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Role des acides
organiques en cenologie

Les acides organiques sont un
constituant majeur de I'équilibre
d’un vin. lls définissent ses pro-
priétés organoleptiques, en par-
ticulier la perception d’acidité,
mais ils affectent également son
apparence, et sa stabilité chimique
et microbienne (Waterhouse et
al., 2016). Six acides organiques
contribuent a plus de 95 % des
acides totaux du vin (tableau 1).
Présents dans le raisin, ils peuvent
étre produits par le métabo-
lisme microbien et leurs teneurs
peuvent étre modulées par les
pratiques cenologiques. Les vins
issus de climats frais sont généra-
lement caractérisés par une acidité
importante; quand elle est exces-
sive, ces vins peuvent bénéficier
d'une désacidification partielle
pour rétablir I'équilibre gustatif.
En revanche, les raisins issus
des climats chauds présentent
souvent une acidité insuffisante,
nécessitant donc une acidification
lors de la vinification.

L'acidification des vins

L'acidification des vins est le plus
souvent effectuée par I'ajout
d'acide tartrique, possible a
tout moment de la vinification.
Lutilisation d'autres acides or-
ganiques (ex.: I'acide malique,
citrique et lactique) est également
permise par I'OlV, mais ces der-
niers sont moins fréquemment
utilisés. Lacide tartrique n’est
pas métabolisé lors de la vini-
fication; cependant, il peut étre

partiellement éliminé par préci-
pitation. Cela impose des co(ts
supplémentaires, qui sont loin
d’étre négligeables. La néces-
sité d'acidifier les vins augmente
dans le contexte du changement
climatique. Paradoxalement, les
consommateurs (de plus en plus
attentifs a la « naturalité » des
denrées alimentaires) et les pro-
ducteurs plébiscitent des vins
contenant moins d'intrants ayant
une connotation « chimique ». Les
méthodes alternatives pour cor-
riger I'acidité des vins sont donc
recherchées, et la bioacidification
(c'est-a-dire I'acidification biolo-
gique) par I'utilisation de microor-
ganismes représente une pratique
particulierement prometteuse. La
levure Lachancea thermotolerans
est I'un des microorganismes les
plus acidifiants naturellement
retrouvés au sein des commu-
nautés du raisin au vin.

Bioacidification par
Lachancea thermotolerans

Anciennement appelé Kluyvero-
myces thermotolerans, L. ther-
motolerans est une levure faisant
partie de la flore indigéne du
raisin (Jolly et al., 2014). Elle est
capable de réaliser |la fermentation
alcoolique (FA), mais, en condi-
tions cenologiques, elle ne peut
cependant pas la mener jusqu'a sa
fin et résiste en moyenne jusqu’'a
9 % vol. d'alcool en culture pure
(Hranilovic et al., 2018). Cette
espece présente un caractére
extrémement rare chez les le-
vures: la capacité de produire de
I'acide lactique lors de la FA. En

HTableau 1: Propriétés principales des six acides majeurs en cenolo-
gie, incluant leur structure, leur pKa (un pKa plus faible indique un acide
plus fort), leurs concentrations moyennes dans les vins issus de rai-
sins sains et leur principale origine (adapté de Waterhouse et al., 2016).
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cenologie, la production du lactate est plutot I'apanage des bactéries
lactiques, responsables de la fermentation malolactique (FML). Mais
contrairement a la FML, le substrat pour la production de I'acide lac-
tique par L. thermotolerans n’est pas |'acide malique, mais les sucres
du mo(it (figure 1). La transformation d’une partie des sucres en lactate
au lieu de I'éthanol est donc associée d'une part a une diminution de
pH/I'augmentation de I'acidité totale (AT), et d'autre part a la réduc-
tion de la teneur éthanol/sucres des vins (Hranilovic et al., 2018). Le
faible rendement d’'éthanol représente donc un autre atout de cette
espece, car les raisins peu acides sont souvent trop riches en sucres,
donnant des vins plus alcoolisés. Bien qu’appartenant a la méme es-
pece, les souches de L. thermotolerans présentent des caractéristiques
cenologiques extrémement variables, dont la capacité de bioacidifi-
cation. Lobjectif de nos travaux était donc de sélectionner la souche
la plus adaptée pour répondre aux enjeux de I'cenologie moderne.

AVRIL 2022 EXTRAIT DE LA REVUE DES (ENOLOGUES N° 183

1

1
=)
g
=
= =
(%}
[11]
=




TECHNIQUE

Travaux de sélection de souches particuliéerement
acidifiantes de Lachancea thermotolerans

Notre quéte de la meilleure souche pour une application en cenolo-
gie a débuté par la collecte de nombreux isolats de L. thermotole-
rans, aujourd’hui en conservation au sein de I'Institut des sciences
de la vigne et du vin (ISVV) a Bordeaux. Cette collection comprend
environ 200 isolats provenant de vignobles ou de chais de grandes
régions viticoles du monde entier, « anciens » aussi bien que « nou-
veaux », et provenant également d’habitats « naturels » (ex.: foréts
du Canada, cactus d'Hawai). Cette approche nous a permis d'avoir
acces aux meilleures souches possibles, tout en étudiant leur diver-
sité et leur adaptation a différents environnements.

Nous avons d'abord développé des marqueurs moléculaires appelés
« microsatellites » pour caractériser la diversité génétique de la col-

B Figure 1: Meétabolisme central chez Lachancea
thermotolerans, une levure capable de transformer une proportion
des sucres de raisins en acide lactique au lieu de I'éthanol lors de

la fermentation alcoolique, grace a I'activité enzymatique de lactate
déshydrogénase (LDH; Hranilovic et al., 2018).
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H Figure 2: Production d’acide lactique de 94 souches de
Lachancea thermotolerans en cultures pures et effet sur le pH
des vins issus d'un moit du chardonnay (~240 g/L sucres; pH 3,6)

lection (Hranilovic et al., 2017).
Un sous-ensemble de souches
a été caractérisé dans un moQt
de chardonnay (~240 g/L sucres;
pH 3,6) afin de comparer de
nombreux parametres d'intérét
cenologique, dont la capacité
fermentaire, le rendement de
métabolites et la production des
composés aromatiques (Hrani-
lovic et al., 2018). Les analyses
issues de 282 fermentations indi-
viduelles ont montré une diversité
insoupconnée au sein de I'espéce;
ainsi, dans un méme mout, cer-
taines souches produisent moins
de 1 g/L de lactate, tandis que
d’autres vont jusqu’a plus de
10 g/L (figure 2). Cette variation
en lactate (0,8-12 g/L) est signi-
ficativement corrélée au pH des
vins, qui oscillent entre 3,2 et 3,8
(figure 2). Les souches associées a
I'cenologie sont, en regle générale,
plus aptes a fermenter le mot
de raisin que les souches prove-
nant d’autres écosystémes. Vingt
souches ont ensuite été testées
dans des conditions cenologiques
diverses, en variant les cépages
utilisés, la richesse en sucres des
modts, le niveau de sulfitage ou
la température de la fermentation
(Favier et al., 2021). Suite a leur
caractérisation en culture pure, les
souches présentant des propriétés
cenologiques intéressantes dans
la plupart des conditions testées
ont été retenues pour des essais
en cultures mixtes avec Saccha-
romyces cerevisiae.

Lachancea
thermotolerans

et Saccharomyces
cerevisiae: un duo

de choc en cenologie!

Quelle que soit la souche, L. ther-
motolerans n'est pas capable
de terminer la FA en conditions
cenologiques. Elle doit donc étre
utilisée en combinaison avec
S. cerevisiae, soit en co-inoculation
(c'est-a-dire par une inoculation
simultanée des deux espéces),
soit en inoculation séquentielle, en
ensemencant d'abord L. thermo-
tolerans, puis S. cerevisiae aprés
un certain délai. Ces deux moda-

lités d'inoculation ont été testées
en utilisant 5 souches différentes
de L. thermotolerans (LT1-LT5).
Une culture pure de S. cerevisiae
a été rajoutée pour comparaison
(SC; Zymaflore® Spark), de méme
qgu'une fermentation « sponta-
née » (SP) sans ajout de levains.
Les essais ont été menés dans un
mo(it de merlot (~ 310 g/L sucres;
pH 3,9), le cépage le plus planté
en France, et souvent caractérisé
par sa perte d'acidité et sa teneur
accrue en sucres (Boursiquot et
al., 2009).

Les résultats (tableau 2) montrent
la variation des paramétres
cenologiques des vins en fonc-
tion des souches de L. thermo-
tolerans, mais aussi en fonc-
tion de leur mode d’inoculation,
avec, comme attendu, une plus
forte expression de L. thermo-
tolerans lors des inoculations
séquentielles que lors des co-
inoculations.

L'arrét de la FA dans certains vins
(ex.: LT1_seq) suggere I'existence
d'incompatibilités entre certaines
souches de L. thermotolerans
et la souche S. cerevisiae utili-
sée, potentiellement liées a des
interactions microbiennes (ex.:
la compétition pour les nutri-
ments et I'oxygene, la production
de molécules inhibitrices; Jolly
et al., 2014). Lidentification de
couples compatibles est donc
importante afin d'éliminer les
risques de fermentations lan-
guissantes ou d'arréts précoces.
Parmi les vins secs, cofermentés
avec des souches compatibles,
une dichotomie entre les moda-
lités acidifiantes et non acidi-
fiantes a été mise en évidence
(Hranilovic et al., 2021). Notam-
ment, la souche LT2 entraine
une diminution de 0,5 point de
pH en inoculation séquentielle,
et 0,4 point en co-inoculation,
tandis que le pH des vins LT3 est
comparable a ceux du témoin
S. cerevisiae (pH 3,9) (tableau 2).
L'acidité totale montre des ten-
dances inverses. Les autres
souches de L. thermotolerans
ont des capacités d'acidification
intermédiaires. La modulation de
pH/AT est associée a la produc-

(Hranilovic et al., 2018).
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tion de I'acide lactique: elle est
supérieure a 8 g/L pour la moda-
lité LT2_seq, mais n’atteint que
1 g/L pour LT3_seq (tableau 2).
Cette variation influence égale-
ment la teneur en éthanol des
vins, avec une diminution de
0,9 % vol. dans le vin LT2_seq
par rapport au témoin S. cere-
visiae (16,5 % vol.) (tableau 2).
La modulation des parameétres
cenologiques a également un
fort impact sur la couleur des
vins, avec une augmentation de
I'intensité et de la stabilité de la
couleur liée a I'acidification et la
diminution d’alcool (figure 3).

Comparaison de

la bioacidification
par Lachancea
thermotolerans et
de l'acidification par
ajout d'acides

La souche LT2 présente une ca-
pacité remarquable de bioaci-
dification des vins. Létape
suivante a consisté en la com-
paraison des profils de vins bioa-
cidifiés par LT2 avec ceux de vins
acidifiés via I'ajout de différents
acides organiques, tout en éva-
luant I'intérét de vin cofermenté
avec LT2 pour des assemblages.
Un modt de raisins mrs, tou-
jours de merlot, a été fermenté
soit par inoculation séquentielle
de LT2 et S. cerevisiae, soit S. ce-
revisiae seule (figure 4). Le pH
du vin issu du témoin S. cere-
visiae a été ajusté par I'ajout
d'acide tartrique (SC +TAR) ou
d'acide lactique (SC + LAC), afin
d’obtenir le méme pH que le vin
cofermenté avec LT2. Les deux
vins initiaux ont également été
assemblés en trois proportions
(3:1;1:3;1:1), ettous les vins
ont été comparés sur un plan
analytique et sensoriel.

Aprés la FA, le vin bioacidifié
avec LT2 montre une perte de
pH de 0,4 unité par rapport au
vin fermenté par S. cerevisiae
seule (3,6 et 4,0, respective-
ment), ce qui correspond a une
augmentation de I'AT de 3,2 a
6,1 g/L en H,SO, (figure 4). La
encore, la bioacidification est

HTableau 2: Paramétres cenologiques de 12 vins de merlot issus d'une culture pure de

Saccharomyces cerevisiae (t¢moin SC), de 2 modes d’inoculation (LT/SC): co-inoculation (co) ou
d'inoculation séquentielle (séq: aprés 48 h) avec 5 souches de Lachancea thermotolerans (LT1-LT5) et d'une
fermentation « spontanée » (SP). Les valeurs représentent les moyennes de triplicatas et les niveaux de
significativité (ANOVA: 5 %) (adapté de Hranilovic et al., 2021).
Modalité Sucres résiduels (g/L)  Ethanol (% vol.) pH AT (g/LH,SOs)  Acide lactique (g/L)
SC <01c¢c 16,5 a 39a 33f 04e
LT1_co 02c 16,0 c 35d 5,8 bc 54b
LT1_séq 82a 150 e 34e 72a 76a
LT2 co 04c 16,1 bc 35d 54 cd 37c
LT2_séq 14c¢ 15,6 d 34de 73 a 81a
LT3_co <01c¢ 16,4 ab 39a 34f 06e
LT3_séq 14c 16,2 abc 39a 33f 10e
LT4 co 02c 16,3 abc 37b 40e 1,8de
LT4_séq 38b 15,6 d 36¢ 53d 34cd
LT5_co 02c 16,1¢ 3,6cd 50d 36¢
LT5_séq 2,2bc 15,7d 35cd 60b 58b
SP 12¢ 16,2 abc 39a 31f 17¢e
H Figure 3: Couleurs de 12 vins de merlot issus de différentes modalités. Les échantillons sont
présentés dans le méme ordre que dans le tableau 2 (les modalités se lisent de haut en bas dans le tableau 2
et de gauche a droite dans la figure 3).
accompagnée de la diminution dégustateurs détectent des différences significatives dans ces vins
de la teneur en éthanol de 0,9 % pour 13 des 46 descripteurs. Ceux-ci sont visualisés via une analyse
vol. (figure 4). A pH équivalent | en composantes principales (ACP) permettant de mieux comprendre
(3,6), le vin acidifié par I'ajout les profils sensoriels de chaque vin (figure 5).
d’acide lactique posséde une
AT plus élevée que le vin acidi-
fié par de I'acide tartrique (6,0 H Figure 4: Représentation des essais de vinification,
et 4,6 g/L, respectivement) (fi- d'acidification et d’assemblage avec les taux d’'éthanol, pH
: b . t acidité totale (g/L acide H,SQO,) des vins LT2/SC (inoculation
4 | lact et acic 2 "L nocu
gure )-pwsque aC|d’e ?c 'que séquentielle de LT2 et S. cerevisiae), SC (S. cerevisiae témoin), SC
e?t moins for’t que I'acide tar- | AR (témoin acidifié a I'acide tartrique), SC + LAC (témoin acidifié
trique (pK supérieur) (tableau 1). | 3 I'acide lactique) et assemblages de LT2/SC et SC en trois
Les paramétres d'acidité et le proportions (3:h1; 1h:3; 1h:1).
taux d’éthanol dans les trois
B} Merlot
assemblages dépendent de la
) ) . ~ 310 g/L sucres SC +TAR
proportion du mélange (figure 4).

Sur le plan sensoriel, une dégus S 1639 val.
repe 9 P 3,6 pH; 4,6 AT
tation a I'aveugle a été proposée ————————

a 30 dégustateurs expérimen- LT2/SC SC SC + LAC
tés, lesquels devaient noter les 15,4 % vol. 16,3 % vol. 16,3 % vol.
intensités de 46 descripteurs 3,6 pH ;6,1 AT 4pH;32AT 36 pH; 6AT
en utilisant la méthode senso- /\;
rielle « Rate-All-That-Apply »
(RATA, permettant d’évaluer 3LT2/§C+SC LT2/S°C+SC LT2/S::+3SC
tous les descripteurs jugés per- g ;5?4 {’SV;LAT g ;5’?_‘ {’4";'/'“ 31:,1HA)- EtZOET
tinents par les dégustateurs). Les ML O L
®
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H Figure 5: Profils sensoriels de vins visualisés via I’'ACP en utilisant 13 descripteurs

significativement affectés par les modalités de vinification décrites dans la figure 4. abréviation
_RO signifie rétroolfaction.
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Le vin bioacidifié avec LT2 est caractérisé par une acidité plus élevée,
ainsi que la perception rétroolfactive de « fruits rouges ». Le vin témoin
fermenté uniquement avec S. cerevisiae, puis acidifié avec de I'acide
tartrique (SC +TAR) présente un profil complétement différent, moins
acide mais plus amer, plus alcooleux, astringent et corpulent, avec des
rétroolfactions confiturées et terreuses (figure 5). A contrario, le vin
témoin acidifié avec de I'acide lactique (SC + LAC) ressemble plutot
au vin bioacidifié avec LT2, et est percu comme moins « mr » et plus
« frais » par rapport au vin acidifié a I’acide tartrique. Pourtant, le pH
de ces deux vins sont équivalents, de méme que leur taux d'alcool et
leurs compositions aromatiques et phénoliques. Ce qui differe est leur
AT; considérée comme un meilleur indicateur de la perception d'aci-
dité des vins que le pH (Waterhouse et al., 2016). Avec une AT supé-
rieure, le vin SC + LAC est donc percu comme plus acide que le vin SC
+TAR et cette différence de perception de I'acidité influence les autres
attributs sensoriels (ex.: I'amertume, I'astringence, la corpulence et
les saveurs des vins) par des mécanismes d'interactions perceptives.
Les profils sensoriels des trois assemblages obtenus en utilisant trois
proportions différentes du vin bioacidifié avec LT2 sont également dis-
tincts et comme leur composition chimique, modulés en fonction du
rapport d'assemblage. Par exemple, I'assemblage a prédominance du
vin LT2 (3 LT2/SC + SC) est le plus proche de la modalité LT2/SC, tandis
que I'assemblage a prédominance du témoin S. cerevisiae (LT2/SC + 3
SC) ressemble plutot au vin SC acidifié a I'acide tartrique (figure 5). Ces
travaux confirment le potentiel des vins issus de la cofermentation de
LT2 et SC pour s’intégrer dans des itinéraires d’assemblage permettant
d’apporter de la fraicheur a des vins qui en manquent.

Stabilisation microbiologique des vins par
I'utilisation de Lachancea thermotolerans

L'intérét de la souche LT2 sur le plan analytique et sensoriel des vins et de
leurs assemblages est indéniable, notamment par la modulation positive
de I'acidité des vins. Pourtant, son potentiel cenologique ne s'arréte pas
la; il comprend également des solutions de stabilisation microbiologique
pour des vins sans (ou avec peu) de SO,. Lacide lactique est un inhibi-
teur des bactéries lactiques, ce qui permet, si I'on souhaite s'affranchir de

FML spontanées, d’envisager cet
itinéraire, notamment dans le cadre
de vins blancs et rosés avec moins
ou sans SO.. La FML est peu pro-

Nos résultats préliminaires in-
diquent également que les vins
fermentés partiellement avec LT2
pourraient défavoriser la crois-
sance de Brettanomyces bruxellen-
sis, la principale levure d'altéra-
tion en cenologie. En effet, apres
son inoculation, la croissance
d’une souche de B. bruxellensis
(AWRI 1499) est inhibée dans le
vin issu de I'inoculation séquen-
tielle de LT2, ainsi que dans le vin
fermenté par le témoin S. cerevi-
siae acidifié par de I'acide lactique
(SC + LAC) (figure 6). La présence
de B. bruxellensis dans le vin SC
acidifié avec I'acide tartrique (SC
+TAR) et les trois assemblages
indiquent que I'acide lactique
est impliqué dans l'inhibition de
B. bruxellensis en fonction de sa
concentration, mais des recherches
supplémentaires sont nécessaires
afin de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans cette
inhibition pour pouvoir rationaliser
la lutte contre B. bruxellensis. B

bable a des concentrations d'acide
lactique de 4 g/L et au-dela (Favier
et al., 2021; Snyder et al., 2021),
ce qui doit également étre pris en
considération si elle est souhaitée.

NDLR: Les références bibliographiques
concernant cet article sont disponibles
sur le site internet de la Revue des
Enologues: search.oeno.tm.fr

H Figure 6: Présence ou absence de Brettanomyces bruxellensis
(souche AWRI 1499) aprés son inoculation dans des vins
expérimentaux (figure 4) et détection sur milieu de culture solide.
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