Formation vinification "nature"

S'initier a l'utilisation du microscope en vinification bio,
biodynamie et méthode nature.

Le vin nature ou naturel a le vent en poupe depuis plusieurs années. Néanmoins il
n'existait jusqu'a lors aucune réglementation officielle ou cahier des charges*.
Dans le cadre de financement régionaux "Anim Bio", le Biocivam 11, en partenariat
avec le 34, 66 & 12; travaille depuis 2 ans sur la définition de cette notion et
comment elle est vue et percue par les différents acteurs de la filiere
(vigneron-nes, cavistes, restaurateur-ices, grossistes etc). La deuxiéme étape de
ce travail est d'accompagner les domaines pour améliorer leurs pratiques et leurs
techniques afin d'aller vers un vin le plus "naturel” possible.

Formation:

En 2021, des réunions ont ainsi été organisées afin de présenter les résultats des
enquétes **; puis une premiéere formation (dans I'Aveyron puis dans I'Aude), a
destination de vignerons "débutants" en la matiére. Anais Berneau, conseillére
technique au Biocivam 11 en avait assuré lI'animation.

Cette année, afin d'aller plus loin, nous avons fait appel a Jérémie Cébron,
ocenologue conseil au CAB Pays de la Loire. Il s'est spécialisé dans les
vinifications bio, biodynamie, nature etc.

*|| existe désormais le label "Méthode nature" qui a été reconnu par I'INAO
** Pour plus d'info sur les résultats de I'enquéte : biocivam.conseil.viti@orange.fr
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Compte Rendu

Deux sessions de formations ont été réalisées.

Le 4&5 juillet 2022: Domaine du Gabelas, Cruzy (34) et Chateau Coupe Rose, La
Caunette (34).

Le 6&7 Juillet 2022: Latour de France (66) et Domaine La Rune ( 11).

Une quinzaine de participant-es étaient présent-es pour chaque session.

Microbiologie du vin : Les levures

Généralités
- Population (nombre et type de levures) levures indigénes conditionnée par
les conditions climatiques et état sanitaire vendange.
- Plus maturité est poussée plus diversité levures et bactéries grande.
- En début FA: bactéries + levures, mais levures prennent le pas
- Glucose inhibe le processus de respiration des levures deés lg/L: Donc -->
Fermentation
- Saccharomyces cerevisiae : Beaucoup de souches différentes 1 a 2 souches
dominantes sur la FA. On peut retrouver une méme souche d'une année sur
l'autre, et certaines liées au millésime.
- Lessivage (pluie) avant vendange va étre au profit des non saccharomyces.
Début FA : 10*(puissance)3 a 10*6 levures/ml
En cours FA: 10%¥6 a 10*9 levures/ml
Rouge : hétérogénéité plus importante que sur les blancs ( pruine/grappe etc).



Microbiologie du vin : Les levures

Les non- saccharomyces

Kloeckera apiculata

« Forme de citron, bourgeonnement bipolaire.

« Présente des véraison sur le raisin.

« Supporte bien les températures froides, a la différence de
Saccharomyces cerevisiae.

« Favorisé par les macération pré-fermentaire a froid,
semi-carbo, chapeau grappes entiéres.

e Production d'acétate d'éthyle(ester) : composante de la
volatile.

« Forte quantité : problématique --> S'en débarrasser

« Faible: intéressant aromatiquement. Complexité.

« Sensible au So2 et alcool(5%), rapidement supplanté par
SC.

« Composante de la pourriture acide

Torulaspora delbrueckii

« Forme en "oreilles de mickey"

« Osmotolérante: Supporte de trés grande concentrations
en sucre. (d= 1120 par exemple).

« Trés intéressante, qualité et complexité des vins.

e Pureté fermentation, faible production acidité volatile,
acétaldéhyde, diacétyle et acétoine

Schizzosaccharomyces pombe

« Batonnet. Scissiparité avec la cellule meére. Puis

sporulation.
« Peuvent rester chai d'une année sur l'autre
« Fermentation malo-alcoolique : Va dégrader l'acide

malique et produire de l'alcool.

« Méme exigences nutritives Sc.

« En début de FA, démarrage rapide avec des
températures chaudes idéales ( 30 a 387°C), mais plus
lentes a fermenter que les sc. résistent au So2: 30g/hL.
pH bas : 2,80-3.

« Peut faire chuter tres fortement la concentration en
acide malique, jusqu'a tout consommer.

« Faible production acidité volatile et acétate d'éthyle.

e Dégustation: co6té alcooleux au début. Aldhéhydes, 10.0 um
cétones.
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Microbiologie du vin : Les levures

Saccharomyces cerevisiae

Levure Saccharomyces cerevisiae
Elliptique
Morphologie Sphérique a ovale

Vieilles cultures : plus allongéesTaille : 5-10,5 pm x 5-11 pm

Physiologie Sporogéne /Forte activité fermentaire

Forte capacité pour démarrer les FA
Pouvoir alcoogéne élevéMajoritaire en pleine FA par son
pouvoir alcoogéne
Quasi absente aprés FA

Particularités

SAUVIGNON 1040

Besoins: L'azote

e« Azote de la baie : 1/2 pellicule, 1/4 pulpe, 1/4
pépins. Majoritairement issu de l'absorption
printaniéere (1/2) autour du stade petit pois.

Exportations vigne/ ha

. o 20a70 kg N
« Azote organique ( 2/3): Lente a étre assimilée.
"sucres lent". Source: autolysat et levures
inactivées.
Attention écorces de levures juste un role de Dans le mout:
détoxifiant. 100 a 1500 mg/hl
e Azote mineral NH4+ (1/3): la plus rapidement
assimilée, consommeée en totalité avant Norg. —

"sucres rapides". S'en faire pour faire de la
biomasse donc induire la ‘taille" de la
population levurienne

utilisable levure

Problemes de fermentation peuvent venir d'un déséquilibre entre ces deux formes, méme si la teneur en
N assimilable est bonne ( 150mg/L). Equilibre entre N organique et minéral est en partis cépage
dépendant.

Laisser les bourbes pour les cépages difficiles a fermenter a coupler avec un pressurage dynamique.

Besoin trés dépendant des souches de Sc et du milieu. Plus milieu "extréme": t°chaudes, pH bas, fort taux
sucre a fermenter = besoins plus importants

L'oxygene et composés lipidiques

e Les composés lipidiques; facteurs nécessaires a la viabilité des levures. L'oxygéne permet
leurs synthése. O2 a ajuster (d: 1070 et 1040 idéal, entre 5 et 10 mg/L); en fonction du
contenu initial en composés lipidiques.

e IIs sont présents dans la pellicule du raisin = Attention pressurages rapides, avec de forts
débourbages : risques de mout carencés et difficultés de fermentations spontanée.

e Les stérols permettent de garder la membrane de la levure "souple et fluide", alors qu'elle va
se rigidifier avec 1'alcool.

e La levure a une capacité fixe a absorber de 1'02: Plus elle en absorbera au début de la FA
moins elle aura la capacité d'en absorber plus tard.



Microbiologie du vin: Les levures

Brettanomyces bruxellensis

Meétabolisme et caractéristiques:

Trés grande diversité génétique, s'adaptent en fonction de leur environnement. Posséde un
bagage génétique important en cas d'environnement stressant.

Peuvent avoir différentes formes selon leurs souches.

Besoins nutritif trés faibles : Sucre <g/L

Se multiplie jusqu'a 4 fois plus vite en présence d'oxygéne

Beaucoup de souches différentes qui ne présentent pas les méme tolérances/résistances au So2
Treés tolérante a I'éthanol (jusqu'a 16 % vol).

Pas de développement en dessous de 10°C.

Peuvent étre dans le bois jusqu'a 8mm : ATTENTION avec barriques occasion

Importance cruciale de I'hygiéne du matériel vinaire.

En cytométrie de flux on les détecte: 10¥2 UFC/ml

Quand population arrive 10*5/10%6 la production de 4EP devient détectable et problématique.
Produisent des biofilms ou elles peuvent rester en "dormance" et et relarguées au moment ou
les conditions sont favorables

Peuvent étre a l'origine des gout de souris.
Elles font partie intégrantes de la flore du vin, donc on en
trouvera presque toujours.

Recherche de 1'lUVV montre que les groupes génétiques
résistants au SO2 ont des caractérisitques physiques
communes: bourgeonnement multiaxiale et capacité a
former des grappes de levues.
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Microbiologie du vin : Les bactéries

Les bactéries lactiques

Caractéristique Lactobacillus Leuconostoc  Oenococcus  Pediococcug

Morphologie Biitonnet Sphérique Ovoide Sphérique

e la cellule long et fin +/- aplatie en chainette en tétrade

Taille (um) 1210 07212 052a12 04214

Fermentation Hétéro- et Hétéro- Hétéro- Homo-

du glucose homolactique lactique lactique lactique

Production de ; . .

raz (ferm. glc) Oui et non Qui Qui Non
Hétérolactiques : L. 0. o P. pentosaceus

L. brevis, mesenteroides P. damnosus,

Espéces
isolées
du vin

L. cellobiosis,
L. buchneri, L. casei,
L. curvatus,
L. delbrueckii,
L. fermentum,
L. fructivorans,
L. hilgardii,

T insamameadd T Teacanlenad

Oenococcus oeni

Morphologie

Coques +/- ovoide (appélées cocco-bacilles) en
paires ou en chaine (paires de chaines)Taille +/-
petite selon les souches 0.5a 0.7 mum x 0.7 &
1.2 mumNon-mobile, ne forme pas de spore

Physiologie

HétérofermentaireForme de I'acide D-Lactique
(FML) + Ethanol + CO2TAV Maxi pour
croissance : 13 & 14% volT’ optimale en vin : 20°C

Particularités

Présente en mo(t, sa population diminue pdt
FA. Naturellement sélectionnée en vin par sa
résistance au TAV

P. parvulus




Microbiologie du vin : Les bactéries

Les bactéries lactiques

Pediococcus spp

Morphologie :

Coques en paires formant des tétraedres en
conditions favorables

Taille 1 2 2 microm + grosses qu oenococcus
Non-mobile, ne forme pas de spore

Physiologie:

Homofermentaire

Forme de I'acide D-Lactique (FML) + L-Lactique
TAV Maxi pour croissance : 13% vol

T° optimale en vin : 25°C

Particularités:

Bactérie dont certaines espéces résistent aux
conditions du vin

Présente en mout a pH élevé (surtout dans
motuts du Sud)

Responsable de la maladie de la graisse

Les bactéries acétiques

Acetobacter

Morphologie :

Coques a bacilles droits ou légérement incurvés
Polymorphe : sphérique, allongé, incurvé,... !
Taille de 0.6 2 0.8 mum x 1 a 1.4 mum

Isolés, en paires ou en chaines

Mobiles, ne forment pas de spore

Physiologie:

Aérobie stricte

Ethanol a.acétique H20 + CO2
T° optimale en vin : 25 2 30°c

Particularités:

Présente surtout en vin et peu en mout
Préfére milieu alcoolisé que sucré
Vecteur sur vigne : Drosophiles
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Microbiologie du vin : Les bactéries

Les bactéries acétiques

Gluconobacter

Morphologie :

Cocco-bacilles a bacilles

polymorphes

Taille de 0.5 a1 mum x 2.6 a 4.2 mum
Isolés ou en paires, rarement en chaines
Mobiles, ne forment pas de spore

Physiologie:

Hétérofermentaire obligatoire : Aérobie stricte
Ethanol a. acétique

T° optimale en vin : 25 2 30°C

Particularités:

Présente surtout en mouUt et peu en vin
Préfére milieu alcoolisé que sucré
Vecteur sur vigne : Drosophiles
Utilisée en vinaigrerie

D'une fagcon générale, les bactéries vont coloniser le milieu une fois la fermenation finie, quand
les levures vont laisser la place dans le milieu.

Leur présence est caractéristique d'un vin fini. On peut suivre la charge bactérienne , pour
évaluer les risques avant mise. A cause de cette charge bactérienne il peut étre trés risqué de
mettre un vin fini sur du mout en cours de FA.

Il en va de méme pour l'élévage sur lies qui doit étre surveillé et réfléchis. Il peut étre bon de
vérifier la qualité des lies au microscope, permettant ainsi d'en identifier les "habitants”

Plus la concentration en bactéries sera importante et diversifiée dans le vin, plus le risque
d'apparition du gout de souris sera élevé. Il est lié au potentiel redox.

Par rapport au gout de souris, une thése est en cours a Bordeaux sur le sujet. Pour les personnes
qui ne le sentent pas, une pincée de bicarbonate dans le verre le fait ressortir, en effet il est
dépendant du pH de la salive.

Quelques points sur les pieds de cuve

Fiche technique sur les pieds de cuve : CAB

Différents échantillons ont été analysés et dégusté durant les deux jours afin de mettre en lien ce
que l'on pouvait observer visuellement au microscope, et ce qui se sentait au niveau gustatif et

olfactif.

Des vins " a probléemes"” avaient été ramenés par les vignerons: des arréts de FA, développement
de Brettanomyces, goit de souris etc.


http://www.biopaysdelaloire.fr/wp-content/uploads/2020/01/Fiche_techniqueCAB-viti_pied_de_cuve-janv2020.pdf

Utilisation du microscope en vinification

Le microscope permet donc de suivre les populations microbiennes dans le vin/mont.

Particuliérement de :

1) Controler les populations levuriennes au départ de FA

2) Suivre l'évolution des population en nombre et leur viabilité

3) Identifier les levures d'altérations

4) Controler le départ des fermentations malolactiques ou les différentes populations de

bactéries lactiques.

Pour rappel :

Saccharomyces cerevisiae
- Début de FA: 10*3 2 10*6 levures/ml
- En cours de FA: 10*6 a 10*9 levures/ml

0.2 mm

0005 men

- |e—

-1

0,025 e

—| |+

Le quadrillage total

- volume : 0,1 pl

- coté : 1 mm

- hauteur (ou profondeur) : 0,1 mm

16 grands carrés contenant chacun 16 petits carrés
+ 4 groupes de 3 lignes horizontales + 4 groupes de 3
lignes verticales.

- Coté de chaque petit carré : 0,05 mm
: 0,00025 pl
- Volume délimité par 16 petits carrés : 0,004 pl

- Volume délimité par 1 petit carré

Pour simplifier :

4 levures comptées par grand carré = 1 million de levures
par mL

1 million de levures par mL : début d’'une fermentation

Pour une cellule de Malassez :

10 levures comptées par grand carré = 1 million de
levures par mL.

Structure Bactérie Levure
U Microorganisme vChamp'|gnon
Définition ) unicellulaire Avec
procaryotique = sans noyau
noyau
1 micrometre (u m)=10- e 150ép5n(1) dfnlzrege et
Taille 6 m = 0,000 007 o Beauc“ou e
métre = 0,001 millimétre. 8 PP
grosse
Sphere /coque /Batonnet Diverses, souvent
Forme :
Bacilles ronde
. . Ronde
Isolées. En paires Allongée
Aspect en En chaine, &
P, Ovale
milieu liquide Par quatre oo
Ellipsoide
En amas o
Apiculée, ...

Cellule a numération de Thoma

La cellule de Thoma est formée de 16
composés chacun de 16 petits camés

Le volume de chaque

carré rouge est 4x10 ¢ ml
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ﬁ.ds carrés D

1 grand carré: D

dimension 0.2 mm x 0.2 mmm
Profondeur: 0.1 mm

0.2x0.2x0.1 = 0.004 mm?
=4 %103 mm3
=4x105em3
=4x106ml




Biocivam de I'Aude

Pour plus d'information sur les formations en viticulture/ocenologie

Anais Berneau
biocivam.conseil.viti@orange.fr
06-08-05-35-21
04-68-78-19-71
Conseil technique/Dossier JA/Accompagnement a la conversion
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Toutes les photos microscope ont été réalisé par Jérémie Cébron, cenologue conseil CAB Vallée Loire
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