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Danielle Widmer, étudiante du Master MLS Viticulture et Enologie de Changins, avec le nouveau spectrométre proche infrarouge
(Bruker MPA), qui sera utilisé a I'avenir pour I'automatisation des fermentations cenologiques et d'autres analyses du vin.

Introduction

La levure Saccharomyces cerevisiae a une place prédo-
minante parmi les organismes de production indus-
trielle grace a sa tolérance aux pH bas, aux hautes
concentrations d'éthanol et a sa capacité de croitre en
milieu anaérobie (Nevoigt 2008). En cenologie, S. cere-
visiae assure la stabilité microbiologique par sa produc-
tion d’éthanol, mais contribue aussi de facon fonda-
mentale a la qualité organoleptique du produit final.
Notamment, certains composants aromatiques sont
produits pendant la fermentation, soit favorables
comme les esters volatils aux arémes fruités ou floraux,

soit moins souhaités comme I'acide acétique ou le sul-
fure d'hydrogeéne, qui peuvent nuire a la qualité, voire
rendre les vins inconsommables.

Cette situation se présente surtout lorsque les le-
vures subissent des stress pendant la fermentation, qui
engendrent la production de ces composés, ou méme
des arréts de fermentation. Les facteurs de stress les
plus signifiants pour S. cerevisiae sont la température,
les concentrations en sucres et en alcool. La réponse de
S. cerevisiae au stress hyperosmotique causé par des
hautes concentrations en sucres a été amplement étu-
diée dans le cadre des fermentations cenologiques
(Bely et al. 2005; Erasmus et al. 2004; Ferreira et al.
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2006). Le stress hyperosmotique cause une sur-régula-
tion des génes de la voie métabolique glycolytique et
de la voie pentose phosphate (Erasmus et al. 2003), in-
duisant une augmentation de produits secondaires du
métabolisme levurien, comme I'acétaldéhyde et I'acide
acétique, qui peut atteindre 1,59/l dans certains vins
(Erasmus et al. 2004; Kontkanen et al. 2004; Nurgel
et al. 2004; Pigeau et Inglis 2005a).

Précédemment, les moUts riches en sucres étaient
surtout produits dans les régions a climat chaud, mais
aussi dans des régions septentrionales pour des vins is-
sus de raisins partiellement ou entierement passerillés,
comme les vendanges tardives, vins de glace, des Aus-
lese, etc. Ces derniéres années, cependant, le réchauf-
fement climatique tend a accroitre de facon plus géné-
rale les problemes de fermentation liés aux taux de
sucres excessifs dans les mo(Qts (Mira de Ordufia 2010).

Pour réduire le stress hyperosmotique, les concen-
trations en sucre devraient étre limitées pendant la fer-
mentation. Ce résultat pourrait étre obtenu en ajou-
tant le moUt lentement et de facon continue a un pied
de cuve, permettant ainsi aux levures de consommer le
sucre au moment de son addition, au lieu d'ajouter les
levures au molGt comme habituellement. Cette ap-
proche est appelée «fed-batch» (de I'anglais feeding,
pour alimenter).

Ce travail avait pour but d'étudier l'application
d’'une méthode fed-batch a la fermentation d’'un mot
blanc riche en sucres. Afin de bien identifier les diffé-
rences éventuelles entre une fermentation tradition-
nelle (batch) et la variante fed-batch, un mout de Char-
donnay a été chaptalisé a une trés haute concentration
en sucres (340g/l).
Matériel et méthodes
Un mo0t de Chardonnay (pH 3,25, AT 10g/l) a été stéri-
lisé par filtration et chaptalisé a 340g/| de sucres avec
du fructose et du glucose (50:50). La nutrition levu-
rienne a été assurée par ajout d'un nutriment com-
plexe (Fermaid K, 0,25g/l) et de phosphate d’ammo-
nium (0,25g/l). Dans les deux variantes, les levures ont
été inoculées a raison de 0,49/l du volume initial de
la fermentation. Pour la fermentation traditionnelle
(batch), les levures ont été inoculées aprés réhydrata-
tion dans la totalité du modt. Pour la variante fed-
batch, une petite quantité de molt a été mélangée
avec les levures réhydratées pour réduire la concentra-
tion ensucres a 160g/l. Puis, la fermentation a réduit la
concentration a 509/l de sucres. Des ce moment, le
mo(t restant a été ajouté lentement durant la fermen-
tation. Le débit de I'ajout a été adapté a la vitesse de la

Les hautes teneurs en sucres provoquent un
stress hyperosmotique chez les levures
Saccharomyces cerevisiae, qui augmente la

Résumé |

ainsi que le risque d'arréts de fermentation.
Dans cette étude, une fermentation
traditionnelle (méthode batch) d’'un mo(t

a trés haute concentration en sucres (340g/1)
a été comparée a une méthode fed-batch
ou le méme mout a été ajouté a une vitesse
adaptée pour maintenir la concentration en
sucres a 50g/l pendant la fermentation. Les
deux variantes ont présenté des teneurs
finales similaires en éthanol mais, en cours
de fermentation, la méthode fed-batch a
fourni de meilleurs taux de production
d’éthanol, associés a une meilleure viabilité
des levures. En outre, les concentrations
résiduelles en acide acétique et en
acétaldéhyde étaient significativement plus
basses apreés la fermentation fed-batch. La
stratégie fed-batch visant a maintenir une
concentration en sucres basse et constante
pourrait ainsi contribuer au succés et a
I'efficacité de la fermentation et a réduire la
formation de métabolites associés au stress
hyperosmotique de S. cerevisiae. Des études
sont actuellement en cours a Changins pour
automatiser cette technique et obtenir plus
de données sur son application.

consommation des sucres pour maintenir la concentra-
tion a 50g/l. Afin d’assurer cette constance, les teneurs
en sucres ont été quantifiées dans des échantillons pris
toutes les 10-15 minutes.

La viabilité des levures a été testée par cytométrie
en flux (Accuri C6). L'analyse des autres composants a
été assurée par méthode chromatographique (sucres,
alcool, acides) et enzymatique (acétaldéhyde).

Résultats

La figure 1 montre la cinétique des concentrations de
sucres fondamentalement différente entre les deux
variantes. Dans la variante batch, la concentration en
sucres a baissé graduellement a partir d'une valeur ini-
tiale de 3409g/l. Dans la variante fed-batch, aprés une
phase initiale de fermentation libre, le contréle cons-
tant de la teneur en sucres et les variations du débit de
la pompe de modt ont maintenu la concentration a
5049/l tout au long de la fermentation.

formation d’acide acétique et d’acétaldéhyde,
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Comme prévu, les deux fermentations se sont ache-
vées avant que tous les sucres soient consommés (fig.1),
a cause du taux d'alcool potentiel du molt de ~22%
(vol.). Les concentrations finales en éthanol ont été si-
milaires dans les deux variantes (tabl.1). Cependant, la
variante fed-batch a montré une meilleure cinétique
de production d’éthanol (tabl.1 et fig.1), bien corrélée
avec la viabilité plus élevée des levures dans cette va-
riante (fig. 2). En plus de leur nombre supérieur, les le-
vures de la variante fed-batch se sont aussi caractéri-
sées par une phase de mort plus lente (fig. 2).

La figure 3 illustre I'effet fondamental de la mé-
thode fed-batch sur le métabolisme des levures et la
production de métabolites associés au stress hyperos-
motique. Avec une formation d'acide acétique initiale
comparable dans les deux procédés, une partie de
I'acide acétique a été réutilisée dés le début de I'ajout
controlé de moUt dans la variante fed-batch. Les con-
centrations d’acide acétique sont ensuite restées cons-
tantes, se traduisant par des valeurs finales de 80 %
inférieures a celles de la variante batch (tabl.1).

La cinétique des concentrations d'acétaldéhyde a
été similaire dans les deux variantes (fig. 3). Cependant,
dans la variante batch, la concentration maximale et la
valeur finale d'acétaldéhyde étaient deux fois plus éle-
vées que dans la variante fed-batch (tabl.1).

L'ajout de levures réhydratées au mo0Qt constitue tou-
jours un stress considérable pour ces microorganismes,
accru lors de haute concentration en sucres du mo(t.
L'ajout de mo(t lent et contrélé (fed-batch) a un pied
de cuve de levure fait apparaitre des différences fon-
damentales dans la cinétique de métabolites et la via-
bilité des levures par rapport a la méthode tradition-
nelle (batch).

Méme si les concentrations finales en éthanol
étaient similaires dans les vins des variantes batch et
fed-batch, les taux de formation d’éthanol étaient plus
élevés dans le procédé fed-batch. Ce résultat, corrélé
avec le nombre supérieur de levures viables, confirme
ceux de Nagodawithana et al.(1974) qui ont démontré
qu’une réduction des concentrations en sucres aug-
mentait la viabilité de S. cerevisiae pendant la fermen-
tation alcoolique.

Des hautes teneurs en sucres sont associées a une
formation accrue d’'acide acétique par S. cerevisiae
(Michnick et al. 1997; Pigeau et Inglis 2005a; Pigeau et
Inglis 2007; Pigeau et Inglis 2005b). Dans cette étude, la
teneur finale en acide acétique aprés fermentation tra-
ditionnelle était effectivement trés élevée, proche ou
Iégerement supérieure aux limites Iégales de la majori-
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Figure 1 | Cinétique des concentrations
des sucres et de I'éthanol.

de Chardonnay chaptalisé
a 3409/l de sucres.

Figure 3 | Cinétique des concentrations
d‘acide acétique et d’acétaldéhyde.

Tableau 1 | Concentrations en éthanol, acide acétique et acétaldéhyde dans les vins aprés la fin de la fermentation

Durée Ethanol

(h) (% viv)
Batch 666 + 252 14,8 £0,29?
Fed-batch 543 +10° 14,9 +0,10°

Taux de formation d'éthanol max.

Acide acétique Acétaldéhyde

(%o (v/v)/h) (mg/l) (mg/l)
0,45 + 0,022 1000 + 252 49 + 20
0,7+0,07° 190 + 8° 22 +2°

Des lettres différentes indiquent des différences statistiquement significatives a p = 0,05.
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té des pays. Plusieurs chercheurs ont établi que S. cere-
visiae pouvait utiliser I'acide acétique lorsque les te-
neurs en glucose étaient basses (1-509/1) (Moreira dos
Santos et al. 2003; Vilela-Moura et al. 2008). Dans la
variante fed-batch, I'acide acétique a été effectivement
réutilisé, ce qui se traduit par une concentration finale
cing fois inférieure a celle de la variante traditionnelle.
L'acétaldéhyde (éthanal) est le composant carbo-
nylé quantitativement le plus important du vin et
exerce un effet sur I'arébme, la couleur et la stabilité
microbiologique (Liu et Pilone 2000). De hautes te-
neurs en acétaldéhyde dans le vin nécessitent de fortes
doses de sulfites (SO,) pour assurer la qualité microbio-
logique et organoleptique des vins (Boulton et al. 1996;
Jackowetz et al. 2012). Il a été démontré que les hautes
concentrations en sucres augmentent la production
d’acétaldéhyde des levures (Li et Mira de Ordufia 2011),
ce que confirment les résultats de cette étude. L'ajout
de moUt lent et controlé (méthode fed-batch) a un
pied de cuve de levures a considérablement réduit la
teneur finale en acétaldéhyde dans le vin, une réduc-
tion qui correspondrait a une diminution de sulfites
combinés (a I'acétaldéhyde) de prés de 40 mg/I.
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Summary H

Improvement of yeast
performance by application of
fed-batch fermentations in
enology

High must sugar concentrations
lead to a hyperosmotic stress
response in Saccharomyces
cerevisiae increasing the
formation of acetic acid and
acetaldehyde, as well as the
risk of fermentation failures.
This work compared the
traditional batch fermentation
of a very high sugar containing
grape juice (340g/l) with a
fed-batch fermentation where
the same juice was added at
such rates as to keep sugar
concentrations constant at
509/l during the fermentation.
In both treatments, the final
ethanol concentrations were
similar, but higher ethanol
formation rates were obtained
in the fed-batch fermentations
that were associated with
increased yeast viability.
Significantly less acetic acid
and acetaldehyde remained
after fed-batch fermentations.
The implementation of fed-
batch fermentations at low and
constant substrate
concentrations may be a
suitable technique for
increasing fermentation
success and efficiency and
decreasing byproduct
formation in alcoholic
fermentations by S. cerevisiae.
Current studies at Changins will
further investigate the
application of this technique
and its automation.

Key words: yeast,
Saccharomyces cerevisiae,
alcoholic fermentation, wine,
hyperosmotic stress, fed-batch.
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Zusammenfassu

Verbesserung der Leistungs-
fahigkeit der Hefe in der
Onologie durch Anwendung der
fed-batch Technik

Hohe Mostzuckergehalte fithren
in der Hefe Saccharomyces
cerevisiae zu hyperosmotischem
Stress und in der Folge zu
erhohter Bildung von uner-
wiinschten Garungsnebenpro-
dukten wie Essigsaure und
Acetaldehyd (Ethanal), und
einer grésseren Wahrscheinlich-
keit von Garstérungen. Ziel
dieser Arbeit war es, die
traditionelle Garung (Batch
Fermentation) eines Mostes mit
hohem Zuckergehalt (340g/1)
mit einer fed-batch Garung zu
vergleichen. Bei der fed-batch
Variante wurde die kontinuier-
liche Zugabe des selben Mostes
derart variiert, dass die Zucker-
konzentration wahrend der

Garung bei 509/l konstant blieb.

Keine signifikanten Unter-
schiede beziiglich der End-
ethanolkonzentration konnten
beobachtet werden. Aufgrund
erhohter Hefelebensfdhigkeit
im Fed-batch Verfahren konnten
jedoch héhere Ethanolbildungs-
raten in dieser Variante
gemessen werden. Weiterhin
fiihrte das Fed-batch Verfahren
zu signifikant tieferen Gehalten
an Essigsaure und Acetaldehyd.
Der Einsatz einer fed-batch
Vergéarungstechnik bei konstant
tiefen Zuckergehalten kdnnte in
der Praxis die Garungssicherheit
und -effizienz erhéhen und die
Bildung von unerwiinschten
Garungsnebenprodukten
minimieren. Derzeitige Studien
in Changins haben sich zum Ziel
gesetzt das Verfahren zu
automatisieren und weiter zu
untersuchen.

Riassunto H

Miglioramento dell’efficienza
del lievito attraverso la tecnica
fed-batch in enologia

Elevati tenori zuccherini nel
mosto causano nel lievito
Saccharomyces cerevisiae uno
stress iperosmotico e, di
conseguenza, una maggiore
formazione di prodotti di
fermentazione secondari
indesiderati quali I’'acido acetico
e acetaldeide e possibili arresti di
fermentazione. Lo scopo del
presente lavoro era di confrontare
la fermentazione tradizionale
(fermentazione batch) di un
mosto con elevato tenore
zuccherino (340g/I) con una
fermentazione fed-batch. Nella
variante fed-batch si & variato
continuamente l'aggiunta dello
stesso mosto in modo che la
concentrazione durante la
fermentazione rimanesse
costante a 50g/l. Non si sono
osservate differenze significative
relative alla concentrazione finale
di etanolo. A causa della migliora
capacita di sopravvivenza del
lievito nel procedimento fed-
batch sono stati misurati dei tassi
maggiori di formazione di etanolo.
Il procedimento fed-batch ha,
inoltre, portato a un tenore
significativamente inferiore in
acido acetico e acetaldeide.
L'impiego di una tecnica di
fermentazione fed-batch con
tenori zuccherini costantemente
bassi potrebbe aumentare, nella
pratica, la sicurezza ed efficienza
della fermentazione e ridurre

la formazione di prodotti di
fermentazione secondari
indesiderati. Attualmente gli studi
a Changins si sono posti come
obiettivo I'automatizzazione

del procedimento e ulteriori
verifiche.
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