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FERMENTATICN PAR LES LEVURES DE COGNAC (*)

Y. H. PARK et A. BERTRAND
Institut d’'CEnologie, Université de Bordeaux Il
351, cours de la Libération, 33405 Talence (France)

PASTEUR, le premier, émit I'hypothése que « Le vin ordinaire, son
golt, ses qualités, dépendent certainement pour une grande part, de la
nature spécifique des levures qui se développent pendant la fermentation
de la vendange » (1876).

La premiére application technologique a été l'utilisation en vinifica-
tion de souches sélectionnées. MULLER-THURGAU (1894), étudiant la
fermentation des moits avec des levures apiculées et des levures ellipti-
ques, a constaté que les premiéres produisent de faibles quantités
dalcool, beaucoup d’acidité volatile et de produits secondaires, et il les
considére comme nuisibles. ‘

Par contre, DESCOFFRE (1904) dans ses études sur les levures de
Charente montre que les levures apiculées communiquent au vin un
intense bouquet favorable a la qualité du cognac.

Pendant longtemps, le role exact des levures dans la formation de
I'arébme du vin est resté inconnu; il a parfois été exagéré ou au contraire
négligé.

En 1956, PEYNAUD compare la formation d'acétate d'éthyle par plu-
sieurs souches de levures au cours de la fermentation alcoolique. Les
taux d'acétate d’'éthyle sont trés variables selon les espéces; les
Saccharomyces et Torulopsis produisent les plus faibles quantités d'acé-
tate d'éthyle ; les Kloeckera, Saccharomycodes et particulierement Pichia
et Hansenula forment des taux d'acétate d'éthyle trés élevés.

(") Travail effectué avec le concours du Bureau national interprofessionnel du Cognac.
p ¢]
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PEYNAUD et GUIMBERTEAU (1958, 1959 et 1962) ont étudié l'influen-
ce du pH, de l'aération, de la température et de la concentration du sucre
dans le milieu. lls observent que la formation d'acétate d'éthyle et
d'alcools supérieurs est optimale en anaérobiose, a pH 4,5 environ et a
20 °C. Les taux de formation varient considérablement, toutes conditions
égales, entre les souches de la méme espéce. Les levures appartenant
aux genres Sacch. rosei, T. bacillaris et Kl. apiculata forment d'une ma-
niere générale une faible quantité d'alcools supérieurs par rapport 2
Sacch. ellipsoideus. Comparant la formation des alcools supérieurs en
fonction de différentes sources d’azote, les auteurs constatent que la
réaction d’'EHRLICH n'est pas le mécanisme principal de cette formation et
que la synthése des alcools supérieurs peut s'effectuer a partir des su-
cres, passant par le pyruvate. Ce mécanisme a été confirmé par WERB et
INGRAHAM (1963).

Dés 1960, grace aux progrés de la technique de la chromatographie
en phase gazeuse appliquée a la recherche des composés volatils, de
nombreux travaux sont effectués.

GUYMON et al.,, en 1961, étudient l'influence de I'aération sur la
formation des alcools supérieurs. lls constatent que, en aérobiose dans
un milieu agité, la formation d’alcools supérieurs, en particulier celle du
méthyl-2 propanol-1, augmente sensiblement et certaines souches oxyda-
tives peu alcoogénes peuvent cependant former des quantités d’alcools

supérieurs appréciables.

RANKINE, en 1967, confirme la variabilité des taux de formation en
fonction des souches, du pH du milieu et de la température de fermen-
tation.

AYRAPAA. en 1968, observe que dans un milieu ot le sulfate d’am-
monium constitue la seule source d’'azote, l'allure des courbes de forma-
tion des divers alcools supérieurs reste sensiblement la méme d'une
souche a I'autre en fonction de la concentration du milieu en azote. Mais,
si le milieu contient des acides aminés, la formation des alcools supérieurs
est variable selon I'espéce et la souche. Ceci montre que la synthése des
alcools supérieurs a partir des sucres est & peu prés semblable d'une
souche & l'autre, tandis que la formation des alcools supérieurs a la fois
a4 partir du sucre et a partir des acides aminés, varie en fonction de

I'espéce et méme de la souche.
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L'utilisation de la chromatographie en phase gazeuse aprés extraction
par l'azote, des substances volatiles formées par quelques souches de
levures en milieu synthétique et dans le moit de raisin (BERTRAND,
1968} montre que les esters sont formés en quantité plus importante
en anaérobiose, a l'exception du propionate d'éthyle ; par contre les
teneurs en alcools supérieurs sont légérement plus élevées en aérobiose.

SUOMALAINEN (1971}, dans son rapport " Les levures et leurs effets
sur 1'arome des boissons alcoolisées ', conclue que la matiére premiére
contribue pour une partie limitée a la composition aromatique des vins,
I'essentiel étant formé par les levures pendant la fermentation. La nature
de I'aréme dépend de la levure utilisée et des conditions de la fermenta-
tion.

Récemment DAUDT et OUGH (1973) ont étudié la variation des esters
volatils de I'acide acétique formés pendant la fermentation du jus de
raisin. lls ont observé que la température de fermentation l'influence
fortement. Mais la nature de la levure et la variété du raisin interviennent
aussi sur les taux.

NORDSTROM (1961, 1962, 1963, 1964 et 1966) a réalisé une série
d'études sur la formation des esters par les levures. |l constate que leur
formation ne peut pas étre expliquée par une simple réaction chimique,
mais par une biosynthése dans laquelle le coenzyme A joue un rdle
essentiel.

Si la formation des alcools supérieurs a donné lieu a de nombreux
travaux, on peut constater que celle des esters a été beaucoup moins
explorée. Cependant, ces substances qui se présentent souvent dans le
vin a une faible concentration, jouent un réle essentiel dans la constitution
de I'aréme et dans les sensations organoleptiques et la connaissance des
conditions de leur formation est d'un intérét primordial en cenologie.

Aprés avoir exposé la préparation des milieux et décrit les méthodes
de dosages utilisés ; nous avons étudié la formation des produits volatils
au cours de la fermentation alcoolique, en fonction de la souche de levure,
de la composition du milieu, jus de raisin ou milieu synthétique a pH 3
et parfois & pH 4 et dans deux conditions d'aération : aérobiose et anaéro-
biose.
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DOSAGE QUANTITATIF DES PRODUITS VOLATILS
PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE

| — Préparation des milieux.

a) jus de raisin blanc conservé par pasteurisation, du cépage Ugni blanc,
qui constitue le vignoble de Cognac.

Apres filtration, le jus est réparti dans des bouteilles stériles de
750 ml a raison de 600 ml par bouteille ; elles sont ensuite portées a
l'autoclave a 120°C.

b) milieu synthétique dont la composition, pour un litre, est la suivante :

Saccharose . . ......... 180 g Facteurs de croissance :
(NH4)2S04 ovvvvvenn.e. 180 ¢ Biotine . . ............ 20 ug
Asparagine . . ........ 2 g Méso inositol ... ...... 10 mg
KHPOg . oo oot 2 g Thiamine . . . ........ 0,2 mg
Acide tartrique . .. .... 2 g Pyridoxine . .. ........ 0,2 mg
Acide malique .. ....... 2g Acide nicotinique . . ... 0,2 mg
MgSO, 7TH,O .. ......... 02 g Acide pantothénique. .. 0,2 mg
MnSO; ... ............ 10 mg

FeCls . . . ............ 2 mg

NaCl . . . ............ 10 mg

Le milieu est ajusté a4 pH 3 ou a pH 4 par addition d'une solution
d'hydroxyde de potassium concentrée.

Ces différents milieux sont ensemencés avec une culture de trois
jours et laissés a fermenter a 25°C pendant un mois.

La fermentation alcoolique est effectuée parallélement dans deux
conditions d’aération - en aérobiose ménagée : en flacon obturé d'un
bouchon d'ouate - en anaérobiose : en flacon obturé par un systéme de
barbotage du gaz carbonique.

Il. — Dosage des substances volatiles par injection directe.

Nous avons dosé par injection directe les substances présentes a
des concentrations importantes : l'acétate d'éthyle, le méthanol et les
alcools supérieurs, selon la méthode précédemment décrite (BERTRAND
et RIBEREAU-GAYON, 1972).
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A I'aide d'une microseringue, nous injectons 2 »l du milieu fermenté
préalablement additionné du 1/10 de son volume d’une solution de méthyl-4
pentanol-2 a 1 g par litre, utilisé comme étalon interne.

L'injection se fait dans un appareil de marque " Varian Aerograph
type 1200 " équipé d'un détecteur a ionisation de flamme et d’'une colonne
C + H (5 p. 100 de Carbowax 400 + 1. p. 100 de Hallcomid M. 18 OL
enrobé sur Chromosorb W), dans les conditions suivantes :

Température du four ............................ 85°C
Température de l'injecteur ........................ 195°C
Débit d'azote . .............. ... ..... 25 ml par minute
Débit dair . ... ... 350 ml par minute
Débit d'hydrogéne . .................. 30 ml par minute

Nous injectons également la méme quantité d'une solution témoin
de composition suivante:

Acétate d’éthyle : 50 mg; Méthanol : 100 mg; Propanol-1 : 25 mg;
Méthyl-2 propanol-1 : 100 mg ; Méthyl-2 butanol-1 + Méthyl-3 butanol-1 :
250 mg ; ces produits sont dissous dans 1 litre d’'une solution contenant
10 p. 100 d'éthanol et la solution ainsi obtenue recoit également 1/10 de
son volume de la solution d'étalon interne.

La concentration d'une substance dans le milieu fermenté est déter-
minée par rapport a celle de la solution témoin en comparant les hauteurs
de leur pic.

Il — Dosage des esters aprés extraction par un courant d’azote.

La méthode consiste a extraire les substances volatiles par un
courant continu d'azote ; les substances entrainées sont condensées
dans des piéges réfrigérés. L'extrait, recueilli dans un tube situé a la
partie inférieure du piége, est analysé par chromatographie en phase
gazeuse.

a) Méthode d’extraction
Nous avons adopté la méthode d'extraction précédemment mise au
point (BERTRAND et RIBEREAU-GAYON, 1970). Dans un vase a extraction

on introduit 300 ml de milieu fermenté dont le titre alcoométrique est
préalablement ramené a 10 p. 100 par addition d'éthanol pur, exempt de
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toute trace d'esters et de méthanol. On y ajoute 2 ml de la solution de
méthyl-2 propionate de méthyl-2 propyle a 200 mg par litre, utilisé
comme étalon interne.

On place le vase a extraction dans un bain-marie thermostaté, dont
la température est fixée a 25°C. Le barbotage d’azote se produit par
passage du gaz a travers un perforateur en verre fritté qui se trouve a
la partie inférieure du liquide a extraire.

L'ensemble de I'exiraction se déroule pendant 30 minutes sous
vide partiel (30 cm de mercure) réglé par un robinet a pointeau ; ce vide

est mesuré a l'aide d'un manométre & mercure.

Les substances volatiles entrainées par le courant d'azote traversent
deux pieges réfrigérés ; le premier, de forme hélicoidale, placé dans
le vase Dewar contenant de l'eau et de la glace pilée, sert a retenir la
majeure partie de I'eau entrainée par l'azote. Le second, droit, est refroidi
a —75 °C par un mélange de glace carbonique et d'éthanol. Ce piege est
terminé par un petit tube a rodage, de forme conique, dans lequel est
recueilli I'extrait qui sera soumis a l'analyse.

b) Analyse chromatographique.

11l ”

Nous utilisons un chromatographe Aerograph, type 204 muni
d'une colonne de célanése et d'une colonne de Carbowax 1540, pour les
esters les plus volatils et un chromatographe " Varian Aerograph, type
1200 "' muni d'une colonne de Carbowax 20 M pour les esters les moins
volatils. Les deux appareils sont équipés de détecteurs a ionisation
de flamme .

Nous injectons 1,5 ul d'extrait pour |'analyse des esters les plus
volatils et 2 ul d'extrait pour l'analyse des esters moins volatils, ainsi
qu'un méme volume de la solution témoin.

1° Composition des colonnes.

Nous utilisons pour support le chromosorb W (de 0,18 a 0,25 mm)
préalablement régénéré a 850 °C pendant 4 heures et des colonnes en
acier inoxydable de 2,3 mm de diamétre intérieur. La longueur des colon-
nes est de 7,5 m pour Carbowax 1540 et Célanése et de 6 m pour Carbowax
20 M o

— 350 —



9lAyig,p sleaded L ! 3jAylg,p

a1e|Aided ‘g : (uoijeluswlay juBAB IDOW S| suep Juasaid) 91}13UBPI uoU G ! BJAX8Y,p

slelgoe 'y : 9JAylp,p eeoides g ! |-|ouelnq g-lAUlBW + g-jAylow -z ¢ Joueyls | : soid sap uonesljiuap|
‘I g 2108lul awWnjoA ! D, 6z} 4noy np ainjesgdwsl ! N 0z "GJED SUUO|OD : aydeibojewolyd e] 2p uoljipuo)

9s0]qOJ9BUE UD SPIUBWIBY XNBI|IW B8p 9loze,| Jed s)lesixe,p sswwesBojewolyy —

‘¢ Bid
uw ud mnEo.w
oz ot 9]

“uwr ud sdway
ot
— oz

o€

aeISIAGIa2 Ssadfwoleysoesg

wniean elodsejussuep)

— 351 —



Carbowax 1540

2°) Réglage des appareils.
Les appareils sont réglés de la fagcon suivante :

Aerograph type 204

: Carbowax 1540 (10 p. 100 enrobé sur Chromosorb w)
Carbowax 20 M : Carbowax 20 M (10 p. 100 enrobé sur Chromosorb w)
Célanése : Ester n°® 9 (10 p. 100 enrobé sur Chromosorb w)

Température du four ........ ... .. .. ... .. ... 85 °C
Température de linjecteur .................. 150 °C
Débit d'azote dans la colonne Carbowax 1540 .. 25 ml par minute
Débit d’azote dans la colonne de Célanése .... 30 ml par minute
Débit dair ........ ... ... ., 300 ml par minute
Débitde Hy ........ ... 24 ml par minute

Varian Aerograph type 1200

Température du four ........................ 125 °C
Température de l'injecteur .................. 150 °C
Débit d'azote dans la colonne Carbowax 20 M .. 30 ml par minute
Débit d'air ..... e 460 ml par minute
Débitde Hy ... 30 ml par minute

3°) Préparation de la solution témoin

La solution témoin est préparée par dilution au 1/10 de la solution

mere préparée dans une solution hydro-alcoolique a 20 p. 100.

Solution témoin A (pour 1 litre)

Méthanol et méthyl-2 propanol- 1 ...................... 0,8
Propanol-1 . . . . ... 0,2
Méthyl-2 butanol-1 4+ méthyl-3 butanol-1 ................ 3
Acétate d'éthyle . . ... ... ... .. ... ... 10
Acétate de propyle . . . ... ... 12,5
Acétate de méthyl-2 propyle ......... ... ... ... .. .... 25
Acétate de méthyl-3 butyle ......... .. .. ... ... .. ... 0,5
Acétate d’hexyle . . ... ... 250
Propionate d'éthyle . . . ... ... .. ... . ... .. ... ... ... ... 250
Butyrate d'éthyle . . . ... ... . .. .. . 100
Méthyl-2 propionate d'éthyle .......................... 100
Méthyl-3 butyrate d'éthyle . . ......... ... ... ........... 100
Méthyl-2 butanol-1 4+ méthyl-3 butanol-1................. 3
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Solution témoin B (pour 1 litre)

Acétate de méthyl-3 butyle .......................... 05¢g

Méthyl-2 butanol-1 + méthyl-3 butanol-1 . .............. 3 g

Acétate d'hexyle . . . ... 150 mg
Hexanoate d'éthyle . . . . ... .. ... ... ... .. .. ... .. ... .... 250 mg
Caprylate d'éthyle . . . ... .. ... ... . ... ... . . .. ... ... 250 mg
Caprate d'éthyle . . ... .. ... ... .. .. ... .. ... 250 mg
Laurate d'éthyle . . . ... ... .. ... 50 mg
Myristate d'éthyle . . . ... ... ... . ... . ... 50 mg
Lactate d'éthyle . . . ... .. ... .. . . . ... ... 50 mg
Succinate de diéthyle .......... ... .. ... . ... ... ... ... ... 50 mg

La détermination de la concentration d’'une substance s'effectue
par comparaison des hauteurs de pic obtenu avec ['extrait et avec une
solution témoin contenant tous les corps a doser en quantité connue et
ayant recu une quantité déterminée d'étalon interne. La teneur d'une
substance dans le milieu fermenté est obtenue par le calcul suivant :

He It I
C =S X — X — X —
Hs Ir CE
S = Concentration de la substance en mg par litre dans la solu-
tion témoin.
He = hauteur du pic correspondant & cette substance pour 1'extrait.

Hs = hauteur du pic correspondant a cette substance pour la solu-
tion témoin.

It = hauteur théorique du pic de l'étalon interne pour la solution
témoin.
Ir = hauteur réelle du pic de I'étalon interne pour |'extrait

CE = coefficient de concentration de la substance

DETERMINATION DES COEFFICIENTS DE CONCENTRATION

Pour les esters les plus volatils, nous utilisons les coefficients de
concentration déja calculés (BERTRAND et RIBEREAU-GAYON, 1970),
puisque les conditions d'extraction sont identiques a celles précédem-
ment décrites.

Pour les esters les moins volatils, nous avons effectué la détermina-
tion des coefficients a partir de la solution témoin B, diluée 600 fois avec
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une solution hydroalcoolique a 10 p. 100 ; 300 ml de cette solution addi-
tionnée de 2 ml d'une solution d'hexanoate d’hexyle & 22,5 mg par litre,
utilisé comme étalon interne, sont introduits dans le vase a extraction.
L'extraction est conduite de la maniere habituelle ; la méme expérience
est effectuée a quatre reprises.

Les extraits ainsi obtenus sont chromatographiés sur colonne
Carbowax 20 M.

Connaissant la concentration des substances dans |'extrait et leur
concentration initiale, nous en déduisons les coefficients de concen-
tration des esters de poids moléculaire élevé.

Coefficients de concentration :

Acétate d’hexyle . ....... 500

Caprylate d'éthyle . ...... 650

Caprate d'éthyle . ........ 450
RESULTATS

| — FORMATION D’ACETATE D’ETHYLE ET DES ALCOOLS SUPERIEURS

Nous avons choisi 21 souches parmi celles qu'un de nous a isolées
et décrites (PARK, 1974), et nous les avons cultivées dans le milieu
synthétique a pH 3,0 dans les deux conditions d'aération. Les dosages des
substances volatiles, acétate d'éthyle et alcools supérieurs, ont été effec-
tués par injection directe du milieu fermenté dans le chromatographe.
Les résultats sont rassemblés dans le Tableau I.

a) Variations des substances volatiles en fonction des genres et des
espéces de levures.

Les levures du genre Saccharomyces forment peu d'acétate d'éthyle
et une quantité importante d'alcools supérieurs.

Les genres Hanseniaspora et Metschnikowia sont caractérisés par
une formation d’acétate d’éthyle assez élevée : 80 a 200 mg par litre.
T. stellata et D. phaffii produisent peu d'acétate d'éthyle et peu d'alcools

supérieurs.

Saccharomycodes Ludwigii forme d'importantes quantités de méthyl-2
propanol-1 (BERTRAND 1968). Cette particularité, bien qu'atténuée se
retrouve dans nos résultats présents.
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Pichia kluyveri forme les taux d'acétate d'éthyle les plus élevés,
plus de 500 mg par litre. Ce caractére a été observé également pour les
différentes especes du méme genre par PEYNAUD (1956) qui a trouvé
des teneurs maximales de 400 mg par litre pour Pichia membranefaciens
et Pichia fermentans.

A = aérobiose ;

TABLEAU |

Produits volatils formés au cours de la fermentation

An = anaérobiose

Sauf indication les chiffres sont des mg par litre.

dans le milieu synthétique

SOUCHE

Sacch.

Sacch.

Sacch.

Sacch.

Sacch.

Sacch.

cerevisiae
uvarum
rosei
capensis
kluyveri

prostoserdovii

H’spora uvarum
H’spora osmophila
S'des ludwigii

M. pulcherrima
D. phaffii

P. kluyveri

T. stellata

C. intermedia

>Z > ’ Condition

>Z

An
A
An
A
An
A
An
A
An
A
An
A
An
A
An
A
An
A
An
A
An
A
An

|

Ethanol
p. 100 en
volume

8,72 |
8.89
5,75
3,92
4,37
3,36
8,37
8,73
6,12
4,24
7.95
717
3,26
4,88
2,51
2,31
5,29
4,50
5,62
5,16
3,15
2,66
0,76
1,57
6,78
6,09
5,27
5.19

Acétate
d'éthyle

200

169
23
71

106

158

536
584
3

3

3
10

) NI | ax
S | ZE 128
g | 28|85
& sl =22
20 | 28 | 15
15 | 16 | 10
16 | 14 | 12
14 | 16 | 14
21 | 40 | 20
14 | 22 | 13
255 | 235 | 14
13 8 | 10
18 | 20 | 18
14 | 12 | 14
16 | 20 | 36
17,5 | 125 | 11
6 | 15 75
8 | 17 5
7 7 43
55| 5 3
7 | 41 | 18
6 | 34 | 12
45| 28 | 11
4 | 32 3
6 | 14 3
55| 15 4
15 | 34 | 18
13 | 21 | 10
12 | 13 2
8 9 -
12,5 | 18 3
18 | 30 8

Méthyl-3
butanol-1

BN ~N
o bShp
|

34,5
47
30
62
52
51
44
15
14
8
5
58
51
19
10
16
11
87
35
4
3
5
12,5

DAUDT et OUGH (1973)

d’'éthyle dans les milieux fermentés par P. fermentans.
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Entre les différentes espéces du genre Saccharecmyces, nous notons
des variations peu significatives des alcools supérieurs, alors que RANKINE
(1967) a trouvé des différences importantes d’'une souche a l'autre, mais
les souches qu'il a étudiées sont d'origines trés diverses : Californie,

Australie, etc.

Il semble que, d’'une maniére générale, la formation des substances
volatiles est un caractére propre aux genres des levures.

SR
6 1
9
3
" 5
10
7
4
S
L A
“temps en mn 40 30 20 10 0
Fig. 4. — Chromatogrammes d'un extrait par |'azote d'une solution synthétique fermentée en aérobose

par Hansenula anomala.

Condition de la chromatographie : Colonne Célanése ester n° 9 ; température du four 85°C : volume
injecté 15w '
Identification des pics : 1. éthanol ; 2. acétate d'éthyle: 3, propanol-1; 4. propionate d'éthyle; 5. acétal
6. méthyl-2 propanol-1 ; 7. acétate de méthyl-2 propyle ; 8. butyrate d’éthyle ;
9. méthyl-2 + méthyl-3 butanol-1 ; 10. méthyl-2 propionate de méthyl-2 propyle
(étalon interne) ; 11, acétate de méthyl-3 butyle.

b) Influence de l'aération

Il se forme environ deux fois plus d'acétate d'éthyle en anaérobiose
qu’en aérobiose sauf pour quelques souches : Sacch. uvarum, T. stellata
et les souches oxydatives : P. kluyveri et D. phaffii.
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Cette observation avait déja été effectué pour Sacch. ellipsoideus,
Sacch. oviformis et S’ des ludwigii fermentant un jus de raisin (BER-
TRAND, 1968).

En ce qui concerne les alcools supérieurs, leur formation augmente
en aérobiose pour toutes les souches a I'exception de H'spora uvarum,
cette observation confirme les précédents résultats (BERTRAND, 1968).

De méme, en faisant varier le niveau d'aération, GUYMON et al.
(1961) ont observé en milieu agité une formation supérieure, parfois
triple de ce qu'elle peut étre en culture statique.

TABLEAU i

L'influence du pH sur la formation d'acétate d’éthyle
et des alcocls supérieurs
Sauf indication les chiffres sont des mg par litre.

— o o ’ hn) o N ™~
co®| 22 | © L == RO hlaai
t |sg5| 82| 5 |28 |22 22
SOUCHE & |&E¥35| g% | = B3| 88| 88
g5 <o | 2 |S¢|=3| 33

[a
T 1 30 | 934] 9 20 21 15 44
Sacch. cerevisiae 40 943 | 16 o5 o7 15 48
. 30 | 925| 6 | 225 | 31 18 54
Sacch. cerevisiae 40 8.72 5 16.5 32 14,5 51
. 30 | 767 | 75| 22 34 18 49
Sacch. cerevisiae 40 8.95 9 o8 39 19 51
30 | 575| 4 16 14 22 44
SAGEH:. UvaRu: 40 | 843| 8 |28 | 22 | 255| 62
Sacch. rose 30 | 437 2 | 21 40 22 44
. 40 | 585 4 | 28 35 19 66
Sacch. capensis 30 | 837| 8 255 | 235 | 14 47
- cap 40 | 10,06 5 32 16 18 45
, - 30 | 654 10 8 40 18 61
S'des ludwigii 40 | 636 72 7 | 38 13 35
H'spora u 30 | 3.26| 88 65| 8 45| 10
sp A 40 | 2,78 57 8 7 5 10
H'sbo il 30 | 251| 82 7 7 45 8
pora asmophila 40 | 365| 99 10 7 3 6
I stellat 30 | 645! 10 15 20 2 4
- steflata 40 | 635| 9 | 19 | 235 | 2 4

Il est probable que l'aération en stimulant la croissance et |'activité
des levures, augmente de ce fait la demande en azote (GUYMON 1972)
et par voie de conséquence la formation des alcools supérieurs.
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c) Influence du pH.

Nous avons comparé la formation en aérobiose des substances vola-
tiles en milieu synthétique & pH 3 et a pH 4. Les résultats sont rassem-
blés dans le tableau Il.

PEYNAUD et GUIMBERTEAU (1962) ont observé que la formation
d'alcools supérieurs est minimum a pH 2,0 et augmente jusqu'a pH 4,5.

De méme RANKINE (1967) a observé une augmentation des alcools
supérieurs entre pH 3,0 et pH 4,2 surtout pour le méthyl-2 propanol-1 et
I'alcool isoamylique.

Cependant, dans nos essais nous constatons gu'entre pH 3,0 et 4,0,
il n'existe aucune différence significative.

Il — ETUDE DES ESTERS FORMES AU COURS DE LA FERMENTATION

Nous avons utilisé le jus de raisin et le milieu synthétique & pH 3,0
dans deux conditions d’aération pour étudier la formation des esters au
cours de la fermentation par les différentes souches de levures.

Les dosages ont 6té effectués aprés extraction, par chromatographie
en phase gazeuse, et les résultats sont rassemblés dans le Tableau Ill.

a) Fermation d’acétate d’éthyle.

Toutes les espéces du genre Saccharemyces et les espéces T. stellata
et T. lactis coendensi forment les taux d’acétate d'éthyle les plus bas;
ils ne dépassent pas 50 mg par litre.

P. polymorpha, N. elongata et C. sake peuvent étre classées dans le
méme groupe.

S’des ludwigii et M. pulcherrima produisent 60 & 140 mg par litre
d’acétate d'éthyle .

Le genre Hanseniaspcra en forme une quantité plus importante, 100
a 400 mg par litre.

Les études de NORDSTROM (1964) montrent que l'acétate d'éthyle
constitue un produit secondaire synthétisé a partir de |'éthanol et d'acé-
tylcoenzyme A, la synthése d'acétate d’éthyle étant trés étroitement liée
au taux d'éthanol formé.

— 358 —



Les espéces a voile superficiel, P. kluyveri et H. anomala produisent
un taux d'acétate d'éthyle extrémement élevé en aérobiose ; H. anomala
atteint jusqu'a 7 g par litre avec un taux d’'éthanol trés faible.

TABLEAU Il

Formation d’acétate d’éthyle dans le moiit

A = aérobiose; An = anaérobiose
Les teneurs en acétate d'éthyle sont exprimées en mg par litre.

L B350l 29 L S50 0Q

52 |5g5 22 2553522

SOUCHE AR SOUCHE S*® |8Se| &2
Sacch. cerevi-| A 6,86 13 H’spora A 4,37 243
siae PP1 An 7,39 37 uvarum An 4,15 175
Sacch. cerevi- A 7,18 14 H’spora A 3,54 341
siae TP10 An 7,32 25 osmophila An 3,85 119
Sacch. cerevi A 7,18 14 H’'spora A 4,00 228
siae FF12 An 7,41 31,5 valbyensis An 2,35 108
Sacch. A 7,19 10,5 S'des A 6,60 83
uvarum An 6,86 | 22 ludwigii An 3,54 130

. A 6,50 | 11 H. pulcher- A 7,40 64

Sacch. rosei | * .y 376 | 15 rima An | 691 | 140
Sacch. A 6,99 | 19 P. polymor- A 7,09 14
chevalieri An 6,68 | 27,5 pha An 6,29 18
Sacch. A 2,69 3 : A 6,81 562
capensis An 1,69 1 P. kluyveri An 3,45 156
Sacch. A 7,57 | 15 A 1,67 | 7080
pretoriensis An | 746 | 27 H. anomala An 0,99 102
- A 7,34 21. A 3,13 13

Sacch. cidri A 6.22 o8 N. elongata An 253 24
Sacch. A 7,09 8 T. stellata A 3,46 8
kluyveri An 6,40 15 : An 1,86 3
Sacch. A 7,50 14 T. etchellsii A 3,08 220
bayanus An 6,66 | 21 : An 1,13 95
Sacch. A 7,31 15 T. lactis- A 6,24 1
diastaticus An 6,77 | 25,5 condensi An 4,84 16
Sacch. prosto A 6,95 | 15 C. sake A 3,60 4
serdowi An 7,00 | 27 ' An 0,72 1
Sacch. A 7,09 15 D. phaffii A 5,43 12
globosus An | 732 | 185 - phatiii An | 454 9

Le genre Hansenula présentc un caractére typique de la formation des
esters liés a la respiration. Ce qui explique les taux trés importants

d’'acétate d'éthyle observés seulement en aérobiose.
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b) Formation des esters éthyliques d’'acides gras de faible poids
moléculaire.

Dans le groupe des esters éthyliques nous avons dosé le propionate
d'éthyle, le butyrate d'éthyle et le méthyl-2 propionate d'éthyle. Nous
n'avons pas trouvé de méthyl-3 butyrate d'éthyle.

TABLEAU IV

Propionate d’éthyle formé par les levures dans le moit
et en milieu synthétique

Les chiffres sont des mg par litre

Milieu Mot Solution synthétique
Condition d'aération Aérobiose | Anaérobiose | Aérobiose | Anaérobiose

Sacch. cerevisiae Brd3 0,04 0,03 0,04 0,03
Sacch. cerevisiae PP1 — 0,02 — 0,02
Sacch. cerevisiae FF12 0,01 0,02 — —
Sacch. uvarum 0,05 0,04 0,11 0,57
Sacch. rosei 0,17 0,06 0,12 0,17
Sacch. chevalieri — — 0,05 —
Sacch. capensis 0,03 — 0,03 —
Sacch. pretoriensis 0,03 0,05 — 0,06
Sacch. cidri 0,05 0,02 0,03 0,03
Sacch. kluyveri 0,05 0,03 0,10 0,04
Sacch. diastaticus 0,03 0,03 0,02 0,02
Sacch. prostoserdovii 0,04 0,03 0,03 —_
Sacch. glebosus 0,05 0,07 — —
H’spora uvarum Mn4 0.05 0,03 0,03 0.04
H’spora uvarum Brmf1 0,02 0,03 — —_
H’spora osmophila 0,09 0,02 0,05 0,05
H’spora valbyensis — 0,03 — —
S’'des ludwigii 0,21 0,62 0,15 0,22
P. Polyphorma 0,04 0,03 — 0,04
P. kluyveri 3,02 0,37 1,11 0,19
H. anomala 0,86 0,04 1,09 —
T. stellata 0,08 — — —
T. Etchellsii 0,04 0,10 0,04 —

Les résultats concernant la formation de propionate d'éthyle dans le
modt de raisin et en milieu synthétique pour différentes levures sont ras-
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semblés dans le tableau IV. Le propionate d'éthyle est formé en quantité
trés variable pour toutes les espéces de Saccharomyces, la teneur est
maximum pour Sacch. rosei.

TABLEAU V
Formation de butyrate d’éthyle et de méthyl-2 propicnate d’éthyle

A = aérobiose; An = anaérobiose Les chiffres sont des mg par litre

Méthyl-2

£ -
ster Butyrate d'éthyle propionate d'éthyle

\
Milieu Mott | Sol. synth. Mot Sol. synth.

Conditions d'aération A

Sacch. cedevisiae PP1 0,02{003, — {0,04|0,02|002| — | —
Sacch. cerevisiae TP10 — 004 — | 0,03} — — i — —
Sacch. cerevisiae FF12 — |003| — |0,03|0,01]{002| — —
Sacch. cerevisiae Brd3 0,03|0,06|0,04!0,04|0,02| 0,02 — | —

Sacch. uvarum _— == | e | = | == | = =
Sacch. rosei — | — ] — — | — N I
Sacch. chevalieri - | — — | — N _

Sacch. pretoriensis 0,021 0,08| — — |0,02|002 — | —
Sacch. cidri — 10,02 — — | 0,01| 0,04 0,02 0,03
Sacch. kluyveri 0,75/ 0,04/ 039| — | 0,03;0,05|0,03| —
Sacch. diastaticus —  — | — | 0,04]| — — | — | —
Sacch. Bayanus — 1004 — |0,03{0,03]|0,02| — _
Sacch. prostoserdovii 0,05| 0,05 — — ] — _
Sacch. globosus 004007, — | — | — | = —
S'des ludwigii 0,03 | 0,06 | gg'g | 0,14 | — | = =
P. kluyveri - — | — — {011 — |0,05| —
H. anomala 025/008/012| — | — | — | — | —

Pour Sacch. cerevisiae, nous avons trouvé une quantité de propionate
d’'éthyle beaucoup plus faible que celle précédemment observée (BER-
TRAND, 1968). S’ des ludwigii en produit une quantité appréciable.

P. kluyveri et H. anomala produisent en aérobiose une quantité trés
élevée de propionate d'éthyle, 0,8 et 3 mg par litre.

Les vins blancs contiennent environ 0,15 a 0,30 mg par litre de
propionate d'éthyle (BERTRAND 1968). Comme dans le cas de l'acétate
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d'éthyle le taux particulierement important de propionate d'éthyle dans
le vin est di au développement des genres Pichia, Hansenula ou des
bactéries lactiques. :

La formation de butyrate d'éthyle est observée pour les genres
Saccharemyces, Hansenula et Saccharomycodes et le méthyl-2 propionate
d’éthyle n'est formé que par le genre Saccharomyces et par P. kluyveri
(Tableau V). Le jus de raisin que nous avons employé comme milieu de
culture contenait avant fermentation 0,03 mg par litre de butyrate d'éthyle.

Nous constatons que pendant la fermentation le butyrate d'éthyle
peut étre assimilé ou synthétisé par les levures.

Sacch. uvarum, Sacch. chevalieri et Sacch. rosei ne forment pas ces
deux esters.

S’des ludwigii produit une importante quantité de méthyl-2 propionate

d'éthyle ; cette observation est en désaccord avec les précédents résul-
tats (BERTRAND 1968).

P. kluyveri en produit aussi beaucoup surtout en aérobiose.

Pour les deux esters, la formation est en moyenne inférieure en
milieu synthétique & ce qu'elle est dans le moit, surtout en ce qui
concerne le méthyl-2 propionate d'éthyle. Il est probable que leur forma-
tion dépend de la constitution du milieu et notamment de la teneur en

facteurs de croissance susceptibles d'intervenir dans les réactions enzy-
matiques de synthése.

Dans tous les cas, a I'exception de P. kluyveri, la teneur en ces deux
esters augmente considérablement en anaérobiose.

NORDSTROM (1964) ne trouve aucune formation de propionate
d'éthyle, butyrate d’éthyle et méthyl-2 propionate d'éthyle par Sacch.
cerevisiae au cours de la fermentation dans le milieu synthétique conte-
nant les acides correspondants. Nos résultats montrent cependant que
ces esters sont formés au cours de la fermentation, indépendamment de
la présence des acides correspondants dans le milieu.
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c) Formation des esters de l'acide acétique.

Nous avons étudié les esters suivants

: acétate de méthyl-2 propyle,

acétate de méthyl-3 butyle et acétate d’hexyle. Nous n'avons pas trouvé
d'acétate de propyle en quantité dosable. Les résultats sont reportés dans

le tableau VI.

TABLEAU VI

Formation d’esters d’acide acétique dans le moit et en milieu
synthétique par les différentes levures

A = aérobiose; An = anaérobiose Les chiffres sont des mg par litre
Ester A:]%’Ec?]'ﬁ_zde Af:étate de Acétate
propyle méthyl-3 butyle d’hexyle
Milieu Moat Modt Sol. synth. Modit

Condition d’aération A An A An A An A An
Sacch. cerevisiae PP1 — 0,040 | 0,10} 0,44| 0,02| 0,12 | 0,01 | 0,07
Sacch. cerevisiae TP10 — 0,055 | 0,14| 0,49 0,07 | 0,18 | 0,01 | 0,04
Sacch. cerevisiae FF12 — {0,050 | 0,12| 0,44 0,05 0,19 0,01 | 0,07
Sacch. uvarum — 0,020 | 0,14 0,39( 0,01 | 0,21 | — | 0,02
Sacch. rosei — — | 0,06|0,03| — — | — | —
Sacch. chevalieri —_ — 0,281 0,930,181 0,20 — | —
Sacch. capensis — — | — —_— = = = | =
Sacch. pretoriensis 0,020 | 0,080 { 0,02 0,08 — —_ | —
Sacch. cidri — | 0,070 | 0,25|0,97| 0,22| 0,49 — ! 0,09
Sacch. kuyveri — 0,045 | 0,16 | 0,04} 0,17} 0,35 — | 0,28
Sacch. bayanus — — 1027/088]0,16{032| — | —
Sacch. diastaticus — | 0,040 | 0,29 0,60| 0,09 0,25| 0,03| 0,08
Sacch. protoserdovii — 0,115(0,74|1,68| 0,17 | 0,33| 0,06 | 0,15
Sacch. globosus 0,045 | 0,110 | 0,49| 1,09 | 0,06 | 0,4 | 0,04 | 0,09
H’'spora uvarum — — 10,06|0,09]|0,07|007] — | —
H’spora osmophila — — |0,11]021|007|014| — | —
S’des ludwigii — — 10,421 0,28|0,08({0,07| — | —
P. polymorpha — — 10,03}026|002|0,14| — | —
P. kluyveri — 10441001016 |0,01| — | —
H. anomala * 0,675 0,300 { 2,43 0,23|1,70{0,10| — | —
T. stellata — — | = — | — — | —
T. etchellsii — — 10,23(0,06| 0,01 — — ] —
C. sake — — 0,04 — | 0,04| — — | —
“ Formation d’acétate de méthyl-2 propyle en solution synthétique en aérobiose

0,82 mg par litre.

Parmi les trois esters, l'acétate de méthyl-3 butyle est formé en

quantité la plus importante.
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Dans le genre Saccharemyces, c’est Sacch. prostoserdovii qui produit
la plus grande quantité de ces esters.

Nous n'avons pas trouvé d'acétate de méthyl-2 propyle et d'acétate
d’hexyle dans les milieux synthétiques exception faite pour celui fermenté
par H. anomala.

Comme dans le cas du butyrate d'éthyle et du méthyl-2 propionate
d'éthyle, la synthése est trés sensiblement influencée par la composition
du milieu.

Les résultats de DAUDT et OUGH (1973) montrent que une souche
de Sacch. cerevisiae forme a peu prés la méme quantité d'acétate de
méthyl-2 propyle et d'acétate de méthyl-3 butyle.

Le taux des esters de l'acide acétique augmente toujours trés net-
tement en anaérobiose, sauf pour quelques espéces oxydatives.

d) Formation des esters éthyliques d’acides gras de poids molécu-
laire élevé.

Nous avons étudié les trois esters d'acides gras de poids moléculaire
élevé qui se présentent en quantités les plus importantes : caproate
d'éthyle, caprylate d’éthyle et caprate d'éthyle. Les résultats sont ras-
semblés dans le Tableau VII.

Ces esters sont formés principalement par les levures du genre
Saccharomyces, P. polymorpha est la seule autre espéce qui produit
ces esters.

Dans tous les autres cas, nous n'avons pas trouvé ces esters, du
moins a concentration décelable, par la technique utilisée. La formation
de ces trois esters est nettement supérieure en anaérobiose.

Les levures du genre Saccharomyces sont bien caractérisées par leur
capacité a synthétiser les esters " lourds " qui sont en grande partie
responsables de l'aréme spécifique des cognacs.

Sacch. uvarum et Sacch. rosei se distinguent trés nettement des
levures appartenant & ce genre. La premiére forme des quantités relati-
vement élevées de caproate d'éthyle et pas de caprate d'éthyle. La deuxie-
me ne forme pas de caproate d'éthyle et cependant des quantités sensi-
bles de caprylate d'éthyle et de caprate d’éthyle.

— 364 —



600 L1'o | og'0 | 60°0 | L0'0 | 90'0 | 2’0 | 90'0 | L0'0 | SO'0 | 9+0 | 900 eydiowdjod g
— - — - — == —= — — — — — sisuades 'yosoeg
¥0'0 | €00 | GL'0 | 90°0 | €10 | 8L'0 | 6S'0 | 80'0 | 82'0D | 020 | 8E'0 | 600 snuefeq ‘yooeg
Gl'0 | 60°'0 | 0€'0 | 92'0 | ¢l'0 | 2l'0 | €€'0 | 82’0 | g2g'0 | 60'0 | 610 | 900 11aopaasolsosd -yosoeg
€00 | 90'0 | 82'0 | OL'O | 60°0 | 80'0 | L¥'0O | 2€'0 | 020 | SO0 | ¢¥'0 | 640 snsoqo|f "yosoeg
20’0 | — | 80 — — | €00 | 600 | — | 8L'0 | ¥I'O | LE'0 | 610 sisualiolaad "yooesg
70'0 - 200 - 70'0 — €0'0 | 20’0 | 9’0 LL'0 | 820 | ¥LO 1aninp "yooeg
610 | L1'0 | Oo¥'0 | 20 12’0 | 2€'0 | 9€'0 | ve'0 | 61’0 | LI'O | g¥'0 | SC0 1ialjeAayd "ydoeg
L0'0 — G0'0 | ¥0'0 | 100 — gh'o | €00 — — . — 19s04 °yooesg
— — = — — — 100 — Gg'0 | LI'0 | 220 | €10 winJean “yasdeg
81'0 | 60°'0 | 8€'0 | vL'0 | 820 | GL'0 | ¢¥'0 | €20 | ve'0 | LOO | €L'0 | L00 clid 9elsiAalad "yooseg
0L'0 | €0'0 | €50 | 800 | 8L'0 | BO'0 | 2¥'0 | €20 | 62°0 | 60'0 | ¥2'0 | 600 Oldl 9EISlAaIdd "Ydoeg
69’0 | L00 LE'0 LL'0 | 8¥'0 | 2k'0 | 2v'0 | 920 L1'0 | SO0 12’0 (A1) ldd 9elsiAa439 ydoeg
uy v uy v uy | v uy \4 uy v uy v uolleJge,p uolpuod
“Yuks °|oS 100N "YluAs |osg 10N "yluAs °|og MO naijnN

9lAu19,p e1eide) slAyle,p e1ejhiden 9jAy1a,p e1e04dE) Jo1sy

a411] Jed Bw sop 1uos Sa4Iyo €97 asolqoJoeue = Uy ! 9solqolge = Y

anbnaylufs
napjlw U3 19 jpow 9] suep seib sopioep sonbijAylo siv1se Sap uollEWLIOY

IIA NV319Vl

— 365 —



Du point de vue biochimique, ces résultats montrent que la synthése
de ces trois esters n'est pas catalysée par un méme systéme enzymatique
estérase, mais qu'il existe pour cela une ou plusieurs enzymes spécifiques
de chaque ester.

TABLEAU VI

Acétal formé au cours de la fermentation

Les teneurs en acétal sont exprimées en mg par litre

Condition Ethanol
Souche P. 100 en Acétal

d'aération Volume
. A 7,62 0,73
Sacch. cerevisiae An 7,16 0,40
. ' A 5,50 0,40
Sacch. rosei An 3.16 0,29
) A 2,69 0,52
Sacch. capensis An 2,69 0,10
. A 6,99 0,61
Sacch. chevalieri An 6.68 0,27
‘ A 7,34 1,32
Sacch. cidri An 6,22 3,52
, A 4,37 0,72
H’spora uvarum An 4,15 0,27
) A 3,54 0,61
H’spora osmophila An 3,85 0,26
: . A 4,00 0,97
H. valbyensis An 2,35 0,74
s ¢ s A 6,66 0,99
S’des ludwigii An 3,34 0,39
A 3,13 0,40
N. elongata An 2,53 0,25
] A 0,97 0,11
M. pulcherrima An 0,45 0,19
) A 6,27 4,88
P. kluyveri An 4,76 1,49
| A 1,67 4,00
H. anomala An 0,99 0,20
i A 3,46 1,65
T. stellata An 1,84 0,30
. A 3,08 0,69
T. etchellsii An 1,13 0,24
A 3,60 0,26
C. sake An 0,72 0,31
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Il — FORMATION D’ACETAL AU COURS DE LA FERMENTATION.

Le genre Saccharomyces produit moins de 1,0 mg par litre, exception
faite de Sacch. Cidri qui en forme des quantités plus fortes : de 1 &4 3,5 mg
par litre. La teneur est aussi trés élevée dans les mo(ts fermentés par P.
kluyveri et H. anomala, notamment en aérobiose : 4 & 5 mg par litre.

Notons que la capacité des levures a former de |'acétal est toujours
plus développée en aérobiose qu'en anaérobiose, (Tableau VIII),

Peu d'études se rapportent au phénoméne de cette formation au cours
de la fermentation alcoolique.

Dans les eaux de vie elle découle d'une réaction d'acétalisation au
cours du vieillissement.

oG, + MO

CH,CHO + 2 C,HsOH —— CHiCH <

Ceci ne suffit pas a expliquer les doses relativement élevées de ce
corps que nous observons aprés un mois de fermentation dans des milieux
dont la teneur en éthanol ne dépasse pas 10 p. 100. Cette réaction qui est
trés lente s’opére dans les cognacs ou la concentration en alcool est trés
élevée.

Il est probable, comme pour les esters, que l'acétal est synthétisé
par les levures au cours de la fermentation.

BARAUD (1961) a trouvé de grandes différences dans les teneurs
en acétal en fonction du cru : ce corps n'existe qu'a I'état de trace dans
la " téte " de Grande Champagne, tandis que celle de Fin Bois en contient
des quantités appréciables.

L'acétal est un produit trés volatil ; on pense qu'il est un facteur
important de la qualité du Cognac.

CONCLUSION

Nos résultats confirment le role essentiel des levures dans la for-
mation des substances volatiles au cours de la fermentation alcoolique.
Les caractéres organoleptiques d'un milieu fermenté dépendent en grande
partie de la nature et de la quantité des produits volatils formés par les
souches de levures.
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Ces produits sont généralement propres au genre mais certaines
souches peuvent aussi présenter des capacités bien spécifiques.

1°) Les souches du genre Saccharomyces forment des quantités
importantes d'alcools supérieurs et généralement elles produisent des
teneurs élevées de tous les esters que nous avons étudiés, exception
faite de l'acétate d'éthyle, esters éthyliques d'acides gras et esters de
P'acide acétique qui constituent l'arébme fruité, de méme aue les esters
éthyliques d'acides gras lourds qui jouent un role essentiel dans I'aréme

du cognac.

Notons que seules les levures appartenant & ce genre sont capables
de synthétiser des esters éthyliques d'acides gras lourds, & 6 atomes de
carbone ou plus, en quantité appréciable.

2°) Le genre Hanseniaspora forme peu d'alcools supérieurs et peu
d'esters mais de l'acétate d'éthyle en quantité assez élevée.

3°) Saccharomycodes ludwigii libére dans le milieu des taux non
négligeables de méthyl-2 propanol-1, de propionate d'éthyle et de butyrate
d'éthyle.

4°) Les espéces oxydatives, notamment H. anomala et P. kluyveri
possédent un caractére particulier ; elles produisent des esters par une
voie métabolique différente des autres levures ; en aérobiose les levures
forment certains esters en quantité extrémement élevée : acétate
d'éthyle, propionate d'éthyle, méthyl-2 propionate d'éthyle, acétate de
méthyl-3 butyle ainsi que de I'acétal dans les mémes conditions d'aération.

5°) Les espéces du genre Torulopsis, Metchnikowia, Nadsonia et
Candida forment d'une maniére générale peu d'alcools supérieurs et peu
d’esters.

Nos résultats mettent en évidence le réle primordial des levures du
genre Saccharecmyces dans la vinification Charentaise. Théoriquement on
pourrait envisager l'utilisation éventuelle en vinification d'une souche sé-
lectionnée de Saccharomyces.

D'autre part, les espéces oxydatives susceptibles de se développer
pendant le temps de stockage du vin avant sa distillation entrainent par
leur production d'acétate d’'éthyle des modifications défavorables dans la
composition aromatique du cognac.

— 369 —



Les conditions d’'aération au cours de la fermentation interviennent
aussi sur la formation des substances volatiles. A l'abri de l'air, d’'une
part, la formation d’alcools supérieurs diminue, d'autre part les esters
augmentent considérablement, en outre, la production d'acétate d'éthyle
par les levures oxydatives et du genre Hanseniaspora diminue fortement.

Il serait souhaitable que ces résultats puissent étre vérifiés dans la
pratique de la vinification, car il nous paraissent d'un grand intérét techno-
logique. )

Nos études comparatives de la formation des esters et d'acétal en
fonction des souches nous permecttent d’émettre quelques hypothéses
sur cet aspect de leur métabolisme dont les processus sont mal connus.

1°) Les esters sont formés au cours de la fermentation alcoolique,
que les acides correspondants soient présents ou non dans le milieu.

2°) D'aprés nos résultats, nous supposons qu'il n'existe pas un seul
systéme enzymatique estérase pour la synthése de I'ensemble des esters, -
mais que la synthése de chaque ester est déterminée par un systéme
enzymatique propre.

3°) L'acétal trouvé dans le cognac provient, outre de la réaction chi-
mique d'acétalisation au cours du vieillissement, pour une part non négli-
geable, de la synthése par les levures au cours de la fermentation.

Cette étude nous a permis d'approfondir certaines connaissances
théoriques directement applicables a la technique, en particulier l'influ-
ence des levures sur la production des substances volatiles impliquées
dans I'aréme du cognac ; par ce biais ont pu étre abordés certains aspects
mal connus du métabolisme levurien.

Manuscrit recu le 21 novembre 1974.
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