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Les levures et bactéries
de fermentation : Sont-
elles différentes en bio ?
Comment est-il possible
de mieux les utiliser ?

Patrick LUCAS ISVV
Stéphane BECQUET
Vignerons Bio Nouvelle
Aquitaine
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Projets de microbiologie en Nouvelle Aquitaine
SVBNA - ISVV - IFV

N
CASDAR Levains Bio
;””’”“‘ Bretetso: / _
i i Bioprotection Pieds de cuve malo
2016/2017 2017/2020

2012 2016 2020

Résultats scientifiques

] . - Biodiversité « Outils microbiologiques et
 Biodiversite des especes Brettanomyces physiques de stabilisation
ferm,er)talres (levures et + Biodiversité en - Biodiversité des lies de
bacteries) bioprotection FML

Transfert, applications

- Pieds de cuve et . Test de détection Brett * Pieds de cuve de malo

fermentation indigene _ _ .
R « Evaluation des produits + Alternatives au SO,
+ Sélection de souches de bioprotection



Projets de microbiologie en Nouvelle Aquitaine
SVBNA - ISVV - IFV

Projets abordés ici

CASDAR Levains Bio
2012/2015

e T N7 )
2016/2017

2016

2012 2020 2

Résultats scientifiques

- . - Biodiversité « Outils microbiologiques et
 Biodiversite des especes Brettanomyces physiques de stabilisation
ferm,er)talres (levures et + Biodiversité en Biodiversité des lies de

bacteries) bioprotection FML

Transfert, applications

« Pieds de cuve et - Test de détection Brett EEEENeCREVIEREENE] (o)
fermentation indigene

« Evaluation des produits -« Alternatives au SO,

« Sélection de souches de bioprotection
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Résultats scientifiques : biodiversité des levures et
bactéries en bio & conventionnel

Depuis 2010, de nouvelles méthodes d’analyse microbiologique
(génomique, métabarcoding, métagénomique)

Au vignoble Au cours des fermentations
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Au vignoble, biodiversité différente (plus faible ?) en bio

Impact négatif des Cu et S

Grangeteau et al., 2017
Martins et al., 2014

Certaines especes et souches de
levures plus sensibles

Projet CASDAR (Borlin, 2014)
Grangeteau et al, 2017

Comitini & Ciaini, 2008

+ Cordeso-Bueso et al, 2011

Whittle et al, 2017

Saccharomyces cerevisiae
Candida apicola

Candida Sorbosa
Hanseniaspora guilliermondii
Lachancea thermotolerans
M. pulcherrima

Rhodotorula mucilaginosa
Torulaspora delbrueckii
Wickerhanomyces anomalus



Levures
du chai

Retour au vignoble
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Projet CASDAR (Bérlin, 2014)




Biodiversité des especes présentes au cours des
fermentations

Levures

Saccharomyces cerevisiae
Hanseniaspora uvarum
Torulaspora delbrueckii
Candida zemplinina

Bactéries lactiques
Oenococcus oeni

b Diversité des souches

Dans différents chateaux

A différents millésimes
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Projet CASDAR
Projet EU H2020
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Saccharomyces cerevisiae

Echantillonnage
26 exploitations

Plus de 600 souches
analysées

LIBOURNAIS
1-Chateau les Minauder:
2-Chéteau Moulin de lag
3-Lycée Montagne
4-Chateau Bellevue
5-Chateau Dubourg
6-Chateau Franc Boudron
7-Chéteau Lateyron
8-Chéteau Brandeau
9-Chateaux des Rochers
10-Chéteau Franc la fleur
11-Clos Puy Arnaud
12-Chateau Beynat

Lesst-Garonss

19-Chateau Richard

ENTRE DEUX MERS
13-Chéateau Du bourdieu

MEDOC
14-Closerie des Moussis

GRAVES
15-Chéteau Baulos Charmes
16-Chateau Bichon Cassignol
17-Chateau Climents
18-Chéteau Guiraud



=
o
<
>
oJ
L
Z
®
>
%
L
=
=
=
s
O
L
l_
%)
L
N
=
o
=
=)
2

o™
o
~
=5
Ll
T
o~
o~
o3
~

Saccharomyces cerevisiae

Souches de
. raisins

Diversité génétique

Tres grande diversité
de souches (>10,000)

Souches de

1. Cellar strains cluster

moduts en
fermentation

2. Grape strains clusters

3. Mix cluster
mmmlp- Grape strains in cellar cluster
wess Cellar strains in grape clusters
mmmp- Grape & cellar strains from E1

‘diverses origines e

Pas de souches spécifiques d’appellation ou de chateau
Pas de souches spécifiques en bio ou conventionnel

Mais persistance de souches dans les chateaux sur 2-3 millésimes
successifs
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Torulaspora delbrueckii

Echantillonnage

Diversité
génétique

Souches technologiques

Bruvo distance

Souches
environnementales

Souches de vin

Des souches spécifiques dans
certains types de produits

Pas de souches spécifique, ni
dans les chateaux ou
appellations

Albertin et al. 2014



Oenococcus oeni

Echantillonnage : FML

9 cidres

N, -
o =l
S Se= 4
AT —

5 régions ' Y T
___________ y / 70 vins

* 74 exploitations 8 Vinsh 142 souches
* 235 vins et cidres ‘g
* 3000 bactéries g0 vins '

200 souches

_________ 36 vins
134 souches
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Leuconostoc mesenteroides cremoris T
: 18
16.82 " an: mesenlerides ! ATCC_8293
o 1481 Kitah. v OSM_17330
B B
Oenococcus NRIG 0647
D

1C_0647
C UBOCC-A=315002
1 UBOCC-A-315005
UBOCC-A-315004
UBOCC-A-315001
'UBOCC-A-315003
RBO_1395

oeni _|
1342

2
3
g
2
o

a1pio

* Pas de souches spécifiques des régions

* Ni d’exploitation

* Nide chateaux en bio ou conventionnel

19)snjo sutess Apunbing

* Mais des souches adaptées a des types de vins

* Et des souches persistant dans les exploitations
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Résultats scientifiques : conclusions

Impact des pratiques en bio

Pas de souches spécifiques en bio

Pas de souches de terroir

Des souches peuvent persister
dans les exploitations



Transfert et applications

Pieds de cuve de FA
Pieds de cuve (et lies) de FML

Sélection de souches
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Les pieds de cuve de FA

Fermentation indigéne et pied de cuve

Résultats du Projet Casdar « Levains Bio » La revue des cenologues
2016. n°161

Emmanuel Vinsonneau', Marie-Charlotte Colosio®, Morvan Coarer?, Philippe Cottereau®, Marina Bely* ,Isabelle Masneuf®,
!:_é_c?l_e_!li_ot-s_erﬁer‘_', Jl_JI i_e Hal_lpe!.l‘, Am_é-lie Vallet-Courbin®, Stéphane Becquets, Valérie Pladeau”

Mise au point des conditions

' - tilisati PDC
optimales de production des PDC Utilisation des

=
om
=
= B Figure 1: Incidence de la température la qualité de FA du B Figure 2: Cinétiques de fermentation relatives aux modes
£ PDC. Suivi densite des pieds de cuve. Essai 4, Merlot 2013. d’ensemencement. Essai 3 vin blanc Sauvignon 2013,
& 1090
% E 1080 & £ 1090 - —4— Modalité 1: Levures indigénes
= o
(&) o 5 10804+ —fr— Modalité 3:18-24°C O,-
- 1070 [=] &0
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Les pieds de cuve de FA

Recommandations pour la
réalisation des PDC

B Encadre 2: Recommandations pour la realisation d'un pied de
cuve « optimise ».

Choix de la vendange et realisation du PDC:

— prelever du raisin 6-7 jours avant la date de vendange;

- raisins a maturite, pas trop acides et de qualite indiscutable ;

-3 % du volume total de la/des cuve (s) a ensemencer (150 kg permettent
d'ensemencer environ 5 hl) ;

— faireau moins 2 pieds par cuve ou pour un ensemble de cuves (differents
cepages ou differentes provenances);

- maitrise de I'hygiene;
— retenir de preference les premiers lots de vendange recoltes, la pression
microbienne etant moins forte dans les locaux et sur le matenel cenologique;

- pressurage sans debourbage et realisation d'un PDC en phase liquide;

— un sulfitage de 2 a 3 g/hl permet une meilleure maitrise des micro-orga-
nismes et favonise le developpement de 5. cerevisiae;

— pour la réalisation de la FA du PDC choisir un contenant adapte en volume
et prévoir inertage avant depart FA.

Fermentation du pied de cuve:

- maintenir une tempeérature elevée: entre 2025 °C;

- possibilite apport d'azote si mouts carences: < 150 mg/L d'azote assi-
milable (DAF):

— aeration par remontage en debut de FA;

- suivi de densite/temperature 1 fois par jour;

- degustation reguliere du PDC et surtout avant utilisation + analyse (AV);
— apres une phase de latence, la fermentation du PDC doit étre rapide (-10
a -15 points/).).

Utilisation du pied de cuve:

- incorporation entre 1050 et 1020 (75 % FA);

- attention au delta de tempeérature entre le PDC et le mout a ensemencer.



Fiche « Réalisation d’un PDC de FA » disponible sur le site web SVBNA

Réalisation d'un Pied de cuve

Mini PDC (optionnel)

s avant jes vendanges des pe!

quantités de raisin

biln6 o assembler ceux qui fermentent ¢
* Lo FOC peut éue ralongé jus de raisin Bio s la date de ven. Choix de la vendange
co cas I, réincorporer du modn fra

Un pied de cuve direct est préférable & la réalisation de mini PDC

ossibilité de sélection car o
des ongines aifferentes
St el o P ol omacne

celle, cépage naturité, pas trop
ement et sans  Les parcelles proches ou chal peuvent &tre privil
't““rm tlovée de trouver Saccharomyces ¢

e,

siae sur

ype boutsilles en vere/bidans

31 de la/des cuvels) & ensemencer : 150kg
permettent d'ensemencer environ SOhL

* Il est recommandé de faire au moins 2 pieds de cuve différents
en cas de problémes sur ['un des deux ou o utiliser éventueli
ment e protocole de Mini Pied de Cuve.

os besoins
Volume mini PDC =3% Volume PDC Pied de cuve
Volume PDC = 3% x Volume  ensemencer
Ex: 2L parmertent d'ensemencer 66L (3%) de POC et une cuve

i

« Pressurage sans débourbage. Les pie
sont plus faciles & gérer (temps, place...)

L g PDC &t une cuve de vinifi willeure marri

© Un sulfitage & 3g/hL perm

des micro-

rganismes et favorise le Géveloppement de Saccharomyces cerevi-

sise
« Sl ne perd pas 20 0w 30 points de densité au bout de 34 jours
Fermentation du Pied de cuve aprés départ en fermentation, renoncer & Iutlser

© Maintens
autour de
+ Possibiine appon d'ax

température slevée
*C

18 8i 1

< 150 mg/L d'azote as

imilable. Procéder 3 un o

ut de DAP dés une chute e -30 points de densi-

* Suivi de e & température 1x par jour.
. mgumw\ vagunm du POC
« En cas de fermentation o rapice ou de décalage des

4 de vendange le PDC peut
wer du modn frais 3

1 de jus de raisin Bio frais piua

g
auteur de 173 du volume total du PDC maximum

— <9 ( ﬂ/)

0 piine fementaton densité supérieurs 1020
* La dégustation ne présente pas de o o défauts majeurs (pigire acetique, s ensemenc
u &'scicité volavie)
+ll o1t posible de < mpkéter |a dégustation par une mesure de ['acidité volatike
densite: ksl 3 1040,

que de ralentir I fermentation

l‘rlﬂ\- fermentation de 1a 1ére cuve ensemer

nce de mic Apmnion cependant
e pout-dme ripiths su masimum

seulement du

. amnnon 3 ceque
oit pas vop importante

ter du jus

que 1a fermentation est

a Sffrence de température entre b cuve & ensemencer ot e Pied
maximum 5 *C. Si cente différence
semencer dans le PDC petit 3 petit &n vérifia
UIOUTS ative avant de continuer 3 réincorparer du jus.

Alternative premiers essais en indigéne

ncore le maténel et lorganisation au chai et & la vigne

Pour les personnes qui débutent futiisabon en fermentation indigéns
pour préparer les pieds o
1l €st toujours possible de tirer du jus sur s premisre cuve rent

#tre utilisé en tant que « pied de Cuve », QI Peut &

qui n'ont pas

b3

ee 3prés homogenéisation &1 svant levurage par une LSA Ce jus peut ensu

r & ensemencer les cuves sulvantes en levures indigenes.
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Sélection de souches de FA

Méthode

H;ﬁ’l‘ Dans un chateau :

E E - Analyse de diversité
I; Iil

- Isolement de souches

L0 wesgng]
S0 wesagng)

Z LT wiesgng

T wesgng
1 wesana

Présélection en Mot synthétique

ISV - Cinétique Fermentaire
- Analyse chimique

Sélection en Modt naturel

- Cinétique Fermentaire

- Analyse chimique

- Test H2S pour levures

- Test amines biogénes pour bactéries

Production de créme pour tester la souche
en cuve a l'lFV

Production de creme pour tester la souche
a la propriété

Chéateaux
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Sélection de souches de FA

Essais de souches de S. cerevisiae sélectionnées
et produites en creme

Torulaspora delbrueckii
- Performances fermentaires

inférieures a S. cerevisiae

+ Essais de mix S. cerevisiae + T. delbrueckii

- Pas de production d’AV, H,S
—> Application intéressante pour la
production de vins liguoreux

Résultats

Intensité ardbme

Note Globale*,,_,lz*m”' """'-——-,,,_,*Fruité

Note Florale
AN

Bonne implantation des souches testées

. Note Végétale

Bonnes cinétiques de FA

“'r -—'} Note Epicée
i
|

Bonnes appréciations a la dégustation

[
Longueur

\ \ :A\\ / Qualité globale du nez
Comportement comparable a celui de LSA s A
Qualité des Tani\n\:;\/'L ~_ h ﬁé » .w -

Astringencé gtru cture

souche BE 15+torula
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Souche BE

e | SA



Que choisir ? LSA ou souche sélectionnée (produite en creme) ?

Avantages Inconvénients
- Facilité d’utilisation - Quantité minimale de production élevée
LSA - Bonne conservation et - Temps de conservation en Bio limité 1 an
stabilité - Ajout d’un intrant exogene lors de la
- Maitrise de la FA production
- Colt élevé
% - Utilisation d’une levure - Temps de conservation limité (environ 3
E déja potentiellement semaines)
= Cremeou | ,rgsente dans le mo(it - Temps de mise en ceuvre long (utilisation d’un
E Liquide - Maitrise du lancement et PDC pour diminution des couts de production
>
% du déroulement de la FA de la creme en grands volumes)
3 - Production a renouveler chague année
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Sélection de souches de FA

Fiche « Protocole de sélection » disponible sur le site web SVBNA

Sélection de Levures indigénes

*Evaluation des capacités fermentaires des souches sélectionnées et comparaison de leur bilan physico-chimique
(acidité volatile, rendement)

SVBA eSur les souches les plus performantes, évaluer la production de certains composés indésirables (Caractére Phénol
e oA off flavor, Killer, production d’H,S)

eL'ensemble des tests doivent étre réalisés par comparaison avec une souche utilisée au domaine (LSA ou souche
deja sélectionnée)

*Conservation de la/les souche(s) sélectionnée(s) en vue d'une utilisation ultérieure (conservation en collection au
laboratoire ou Centre de Ressources Biologiques)

Le recours a la fermentation indigéne est de plus en plus
fréquent et devient pour certains  professionnels, un argu-
ment de vente. Cependant malgre cette volonte de vinifier 3
V'aide de levures indigénes, aucun risque quant au bon dé-

roulement des fermentations n’est envisageable. Cette étape de micro-vinification est impérative avant de tester les souches sélectionnées sur un volume plus
important au labo/chai
La sélection de levures indigénes nécessite La solution qui s'offre a eux est la sélection des levures sur 1l est possible que la sélection soit stoppée & cette étape si aucune des souches sélectionnées n’est satisfaisante
3u moins deux millésimes entre la sélection et leur domaine.
garantit pas forcément I'obtention d’une souche dans son chai’moit pour les utiliser comme levain
possédant des caractéristiques fermentaires -Cette sélection permet de maitriser et d’ assurer
satisfaisantes une fermentation alcoolique compléte. eTester les souches sélectionnées en micro-vinification au laboratoire/propriété sur le modt de la propriété en petit

volume (une dizaine de litres) :
-Evaluer la cinétique fermentaire et analyser le bilan chimique
-Réaliser un contréle I'implantation de la souche inoculée au cours de la fermentation (densité 1020)
-Déguster pour vérifier I'absence de défauts organoleptiques
Si la propriété souhaite utiliser la souche sur plusieurs cépages cultivés il est préférable de tester la souche sélec-
tionnée sur chacun.
eComparer la/les souche(s) sélectionnée(s) avec les pratiques habituelles du chai (LSA par exemple)

- Msitrise quantitative et qualitative - Coiit
- esouche pure garantie »

- Mise en ceuvre rapide mple

- Pas d'achat - Mise en ceuvre lourde eElimination des souches les moins performantes ou produisant des défauts
- Diversite de souches - Population microbienne inconnue *Nouvelle campagne de sélection: La répétition des différentes moda-
- Typicité - Possibilité de levures inutiles ou néfastes srechercher d'autres souches dominantes potentielles candidates lités est indispensable pour obtenir
- Succés aléatoire * savoir si les souches sélectionnées sont retrouvées d'un millésime & Iautre des résultats pertinents
- Pas d'achat - Mise en ceuvre lourde
- Diversité de souches - Population native inconnue . e
T Possibilité de | #Si cela n'a pas été fait, réaliser les essais en petits volumes au chai
- Typicité - Possibilité de levures inutiles ou néfastes

*Possibilité de poursuivre les prélévements soit pour la sélection, soit pour
I'étude de la diversité de S. ceravisiae.

- Maitrise du démarrage de la fermen- | - Sélection difficile et aléatoire Si la souche s_e\ecuonnee et testée a la propriété en année N+W est satisfai
sante, des essais au niveau de la cuve sont envisageables en année N+2

*Pour chaque essai il est impératif de s'assurer de la bonne implantation des
souches

- Risque d'amrét de fermentation

tation alcoolique - Précaution pour éviter contamination
-Meilleur controle des levains -Souches | - Coateux
potentiellement déja présentes

En etat actuel des connaissances _

La sélection peut se faire partir de prélévement de raisin ou techniques et des outils disponibles PE—— o N e de prod fevs
el 5 o Ny ~Facilité d'utilisati Quanti cti
b moics. Gapanddent elle 5o fait pkis soiivent au chaf cof ) i pour la fabrication, la production acilité d'utilisation uantits minimale de production dlevée
% o ohis Ssvc bl sa diiad e -Identification et différenciation des souches I Ia plus déli i LSA -Bonne conservation et stabi-
e milieu est plus favorable au développement de Saccha- ¢ i o fes fevures isolées par des mé- reste I'étape la plus délicate & mettre e “Ajout d'un intrant exogéne lors d la produc-
romyces cerevisize. ronpir il ot & % en ceuvre et peut se révéler oné- -Maitrice de Ia fermentation tion
A & thodes de biologie moléculaire (Electrophorése en alcoolique
La sélection au chai doit se faire surdes cuves dont la fer-  , © 0 o ToRe Tl T T e de mar- reuse q
mentation se fait en indigéne. Il ne sert 3 rien de sélection- queurs Microsatellites) _Utilisation d'une levure déja | -Colt éleve.
ner des LSA Créme potentisllement présente -Temps de consenvation limité (environ 3se-
. dans le modt maines)
lé B lusion e m 3 ortion de i- -
Prélévements au chai: Conclusion sur le nombre et la proportion de La production de levain peut se faire | ou L “Maitrise du lancement et du | -Temps de mise en ceuvre plus long (utilisation
-Sélection des cuves a différents moments de la campagne chaque souche de S. cerevisiae présente dans une sous forme de levures séches actives quide déroulemant de | fermenta- d“un PDC pour diminution des couts de pro-
nification ( i llésin t che cuv . . ) tion alcoolique duction de la créme en gros volumes
de vinification (début/miliewx/fin de millésime) et choix des cuve ou d'une culture liquide concentrée q Cpiction de la crome = gree ol amge
. cuves retenues une fois les FA achevées (cinétiques, faible il

) -Comparaison des cuves entre elles et sélection des de leure (appelee creme
souches les plus représentées pour les
de la fermentation, densité

-Le prélévement se réalise au

supérieure a 1020 pour le dénombrement et I'isolement des -Il est impératif de vérifier I'absence de souches com- “Ce document a été rédigé dans le cadre du projet LEVAINSBIO, AAP Casdar N®1220 avec le soutien financier du Ministére de I'Agriculture, de 'Agroalimen-
evures sur milieux nutritifs geloses merciales, précédemment utilisées au domaine, par- 1aire et de la Forét. Ce document est, en partie, basé sur des résultats issus de travaux de I'IFV, I'SVV, le SVBA, I'ITAB, Microflora.

mi les souches sélectionnees.
-Le prélévement se réslise au % de la fermentation, densité Pour tout renseignement Stephane BECQUET SVBA et ITAB

supérieure 3 1020 pour le dénombrement et isolement des
levures sur milieux nutritifs gélosés

Tel : 06 32 68 88 80 Mail : conseil@vigneronsbio-aquitaine.org
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Les pieds de cuve de FML

Conservation des lies
de FML

(! Changement des
souches majoritaires)

2
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Fiche « Réalisation d’un PDC de FML » disponible sur le site web SVBNA

Protocole de conservation de lies pour une utilisation

comme pied de cuve FML.

de préparer un pied de cuve FML en année Ne 1

0 g

ahisée dans e b

cer les cuves aprés Ia FA pour permetire de déclencher rapidement

s FML. Une ino

oins deux lots Gifférents de lies post FML non sulfitées

Température de stockage :
11 @5t préférable de conserver les et & une Température pr

yant effectués
pas de o

U. Choisissez des lies de

. rver au frigo (4 - 6 °C) J
notamment B. bruxellensis). Remplissez les bidons su maximum

minimiser le volume d'air en contact avec les lies. Durant les premires " = \ )
26Maines de CONSENATON Ne Pas o/
Durée de conservation

Les s peuvent dtre conservées jusqus 1 capacité fermentaire dépend de Ia populstion de bactéries lactiques (BL) de Fesp

présente A (a fin de 1a péricde de conservation. Elle dépend aussi de 1a capacité fermentaire Ges souches

ntenues cans les bes. Il est o

pensable de realiser des analyses MICrODIOOGAUEs POUr dvaluer 1 POPULALON Ge BL ot ¥ assurer de 1a Quakite santarres des lies avant ushsaton

Controles microbiologiques a effectuer

s analyses 50Nt  rétérer avant utilisation des fes. Réali-

ser les prélévements 15 j avant la date o utiisation

Aveaux de populanons

analyse de Ia Giversi

oeni. Les résultan 18 des souches
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Iéchantiion, et 4 semaines pour obten les résultats
d cat o
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gvement de 10 mL pour réaliser un o

de 13 présence de Brettanomyces bruxelles

Ensemencement de volumes impor-
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Utiliser les levures pour
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Fermentation alcoolique
Comment bien mener une FA
sans levures exogénes

o ou piiercte tpe.

Article Union

2014

Article pour Aquitaine
Développement Innovation
2014

= z

Article in VITI

Girondine Mai

Obtenir un levain
‘" maison " de qualité

w2 dbvalospument cretssant 6 13 pratiue des lrantations 1301
'.-.....M_m.u sty o echerche urmssentcoenoe conin
B0 reatear uh v - maison - 06 QUaVAL.

Juin/Juillet 2013

Article in Réussir Vigne
Avril 2013



¥

JOURNEES
TECHNIQUES

Vigne:Vin
BIO

P

v e
I‘;
y

Les levures et bactéries de fermentat‘i‘t‘é)rﬂ : Sont-elles différentes en bio ?
Comment est-il possible de mieux les utiliser ?



