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Incidence cenologique de la microflore du raisin a maturité.
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Constat : Brettanomyces est une levure trés présente en vinification.

Evolution moyenne durant I’élevage de la population de Brettanomyces
de 4 cuvées, millésime 2015, pour 4 Domaines.

Population (log cell/ml)
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Temps (mois)
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Question :
Le vignoble est-il une source de contamination en

Brettanomyces?

Travaux conduits avec le millésime 2016 :

14 Domaines situés entre Dijon et Chagny
80 Parcelles : 73 Pinot noir, 5 Chardonnay, 2 Aligoté
Mode de conduite : 11 « Bio », 69 Conventionnel

Appellations : 13 Régionales, 34 Villages, 25 Premiers crus, 8 Grands Crus
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Positionnement des 80 parcelles prélevées
- en jaune : chardonnay/aligoté

Dijon

Nuits st Georges

Latitude (degrés décimaux)

4.80 4.85 4.90 4.95

Longitude (degrés décimaux)
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Données au prélevement

* Préléevements réalisés entre le 19 et le 23 septembre 2016 (quelques jours a une
semaine avant la récolte de la parcelle).
* Etat sanitaire bon a trés bon (attaque trés limitée de Botrytis sur certaines parcelles).
* Rendement (trés) faible pour certaines parcelles a cause du gel de printemps.
*  65% des prélevements réalisés le matin / 35% l'aprés-midi
* Température de l'air : 18 +/-3°C
* Hygrométrie : 66 +/- 12%

* Teneur moyenne en sucres des raisins prélevés : 202 +/-10 g/L
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Protocole :

Récoltes de 200 baies de raisins sains
Foulage
Micro-macération en flacon
Incubation a 20°C
Suivi de la FA (par pesée)

Bilan Analytique
Etude de la microflore

Toutes les opérations sont réalisées avec du matériel désinfecté.
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Etat de la FA aprés 9 jours a 20°C.

60% : FA < 5%
40% : FA entre 5 et 30%

Fermentation alcoolique

80 lots de raisins




Incidence cenologique de la microflore du raisin a maturité.
L D'INNOVATION

Etat de la FA aprés 18 jours a 20°C.

50% : FA < 20%
42.5% : FA entre 20 et 50%

Fermentation alcoolique

80 lots de raisins




Incidence cenologique de la microflore du raisin a maturité.

AT20jours (+/-1):

Levurage avec Saccharomyces cerevisiae (RC212)
de tous les lots avec une FA réalisée a moins de 5%

Soit 30 lots sur 80.

)
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Etat de la FA a I'arrét de la dégradation des sucres
pour les 50 lots non levureés (évolution Fa de 3% max sur 3 jours).

Pourcentage de FA

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Temps (jours)
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Etat de la FA a l'arrét de la dégradation des sucres
pour les 30 lots levurés (évolution FA de 3% maxsur3jours).

Pourcentage de FA
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Incidence cenologique de la microflore du raisi

.Soutirage (fin FA)

.Levurige SC (FA<5%)

_ . Moisissures
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Moisissures en surface pour 39% des
lots apres 4 a 15 jours d’incubation
(FA inférieure a 10%)
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Incidence cenologique de la microflore du raisin a maturité.
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Evolution de la fermentation alcoolique et acidité volatile

finale (g/L H2S04) pour 4 parcelles.
Dne8/Lot2 : levuré avec RC212 a 20 jours.

—@—Dne3/Lot4
—O—-Dne8/Lot2

Dne8/Lot3

—@—-Dnel0/Lot3
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Analyses des vins a I'arrét de la dégradation des sucres
(20 a 50 jours d'incubation a 20°C)

Rond : conventionnel
Triangle : biologique

A

Acidité volatile (g/| H2S04)

6 7 8 9 10 11 12 13 14
Degré alcoolique (% v/v)
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Bilan analytique a la fin de la dégradation des sucres.

Réalisation de la FA

Lots concernés (80 au total)

Levurage (SC)

Teneur initiale en sucres (g/l) 203 +/-9 202 +/- 10 202 +/-8 200 +/- 10

Fin de dégradation sucres (j.) 24 +/-2 25 +/-5 27 +/-4 37 +/-5
Réalisation de la FA (%) 23 +/-4 43 +/-7 99 +/-1 98 +/-6
Degré alcoolique (% v/v) 2.8 +/-0.4 5.1+/-0.7 11.8 +/-0.7 11.6 +/-1.1

Acidité volatile (g/1 H2504) 0.16 +/-0.05 0.67 +/-0.13 0.28 +/-0.15 0.31 +/-0.13

Mise en évidence Osur6 35 sur 37 Osur?7 O sur 30

d’Hanseniaspora

17



Incidence cenologique de la microflore du raisin a maturité.

Recherche de Brettanomyces
dans la flore des 80 lots de raisins

(dénombrement sur boite de Pétri avec un milieu spécifique)

Résultat obtenu
Population (en cellules / mi
P ( / mi) pour les 80 lots

« fin FA » + 7 jours <10
« fin FA » + 2 mois <10
« fin FA » + 4 mois <10

« fin FA » : fin de la dégradation des sucres (FA +/- partielle)
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Incidence cenologique de la microflore du raisin a maturité. U

Recherche de Brettanomyces
dans 56 cuvées vinifiées en conditions pratiques

et issues des 80 lots de raisins
(prélévements réalisés en novembre /décembre 2016)

Population moyenne 2.5 +/-1.0 Log cell./ml

Population mini 10 cell./ml

Population maxi 51 000 cell./ml
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Les micro-organismes du raisin (sain)
Le raisin (sain) est contaminé par des moisissures.

Le raisin est contaminé par des levures :

- (Forte) Présence de levures faiblement fermentaires et tres
productrices d’acide acétique (notamment Hanseniaspora).

- Présence de levures tres faiblement fermentaires et tres peu
productrices d’acide acétique (notamment Metschnikowia).

- Tres faible présence de levures fortement fermentaires
(notamment Saccharomyces).
- Quasi-absence de Brettanomyces sur le raisin ?

L'activité de ces levures peut marquer la phase pré-fermentaire. Ces levures peuvent
également augmenter la flore résidente de la cave. Ces phénoménes sont accentués avec la
diminution de l'utilisation de SO2. La voie du biocontréle est une alternative intéressante... 20
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Evaluation du potentiel en

phénols volatils du Pinot noir.
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Evaluation du potentiel en phénols volatils du Pinot noir.
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Evaluation du potentiel en phénols volatils du Pinot noir.
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Seuil de détection des phénols volatils.

Ratio de 2/3 d’éthyl-phénol pour 1/3 d’éthyl-gaiacol (*)
(utilisation de la méthode BET).

en pg/l

128 241 173 231

Seuﬂ de détection

(*) Ratio établi a partir de I'analyse de 379 vins de pinot noir et 72 vins de chardonnay
présentant une teneur en phénols volatils au maximum de 600 ug/l).
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Origine des phénols volatils dans les vins

acides phénols estérifiés
U activité enzymatique
(cinnamyl-estérase)

acides phénols

ac. férulique (= acides phénols)

ac. coumarique

Q Q métabolisme de

vinyl-phénol vinyl-gaiacol

@ @ Brettanomyces

éthyl-phénol éthyl-gaiacol (= phénols volatils)
Gouache, Encre Clou de girofle
Cuir, Ecurie Pharmacie
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Question :

Quelle est la teneur en acides phénols des vins
de Pinot noir de Bourgogne?
Ou
Quel est le niveau de risque de gout phénolé en cas de

développement de Brettanomyces?

25



Evaluation du potentiel en phénols volatils du Pinot noir.
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Probleme

Si le dosage des phénols volatils est aujourd’hui précis (env. 10 ug/l), ce
n’est pas le cas de celui des acides phénols précurseurs.

Il n’est donc pas (aujourd’hui) possible de déterminer le « risque phénols
volatils » en analysant les précurseurs.

En provoquant la contamination en Brettanomyces pour dégrader
I’ensemble des précurseurs disponibles, il est possible d’en déduire la

guantité initiale de précurseurs.

26
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Protocole

* Prélevements de 51 cuvées (13 Domaines) de Pinot noir 2016 aprés décuvage.

* Ajoutde 1g/l de glucose.

* Contamination avec Brettanomyces a 10 000 cell./ml (souche IFV L02B4,
préalablement réactivée et pré-cultivée).

* Incubation a 20/22°C.

e Suivi de la population de Brettanomyces a T20, 40 et 60 jours

* Analyses des phénols volatils a T60 jours (Vinyl & Ethyl Gaiacol et Vinyl & Ethyl Phénol).

e Calcul du potentiel initial en acides phénols libres (acide férulique et coumarique).

27



Evaluation du potentiel en phénols volatils du Pinot noir.

Population de Brettanomyces aprés contamination (en Log cellules/ml)

M T20jours BTA40 jours

W

Présence de Brettanomyces indigénes dans la cuvée prélevée :
- 8cuvées sur 51 concernées
- Population moyenne 920 cell./ml (2.3 log cell./ml)
- Mini 10 cell./ml / Maxi 3 100 cell./ml 28
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Validité de la méthode employée
“x [ o | o-n [ an | v | e
0 500 0 500

ac. coumarique (pg/l) 0 1000 0 1000

ac. férulique (pg/l)
Ajout dosé initial

Brettanomyces pop. T20j. (log cell./ml) 6.2 6.2 5.9 6.0

(cyto. Flux) oop. T40j. (log cell./ml) R 5.7 5.4 5.6

Analyse phénols vinyl & éthyl gaiacol (ug/|) ey 778 166 493

volatils a T60 j. vinyl & éthyl phénol (ug/!) eIV} 849 155 736

Caleul ac. férulique (pg/l1) 432 927 495 197 587 390

acides phénols ac. coumarique (pg/1) 430 1150 720 210 998 787

89 % de I'ac. féerulique et 75% de I'ac. coumarique, ajoutés initialement, sont retrouvés en final

29




Moyenne : 20 % Vinyl Gaiacol / 80% Ethyl Gaiacol

Moyenne : 310 pg/I
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Evaluation du potentiel en phénols volatils du Pinot noir.
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Evolution temporelle de I'analyses
des phénols volatils.

fin d'incubation fin d'incubation
(T60j.) + 3 mois

éthyl 4 gaiacol (ug/l)

éthyl 4 phénol (ug/1)

vinyl 4 gaiacol (ug/l)

vinyl 4 phénol (ng/l1)

La transformation du vinyl gaiacol en éthyl gaiacol (réductase) n'est pas compléte en fin d'incubation.

32




Evaluation du potentiel en phénols volatils du Pinot noir.

Vert : Régionale
Moyenne : 615 pg/|

Vinyl + Ethyl Bleu clair : Village (Ethyl Gaiacol + Ethyl Phénol : 536 ug/I)
Gaiacol Bleu foncé : 1¢" Cru

Rouge : Grand Cru

Vinyl + Ethyl
Phénol

(ng/1)

B % Vinyl &

Ethyl Gaiacol
Ethyl Phénol

Moyenne : 54% Vinyl & Ethyl Gaiacol / 46% Vinyl & Ethyl Phénol
(50% Ethyl Gaiacol / 50% Ethyl Phénol)
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
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Teneurs croissantes en phénols volatils des 51 Pinot noir.
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Evaluation du potentiel en phénols volatils du Pinot noir.
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Répartition des teneurs en phénols volatils de 51 Pinot noir.
(millésime 2016, contamination en Brettanomyces).

Vinyl & Ethyl Gaiacol +

| neur nbr
Classes de teneurs bre de Vinyl & Ethyl Phénol

en phénols volatils seuil
de
(en pg/l) perception

Ethyl Gaiacol + Ethyl Phénol

Nbre de % des % Nbre de % des %
cuvées cuvées cumulé cuvées cuvées cumulé

; ux 1% w2
b s m% o wx s
B - = v o e
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Evaluation du potentiel en phénols volatils du Pinot noir. U
BOURGOGNE

Conclusions

* Lateneur en acides phénols, précurseurs des phénols volatils, est faible
dans I'absolu, pour les vins de pinot noir de Bourgogne.
e Apres contamination en Brettanomyces, la production moyenne de phénol
volatil pour 51 cuvées de pinot noir 2016 s’établit a environ 600 pg/L, soit
environ 3 fois le seuil de perception.
* La répartition entre éthyl phénol et éthyl gaiacol est de 50 / 50.
* |l existe cependant un grande disparité d’une cuvée a I'autre ou d’un
domaine a lI'autre, sans lien avec le niveau d’appellation.
* La (les) cause de ces disparités reste a expliquer.
* Les travaux sont reconduits pour le millésime 2017.
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