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Introduction

Le dioxyde de soufre est un au-
xiliaire technologique devenu
d’utilisation évidente en ceno-
logie tant ses bienfaits sont cru-
ciaux, que ce soit en termes de
contrdle microbiologique qu’en
prévention des phénomeénes
d’oxydation.

Le SO; est cependant pointé du
doigt depuis quelques années,
en raison de ses nombreux
inconvénients:

- toxique pour I'organisme hu-
main, il présente un danger pour
le consommateur de vin et pour
le manipulateur en cave;

- précurseur possible d'arémes
soufrés négatifs dits « de réduc-
tion » produits lors des fermenta-
tions (Henschke et Jiranek, 1991);
ou encore pouvant étre oxydé en
sulfate, auquel on impute parfois
I'apparition d’une sécheresse en
bouche; il peut également pro-
voquer la formation plus impor-
tante par la levure d'éthanal,
autre molécule potentiellement
indésirable (Cleroux et al., 2015);
- son odeur est perceptible et/ou
peut masquer certains arémes
positifs du vin (Peynaud et
Blouin, 1991);

- en se combinant aux antho-
cyanes, pigments des vins
rouges et rosés, il provoque
leur décoloration partielle, certes
réversible.

Pour ces raisons, de nombreuses
recherches visent a réduire son
utilisation en cenologie et a lui
trouver des alternatives. Dans
cette premiére partie, nous nous
attacherons a évaluer quelques

outils biotechnologiques alterna-
tifs issus d'une approche essen-
tiellement microbiologique pour
gérer les phases préfermentaires.
En effet, durant la période qui
s'étend de la récolte a I'entrée
en fermentation du modt, une
flore indigéne est susceptible
de se développer, au sein de
laquelle peuvent s’exprimer des
métabolismes indésirables quant
a la qualité finale du vin et sa
définition sensorielle: produc-
tion d’acide acétique, d’amines
biogénes, de phénols volatils, ou
encore difficulté d'implantation
de la levure cenologique inocu-
lée par la suite pour réaliser la
fermentation alcoolique (FA).
Le SO,, sous sa forme molécu-
laire H:S0s, représente alors un
levier incontestable pour gérer
ces risques (Deveze, 1977). On
admet qu’un niveau de SO; molé-
culaire de 0,5 mg/L est bactéri-
cide, le niveau nécessaire pour
I'effet fongicide est générale-
ment considéré comme étant
plus élevé. Usseglio-Tomasset
(1995) a montré que pour retar-
der la FA de 50 heures, 0,5 mg/L
de SO, actif était nécessaire face
a Saccharomyces cerevisiae et
3,5 mg/L face a Saccharomyces
uvarum. Le pH joue un rdle dé-
terminant puisque plus il est
élevé, plus la proportion de SO,
moléculaire est faible. Une tem-
pérature basse de méme que
I'absence d'éthanol, conditions
rencontrées en phases préfer-
mentaires, diminuent également
fortement I'activité du SO..

A ce titre, la mise en ceuvre de
stratégies de lutte microbiologique

au moyen de micro-organismes sélectionnés pourrait s'avérer une
alternative d'intérét pour limiter des sulfitages trop importants ou
pallier & leur inefficacité dans certains cas.

Levurage fractionné de levures S. cerevisiae en
macération préfermentaire de raisins noirs

Une premiére stratégie pour limiter ces risques est d'inoculer au plus
tot la levure S. cerevisiae choisie pour réaliser la FA. Cependant, en
situation - fréquente — de macération préfermentaire a une tempé-
rature supérieure a 10 °C, des départs trop précoces en fermentation
peuvent survenir en cas d'un levurage a pleine dose (20-25 g/hL) a
I'encuvage, nuisant au travail d’extraction en phase aqueuse recherché
par le vinificateur dans ce type de processus. Une alternative parfois

Faites confiance a la nature
pour protéger votre motit

L'utilisation de ™ pendant les étapes préfermentaires (telles que la macération préfermentaire
a froid) fournit une protection naturelle contre les micro-organismes d'altération, la levure
Metschnikowia fructicola réprimant le développement de populations et métabolites indésirables
(comme I'acidité volatile). En conséquence, les sulfitages lors de ces étapes peuvent étre limités.
Le trés faible pouvoir fermentaire de Gaia™ permet de travailler en toute sécurité pendant
|'extraction préfermentaire, sans déclencher trop précacement la fermentation.

LOw 50,
SOLUTIONS

JUILLET 2016 REVUE DES (ENOLOGUES N° 160 21




TECHNIQUE

recommandée a ce levurage précoce est le levurage fractionné en
deux temps, consistant a inoculer une faible dose de levure avant
macération préfermentaire (MP) pour sécuriser microbiologiquement
le milieu sans déclencher la FA, puis d'inoculer une plus forte dose
lorsque I'extraction voulue en phase agueuse est atteinte.

Nous avons comparé ces deux protocoles & un levurage pleine dose
différé, c'est-a-dire réalisé a la fin de MP, sur une vendange de Pinot
noir réalisant une MP de 4 jours a 14 °C. En fin de MP, juste avant la
seconde inoculation en fractionné ou la pleine inoculation en différé,
des numérations levuriennes ont été réalisées. Les résultats (figure 1)
montrent que plus I'inoculation est réalisée précocement, meilleure
est la répression de la population non Saccharomyces indigéne.
La modalité levurage en fractionné permet a ce titre un niveau de
répression intermédiaire, dont on ne peut complétement se satis-
faire. |l serait donc préférable de contréler la microflore le plus t6t
possible avec une levure sélectionnée apportée en plus grande
quantité mais non susceptible de lancer la FA trop précocement,
ou encore de s'assurer d'avoir une température de MP plus basse
ne permettant un départ en FA.

Utilisation de Torulaspora delbrueckii en
opération préfermentaire sur moiit blanc

Une seconde tentative a concerné une approche de bioprotection
des mol(ts blancs au moyen d'une levure non Saccharomyces issue
de I'espéce Torulaspora delbrueckii, naturellement présente mais
non majoritaire dans le mof(t. La levure retenue pour ces expéri-
mentations, Biodiva™, présente en effet des caractéristiques inté-
ressantes: faible production d'acidité volatile et autres métabolites
indésirables, cryotolérance sans cryophilie. Ce dernier point est
essentiel pour le processus envisagé. Cette souche de T delbruec-
kii peut ainsi s'implanter des molts placés a basse température (a
partir de 5 °C) sans subir de perte importante de population mais
nécessite des températures élevées (>15 °C) pour démarrer la FA.
Elle permet ainsi d’assurer un contrdle microbiologique précoce
{par exemple par inoculation du jus en sortie de pressurage) sans
enclencher par elle-méme la FA sur bourbes.

Une expérimentation a ainsi été réalisée sur modit de Sauvignon,
dans le chai expérimental d'IFV Sud-Ouest, a Lisle-sur-Tarn, com-
parant 3 modalités:

- un témoin sulfité a 5 g/hL au remplissage de la cuve de débourbage;
- le méme mo(t non sulfité mais additionné d'une formulation an-
tioxydante a base de levures inactivées;

- le méme moit non sulfité, additionné d'une formulation anti-
oxydante a base de levures inactivées, et inoculé avec Biodiva™
(7 g/hL - 3,5.108 cellules/mL).

Les trois modalités ont été laissées en débourbage a 5 °C pendant
15 jours, avec enzymage (Inozyme Clear, 4 g/hL). Les populations
levuriennes ont alors été dénombrées en fin de sédimentation, au
débourbage (figure 2). Le sulfitage montre clairement son efficacité
pour limiter le développement de levures potentiellement conta-
minantes, qu'elles soient Saccharomyces ou non Saccharomyces.
Néanmoins I'inoculation avec Biodiva™ a également montré une
forte propension a endiguer le développement de contaminants du
genre Saccharomyces, équivalente a celle du sulfitage, tandis que la
flore non Saccharomyces retrouvée correspond a la population de T
delbrueckii qui a été inoculée. Cette levure représente donc un outil
certain pour la bioprotection préfermentaire des moldits, elle nécessite
pour cela, en revanche, une maitrise de la température du mo(t {au
moins inférieure a 12 °C) afin d'éviter son départ en FA intempestif.

B Figure 1: Populations levuriennes dénombrées sur milieu
gélosé en sortie de macération préférmentaire (MP) de raisins
noirs en fonction du moment d'inoculation en levures.

Populations levuriennes (ufc/mL) - Cépage Pinot noir
TAP : 12,9 % vol. - pH vin = 3 (numérations effectuées
avant l'inoculation réalisée en sortie de MP)
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B Figure 2: Biocontrdle des populations levuriennes sur moiit
blanc par l'utilisation préfermentaire de Torulaspora delbrueckii.
Dénombrement sur milieuYPD avec chloramphenicol - Levures
totales: 25 °C pendant 5 jours - Levures Saccharomyces: 35 °C
pendant 2 jours.
Niveaux de populations levuriennes aprés débourbage :
effet d'un ensemencement prédébourbage avec T delbrueckii
(Biodiva™ -7 gl/hL - 3,10° cellules/mL)
Sauvignon pH 2,93 - Sucres 160gl/L - Azote assimilable = 177 mg/L
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BTableau 1: Activité de Kloeckera apiculata dans un moiit de
Pinot noir avec ou sans biocontrdle avec Gaia™ (d’aprés Gerbaux
et al,, 2015). Mot pasteurisé: sucres 230 g/l, pH 3.20, pas de

S0, - MP 7 jours a 15 °C puis inoculation avec Saccharomyces

cerevisiae - FA a 20/24 °C.

- Acl;ie acétique [g-IL)V L

Témoin non contaminé

T7).(nMP)  T.14], (fn FA)

Contamination en Kloeckera

Contamination en Kloeckera
+ biocontrodle avec Gaia™

B2, 1ol B35

031 067
FETTE L

0,10 036

Utilisation de
Metschnikowia
fructicola en opération
préfermentaire sur
vendange rouge

Macération
préfermentaire a froid
Dans certaines situations de ma-
cération préfermentaire dites
« a froid », les températures
sont parfois moins maitrisées

et avoisinent plus les 12-16 °C que
les 8 °C préconisés en véritable
préfermentaire a froid. Pour cette
raison, IFV Beaune a sélectionné
une levure Metschnikowia fruc-
ticola sans pouvoir fermentaire,
Gaia™, afin d’offrir un biocon-
tréle massif, avec un fort niveau
de population (dosage a 20 g/
hL - de lI'ordre de 9106 cellules/
mL), tout en limitant le risque de
départ précoce en FA.
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ETableau 2: Dénombrements de populations levuriennes réalisés aprés MP (10 °C pendant
48 heures) - Syrah - Vaucluse - sucres = 203 g/L.

Lespece de levure M. fructi-
cola, isolée récemment sur rai-

sin (Kurzman et Droby, 2001), a Modalité | Levures totales Levures non Type des Ievu’ res non :Saccharomyces
déja été remarquée pour linhi- _ (ufc/ml)  Saccharomyces(ufc/ml)  observées au microscope
bition qu’elle exerce en cultures |  Vendangeinitisle A9x10° . 73x00° R Lt N
fruitiéres sur des moisissures | _1émoin simple sulfitage 6 g/hL 25x10° 26x10° | Hanseniaspora -
(Liu et al,, 2011) et sur Botrytis, | Temoindoublesufitage6+6g/L| 15x10° | 94x10' | Hanseniaspoa |
___I\l_qn sul‘fité_ _qai,aT, 7 3,6 x107 = ) E_E_B_)E 107 97 % MEE‘?”,’?EKQW@ -85 )5_1 05 autres |

Lutilisation de Gaia™ en ceno-

logie pour la macération pré-
fermentaire des raisins noirs a
déja été décrite par Gerbaux et
al. (2015), mais vaut qu’on rap-
pelle ici certaines de ses qualités:
- excellent pouvoir d'implan-
tation et de multiplication sans
pouvoir fermentaire;

- répression du développement
des levures Kloeckera apicu-
lata, responsables fréquentes
des augmentations d'acidité
volatile (AV) en MP - Kloeckera
peut aussi produire environs dix
fois plus d’acétate d'éthyle que
Saccharomyces (Blondin, 2011);
- limitation de I'AV en situa-
tions de contamination par
Kloeckera (tableau 1);

- absence de métabolites in-
désirables et meilleure apti-
tude sensorielle que les autres
(Metschnikowia testées dans le
programme de sélection).

Une expérimentation addition-
nelle menée en petits lots de
3 kg de vendange a été menee
sur Syrah dans le Vaucluse. Elle
a consisté a comparer les pra-
tiques suivantes:

- témoin sulfitage classique
(6 g/hL sur raisin avant foulage/
éraflage);

- modalité double sulfitage (en
plus du sulfitage initial, ajout de
6 g/hL de SO, supplémentaires
aprés un jour de MP a 10 °C);
- modalité Gaia™: aucun sulfi-
tage, mais inoculation de Gaia™
(20 g/hL sur raisin avant foulage/
éraflage).

Aprés MP a 10 °C durant 48 heures,
un dénombrement des levures to-
tales et non Saccharomyces a été
réalisé par le laboratoire du service
technique d’'InterRhéne, puis les
lots ont été ensemencés avec la
levure Saccharomyces cerevisiae
10C 18-2007 (20 g/hL).

La population relevée correspond
essentiellement & des levures
non Saccharomyces (tableau 2).

Le double sulfitage permet une
chute important de cette popu-
lation potentiellement contami-
nante. On observe une popula-
tion importante de levures non
Saccharomyeces sur la modalité
Gaia™ ce qui est cohérent avec
une excellente implantation et
multiplication de la levure M. fruc-
ticola inoculée, puisque c'est es-
sentiellement ce genre de levures
qu’on identifie par observation
morphologique au microscope.
Sur les deux témoins sulfités,
en revanche, on note une pré-
sence importante de levures iden-
tifiées comme étant du genre
Hanseniaspora, connu pour pos-
séder un potentiel important de
production d'acide acétique et
d'éthanal (Lonvaud-Funel et al.,
2010). A ce titre, la répression de
cette flore par M. fructicola semble
meilleure ou au moins équivalente
au sulfitage initial 4 6 g/hL.

Biocontrdle

de la vendange lors

de la récolte

Une utilisation plus précoce a été
testée récemment. Nous avons
réalisé deux expérimentations sur
sites viticoles mettant en ceuvre
I'addition de Gaia™ sur raisins
et jus frais dans les bennes de
vendange. L'ajout de la levure a la
dose de 20 g pour 100 kg de ven-
dange, préalablement réhydratée
dans de I'eau & 20 °C-30 °C, a été
réalisé de maniére homogeéne au
remplissage des bennes. Cette
pratique a été comparée a des
témoins sulfités ou non. Pour
s'assurer de 'homogeénéité - tant
analytique que microbiologique -
de la matiére premiére entre les
différents lots, la vendange a été
effectuée par rang alterné pour le
remplissage des bennes. Dans
toutes les modalités, une levure

S. cerevisiae (I0C R 9008) a été inoculée (20 g/hL) aprés une macéra-
tion préfermentaire d'une nuit pour enclencher la FA.

Le premier essai, réalisé sur Merlot en Gironde en partenariat avec le
groupe Euralis, a permis de comparer I'itinéraire traditionnel avec sulfi-
tage a une modalité sans sulfitage mais avec ajout de Gaia™. Sur cette
seconde modalité, un léger sulfitage (2 g/hL) a cependant été opéré aux
2/3 de la FA par sécurité. Le suivi des populations levuriennes (figure 3A)
fait état d'une activité de biocontrdle assurée par Metschnikowia fruc-
ticola. On remarque a I'encuvage une forte population de levures non
Saccharomyces reflétant la trés bonne implantation de Gaia™, tandis
qu’en sortie de MP, les levures S. cerevisiae contaminantes apparaissent
réprimées par Gaia™. Ceci se traduit aux 2/3 de la FA par un meilleur
développement des S. cerevisiae sélectionnées dans cette modalité.
Le second essai, mis en ceuvre sur Cabernet franc en partenariat avec
la chambre d’Agriculture d’Indre-et-Loire, a permis de comparer 4 mo-
dalités: un témoin sulfité classiquement, un témoin non sulfité, une
modalité non sulfitée mais avec ensemencement en Gaia™ sur les
bennes et enfin une modalité qui lui est identique a ce stade, mais dif-
fére ensuite par un ajout de bactéries cenologiques en début de FA. De
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H Figure 3: Biocontrdle par Metschnikowia fructicola des populations levuriennes en situation
préfermentaire. (D Essai sur Merlot - Gironde -TAV 14,3 % vol. - pH 3,5 - Dénombrements non

Cabernet franc - Indre-et-Loire -TAV 12,1 % vol. - pH 3,25 - dénombrements levures totales sur
milieu gélosé (25 °C pendant 5 jours) réalisés par le laboratoire de Touraine.
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aux 2/3 de la FA, sur les deux essai
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nouveau (figure 3 B), on retrouve la
trés bonne implantation de levures
non Saccharomyces imputables a
M. fructicola a 'encuvage, tandis
que le témoin non sulfité montre
quant a lui une contamination po-
tentiellement négative, avec une
population non Saccharomyces
qui s'est développée davantage
qu’en présence de sulfites. Aux
9/3 de la FA, il est intéressant de
constater dans les deux essais que
M. fructicola Gaia™ permet un
ratio de développement S. cere-
visiae/non Saccharomyces qui est
en faveur de la levure S. cerevisiae
sélectionnée que I'on cherche a
implanter pour la FA (figure 4).
Cette observation tend a montrer
qu'en exergantune répression de
|a flore indigéne contaminante,
M. fructicola permet indirectement
un meilleur développement de la
levure sélectionnée pour la fer-
mentation, sécurisant donc cette
étape de la vinification.

Conclusion

Face au pouvoir antifongique du
sulfitage dans les étapes préfer-
mentaires, certaines levures non
Saccharomyces représentent une
alternative intéressante pour mai-
triser la flore microbiologique
peuplant le modt et la vendange
lors des étapes préfermentaires
et ce, dés la récolte du raisin.
A cet égard, la levure Gaia™,

une M. fructicola, a démontré
3 plusieurs reprises son effica-
cité certaine & contrdler, en rem-
placement partiel voire total du
dioxyde de soufre, une partie
de la microflore potentiellement
contaminante du raisin, que ce
soit en macération préfermentaire
ou lors d'une utilisation plus en
amont, par inoculation des raisins
tout juste vendangés. |
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