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Résumeé : Des essais de débourbage en vinification en blanc, réalisés de 1988 a 1992, mettent
en évidence le réle important joué par la teneur en macromolécules solubles dans le modt de raisin. Les
modts de faible turbidité conduisent en effet & des fermentations alcooliques lentes en relation avec de
faibles populations levuriennes Il est également confirmé que la libération de polysaccharides exocel-
lulaires par les levures au cours de la fermentation alcoolique est d'autant plus élevée que le modt de
départ a été fortement appauvri en colloides de raisin. Par contre, ce sont dans les lots les plus clarifiés
que l'on observe la meilleure fermentescibilité malolactique.

INTRODUCTION

Il a été souvent remarqué que la turbidité des modts a en vinification en blanc une inci-
dence directe a la fois sur le déroulement et sur le terme de la fermentation alcoolique
(RIBEREAU-GAYON et al., 1975 ; GROAT et OUGH, 1978 ; HOUTMAN et DU PLESSIS,
1986 ; OLLIVIER et al., 1987). La présence de bourbes solides en quantité plus ou moins
importante dans le mo(t a une influence directe sur le métabolisme levurien bien que leurs
réles soient encore mal connus : réle nutritif par apport d’acides gras favorables a la crois-
sance des levures, rdle « support » par fixation d’inhibiteurs et notamment d’acides gras a
chaine courte C8, C10 (LAFON-LAFOURCADE et al., 1984 ; EDWARDS et al., 1990).
Une clarification trop poussée du mo(t peut entrainer également une production plus ou
moins élevée d'acide acétique pendant la fermentation alcoolique (DELFINI et al., 1992).

Une autre composante de la turbidité des mo(ts est liée a la présence de macromolé-
cules qui peuvent elles-méme fixer des inhibiteurs (OLLIVIER et al., 1987). De plus, les levures
liberent dans le vin, pendant la fermentation alcoolique et au cours de I'élevage sur lies,
des polysaccharides et surtout des mannoprotéines, dont les teneurs peuvent atteindre
plusieurs centaines de milligrammes par litre. La libération de ces composés dépend de la
souche de levure, de la température de fermentation, des conditions d'agitation (LLAUBERES
et al., 1986), mais aussi du degré de clarification des modts et de la durée de conservation
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sur lies (FEUILLAT et al., 1989). Or, nous savons que la teneur en colloides des vins joue un
réle non négligeable sur les qualités sensorielles et organoleptiques des vins finis (FEUILLAT
et al, 1987 ; FEUILLAT et al., 1988) compte tenu des interactions qui peuvent exister avec
les arbmes (VOILLEY et al., 1990 ; LUBBERS, 1993).

Nous disposons au laboratoire de nombreuses données concernant des suivis de fer-
mentations alcooliques et malolactiques en relation avec des clarifications plus ou moins
intenses des molts de raisin. Différents procédés de débourbage ont été testés : débour-
bages dynamiques tels que la centrifugation et la filtration et débourbages statiques tels que
le débourbage par I'anhydride sulfureux, par le froid et par 'enzymage.

L'analyse de ces données a permis de mettre en évidence l'incidence de la clarification
des modts de raisin sur la fermentation alcoolique mais aussi sur la fermentation
malolactique.

MATERIELS ET METHODES

| — SUIVI DES FERMENTATIONS ALCOOLIQUE ET MALOLACTIQUE

La fermentation alcoolique est suivie au cours du temps par la détermination de la
teneur en sucres réducteurs dans le milieu (densimétrie) et par I'évaluation des populations
levuriennes totales par comptage a 'hématimétre apres coloration au bleu de méthyléne.

La fermentation malolactique est suivie au cours du temps par la détermination de la
teneur en acide L-malique dans le vin (méthode enzymatique, BERGMEYER, 1973).

Il— ANALYSES QUANTITATIVE ET QUALITATIVE DES COLLOIDES

Les colloides solubles totaux sont extraits des mots et des vins, préalablement centri-
fugés, par précipitation a I'éthanol selon la méthode décrite par USSEGLIO-TOMASSET(1976),
avec en particulier le séchage des précipités a I'éther diéthylique avant pesée. Les macro-
molécules de levures sont également obtenues par précipitation a I'éthanol d’'un surnageant
d’autolyse apres 48 heures d’autolyse de Saccharomyces cerevisiae Levuline BRG dans un
tampon hydroalcoolique selon la technique de FEUILLAT et al. (1989).

Le fractionnement des constituants macromoléculaires est réalisé par chromatographie
d’exclusion-diffusion moyenne pression (FPLC) sur une colonne de Superose 6 HR 10/30.
Le domaine de fractionnement de ce gel se situe entre 104 Da et 4.106 Da pour les poly-
saccharides et 5.000 Da et 4.107 Da pour les protéines globulaires. Le dispositif utilisé pré-
sente les caractéristiques suivantes :

- colonne Pharmacia remplie d’agarose,
- élution descendante par un tampon phosphate - NaCl 0,05 M ; pH 7,
- débit : 0,3 ml/min sous une pression de 0,1 bar,
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- volume injecté : 200 pl d'une solution aqueuse de colloides a 5 mg/m,

- collecte par fractions de 0,6 ml,

- détection en sortie de colonne par mesure de 'absorbance a 280 nm pour les protéines
et révélation des sucres totaux par la méthode de DUBOIS et al. (1956).

L’étalonnage de la colonne est réalisée a I'aide de dextrans standards (Bleu dextran,
T500, T150, T70, T40 et T9,3) et de protéines standards (Aprotinine, Anhydrase carbonique,
Bovine sérum albumine, Alcool déshydrogénase, Ferritine et Thyroglobuline).

IIl— PROTOCOLES DES ESSAIS DE CLARIFICATION DES MOUTS
1°) Essais n°1 et n°2

A partir d'un mo(t de deuxieme pressée (taille en Champagne) de Pinot noir (essai
n°1) et d’'un moGt de premiere pressée (cuvée en Champagne) de Pinot noir (essai n°2) pro-
venant de la récolte 1988, débourbés au SOy, deux lots sont constitués :

- un lot témoin,

- un lot subissant une clarification supplémentaire par centrifugation avec un clarificateur
autodébourbeur SC 35 WESTFALIA (débit 60 hi/h) pour I'essai n°1 et avec un centri-
fugeur VNP X 510 ALFA-LAVAL (débit 30 hi/h) pour l'essai n°2.

Les mo(ts sont ensemencés avec Saccharomyces cerevisiae (Levuline CHP). En fin de
fermentation alcoolique, les vins sont soutirés et la fermentation malolactique s’effectue en
flore indigéne.

2°) Essais n°3 et n°4

A partir d’'un moGt de premiére pressée (cuvée en Champagne) de Pinot noir prove-
nant de la récolte 1989 (essai n°3) et de la récolte 1991 (essai n°4), débourbés au SO, trois
lots sont constitués :

- un lot témoin,

- un lot subissant une clarification supplémentaire par centrifugation avec un clarificateur
autodébourbeur SC 35 WESTFALIA,

- un lot subissant une clarification supplémentaire par filtration avec un filtre SCHENK
TUCHFILTER TF 630 NIRO.

Les mo(ts sont ensemencés avec Saccharomyces cerevisiae (Levuline CHP). Les
vins sont soutirés aprés fermentation alcoolique. Pour I'essai n°3, la fermentation malolac-
tique s'effectue en flore indigene et pour lessai n°4, les vins sont ensemencés avec Leuconostoc
aenos (Inobacter).

3°) Essai n°5

A partir d’'un mo(t de premiere pressée (cuvée en Champagne) de Pinot noir prove-
nant de la récolte 1990, débourbé au SOy, trois lots sont constitués :
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- un lot témoin,

- un lot additionné de bentocaséine a 30 g/hl (50 p. cent caséine, 50 p. cent bentonite)
soutiré apres 24 heures,

- un lot additionné de bentocaséine a 80 g/hl (50 p. cent caséine, 50 p. cent bentonite)
soutiré apres 24 heures.

Les mo(ts sont ensemencés avec Saccharomyces cerevisiae (Levuline CHP). Les
vins soutirés apres fermentation alcoolique sont ensemencés avec Leuconostoc cenos
(Inobacter).

4°) Essai n°6

A partir d'un mo(t de premiére pressée (cuvée en Champagne) de Pinot noir prove-
nant de la récolte 1990, débourbé au SO», deux lots sont constitués :

- un lot témoin,
- un lot subissant une clarification supplémentaire par filtration avec un filtre SCHENK
TUCHFILTER TF 630 NIRO.

Les modts sont ensemencés avec Saccharomyces cerevisiae (Levuline CHP). Les
vins sont soutirés aprés fermentation alcoolique et ensemencés avec Leuconostoc cenos
(Inobacter).

5°) Essai n°7

A partir d’'un modt d’Aligoté (récolte 1992), sulfité a 5 g/hl aprés pressurage, quatre lots
sont constitués :

- un lot témoin,

- un lot additionné de bentonite (100 g/hl) soutiré aprés 36 heures,

- un lot débourbé par le froid (12 heures a 12 °C),

- un lot centrifugé par un autodébourbeur ALFA-LAVAL (débit : 45 hi/h).

Les modts sont ensemencés avec Saccharomyces cerevisiae (Zymaflore VL1). Les vins
sont soutirés aprés fermentation alcoolique et la fermentation malolactique s’effectue en flore
indigéne.

6°) Essai n°8

A partir d'un mo(t de Chardonnay (récolte 1992), sulfité a 5 g/hl aprés pressurage, trois
lots sont constitués :

- un lot aprés 12 heures de débourbage statique,
- un lot aprés 24 heures de débourbage statique,
- un lot aprés 48 heures de débourbage statique.

Les molts sont ensemencés avec Saccharomyces cerevisiae (Levuline BRG). Les vins
sont soutirés apres fermentation alcoolique et ensemencés avec Leuconostoc cenos (Microenos
B16) (BRUMWELL, 1993).
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RESULTATS - DISCUSSION

| — INFLUENCE DE LA TENEUR EN COLLOIDES DES MOUTS DE RAISIN SUR LA
DUREE DE LA FERMENTATION ALCOOLIQUE

Les différents traitements de débourbage se caractérisent par des valeurs de turbidité
différentes (tableau l). La valeur de la turbidité ne refléte pas exactement la concentration en
colloides du moit de raisin. Par exemple, pour trois turbidités voisines de 80 a 85 NTU, la
teneur en macromolécules du mo(t est respectivement de 123 mg, 199 mg et 310 mg par

litre.
TABLEAUI
Influence de la clarification des moits sur leurs teneurs en colloides
et sur la durée de la fermentation alcoolique (FA)
Turbidité | Colloides Durée
Essai Technique de débourbage (NTU) du mo(t de la FA
(mg/l) (jours)

n°1 Non débourbé 280 188 7
Centrifugation 92 153 16
n°2 Non débourbé 235 166 8
Centrifugation 85 123 12
n°3 Non débourbé 71 219 9
Centrifugation 6,0 199 7
Filtration 3,7 167 11
n°4 Non débourbé 103 225 10
Centrifugation 80 199 13
Filtration 2 165 17
n°5 Non débourbé 138 402 12
Bentonitage (30 g/hl) 61 316 12
Bentonitage (80 g/hl) 32 291 12
n°6 Non débourbé 33 278 9
Filtration 2 171 9
n°7 Non débourbé 250 366 4
: Bentonitage 150 299 14
Froid 145 341 7
Centrifugation 80 310 7
n°8 Statique 12 heures 47 322 6
Statique 24 heures 30 295 7
Statique 48 heures 18 278 9
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Les colloides des molts de raisin sont des constituants trés sensibles aux traitements de
clarification : plus le débourbage est important, plus le mo(t de raisin est appauvri en
macromolécules ; la diminution atteignant généralement 20 a 30 p. cent de la concentration
initiale.

Ce sont les lots de modts de raisin les plus clarifiés qui ont les durées de fermentation
alcoolique les plus longues (tableau I). Les fermentations alcooliques plus lentes sont sou-
vent en relation avec des populations levuriennes totales plus faibles (figure 1). Le débour-
bage a donc un effet direct sur le développement des levures, les lots les plus appauvris en
colloides présentant une moins bonne fermentescibilité alcoolique.

log levures / ml

N
o

6,8

6,4 T T T T T T T

Temps (jours)

[J non débourbé B centrifugé @ passé au froid ¥V bentonité

Fig. 1 — Evolution des populations levuriennes totales au cours de la fermentation alcoolique
en fonction de la clarification des mo(ts (essai n° 7)

Il — INFLUENCE DE LA CLARIFICATION DES MOUTS SUR LA PRODUCTION DE
MACROMOLECULES PAR LES LEVURES PENDANT LA FERMENTATION
ALCOOLIQUE

D'aprés LLAUBERES et al. (1987), la libération de polysaccharides exocellulaires par
des levures du genre Saccharomyces cerevisiae pendant la fermentation alcoolique est fonc-
tion a la fois de la souche utilisée et de 'dge de la culture. FEUILLAT et al. (1989) ont mon-
tré que plus un modt de raisin est appauvri en colloides, plus 'enrichissement en
polysaccharides et glycoprotéines par les levures au cours de la fermentation alcoolique
est important.
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Fig. 2 — Comparaison des teneurs en colloides des modts et des vins correspondants
pour les différents essais.

(a) essais n°1 an°4 ; (b) essais n°5 a n°8
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Les résultats obtenus dans les essais rapportés confirment cette observation (figures 2a
et 2b). La production de macromolécules varie trés fortement suivant l'intensité de la clarifi-
cation. Pour un méme essai, le lot témoin (non débourbé ou présentant la turbidité la plus
élevée) s’enrichit le moins en macromolécules au cours de la fermentation alcoolique.

Dans la mesure ot tous les vins sont soutirés en fin de fermentation alcoolique, ce phé-
noméne pourrait s’expliquer par un temps de contact entre le milieu et les levures plus limi-
té pour le lot témoin que pour les lots clarifiés en raison de la fermentation alcoolique plus
rapide dans le lot t¢émoin. Cependant, pour une méme durée de fermentation alcoolique
(12 jours) et donc un méme temps de contact (essai n°5), nous observons un plus fort enri-
chissement en macromolécules d’origine levurienne sur les lots clarifiés (respectivement
64 et 120 mg/l) que sur le lot témoin (0 mg/l) (tableau | et figure 2b). La production active de
macromolécules par les levures au cours de la fermentation alcoolique dépendrait donc bien
de la richesse initiale du moat en colloides.

Le fractionnement de macromolécules d'origine différente, par chromatographie d’exclu-
sion-diffusion moyenne pression est donné sur la figure 3.

Les macromolécules du raisin (figure 3a) et des levures (figure 3b) ont une nature diffé-
rente : celles de raisin sont plus homogénes et présentent essentiellement une fraction poly-
saccharidique importante d’environ 100.000 Da et une deuxiéme fraction plus faible d’'un
poids moléculaire d’environ 40.000 Da. Les macromolécules de levures renferment des poly-
saccharides de haut poids moléculaire : 2 & 7.105 Da et supérieur a 2.106 Da qui n’existent
pas dans le raisin.

Le fractionnement des colloides de deux vins en fin de fermentation alcoolique (figure 3c)
provenant d'un méme modt présentant deux niveaux de clarification différents : respective-
ment 47 et 18 NTU confirme la présence des macromolécules d'origine levurienne. En effet,
nous retrouvons dans les deux cas des fractions polysaccharidiques de haut poids molécu-
laire : 7.105 et 1,4.105 Da et il y en a légérement plus dans le lot le plus fortement clarifie.

l— RELATION ENTRE LA DUREE DE LA FERMENTATION ALCOOLIQUE ET LA DUREE
DE LA FERMENTATION MALOLACTIQUE

Les suivis de fermentations alcoolique et malolactique pour les essais 3, 4, 7 et 8 sont
présentés dans la figure 4.

Ce sont les lots témoins peu débourbés conduisant a une courte fermentation alcoolique
qui donnent des vins ou les durées de fermentations malolactiques sont les plus longues.
Inversement, ce sont les lots les plus clarifiés, lots ou la fermentation alcoolique est la plus
longue, qui présentent la meilleure fermentescibilité malolactique. Les écarts vontde 7 a 11
jours pour les fermentations malolactiques induites par ensemencement bactérien (essais
n° 4 et n°8) et de 4 a 32 jours pour les fermentations malolactiques se réalisant en flore
indigéne (essais n° 3 et n°7).

Il semble donc exister une relation inverse entre la fermentescibilité alcoolique et la fer-
mentescibilité malolactique, une meilleure maitrise de la premiére ayant une incidence direc-
te sur la seconde.
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Fig. 4 — Evolution au cours du temps des densité et de I'acide malique
(dosage enzymatique pour les essais 4, 7 et 8 et chromatographie sur papier pour I'essai 3).
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La teneur plus importante de macromolécules d'origine levurienne dans les vins issus de
molits trés clarifiés favoriserait donc I'activité malolactique des bactéries lactiques. Plusieurs
rbles positifs des macromolécules de levures vis-a-vis des bactéries lactiques peuvent étre
envisageés : un rble de fixation d'inhibiteurs bactériens présents dans le milieu tels que les
acides gras C10 et C12 par exemple (LONVAUD-FUNEL et al., 1985), un réle nutritionnel
par la possibilité d’'une hydrolyse enzymatique partielle de ces constituants macromolécu-
laires (GUILLOUX-BENATIER et al., 1993).

CONCLUSION

Conformément aux résultats d’'OLLIVIER et al. (1987), ces essais montrent que la
teneur en macromolécules solubles dans le mo(t apreés clarification joue un réle important
sur le déroulement et 'achévement de la fermentation alcoolique en vinification en blanc.

Les modts trés clarifiés conduisent a des fermentations alcooliques lentes en relation
généralement avec de faibles populations levuriennes. Bien que nous observons, pour une
méme souche de levure, une production variable de macromolécules dans le milieu fer-
mentaire sur les différents mo(ts testés, il est toujours constaté une relation entre la quanti-
té de macromolécules produites au cours de la fermentation alcoolique et le niveau initial
de clarification du modt. Nous confirmons ainsi que ce sont dans les modts les plus appau-
vris en colloides que I'on note le plus fort relargage de macromolécules d'origine levurienne.

En outre, nous constatons que les vins issus de modts a faible turbidité présentent une
meilleure fermentescibilité malolactique. Le réle positif de I'enrichissement du milieu en macro-
molécules levuriennes sur la croissance et I'activité malolactique des bactéries lactiques, déja
mis en évidence en milieu synthétique (HEMAMI, 1988), semble se confirmer en milieu vin.
Les mécanismes physiologiques impliqués dans ces phénomeénes sont actuellement en cours
d'étude dans notre laboratoire.
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