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Tableau 1 : Génes de résistance des variétés Floréal et Sauvignac contre le mildiou et I’oidium
(d’aprés Schneider et al., 2019 ; Wingerter et al, 2021).

Maladie Floréal Sauvignac
(agent infectieux)
Mildiou
(Plasmopara viticola) Rpv1 + Rpv3 Rpv3.1 + Rpv12
ojdum Runt + Ren3 Ren3 + Ren9

(Erysiphe necator)

Abréviations : Rpv: Résistance a Plasmopara viticola; Run: Résistance a Uncinula
necator (synonyme d’Erysiphe necator) ; Ren : Résistance a Erysiphe necator.



A. Les raisins Floréal et Sauvignac

1. Sélection variétale et création de variétés de raisins résistants

La sélection variétale est une méthode d’amélioration consistant au croisement de
plantes présentant des caractéres d’intérét pour obtenir un hybride. Par exemple, il est
possible de croiser des plantes résistantes a des maladies ou conditions
environnementales extrémes avec des plantes d’intérét pour I'agriculture.

Au sein de la filiere cenologique, l'oidium (Erysiphe necator) et le mildiou
(Plasmopara viticola) sont responsables de maladies cryptogamiques causant
d'importants problémes de rendements dans les cultures contaminées. Ainsi, dés la fin du
XIXe siécle, les sélectionneurs ont commencé a croiser Vitis rotudifolia, d'/Amérique du
Nord, avec Vitis vinifera, I'espéce utilisée pour la production de raisins (Gadoury et al.,
2012 ; Salinari et al., 2006 ; Schneider et al., 2019) avec pour objectif de transférer les
capacités de résistance naturellement présentes dans les vignes « sauvages » aux
variétés « cultivées ».

Aujourd’hui, ces croisements sont a l'origine de certaines variétés résistantes telles

que le Floréal et le Sauvignac dont il sera question dans ce rapport.

L'INRAE a travaillé, au cours du projet Resdur1 lancé en 2000, sur la sélection de
cultivars résistants a certaines maladies. Ce projet a permis l'inscription au catalogue de
quatre variétés résistantes, dont le Floréal en 2018 (Schneider et al., 2019).

Le Floréal est une variété de raisin blanc issue du croisement entre deux variétés : le
Villaris, sélectionné par I'Institut JKI du Geilweilerhof, portant déja des facteurs de
résistance et le Mtp 3159-2-12, obtenu par introgression de la source de résistance V.
Rotundifolia a 'INRAE de Montpellier. Il présente une résistance polygénique au mildiou
(Rpv1 + Rpv3) et a l'oidium (Run1 + Ren3) (Tableau 1 ; INRAE, 2018 ; Schneider ef al.,
2019).

Le Sauvignac est une autre variété de raisin blanc résistant aux maladies cryptogamiques.
Cette variété a été obtenue par Valentin Blattner en 1991 par croisement d’un hybride non
identifié avec le descendant d’un croisement d’'un Sauvignon avec un Riesling. Elle a été

ajoutée au catalogue des variétés en 2020 par les Pépinieres Mercier. Comme le Floréal,






le Sauvignac présente une résistance polygénique au mildiou (Rpv3 + Rpv12) et a
'oidium (Ren3 + Ren9) (Tableau 1 ; Mercier Fréres, 2020 ; Wingerter et al., 2021).

Ces nouvelles variétés présentent donc un intérét agronomique puisqu’elles
permettent de réduire le nombre de traitements phytosanitaires nécessaires. Cependant,
la compréhension de leurs comportements en fermentation reste un critére important pour

la commercialisation du vin issu de ces nouvelles variétés.

B. La vinification

1. Les étapes clés de la vinification

La vinification est la transformation d’'un jus de raisin, aussi appelé modt, en un vin
présentant des caractéristiques organoleptiques spécifiques. Elle commence lors de la
vendange des baies de raisin. Le raisin est ensuite éraflé puis foulé pour extraire le moQt
sans écraser les pépins. Dans le cas du vin blanc, le raisin est pressé puis le moQt obtenu
est clarifié puis mis a fermenter (Dwyer et al., 2014). Au cours de la clarification, les
particules solides sont plus ou moins séparées du modt selon le niveau de clarification
appliqué. Ces particules solides notées « bourbes » comprennent les pépins et la pellicule
des raisins et jouent un réle important pour la croissance des levures. Le vin obtenu aprés

la fermentation peut ensuite étre maturé ou stabilisé avant la mise en bouteille.

2. La fermentation alcoolique

La fermentation alcoolique est généralement initiée par levurage (ajout de levures S.
cerevisiae sous forme de levures séches actives), pour permettre un meilleur contrdle du
procédé.

Pendant la fermentation alcoolique, les levures convertissent les sucres du moat du

raisin en dioxyde de carbone et en éthanol selon la réaction suivante :
C6H1206 - 2C02 + 2C2H60
Des métabolites secondaires tels que les arbmes fermentaires sont aussi produits

pendant la fermentation mais leur synthése dépend du moUt et des levures utilisées.

Le modt de raisin contient généralement 150 a 260 g/L de fructose et glucose en
concentrations équimolaires. L'azote, les minéraux, vitamines et lipides sont aussi des

éléments essentiels pour la fermentation, méme si leurs concentrations dépendent des
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Figure 1 : Métabolisme carboné de S. cerevisiae en conditions de fermentation alcoolique
(d’aprés Rollero, 2015).

La majorité du pyruvate produit lors de la glycolyse est converti en éthanol lors de la fermentation, le
reste rejoint le cycle de Krebs modifié en conditions fermentaires et permet la synthése de succinate.
Abréviations : hxk : Hexokinase ; pgi1 : Glucose-6-phosphate isomérase ; pfk : Phosphofructokinase-6
ATP dépendante, fbat : Fructose-1,6-biphosphate aldolase ; tpif : triosephosphate isomérase ; gdp :
Glycérol-3-phosphate déshydrogénase ; rhr : DL-glycérol-3-phosphatase ; hor : DL-glycérol-3-phosphate
phosphatase ; tdh: Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase ; pgk : Phosphoglycérate kinase ;
gpm : Phosphoglycératemutase ; eno: Phosphopyruvate hydratase ; pyk: Pyruvate kinase ; cdc:
Pyruvate kinase ; pdc: Pyruvate décarboxylase ; bdh : Butanediol déshydrogénase ; ald : Aldéhyde
déshydrogénase ; adh : Alcool déshydrogénase ; pyc : Pyruvate carboxylate isoenzyme ; pda : Sous-
unité alpha de la pyruvate déshydrogénase E1 ; pdb7 : Sous-unité beta de la pyruvate déshydrogénase
E1; cit: Citrate synthase; aco: Aconitate hydratase; idh: lIsocitrate déshydrogénase ; KGD :
Dihydrolipoyl transsuccinylase ; Ipd : Dihydrolipoyl déshydrogénase ; Isc : Succinyl-CoA ligase ; sdh :
Succinate déshydrogénase ; frd : Fumarate réductase soluble ; oms7 : Suppresseur multicopie Oxa1 ;

fum : Fumarate hydratase ; mdh : Malate déshydrogénase ; mae : Enzyme malique.



variétés, dates de récolte et sites de culture (Fleet, 2002 ; Seguinot, 2019). En cas de
carence de I'un de ces derniers nutriments, la fermentation peut étre lente, languissante

ou bloquée.

La fermentation est un processus anaérobie et se déroule généralement en trois
phases : la phase de latence pendant laquelle les levures s’acclimatent a leur
environnement, la phase de croissance et la phase stationnaire au cours de laquelle les
levures cessent de se multiplier mais continuent la fermentation. C’est pendant la phase
stationnaire que la plus grande partie de la conversion du sucre en éthanol et CO2 est

réalisée (Seguinot, 2019).

C. Saccharomyces cerevisiae
1. Description

Les levures sont des eucaryotes unicellulaires dont la reproduction peut étre sexuée
ou asexuée. S. cerevisiae est une espece aérobie facultative Crabtree positive, c’est-a-
dire qu’elle peut se développer rapidement par fermentation lorsque les concentrations en

sucre sont élevées, méme en présence d’'oxygéne (Malina et al., 2021).

2. Les voies métaboliques de Saccharomyces cerevisiae

Métabolisme carboné en conditions fermentaires
S. cerevisiae est adaptée aux conditions de fermentation alcoolique, que ce soit le

pH acide, la concentration en sucres initiale élevée ou la forte concentration en éthanol en
fin de fermentation (Seguinot, 2019). En conditions fermentaires, 'ATP nécessaire au
développement cellulaire est produit au cours de la glycolyse (Figure 1). La glycolyse
méne a la synthése de pyruvate qui est ensuite principalement converti en acétaldéhyde
puis réduit en éthanol ; une autre partie de l'acétaldéhyde participant a la synthése
d’acétyl-CoA et d’acides gras (Fraenkel, 1986). Pendant la fermentation, le cycle de Krebs
fonctionne comme deux voies paralleles avec le succinate comme produit final (Seguinot,
2019). La branche réductrice permet la production de la majorité du succinate produit
tandis que la branche oxydative permet la synthése d'a-cétoglutarate, utilisé pour le
métabolisme azoté(Bell et Henschke, 2005). Le glucose peut aussi étre converti en
glycérol qui permet de limiter le stress osmotique da a la concentration importante en

sucres au début de la fermentation (Seguinot, 2019).






Métabolisme azoté en conditions fermentaires
L’azote assimilable, issu des acides aminés et de I'ammonium, est un élément

essentiel de la fermentation puisqu’il conditionne la vitesse maximale de fermentation, le
développement des levures et la production d’arémes (Bely et al., 1990 ; Rollero, 2015).
En conditions optimales, les levures se multiplient jusqu'a I'épuisement de l'azote
assimilable dans le milieu. Les acides aminés peuvent étre directement utilisés pour la
synthése des protéines ou dégradés en libérant de I'azote sous forme d’ammonium ou de
glutamate et de céto-acides. Ces céto-acides peuvent rejoindre le métabolisme carboné,

étre utilisés pour la synthése d’acides aminés de novo ou utilisés dans la voie d’Ehrlich
lors de la synthése d’arébmes fermentaires. Le glutamate et 'ammonium libérés peuvent

ensuite étre utilisés dans le métabolisme central azoté. Si I'azote assimilable n’est pas
suffisant (< 150 mg/L), la cinétique de fermentation est qualifiée de lente. Au contraire,
plus un modt est riche en azote, plus les besoins en lipides des levures seront élevés, un

déséquilibre trop important pouvant causer une carence en lipides (Casalta et al., 2019).

Le role des lipides
Les stérols jouent un role essentiel pour le maintien de la structure de la membrane

plasmique des organismes eucaryotes et sont donc importants pour le métabolisme, la
croissance et la viabilité des levures (Casalta et al., 2016). Deux sources de stérols sont
particulierement utilisées par S. cerevisiae au cours de la fermentation : I'ergostérol,
produit en conditions aérobies par la levure, et les phytostérols, issus du modt de raisin et
assimilés par la levure en conditions anaérobies. Parmi les phytostérols, les plus
communs sont le B-sitostérol, le stigmastérol et le campestérol. Les levures ne pouvant
pas synthétiser de stérols en condition d’anaérobiose, il leur est nécessaire d’assimiler les
phytostérols présents dans le modt de raisin et plus particulierement dans les particules
solides du modt (Girardi Piva et al., 2022). En effet, leur assimilation permet de
compenser partiellement le manque d’oxygéne et de synthése d’acides gras a longue
chaine pendant la fermentation anaérobie (Ochando et al., 2017). Ainsi, en fonction des
souches de levures utilisées, les concentrations en phytostérols nécessaires au début de
la phase de croissance peuvent varier entre 2 et 8 mg.L-' (Ochando et al., 2017). Une
carence en stérols et en acides gras limite la multiplication des cellules de levure au cours
de la phase de croissance (Girardi Piva et al., 2022).

Les stérols et les acides gras contribuent fortement a I'adaptation de S. cerevisiae
aux stress fermentaires tels que les toxicités causées par les concentrations élevées en

sucre ou en éthanol en début et fin de fermentation (Girardi Piva et al., 2022).
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Figure 2 : Voies métaboliques de la synthése d’arébmes fermentaires par S. cerevisiae (d’aprés
Swiegers et al., 2005).

Les alcools supérieurs sont produits a partir des cétoacides issus de la voie des acides aminés et
du cycle de Krebs. Les esters d’éthyles sont produits a partir des acides gras tandis que les esters

d’acétates sont produits a partir des alcools supérieurs.



La population atteinte au cours de la phase stationnaire et la vitesse de fermentation
maximale sont en partie conditionnées par la concentration du modt en lipides puisque
ceux-Ci participent a I'assimilation de I'azote. De plus, une perte de viabilité importante est
observée lorsque les molts présentent une faible concentration en lipides (Ochando et
al., 2017). Ces molécules permettent aux levures de tolérer des concentrations élevées
d'éthanol et réduisent les risques de fermentation languissante ou de blocage de la
fermentation (Casalta et al., 2016).

Ainsi, d’un point de vue opérationnel, dans le cas d’une clarification trop importante,
la fermentation peut étre limitée par la concentration en lipides ; sa cinétique est alors

qualifiée de « languissante » a cause d’'une baisse de viabilité (Girardi Piva et al., 2022).

Les aromes
Les arbmes sont des molécules volatiles perceptibles par I'humain lorsque leur

concentration dépasse le seuil de perception parfois trés faible. Dans le vin, il existe
plusieurs types d’arbmes : les variétaux, présents sous forme libre ou en tant que
précurseurs dans le moQt ; les fermentaires, produits lors de la fermentation par les
levures et les arbmes de vieillissement, formés par réaction chimique pendant la

maturation du vin.

Les esters et les alcools supérieurs sont des composés volatils qui représentent la
majorité des arbmes fermentaires produits par S. cerevisiae. Leur synthése dépend du
métabolisme des sucres et de celui de I'azote (Figure 4 ; Swiegers et al., 2005)

En faible concentration (< 300 mg/L), les alcools supérieurs participent au caractere
fruité du vin, cependant, lorsque leur concentration dépasse 400 mg/L, ils peuvent
entrainer une odeur désagréable (Bell et Henschke, 2005).

Les esters peuvent étre des dérivés des alcools supérieurs, ce sont alors des esters
d’acétate. lls peuvent aussi étre synthétisés a partir d’acides gras, il est alors question
d’esters d’éthyle (Seguinot, 2019). Les esters d’acétate participent aux notes florales et

fruitées des vins jeunes tandis que les esters d’éthyle contribuent aux notes fruitées.

D. Objectifs du stage

Le potentiel cenologique (cinétique fermentaire et production d’arébmes) des
nouvelles variétés résistantes aux maladies n’est pas encore entierement connu. La

recherche menée au cours de ce stage consistera donc a évaluer différents itinéraires de






vinification pour deux variétés résistantes de raisin blanc (Sauvignac et Floréal). Deux
concentrations initiales en bourbes et trois souches de levures seront testées pour
déterminer quelles sont les conditions de fermentation permettant d’optimiser le potentiel

de chaque variété de raisin.
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Figure 3 : Schéma du dispositif de fermentation utilisé. Le fermenteur d’1,2L est rempli avec un

litre de modt de raisin et 1% ou 3% de bourbes ajoutées (v/v) et le moat est homogénéisé par

agitation magnétique pendant toute la fermentation. La température mesurée par la sonde de

température placée dans le doigt de gant régule 'activation ou non de la lampe a incandescence

placée derriére le fermenteur, la salle de fermentation étant climatisée et réglée sur 2°C en dessous

de la fermentation a la plus basse température. Les prélévements sont réalisés a travers le septum

a I'aide d’une seringue pour maintenir 'anaérobiose. La cloche de dégagement avec eau permet le

dégagement du CO; produit sans laisser entrer d’air.

Tableau 2 : Caractéristiques des moiits initiaux.

. Azote Teneur en Teneur en stérols Teneur en stérols
Acides . . Sucre  stérols totaux
N o Ammonium assimilable L totaux pour 1% de totaux pour 3% de
Moat aminés i initial dans les N Lo
(mg.L") total bourbes ajoutées bourbes ajoutées
(mg.L") (mg L) (g.LM bourbes (mg L) (mg.L")
g (mg.g MH") g g
Floréal ‘ 198 25 223 259 0,085 0,851 2,55
Sauvignac ‘ 188 32 220 242 0,113 1,132 3,39

Abréviation : MH : Masse humide.



Variétés de raisin
Les variétés résistantes utilisées sont deux raisins blancs, le Floréal et le Sauvignac.

Lors des vendages 2021, les raisins ont été foulés et pressés a I'unité expérimentale
de Pech Rouge. Les molts bruts ont ensuite été clarifiés par sédimentation pendant une
nuit a 4°C puis le moQt est soutiré afin de le séparer des bourbes. Ainsi, pour chaque
variété, un moudt de raisin trés fortement clarifié et des bourbes concentrées ont été

obtenus. Ces différentes solutions liquides ont été congelées a -20°C jusqu’a utilisation.

Souches de levure
Les trois souches de levures séches actives (LSA) utilisées sont fournies par

I'entreprise Lallemand (Blagnac, France) et sont notées LSA1, LSA2 et LSA3 par soucis
de confidentialité. Elles appartiennent a I'espéce Saccharomyces cerevisiae. Les
fermenteurs sont inoculés avec 20g.L-' de LSA réhydratée pendant 30 minutes a 37°C

dans une solution de 50 g.L-' de glucose (1g de LSA dans 10 mL de solution glucosée).

Conditions de fermentation
Les modts sont fermentés dans des bouteilles cylindriques en verre de 1,2L

(bioréacteurs non commerciaux) équipées d’'une cloche remplie d’eau afin de permettre le
dégagement de CO: tout en maintenant 'anaérobiose (Figure 3). Les bioréacteurs sont
remplis avec 1L de modt et 10 ou 30 mL de bourbes (correspondant respectivement a 1 et
3% de bourbes). Les modlts sont fermentés en conditions isothermes a 20°C. Pour cela,
les fermenteurs sont placés dans une piéce climatisée et sont équipés d’'une sonde de
température ainsi que d’'une lampe chauffante. Un systéme de régulation déclenche
I'allumage de lampe chauffante si la température du milieu est inférieure a la consigne, ou
son arrét si elle est supérieure Des échantillons sont prélevés au cours de la fermentation,
a 80 % d’avancement et a la fin de la fermentation.

Suivi de la cinétique de fermentation
Chaque fermenteur est placé sur une balance. Le suivi automatique (toutes les 20

minutes) du poids permet de calculer la quantité de CO: libérée. La vitesse de production

de CO:2 est calculée sur la base d’un lissage polynomial (Sablayrolles et al., 1987).

Dénombrement cellulaire
Les échantillons des fermentations sont d'abord dilués (2 500 fois) avec de I'lsoton

[I1® (Beckman-Coulter, Margency, France). Aprés sonication (30s, 10W), les cellules sont






comptées a I'aide d’'un compteur électronique Coulter Z2 (Coulter Multisizer4de, Beckman
Coulter, Fullerton, Californie, Etats-Unis) équipé d'une sonde d'ouverture de 100 mm. Le
dénombrement cellulaire est réalisé a fréquence réguliére pendant la fermentation, les
valeurs présentées sont celles correspondant aux préléevements réalisés a 80%

d’avancement de la fermentation.

Viabilité cellulaire
La viabilité cellulaire est mesurée par cytométrie en flux a partir d’échantillons

prélevés a 80% d’avancement de la fermentation (C6 Accuri, St Ives, Cambs, Royaume-
Uni). Les échantillons sont centrifugés (3 min a 10 000 rpm). Les surnageants sont
remplacés par une solution tampon de phosphate salin (PBS). Pour la coloration des
cellules mortes, l'iodure de propidium (IP) est ajouté a la suspension cellulaire (5 pL de PI
a 100 mg/mL dans 500 pL d'échantillon centrifugé et dilué). Les solutions sont ensuite
mélangées et incubées 10 min a température ambiante a I'obscurité. Le mélange est
ensuite placé sur de la glace avant la mesure de fluorescence par cytométrie en flux.
L'iodure de propidium permet une coloration fluorescente des acides nucléiques et ne peut
pas traverser les membranes cellulaires intactes. La fluorescence de l'iodure de propidium
(excitation avec un laser de 488 nm, émission de 575 nm) est collectée via un filtre passe-

large de 670 nm (Fluorescence 3).

Métabolisme central carboné
La mesure des concentrations en glucose, fructose, éthanol, glycérol, acétate,

lactate, malate et en succinate est réalisée a partir d’échantillons prélevés en fin de
fermentation par HPLC (HPLC 1290 Infinity, Agilent Technologies, Santa Clara, Californie,
Etats-Unis) & 60°C sur une colonne de ROA de Phenomenex Rezex (Agilent
Technologies, Santa Clara, Californie, Etats-Unis). La colonne est ensuite éluée avec
0,005 N H2SOs4 a un débit de 0,6 mL/min. La concentration de l'acide acétique est
déterminée a l'aide d'un compteur UV a 210 nm ; les concentrations des autres composés
sont déterminées a l'aide d'un détecteur d'indice de réfraction. L'analyse est réalisée avec

le progiciel Agilent EZChrom.

Azote
L'azote résiduel est mesuré a 80% d’avancement de la fermentation. La

concentration en ammonium est déterminée enzymatiquement (R- Biopharm, Darmstadt,
Allemagne). La teneur du mo(t en acides aminés libres est déterminée par

chromatographie d'échange cationique, avec dérivation post-colonne de la ninhydrine






(Biochrom 30, Biochrom, Cambridge, Royaume-Uni) tel que décrit par Crépin et al.

(2012). L’azote consommé est obtenu avec la formule suivante

N N, N,

consommé — YVinitial = *Vrésiduel-

Quantification des stérols et acides gras contenus dans les bourbes
La quantification des lipides contenus dans les bourbes des deux modts utilisés au

cours de ce stage a été réalisée par la plateforme ChemoSens (INRAE, Dijon, France).
Deux cent millilitres de moat sont centrifugés pendant 10 min a 10 000 rpm pour
concentrer les particules solides. Le culot est lavé trois fois avec une solution de NaCl
(10mM) pour éliminer le sucre résiduel. Pour quantifier la composition lipidique des
bourbes, celles-ci sont lyophilisées puis une extraction de 2h dans du méthanol/
chloroforme (2:1, v/v) est réalisée. Les extraits organiques sont séchés a I'aide de Na2SOq4
puis concentrés sur un évaporateur rotatif. Les phytostérols (campestérol, stigmastérol et
B-sistostérol) ainsi que les principaux acides gras ont été quantifiés en suivant la méthode
décrite par Grison et al. (2015) et adaptée par Casalta et al. (2019). Les concentrations

en stérols totaux obtenus sont présentées dans le Tableau 2.

Arémes fermentaires
Les échantillons prélevés en fin de fermentation sont analysés a l'aide d’un

chromatographe en phase gazeuse Hewlett Packard (HP) 6890 (Agilent Technologies,
Santa Clara, Californie, USA) couplé a un détecteur de spectrométrie de masse HP 5973
(Agilent Technologies, Santa Clara, Californie, USA). La concentration en arémes
fermentaires (alcools supérieurs, esters, acides) est mesurée a partir d’échantillons
centrifugés de fin de fermentation par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GCMS). Pour cela, deux extractions sont réalisées pour chaque
échantillon en ajoutant 1 mL de dichlorométhane et 10 yL de standard interne deutéré
dans 5 mL d’échantillon puis en plagant les tubes sur un table agitante pendant 20 min
avant une centrifugation a 1400rpm, 4°C pendant 4 min. La phase organique est séchée
par ajout de Na2SO4 anhydre en excés puis évaporée sous flux d’azote jusqu’a un volume
final de 0,5 mL. Les composés volatils des échantillons sont vaporisés a 250°C dans
I'injecteur puis transportés par I'’hélium (gaz vecteur) a travers la colonne contenant de la
silice (phase stationnaire). Les arbmes fermentaires sont détectés en sortie de colonne
par un spectrométre de masse utilisant avec impact électronique. Les spectres obtenus
sont ensuite analysés en utilisant le logiciel HP G1701DA ChemStation et les arbmes
fermentaires sont quantifiés a l'aide d’'une courbe de calibration linéaire préparée en

méme temps que les échantillons.






Analyse statistique
L'analyse statistique est réalisée avec le logiciel R- 4.1.3 (CRAN, Vienne, Autriche ;

http://cran.r-project.org/) en utilisant ade4 (Dray et Dufour, 2007) et nime (Pinheiro et al.,
2022). Le lissage des courbes est réalisé en utilisant la fonction locfit.h() du package locfit.

Une analyse par composante principale (ACP) puis une ANOVA suivie d’'un test de Tukey
sont réalisées.
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L'objectif de ce travail est d’évaluer 'effet du pourcentage de bourbes ajoutées sur la
cinétique fermentaire, la concentration cellulaire, la consommation d’azote organique et
minéral, la viabilité et la synthése d’arbmes fermentaires de trois souches de levures de
'espeéce Saccharomyces cerevisiae sur deux modts issus de variétés résistantes. Seul le
modt issu de la variété Sauvignac sera présenté dans ce rapport car les résultats issus

des fermentations réalisées sur le moQt de Floréal sont en cours d’acquisition.

A. Vision globale des résultats par ACP

Trois paramétres cinétiques ont été analysés (temps nécessaire pour atteindre un
dégagement de 50g.L-' de CO2, temps total de fermentation et débit maximal de
dégagement de COz2) en relation avec la quantification des métabolites du métabolisme
carboné central (glycérol, acétate, succinate), la consommation d’azote, la viabilité, la
quantité de sucre résiduel et la concentration cellulaire ainsi que la concentration finale
par groupes d’arbmes fermentaires (propanol, autres alcools supérieurs, esters d’acétate,
esters éthyliques et acides) (Figure 4).

Pour le Sauvignac, les deux premieres composantes expliquent 82,66% de la
variance totale. L'effet du niveau de bourbes ajoutées semble principalement porté par le
premier axe tandis que l'effet de la souche de levure semble principalement porté par le
deuxiéme axe. Le temps nécessaire pour atteindre 50g.L-' de CO2 dégagés est corrélé
négativement a la vitesse maximale de dégagement de CO:2 (notée Vmax) et a la quantité
d’azote consommé. De plus, le temps nécessaire pour finir la fermentation n’est pas lié a
la vitesse maximale de dégagement de CO2 mais est corrélé négativement a la viabilité.
La concentration finale en acétate est partiellement corrélée négativement a la viabilité et
a la concentration cellulaire. Les concentrations finales en glycérol et succinate sont
corrélées positivement a la viabilité mesurée. La concentration en esters d’acétate est
corrélée positivement a la population cellulaire tandis que les concentrations finales en
alcools supérieurs, acides et esters éthyliques sont liées a la viabilité et a la production de

succinate.

Pour les trois souches de levure, I'ajout de bourbes provoque un déplacement vers

la droite en suivant majoritairement le premier axe sauf pour LSA2 qui présente un effet du
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Tableau 3 : Effets du niveau de bourbes ajoutées et de la souche de levure sur les différents

parameétres fermentaires.

Sauvignac

Dénombrement cellulaire

Vitesse maximale de dégagement de CO,

Viabilité
Temps pour 50g.L de CO,
Temps total de fermentation

Acétate
Succinate
Glycérol

Azote consommé
Sucre consommé

Propanol

Alcools supérieurs
Acides

Esters d'acétate
Esters éthyliques

Floréal

Dénombrement cellulaire

Débit de dégagement de CO2 maximal
Viabilité

Temps pour 50g.Lt de CO2

Temps total de fermentation

Acétate
Succinate
Glycérol

Azote consommé
Sucre consommé

Propanol

Alcools supérieur
Acides

Esters d'acétate
Esters éthyliques

Bourbes ajoutées

+ + +

-+

+ + + o+

Bourbes ajoutées

+

+

X

X

Souche de Levure

Souche de Levure

xX X X

X

Interaction Bourbes - Souche

xX X

Interaction Bourbes - Souche

Rouge : p < 0,001, orange : p < 0,01, jaune : p < 0,05, NS : non significatif, (+) : effet positif, (-) : effet
négatif, (x) : existence d’'un effet, (?) en attente de I'obtention du résultat. Les p-values sont obtenues

par ANOVA.



deuxiéme axe. Ce résultat semble indiquer que l'effet des bourbes est relativement

identique pour les trois souches.

Pour le Floréal, les deux premiéres composantes expliquent 76,84% de la variance
totale. Contrairement aux fermentations en modit Sauvignac, I'effet de la souche de levure
semble principalement porté par le premier axe tandis que l'effet des bourbes semble
principalement porté par le deuxieme axe. De méme que pour le Sauvignac, le temps
nécessaire pour atteindre 50g.L-' de CO2 dégagés est corrélé négativement a la vitesse
maximale de dégagement de CO: et a la quantité d’azote consommé. De plus, le temps
nécessaire pour finir la fermentation n’est pas lié a la vitesse maximale de dégagement de
CO2 mais est corrélé négativement a la viabilité. A I'inverse des fermentations en mo(t
Sauvignac, la concentration finale en acétate est partiellement corrélée positivement a la
viabilité.

Pour les trois souches de levures, I'ajout de bourbes provoque un déplacement vers

le bas et plus faiblement vers la droite.

B. Vision détaillée

Les résultats présentés ci-dessous ont été analysés a l'aide d’'un test de Tukey

permettant d’évaluer si les parameétres présentent un effet significatif.

Cinétique de fermentation

La durée totale de fermentation varie en fonction de la quantité de bourbes ajoutées
et de la levure utilisée mais aussi de I'interaction entre ces deux paramétres (Tableau 3 ;
Figure 5). Les fermentations les plus rapides en mouat Sauvignac correspondent a LSA1 et
2 et 3 avec 3% de bourbes ajoutées et durent environ 261h soit environ 11jours tandis que
la fermentation la plus longue correspond a LSA3 1% avec une durée de 594h soit environ
25 jours. En mout Floréal, les fermentations les plus rapides sont obtenues pour LSA2 et 3
avec 3% de bourbes ajoutées et durent environ 265h. La fermentation la plus longue en
mout Floréal dure 473h et correspond a LSA1 avec 1% de bourbes ajoutées.

L’augmentation du niveau de bourbes permet de réduire le temps total de fermentation.
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Vitesse maximale de dégagement de CO>

Le débit maximal de CO2 dépend du pourcentage de bourbes ajoutées (Tableau 3 ;
Figure 6). La vitesse maximale de dégagement de CO2 en mo(t Sauvignac correspond a
la condition LSA3 avec 3% de bourbes ajoutées et est égale a 1,54 g de CO2.L-'.h-1. La
souche LSA1 ne présente pas de différence significative pour la Vmax en fonction du
niveau de bourbes ajoutées (1,33 et 1,39 g de CO2.L-1.h-' pour 1% et 3% de bourbes,
respectivement). La vitesse maximale atteinte par LSA2 avec 3% de bourbes est similaire
a celle atteinte par LSA3 avec 1% de bourbes (1,31 g et 1,28 g de CO..L-'.h1,
respectivement). La valeur la plus faible est obtenue par LSA2 avec 1% de bourbes
ajoutées (1,08 g de CO2.L-".h-"). A I'exception de LSA2 avec 1% de bourbes en moat
Sauvignac, toutes les valeurs de vitesses de dégagement de CO. obtenues en modt
Floréal sont inférieures a celles obtenues en moat Sauvignac. En modt Floréal, le débit
maximal de dégagement de CO: est de 1,26 pour LSA3 avec 3% de bourbes ajoutées. A

nouveau, la valeur la plus faible correspond a LSA2 (1,04 g de CO2.L-1.h-1).

Consommation de sucre

La consommation du sucre dépend du niveau de bourbes ajoutées, de la levure
utilisée et de l'interaction entre ces deux parameétres (Tableau 3). Lorsque la quantité de
bourbes augmente, la consommation de sucre augmente (Figure 7). en modt Sauvignac,
la différence la plus importante correspond a LSA3 (49,93 g.L-! de sucre résiduel pour 1%
de bourbes et 11,83 g.L-' pour 3%). En modt Floréal, seules LSA1 et 3 avec 1% de
bourbes ajoutées présentent des valeurs supérieures a 5 g.L-' de sucre résiduel (6,69 et

18,06 g.L-! de sucre résiduel, respectivement).

Viabilité

Pour les trois souches, la viabilité augmente lorsque l'ajout de bourbes est plus
important (Tableau 3 ; Figure 8). Par exemple, en modt Sauvignac, pour LSA2, elle atteint
62,7% pour 1% de bourbes ajoutées et 88,30% pour 3% de bourbes ajoutées. Il est
important de noter que, pour LSA3 avec 1% de bourbes ajoutées, la viabilité est trés faible

(7,31%). En mo(t Floréal, la viabilité la plus faible correspond a LSA1 avec 1% de bourbes

ajoutées et elle est de 20%.
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Population cellulaire

La population cellulaire dépend du niveau d’ajout de bourbes et de la levure utilisée
(Tableau 3). En modt Sauvignac, LSA1 ne présente pas de différence significative entre
1% (144.106 cellules.mL-") et 3% (157.106 cellules.mL-') de bourbes ajoutées pour la
concentration cellulaire mesurée a 80% d’avancement de la fermentation. La plus faible
concentration cellulaire est obtenue avec LSA2 avec 1% de bourbes ajoutées et
correspond a 97,8.108 cellules.mL-" tandis qu’elle atteint 136.106 cellules.mL-! en ajoutant
plus de bourbes. Pour LSA3, la population cellulaire passe de 113.106 cellules.mL-" a
151.106 cellules.mL-" lorsque qu’une plus grande quantité de bourbes est ajoutée. En
modt Floréal, les trois souches de levures présentent une augmentation significative de la
concentration cellulaire lorsque plus de bourbes sont ajoutées. Pour LSA1, la population
passe de 115.106 cellules.mL-' a 137.106 cellules.mL-' en augmentant la quantité de
bourbes ajoutées. LSA2 est a nouveau la souche avec la population cellulaire la moins
importante avec 92,3.106 cellules.mL-' pour 1% de bourbes ajoutées et 124.106
cellules.mL-" pour 3% de bourbes ajoutées. Pour LSA3, la population cellulaire est de
110.1068 cellules.mL-" pour 1% de bourbes ajoutées et de 144.106 cellules.mL-! pour 3% de
bourbes ajoutées. Seule LSA1 présente une population significativement plus élevée en

modt Sauvignac par rapport au Floréal.

Consommation de I’azote

La consommation d’azote la plus importante en modt Sauvignac est observée
lorsque 3% de bourbes sont ajoutés au modt inoculé avec LSA3 et correspond a 211,79
mg.L-1 consommeés sur les 220 mg.L-! contenus initialement dans le modt de Sauvignac.
La totalité de I'azote ammoniacal est consommée par les trois souches utilisées pour les
deux niveaux de bourbes ajoutées. Pour LSA1 et 2, la consommation augmente aussi
lorsque le pourcentage de bourbes ajouté augmente (Tableau 3). Si la quantité de
bourbes ajoutées augmente, la consommation d’azote passe de 184,71 a 206,37 mg.L"
pour LSA1 et de 159,71 a 206,08 mg.L-' pour LSA2. Pour LSA3 avec 1% de bourbes
ajoutées, 193,77 mg.L-' d’azote sont consommeés. En modt Floréal, 'azote ammoniacal
est aussi complétement consommé mais il n’a pas encore été possible de quantifier la
consommation des acides aminés par les levures a cause d’'une panne de l'appareil de

mesure.
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Métabolites du métabolisme carboné central

La concentration finale en glycérol dépend seulement de la souche avec une
concentration plus faible pour LSA3 que pour LSA1 et 2 (Tableau 3 ; Figure 9) en moat
Sauvignac. En modt Floréal, il n'y a pas de différence significative pour la synthése de
glycérol.

En modt Sauvignac, la concentration en acétate en fin de fermentation dépend a la
fois de la levure utilisée et du volume de bourbes ajoutées (Tableau 3 ; Figure 9). Les
concentrations les plus importantes en acétate correspondent aux conditions LSA2 et
LSA3 avec 1% de bourbes ajoutées. La concentration la plus faible en acétate est de 0,29
g.L-" et correspond a LSA1 avec 3% de bourbes ajoutées. LSA1 présente une
concentration finale en acétate plus faible que LSA2 et 3. De méme pour les fermentations
réalisées en mout Floréal, LSA2 et 3 produisent une quantité plus importante d’acétate
que LSA1 et sa concentration finale dépend bien de la levure utilisée et de la
concentration en bourbes.

Pour le succinate, en moat Sauvignac, la concentration finale est liée au volume de
bourbes ajoutées (Tableau 3 ; Figure 9) et augmente lorsque le pourcentage de bourbes
ajoutées augmente. En modt Floréal, la concentration finale en acétate dépend de la
quantité de bourbes et de la souche de levure. LSA3 présente la concentration la plus

élevée et LSAZ la plus faible.

Aromes fermentaires

A I'exception du propanol qui est un marqueur métabolique important, les résultats

présentés ci-dessous sont des sommes de molécules regroupées par famille chimique.

Propanol
La concentration finale en propanol dépend uniquement de la souche de levure

utilisée et pas du niveau de bourbes ajoutées pour le moit Sauvignac. Les concentrations
les plus importantes sont obtenues pour LSA3 (Tableau 3 ; Figure 10). En moQt Floréal,
seule LSA1 ne présente pas de différence significative de la concentration en propanol en
fonction de la quantité de bourbes ajoutées. Pour LSA2 et 3, une diminution de la
synthése en propanol est observée lorsque la concentration en bourbes augmente. Pour
ce modt, il existe un effet de la quantité de bourbes ajoutées et de l'interaction entre le

niveau de bourbes et la souche de levure utilisée.
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Alcools supérieurs
La concentration finale en alcools supérieurs augmente avec le niveau de bourbes

ajoutées ; elle est également impactée par la levure utilisée (Tableau 3 ; Figure 10). En
modt Sauvignac, la concentration la plus élevée correspond a LSA1 avec 3% de bourbes
ajoutées et elle est de 46,9 mg.L-'. En moudt Floréal, LSA1 ne présente pas de différence
significative pour la synthése des alcools supérieurs tandis que LSA2 et 3 présentent une
augmentation lorsque la quantité de bourbes ajoutées augmente. La concentration la plus

importante correspond a LSA3 avec 3% de bourbes ajoutées et elle est de 82,8 mg.L-".

Acides
En mo0t Sauvignac, la concentration finale en acides dépend du niveau de bourbes

ajoutées, de la souche de levure utilisée et de linteraction entre ces deux parametres
(Tableau 3 ; Figure 10). La concentration augmente avec I'ajout de bourbes uniquement
pour LSA1, méme si une tendance a la hausse est aussi observée pour les deux autres
souches. La concentration la plus élevée correspond a LSA1 avec 3% de bourbes
ajoutées. En modt Floréal, 'augmentation de la quantité de bourbes permet une
augmentation de la synthése d’acides. L'effet de la souche utilisée est aussi important

puisque seule LSA2 présente une augmentation significative de la synthése d’acides.

Esters d'acétate
Pour le groupe des esters d’acétate, en molt Sauvignac, la concentration finale

dépend du niveau de bourbes ajoutées et de I'interaction entre le niveau de bourbes et la
levure utilisée (Tableau 3 ; Figure 10). Lorsque le pourcentage de bourbes ajoutées
augmente, les concentrations en esters d’acétates augmentent, principalement pour LSA3
qui est la seule pour laquelle la différence est significative. En modt Floréal, seule la

souche de levure a un effet sur la synthese des esters d’acétate.

Esters éthyliques
En modt Sauvignac, les concentrations finales en esters éthyliques dépendent du

niveau de bourbes ajoutées, de la levure utilisée et de l'interaction entre le niveau de
bourbes et la levure utilisée (Tableau 3 ; Figure 10). Lorsque le pourcentage de bourbes
utilisées augmente, la concentration finale en esters éthyliques augmente, sauf pour LSA3
pour laquelle moins d’esters éthyliques sont synthétisés au cours de la fermentation, ce
qui indique un effet important de l'interaction. En moQt Floréal, seuls le niveau de bourbes

ajoutées et la souche de levure utilisée ont un effet sur la concentration finale en esters
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éthyliques. Pour les fermentations réalisées en modt Floréal, LSA3 produit moins d’esters

éthyliques.
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A. Effets du niveau d’ajout de bourbes

Tout d’abord, en molt Sauvignac, pour les trois souches évaluées dans ce travail,
une présence d’azote résiduel est notée a la fin des fermentations a 1% de bourbes
ajoutées. Cette observation indique que I'ajustement du pourcentage de bourbes a une
valeur couramment utilisée dans la filiere cenologique ne permet pas de se placer dans
une situation ou le nutriment limitant est 'azote. Dans ces conditions, la fermentation est
languissante pour les souches LSA1 et LSA2, et bloquée pour LSA3 (49,9 g.L-! de sucre
résiduel final pour LSA3 avec 1% de bourbes ajoutées contre 8,5 et 8,6 g.L-' pour LSA1 et
2), a cause de viabilités faibles (entre 7,31 et 62,7% a 1% pour les 3 souches). En mo0t
Floréal, les fermentations sont languissantes pour les trois souches malgré des quantités
plus faibles de sucre résiduel (18,06 g.L-' pour LSA3 avec 1% de bourbes ajoutées, 6, 69
g.L-" pour LSA1 et 3,40 g.L-" pour LSA2). A nouveau, les viabilités sont plutét faibles (entre
20,0 et 54,8% a 1% de bourbes ajoutées). Cette situation semble liée a la faible teneur
des molts Sauvignac et Floréal en stérols (1,132 mg.L-" et 0,851 mg.L-'a 1% de bourbes
ajoutées, Tableau 2). En effet, méme si la quantité de stérols nécessaires pour achever la
fermentation varie en fonction de la souche de levure utilisée, cette valeur se situe
généralement entre 2 et 8 mg.L-' (Girardi Piva et al., 2022). Pour ces variétés de raisin, il
semble donc important d’apporter une attention particuliere a la valeur initiale du

pourcentage de bourbes pour avoir une fermentation compléte (sans sucre résiduel).

Dans un second temps, I'impact de I'ajout de bourbes sera détaillé. Tout d’abord, il
apparait que, lorsque la concentration en lipides dans le modt augmente grace a I'ajout
plus important de bourbes, la population cellulaire augmente, ce qui est cohérent avec la
meilleure assimilation de l'azote lorsque 3% de bourbes sont ajoutés. Ces résultats
confirment ceux de Casalta et al. (2013). Ochando et al. (2017) ont montré que
'augmentation de la concentration en stérols dans le milieu initial favorise la
consommation de l'azote tandis que Crépin et al. (2012) avaient déja observé une
augmentation de la population cellulaire lorsque la concentration initiale en azote est plus
élevée. L'augmentation de la vitesse maximale de dégagement de CO2 en modt

Sauvignac (Figure 6) correspond a cette augmentation de la population cellulaire..
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Pour les fermentations réalisées en modt Sauvignac, le temps nécessaire pour
atteindre 50 g.L-" de CO2 (qui correspond environ a la moitié de 'avancement de réaction)
diminue aussi lorsque la population augmente. Cette observation est tout a fait cohérente
avec le fait qu’au début du procédé, la vitesse de dégagement de CO:2 (et en particulier le
Vmax) est plus importante. Pour les fermentations réalisées en moat Floréal, les
différences de Vmax et pour atteindre 50 g.L-' de CO2 ne sont pas significatives alors que
la population augmente, 'activité spécifique des cellules de levures pourrait alors varier en

fonction d’autres paramétres qui restent a étudier.

Par contre, il est important de noter que la durée totale de fermentation et la
consommation de sucre ne sont pas corrélées a la population cellulaire comme c’est le
cas pour les fermentations dont 'azote est le nutriment limitant (Bell et Henschke, 2005)
mais plutot a la viabilité (Figure 4). En effet, pour LSA3 avec 1% de bourbes en moat
Sauvignac, la viabilité étant de 7,31%, il reste trop peu de levures viables a 80%
d’avancement de la fermentation pour que celle-ci puisse finir (consommation de la totalité
du sucre). Cette mortalité importante peut s’expliquer par les conditions de
fermentation particulierement difficiles. Tout d’abord, en absence d’oxygene, S. cerevisiae
ne peut pas synthétiser I'ergostérol et l'intégrer a sa membrane plasmique, ce qui
permettrait une meilleure résistance au stress causé par la concentration importante en
éthanol en fin de fermentation (Tesniére, 2019). En effet, les stérols ont pour réle principal
de réguler la fluidité de la membrane ainsi que sa perméabilité et son épaisseur. De plus,
a 1% de bourbes, la concentration en phytostérols n’est pas suffisante pour permettre leur
parfaite intégration dans la membrane et donc une bonne résistance a la toxicité due a
'éthanol. Girardi Piva et al. (2022) ont noté que, si la carence en stérols est trop
importante, la voie de synthése de 'ergostérol est initiée mais ne peut pas étre compléteée.
Cette situation provoque une accumulation dans la membrane plasmique de squaléne, un
précurseur de I'ergostérol avec pour conséquence une chute de la viabilité et une forte
augmentation du temps de fermentation (Girardi Piva et al., 2022). Pour les fermentations
en moQt Floréal, c’est LSA1 qui présente la viabilité la plus faible (20,0%), il est alors
possible de dire gu’il existe une interaction entre la souche de levure et le moQt utilisé.
Surprenamment, malgré la viabilité plus faible de LSA1 par rapport a LSA2 en moat
Floréal, LSA2 reste la souche avec la plus grande quantité de sucre résiduel. Cela pourrait
s’expliquer par une baisse plus importante de la viabilité de cette souche aprés la mesure
réalisée a 80% d’avancement, ou par une différence de vitalité des cellules. C’est-a-dire

que méme si le nombre de cellules viables est important, si I'activit¢ métabolique des
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cellules est faible, la fermentation pourra étre languissante ou bloquée. L’indice de vitalité

. . L Vitessedefermentation 9
peut-étre calculé par le rapport : Vitalite = - x 10
Nombredecellulesviables

En conditions de lipides limitants et d’anaérobiose, une hausse significative de la
production d’acétate est observée (Tableau 3 ; Figure 10). Cette synthése plus
importante est liée au fait qu’'une carence en stérols modifie le métabolisme de la levure
en stimulant la synthése de lipides, causant une accumulation d’acétate et de NADPH. En
effet, plus de pyruvate est dirigé vers la voie cytosolique de synthese d’acétyl-CoA dont
I'acétate est un intermédiaire (Figure 1 ; Girardi Piva et al., 2022).

Le déséquilibre entre les concentrations initiales d’azote et de lipides dans le mo(t (a
I'origine de la carence en lipides) peut aussi provoquer une conversion plus importante de
'a-cétoglutarate en glutamate puis en acides aminés et ainsi limiter la synthése du
succinate qui est le produit final du cycle de Krebs en conditions fermentaires (Figure 1 ;
Girardi Piva et al., 2022).

Enfin, il est aussi intéressant de remarquer que lorsque le niveau de bourbes
ajoutées est faible, les concentrations finales en alcool supérieurs, esters d’acétates,
acides et esters d’éthyles sont plus faibles (Figure 10). Cela pourrait s’expliquer par le fait
que l'acétyl-CoA est un intermédiaire de I'ensemble des voies de synthéses de ces
ardbmes fermentaires (Figure 2). En carence en lipides, cette molécule est principalement
convertie en acétate qui est excrété dans le milieu extracellulaire et est donc moins

disponible pour la synthése des arémes fermentaires.

B. Effets de la souche de levure utilisée

L'effet de [utilisation de différentes souches de levures sur les parameétres
fermentaires, les métabolites du métabolisme carboné central et la synthése d’arbme est
déja connu et exploité pour obtenir des vins avec un caractéere particulier. L'étude des trois
souches utilisées ici a pour objectif de mieux comprendre leurs comportements

fermentaires.
En effet, le choix de la souche de levure utilisée présente un impact important sur la

viabilité et la consommation du sucre initialement contenu dans le moat (Figure 7). En

moQt Sauvignac, LSA3 avec 1% de bourbes ajoutées présente une viabilité trés faible
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(7,31%) et une quantité de sucre résiduel tres élevée (49,93 g.L-') alors que pour ce
méme taux de bourbes, LSA1 et 2 présentent des viabilités nettement plus élevées (54,4
et 62,7%, respectivement) et des teneurs en sucre résiduel significativement réduites
(8,50 et 8,57 g.L-1, respectivement). Pour les deux modts utilisés, LSA2 est la souche qui

présente la meilleure viabilité et la plus faible quantité de sucre résiduel (Figure 7).

Pour les fermentations en modt Sauvignac, les variations de concentration finale en
glycérol sont uniquement dues a la souche de levure utilisée (Tableau 3 ; Figure 9). Le
glycérol permet a la levure de mieux résister au stress osmotique causé par la
concentration importante en sucre au début de la fermentation en jouant le r6le d’'osmolyte
(Taherzadeh et al., 2002). La synthése du glycérol au cours de la fermentation permet
aussi l'oxydation du NADH produit en excés au cours de la production de biomasse
(Seguinot, 2019). Il est aussi un intermédiaire de la voie de biosynthése des triglycérides
(Zheng et Zou, 2001) qui sont des constituants essentiels de la membrane cellulaire.
Ainsi, il semble que la synthése de glycérol soit liée a une viabilité plus élevée. Cela
pourrait expliquer pourquoi LSA3 est la souche produisant le moins de glycérol.

L'acétate final dépend aussi de la souche de levure utilisée (Tableau 3 ; Figure 9).
Cela montre que ces trois souches ne présentent pas une réponse identique face au
stress causé par la carence en lipide. LSA3 est la souche qui présente la plus forte
concentration en acétate et présente la plus forte mortalité en moat Sauvignac (Figures 8
et 9), ce qui est cohérent avec 'ACP (Figure 4). De fagon plus surprenante, en moat
Floréal, c’est LSA2 qui présente la concentration la plus élevée en acétate alors que la

viabilité la plus faible correspond a LSA1.

En mo0t Sauvignac, le propanol est un marqueur cellulaire de la concentration en
azote assimilable et dont la synthése ne dépend pas de la concentration en lipides dans le
modt (Figure 4 ; Tableau 3). Le fait que la production de ce composé ne dépende que de
la souche utilisée et pas du niveau de bourbes semble indiquer que 1/ la gestion de I'azote
varie en fonction de la souche utilisée et que 2/ la consommation plus importante d’azote
suite a la hausse du pourcentage de bourbes n’est pas suffisante pour induire une
augmentation significative de la synthése de propanol. En modt Floréal, la synthése de
propanol dépend de la quantité de bourbes ajoutées et de l'interaction entre le niveau de
bourbes et la souche utilisée, cela confirme aussi I'existence d’'une interaction entre la

souche et le modt utilisé.
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C. Effets de I'interaction entre le niveau d’ajout de bourbes et la
souche de levure utilisée

En plus de I'effet du niveau de bourbes et de celui de la levure, il peut exister une
interaction entre ces deux parametres. Cet effet est principalement visible au niveau de la
cinétique fermentaire et de la consommation de sucre. En effet, pour LSA3, la durée de
fermentation est divisée par deux lorsque le taux de bourbes passe de 1 a 3% alors que la
diminution de temps est beaucoup plus faible pour les deux autres souches. Cette
observation est également valable pour le sucre résiduel ; une différence beaucoup plus

importante est observée pour LSA3 lorsque le taux de bourbes passe de 1 a 3%.

L’ajout de bourbes provoque une augmentation significative de la synthése d’acides
uniquement pour LSA1 en mo(t Sauvignac, méme si une tendance a la hausse est aussi
observée pour les deux autres souches.

Une interaction est aussi observée pour les esters d’acétate puisque seule LSA3 en
modt Sauvignac est impactée par le changement du niveau de bourbes ajoutées.

Enfin, pour LSA1 et LSA2 en moat Sauvignac, 'augmentation du niveau de bourbes
augmente la concentration en esters éthyliques tandis qu’une baisse significative est

observée pour LSA3 (Figure 10).

Ces résultats confirment l'effet concerté des bourbes et des souches et donc

'importance de ne pas dissocier ces deux parametres.

D. Effets du mo0t de raisin utilisé

Des différences ont été observées sur les parametres mesurés en fonction du moat

utilisé : Sauvignac ou Floréal.
Par exemple, la durée totale de fermentation est plus faible en moQt Floréal et la

consommation de sucre plus importante mais la synthése d’arémes fermentaire dépend

du modt en fonction des familles chimiques.
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Conclusion

Ce stage a porté sur I'étude des effets de la variation de la quantité de bourbes
ajoutées en association avec trois souches de levures sélectionnées par I'entreprise
Lallemand. L'objectif était d’optimiser le potentiel fermentaire de chacune des deux
variétés de raisin. Les données collectées ont permis de confirmer le réle clé des bourbes
déja identifié dans les travaux précédents, a la fois sur la cinétique fermentaire mais aussi
sur les arbmes fermentaires. |l apparait que la viabilité des levures est le paramétre
déterminant puisqu’elle est directement corrélée avec la durée de fermentation et la teneur
finale en sucre. Sur modt de Sauvignac, il est possible de constater que la viabilité des
levures utilisées au cours de ce stage est particulierement faible, méme a 3% de bourbes
ajoutées. En particulier, la troisieme souche de levure (LSA3) présente une viabilité tres
faible lorsque la carence en lipides est importante (1% de bourbes ajoutées) et que le
mo0t issu de raisin Sauvignac est utilisé. La gestion de la turbidité semble donc étre un

parameétre majeur a contrdler pour cette nouvelle variété de raisin résistant.

Afin de compléter ce travail, il serait intéressant d’étudier les potentiels cenologiques
d’autres variétés résistantes ainsi que les comportements fermentaires d’autres souches
de levures avec différents niveaux d’ajouts de bourbes pour évaluer si la nutrition lipidique

est vraiment un enjeu clé dans la vinification de ces nouvelles variétés de raisin.
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Le potentiel cenologique des nouvelles variétés résistantes n’est pas encore
entierement connu. L'objectif de ce stage est donc de tester plusieurs itinéraires de
vinification pour deux variétés résistantes de raisin blanc (Sauvignac et Floréal). Les
données collectées au cours de ce stage montrent le rble clé des bourbes. En effet, |l
existe une corrélation positive entre l'ajout de bourbes, la viabilité, la durée de
fermentation et la synthése d’arébmes fermentaires. Néanmoins, la viabilité varie fortement
en fonction de la souche utilisée et il existe de fortes interactions entre les deux
parameétres évalués dans ce travail. Par la suite, il serait intéressant d’étudier des
stratégies de gestion nutritionnelles prenant en compte les comportements fermentaires
d’autre souches de levures avec d'autres niveaux de bourbes et d’autres variétés

résistantes.

Mots clés : Sauvignac, Floréal, fermentation, variété résistante, vin, turbidité, viabilité.

The oenological potential of the new resistant varieties is not fully known yet. The
objective of this internship is then to test several winemaking routes for two resistant
varieties of white grapes (Sauvignac and Floréal). The data collected during this
internship confirm the role of the grape solids already identified in the bibliography.
Indeed, there is a positive correlation between the addition of grape solids, the viability, the
duration of fermentation and the synthesis of fermentation aromas. Nevertheless, the
results obtained for the two musts show a low yeast viability (between 7.31% and 88.30%),
even for 3% of added grape solids. The choice of strain is then decisive, demonstrating
the interaction between these two parameters. Subsequently, it would be interesting to
study nutritional management strategies taking into account the fermentation behaviour of

other yeast strains with other levels of lees and other resistant varieties.

Key words : Sauvignac, Floréal, fermentation, resistant variety, wine, turbidity, viability



