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Pourquol
ce document ¢

La tendance a diminuer les apports de sulfites
en vinification est toujours plus forte
d’autant plus en bio !

Ce document fait la synthése d’un travail réalisé dans le cadre du
projet de recherche « Maitrise et gestion innovantes des populations
microbiennes en bio », financé par la région Languedoc-Roussillon puis
la région Occitanie. Le partenariat régional, coordonné par Sudvinbio et qui
rassemble la Chambre d’Agriculture des Pyrénées Orientales, I'ICV, I'lIFV,
et Inter Rhone a permis de vinifier sur trois ans, de 2015 a 2017, plus de
70 modalités de bioprotection sur des cépages régionaux et de réaliser des
tests en conditions réelles de vinification.

Ce document vise donc a proposer des solutions alternatives, efficaces
au sulfitage pré-fermentaire, via la mise en ceuvre de pratiques de
bioprotection avec des levures non Saccharomyces mais également des
levures Saccharomyces.

Concretement, la multiplicité et la diversité des essais menés dans le
cadre du projet ont permis d’évaluer I'efficacité globale d’une stratégie de
bioprotection sur des vinifications types du Languedoc-Roussillon (Région
Occitanie).

Les parameétres suivants ont pu étre évalués :

e 'implantation et le niveau de colonisation des souches testées

e 'impact sur la réduction du niveau de la flore indigéne en pré-fermentaire
e |'impact sur les cinétiques fermentaires, les paramétres analytiques et la
qualité organoleptique des vins.

Ce document technique présente la synthése des résultats obtenus et les
recommandations de vinification en condition de non sulfitage des modts
en pré-fermentaire.

Valérie PLADEAU (Sudvinbio
Lucile PIC (ICV

Philippe COTTEREAU (IFV
Nicolas RICHARD (Inter Rhone
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01. FLORE INDIGENE ET RISQUES MICROBIENS ASSOCIES

1. Diversité de la flore des raisins, du moit et du vin

Les populations de microorganismes a la vigne sont composées de levures et de bactéries aérobies mais également de moisissures,
de champignons et une multitude d’espéces méconnues en cenologie. La microflore connue en cenologie est présente au vignoble,
sur raisin et au chai, mais reste minoritaire. On retrouve, des levures Saccharomyces et non Saccharomyces, des bactéries acétiques

mais aussi, des germes d’altération (Brettanomyces, pedioccoque. .

.) (V. Renouf, 2006) et des bactéries

lactiques (M. Coarer, 2002).

La population de souches de Saccharomyces cerevisiae retrouvée au vignoble se distingue génétiquement de celle retrouvée au chai
(P. Lucas et al, 2015). Des transferts de souches bidirectionnels vignoble-chai sont supposés bien que limités dans le sens chai-vi-
gnoble. lls semblent plus importants dans le sens vignoble—chai (travaux Casdar levain bio, 2016). Un équilibre des populations de
levures semble s’opérer entre les deux pool (JL. Legras, 2018).

Lentrée du modt en cave et les changements rapides des conditions du milieu (variation de température, production d’alcool, SO2,

absence d’oxygéne, niveau d’acidité et pH..

.) vont entrainer une sélection des populations microbiennes les plus résistantes aux

facteurs environnementaux. Cette microflore va rapidement évoluer avec le changement d’état du raisin (modit, jus, acces au sucre).

.—>I_I—>l~ l-

SCHEMA 1

Evolution de

la biodiversité
microbienne du raisin
au vin, réalisé d’aprés

RAISIN MOUT - DEBUT FA* : FIN FA - VIN les données de
ESPECES MAJORITAIRES Candida famata ESPECES MAJORITAIRES : ESPECES MAJORITAIRES X'F?,e‘;':lu;;“f_bﬁ(;?rer
Aurebasidium Hanse_n_i_aspora Saccharomyces Saccharomyces et I'ICV
pullulans Metschnikowia cerevisiae cerevisiae
Candida famata pulcherrima AUTRES ESPECES AUTRES ESPECES
Rhodotorula Torulaspora Metschnikowia Brettanomyces
AUTRES ESPECES delbrueckii pulcherrima Bactéries pédiocoque
Hanseniaspora uvarum : Schizosaccharomyces Torulaspora etlactobacilles
(=Kloeckera apiculata) : / Zygosaccharomyces delbruecki autres...
Metschnikowia Saccharomyces Schizosaccharomyces
pulcherrima cerevisiae / Zygosaccharomyces
Saccharomyces Brettanomyces auftres...
cere_\!i_siae autres... Lexique
Bretta[l_o_myces *FA : Fermentation alcoolique
Bactéries lactiques
autres...

2. Les alterations de la qualité des moiits et des vins, d’origine microbienne

Les populations microbiennes, dont certaines res- B =
ponsables d’altérations (levures non Saccharomyces F# r l,JL
et/ou bactéries) trouvent dans le modt les conditions 1ES 7\
favorables a leur multiplication (oxygéne, sucre) (an-
nexe 1). La réduction ou la suppression de I'usage du
S02 en pré-fermentaire a pour conséquence le main-
tien de cette flore potentiellement indésirable. Elle fa-
vorise son développement jusqu’a atteindre un seuil
qui peut étre préjudiciable a la qualité des produits.
Certaines especes (Brettanomyces, bactéries lac-
tiques) plus résistantes au SO2 et a I'éthanol peuvent
également ressurgir en fin de fermentation alcoolique

(FA) et provoquer d’autres altérations : en cas notam- B P
ment de FA languissante et dans des conditions favo-
rables (pH élevé ou niveau réduit de SO2) (graph 1).

Bactéries lactiques

| \ Levures S. cerevisiae S eCSTaT

A

1.E+06 ‘x,/

|.E00!

1.E+07

/ Levures d alferation
1.E+0S

1E+04
1E+03 4

1E+02

Populations en UFC/mI (échelie log)

1E+01 Bactéries lactiques

Pédiocoques et lactobacilles

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Semaines aprés levurage

Echelle logarithmique (log) : 1E+01 =10
GRAPHIQUE 1 L’échelle logarithmique place les valeurs ~ 1E+02 = 100
Schéma de la succession des flores dans le cas d’une sur I’axe en croissance exponentielle :  1E+03 = 1000

cuve ol la FA est languissante et la fermentation ma- des points ecartés d’une méme distance  1E+04 =10 000

6 lo-lactique est longue a s’enclencher (source ICV) représ&:ntent des valeurs dans le méme
rapport.
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02. LES STRATEGIES DE BIOPROTECTION EN LANGUEDOC-ROUSSILLON

1. Qu’est-ce que la bioprotection en ;enologie ?
La « nature a horreur du vide ! », les populations microbiennes sont conti- Définition

nuellement « en compétition » pour occuper la place. Les conditions du milieu
favorisent I'une ou I'autre des especes d’une flore en perpétuelle évolution

tout au long du process de vinification ! La bioprotection est

En absence de sulfites, il est donc important d’occuper rapidement et intensé- présentée en cenologie comme une
ment la place par une population microbienne connue et maitrisable. alternative au role antiseptique du SO2
C’est le rdle attendu de la bioprotection. en phase pré-fermentaire. Elle consiste

a ensemencer précocement sur raisin
ou sur modit des especes de levures
connues et maitrisées qui s’'implantent
@ Est-ce que la bioprotection garantit le biocontrdle des populations indi- et colonisent le milieu au détriment de
geénes (c’est-a-dire la réduction significative de ces derniéres) ? la flore indigene présente et potentielle-

@ Cependant, peut-on considérer la bioprotection
comme une solution alternative compléte au SO2 ?

ment susceptible d’altérer la qualité du
mo(it. Cette solution vise a protéger les
molits des risques microbiens.

@ Peut-elle influer sur les risques d’oxydation des modts
notamment en blanc et rosé ?

2. Les stratégies testées en bioprotection

De multiples essais révélant des résultats consensuels et probants ont permis de proposer des stratégies efficaces.
Le détail de 'ensemble des stratégies est présenté en annexes 2 et 3.

Grenache noir Chardonnay Colombard Caladoc Syrah

TORRULASPORA DELBRUECKII METSCHNIKOWIA PULCHERRIMA/FRUCTICOLA
NON SACCHAROMYCES FERMENTAIRE NON SACCHAROMYCES PEU/PAS FERMENTAIRE

24 vinifications en expérimentation : 16 vinifications en expérimentation :

SACCHAROMYCES CEREVISIAE
6 souches LSA

28 vinifications en expérimentation :

8 MPF / 6 rouge trad / 10 blanc-rosé 3 MPF / 13 blanc-rosé 7 MPF / 9 rouge trad / 12 blanc-rosé

1 vinification en conditions réelles 5 vinifications en conditions réelles
dont 1 avec Pychia kluyveri

Cabernet Sauvignon Mourvéedre \ Vermentino l Weriot / Grenache blanc
Roussane Marsanne

3 ANS D’ESSAIS :
SCHEMA 2 en conditions expérimentales Lexique
Stratégies de bioprotection testées --- MPF : Macération pré-fermentaire a froid

| g jet et cé inifié FA : Fermentation alcoolique

sur la durée du projet et cépages vinifiés 2 ANS D’ESSAIS : . q

" , e LSA : Levure seche active

en conditions réelles de vinification o .
Trad : Vinification traditionnelle

Trois souches de non Saccharomyces, existantes sur le marché au lancement du projet ont été testées. Depuis, de nouvelles spé-
cialités commerciales sont proposées, toutes n’ont donc pas été évaluées.
Les résultats présentés dans le document sont donc relatifs aux types de levures testées.

Par ailleurs, les spécialités commerciales de levures seches actives associant deux souches de levures (non Saccharomyces +
Saccharomyces) ont été testées en premiere année de projet uniquement. Ces essais avec des mélanges de levures n’ont pas été
poursuivis. En effet, I'analyse de dénombrement des levures et I'évaluation de I'efficacité de la bioprotection est difficile sans la
connaissance préalable de la souche de Saccharomyces contenue dans la spécialité. Le projet a donc privilégié des spécialités pures
présentées dans le tableau 2.



Espece
de levure non

Saccharomyces

Spécialités
commerciales

Tolé-
rance

a l'alcool

Consommation
d’azote
connue

Tempé-
rature
optimale
de FA

Seuils de
tolérance de
température

min/max

Seuils de
tolérance au
S02 connus

Objectif cenolo-
gique indiqué sur
la fiche technique

produit

02. LES STRATEGIES DE BIOPROTECTION EN LANGUEDOC-ROUSSILLON

Dose d’emploi
recommandée par
la fiche technique

produit

connus

80 mg/l d’Nass

) . S sensible AV plus faible,
La""r(‘lg‘,;")em 10-1295 HOATAPONECE 46 1goc a plus de complexté 25/qt
d egsité 15ppm aromatique
150 mg/I :
Torulaspora - ,> R AV plus faible
- Biodiva d’Nass perte de o e Tolere 30mg/I e i
delbrueckii (100) <10% 10-15 points de >15°C min = 5°C de SOoT complgxne 20-25g/hl
densité aromatique
) révélation ardmes
Levu(kaEg())rula =9% sensible variétaux 20-30g/hl
AV plus faible
- Levulia Résiste a des S
Meﬁfgﬁgr'ﬁ%":a pulcherrima 8% 25-28°C  températures sensible produectt![ﬁ?o?sester 20-30g/hl
P (AEB) fraiches
Survie sur une
longue durée
A 10 jours a : : :
Metschnikowia . Non - Tolere 50mg/I  bioprotection des
) Gaia (10C) <1-2% 10mg/I Nass . 0-10°C sans o 7-20g/hl
fructicola fermentaire multiplication de SO2T moUts
eta35°Cen
MPC
Viniflora® production de 1ka/100hI
Pichia kluyveri  Frootzen (CHR 6% 15-25°C max = 28°C  Tolere 45ppm thiols, bioprotec- ( aingd e glace)
Hansen) tion des moits p g
TABLEAU 2 Lexique Unités

Présentation des espéces

de non Saccharomyces testées

dans le projet et leurs caractéristiques
(selon informations fabricants).

Nass : Azote assimilable par la levure

AV : Acidité volatile

MPC : Macération pré-fermentaire & chaud
FA : Fermentation Alcoolique

mg : milligramme / g : gramme /
kg : kilogramme

1 : litre / hl : hectolitre

ppm : partie par million (ex : mg/kg)
°G : degrés celsius

3. LUidentification des populations microbiennes :
une méthodologie d’analyse simple et représentative

Dans le cadre du projet, I’évaluation des especes microbiennes en présence est faite apres dilution et étalement sur boite de pétri
en conditions stériles. Le dénombrement des espéces de levures en présence (proportion des espéces sur la population totale) est
ensuite réalisé par PCR (technique d’amplification enzymatique de I’ADN) et estimé a partir de 10 colonies (parfois 30) prélevées sur
milieu « Levures totales » (milieu YEPD) et/ou milieu « Levures non Saccharomyces ».

Des controles d’implantation spécifiques sur les souches de levures utilisées en bioprotection ont complété I'information sur les
dénombrements.

Les mesures sont faites :
* Fin de phase pré-fermentaire pour évaluer I'implantation de la souche de bioprotection
et son impact sur la population indigéne.
¢ Mi-fermentation alcoolique (FA) pour évaluer le lancement de la FA,
le ratio des especes en présence et donc I'impact de la bioprotection sur la cinétique fermentaire.

Limite des analyses :
¢ identification des especes en présence est mesurée a I'instant « t », il n’y a pas de suivi de I'évolution dans le temps.
On peut toutefois conclure sur les ratios des especes en présence aux étapes clés de la vinification.



02. LES STRATEGIES DE BIOPROTECTION EN LANGUEDOC-ROUSSILLON

4. Les protocoles de mise en ceuvre de la bioprotection

Une diversité de modalités testées a I'image des pratiques régionales de vinification

. ) BIO . . .
ZERO TEMOIN ] dgs 10g/qt en NR jusqu’a 25-30g/qt
sop U 02 ou P';?JIEC « dés 15g/qt en R

2-4 H D’ATTENTE

(temps du transport)

Laeted

VINIF® TRAD OU MPF  LEVURAGE OU PAS

Lexique N s
q 72H A12°C selon modalité

MPF : Macération pré-fermentaire a froid
FA : Fermentation alcoolique
LSA : Levure seche active

Trad : Vinificati "
rad : Vinification tradltlon?elle —
NR : Levures non réhydratées ¢$$¢

R : Levures réhydratées ]

qt : Quintal ’ I—I

PRESSURAGE DEBOURAGE LEVURAGE
18H A 5°C
O0U 20 H A 12°C

5. Une innovation pratique : la non réhydratation des levures de bioprotection

Le levurage en bioprotection peut s’envisager sans réhydratation avec un positionnement trés précoce dés la récolte, mais
pas dans n’importe quelles conditions !

Les travaux préliminaires effectués sur des Saccharomyces, ainsi que nos différents essais ont mis en évidence que toutes
les levures n’étaient pas adaptées a une utilisation sans réhydratation. Pour que cette pratique conduise a une bonne
implantation de la levure et a un déroulement satisfaisant de la fermentation alcoolique, il est important :

e de vérifier que la souche de levure choisie est apte a supporter I'ab- s

sence de réhydratation @ Conseil pratique
e d’augmenter significativement la dose employée (minimum 25 a

30g/qt) par rapport aux pratiques de levurage a I’encuvage Vérifier la capacité de la levure de
bioprotection a supporter une utilisation

¢ de ne faire I'impasse sur aucune des pratiques de prévention des " , )
en condition non réhydratée.

arréts de fermentation alcoolique (maitrise des températures, gestion
de la nutrition,...)
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03. LA BIOPROTECTION PEUT ELLE MAITRISER COMPLETEMENT LE RISQUE MICROBIEN ?

1. Leffet choc du sulfitage en pré-fermentaire

@ Résultats

Dans le cadre du projet, nous avons constaté que I'usage d’une levure non Saccha-

. . . . oaoe BTe P importants
romyces en bioprotection ne garantit pas toujours une réduction significative de la popu- 74
lation indigéne par rapport au niveau initial sur mo(it, malgré une colonisation majoritaire
du milieu (graph 2). Le sulfitage permet,
[ 206407 selon le niveau initial,
- 1,8E+07 s une réduction d’1 ou 2 log.
~ Y .
L g (x10 g X1 OQ) d'e ‘Ia populatli)n
= levurienne indigene du modit.
N ) ) - 1,4E+07 8
m Torulaspora delbrueckii (levure de bioprotection) £
= Non Saccharomyces / Saccharomyces indigenes - 1,2E407 'g
- 1,0E+07 %
c
S
- 8,0E+06 %
3
- 6,0E+06 a2
o
. 4,06406 E GRAPHIQUE 2 _
5 Dénombrement des populations
5 7E405 - 2,0E+06 E levuriennes avant fermentation
5,7E+04 . 2000 000 s alcoolique (FA).
- D,0E+00 Essai ICV, Rouge traditionnel Syrah (2016).
Témoin SO2 5g/qt Témoin 0 502 Essai Torulaspora Tandem®

Bioprotection avec Torulaspora d. (10g/qt
NR*) *NR : non réhydratée

10g/qt NR

2. Le froid en pré-fermentaire : une solution a ne pas négliger
Le débourbage seul sans apport préalable de SO2 permet une baisse significative de
la population totale (graph 3), mais sans égaler I'effet du sulfitage. L'effet est complé- Résultats
mentaire. importants

Le débourbage associé a la bioprotection ne garantit pas spécifiquement la

réduction de la population indigéne. Il impacte sur la population totale y compris, En blanc et rosé
dans certains cas, la levure de bioprotection. le débourbage, a des

températures suffisamment
froides (5-10°C) favorise

la réduction du niveau de
population totale de levure
dans le milieu.

- 5,0E+06

m Torulaspora delbrueckii (levure de bioprotection) - 4,0E406

[ m Saccharomyces indigénes
(} = Non Saccharomyces indigenes
O Population totale levures indigénes - 3,0E+06

GRAPHIQUE 3

Dénombrement des populations
levuriennes aprés pressurage

et débourbage (5°C — 18H).

Essais ICV blanc chardonnay (2016).
Bioprotection avec Torulaspora d.
/0E+05 1000000 (10g/gt NR*) *NR : non réhydratée

0,0E+00

- 2,0E+06
,7E+06

Niveau des populations levuriennes (UFC/ml)

,0E+06 1,0E+06

O 2,8E+05
ER3E05 o oke0s

PRESSURAGE ‘DéBOURBAGE PRESSURAGE | DEBOURBAGE | PRESSURAGE | DEBOURBAGE

Témoin SO2 4g/qt Témoin 0 SO2 Essai Torula Td® NR 10g/qt
récolte




03. LA BIOPROTECTION PEUT ELLE MAITRISER COMPLETEMENT LE RISQUE MICROBIEN ?

Résultats
Y, importants

En deca

d’une implantation
a 90% de la population totale
de levures, la population de

la levure de bioprotection

se rajoute a la population

3. L'effet de la bioprotection, en alternative au S02

Méme si la levure de bioprotection colonise de maniére majoritaire le milieu, elle n’em-
péche pas le maintien d’une population indigéne a un niveau équivalent ou supérieur
au témoin.

Graph 4 : la levure Okay® de bioprotection colonise le milieu a 80%, mais les non
Saccharomyces indigenes atteignent un niveau au moins 10 fois supérieur aux niveaux
des témoins. Le S02, dans ce cas (témoin S02) n’empéche pas non plus le maintien
d’une population globale de levures indigénes, mais limite les non Saccharomyces in-
digénes (plus préjudiciables) au profit des Saccharomyces indigénes (moins préjudi-
ciables pour la qualité des moits).

microbienne indigéne

; g
présente. Dans ce cas, on ne i)
peut pas parler de biocontrdle S 100% 4 .
(c’est-a-dire de réduction a un g 90% 7
seuil non préjudiciable pour = 80% - m Okay® (levure de bioprotection)
~ : S 70% - m Saccharomyces indigénes
!e -mPUt)’ de la population T eo% - d: Non Saccharomyces indigénes
indigene. 2 on Niveau de population totale
£ de levures indigénes (en UFC/ml)
L 40% -
3 30% -
GRAPHIQUE 4 »
Répartition des populations levuriennes aprés 2 20%
. < 5,0E+04
pressurage et débourbage. 3 10% - 408408
Essais ICV, Grenache Rosé 2016 : Bioprotection 2 0% i ‘
avec une Saccharomyces Okay® 10g/qt NR 3 Témoin avec SO2 4g/qt Témoin 0502 Okay® NR 10g/qt récolte
avant pressurage. Débourbage 18H a 5°C. 5
E
8

Les souches de bioprotection a condition qu’elles s’implantent rapidement a plus de 90%
de la population totale de levures permettent réellement un biocontréle de la population
indigéne, c¢’est-a-dire la réduction de cette derniére de maniére significative par rapport
au témoin non sulfité.

Graph 5: Les levures de bioprotection Torulaspora d. ou Okay® colonisent au moins 95%
du milieu et réduisent d’1 log. au moins (facteur 10) la population de levures indigenes
par rapport au témoin non sulfité.

100% -

90% | 1,50E+07
80% -

70% -

60% -

50% -

40% -

30%

20% -

10% -

0% - E+05. ! !

SO2 5g/hL Témoin 0 S02 Okay ® 5g/qtR

@ Résultats
VA importants

La levure de

bioprotection

peut permettre le biocontrdle
de la population indigene

a condition qu’elle soit
implantée a plus de 90% de la
population totale de levures

GRAPHIQUE 5

Répartition des populations levuriennes
avant fermentation alcoolique (FA).
Essais ICV Rouge traditionnel Cabernet sau-
vignon, 2015 : bioprotection avec Saccha-
romyces Okay® 5¢/qt R ou

Torulaspora Tandem 5g/hl R.

Torulaspora
delbrueckii 5g/hl R

Répartition de la population de levure en % de la population totale

m Torulaspora delbrueckii (levure de bioprotection)
m Okay® (levure de bioprotection)
[ m Saccharomyces cerevisiae indigénes
() Non Saccharomyces indigénes
Niveau de population totale levures indigénes en UFC/ml



03. LA BIOPROTECTION PEUT ELLE MAITRISER COMPLETEMENT LE RISQUE MICROBIEN ?

—
S

4. La bioprotection sur des moiits
fortement contaminés en Hanseniaspora uvarum

Sur des modits contenant des populations importantes de Hanseniaspora uvarum,
un essai de bioprotection avec une levure séche active (LSA) Saccharomyces a
4g/qt réhydratée n’a pas permis de contenir la population indigéne. Sur un pré-
levement de 10 colonies pour I'identification des populations en présence sur
molit, la LSA n’a pas été identifiée. Toutefois, elle était nécessairement présente
puisqu’elle assure la FA ensuite.

Le graphique 6 montre que seul I'enclenchement de la FA et I'apparition d’étha-
nol ont pu réduire les populations de Hanseniaspora uvarum et permettre la co-
lonisation du milieu par la Saccharomyces de bioprotection.

Metschnikowia pulcherrima (Microscopie optique, grossissement x40)

Morphologie de levures Metschnikowia pulcherrima
utilisée en bioprotection.© Microflora

A\,
@ Conseil pratique

Vérifier I’état sanitaire des modts

avant de recourir a la bioprotection
et si besoin, augmenter les doses
de la levure de bioprotection
utilisée.

GRAPHIQUE 6

0, .
K] 100% - Répartition des populations
3 levuriennes avant FA.
ES 80% - Essais IFV Rouge traditionnel
B Syrah, 2015 : Okay® (4g/qt)
P 4H de macération + foulage.
g 60% -
2 g
S ®
> 2
f 2 40% -
58
2 ©
33 20% -
29
a o
w
3 0% L ) ] . m Levure indigénes autres
5 Témoin 0 SO2 Essai 1 Okay® Essai 2 Okay® Essai 1 Okay® = Hanseniaspora uvarum
£ 4g/qtR 4g/qtR 4g/qtR m Okay® (levure bioprotection)
2 MoOT 75% DE LA FA
o

Morphologie de levures Metschnikowia fructicola
utilisée en bioprotection.© 10C

Colonies de Saccharomyces cerevisiae (en blanc)
et Metschnikowia fructicola (Gaia) (en brun-rouge)
utilisées en bioprotection, sur milieu WC. © 10C




Quel impact
de la bioprotection

sur les profils fermentaires ?

1. Peu d’écart entre bioprotection et témoin non sulfité dans les essais
2. La gestion de la nutrition azotée
3. Les conséquences sur la qualité organoleptique des vins




04. QUEL IMPACT DE LA BIOPROTECTION SUR LES PROFILS FERMENTAIRES ?

1. Peu d’écart entre bioprotection et témoin non sulfité dans les essais

Sur les témoins sulfités ET non sulfités en pré-fermentaire, aucune des
modalités mises en ceuvre en conditions expérimentales n’a conduit a un pro- ) Résultats
/4

bleme fermentaire ou une déviation analytique (montée de I’acidité volatile no- importants

tamment).

En conditions expérimentales, la bioprotection n’a pas présenté de meilleure ni La flore microbienne indigene des
de moins bonne performance fermentaire que le témoin non sulfité. Les résul- modts vinifiés dans le cadre du projet
tats d’analyses des paramétres cenologiques sur vins finis sont comparables n’était naturellement pas préjudiciable a
entre témoin et bioprotection. Par contre, on releve des différences de profils la qualité des moiits.

aromatiques liés au type de levure employée.




04. QUEL IMPACT DE LA BIOPROTECTION SUR LES PROFILS FERMENTAIRES ?

2. La gestion de la nutrition azotée

Les levures utilisées sont plus ou moins consommatrices d’azote et peuvent induire une carence pour la Saccharomyces utilisée
pour réaliser la FA. La Torulaspora sp. peut par exemple consommer jusqu’a 80mg/l d’azote assimilable (Nass) ! La Metschnikowia
fructicola (Gaia) méme si elle ne présente pas de grande capacité fermentaire, peut consommer environ 10 mg/I d’Nass pendant la
colonisation du milieu. En cas de carence forte en azote des modits, la levure de bioprotection renforce ainsi cette carence et induit

des FA languissantes. (graph 7).

1094
1084
1074
1064
1054

1044

Densité

1034
1024
1014
1004
994
984

Le besoin en azote assimilable (Nass) est calculé
théoriquement sur la base de 150 mg/I d’azote
pour 12% potentiel et une FA réalisée en 8 jours
a 24°C. ll est couramment admis qu’il faut ajou-
ter 25 a 30 mg/l de Nass par degré potentiel
supplémentaire. On considére qu’un molt est
carencé quand la teneur en azote assimilable est
inférieure au besoin théorique en azote.

A\
@ Conseil pratique

Un apport de nutriment azoté lors du

levurage avec la LSA est nécessaire
pour compenser la consommation
d’azote par la levure de bioprotection
et/ou la carence azotée initiale du
modit.

19 21 23
Jours de FA

25

—@— Témoin SO2 5 g/hl relevuré

—0—Témoin 0 SO2 relevuré

~—0-— Gaia relevuré

27

29

31

33

35

37

GRAPHIQUE 7

Cinétiques fermentaires

apres bioprotection et relevurage

de certaines modalités.

Essais IFV 2016 Caladoc rosé :
Bioprotection Gaia 5g/qt+ 4H macéra-
tion, Débourbage 20H 12°C, levurage a
20g/hl avec LSA X5.

17



04. QUEL IMPACT DE LA BIOPROTECTION SUR LES PROFILS FERMENTAIRES ?

3. Les conséquences sur les qualités organoleptiques des vins

Dans le cadre du projet, la bioprotection mise en ceuvre pour maitriser les risques microbiens n’a pas révélé d’action antioxydante.
Ainsi, méme si elle conduit a une bonne implantation de la levure choisie, la bioprotection n’a pas permis de compenser les évolu-
tions de profils organoleptiques dues a I'absence de SO2 (notamment pour les cépages « thiols »). Dans nos essais, sans alternative
spécifique liée a la gestion de I'oxydation, seul le témoin SO2 a permis de conserver le potentiel thiol (buis, fruit exotique, agrume)
(graph 8) ou le maintien de la couleur sur blanc ou rosé.

Amertume Amylique

Sécheresse ~Buis

Astringence Végétal/Herbacé
1\\ /
Rugositée — ' vanillé
Acidité Agrumes
/ Fruits exotiques
%
Fruits confits Fruits blancs au sirop
GRAPHIQUE 8 = et R : Metschnikowia pulcherrima 10g/qt réhydratée
Profil aromatique des vins = Tor NR : Torulaspora delbrueckii 10g/qt non réhydratée
Essai ICV blanc 2017, Chardonnay = S02 : Témoin sulfité 5g/qt

Vinification avec Macération sur
bourbes préfermentaire (MSB)
5 jours a 8°C

Les différents profils aromatiques obtenus dans le cadre des essais, 1
sur les vins finis, sont dus essentiellement au type de levure employée : @ Conseil prati que

En pré-fermentaire :

e la non Saccharomyces fermentaire Torulaspora sp. est présentée comme
une levure permettant de développer des ardmes fruités sur des blancs et rosés peu
aromatiques et qu’on retrouve effectivement en dégustation.

e dans le cadre de nos essais, nous n’avons pas mesuré d’impact aromatique
net des levures non Saccharomyces non fermentaires testées en bioprotection.

En blanc et rosé, coupler

la bioprotection a d’autres
pratiques pour maitriser les
risques d’oxydation des moits.

En fermentation, la LSA Saccharomyces cerevisiae utilisée pour réaliser la
FA impacte logiquement le profil des vins.

Dans le cadre du projet, le témoin sulfité est généralement préféré des dégustateurs lorsque les différences sont significatives.
Toutefois, le témoin non sulfité et les modalités de hioprotection présentent des caractéristiques autres, mais pas nécessairement
négatives.




La bioprotection
avec des levures

non Saccharomyces fermentaires

1. Torulaspora sp. s’implante dans la plupart des cas, mais...
2. Torulaspora sp. peut initier rapidement une activité fermentaire !
3. L'impact de Torulaspora sp. sur la cinétique fermentaire



05. LA BIOPROTECTION AVEC DES LEVURES NON SACCHAROMYCES FERMENTAIRES

1. Torulaspora sp. s’implante dans la plupart des cas, mais...

Les contrles microbiologiques effectués juste avant FA ont mis en évidence
que Torulaspora sp. s’implante dans la plupart des cas: a partir de 4-5 g/qt si la )
/4

Résultats
importants

levure est réhydratée et a partir de 10 g/qt si elle est non réhydratée.

Le maintien a basse température (5 a 10°C) pendant quelques heures a
quelques jours (effectué pendant le débourbage ou la Macération sur bourbes
(MSB) des blancs et rosés) n’a pas empéché 'implantation de la Torulaspora sp. En conditions

expérimentales, a moins

de 5g/qt réhydratée et 10g/qt non
réhydratée, I'implantation de la non
Saccharomyces fermentaire testée en
bioprotection est aléatoire

Cependant a ces doses, dans 60% des essais menés cette espece cohabite
avec d’autres espéces. De ce fait une proportion non négligeable de levures
indigénes se maintient : elles peuvent représenter une quantité comparable a
la flore indigéne mesurée sur les témoins sulfités. Laugmentation de la dose de
Torulaspora sp. conduit a une amélioration de son taux d’implantation dans le

milieu: des résultats plus réguliers ont été obtenus a partir de 20g/qt réhydratée
et 30g/qt non réhydratée.
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Torulaspora delbrueckii (Microscopie optique, grossissement x40)

© Microflora




05. LA BIOPROTECTION AVEC DES LEVURES NON SACCHAROMYCES FERMENTAIRES

2. Torulaspora sp. peut initier rapidement une activité fermentaire

En rouge, ce constat n’est pas préjudiciable au déroulé des vinifications.
Par contre, en initiant la fermentation alcoolique en blanc et rosé, Torulaspora sp. peut @ Résultats
remettre en cause le débourbage, notamment dans les situations ot les disponibilités /’ importants
en froid sont limitées (cas d’un débourbage a 12-15°C).

En conditions expérimentales, le débourbage n’a jamais été compromis, mais ce pro-

bléme a été rencontré lors de la mise en ceuvre d’essais en conditions réelles de vini- Lorsque le niveau
fication!

de Torulaspora sp. atteint un
niveau élevé (1 a 100 millions
\ 1y, de cellules/ml) des signes de

Q Conseil pratique début d’activité fermentaire

peuvent étre observés.

Eviter la mise en ceuvre d’une levure non Saccharomyces fermentaire en
bioprotection sur blanc et rosé clarifiés en statique a froid.

Ew‘\‘ -‘-';"

|I\J
—_



05. LA BIOPROTECTION AVEC DES LEVURES NON SACCHAROMYCES FERMENTAIRES

3. Limpact de Torulaspora sp. sur la cinétique fermentaire

La levure Torulaspora sp. a la capacité de se maintenir en FA (jusqu’a une proportion de 20% a 60% au % de la FA dans certains
essais) et donc de co-fermenter avec Saccharomyces (graphs 9).

2,5E+07 GRAPHIQUES 9

Répartition des populations levuriennes a mi-FA (A) et
suivi de la densité de fermentation alcoolique (B).
GRAPH 9A Essais IR Rouge traditionnel Mourvedre, 2017. Bioprotection
2,0E+07 - avec Torulaspora Biodiva 5g/qt R, relevuré avec une LSA
= Torulaspora delbrueckii Saccharomyces (Lalvin 2323) & 20g/hl R.
m LSA Saccharomyces pour la FA
Saccharomyces indigénes
1,5E+07 -|
1,0E+07 -
5,0E+06 |

Niveau des populaitons levuriennes (UFC/ml)

dant la FA et représente 50% de la population totale de

Dans le graphique 9A, La Torulaspora sp. se maintient pen-
5000000]:
levures a mi-FA. Sa présence au moment de I'apport de

0,0E+00

Témoin SO2 + relevurage  Essai Torulaspora sp. la LSA Saccharomyces en compromet I'implantation et en-
LSA 5g/qtR + relevurage LSA traine une FA plus lente (graph 9B).
GRAPH 9B Les problématiques rencontrées sur le déroulement de la
1080 - ——— Témoin S02 + relevurage LSA FA suite a I‘'usage de Torulaspora sp. en bioprotection (mau-
—— Essai Torula sp. + relevurage LSA vaise implantation de Saccharomyces et fermentations al-
1070 1 cooliques languissantes) peuvent étre dus a plusieurs fac-
teurs qu’il faut prendre en compte plus globalement dans la
1060 - stratégie de mise en oeuvre de la bioprotection :
1050 e [’existence d'incompatibilité entre certaines
souches de non Saccharomyces sp. et certaines souches
j.; 4045 o de Saccharomyces sp.
H e | es consommations en azote plus ou moins impor-
e 1030 tantes en pré-fermentaire par la levure de bioprotection.
1020 -
\ I,
1010 - Q Conseil pratique
1000 -
Vérifier la compatibilité
990 T T T T T T T T T T T T T T |

entre la souche de levure

de bioprotection et la LSA
Jours aprés relevurage LSA

Saccharomyces utilisée

pour faire la FA. Choisissez
soigneusement le couple mis
en ceuvre. Vérifier les niveaux
d’azote assimilable des
modts et gérer la nutrition
azotée.




La bioprotection
avec des levures

non Saccharomyces
peu ou pas fermentaires

1. Un bon taux de colonisation par les souches de Metschnikowia sp.

2. Cas des vinifications avec macération sur bourbes en pré-fermentaire

3. Metschnikowia sp. ne géne par I'implantation de la levure utilisée
pour la fermentation



06. LA BIOPROTECTION AVEC DES LEVURES NON SACCHAROMYCES PEU OU PAS FERMENTAIRES

1. Un bon taux de colonisation par les souches de Metschnikowia sp.

Résultats
4 importants

En conditions expérimentales,

En conditions expérimentales, la Metschnikowia sp. utilisée en
condition réhydratée s’'implante systématiquement a hauteur
de 90-100% de la population levurienne totale, testée a partir
de 4-5g/qt pour la Metschnikowia fructicolaet a partir de 10g/qt
pour la Metschnikowia pulcherrima. Ces résultats sont atteints
pour des vinifications classiques en blanc et rosé et en ma-
cération pré-fermentaire a froid (MPF). Aucun essai n’a été
réalisé en vinification rouge traditionnelle.

Dans les conditions testées, aucun signe de déclenchement
de la FA n’a été signalé en phase pré-fermentaire.

la levure de bioprotection non Saccharomyces non
fermentaire testée s’implante majoritairement, a
5g/qt réhydratée pour la Metschnikowia fructicola
et a 10g/qt réhydratée pour la Metschnikowia
pulcherrima.

La bioprotection est effective dans la majorité des cas testés (85% des essais en levure réhydratée).
Exemple des graph 10 en Macération pré-fermentaire a froid (MIPF) et graph 11 en blanc et rosé : la Metschnikowia f. permet de
contenir le niveau de population de levures indigénes voir de le réduire dans certains cas.

m Saccharomyces / Non Saccharomyces indigenes
m Metschnikowia f. (levure bioprotection)

i 5,0E+05

- 4,0E+05
GRAPHIQUE 10

Dénombrement des populations
levuriennes sur moiit aprés MPF.

Essai IFV 2017 Merlot MPF — Bioprotection
avec Gaia 4-5g/qt réhydratée + 72h MPF
a12°C.

i 3,0E+05

- 2,0E+05

Niveau des populations levuriennes (UFC/ml)

- 1,0E+05

$100000

Témoin SO2 Essai 1 Gaia 4g/qtR

Essai 2 Gaia 4g/qt R

0,0E+00

N
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- 8,0E+05
- 708405 £
O
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2
m Hanseniaspora uvarum - 6,0E+05 Py
hora uvaru 2 GRAPHIQUE 11
et autres levures indigénes < i i
| 5,0E405 £ Dénombrement des populations
m Metchnikowia f. : levuriennes sur moiit
(levure de bioprotection) - 4,0E405 @ aprés débourbage.
-% Essai IFV 2016 , Syrah rosé— Bioprotection
| 3,0E405 E avec Gaia 4-59/qt réhydratée + 4h macé-
3 ration et débourbage 12°C, 20H.
- 2,0E+05 8
3
©
- 1,0E+05 H
4
100000
< 1,0E+04 . ,0E+00
Témoin SO2 Essai 1 Gaia 4g/qt R Essai 2 Gaia 4g/qt R

Les essais menés en condition non réhydratée avec la
Metschnikowia fructicola (essais menés avec la spécialité
Gaia uniquement) n’ont pas permis une bonne implantation de
la levure (seulement 3 a 20% de la population totale). Il faut
donc réhydrater systématiquement cette levure.

Conseil pratique

Attention ! La metschnikowia sp. ne doit pas
étre utilisée en non réhydratée !
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2. Gas des vinifications avec maceération sur bourbes en pré-fermentaire

Au cours des 5 jours de macération a 8°C, la flore indigéne continue a croitre malgré la présence d’un niveau élevé de Metschni-
kowia p.. Ainsi en fin de macération sur bourbes, la levure de bioprotection, qui elle ne s’est que peu multipliée, ne représente plus
que 50% de la population levurienne totale (graph 12).

- 1,6E+06
m Levures Saccharomyces / Non Saccharomyces indigénes 1,4E+06 E
m Metschnikowia p. (levure de bioprotection) E
- 1,2E+06 ‘5
£ GRAPHIQUE 12
L0E¥05 5 Dénombrement des populations
2 levuriennes, aprés débourbage
BOEH0S 2 ou macération sur bourbres (MSB).
& Essais, ICV Chardonnay, 2017. Bioprotection
6,0E405 § Metschnikowia p. 10g/qt R — Débourbage
2 12H - 5°C et MSB : 5 jours a 8°C.
- 406405 O
kel
=]
3
- 2,0E+05 3
2
1,4E+03 8,6E+03 3 0E+02 oo
| | . : 0,0E+00
Témoin SO2 trad Témoin 0 SO2 Témoin SO2 MSB Essai Essai
trad Metschnikowia p.Metschnikowia p.

Vinif trad MSB
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3. La Metschnikowia sp. ne géne pas I'implantation de la levure de fermentation

Apres relevurage avec une levure séche active (LSA) Saccharomyces cerevisiae, les controles a mi-FA montrent une implantation
majoritaire de celle-ci (plus de 85% de la population totale de levure du milieu @ mi-FA).

Les souches de Metschnikowia sp. testées ne génent donc pas I'implantation des LSA utilisées ensuite pour réaliser la FA
(graph 13).

Les LSA utilisées
pour le relevurage
dans le cadre des essais

LEVURE DE BIOPROTECTION —} LEVURE LSA POUR LA FA

Le graph 13 montre également une diversité de levures en présence a mi—FA. Dans I’essai non relevuré (modalité Essai Gaia 2
+ rien), la FA a été particulierement languissante apres la mise en ceuvre de la bioprotection avec une non Saccharomyces non
fermentaire.

m Hanseniaspora uvarum
m Metchnikowia f. (levure de bioprotection)

GRAPHIQUE 13
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Dénombrement de
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la population totale .
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rosé— Bioprotection avec 50% -
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30% - I 2,5E+07
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- 1,5E+07
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%
i 5,0E+06
I .
0,0E+00
= . Essai 1 Gaia 4g/qtR Essai 2 Gaia 4g/qtR| [Essai 1 Gaia 4g/qt R+ X5 Essai 2 Gaia 4g/qt R +
Conseil pratique Rien
mo0T FA
Attention ! Le relevurage
t indi nsable avec I'usa m LSA X5 (levure pour la FA)

e’s Spensable avec 'usage Autres Saccharomyces
d’une levure peu ou pas = Metchnikowia f. (levure de bioprotection)
fermentaire en bioprotection. Hanseniaspora uvarum




La bioprotection
avec des levures

Saccharomyces

1. Une pratique simple et efficace a réserver aux vinifications en rouge
2. La gestion du départ en fermentation alcoolique
3. Relevurage ou pas apres la bioprotection ?
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1. Une pratique simple, efficace a réserver aux vinifications en rouge

Les souches de Saccharomyces utilisées en bioprotection, a partir de 5g/qt réhydratée et a la dose de 25g/qt en non réhydratée en
rouge s'implantent systématiquement (graph 14).

- 1,0E+08
I 9,0E+07 =
£
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. . -
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[}
©
b 2,0E+07 3
[
2
2
1,50E+07 L 1,0E+07
10 000 000
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Témoin SO2 Témoin 0 SO2 Okay ® 5g/qtR Okay® 25g/qt NR

En vinification en rouge, une levure Saccharomyces positionnée en bioprotection a plus de 5g/qt en condition réhydratée, peut
atteindre des niveaux compris entre 10 et 100 millions d’UFC (unité formation colonie)/ml en sortie de Macération pré-fermentaire
a froid (MPF). Attention, la souche de bioprotection choisie ne colonise pas toujours la totalité du milieu laissant la place a une po-
pulation non négligeable d’autres levures. (graph 15).

- 3,0E+07

GRAPHIQUE 15 N
Dénombrement des 5 5E207 8 ¢ . .
populations levuriennes M= £ Conseil prathue
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Essai IFV 2016, Syrah rouge 208407 3
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I ’ +H H . . TE
o~ 0 i colonisation totale du milieu par
3,5E+06 !
1,06404 : 0,0E+00 la levure !
Témoin SO2 Essais 1 TST 4g/qt R Essais 2 TST 4g/qt R

m Saccharomyces cerevisiae (TST) (levure de bioprotection)
Saccharomyces indigénes

@ Résultats

, o , _ importants

En rouge, les niveaux de population importants atteints par la souche de biopro-

tection sont parfois associés a des départs prématurés en fermentation alcoolique,

induisant ainsi un début de fermentation a basse température. Nous n’avons pas pu identifier
de conditions d’utilisation

En blanc/rosé, les niveaux de population totale n’atteignent pas les seuils observés de Saccharomyces en

en macération pré-fermentaire a froid (MPF) (temps de macération moins long et bioprotection qui sécurise

effet du froid sur les populations) plutét de I'ordre de 10E+05 UFC/ml & 10E+06 totalement cette pratique

UFC/ml. Toutefois, sur certains essais levurés a 10g/qt de levure Saccharomyces de en blanc et rosé clarifiés en

bioprotection non réhydratée, un départ en FA est observé et peut remetire en cause statique a froid.
le débourbage !




07. LA BIOPROTECTION AVEC DES LEVURES SACCHAROMYCES

2. La gestion du départ en FA

En rouge MPF, la Saccharomyces de bioprotection peut enclencher précocément la FA (graph 16) en fin de macération. Ceci permet
de s’affranchir d’un re-levurage en Saccharomyces en sortie de MPF. Nous avons en effet pu vérifier que la levure de bioprotection
restait majoritaire a mi-fermentation alcoolique. Les cinétiques de fermentation alors obtenues sont satisfaisantes: départ rapide et
consommation totale des sucres, comparables au témoin sulfité.

Attention, cependant au risque d’enclenchement trop rapide de la FA qui pourrait écourter la période de macération et limiter le gain

organoleptique.
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GRAPHIQUE 16

Suivi de la cinétique fermentaire aprés
bioprotection et MPF sans relevurage.
Essais ICV rouge MPF Cabernet Sauvi-
gnon — Bioprotection avec Okay® (30 g/
gt NR) 3H de macération + MPF 72H a
12° cinétique de FA sans relevurage.

8 10 12

Jours apres premier levurage

=—@— Témoin 502
==@==Témoin 0 S02
==@=— Essai Okay® NR 30g/qt (colonisation 100% du milieu sortie de MPF)

En blanc et rosé, suite a la mise en oeuvre de bioprotection avec des Saccha-
romyces, il est possible de constater des fermentations alcooliques languis-
santes. Elles peuvent étre dues a la consommation d’azote et de micro-nu-
triments inhérente au développement de ces Saccharomyces. De méme, la
LSA de bioprotection, utilisée en sous dosage par rapport au taux de levurage
recommandé pour un bon déroulement de la FA, peut aussi expliquer les FA
languissantes.

3. Relevurage ou pas apres la bioprotection

En cas de relevurage, il sera important de vérifier que la population apportée
en bioprotection ne compromet pas I'implantation des populations apportées
par la suite, on privilégiera donc de faibles doses d’apport pour la levure de bio-
protection et une complémentation en nutriments adaptée lors de 'introduction
des levures de fermentation.

En cas de non relevurage, il faudra s’assurer que les conditions d’apport pré-
coce des levures en bioprotection leur permettent aussi d’assurer un déroule-
ment satisfaisant des fermentations alcooliques, on sera donc attentif a utiliser
une dose importante de levures de bioprotection (ex : 25-30 g/hl).

Enfin, si I'on souhaite s’affranchir de la réhydratation des Saccharomyces (per-
mettant ainsi une mise en oeuvre plus simple a la parcelle), il faudra vérifier la
résistance de la levure a la non réhydratation et prévoir des doses supérieures
(ex a partir de 25g/qt).

\ I,
@ Conseil pratique

La mise en ceuvre de la bioprotection
nécessite une vigilance accrue sur
les niveaux de nutriments azotés et
demande des apports spécifiques en
azote assimilable pour garantir les
fins de FA.

\ .,
@ Conseil pratique

En rouge, il est déconseillé de
relevurer suite a I'usage d’une
Saccharomyces en bioprotection.
Cette derniere a la capacité de
réaliser la FA. Privilégier a minima
un apport équivalent aux doses
recommandées pour un bon
déroulement de FA.



Les bonnes pratiques

de mise en ccuvre

de la bioprotection

1. Vinification en blanc et rosé

wy § &

: ITINERAIRE DE : LEVURES  : PROTOCOLE : CONTROLES
: BIOPROTECTION : TESTEES  : D’ENSEMENCEMENT

: ZERO SO2 en © Metschnikowia : Doses sur raisins : atteindre une colonisation
¢ préfermentaire . fructicola ¢ sains: . totale du milieu > 90% de
: : : = 5g/qt levure : la population de levures
: Levures non . Metschnikowia : (sécurité a 10g/qt) :

. Saccharomyces  : pulcherrima . Gestion de I'oxydation :
: peu ou pas : ¢ Augmenter la dose ¢ prévoir des alternatives

¢ fermentaires : Pichia kluyveri : selon I'état sanitaire : aux sulfites

. Réhydrater . Niveau d’azote

: obligatoirement : assimilable (Nass) :

. les levures : analyser les teneurs sur
modit
¢ Apporter au plus t6t

: dés la récolte

: Dénombrement levurien :

2

0%

: GESTION
. DELAFA

© Levurer obligatoirement
: avec une LSA

: Compenser en début de :
. FAI'azote consommé par :
. lalevure etlacarence  :
. théorique du modt.

L’'usage de Saccharomyces ou non Saccharomyces fermentaire

3 en bioprotection
P ratl q u e S >>> risque de déclenchement de la FA pendant le débourbage

. 1 4 L]

a e‘”te r Mettre en ceuvre la bioprotection en macération sur bourbes
>>> sans possibilité de maintenir de trés basses températures,
la bioprotection n’empéche pas la multiplication de la flore indigene




: ITINERAIRE DE

tlalal

: BIOPROTECTION :
: ZERO S02

: LEVURES

TESTEES

: non

* Saccharomyces

© Toutes levures
: commerciales

: fermentaires :
. Torulaspora

delbrueckii

: Saccharomyces

© non fermentaires : . o :
: : = selon I'état sanitaire et :

. Metschnikowia
: pulcherrima/fruc-
: ticola

¢ diverses levures
: séches actives
©(LSA)

2. Vinification en rouge

%

0

: PROTOCOLE
: D’ENSEMENCEMENT

© Doses sur raisins sains : :
¢ =50/qt levure réhydratee :
: (sécurité a 10g/qt)

= 25¢g/qt levure
© non réhydratée

. (hors Metschnikowia sp.) :
: :analyser les teneurs

¢ sur moQt

Augmenter la dose

© pour garantir une

: meilleure colonisation

: (testé jusqu'a 25-30g/qt
. Saccharomyces : en non réhydraté)
. Apporter au plus tot
¢ deés la récolte

: CONTROLES

© Dénombrement levurien : :

atteindre une colonisation
totale du milieu > 90% de

: la population de levures

. Niveau d’azote
: assimilable (Nass) :

: Tester la capacité de la
¢ levure & supporter la non
: réhydratation

Sur les MPF I’enclen-
® chement rapide de la

FA peut limiter la durée de
* macération

2

%

: GESTION
. DELAFA

: Levurer obligatoirement
: apres I'usage d’une non
© Saccharomyces
: en bioprotection

¢ Ne levurer pas
: apreés I'usage d’une
: Saccharomyces
:en bioprotection

: Compenser obligatoi-

: rement en début de FA

¢ I'azote consommeé par la

: levure de bioprotection et :
: la carence théorique du :
© moit

Levurage aprés l'utilisation d’une Saccharomyces en bioprotection
>>> risque de FA languissante

Pratiques
a eviter

Le non levurage aprés l'utilisation d’une non Saccharomyces en hiopro-
tection
>>> risque de FA languissante

La bioprotection en macération pré-fermentaire a température ambiante
>>> elle ne permet pas de réduire la colonisation par des levures indigénes
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Foire aux questions

sur la bioprotection

Qu’appelle-t-on « bioprotection »

en cenologie ?

Il n’existe aucune définition officielle de la bioprotection en
cenologie. Elle est présentée comme une alternative micro-
biologique au rdle antiseptique du SO2 en phase pré-fer-
mentaire. Elle consiste a ensemencer précocement sur
raisin ou sur mo(it des especes de levures connues et mai-
trisées pour qu’elles s’implantent et colonisent le milieu au
détriment de la flore indigéne présente et potentiellement
susceptible d’altérer la qualité des modts. Cette solution
vise a protéger les moits des risques microbiens.

La bioprotection est-elle une alternative

compléte au S02 en cenologie ?

Non, le SO2 a un rdle antiseptique, anti-oxydasique et an-
tioxydant. Méme si I'implantation rapide sur mo(t d’une
espéce maitrisée de levure permet de contenir le risque
de dérive microbienne lié a I'activité de la flore indigéne,
elle n’a pas permis, dans le cadre du projet, de garantir la
protection contre les risques d’oxydation des molts et les
pertes aromatiques. Il faut donc étre vigilent et coupler la
bioprotection a d’autres pratiques de protection des risques
d’oxydation en blanc et rosé.

La bioprotection élimine-t-elle
I’ensemble de la flore indigéne

en pré-fermentaire ?

Bioprotection ne signifie pas biocontréle ! La souche de
bioprotection ne colonise pas systématiquement I'ensemble
du milieu, ¢’est-a-dire que la population de levures de bio-
protection peut co-exister avec la population de levures
indigenes déja présente dans le moiit. A moins de 90% de
colonisation du milieu, la levure de bioprotection réduit le
risque de développement de la population indigéne, mais
sans I'éliminer totalement ! La gestion des températures
du mo(t reste donc indispensable pour la prévention de
risques de dérive en pré-fermentaire et le contrdle d’im-
plantation garantira I'efficacité de la bioprotection.

Quelle levure choisir

pour faire de la bioprotection ?

En vinification rouge traditionnelle, voire couplée a une
macération pré-fermentaire a froid (MPF), tout type de
levure peut étre utilisé en bioprotection, a condition d’un
levurage précoce sur raisins si possible ! Attention a la
bioprotection avec une LSA en MPF, si la FA s’enclenche
rapidement, il est possible alors qu’il y ait un impact or-
ganoleptique.

En blanc et rosé, I'usage des levures fermentaires, Saccha-
romyces ou non Saccharomyces présente un risque de dé-
clenchement rapide de la fermentation alcoolique avant la
fin du débourbage. Il faut donc privilégier des levures non
Saccharomyces peu ou pas fermentaires dans ce cas telles
que Metschnikowia pulcherimma ou fructicola ou la Pichia
kluyveri.

Quelle dose de levure utiliser

en bioprotection ?

Dans le cadre du projet régional et en conditions expéri-
mentales uniquement (en petit volume dans des conditions
trés maitrisées), sur raisins sains, en-dessous de 5g/qt,
I'implantation de la levure de bioprotection n’est pas garan-
tie. Sur le terrain, en pratique, un apport minimal de 10g/
qt est conseillé pour garantir I'implantation de la souche.

La dose doit ensuite étre raisonnée au cas par cas selon les
conditions de vendanges. Prévoyez des doses plus impor-
tantes en cas d’apport précoce des levures de bioprotection
a la vigne ou si vous utilisez les levures en condition non
réhydratée (doses a 25-30g/qt testées dans le projet).

De méme, si le raisin est altéré ou en cas de présence
d’Hanseniaspora uvarum, prévoyez une augmentation des
doses. Toutefois, si la flore indigéne préjudiciable est trop
importante, il est préférable de renoncer a la bioprotection
et de sulfiter !



Doit-on relevurer

apres la bioprotection ?

Avec I'utilisation de levures Saccharomyces en biopro-
tection, le relevurage est déconseillé, puisqu’'une fois la
levure implantée, elle est capable d’assurer la fermenta-
tion alcoolique (FA). Il faudra s’assurer que les conditions
d’apport précoce permettent d’assurer la fin de FA. Donc
prévoir certainement une dose de levurage plus importante
et complémenter en azote en début de FA.

Avec I'utilisation de levures non Saccharomyces, le relevu-
rage est indispensable. Méme les non Saccharomyces fer-
mentaires n’ont pas la capacité de réaliser complétement
la FA. Dans ce cas, vérifier la compatibilité des souches
utilisées et les niveaux d’azote en début de FA.

Est-ce-que la levure de bioprotection
peut géner la réalisation de

la fermentation alcoolique ensuite ?

Oui avec les souches de bioprotection fermentaires Saccha-
romyces ou non Saccharomyces, il peut y avoir « incom-
patibilité ». C’est a dire que la souche utilisée en second
pour la FA ne s’implante pas totalement et co-existe avec
la souche de bioprotection, cela peut engendrer des ralen-
tissements de FA. La « compatibilité » des souches doit étre
testée avant ou renseignée par le fabricant.

Comment contréler
les niveaux de population indigéne

et I'efficacité de la bioprotection ?

Pour évaluer le risque microbien, dans les modts en pré-fer-
mentaire, I'observation au microscope permet rapidement
et a moindre colit d’évaluer la charge levurienne des modts.
On peut également dénombrer les levures et les bactéries
viables et non viables par epifluroescence.

Pour aller plus loin, dans I'identification et le dénombre-
ment des especes en présence, il faut procéder a la mise
en culture les populations microbiennes d’un échantillon
de modit.

Selon le milieu de culture on peut sélectionner les colonies
de levures totales, les Saccharomyces ou les non Saccha-
romyces. Chaque espece est ensuite identifiée et dénom-
brée par PCR (technique d’amplification enzymatique de
I’ADN).

Le dénombrement des populations de levures en présence
est aussi un outil essentiel pour évaluer I'efficacité de la
bioprotection et son impact sur la fermentation alcoolique.
Le contrdle d’implantation sur modt permet d’identifier la
levure utilisée pour la bioprotection et a mi-FA, celle utili-
sée pour réaliser la fermentation alcoolique.

L’analyse renseignera également sur le pourcentage de co-
lonisation de la levure par rapport a la population totale
de levures. On peut enfin compléter I'analyse avec un dé-
nombrement des levures indigénes (c’est-a-dire autres que
celle(s) utilisée(s) sur le modt) et présentes dans le moiit.

Votre laboratoire d’cenologie peut vous accompagner ou
vous orienter sur un laboratoire d’analyse microbiologique
plus spécialisé.

Liste des laboratoires contactés et ayant proposés une

offre d’analyse microbiologique sur moiit :

e Laboratoires Dubernet - www.dubernet.com

e |’'Institut Coopératif du Vin - www.icv.fr

e |’Institut Francais de la vigne et du vin - www.vignevin.com

e Laboratoire d’cenologie d’Inter Rhone
www.institut-rhodanien.com

e Laboratoire Natoli & associés - www.labonatoli.fr

e Microflora - www.microflora.wine

La bioprotection par les levures
est-elle la seule bioprotection possible

en cenologie ?

Non. Dans le cadre du projet régional, il n’a pas été mis
en évidence d’effet de la bioprotection pré-fermentaire par
les levures sur le contrdle du développement des bactéries
lactiques ou acétiques.

Par contre, pour maitriser la flore bactérienne indigéne, le
recours a des bactéries sélectionnées permet sur le méme
principe que les levures une implantation massive pour
maitriser le développement des bactéries indigenes.

L'utilisation d’une bactérie lactiques Oenococcus oeni en
fin de FA, en inoculation séquentielle, réduit la phase de la-
tence classique entre fermentation alcoolique et malo-lac-
tique et le risque de dérive microbienne.

L'utilisation de Lactobacillus plantarum peu aprés le début
de la FA en co-innoculation assure rapidement la FML avant
la FA, sans risque de production d’acidité volatile.

Cela permet ensuite une mise au propre rapide des vins
fin FA.
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Annexe 1

LEVURES

Brettanomyces

Candida

Hanseniaspora

(ex Kloeckera apiculata)

Metschnikowia
(certaines espéces)

SchizoSaccha-
romyces

Saccharomyces
(certaines espeéces)

ZygoSaccharomyces

Tableau descriptif des défauts organoleptiques dans les moiits et les vins et des mi-
croorganismes impliqués (Sources: ICV Péle R&D, IFV Péle Val de Loire/Centre)

Microorganismes Défauts Molécules Condition
impliqués (descriptif odeur) produites de production

« BRETT »
(animal, écurie, sueur de cheval)

GOOT DE SOURIS
(urine souris, pop corn, vomi...)

EVENT

(pomme flétrig)

ACESCENCE

(colle scotch, vernis a ongles)

PIQURE acétique (vinaigre)
ACESCENCE
(colle scotch, vernis a ongles)

REDUIT
Désacidification importante

ACESCENCE
(colle scotch, vernis a ongles)

Refermentation

BACTERIES LACTIQUES

Lactobacillus

Pediococcus
Lactobacillus

Pédiococcus

Lactobacillus

PIQURE lactique

TOURNE

(perte d’acidité, hausse de la
volatile, ac. lactique et odeur de
choucroute)

Amines biogénes

AMER
(forte sensation d’amertume)

GRAISSE
(vin d’aspect visqueux, filant /
pas d’altération aromatique)

GOOT DE SOURIS
(urine souris, pop corn, vomi...)

BACTERIES ACETIQUES

Acetobacter aceti

PIQURE acétique (vinaigre)

ACESCENCE
(colle scotch, vernis a ongles)

Phénols volatils : Ethyl 4
phénol, Ethyl 4 gaiacol

ETHP, ATHP, APY

Acétate d’éthyl (éthanal)

Acide acétique / acétate
d’éthyl (éthanal)

HoS, mercaptan

Acétate d’éthyl (éthanal)

Ethanol, CO2

Acide acétique

H2S, CO2....

Amines biogenes

Acroéline + tanins

Exopolysaccharide
+ bactéries

ETHP, ATHP, APY

Acide acétique

Acétate d’éthyl (éthanal)

Biotransformation des acides cinamiques pré-
curseurs présents dans le raisin en molécules
phénolées

Production a partir de I'éthanol des molécules,
favorisée par la présence d’ions métalliques (Fe), un
pH élevé et la présence de D-fructose

Oxydation de I'éthanol en éthanal (acétaldéhyde) en
présence de catalyseur (Fe ou Cu)ou sous I’action
de levure ou de bactérie. / Combinaison de I'acide
acétique et de I'éthanol par les bactéries lactiques
avant ou apres FA

Oxydation de I’éthanol en éthanal ou en acide
acétique / combinaison acide acétique et ethanol
condition ZERO SO2

Métabolisme de la levure pendant la FA

Levures démaliquantes : dégradation de I'acide
malique des molits et des vins

Combinaison de I'acide acétique et de I'éthanol par
les bactéries lactiques avant ou aprés FA

Refermentation des vins sucrés
(VDN, édulcores. ...)

Fermentation des sucres et production d’acide
acétique

Dégradation de I'acide tartrique par les Lactobacil-
lus le plus souvent

Biotransformation des acides aminés en amines
biogénes

Dégradation du glycerol par des batéries lactiques
pour former I'acroeline et combinaison avec des
tanins : formation d’amertume

Synthése par une bactérie d’un exopolysaccharide
a partir de petites quantités de sucre. Le polymere
réunit les bactéries entre elles pour former de
longues chaines dans le vin. Favorisé en condition
de réduction d’apport de SO2 et aprés FML

Réaction favorisée par la présence d’ions métal-
liques (Fe), un pH élevé et la présence de D-fruc-
tose

Oxydation de I’éthanol

Combinaison de I’acide acétique et de I'éthanol par
les bactéries lactiques avant ou apres la FA



I T T T . - Annexe 2

BLANC Biodiva 4g/qt R | )
Non saccharomyces  ROSE Biodiva 4g/at R Synthese des essais
fermentaires ROUGE TRAD  Tandem 4g/qt R de_ bioprotection

MPF Biodiva 4g/qt R mis en ceuvre

sur les 3 ans de projet

BLANC TST 4g/qt R Exence 4g/qt R
Sacch ROSE TST 4g/qt R Exence 4g/qt R . ; Q
accharomyces ROUGETRAD  Okay 4g/t R Essais menes
MPF TST 4g/qt R BY 4g/qt R al?
» . al'lFVv
i
ROSE
(Primaflora VB -
ou VR) ROUGETRAD  Prima 4g/qt R
MPF
BLANC Tandem 5g/hl R Tandem 5g/hl R Tandem 10g/qgt NR
Non saccharomyces  ROSE Tandem 5g/hl R Tandem 10g/qt NR Tandem 10g/qt NR
fermentaires ROUGETRAD  Tandem 4g/qt R Tandem 10g/qt NR
MPF Tandem 25¢/qt R/NR  Tandem 25g/qt R/NR
BLANC Okay 5g/hl R/ 20g/hl NR Okay 10g/qt NR :f
S ROSE Okay 5g/hl R/ 20g/hl NR Okay 10g/qt NR ESS&IS menes
accharomyces
ROUGE TRAD  Okay 30g/qt NR Okay 30g/qt NR 2 I y I cv
MPF D254 25g/qt R Okay 30g/qt NR a
ixte BLANC Prima 5g/hl R q
i )
ROSE Prima 5g/hl R
(Primaflora VB -
i ;c:;ee TRAD  Prima 5g/hl R O (
BLANC Tandem 25g/qt R (
Non saccharomyces ~ ROSE Tandem 25g/qt R Biodiva 4g/qt R
fermentaires ROUGE TRAD  Tandem 5g/hl R Tandem 25g/qt R Biodiva 4g/qt R O o (
MPF Tandem 25g/qt R
_—r— s — :O |
BLANC L 4600 20g/hl R . ’ g
Saccharomvess ROSE L 4600 20g/hIR Lalvin R. 4600 25g/qt R et NR Essais menes
accharomy ROUGETRAD  Okay 4g/qt R 12323 25g/qt R Lalvin R. 4600 25g/qt R et NR a Inter Rhone
MPF 12323 25g/qt R Q

it BLANC O -

I

‘ ROSE

f)l;rlvl?:)lflora B ROUGETRAD  Prima 5g/hl R O %
MPF O O

BLANC Tandem 12g/hI NR @
Non saccharomyces  ROSE

fermentaires ROUGE TRAD

. Essais suivis
accharomyces - -
ONETRD par Sudvinbio
BLANGC 5-7 g/hiR
Mixte ROSE 5-7 g/hIR
(Primaflora VB ROUGE TRAD 5-7 g/hl R
ou VR) MPF 5-7g/hl R 35

ROUGE TRAD AVEC MPC 10g/hI R —



Annexe 3a

Modalités avec les levures
non Saccharomyces fermentaires

Pop. de levures sur

Pop. de levures sur les essais Bioprotection sur les témoins sur moiit

moiit avant fermentation alcoolique avant fermentation
alcoolique
% implan- Pop.
. Pop. tation L Tl totale
Année o levures levures
: : . Stratégies de Process Pop. totale levure Levure S levures
d'essai Matiere . : B : : indigénes sur
. " bioprotection de vinification levures | Bioprotec- Biopro- S sur
Site premiére . . . : (sacch ou Témoin S
o testées en pré-FA (UFC/ml) tion tection ... | Témoin
d’expé. non sacch) | non sulfité e
(UFC/m) / Levure (UFC/mi) (UFC/mi) sulfité
totale (UFC/ml)
VINIFICATION EN BLANGC
- 4H macération
2017 IFV  Colombard Biodiva 4g/qt R Débourbage 20H - 12°C 4,5E+06 4,50E+06  100% 0,00E+00  1,10E+04  1,40E+04
2015ICV  Chardonnay Tandem 5g/hl Débourbage 18H - 5°C ND ND ND ND 3,15E+07  2,10E+06
2016 ICV  Chardonnay Tandem 10g/gt NR  Débourbage 18H-5°C ~ 2,50E+06  1,50E+06  60% 1,00E+06  2,80E+05  1,00E+05
Macération sur bourbes o
2017 ICV  Chardonnay Tandem 10g/qt NR 5jours - 8°C (MSB) 2,90E+07  2,32E+07  80% 5,80+06 ND 3,00E+02
2016 IR Grenache Blanc Tandem 25g/hl R Débourbage 24H - 5°C
2017 SVB Chardonnay  Tandem 12g/hl NR ?ﬁ;‘{gage Ll 2,40E+06 80%
VINIFICATION EN ROSE
- 4H macération .
2017 IFV  Caladoc Biodiva 4g/qt R Débourbage 20H - 12°C 2,50E+06  2,50E+06 100 % 0,00E+00  2,90E+03  1,10E+03
2015ICV  Grenache Noir  Tandem 5g/hl Débourbage 18H - 5°C 3,70E+07 0,00E+00 0% 3,70E+07  2,70E+07  4,00E+02
2016 ICV  Grenache Noir  Tandem 10g/qt NR Débourbage 18H - 5°C  6,30E+06  6,30E+06 100 % 0,00E+00  5,00E+04  4,00E+04
2017ICV Grenache Noir  Tandem 10g/qt NR  Maceration surbourbes o 5qe 4e 4 508,08 100 % 0,00E+00  ND 1,80E+05
5jours - 8°C (MSB)
2016 IR Grenache Noir Tandem 25g/hIR  Débourbage 24Ha 5°C  ND
Biodiva 4g/qt R
2017IR  Grenache noir  2Pres contamina- — Maceration 4H 930E+06  8,40E+06  90% 9,00E+05 2,00E+04  1,00E+04

tion Hanseniaspora Débourbage 24H 5°C

et Brettanomyces

VINIFICATION ROUGE TRADITIONNELLE

VINIFICATION ROUGE AVEC MACERATION PRE-FERMENTAIRE A FROID (MPF)

Légende

R : levure réhydratée

NR : levure non réhydratée

MPF : Macération Pré-fermentaire a froid

MSB : Macération sur bourbes

MC : Macération carbonique

UFC : Unité Formation Colonie

ND : non détecté

NS : population non significative par rapport a la population totale




Annexe 3b

Modalités avec les levures Pop. de levures sur
non Saccharomyces peu ou pas fermentaires Pop. de levures sur les essais Bioprotection sur les témoins sur moiit
moiit avant fermentation alcoolique avant fermentation
alcoolique

o/ i .
Po & tI::ipol :n Pop. Pop. totale topfa:)l.e
p. levures levures

Stratégies de Process Pop. totale levure Levure S levures
indigénes sur Sir

(sacch ou Témoin S
... | Témoin

non sacch) | non sulfité sulfite
(UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/mi)

Année

d'essai Matiére
Site premiéere

d’expé.

bioprotection de vinification levures Bioprotec- Biopro-
testées en pré-FA (UFC/ml) tion tection
(UFC/ml) / Levure

totale

VINIFICATION EN BLANC

2016 IFV  Vermentino Gaia 4g/qt R R ol [

Débourbage 20H - 12°C
Eraflage, 4H Macération
Débourbage 20H - 12°C
Eraflage, 4H Macération
Débourbage 20H - 12°C
Foulage Macération 2H

1,20E4+06  1,20E+06 100 % NS 2,70E+04  3,30E+04
2017 IFV  Colombard Gaia 4g/qt R 1,00E+05  9,00E+04 90 % 1,00E+04  1,10E+04  1,40E+04

2017 IFV  Colombard Gaia 4g/qt R 6,90E+04  6,90E+04 100 % 0,00E+00  1,10E+04  1,40E+04

201610V Crardomnay  Gala 10g/atNR R o0 RELOSe  1A0E06  260E+05  20% 104E406  2,80E+05  1,00E+05
20171CV Chardonnay  Levulia 10g/gt R E%ﬂgﬂfg:;:f'fg; _sep 38005 BAOE+05  90% 4,00E+04  8,60E+03  1,40E+03
Foulage/eraflage
2017ICV Chardonnay  Levulia 10g/gtR  Macération surbourbes  1,10E+06  5,50E+05 50 % 550E+05  ND 3,00E+02
5 jours a 8°C (MSB)
2016 SVB Chardonnay Frootzen 5g/hl Débourbage 24H -12°C 100 %
2017 SVB g":;::;‘:ﬁe/ Gaia 6g/hl R Débourbage 12H-5°C  5,60E+05  3,36E+05 60 % 2,24E+05
VINIFICATION EN ROSE
2016 IFV  Syrah Gaia 4g/qt R SY Ef;fl?rza ‘;2 2":5”?2'02 6.60E+05 6,60E+05 100% NS 1206404  8,00E+02
2016 IFV  Syrah Gaia 4g/gt R SY Sg':lﬂf)a ‘;: g";ﬁer?tz“’g 2,20E+05 1,98E405 90 % 2,20E+04  1,20E+04  8,00E+02
2017 IFV  Caladoc Gaia 4g/gt R [E)f;':lf’rf)a ‘;2 g";l_cler?tz“’g 8,30E+04  830E+04 100% NS 2,90E+03  1,10E+03
2017 IFV  Caladoc Gaia 49/t R Ef;fj’rga Z: g":ﬁe'?tz"’g 9,50E+03  8,55E403 90 % 9,50E+02  2,90E+03  1,10E+03
2016ICV Grenache noir  Gaia 10g/qt NR E%‘gzﬂfbg";cﬁr;;m_" 52"(': 6,00E+05 1,80E+05 3% 420E+05 500E+04  4,00E+04
20171CV  Grenache noir '1"'(;3;7::‘;"‘ P E‘;‘:}'gﬂfbmc‘:;a:l“’_" 2 310806 279E+06  90% 3108405  9.80E+06  2,20E407
Metschnik Foulage Macération 2H -
2017 ICV  Grenache noir 100/at R P Macération sur bourbes 5 1,50E+07  1,20E+07 80 % 3,00E+06 ND 1,80E+05
vq jours  8°C (MSB)
Gaia 5g/qt apres
20171R  Grenache noir COMAmination - Maceration 4~y oor 0 4 50EL07  100% 000400  2,00E404  1,00E+04
Hanseniaspora et Débourbage 24H 5°C
Brettanomyces
2017 SVB Grenache noir  Gaia 6g/hl R Débourbage 12H-5°C  6,00E+04  3,00E+04  50% 300E+04  5.20E+07
2017 SVB Grenache noir ~ Gaia 4g/hl R Sllee Tzl 0%

flottation

VINIFICATION ROUGE TRADITIONNELLE

VINIFICATION ROUGE AVEC MACERATION PRE-FERMENTAIRE (MPF)




A nnexe 3 Modalités avec les levurés Pop. de evares sur
Saccharomyces Pop. de levures sur les essais Bioprotection sur les témoins sur moiit

moiit avant fermentation alcoolique avant fermentation
alcoolique

% implan- Pop.
Pop. tation Ieszfés P?:""tl:::e totale
Stratégies de Process Pop. totale levure Levure S levures
. : o : : indigénes sur
bioprotection de vinification levures Bioprotec- Biopro- (sacch ou Temoin sur
testées en pré-FA (UFC/mlI) tion tection Témoin
(UFC/ml) / Levure sulfité

totale (UFC/ml)

Année

d'essai Matiére
Site premiére

d’expé.

non sacch) | non sulfité
(UFC/ml) (UFC/ml)

VINIFICATION EN BLANC

Eraflage, 4H Macération

i 0
2016 IFV  Vermentino TST 4g/qt R Débourbage 20H - 12°C 2,70E+06 10 % ND
2017IFV Colombard  Exence 4q/qtR Ef;:)augria ‘;': g":ﬁer?tzmg 5,60E+04  3,36E+04 60 % 224E+04  2,30E+04  1,40E+04
20161CV Chardonnay  Okay bio 10g/at NR E‘:;';Sfbga:‘:’z"‘:"":"é 1006406 7,00E405 70%  300E+05 1,10E+04  1,00E+05
2016 IR Grenache blanc L4600 R 20g/hl ND ? 2,80E+05

Foulage Macération 2H
Débourbage 12H - 5°C
Foulage Macération 2H
Débourbage 12H - 5°C

2015 ICV  Chardonnay Okay Bio 5g/qt R
2015 ICV  Chardonnay Okay Bio 20g/qt NR

VINIFICATION EN ROSE
Eraflage, 4H Macération

2016 IFV  Caladoc TST 4g/qt R Dibetage 20« o0 200E#05  200E405 100%  OQOE/00  T00E+04 KD
2017IFV  Caladoc Exence 4g/at R E;a;ffria ‘;2 gn:ﬁe’?tzmg 200E+04  2,61E+04 90 % 200E+03 110E+03  2,90E+03
20151CV  Grenache noir  Okay Bio 5¢/qt R E‘;‘:}';Sfba“gﬁezrﬁ“"";g 240E+07  0,00E4+00 0% 2,40E+07  2,70E+07  4,00E+02
20151CV  Grenache noir  Okay Bio 20g/at NR E‘;‘g;ﬁfba“g:ﬁe;t"’"szg 100E+08  B,00E+07 80%  200E+07 270E+07  4,00E402
20161CV  Grenache noir  Okay bio 10g/gt NR E‘;‘;':Sfba“g:ﬁe;“°"52g 2506406  2,00E406 80 % 5006405 5006404  400E+04
. Macération 4H
2016 IR Grenache noir  R4600 20g/hl R Débourbage 24H 5°C
R4600 20g/hl R
2017IR  Grenache noir  2Pres contamina- — Maceration 4H 5550 00 oa0ei04 0% 3006403  2,00E+04  1,00E+04
tion Hanseniaspora Débourbage 24H 5°C
et Brettanomyces
R4600 20g/hl NR
2017IR  Grenache noir  2PeS contamina- — Maceration 4H 1,00E+04  O00E+03  90% 1,00E+03  2,00E+04  1,00E+04

tion Hanseniaspora Débourbage 24H 5°C
et Brettanomyces

VINIFICATION ROUGE TRADITIONNELLE

o e
GRS gD 0% mE7 (e
GE0T B0 0% 9SENS (e
BEO TEES W% s 2Es
BEOT SWEOT W% NS lMET
-----

VINIFICATION ROUGE AVEC MACERATION PRE-FERMENTAIREA FROID (MPF)
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