INTERET DE L'UTILISATION DES
PROTEINES VEGETALES
POUR LE COLLAGE DES MOUTS ET DES VINS

I- INTRODUCTION :

Le collage est une pratique courante en
cenologie pour les traitements des vins. |l
est réalisé pour obtenir des vins limpides
(clarification, stabilité colloidale,
amélioration de la filtrabilité) ainsi que pour
améliorer les caractéres organoleptiques
(réduction de [lastringence, sécheresse,
amertume des vins). Actuellement, les
origines des produits propres au collage
sont de deux types: animale (gélatine,
albumine d'ceuf, colle de poisson, caséine)
ou minérale (bentonite, gel de silice). Les
gélatines sont largement utilisées depuis
des générations comme agents de collage
et sont fabriquées a partir du collagéne
contenu dans la peau, les os et les
cartilages des animaux.

En Europe, le contexte de la maladie de
Creutzfeld-Jacob a provoqué la suspicion

sur les produits animaux (interdiction de
I'aloumine de sang) et a conduit certains
metteurs en marché a exiger la fourniture
de vins non traités aux protéines animales,
méme si les gélatines désormais utilisées
en cenologie sont d'origine porcine et ne
présentent aucun risque pour le
consommateur. Cette exigence pose des
problémes techniques aux élaborateurs.
L'attente des vinificateurs pour des produits
de substitution aux gélatines est donc treés
forte car il n'existe aucune autre pratique
qui permette d'obtenir des résultats aussi
complets que ceux obtenus avec les colles
protéiques, en particulier sur les aspects
organoleptiques des vins.

- HISTORIQUE
En 1996, Martin Vialatte Oenologie a pris la

décision de lancer un vaste programme de
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recherche sur les protéines de collage
d'origine végétale. Les objectifs étaient non
seulement de développer des produits
d'origine végétale innovants présentant une
efficacité similaires a celle des gélatines
tout en offrant des garanties d'innocuité
mais aussi de satisfaire les opérateurs du
secteur viti-vinicole. Pour mener a bien ces
objectifs, nous avons respecté les
contraintes et les exigences imposées par
les démarches d'autorisation d'un nouveau
produit cenologique.

Les différentes étapes de développement
du projet sont résumées dans le tableau I.
A ce jour, 'assemblée générale de I'OIV
(Office International de la Vigne et du Vin)
qui s'est tenue en juillet 2004 a adopté
lutilisation du gluten de blé et de la
protéine de pois pour le collage des modts
et de vins.

ANNEES ETAPES
o0  Approvisionnement et sélection des protéines végétales
1996-1997 0  Tests sur vins vis-a-vis des effets clarifiants, de la composante phénolique et des modifications
organoleptiques
0 Thése de doctorat dans le Laboratoire du professeur Moutounet (INRA, UMR  Sciences pour I
1998-2001 Enologie, Montpellier)
0 Travaux fondamentaux et appliqués a I'lnstitut d’ Enologie d'Asti (Italie).
1999 0 Essais en caves sous dérogation du gouvernement italien (10 000 hL)
0 Le projet d'utilisation des protéines végétales est soumis au comité scientifique et technique de I'OIV
0 Essais en laboratoires et en cuveries expérimentales.
2000-2003 0 Essais en caves sous dérogation du gouvernement francais (article 41 du reglement CE n° 1622/2000,
50 000 hL par an sur 3 ans) : mise en place et suivi des essais en caves.
0  Travail suite a la demande de I'OIV : recherche des éventuels résidus de protéine végétale dans les vins
et les modts traités par une méthode de dosage des protéines végétales et de détermination du pouvoir
2001-2004 oo ; e . . : . c )
antigenique des vins traités, méthode mise au point au laboratoire de toxicologie alimentaire (Professeur
RESTANI, Institut Universitaire de Sciences Pharmacologiques de MILAN)
0 Remise &la DGCCRF du dossier des résultats des essais réalisés en caves en grand volume dans le
2004 cadre _de I'article 41 du reglement CE n°® 1622/2000_en vue de sa t_ran‘smission a Bruxelles _
0  Adoption par I'OIV de la méthode d'analyse des résidus et de I'utilisation du gluten de blé et du pois pour
le collage des mots et des vins
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- SELECTION DES
VEGETALES :

Depuis vingt ans, le marché des protéines
végétales en Europe n'a cessé d'évoluer.
Le perfectionnement des  procédés
d'obtention, la diversification des sources
végétales, I'amélioration des conditions de
mise en ceuvre ont été les principaux
facteurs de développement des protéines
végétales dans le secteur agro-alimentaire.
Elles constituent aujourd’hui une vaste
famille d'ingrédients de pointe, compétitifs
et performants car elles ont su s’adapter au
marché alimentaire a chaque étape de son
évolution et ont su répondre aux exigences
de qualité de plus en plus fortes.

PROTEINES

Dans notre étude, I'approvisionnement en
protéines végétales en vue de leur sélection
a porté sur des produits disponibles et

IV- ESSAIS REALISES EN VUE DE LA
VALIDATION DES PROTEINES
VEGETALES :

IV. 1. Objectifs des essais :
Suite a ces premieres sélections, des

essais ont été réalisés en grand volume en
situation de pratique de caves en France et
en ltalie selon la procédure de la

Figure 1 — Sélection des protéines végétales
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commercialisés pour I'alimentation
humaine. Par conséquent, ils répondent
aux normes du Codex Alimentarius qui sont
des normes internationales relatives aux
denrées alimentaires dans le double objectif
de protéger la santé des consommateurs et
d'assurer la loyauté des pratiques suivies
dans le commerce.

Elles entrent dans la composition de
nombreuses  catégories  d'aliments
biscuits,  patisseries et produits de
boulangerie, produits laitiers (fromages
fondus, cremes glacées, desserts), produits
a base de poisson, produits a base de
viande, produits de charcuterie, aliments
diététiques etc..

La sélection des différents échantillons de
protéines végétales s'est déroulée en trois
étapes comme indiqué sur la figure 1. Au

réglementation communautaire des 50 000

hL des produits non encore autorisés
(article 41 du reglement CE n° 1622/2000).

Ces essais avaient pour objectif de définir
l'efficacité des protéines végétales lors du
collage des molits et des vins en
remplacement des protéines d'origine
animale (gélatines, colles de poisson par
exemple), de déterminer leur influence sur
les  caractéristiques  analytiques et
organoleptiques des vins Traités.

En parallele, nous avons vérifié I'innocuité
des vins collés, pour écarter le risque de
présence de résidus de protéines végétales
et plus spécifiquement de gluten de blé,
pouvant provoqué des allergies chez les
patients intolérants ( maladie de caeliaque )
ou allergiques ( dermatite atopiques,
asthme du boulanger ).

IV.2. Présentation des essais réalisés :
Les 19 essais réalisés en caves en France
sur les vins et les mo(ts sont répartis de la
fagon suivante :
= 3survins rouges
= 4 surmolts :
- 1 sur modt concentré rectifié
- 2 sur modts issus de raisins blancs
(clarification statique)
- 1 sur modt issu de raisins blancs
(clarification par flottation) : deux
essais supplémentaires ont été
réalisés en Suisse. lls ont permis de
valider l'utilisation des protéines
végétales en flottation.
= 12 sur vins blancs : pour les vins blancs,
les essais ont été plus nombreux car
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cours de la premiere étape, une centaine
de protéines d'origine végétale existants
sur le marché a été choisie en fonction des
crittres  suivants:  conformité  aux
spécifications du  codex, non-OGM,
présentation sous forme de poudre et
teneur en protéine. Des essais de
clarification sur des petits volumes de vins
rouges ont permis de retenir 35 protéines.
Ces dernieres ont ensuite été testées sur
vins blancs et sur vins rouges pour évaluer
leur comportement en clarification et leur
impact sur la qualité gustative. A lissue de
ces tests, 15 échantillons ont été
sélectionnés  pour une  campagne
d'expérimentation sur modts, vins blancs et
vins rouges en comparaison avec des
gélatines.

I'utiisation d'un auxiliaire de collage
(tanin, bentonite ou gel de silice)
augmente le nombre de modalités.

IV.3. Synthése des résultats des essais
réalisés : démonstration de I'efficacité et
de I'innocuité des Protéines Végétales
Les résultats montrent que dans la plupart
des essais, les protéines végétales ont une
action équivalente, voire meilleure que
celle des protéines animales utilisées en
référence. Par rapport aux collages de
référence et selon les objectifs de collage
recherchés c'est-a-dire clarification,
amélioration des propriétés gustatives ou
les deux, plusieurs points ressortent :

a- Au niveau des effets technologiques,

les protéines végeétales :

= s'utilisent sur les mo(ts et les vins a des
doses équivalentes aux  protéines
animales, type gélatine, soit entre 2 et
25 g/hL,

= clarifient avec une
clarification équivalente,

= permettent d'obtenir au moment du
soutirage une faible turbidité, cette faible
turbidité étant souvent conservée au
cours de la vinification,

= donnent dans la majorité des cas un
pourcentage de lies faible,

= géliminent les tanins des vins rouges,

= ne génent pas la stabilisation tartrique,
ni la stabilisation protéique,

= améliorent ou conservent la filtrabilité
obtenue avec le traitement de référence.

cinétique de
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b- Au niveau des analyses de base, les

protéines végétales :

= ne modifient pas
analyses de base,

= respectent parfois  mieux
colorante et/ou la teinte.

les valeurs des

lintensité

c- Au niveau des tests organoleptiques,
les protéines végétales :

= dans la majorité des cas, ne présentent
pas de différences significatives a la
dégustation (tests de dégustation en
triangulaire non significatifs au seuil de
5%), ce qui traduit l'absence totale
d'effets organoleptiques désagréables,

= sont capables d’améliorer les propriétés
gustatives des vins. En effet, les tests de
préférence les classent souvent en
premiere position.

Figure 2- Dégustation d’un vin Syrah collé avec les protéines végétales
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d- Au niveau de I'analyse des résidus

protéiques :

= le dosage tres sensible de l'azote total
par la méthode de DUMAS des vins
traités démontre que le collage avec les
protéines végétales, comme le collage
avec les gélatines, n'augmente pas la
teneur en azote total et par conséquent
n‘augmente pas la teneur en protéine
des boissons traitées.

= |e dosage du gluten résiduel réalisé par
le test ELISA, test couramment utilisé en
industrie agroalimentaire pour doser la
quantitt de gluten présent dans les
produits alimentaires destinés a la
consommation humaine, indiquent qu'il
ne reste aucun résidu a base de gluten et
que par conséquent les boissons traitées
au gluten dans le cadre de ces essais ne
possédent pas de pouvoir allergéne.

Dans le cadre de notre étude, nous avons
travaillé avec un laboratoire privé qui utilise
le test mis au point par Skerritt et Hill (12),
seul disponible actuellement pour le
contrble des aliments «sans gluten »
destinés aux malades cceliaques. La
sensibilité de ce test est de 10 ppm, soit 1
g/hL de gluten. Pour le Codex Alimentarius,
un produit «gluten free» ne doit pas
contenir plus de 20 ppm.

Tous les vins issus des essais réalisés dans
le cadre de la dérogation des 50 000 hL,

Astringence

Rondeur
Sécheresse TTT

(article 46 du reglement CE n° 1493/1999)
ont été analysés.

Tous les résultats sont inférieurs a 10
ppm et indiquent qu'il ne reste aucun
résidu a base de gluten et que par
conséquent les boissons traitées au
gluten de bhlé dans le cadre de ces
essais ne possédent pas de pouvoir
allergéne.

Les résultats de ces essais montrent que
les propriétés technologiques des protéines
vegétales sont équivalentes & celle des
protéines animales et que les résidus
protéiques sont absents des produits finis.

e- Au niveau du pouvoir antigénique
des vins:

Dans un souci de sécurité alimentaire total,
nous avons fait le choix de faire analyser
plus de 300 vins collés aux protéines
végétales a des doses extrémes de 50g/hL
selon une méthode immunologique trés
spécifique. Cette méthode utilise des
anticorps fabriqués chez l'animal pour le
pois et des anticorps humains provenant
de sérums de patients sensibles au gluten
de bhlé (cceliaques et allergiques). Elle
permet de déterminer le potentiel allergéne
des vins traités aux protéines végétales
donc de prévenir le consommateur des
risques d'allergie. Ce travail a été réalisé en
collaboraton avec  Mme  Restani,
responsable du laboratoire de toxicologie
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= ont aussi la capacité de diminuer les
défauts comme amertume et
sécheresse (voir Figure 2, cas d'un vin
de cépage Syrah, millésime 2002).
Les impacts au niveau des propriétés
organoleptiques sont variables suivant la
qualité de la matiere premiére utilisée et
suivant les types de moits et de vins a
traiter, comme c'est d'ailleurs le cas pour
les protéines animales.

L'expérience et le savoir faire de Martin
Vialatte Enologie ont permis de mettre au
point des formulations spécifiques par type
de vin de fagon & couvrir la majorité des
cas rencontrés en oenologie. Comme pour
le collage avec les protéines animales, il
est préférable et conseillé de faire des
essais de collage préalables en laboratoire
afin de déterminer la dose et le produit le
plus adapté au collage du vin.

alimentaire et professeur de chimie
alimentaire au département de sciences
pharmacologiques de l'université de Milan.
Cette  méthode  « SDS-PAGE et
Immunoblot » a été adoptée a 'assemblée
générale de I'OIV en juilet 2004 et
apparaitra au Recueil des Méthodes
d'Analyses.

En terme de sécurité alimentaire, les
résultats des analyses  SDS-page
immunoblot ~ montrent que les mo(ts,
les vins rouges et les vins blancs
clarifiés avec du gluten de blé ne
présentent aucun risque lorsqu’ils sont
consommes par les individus cceliaques
et par les allergiques au gluten de blé.
Avec une sensibilité de 0,03 ppm, cette
méthode permet la méme conclusion
pour les individus allergiques a la
protéine de pois.

IV.4. Autres essais _réalisés a travers le
monde

Les nombreux essais menés dans les
laboratoires, les caves et les instituts
techniques, européens et non européens
(France, ltalie, Allemagne, Luxembourg,
Autriche, Espagne, Portugal, Suisse,
Grece, Hongrie, Etats-Unis, Australie) ont
validé au niveau technologique (effet
clarifiant, composante phénolique,
caractéristiques analytiques et




organoleptiques des vins) [intérét de
I'utilisation de ces nouveaux produits de
collage en cenologie.

Ces différents travaux ont fait I'objet de
différentes publications (1-3). lls démontrent
que les protéines d'origine végétale peuvent
avoir une efficacité de clarification aussi
bonne que celle observée avec les

V- ACTIONS DES  PROTEINES
VEGETALES SUR LES COMPOSES
PHENOLIQUES DES VINS :

Des recherches menées en collaboration
avec I'lPV - INRA de Montpellier dans le
cadre d'un travail de thése ont été,
également conduites sur la structure
chimique des tanins éliminés par le collage

La figure 3 présente les résultats de la
clarification et de I'étude qualitative des
tanins éliminés au cours du collage d’un vin
Merlot, millésime 1998 avec 10 g/hL de
protéine végétale (deux formulations :
ProVgreen 1 et ProVgreen 2) et de
gélatine. Le résultat des turbidités obtenues
aprés 48 heures sur colle montre une

gélatines ; pour certains paramétres, les a laide des protéines végétales diminution de la turbidité d’au moins 50 %
résultats sont méme plus performants comparativement aux résultats par rapport a celle du vin témoin non collé
qu'avec les gélatines. préalablement établis avec les gélatines ( 4 (Figure 3-a). ProVgreen 1 et 2 ont une
-6). activité clarifiante similaire a celle de la
gélatine.
Turbidité (NTU) Figure 3-
a N .
) 9 83 10 a) Turbidités a 48 h d'un vin Merlot 1998
collé avec les protéines végétales
ProVgreen 1 et 2 et avec la gélatine
Témoin  Gélatine ProVgreen1 ProVgreen?2
10 b) Evaluation quantitative et qualitative
Tanins précipités en % des tanins condensés précipités apres le
b) collage
5
3 u Vin Témoin
’_‘ O Surmageants
Gélatine Prngreenl PrngreenZ DDD Dép()ts

Degré moyen de polymérisation

11,5
10,5
75
6 6 5 6

Témoin ProVgreen 1 ProVgreen 2

Gélatine

% de galloylation

Concernant la qualitt des tanins éliminés,
ProVgreen 1 et ProVgreen 2 précipitent des tanins
hautement polymérisés (degré de polymérisation
moyen de 105 et 7,5 respectivement) et se
rapprochent des taux obtenus avec la gélatine
(11,5). Comme avec les gélatines, les unités
galloylées sont sélectivement précipitées par les
protéines végétales (Figure 3-b).

Les protéines végétales réagissent comme les
gélatines. Les tanins avec des degrés de
polymérisation moyens élevés et fortement
galloylés sont sélectivement éliminés.

105
’ 95
83 79 8{‘1

12
8,6

Témoin  Gélatine ProVgreen 1

ProVgreen 2

VI- LA GAMME PROVGREEN :

Au vu de lensemble des résultats
satisfaisants obtenus avec les protéines
végétales pour assurer un excellent collage
des modts et des vins et de I'expérience
acquise dans ce domaine, Martin Vialatte
cenologie a développé une gamme de
produits de collage 100% d'origine végétale.

Cette gamme sera commercialisée sous la
marque ProVgreen. Elle comprend quatre
formulations adaptées en cenologie :

» ProVgreen Red pour le collage des
vins rouges : clarification, assouplissement
et finesse aromatique

»  ProVgreen Extra Red pour le collage
des vins rouges structurés : clarification et
glimination de défauts ( amertume |,
sécheresse , ..)

»  ProVgreen White pour le collage des
vins blancs et des vins rosés : clarification
et affinage organoleptique

»  ProVgreen Must pour la clarification
des molits blancs ou rosés

En paralléle des applications en cenologie,
les protéines végétales sont aussi
adaptées :

» pour le collage des vinaigres de vins
ou de cidre: développement dune
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premiére formulation

vinaigre».

« ProVgreen

Ces produits s'utiisent de facon
comparable aux collages de protéines
animales ( mise en ceuvre, dose d'emploi,
emploi avec des adjuvants de collage
suivant  certaines  applications). Ces
produits sont conformes aux Codex
Alimentarius et cenologique, et sont
garantis non OGM.

La gamme devrait s'étoffer tant sur le plan
des applications, que de leur forme.



VIl- CONCLUSIONS :

Ce projet sur les protéines végétales montre
bien que dans le cadre de développement
de nouveaux produits cenologiques, la
société Martin Vialatte (Enologie s'est
fortement engagée et impliqguée dans des
études rigoureuses et controlées, ceci dans
le but de proposer des auxiliaires
technologiques qui puissent répondre aux
besoins des marchés, tout en tenant
compte des exigences de sécurité
alimentaire pour les consommateurs. Le cas
des protéines végétales montre que le
cheminement est long entre la
démonstration de [lintérét technologique
avéré et la possibilité de les utiliser en
caves.

Tous nos travaux de recherche et
développement  démontrent que les
protéines végétales sont des protéines de
collage des modts et des vins tout aussi
efficaces que les gélatines animales. Leurs
modes d'action sont assez similaires et ceci
a plusieurs niveaux : technologique, qualité
organoleptique des vins, interaction avec
les tanins, etc....

Toutes nos études entreprises pour
déterminer :

1) les risques éventuels de présence de
résidus de gluten de blé et de pois dans
les mots et les vins,

2) le pouvoir antigénique des vins (risque
de provoquer une allergie ou une
réaction chez les patients sensibles),

ont montré qu'il n'y avait pas de présence
de résidus de protéines végétales (blé et
pois) dans les vins traités a la dose
maximale. Aucun des 325 vins analysés
par la méthode immunologique SDS-
Immunoblot que nous avons adaptée
spécifiquement a I'cenologie, ne présente
de  risque  potentiel  pour les
consommateurs, et en particulier pour les
sujets allergiques ou sensibles.

L'utilisation des protéines de pois et du
gluten de blé pour le collage des modits et
des vins a été validée par le reglement
Européen 2165/2005 en fin d’année 2005.

Cette pratique cenologique avait d'ores et
déja été admise par les experts
scientifiques de I'OIV en 2004
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