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Caractérisation et sélectio

levures et bactéries pour
réalization de levain mixte avec
notamment
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Contexte

Développement de nouveaux outils a évaluer

Blo-protectlon Objectif: occuper le milieu (moQt) rapidement
pour les compétiteurs et éviter le
développement des organismes indésirables

*De plus en plus d’information sur levures Non-
Saccharomyces et ses avantages

* Au niveau du Bio-protection il y a peu information
scientifique (info commercial)

La réduction voire I'absence du SO2 pose néanmoins des
questions techniques aux vignerons :

-Gestion des fermentations et de I'élevage
-Maitrise des phénomenes d’oxydation
-Maitrise des déviations microbiennes
-Préservation de la typicité des vins

-Aptitude au vieillissement des vins
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Bioprotection

Parametres d’étude du projet

« Evaluation de I'impact d’outil de vinification
sans SO2 dont des préparations de type « bio
protection » a base de levures Sacch- et/ou
Non-Saccharomyces dans le but de vinifier des
vins sans SO2. »

Impact sur l'occupation de I'espace

microbiologique (levures + bactéries)
Impact sur l'oxydation des mo(its et des vins
Impact sur la fermentation alcoolique

Impact aromatique

Essais
Terrain

en

milieu
control

nouveau
outils/Analy
ses

rimentations

mes et terrains

Respect/Vin de Bordeaux sans SO2

Recherche sur le mode d’action et
I'efficacité de levures a activité
bioprotectrice

Evaluation de I'utilisation de phages pour
le contréle des bactéries indésirables
pendant I’élaboration des vins



Bioprotection

[ Chateau La Conseillante J [ Chateau Carbonnieux l Chéteau du Bourdieu ] R V' d b d soz
- — —— espect/Vin de bordeaux sans
CHATEAU
Cépage Merlot Sauvignon Blanc Sauv. Gris Merlot 20 17 LA CONSEILLANTE Arsunam
Sl > “Sulfitage Sgr/Hi -
A:, ,'::L‘::,:‘{:L VB sur -5gr/ML Primafiora VB avant -Sulfitage Sgr/HI -Sulfitage 3gr/MI Insitu Insitu
pressurage 1 .5ge/ML Primafiora vB 1X 4 -5gr/ML Primafiora VR
Modalités 2x - mout 2x : sur molt Vin rouge VIN BLANC
Zéro ot -2éro ajout sur modt
B -5gr/ML Zymaflore X5 avant Cépage Merlot Sauvignon Blanc
pressurage - Sulfitage Sg/hL )
A 8 Barriques 400 hi 8 Barriques (250L) 2Cuves ciment 60 HI 2 Cuves inox 110 HI IFV 1wy » 5 Zaroafout :?:2::%:;%::L5g/
4. ZymafloreEgide 2
Vin rouge VIN BLANC 5g/hL sur vendange
. Lévurage Excellence XR 15 gr/HL Zymaflora XS 20 gr/HI Zymat. X520g7/H1 Fermol Rouge & 15 gr/HI 15/09/17 €T 22/09/17 = Barriques o e
MicrovinificationISW | conses e — Vinfeation mgrel 225 ariques
- sulfitage Sg/hL ulftage s FA Excellence XR 15g/hL Zymaflore X5 20g/hL
- Sulfitage 2,5g/hL . . FML
Vin blam H A 4 Modalités 2x- é Pas sulfitage
a - zZéroajout ~Zéro ajout
Différentes Cépages : e e ot
) H : sur vendange
SEUVIEHOH Blanc SaUVIgnon/SaUVIgnon FA 21,30L 4,5hL
Sulfitage SgrHI Blanc/Merlots/Cabernet Franc FA 33 208/hL Zymafiore X5 208/hL
-5gr/HL Primaflora VB avant FML Vitilactic F1 1%
2 pressurage
-Zéro ajout 20 1 8
-Sgr/HL Zymaflore X5 avant ., .,
pressurage Modalité Modalité
Chateau Luchey Chateau La
A i A 1
S ans S O 2 avec S O 2 Chateau Du Bourdieu Chateau Luchey Halde FV ISVV Talde s ——
mini cuve de 4,51 Sauvignon Gris Sauvignon Blanc Merlot Merlot Merlot Merlot
" ) : - ) ] Modalités : en "
Modalités o duplicat essai en | Modalités : en duplicat essai en ... A Modalités on duplicat dupticat ossut on Modalités :en
arriques barriques P duplicata
“ajout Bio Protection Zymaflore | Date de récolte normale — I “LSAa5g/hlsur  |-ajout Bio Protection sur
Zymaflora X5 20gr/HI Bio P rotection Bio p rotection EGIDE_sur vendange (sg/hi) | "o0aité avee SO; (S¢/hL) du domaine maturité + 10 Jours surmaturité |- zéro ajout vendange 5g/hl
-ajout SO, (5g/hl) -Modalité sans SO, ajout Bio Protection 1 Zymaflore EGIDE sur vendanges (5g/hL) |- ajout S0, 5g/hl -zéro ajout -zéro ajout

Mout

vendange

~Modalité Bioprotection Zymaflore -Bioprotection Zymaflore Egide sur

“Sans S0, e ajout Bio Protection 2 Excellence nature sur vendanges. (5g/hl)| 1P 800 P -ajout S0, 5g/hl  |-ajout SO2 5g/hl
- Bioprotection Zymaflore Egide sur
vendanges (Sg/hL) +phages (un | g
cocktail de 3 phages virulents sera !
- Sans SO, ajouté 3 ~75% de Ia FA pour Zymaflore Egide &
A ~75%
Différentes Ensemencem remedies aux FML sous marc: | 8/ $0F vendanges
a icatas 7
souches de non précoce en __duplicatas )
- Bioprotection Lachancea
saccharomyces saccharomyces -ajout SO, (5g/hL) thermotolerans sur vendanges
(5g/hL)
(®p] 15g/hL pour la
modalité « LSA sur
X5 2 20g/hl X5 a 20g/hl F33 a 20g/hl F33 20g/hl vendanges»;es b oonce XR 2 15gr/HI

autres modalités

seront levurées avec
evurage
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| Microvinification ISV

Vin blanc

Organisation du projet ...

" -Sulfitage Sgr/HI
Y . . -SgrfHL Primaflora VB avant
Vinifications sur terrain 2x | pressrses
-Zéro ajout
-SgrfHL Zymaflore X5 avant
L pressurage

mini cuve de 4,5L

Zymaflora X5 20gr/HI
Chateau La Conseillante Chateau Carbonnieux Chateau du Bourdieu
Vin rouge Vin blanc Vin blanc Vin rouge
. Merlot Sauvignon Blanc Sauv. Gris Merlot
m [ . [ -Sulfitage 5gr/HI
-Sulfitage 3 gr/HI :
= gesg / -5gr/HL Primaflora VB avant -Sulfitage 5gr/HI -Sulfitage 3gr/HI
-5gr/HL Primaflora VB sur ) 1 Sgr/HL Primafl

> 5 o mout 5 o pressurage 1 < -5gr/HL Primaflora -o8r rimariora
o 210 ai -Zéro ajout x L VB sur modt X VR sur moGt
W - jout X
> X -LSA -5gr/HL Zymaflore X5 avant
f__'_) - = [ressurage
; 8 Barriques 400 hl 8 Barriques (250L) 2 Cuves ciment 60 2 Cuves inox 110 HI
L
= HI
o
= .
Zo Excellence XR 15 gr/HL Zymaflora X5 20 gr/H| Fermol Rouge a 15
& Zymaf. X5 20gr/Hl gr/Hl
- .

>
0 i
‘b
Z N
o N
2 od
o p—
S~




{@S Fermentations
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—BioProtection molt

——0ajouts
—5ulftage
——LSA X5

Domaine du Bourdieu Blanc

TAYV AM
BioProtection mo it 136 2.2
Sulfitage 134 24

Domaine du Bourdieu Rouge

TAY
BioProtection moit 13,2
Sulfitage 139

1120

1085 1100
1065 1080
glmS :glOGO
2 g
giI.C‘ZS 81040
1020
1005 1000
985 080
123456 7 8 91011121314151617 181920 1
Jours aprés lévurage
1120
1100 :\‘\
1080
N
£ 1060
7}
g 1040
(=]
1020
1000
980 +——— VT T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Jours apreés levurage

2

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Jours aprés lévurage

Chateau La Conseillante

Chateau Carbonnieux

1120
1100
1080
2 1060
£
& 1040
1020
1000
980
] 4 6 B 10
Jours aprés levurage

TAV rH AM

0 ajouts 13,54 338 2,1

BioProtection moiit 142 341 2.1

LBA XS 14,14 3.4 2,1

Sulfitage 14,13 3,36 2.3

Globalement nous ne
constatons pas de grande
variation des courbes de
fermentation entre les
différentes modalités.

TAY pH IPT
0 ajouts 149 3,58 26

BioProtection moiit 14,305 3,555 90,5
LSAXR 149 358 85
Sulfitage 1491 351 875 9




Analyse des colonies isolées sur LT ; PCR/ITS/Séquen¢age
échantillons encuvage

Rouge
1120 Chateau La Conseillante Encuvage aprés homog.
Jour + 2
1100 —Bio_Prot moat Début-FA
91080 ——0 ajouts Mi-FA
"5 1060 —Sulfitage Fin-FA ?ﬂ
%1040 | SA XR s
e
1020 142
1000 1
980
13 5 7 00stprkd 1dfurkhel® 21 23 25
30 u Aureobasidium Comme attendu, et en accords avec les données de

JO puggians séquencage, Metschnikowia et est présente dans la

25 'f;‘c’t’ge"’myces modalité « bioprotection » et occupe la niche, mais

Saccharomyces n’est pas retrouvée.
M Candida sp.
20 - (Nakazawaea
ishiwadae?, . o,
e doc?) H. uvarum est dominante dans la modalité
15 4 delbrueckii « sulfitée » et bioprotection « XR »
M Saccharomyces
cerevisiae
10 - M Hanseniaspora
uvarum
5 M Pichia anomala
W Metschnikowia
O T T T T

sp.
CLBMal CLOal CLSal CLXRal
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Analyse MiSeq ADNr 16S et 18S sur échantillons Jour+2

Chéateau La Conseillante

. Rouge
- BioProt
é080 mo(t Encuvage aprés homog.
= Jour + 2
(7]
= Début-FA e
o030 Mi-FA 3‘1
Fin-FA
" 1
980 7
i 1 3 5 JFoudshbrdd kSukAgho 21 23 25 2
m
=z
; 100% - M alternaria
Ll Apreés 2 jours de macération préfermentaire a froid, 90% ® Monilinia
=z . . , a . i
Py S. cerevisiae est présente, et méme dominante dans 80% u Kluyveromyces
> la modalité bioprotection « XR » ; la fermentation 70% 1 = Cryptococcus
(7p)] , . .y
L démarre plus vite (cf courbes densité) 60% -
=, o H Candida
o 50% -
% (o) 40% - M Pichia
B (?J 30% - m Aureobasidium
- % -
@ E 20% B Hanseniaspora
5 L 10% ~ uvarum
Z N 0% W Metschnikowia
o N o - T T T
8 f ,)3,“) '.»q,") "3,") "\3,") ® Saccharomyces
D N




An alyses Chlmlq ues ISVV-Débourbage (point 2)

35

Analyses chimiques, blanc 30

- 25
Le glutathion (GSH), marqueur de ['oxydation des 3 20
mo(ts et des vins a été analysé au débourbage et en ~=§:- 15
fin de fermentation pour les essais menés a I'lSVV et au 8 10
Chateau Carbonnieux. s i

T W W W
IBV IBM IS

IXS 10
Au débourbage, une grande quantité de glutathion est

perdue avec ou sans Bioprotection. La modalité

sulfitée présente des niveaux significativement plus 35
élevés en GSH par rapport aux autres modalités pour 30
les deux expérimentations. 25

ISVV-Fin FA (point 5)

En fin de fermentation, les teneurs élevées en GSH
pour les modalités Bioprotection semblent montrer le

15 T T
role positif de la Bioprotection vis a vis de la 10
conservation ou du relargage du GSH. T
.|
0 1 T T T T ;_\
IBV IBM IS IX5 10

Carbonnieux-fin FA (point 5)

12

10
% 8 Carbonnieux-Débourbage (point 2)
-g- 6 12
JTE B E AN

2 &

0 . . . E

CAO CAS CABM CAX5 é

o N R O G

j B s

Thiols volatils ; exemple ISVV
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4MsSP

_;_i‘:OO
=11] . .
£80 Analyses chimiques, blanc
o
2 60 Les thiols volatils, marqueurs de la typicité
= 40 - aromatique du Sauvignon blanc ont été dosés
§ en fin de fermentation pour les essais menés a
G 20 7 I'ISVV et au Chateau Carbonnieux.

0 -

IXS IBM IBV 10 IS
3SH o b . .
500 La modalité sulfitée présente des niveaux

significativement plus élevés en thiols volatils
par rapport aux autres modalités. Quelle que
soit |'expérimentation, les teneurs en thiols
volatils sont impactées de maniére identique
en absence de SO, et en présence ou non de
Bioprotection.

B
8

concentraion (ng/L)
- 8 8 8
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Dégustation

Des tests triangulaires ont été réalisés sur 2
dégustations afin de voir si I'on pouvait
distinguer les modalités entre elles.

Domaine du Bourdieu Blanc

Test triangulaires:

Modalités B/S, test significatif .

Chéteau Carbonnieux

Domaine du Bourdieu Rouge

Test triangulaires:
Modalités B/S, pas de différences significatives.

Au Domaine du Bourdieu les tests triangulaires
montrent des différences significatives entre la
modalité sulfitée et la modalité BioProtection pour le
vin Blanc.

Sur vin Rouge, nous ne trouvons pas de différences
significatives entre les deux modalités.

Au Chateau Carbonnieux, la
modalité  sulfitée étant trés
réduite, il est difficile de conclure
quant a la distinction des
échantillons a l'aveugle.
Concernant les profils
aromatiques, seuls les criteres «é
visuelle» et «é bouche» sont
significativement  différents, la
modalité «ée» étant mieux évaluée
pour la typicité visuelle alors
que la modalité sans sulfite
est mieux notée pour la typicité
bouche.

Amertume ¢

Typicité boucheb'

Chateau Carbonnieux

* %k

Typicité visuel
7 T

Volume ~ Typicité nez
i Réduction
=—BM
—
—~ '.Oxydation =S

X5

Caractéres du
Sauvignon

14
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Chéteau La Conseillante

Typicité bouche

Typicité nez

Oxydation

Chateau La Conseillante

Fruits frais

Fruit cuit

Réduction —0

Des différences significatives  sont
obtenues entre les modalités
Bioprotection et sulfitées, mais le nombre
de dégustateurs préférant I'une ou I'autre
des modalités est identique.

Aucune différence significative n'est mise
en évidence pour les criteres évalués
avec les profils.

15
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Résultats de la dégustation Commission technique Vignerons Bio Nouvelle-Aquitaine

Chéteau La Conseillante

—350z Pour le Chéiteau La Conseillante

Intensité colorants
Défaut nez/bouche__40—T—__Nuance/Evolution —_0 nous trouvons |'intensité aromatique
Qualité slobale bouche ~_A—re A VR ct [a qualité globale du nez plus
'd A ¥R élevée pour la modalité sulfitée.
Equilibre,."HarmmiEll.g:; , A=
[

Persistance/longueur [

. L~ P Iy

Ui A, Y . . g

Astringa'lce\‘:a,‘ ) \{» A ,.#Ml:l;ualih! globale du nez Domaine du Bourdieu
- i - - ! o

-

Structure — ———hcidité

Gras/Voluma BM

Au Domaine du Bourdieu la modalité
Bioprotection présente des résultats
plus élevés pour l'intensité colorante,
l'intensité  aromatique, la  qualité
globale du nez et I'acidité.

Gr:'Voume
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-L'implantation préparation précoce de Bioprotection (rouge) modifie les équilibres
microbiens.

-On note un effet significatif de la Bioprotection sur les niveaux de populations en
bactéries acétiques a I'encuvage et début de FA

-Un effet significatif sur les populations non sacharomyces en début de FA en rouge,
supérieur a I'effet du SO,

-Une bonne occupation de 'espace des différentes Bioprotection en début de FA

-L'effet sur Brettanomyces est, lui, a confirmer méme si certains résultats semblent
favorables a |'utilisation précoce de LSA et a la Bioprotection

-Une mauvaise implantation de S. cerevisiae utilisée au levurage en rouge pour la
modalité Bioprotection (compétition avec la LSA de Primaflora VR)

-Pas de grande différence au niveau de la dégustation entre les différentes modalités.

-un tres bon comportement de toutes les modalités (notamment la
modalité sans aucun ajout), que ce soit d’'un point de vue de la cinétique
de fermentation, des analyses chimiques, des controles d’implantation et
de la dégustation.

-absence de sulfitage se traduit par une perte du potentiel antioxydant
et de potentiel aromatique, qui n’est pas compensée par l'utilisation de
Bioprotection sous la forme de levures non-Saccharomyces ou

Saccharomyces.
17
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