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INTRODUCTION

Au cours de I'étude de la microflore levurienne de la région viticole
de Naoussa (Gréce du Nord) (SOUFLEROS, 1978 ; SOUFLEROS et al., 1979),
nous avons constaté que le principal cépage de cette région, le Xynoma-
vron, présente a maturité une teneur en acide malique faible alors que
celle de l'acide tartrique est élevée ; les molts ont des valeurs de pH
relativement basses. Par ailleurs, la cuverie en ciment ou en métal de
capacité importante, !'absence de moyens de réfrigération entrainent
des températures de fermentation élevées. Nous savons que ces divers
facteurs exercent une influence importante sur le métabolisme des levu-
res (RIBEREAU-GAYON et al., 1975). En conséquence, nous avons étudié
I'incidence de l'action conjuguée de ia température de fermentation et de
I'acidité du milieu sur les teneurs en substances volatiles formées au
cours de la fermentation. Les analvses ont été effectuées par chromato-
graphie en phase gazeuse (SOUFLEROS et BERTRAND, 1979).

Les souches de levures les plus fréauentes. sélectionnées parmi celles
isolées dans la région de Naoussa (SOUFLEROS et al.. 1979), ont été
étudiées au laboratoire dans des conditions de temnérature et d’'acidité
variables, qui s’approchent de celles de la technologie actuelle de cette
région vinicole.

MATERIELS ET METHODES
1°) Conditions de fermentation.

Le milieu de fermentation constitué par un mo{t de raisin blanc,
stérilisé a froid par filtration sur membrane, a été aseptiquement enrichi



par de l'extrait de levures (Difco) 2 g par litre et du sulfate d’ammonium,
500 mg par litre.

Le milieu ainsi obtenu a été séparé en deux fractions dont le pH a été
ajusté respectivement a 2,9 et 3,4. La fermentation de chaque milieu a
été conduite séparément & deux températures, 20 °C et 30 °C.

L'ensemencement a été réalisé par un inoculum de 5 ml d'une culture
récente d'une souche pure. 12 levures ont été utilisées, 3 souches de
Saccharomyces cerevisiae et une souche de chacune des levures suivan-
tes : Saccharomyces bailli, Saccharomyces capensis, Saccharomyces che-
valieri, Saccharomyces heterogenicus, Saccharomyces rosei, Hanseniaspora
uvarum, Hanseniaspora osmophila, Saccharomycodes Iudwigii et Torulop-
sis stellata. Les fermentations se sont déroulées en anaérobiose dans des
bouteilles de 75 cl munies de barboteurs. Pour obtenir une fermentation
rapide les milieux sont oxygénés 48 heures aprés I'ensemencement.

2°) Techniaues chromatographiques. L'analyse des milieux a été effec-
tuée par chromatographie en phase gazeuse. Le glycérol, I'acétate d’'éthvle,
le lactate d'éthvle, le méthanol et les alcools supérieurs ont été dosés
par iniection directe. Les esters, autres que l'acétate d’'éthyle, présents
a faibles teneurs. ont été préalablement concentrés par extraction en
ampoules & décanter de 100 ml, par 3 fois 6 ml du mélange éther-hexane
(2-1, v/v). La phase oroaniaue a ensuite été concentrée par évaporation
sur placiie chanffante sans éhullition. Cette dernidre méthode de dosage
des esters a été mise au point pour la présente étude.

Les colonnes utilisées. leurs caractéristiques ainsi que les conditions
dans lesauelles est effertiid le dnsace des suhstances étudiées ont été
indiquées par ailleurs (SOUFLEROS et BERTRAND, 1979).

RESULTATS

Les résultats obtens pour les 12 souches de levures étudiées sont
rassemblées dans les tableaux I, Il et Ill.

A partir de ces résultats nous avons ensuite étudié plus en détail le
role de la température et de I'acidité sur la production des substances
volatiles par les levures de vinification les plus fréquentes : S. cerevisiae,
pour les levures les plus alcooaénes ; S. bailii, pour les levures moyennement
alcooagnes ; H' Spora uvarum, pour les levures peu alcoogéne. S. bailii
présente éaalement un intérét suoplémentaire a2 cause de sa résistance
aux temnératures élevées (DEVEZE, 1977). Pour S. cerevisiae les résultats

représentent des moyznnes calculées pour 3 souches.

Pour chaque pH (2,9 et 3,4) nous avons recherché les taux de varia-
tions des teneurs en substances volatiles entrainées par la diminution
de température de 30°C a 20°C (tableau 1V). Nous avons fait de méme
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pour la diminution de I'acidité (passage de pH 2,9 et pH 3,4) aux deux
mémes températures (20 °C et 30°C), (tableau V).
TABLEAU 1l

Teneurs en glycérol pour différentes levures
en fonction du pH et de la température

Glycérol g/l
pH ———— e e e e ———— e ——
20 °C 30 °C
Saccharomyces cerevisiae V 11 2,9 3,8 5,6
3.4 48 4,6
Saccharomyces cerevisiae V 12 29 4,2 6,8
34 45 6,5
Saccharomyces cerevisiae MF 36 2,9 6,0 42
34 50 43
Saccharomyces heterogenicus V 40 29 7.4 6.3
34 54 71
Saccharomyces chevalieri DF 60 29 3,7 4,6
34 ! 3,6 56
|
Saccharomyces bailii DF 10 2,9 3.8 6,5
34 6,7 71
Slccharomyces capensis DF 74 29 45 5,0
34 55 6,2
Saccharomyces rosei DF 59 29 25 3.6
34 3,7 4,0
Saccharomyces ludwigii DF 51 29 58 5,2
34 53 6,4
Torulopsis stellata R 24 2,9 6,2 73
34 71 8,1
Hanseniaspora uvarum DF 22 29 3.4 5,1
3.4 4,0 7.0
Hanseniaspora osmophila DF 29 2,9 4,0 2,9
34 54 —

INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

Il est connu que la température de la fermentation joue un rdle impor-
tant sur la qualité du vin blanc (RIBEREAU-GAYON et al., 1976). Une tempé-
rature trop élevée favorise I'entrainement des substances volatiles par le
gaz carbonique de la fermentation et influe sur le métabolisme levurien.
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L'abaissement de la température de 30 °C a 20 °C entraine un accrois-
sement de la formation de substances volatiles; par contre, le glycérol
diminue dans tous les cas (tableau V).

Ethanol. La formation de I'éthanol est favorisée par |'abaissement de
la température en pourcentages trés variables selon la levure et le pH
du milieu.

Alcoois supérieurs. Les levures testées, a |'exception de S. bailii, syn-
thétisent plus d'alcools supérieurs a 20 °C qu’'a 30 °C, bien que le méthyl-2
propanol-1 soit pratiquement toujours présent en quantités plus élevées
a 30°C.

S. cerevisiae et H'spora uvarum synthétisent des quantités d’alcools
supérieurs les plus importantes a 20°C a pH 2,9. Par contre, a pH 34
cette augmentation est négligeable pour S. cerevisia; pour les autres
levures c’est une diminution qui est enregistrée.

Pour S. bailii, la synthése des alcools supérieurs n'est pas favorisée
par la diminution de la température il se forme plus d'alcools supérieurs
a 30°C qu'a 20°C. RIBEREAU-GAYON et al., (1975) font une observation
analogue.

PEYNAUD et GUIMBERTEAU (1962) observent que la température
optimum pour la formation des alcools isoamyliques (méthyl-2 butanol-1,
méthyl-3 butanol-1) et du méthyl-2 propanol-1, étudiés individuellement,
est située a 20°C, ce qui est en accord avec nos résultats concernant
S. cerevisiae et H’'spora uvarum; S. bailii constitue une exception.

Enfin, les résultats sur les alcools isoamyliques sont en accord avec
ceux de OUGH et AMERINE (1967) et BERTRAND (1975).

Glycérol. Le glycérol est la seule substance dosée pour laquelle, dans
tous les cas, l'abaissement de la température de 30°C a 20°C entraine
une diminution des quantités formées de 7 & 40 p. 100 suivant les .espé-
ces de levures et le pH.

Acétate d’éthyle. Dans tous les cas nous constatons que |'acétate
d’'éthyle se forme en teneurs plus élevées a 20°C qu'a 30°C, l'incidence
de la température étant plus forte sur les levures peu alcoogénes. Toute-
fois dans tous les cas les teneurs restent faibles.

De maniére analogue, DAUDT et OUGH (1973 a et 1973 b) observent
une forte diminution de la production d’acétate d'éthyle pour plusieurs
levures fermentant a 32 °C par rapport & 15°C.

Les résultats confirment les données obtenues par I'un de nous (BER-
TRAND, 1975) qui observe, que la température optimum pour la formation
d'acétate d'éthyle est 25°C; les teneurs enregistrées a 15°C étant plus
élevées que celles obtenues a 35°C.
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Esters supérieurs. Pratiquement toutes les souches de levures, et
quelque soit le pH, ont un pouvoir estérogéne plus élevé a 20 °C qu'a 30 °C.

Pour les esters supérieurs, des différences enregistrées dans cette
étude, en fonction de la souche de levures et des conditions de fermen-
tation, varient de 5 a 8 mg/l pour les levures alcoogénes, de 1 a 2 mg/|

pour les levures moyennement alcoogénes et de 0,5 a 1 mg/l pour les
levures peu alcoogénes.

Pour étudier les variations de ces esters plus en détail, nous avons
regroupé d'une part, les acétates de méthyl-3 butyle et de phényl-2 éthyle
et d'autre part, les esters éthyliques d'acides gras a 6,8 et 10 atomes de
carbone. La somme de ces esters, de l'acétate d’hexyle et du succinate
de diéthyle est appelée « esters supérieurs totaux ».

D'une maniére générale, I'abaissement de la température du fermen-
tation favorise la synthése des esters supérieurs. Cette augmentation est

plus importante a pH 2,9 qu'a pH 3,4 pour S. cerevisiae et H'spora uvarum,
on observe l'inverse pour S. bailii.

Plus particulierement, la formation des acétates de méthyl-3 butyle
et de phényl-2 éthyle est accrue pour les trois levures quel que soit le
pH mais, a l'inverse de l'acétate d'éthyle, les augmentations les plus
importantes sont observées a pH 2,9.

En ce qui concerne, les esters éthyliques d'acides gras on constate
que leur synthése est favorisée par I'abaissement de la température quel
que soit le pH seulement pour S. cerevisiae. Pour H’'spora uvarum et
S. bailii les variations observées sont trés dépendantes de l'acidité du
milieu (synthése accrue a pH 29 pour H’spora uvarum et a pH 3,4 pour
S. bailii).

D'aprées OUGH et AMERINE (1967) la quantité d'esters totaux est plus
élevée a 21°C qu'a 32°C, ce qui est confirmé par la plupart de nos résul-
tats ; de méme DAUDT et OUGH (1973 a et 1973 b), montrent que la syn-
thése d’acétate de méthyl-3 butyle est plus grande a 21°C qu'a 32°C.

En conclusion, I'abaissement de la température de fermentation est
d'autant plus efficace sur la formation des produits volatils que le pH du
milieu est bas.

INFLUENCE DU pH

De méme que pour |'abaissement de la température de fermentation,
nous avons recherché l'incidence de la diminution de I'acidité (passage
de pH 2,9 a pH 3,4) a deux températures (20 °C et 30 °C), sur la formation
des produits secondaires formés par S. cerevisiae, S. bailii et H'spora
uvarum.

D’'une maniéere générale, nous constatons que I'augmentation du pH de 2,9
a 3,4 entraine un accroissement des teneurs en alcools. Cet accroissement
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est plus sensible a 30°C qu'a 20°C. En ce qui concerne les esters, les
levures les plus alcoogénes synthétisent des quantités d'acétate d'éthyle
et d'esters supérieurs plus élevées a pH 3,4 qu'a pH 29; par contre,
I'inverse est observé pour les levures les moins alcoogénes qui forment

plus d'esters a pH 2,9.

Ethanol. La diminution de [I'acidité a un effet plutét positif sur la
formation de I'éthanol, surtout & 30°C. Cependant, méme si les écarts
enregistrés peuvent atteindre 40 p. 100, ils restent beaucoup plus faibles
que pour les autres substances.

Alcools supérieurs. A I'exception de S. bailii pour laquelle on enre-
gistre une diminution &4 20°C, la synthése des alcools supérieurs consi-
dérés dans leur ensemble, est accrue par I'abaissement de l'acidité de
pH 2,9 a4 3.4. Ces augmentations varient suivant les espéces levuriennes
et les conditions de fermentation de 5 a 120 p. 100.

Pour S. cerevisiae et H’spora uvarum, chacun des alcools supérieurs
a I'exception du phénvl-2 éthanol auamente lorsaue le pH croit quelle que
soit la temnérature. Pour S. bailii les variations individuelles de chaque
alcool dépendent beaucoup de la température.

L’augmentation des teneurs en alcools supérieurs peut étre expliquée
par une meilleure croissance des levures a un pH plus proche de celui
existant a l'intérieur des cellules (pH 5); en effet. PARFAIT et al. (1972)
ont montré aue la forrnation de ces substances dépnend de la croissance
levurienne et nous avons observé aue la masse cellulaire de levures est
plus imnortante & pH 3.4 au’a pH 2.9. Par ailleurs, PEYNAUD et GUIMBER-
TEAU (1962) ont constaté que la formation d’alcools supérieurs est
minimum a pH 2,6 et augmente jusqu'a pH 4,5.

Glycérol. L'auamentation du pH entraine un accroissement des teneurs
en glvcérol surtout pour S. bailii et H'spora uvarum (de 17 a 76 p. 100).
Pour S. cerevisia I'influence du pH sur la synthése du glycérol est prati-
quement nulle.

Acétate d’éthyle. La diminution d’acidité du milieu entraine une légére
auomentation de la synthése de l'acétate d'éthyle par S. cerevisiae, une
diminution pour H’snora et, pour S. bailii, une augmentation a 20°C et
une diminution a 30 °C.

Esters supérieurs. A I'exception de H’ spora uvarum a 20 °C ['augmen-
tation du pH entraine un accroissement de la synthése en esters supé-
rieurs, surtout a 30 °C, cette augmentation atteint en moyenne 50 p. 100.

Ce sont, parmi toutes les substances étudiées, les acétates de méthyl-3
butvle et de phényl-2 éthyle qui globalement augmentent le plus, lorsque
I'acidité du milieu diminue (les teneurs sont doublées a 30 °C).
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En ce qui concerne les esters éthyliques d'acides gras, les variations
en fonction du pH sont plus faibles que pour les autres esters: elles
dépendent peu de la température pour S. cerevisiae mais, par contre,
beaucoup pour S. bailii et H'spora uvarum.

Bien que nous n'ayons pas trouvé de travaux concernant l'influence
du pH sur la synthése des esters supérieurs par les levures, on peut
considérer que nos résultats peuvent s'expliquer, tout comme pour les
alcools supérieurs, par une plus grande multiplication des cellules a pH
élevé, la formation des esters étant liée a la synthése lipidique; par
ailleurs, les teneurs en alcools supérieurs sont plus élevées dans ces
conditions et permettent une formation plus importante des acétates de
ces alcools (RAINBOW, 1970).

En conclusion, I'abaissement de I'acidité de pH 2,9 4 pH 3,4 augmente
la synthése par les levures de trés nombreuses substances surtout 2
30°C pour S. cerevisiae et H'spora uvarum. Pour S. bailii cette variation
de pH a une grande incidence surtout a 20 °C.

Ces résultats sembleraient indiquer que dans le cas d'une vinification
en blanc si une désacidification doit étre effectuée elle doit I'étre avant le
départ de la fermentation.

CONCLUSIONS

L'étude des produits volatils formés par 12 souches de levures,
fermentant & température de 20°C et 30°C d'une part, a pH 2,9 et 3,4
d’'autre part, nous permet de tirer les conclusions suivantes :

— les conditions de milieu (température et acidité) ont fréquemment
une incidence sur la formation de produits volatils de la fermentation
plus grande que celle des souches de levures d'un pouvoir alcoogéne
voisin méme si elles appartiennent a des espéces différentes.

— les écarts enregistrés dans les concentrations des différents pro-
duits secondaires étudiés, en fonction des conditions de la fermentation
sont d'une amplitude plus grande que celles du degré alcoolique.

— la plupart des substances volatiles sont synthétisées en quantités
maximales pour les levures alcoogénes & 20°C et pH 3,4, moyennes 2
20°C et pH 2,9 ou 30°C et pH 3,4 minimales a 30 °C et pH 2,9 (conjonction

d'un bas pH et d'une température élevée).

Les levures moyennement alcoogénes ou peu alcoogénes forment
également le plus de produits secondaires a pH élevé mais, par contre,
cette synthése semble favorisée par une température de fermentation assez
haute (30 °C).

Une faible acidité du milieu (pH 3,4) et une température de fermen-
tation peu élevée (20 °C) favorisent la formation des substances volatiles.

Manuscrit regu le 15 octobre 1979.
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RESUME

L'étude des produits volatils formés par 12 souches de levures fermentant
dans des conditions de température et d'acidité différentes montre que leur

synthése, a l'exception du glycérol, est favorisée a 20 °C par rapport a 30 °C
et a pH 3,4 par rapport a pH 29.

SUMMARY

The study of volatile compounds formed by 12 different yeasts strains fer-
menting in different ccnditions of temperature and acidity, shous that their
synthesis, except glycerol, is enhenced at 20 °C refering to 30 °C and at pH 3,4
refering to pH 29.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Untersuchung fliichtiger Stoffe, produziert von zwolf bei verschiedenen
Temperaturen und Sauregraden vergarenden Hefen zeigt das ihre Synthese (mit
Ausnahme von Glycerol) bevorzugt bei 20°C und einem pH-Wert von 34
(Gegeniiber 30 °C und pH-Wert von 2,9) stattfindet.

RESUMEN

Ea estudio de los prcductos volatiles formados por 12 variedodes de levaduras
que han fermentado en condiciones de temperature y acidez diferentes demuestra
que su sintesis, a excepciéon de la glycerina, es nas favorisada a 20°C que a
30°C y, de la misma menera, a pH 3,4 que a pH 29.

RIASSUNTO

Lo studio dei prodotti volatili formati da dodici specie di lieviti che fermen-
tano in condizioni di temperatura e di acidita diverse delle loro sintesi, a eccezione
del glicerolo, & favorito a 20 °C rispetto a 30 °C, ed a pH 3,4 rispetto a pH 29.
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