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Résumé

Cette étude présente un comparatif de vinificatiélaborées sur cépage Sauvignon (blanc)
et Syrah (ros€) avec différentes levures et notamhree souche sélectionnée pour sa
capacité a libérer les arbmes thiolés de leursupséars présents dans le raisin. De plus,
I'emploi d’écorces de levures riches en glutathipeG) au moment de la réhydratation du
levain est étudié pour la protection des composematiques libérés de I'oxydation. Les
résultats montrent des fermentations achevées @x fdes moins de temps avec la levure
sélectionnée. Les résultats décrits dans cettee éumhtrent I'importance de la souche de
levure dans l'expression aromatique. La souche alairé sélectionnée permet ainsi
d’exacerber les concentrations de 4-MMP, 3-MH 8I3A corrélées aux ardmes d’agrumes,
de buis et genéts, de fleurs et de fruits tropicduajout d’écorces de levures riches en
glutathion accentue encore les teneurs de cesthiol

Summary

This study presents comparative wine making withpg varieties of Sauvignon (white) and
Syrah (rosé) and with various yeasts and a paati@ifain selected for its capacity to release
the aromatic thiols from precursors present ingtape. Moreover, the use of yeast cells with
high concentration of glutathione (FEG) at the tiofethe yeast rehydration is studied to
protect the released aromatic compounds from agidafhe results show the fermentations
achieved in 2 times less with the selected yedst. résults described in this study show the
importance of the yeast strain, in the aromaticresgion. Thus, the selected yeast strain
makes it possible to exacerbate the concentrabbdsMMP, 3-MH and 3-MHA correlated
with the citrus fruits flavours, boxwood and brogrfiswers and tropical fruits. The addition
of yeast cells with high level of glutathione acitetes the concentration of these thiols.

Mot clés: levure, glutathion, thiols, oxydo-réduction
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1. Introduction

Les thiols variétaux dans le vin ont été identifi@stant qu’arémes d'impact positif autour des
nuances de buis, de pamplemousse ou encore dedé&ud passion. Leur participation a
I'arbme du Sauvignon ou autres cépages thiolés @éeérit par différents auteurs [Darriet (1) -
(4), Dubourdieu (5), Tominaga (6) et (7)]Je premier composé soufré identifie comme
composant caractéristique de l'arbme des vins davi§aon est la 4-mercapto-4-
méthylpentan-2-one (4-MMP) [Darriet (2) — (4)]. @etmercaptopentanone qui possede une
odeur marquée de buis et de genét est extrémendenarde, son seuil de perception se



situant a 0,8 ng/l. Les notes complexes de buis rmassi de zeste de pamplemousse et de
fruit de la passion du Sauvignon sont principalentiéa au 3-mercapto-hexan-1-ol (3-MH) et
a son ester d’acetate (3-MHA) avec des seuils deepgon respectifs de 60 et 4 ng/l
[Ribereau-Gayon (8)]. Les thiols variétaux ne spas présents a I'état libre et sous forme
odorante dans les baies de raisins, la 4-MMP &i\WH étant présents dans les baies de raisin
sous forme liée a la cystéine avec respectivenae@lys-4-MMP et le Cys-3-MH [Tominaga
(9)]. La libération de ces thiols depuis leur forrde précurseur cystéinylé est assurée
essentiellement au cours de la fermentation algoelipar I'activité Carbone-Sulfure Lyase
(expression du gene CSL1 codant pour cette enzge®)levures [Tominaga (9), Howell
(10), Swiegers (11)]. Une étude menée sur les @sp&mnrbernet-Sauvignon et Merlot a
montré que seulement 3,2 % de 3-MH étaient libarpartir de la quantité totale de Cys-3-
MH initialement présente dans le modt [Murat (1D plus, la quantité finale de 3-MH
libérée dépend intrinsequement de la quantité deupseur cystéinylés initialement présent
dans le modt [Murat (13)]. Pour sa part, le 3-MH# absent des baies de raisins et il est
formé pendant la fermentation alcoolique par lesides a partir du 3-MH. L’expression du
géne ATF1 codant pour une alcool-acétyltransferzeygnet I'acetylation du 3-MH en 3-
MHA [Swiegers (14), Dubourdieu (15)]. Le 3-MHA peétre ensuite hydrolysé en 3-MH
avec I'élevage du vin et son vieillissement [Swisgé 4)].

L’ensemble des études montre que l'aptitude deshesudeSaccharomyces cerevisiae
révéler les thiols variétaux des cépages au coerta dermentation n'est pas équivalente
[Murat (13), Howell (16), Swiegers (11)]. Des lodgs techniques de sur-expression du gene
CSL1 codant pour la Carbon-Sulfur Lyase ont étéliéas comme la modification génétique
[Swiegers (17)]. Des techniques plus conventioesedt plus naturelles allant de la sélection
a I'hybridation permettent I'obtention de souches kvures exprimant cette enzyme
[Swiegers (14), Swiegers (18)]. Ce premier aspecternant la sélection et I'’hybridation sera
évoqué dans la présente expérimentation.

Par ailleurs, I'optimisation du profil thiolé desg de cépages passe aussi par la préservation
et la conservation du potentiel aromatique [Du Tb8)]. En effet, les thiols variétaux sont
des composés fortement réducteurs, donc aisémeydalobes. Pour lutter contre leur
oxydation, on peut agir en évitant la dissoluticoxgigene, en utilisant des agents protecteurs
tels que le S@ I'acide ascorbique, I'élevage sur lies... [Rilzré&sayon (20)]. La protection
contre les phénomeénes oxydatifs est importantgnmoient dans la vinification au moment
de la phase multiplicative des levures [Jamiesdy), (RQopez-Mirabal (22), Herrero (23)]. En
effet, 'oxydation de certains acides aminés praogn métabolisme oxydatif diminuant la
teneur des composés aromatiques. L'emploi d’angdarts comme le glutathion (GSH) au
cours de la multiplication levurienne permet de idimer fortement ce phénomene oxydatif
[Izawa (24), Grant (25)]. Le GSH posséde un pogémgidox plus faible (E° = — 40mV) et est
oxydé en premier pour protéger les thiols (E° =0/160mV). Une étude réalisée sur cépage
Colombard a ainsi montré qu’un ajout de glutatriobt00Omg/I avant fermentation, permettait
d’augmenter la qualité aromatique des vins (+ 5&28-t1H et + 28 % de 3-MHA dans le vin
fini) [ITV (26)]. Toutefois, le glutathion n'est ganaturellement présent en quantités
suffisantes pour protéger les cellules de levueekostydation.L’ajout de glutathion pur dans

le moQt ou le vin n’étant pas une pratique cenologjigutorisée, on peut envisager d’ajouter
celui-ci sous forme dérivée (écorces de levurdsesaen glutathion) [Oliveira Santos (27), Fei
(28)]. L'apport reéalisé sur jus débourbé, au momeatla préparation du levain sera le
deuxieme aspect envisagé dans cette expérimentation

2. Protocoles de vinifications et analyses



La vendange de Sauvignon est éraflée et sulfitég/i{h. Elle est ensuite traitée avec une
enzyme pectolytique (1g/hl) puis transférée engmegpneumatique (12 °C) pour effectuer
une maceération pré-fermentaire a froid (18 heutesmodt est transféré en cuve (8°C) pour
débourbage (48 heures). Il est ensuite répartias lbts homogénes de 350 hl. Le levurage
est réalisé pour chaque cuve a la dose de 20 lgghbremier lot est levuré avec la levure
Levl : souche de levure témoin connue pour sonesgpndes vins blancs de Sauvignon. Le
deuxiéme et le troisiéme lot sont levurés aveelaile FermdilperR sélectionnée pour sa
capacité a sur-exprimer I'enzyme CSL libératrice tt@ols de leurs précurseurs cystéinylés
présents dans le raisin. Le troisieme lot se djgendu deuxiéme par I'emploi (5g/hl), au
moment de la préparation du levain, d’écorces darés (FermoplfEnergyGlu = FEG)
riches en glutathion, en acides aminés et en witarBil. Un activateur de fermentation (30
g/hl) est ajouté a la densité de 1050. La fermmmtderminée, les vins sont sulfités ( 5 g/hl).
Le protocole sur cépage Syrah est comparable & della vinification en blanc exception
faite des points suivants : la vendange est dineeté pressurée sans macération préalable, le
modt est réparti en trois lots homogenes de 51Cehpremier lot est levuré avec la levure
Lev3 (témoain).

Les analyses classiques des modts et des ving@manées par IRTF (WineScan™ Flex,
FOSS Analytical A/S). Le dosage des thiols en clatographie phase gazeuse /
spectrométrie de masse en ion négatif est réalwésaextraction en phase solide et
dérivatisation [Mateo-Vivaracho (29)].

3. Résultats et commentaires

3.1. Analyses des modts de départ
La concentration en sucre est voisine de 205 git {8 deux cépages avec un TAV potentiel
de 12 % vol. environTableau J.

Parameétre Modt de Sauvignon (blanc) Modt de Syrahrfsé)
Sucres réducteurs 2040 +264/ 2054 +8,9 ¢/l
TAV potentiel 12,1 + 0,2 % vol. 12,2 + 0,3 vol.
Acidité totale 4,61 + 0,18 g HSOy!I 3,00 + 0,13 g HSOyI
pH 3,48 + 0,04 3,52 + 0,09
Acide malique 3,07 +0,1 g/l 2,70 +0,3 g/l
Acidité volatile 0,07 + 0,01 g HSOY/ 0,00 + 0,01 g HSOy/I
Azote total 640,6 +30,9 mg/l 687,9 +33,3mgll
Azote assimilable 227,1 +11,5 mgl/l 271,1 + 13,8 mg/l
Azote ammoniacal 131,4 + 3,5 mg/l 122,3 + 3,3 mg/l
Potassium 1015,8 +81,5mgl/l 1037,2 +83,2mgl/l
SQ libre 16,6 + 1,3 mgl/l 15,1 + 1,2 mg/l
SO total 45,9 + 2,1 mgl/l 24,3 + 1,1 mgl/l

Tableau 1: Analyses chimiques des mo(ts de Sauvignon ehSyrant fermentation

On notera que dans notre cas, les analyses praseng& concentration en azote assimilable
excédentaire. Il est important de noter que ceat péfecter la production finale de thiols
[Subileau (30), Thibon (31)]. La baisse de la padun de 3-MH et 3-MHA a pu étre
corrélée a la limitation de la consommation du GWiH. En effet, le précurseur Cys-3MH
est en partie assimilé a travers le transportenérgé des acides aminés codés par le géne



GAP1 (General Amino-Acid Permease) dont I'exprassest réprimée par la repression
catabolique de I'azote NCR [Subileau (30)].

3.2. Cinétiques de fermentation
Pour les deux cépagemnifies, les durées de fermentations sont netténdenurtées avec
I'emploi de la levure Ferm8lperR Figure 1).
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Figure 1 : Fermentation des vins de Sauvignén ¢t de SyrahR)

Pour le Sauvignon comme pour la Syrah, les fernientasont achevées en 16 a 17 jours
avec cette souche. Avec la levure Levl dans lelge&&auvignon et la levure Lev3 dans le cas
de la Syrah, ces fermentations se terminent raspestnt en 32 et 25 jours. L’ajout
d’activateur (Fermopl®EnergyGlu) de réhydratation de levure riche enaghiobn n'a pas
d’influence sur les durées de fermentation. Tousef6emploi de cet activateur permet
d’accroitre sensiblement les cinétiques fermergaitéapport d’acides aminés directement
assimilables et de glutathion impacte positivementfacilitant les premiéres phases de
multiplication et en limitant les dommages oxydatikt la cellule.

3.3. Analyses des vins finis
Le tableau 2montre que les TAV obtenus avec le levure FefipelR sont inférieurs & ceux
obtenus avec les levures témoins (Levl et Lev3hsDa cas du Sauvignon, le rendement de
la levure FermdliperR (avec et sans FEG) s’établit ainsi & 16,3 gukcre pour 1% alcool
contre 15,2 g/ 1 % vol. avec la levure Levl. Ale&yrah, le ratio sucre / alcool s’établit a
14,8, 15,5 et 16,4 respectivement avec les levues8, FermdflperR et FermdliperR +
FEG. Dans le cas du Sauvignon, la souche de lesgiectionnée démontre une certaine
capacité a assécher la quasi-totalité du glucosk dtuctose présents. Ceci se produit, de
facon moins prononcée mais notable dans le casad®ytah. Dans le cas du cépage
Sauvignon, l'acidité volatile des cuves fermentéesc la levure FermBlperR (0,23 g
H,SOyI) est moindre (0,34 g 4304/l avec la levure Levl). L’acidité volatile est cparable
pour les 3 essais réalisés avec la Syrah : 0, 1504.



[ SAUVIGNON T SYRAH __ _ .
Parametre Levl Fermol®lperR Fern:oFIElgerR Lev3 Fermol®lperR FerToFIEIgerR

TAV (% vol.) 13,39 12,47 12,55 13,92 13,21 12,49
Sucres réducteurs (g/l) 3,37 1,13 1,27 1,50 1,67 1,37
Glucose, fructose (g/l) 2,67 0,00 0,17 1,30 1,10 0,90
AT (g H,SOyI) 5,07 4,98 4,82 3,07 3,32 3,48
pH 3,16 3,15 3,23 3,51 3,48 3,37
AV (g H,SOy/) 0,34 0,22 0,24 0,12 0,12 0,11
Acide malique (g/l) 2,67 2,41 2,55 2,38 2,04 1,75
Acide lactique (g/l) 0,48 0,59 0,55 0,44 0,62 0,65
Acide tartrique (g/l) 4,63 4,51 4,11 2,34 2,92 3,21
SO, libre (mg/l) 23,0 19,2 17,9 15,4 14,1 14,1
SO, total (mg/l) 86,4 64,0 70,4 118,4 51,2 48,0
IPT 9,5 10,5 12,2 8,10 12,10 11,50

Tableau 2: Analyses chimiques des vins de Sauvignon

3.4. Dosage des thiols
Pour le Sauvignon, la 4-MMP est présente uniquerdans les vins levurés avec la levure
FermoflIperR (Tableau 3.

FermolélperR +
Levl Fermol®IperR o
4-MMP (ng/l) / RSD = 11 %| Non déterminé 1,2 2,9

Tableau 3: Dosage de la 4-MMP dans les vins de Sauvignon

Dans l'essai avec cette levure seule, la 4-MMPpe&tente a une concentration de 1,5 fois
son seuil de perception (0,8 ng/l). En présencd’adtivateur a base de glutathion, cette
concentration est 2,4 fois plus importante queecetitenue en absence de I'activateur. La 4-
MMP est absente de l'essai avec la levure Levl hieie cette levure revendique
I'exacerbation des thiols variétaux. Cette absqaee étre potentiellement corrélée a la 1égére
montée d’acidité volatile dans cet essai. En eff@tmontée d'acidité volatile et/ou une
température de fermentation trop basse peuventctepaégativement sur I'expression des
thiols variétaux dans le vin [Masneuf-Pomarede](32) 4-MMP n’est pas identifiée dans le
rosé de Syrah. Cela s’explique par le fait qu'augtéturseur de ce thiol n'a été identifié dans
ce cépage. Pour le 3-MH, la concentration est mabarpour les vins levurés avec la levure
FermoflIperR additionnée d'activateur & base de glutattfidgure 2).

Dans ces conditions, le 3-MH atteint 6,7 fois senilsde perception pour le Sauvignon et 3
fois pour la Syrah. Le ratio [3-MH/seuil de perdep} n'est plus que de 2,et 1,9
respectivement avec la levure Levl (Sauvignon)aeleVure Lev3 (Syrah). Par rapport a
I'essai avec la levure FernfdperR, I'ajout de FEG permet d’augmenter de 55 %%#®6 la
teneur de 3-MH dans le cas du Sauvignon et deri@hSgspectivement.
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Figure 2 : Dosage du 3-MH et du 3-MHA dans les vins de 8mon (A) et de SyrahR)

Le 3-MHA suit les mémes tendances que le 3-MH. sl iglentifié a la concentration
maximale, a environ 2 fois son seuil de perceptpmur les vins levurés avec la souche de
levure sélectionnée additionnée d’activateur a lolasglutathion. Dans le cas des essais avec
les levures Levl et Lev3, le 3-MHA se trouve a descentrations sensiblement limites au
seuil de perception soit respectivement 5,8 eng/lL L'ajout de FEG dans le cas de I'essai
avec la levure FermBlperR permet d’augmenter de 35 % la teneur de 3-MidAs le cas du
Sauvignon et de 12 % dans le cas de la Syrah.

Au dela de « l'effet levure », les teneurs en thiekncontrées dans la Syrah sont bien
inférieures a celles dans le Sauvignon. Cette domsé parfaitement concordante avec les
données bibliographiques suivant lesquelles lalSgst dépourvue en 4-MMP mais contient
du 3-MH et du 3-MHA. Concernant les Sauvignons,descentrations de 4-MMP, 3-MH et
3-MHA sont honorables bien qu’éloignées des tenmasimales rencontrées pour ce cépage
dans des vins a haute expression. Cette modéddimnla quantité de thiols peut étre mise en
relation avec des températures de fermentation agses [Masneuf-Pomarede (32)] ou
encore avec les teneurs élevées en azote consti@éedes modts de départ [Thibon (31) -
Subileau (30)].

4. Conclusion

De nombreux parameétres sont importants pour opgmdésprofil aromatique thiolé depuis la
vigne jusqu’a I'élevage du vin. La présence de ymszurs d’ardbmes dans les baies est ainsi
liée a la maturité, a I'état sanitaire de la verggarau type de sol, a la contrainte hydrique, a
I'alimentation azoté et donc en définitive, a 'emible des pratiques culturales. L'extraction
des précurseurs dans le mo(t est aussi un faat@pomdérant puisqu’ils sont principalement
localisés dans la pellicule du raisin. En ce séndravail des bourbes est aussi primordial
pour obtenir des teneurs conséquentes de thiofslaRe la fermentation, une température
optimale (18 a 20°C) est aussi nécessaire. Eriblevage en conditions réductrices (lies,
soutirages limités,...) constitue aussi un facteuofigant le maintien des teneurs élevées en
thiols.

La sélection de souches de levures pour leur c#padibérer les thiols variétaux de leurs
précurseurs cystéinylés constitue une voie évidguuer I'amélioration de I'expression
aromatique des cépages. De plus, nous avons manteffet bénéfique de I'ajout d’écorces



de levures riches en glutathion au moment de Ipgoedion du levain. Le glutathion apporté
permet d’'une part de limiter le métabolisme oxyfdd¢is cellules en phase multiplicative et
d’autre part de protéger les thiols libérés deyation.
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