dans un premier temps, I'incidence cumulée d’un ensemble de travaux en vert sur la
teneur en IBMP des raisins de Cabernet-Sauvignon et de Merlot a été mesurée. lls
comprennent I’ébourgeonnage (entre le débourrement et la floraison), I’élimination
des entre-cceurs ou échardage dans la zone des grappes, coté soleil levant (fin nouai-
son), I'effeuillage dans la zone fructifere, c6té soleil levant (a la fermeture de la grap-

pe) et I'éclaircissage pour ramener le rendement vers 50 hL/ha (au début véraison).

Tableau 5 : Influence des travaux en vert (TV) sur la composition des vins de Merlot (M) et de
Cabernet-Sauvignon (CS), 1997.

TAV  Acidité totale Rendement IPT Anthocyanes IBMP

% vol (g/L H2SO4) (hL/ha) (mg/L) (ng/L)
M témoin 11.4 3.1 60 50 257 19
M TV 11.6 3.65 48 56 334 16
CS témoin 11 3.6 58 54 250 18
CSTV 11.2 3.85 46 61 400 11

TAV : Titre Alcoométrique Volumique ; IPT : Indice Polyphénolique Total

Les travaux en vert effectués sur la vigne ont pour conséquence directe de diminuer la teneur
en IBMP des raisins de Cabernet-Sauvignon et de Merlot, depuis la véraison jusqu’a la récol-
te. Le caractére photolabile de I'IBMP permet notamment d’expliquer ce résultat. Les raisins
issus de chacune des modalités ont été vinifiés en grandeur réelle (cuves de 311 hl) puis ana-
lysés en début d’élevage (tableau 5). Les différences sont plus marquées pour le Cabernet-



Sauvignon. Le vin issu des vignes « essai » (sur lesquelles ont été effectués les travaux en vert)
est plus alcoolisé, plus riche en composés phénoliques (+40% d’anthocyanes) et sa teneur en
IBMP est nettement plus faible que celle du vin issu des vignes « témoin » (-39 %). Dans ce
cas, le vin est nettement marqué par la flaveur poivron vert de I'lBMP, alors que dans le vin
issu des vignes « essai », I'lBMP n’est pas perceptible. Il est admis que la vigne réagit diffé-
remment & une opération en fonction de la date a laquelle elle est pratiquée. Une expéri-
mentation a été menée en 1998 sur Cabernet-Sauvignon et Sauvignon blanc pour mettre en
évidence l'incidence du calendrier de certains travaux en vert (« échardage » et effeuillage
réalisés dans la zone des grappes, coté soleil levant) sur la teneur en IBMP des raisins a la
récolte. Elle nous a permis de tirer les enseignements suivants. Il est généralement important
d’effectuer I'« échardage » et I'effeuillage t6t, c’est a dire entre la nouaison et la fermeture de
la grappe. Dans ce cas, les raisins & la récolte sont plus riches en sucres, plus petits et
contiennent moins d’IBMP (tableau 6). Un effeuillage tardif, s’il parvient a augmenter I’accu-
mulation en sucres dans les raisins, ne permet pourtant pas de faire chuter la teneur en IBMP
de maniére suffisamment importante (elle est supérieur de 65% par rapport a une vigne
« échardée » et effeuillée t6t).

Tableau 6 : Incidence du calendrier des travaux en vert (différence par rapport au témoin) sur
certains constituants de la baie de Cabernet-Sauvignon a la récolte — 1998.

Vigne « échardée » Vigne « échardée » nouaison Vigne « échardée »
et effeuillée a la nouaison et effeuillée aprés véraison et effeuillée apres véraison

Poids de baies -7,4% -4,4% +2%
Acidité totale Pas significatif Pas significatif Pas significatif
Sucres réducteurs +8,5% +6,7% +3%
IBMP -68,4% -10,5% =

Il Ny a pas de différences significatives de composition du raisin a la récolte si ces tra-
vaux sont effectués a la nouaison ou bien au stade petit pois. Dans les deux cas, cela per-
met d’améliorer la maturation. D’un point de vue pratique, cela offre une plus grande
souplesse pour gérer les opérations en vert dans le temps. Pour « écharder » et effeuiller
la vigne, on dispose donc de 15 a 20 jours sans compromettre la qualité finale de la ven-
dange. Passé ce délai, les risques de ramasser un raisin marqué par des notes poivron vert
sont accrus. Ces résultats ont été obtenus dans le cas de vignes basses, de densité de
plantation élevée (8 550 pieds/ha), mais aussi dans celui de vignes hautes, de faible den-
sité de plantation (3 300 pieds/ha). Un comportement analogue a été enregistré pour le
Sauvignon blanc.Ces résultats obtenus en 1998 ne sont pourtant pas confirmés en 1999
ou les teneurs en IBMP des raisins a la récolte étaient proches de zéro, pour toutes moda-
lités d’opérations en vert mises en ceuvre confondues. 1999 est un millésime atypique,
avec de fortes précipitations lors de la véraison qui ont entrainé son étalement et donc
une hétérogénéité de maturité des baies. Par la suite, le temps a été variable, des orages
faisant place a des périodes chaudes et ensoleillées. Ces conditions météorologiques par-
ticulieéres ont entrainé un fonctionnement de la vigne inhabituel. Nous constatons que la
dégradation de I'lBMP était plus lente en 1999 qu’en 1998. La principale différence entre
ces deux millésimes réside dans la teneur en IBMP a la mi-véraison : elle est le triple en
1998 pour une méme parcelle. Autrement dit, pour des millésimes comme 1998, il est
important d’intervenir précocément pour dégrader le plus rapidement possible I'IBMP
des raisins. En revanche, en 1999, les interventions précoces sur le feuillage permettent
certes d’accélérer au début la dégradation en IBMP, mais a la récolte aucune différence
n’est observée avec la modalité témoin du fait de la faible quantité d’IBMP au
départ.Ceci prouve que ce ne sont pas tant les conditions climatiques qui régnent pen-
dant la maturation qui importent mais celles qui la précédent. Il est probable qu’un dia-
gnostic précoce (fin juillet) de la teneur en IBMP des raisins permettrait de décider du
bien fondé des travaux en vert pour une parcelle. Bien que 1999 n’ait pas permis de
confirmer les observations faites en 1998, I'« échardage » constitue avec I'effeuillage une



des techniques majeures des travaux en vert pour obtenir une vendange de qualité. Cette
pratique peu répandue dans le vignoble (car non mécanisable et colteuse) se révéle inté-
ressante a bien des égards si elle est effectuée t6t (& la nouaison, les entre-coeurs sont peu
développés et s’éliminent donc d’autant plus facilement et rapidement) : elle facilite la
suite des travaux en vert en supprimant une partie de la végétation dans la zone fructife-
re; elle améliore I'état sanitaire de la vendange en permettant une meilleure aération des
grappes ; elle supprime une partie des centres d’appels et favorise par la méme une
meilleure redistribution des photosynthétats pour une meilleure maturation du raisin.

Conclusion

La mise en ceuvre d’un protocole original nous a permis de fixer une valeur limite de la
concentration en IBMP au dela de laquelle le caractére méthoxypyrazine est percu dans
un vin rouge de type Bordeaux. Elle est en moyenne de 15 ng/L. Nous avons pu ainsi
préciser la contribution de I'IBMP a I'aréme végétal des cépages bordelais. Elle est majo-
ritaire pour le Cabernet-Sauvignon, le Cabernet franc et le Sauvignon blanc, elle est
minoritaire pour le Merlot. Nous montrons ensuite que la teneur en IBMP des vins
dépend essentiellement de celle des raisins, elle n’est que marginalement contrélable par
la vinification. Dans le cas d’une vinification traditionnelle, I'IBMP est trés extractible,
indépendamment du pressurage en blanc ou de la durée de cuvaison et du nombre de
remontages en rouge. Seul le débourbage des modts de Sauvignon blanc et une sélection
raisonnée des vins de presse de Cabernet-Sauvignon permettent de limiter la teneur en
IBMP des vins. Dans le cas de la thermovinification, le chauffage de la vendange permet
de faire chuter significativement la concentration en IBMP par volatilisation du composé.
Nous n’observons aucune modification de la concentration en IBMP des vins au cours
du vieillissement en bouteille. La concentration en IBMP augmente dans le raisin de la
nouaison jusqu’a 2 ou 3 semaines avant le demi véraison. Ce phénomeéene semble étre
influencée par I'alimentation hydrique de la vigne avant véraison. L’utilisation de cultures
cellulaires de Cabernet-Sauvignon ne nous a pas permis d’expliciter les mécanismes de
biosynthése de I'IBMP. Néanmoins, nous montrons que I'ajout de leucine, précurseur
supposé de I'IlBMP, accroit sa production. Pendant cette période, I'lBMP est synthétisée
dans les feuilles ou elle est principalement localisée. On la retrouve ensuite par ordre
d’importance dans la rafle, la pellicule et les pépins. La pulpe n’en contient pratiquement
pas. A ce stade, nous mettons en évidence pour la premiere fois un transport de I'lBMP
des feuilles vers les grappes. La teneur maximale en IBMP dans le raisin est atteinte avant
la véraison. Puis cette molécule commence a se dégrader dans les baies. L’ordre de sa
répartition dans les feuilles et dans les grappes reste le méme tout au long de la matura-
tion. Cette dégradation est le résultat de la photosensibilité de I'lBMP a la lumiére. Toute-
fois, aucun produit de la photodégradation, dont la 2-méthoxy-3-méthylpyrazine que
nous identifions, ne semble posséder d’impact organoleptique. Paradoxalement, alors
qu’elle est dégradée dans les raisins, I'lBMP continue de s’accumuler dans les feuilles. Le
métabolisme de la méthoxypyrazine ne semble pas étre le méme dans la feuille et dans
la grappe. La teneur en IBMP des raisins a la récolte peut étre contrélée par les travaux
en vert. Les opérations cumulées d’ébourgeonnage, d’« échardage », d’effeuillage et
d’éclaircissage, pratiquées sur Merlot et Cabernet-Sauvignon, entrainent une diminution
plus importante de la teneur en IBMP des raisins pendant la maturation. Il est générale-
ment important d’effectuer la suppression des entre-coeurs et I'effeuillage tét, c’est a dire
entre la nouaison et la fermeture de la grappe. Au dela, les risques de ramasser un raisin
marqué par des notes poivron vert sont accrus. La comparaison des résultats obtenus
en 1998 et 1999 nous permet d’imaginer que la clé du caractere méthoxypyrazine des
raisins @ maturité puisse se trouver dans les conditions climatiques qui réegnent a un
stade précoce et qui conduisent a une certaine teneur initiale en IBMP des raisins avant

Véraison.
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