LA BIBLIOTHEQUE R&D El

Publications scientifiques et techniques

ETUDES SUR LA FER

MALOLACTIQUE
DES VINS ROUGES

ENTATION

EN BARRIQUES ET EN CUVES

N. VIVAS 1, L. BELLEMERE 2, Aline LONVAUD-FUNEL 2, Y. GLORIES 2,

Monique AUGUSTIN 2

1) Tonnellerie DEMPTOS détaché a I'Institut d’cenologie, Université de Bordeaux I1.

351 cours de la libération, 33405 TALENCE

2) Institut d’cenologie Universii€ de Bordeaux 11, 33405 TALENCE

Texte d’un exposé présenté a Santiago (Chili) pour le VI° congrés Latino-Americano de
viticulture et d’enologie, (21-25 novembre 1994)

La fermentation malolactique (FML) est

une étapc microbiologique normale de

la vimfication en rouge [1], elle se déroule
apres la fermentation alcoolique sous I'action
de bactérics lacuques ; Dans les vins clle cst
généralement réahsée par Leuconostoc wenos,
coque héérofermentaire 2], Au cours de

la FML I"acide mahique est décarboxylé en
acide lactique sous "action de I'enzyme
malolactique [3]. Lacide cunque est
¢aalement plus ou moms déeradé. conduisant
a de "acide acénque et a des composés
acétoimiques {4, 3] 1 résulie de cela.
essentictiement. une diminution de Facidié -
totale duce a la transformation d un diacide cn
monoacide carboxyhque. et a une I¢gcre

augmentation de 1"acidité volaule. L'ensemble

des transformations aboutit 2

un assouplissement du vin a la fois par la pene

du caractere acerbe de I'acide malique, par

la diminution de I'acidité et Ia libération

de polysaccharides pari¢taux (glycoprotéines,
[6]). Egalement, on constate unc modification
importante des caracteres aromatiques 7. 5]

ct gustatifs {6] des vins. La FML condunt donc
a de profondes modifications de

la composition et de k qualit des vins rouges.

Actuellement. on a coutume de réahiser

la FML soit en cuves soit en barrigues. Mais
Morigine de ces deux techmgues reste
imtimement hice a fa connaissance du
processus de FML et a son assimilation dans
les pratiques eenologiques courantes. Ainsi,
avant fes années 60 la fermentanon
malolactique passait iapergue. elle ¢t
iconnue ct s¢ déclenchait le plus souvent
au printemps 2 fa faveur dun réchautfement
des chais, on disait que “le vin travailie™.
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De plus. les conclusions de Pasteur.

a la swmite de ses études sur le vin [9].
considérant que les levures font le vin et

les bacicries le détruisent. ont longtemps
constitu¢ un frein au progres scientifique
dans cc domaine [10]. Apres les années 60.
les travaux de la Station Agronomique et
Enologique de Bordeaux ont pernus de
montrer que la FML est un phénomene
spontang, qu il convient de déclencher

lc plus 10t possible apres I"achévement

de la fermentation alcoolique, indispensable
a la production des vins rouges de garde

10, 1, 12]. Simultanément, a la méme
époque, se sont développées les cuves en
béton et en acier, puis plus tard des cuves inox
et en matiere plastique. Dans le méme temps,
les conditions d’hygiéne se sont généralisées
avec I'avenement d’une microbiologie
anologique et la maitrise du sulfitage {10].
Ainsi on a séparé les processus fermentaires
des étapes d’élevage des vins rouges.

Dans le Bordelais 1a FML se déroulait le plus
souvent en cuve de grande capacité. Le vin
n'était entonné qu’apres achévement complet
de ces processus fermentaires et apres ajustage
de la teneur en SO, libre. Cependant dans
"autres régions viticoles frangaises fa FML
en barrique a perduré. C'est le cas de

la Bourgogne, pour laquelle la petite taille
des propriéiés, donc le plus faible volume

de vin, a permis de conserver cette tradition,
tout en apphquant un contréle ngoureux

de chacune des bammques au cours de la FML.

La comparaison organoleptique des vins
rouges issus de la FML en cuves eten
barriques a donné des résultats souvent en
faveur des FML en bamques [13].

Ces caractéres, confirmés apres 2 ou 3 ans
de conservation en bouteilles, ont suscité
ces dernieres années un engouement pour

R.F.CE. n* 149 - NOV. /7 D€C. 1994

celle technique. prenant actuellement

unc place de plus en plus importante dans

la production de vins rouges de ditférentes
appellations du Bordelais. On retrouve

dans d’autres pays viticoles le souhat

de I"apphiquer pour des vins de haut

de gamme ; parmi ces pays les Etats-Unis
(Californic. Or¢gon), Ie Chili. I' Afnique du sud
(le Cap) et I'Espagne (Rioja, Ribero

de doucero) sont en bonne place. C'est donc
pour répondre a ce nouveau probleme que
des travaux ont débuté dans ce domaine. Les
résultats des dégustations montrent générale-
ment qu'a la suite d’unc FML en barriques le
vin parait plus souple, plus gras, plus ample,
ses caractéristiques aromatiques ont €ié
modifiées, le vin est totalement restructuré et
parait mieux adapté a I'élevage ultérieur

en barriques. Le vin évolue plus lentement
se charpente et s’arrondi, et les caractéres
asséchants perceptibles dans les premiers mois
de barriques sont largement atténués.

Ces observations empiriques suggerent que
les bactéries ne jouent pas seulement un rdle
de désacidifiant naturel, mais qu’elles
interviennent également sur les éléments
responsables de la saveur et des propriéiés
gustatives des vins que sont les composés

- phénoliques.

C’est a Saraiva [ 14] que I'on doit

les premiers travaux sur les relations entre
les bactéries lactiques, les levures et

les composés phénoliques des vins. 1 a éé
montré que les composés phénoliques, tel que
les acides phénols et les procyanidines.
inhibent le développement des bacténies.

au contraire de la malvidine qui semble étre
stimulante. Feuillat er al. [15) mettent 2 jour
une relation négative entre le nombre

de cellules viables d’une population

de bacténies lactiques et la concentration en
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composés phénoliques. Augustin (6],

étudie I'influence de la FML sur les composés
phénoliques des vins rouges, et montre en
particulier que la FML augmente la teneur en
combinaison tanins-anthocyanes des vins,
diminue leur astringence et modifie
sensiblement leur couleur. Nous possédons
peu de travaux sur les interactions entre

les composés phénoliques du vin et

les bactéries lactiques. De plus, a notre
connaissance les interactions entre

les bactéries lactiques et les ellagitanins,
solubilisables au cours de la FML en fits
neufs, n"ont jamais é1é étudiées.

Ce travail se propose d’étudier I'influence

du contenant (bois ou 1nox) sur le déroulement
de la FML el sur la composition des vins et
d’analyser les interactions entre les baciéres
lactiques cl les composés phénoliques

(du raisin, du vin et du bois de chéne).

Matériel et méthodes

1 Matériel
Exsais dans les chais

Les essais de FML sont réalisés en eraic grandeur
sur des coves de SO e 100 hi en inox et en barrigues
neuves (harrigques Bordelaise 223 1 chéne Allier.
séchinge naturel 24 mois, chaulfe moyenne), dans
des vignobles du Médoe (Cabernet Sauvignon, Mcr-
lot norr) ot de St Eonbion (Merlot poar). Les bar-
rigues sont disposées dans le meme {ocal gque les
cuves, o b iempérature ost manntenue an dessas de
19°C Jusquian déclenchement de b FVHL Elle ~c
déroule avee lex populations baciériennes indigénes.
Les analyses sont pratiquées 13 jours apres acheve
ment de b M

Esxais au laboratoire

Loy Gtudes dlinteracnon sont pratiguées au labora-
toire. on conditions controlées sur Leuconostoe
wrnes souche TOEB 8413

Origine des extraits végétaux

Les extraits de pellicules sont issus de Cabernet
Sauvignon et obtenus par macération de pellicules
fraiches dans une solution hydroaicoolique. 1.’ex-
trait obtenu est délipidé par exiraclion 2 I"hexane.
La fraction contenant les anthocyanes libres a éié
purifiée sur colonne de pvpp dans les conditions
décrites par Glories [16]. L’exirait est utilisé sous
forme lyophilisée.

L’extrait de pépin cst obienu dans les mémes condi-
tions que pour |'extrait de pelliculcs. Cependant on
n’utilise pas de colonne de PVPP, la fraction pro-
cyanidinc éiant isoléc par cxiraction a 'acétate
d’ethyle | 16).

Les extraits de bois de chéne sont obicnus dans les
conditions décrites par Vivas e al. [17).

Originc des composés phénoliques purs

La malvidine monoglucoside a &1é purifiéc au labo-
ratoire par HPTLC, son aglycone provient du com-
merce (Sarsynthése). Les différents acides phénols
utilisés sont fournis par Sigma. La casialagine et fa
vescalagine ont été purifiées au laboratoire par
HPTLC [17] ct Ic pentagalloylglucose nous a éié
fourni par Scalbert (INRA/INA Paris-Grignon).

2 Milieux et conditions de culture

Milicux de culture

Milicu utilisé pour ka culture des baciéries {(casami-
no acid. St extrait de levure, 4g0 KH,PO,, 0.55¢:
KCt. 0425¢: CaCls. 01252 MnSO;. 0.025e:
M2SO,. 01252 glucose, Sp: acide DL malique,
10g: Tween 8O0 Imi: pH 4.5-4.8: H.0 gsp 1000mbD.
milicw AT utihisé pour v dénombrement des bacté-
nes (extran de levare, Sgi ndopeptone. Se:acide DI
madique, 1020 MeSO, 0,050 MaSO,. 0028 jus de
tomate, 2530mi:s pH G508 HLO qap 1000mb. vin
JETEYue mihsé pour Ia cultore des bactéries tvin
rougzc de Cabernet sauvignon contenant 285 ¢
dracude mahigque/l ct e O oraison de Se/tode non
anomal, puis Dl sur Gittee sans condre). mihien
pour Ctudicr B survice des populations bacténennes
en présence de différents substrais (tampon phos.
phutc. KHLPO, 085 M pli= 4.5) Le milicu de cul-
ture ot aténafing & Uétve 15 mm 3 120 C et e vin
JEFEque par Nlration siéele OS5 pm.

Conditions de culture

Les cultures sont conduites on mitlicu calme 2 253°C
<t 2 Pobscurid
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3 Méthodes
Dénombrement des bactéries lactiques

Lex bactéries sont dénombrées sur géloxe nutritive:
le milicu nutritf constitué de A est additonnd i
volume égal de gélose DIFCO (20g/1). La croissan-
ce des levures est éliminde par addition de pimarici-
ne (0.2mi d une solution & Smg/ml par boite de
10ml). La croissance des bactéries peut ére suivie
par mesure de e densité optigque 3 600nm (1 unité
de DO = 1.3 . 10” bact./ml). Les boites de Petrt sont
incubdes 5 jours i 25°C dans des jarres en anadro-
biose.

Prépacation de cellules non pralilérantes

La biomasse néeessaire (de Pordre de 102 bact./mb)
est obtenue par centrifugation du milicu de culwure
(10 min. 10000 tpm. 4°C). clle est lavée par 10 ml
de tampon phosphate ¢t centrifugée & nouveau. La
population bactéricnne est ensuite reprise par 10 ml
de tampon phosphate supplémenté par différents
substrats phénoliques. Le nombre de bactéries
viables est estimé aprés | et 2 jours d incubation i
25°C. par comptage sur gélosc.

Dosage de Pacide malique et du glucose

L acide malique et le glucose sont dosés par voic
enzymatique (Bochringer, Manheim)

Activités enzymatiques de L. @nos

Les activités excocellulaires totales de L. wnos 8413
sont révélées sur APIZYMTM (ref: 2 520 0) a partir
de 65 pl d unc suspension contenant 5 . 10
bact./ml & pH = 54.

"~

log (nbre baciéries viables / mi)
. barrjucs
cuves
1 o
]
1
4
1
1cmps (jours apres fin fermentation alcoolique)
-10 {1] 20 30 40 30

Figure n° 1 : incidence de la nature du récipient sur la croissance des bactéries lactiques
indigénes des vins rouges au cours de la FML
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Dosage des composés phénoliques

Nous utilisons les méthodes mises au point par
Glories [16. 18]. Les composés phénoliques
totaux sont cstimdés par la mesure de ta DO 280nm
[19].

ldentification des produits de transformation des
composés phénoliques purs

Les produits intermédiaires pouvant ¢tre libérés
dans les milicux de culture sont séparés par HPLC
[20. 21 ou par HPTLC [17]. Lidenutication se Fant
par comparaison des temps de réiention des produns
de référence et de leurs spectres UV (250-350 nm).

Dosages classiques des vins

Les méthodes recommandées par 'OV somt utili-
sées (Alcool. Acidité 1otale ¢t volatile, pH. Sucres
réducicurs)

Dosage des polysaccharides

Les polysaccharides acides ¢t neutres sont isolés et
dosés dans les conditions décrites par Vivas et Glo-
rics [22].

Résultats et discussion

1 Croissance des bactéries lactiques en cuves
et en barriques : influence sur la composi-
tion et les qualités gustatives des vins rouges

1- Incidence de la nature du récipient sur Ia
croissance des bactéries lactiques

Nous avons sutvi sur un lot de vin de Cabernet-Sau-
vignon, en cuve ¢t en barriques ncuves, la popula-
tion viable des bactéries lactiques aprés achévement
de la fermentation alcoolique. Les résultats sont ras-
semblés sur la fig. 1. Il convient de noter que les
populations inttiales moycnnes sont pratiquement
identiques pour les deux modes de FML.

En cuve Ia phase de croissance exponenticlle des
bactéries lactiques cst plus précoce et plus rapide
qu’en barriques. Egalement. la population maximale
cst plus élevée dans les cuves que dans les bar-
riques. La viabilité des populations bactésiennes cn
cuves, diminue rapidement aprés épuiscment de
I"acide malique ; au contraire cn barniques les bacté-
rics demeurent viables plus longtemps, mais la fin
de la FML est aussi plus tardive. Ces résultats sont
significatifs, malgré un écart i la moyenne parfois
important.

Des cssais réalisés sur des cuves inox de 3 hl, com-
parable en capacité€ aux barriques, montrent que les
différences caregistrées, ct cn particulier le prolon-
gement de la phase stationnaire en barriques. nc
sont pas ducs au scul “cffet volume™. Ces observa-



tions suggérent I'intervention de composés du chéne
solubilisés dans le vin, mais également la moins
bonne inertie thermique en petit volume doit &tre
prise en comple.

2- Influence de la FML sur la composition des
vins

Le tableau | montre les traits classiques de la modi-
fication de composition d"un vin 3 fa suite d'unc
FML en cuves et en barriques : une diminution de
I"acidité 1otale, unc augmentation du pH, une dispa-
rition compléte de 1"acide malique. également une
1égerc diminution des sucres résiducls (utilisés
comme source d'énergie). enfin unc augmeniation
de IMacidité volatile probablement issue de la dégra-
dation d unc partic de 1'acide citrique. Les diffé-
rences entre cuves ct barriques ne sont pas sigaifica-
lives.

3- Incidence de la FML sur la couleur des vins et
les composés phénoliques

Dans le tableau 2 sont regroupées les caractéris-
tiques chromatiques des vins avant et apres FML en
cuves ou en barriques. Le témoin (avant FML) a &1é
préicvé ct analysé a I'écoulage. 1"oxygénation
importantie du vin lors de Ia manipulation explique
que Pintensité colorante (1C7) est plus élevée que
dans les vins qui ont effectué leur FML. La FML en
barriques, conduit par rapport 3 Ia cuve i unc IC”
plus forte (1.37 cuves< 1.44 barriques) qui sc carac-
iérise par unc pant de blcu plus importante (11%
cuves < 3% barriques). L analyse de Porigine de Ia
coulcur rouge (tableau 2) montre que la FML dimi-
nuc sensiblement la past initiale des anthocyanes
libres 2 la DO 520 (40% avant FML contre 25% ¢n
cuves et 16 % en barriques aprés FML).

La FMLL en cuve proveque (tableie 3) une dinunu-
ton de fatencur en phénols totaux (d280). du résul-
tat du dosage dex tanins (procyanidines) cr des
anthocyanes. On obacrve également une baae de
Mastringence des s (ndice de géhtine) e une
augmentation res nette des combinaisons tanins
anthocvanes (indive de pypp). Ces résulians sugec-
rent gue. fors de ke FATLL une parie does composés
phénohques préapient ou sont dégrades tdiminu-
non de B d280 o des anthocyvanes) ot une autre par-
te subat une modilicanon de strocture.

L stracture des s et leurs Eats dans de vin et
plus nettement modilice en barnques queen caces,
ceba se tradun par une augmentation du adegrd de
condensaton des tanns tindice HCDL un aceron-
sement de leur St colfordal tidice de diadvae) et
unce dimmunon, plus fone quien cuves de leur reac-
taed o Fépard des protéines gindice de gélatine).
Eolim, on note unc stabilisation plus importanie ¢n
hartiques quien cuves de fa mancre colocmte, par
combimnason des anthovvanes avew les Gimns.
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Tablean n° 1: Incidence de Ia fermentation malolactique en ceves et
e barriques sur 1a compositien des vins

Avant FML Apres FML
cuves cuves barrques

TAY (% vol.) 123 1255 1235
pH 365 398 19
sucre réducieur (2/1) 16 13 14
Acidité 1otale” 395 287 285
Acudité volatile™ 0.19 032 036
Acwe malique (2/h) 22 )} 0
*en g H,SOM

Tableau n° 2 : Influence de ka FAL en cuses ot en barrigues sur bes
qnacieristiques chromatiques des vins

Avant FML Aprs FML
cuves vo barrpes

coudenr
iICih 148 137 (Rt
Teinte (2) 031 D36 D33
8920% {3) 30 k2] 32
H20% (4) &0 3 35
w20% (5) 10 13 13
vrigine de la coulcur rouge
DO 520 0.59 0.77 0.
dAl% 16) 0 5 16
dTA% (T) 33 H 50
dTATS (8) 27 3 34

DRI« DOSN - DOONY. T DD DD 3: % A

Mewe dam 1 6 contnbutem 3o 3othewsznes bbeo 3 13 DA, 7 suntnbutea de coo-
Braramn Lnine-saths s dovelorables por SO. 2k DDA LS cmenutiom dos o
#orwien - 2nthe s 300y e dexmioaables por SO, 3 b DIV

Tablraw n 3 : Incidence de la FMIL ra anves of en barrigues sur i
sampiney phenoligues des vins

Avant FML Apres FAML
e wg Nt

shescace des v ounpuones shemdupas :
phenohs oty 180, i St 33 f
pexcranalines i 2/ 2t 2k b |
clasitanens 1 meh . X9 :
anthex s anes g/ NT2 ISh 32 i
L S 1
e fisre e taniy e H
mbuede sobatine 1heTy 32 M) 13 '

[CN NS H & FRTLA 12 17 )
e ke dihvaer Ty 3 i [0 :
et de L muitiere colvrcrze i
» w

mboe de prpp i) (5) E7S
-

U Lemam rinapemy
= e NI 2N

AT & sedreatew o tamen P oaw awaald 3 s
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Tableau n® 4 : Incidence de Ja FML en cuves cf en harriques sur b
tencur en pohysaccharides neutres (PN et acides (1°A) des vims

Reévipient de FMILL

cuves harmgocs
PN libres 435 Rial
PN combinés 203 w
PN ttaun (PNT) 638 w7
PN combinés N 3
PA hbres 7 [
PA combinés 10 hAd)
PA ot (PAT) 32 B A}
t PA combinés 7 17
IPNTIPAT 2 3

IREulan en mpl oy ghaee prae N camgflog & prlatureanpee ot 103

4- Incidence de fa FML en cuves et en barriques
sur la teneur en polysaccharides des vins

Par rapport 4 une FML ¢en cuves, 1o FML ¢n bar-
riques entriine une augmentation de la tencur en
p()')’\.lC(_h.ll’ldL\ neutres totaux (tableau 4). lide pour
I'essentiel 3 Paugmentation des polysaccharnides
ncutres combinés. Des recherchex conduites par
atlleurs nous ont révélé que les polysacchandes du
bois de chéne solubilisables en milicu agucux ou
hydroalcoohique (10 4 153% vol d’éthanol) sont des
polysacchandes ncutres essentiellement sous forme
combinés (PN librc : 20%: PN combiné : 80%).
Dans fes mémes conditions d’extruaction. les poly-
saccharides levuriens et bactériens sont sous forme
libre {231,

Ces résuitats semblent suggérer Mapport de polysac-
charides du bois de chéne dans les vins i cours de
la FML et plus généralement pendant I élevage.

“ LTappornt des polysaccharides ncutres libres par les
lies parait plus imié. ‘

Les polvsacchandes acides, 1ssus du raisin ¢voluent
peu (tableau ) - ils sont trés largement sous forme
combinés (PA combhinés : 80%). Duans lc cas de
FML en barnques. une partie des polysacchandes
acides combinés sont précipiés.

Ainsi. en barnques. la FML conduit & une augmen-
tation des polysacchandes neutres combinés (prove-
nant du bois de chéne) et hibres (provenant du bois

de chéne et des hes de baciéries ot de levures) et 3
unc plus faible diminution des polysaccharides
acides combinés (¢liminés par précipitation) : dans
ces conditions fe rapport PNTT/PAT passe de 2 ¢en
cuve it 3 en barrique.

5. Incidence de fa FML en cuves ¢t en barriques
sur ba qualité des vins

Dans ki majorité des exsais réalisés, les vins issus de
EML en barrique sont préférés & ceux de FMLU en
cuves. Les préférences restent ilentiques apres 1.2
ct 3 ans de conservation en bouteilles © les diffé-
rences organoleptiques apporniées par ba FMIL en
barnques sont done stables et durables.

On retrouve toujours fes mémes commentaires pour
décrire la FML en barrique: les vins sont parfois
plus colorés, souvent plus sombres. les tanins sont
souples, hisses et ronds. e vin parint plus gras ¢t
ample. e boisé et les ardmes de lruits sont en équi-
libre. le bouquct du vin est harmonicux.

RESUME :

lLa fermentation malolactique (F.M. L) est une étape
normale de la vinification des vins rouges de garde.
L'étude de sa réalisation en cuves el en barriques nous a
permis de montrer que la nature du récipient induisait
de profandes modifications de la composition phéno-
lique des vins entrainant un changement sensible de
leurs caractéres gustatifs. Les différentes dégustations
réalisées ont généralement permis de classer les vins
issus de 'L en barrigues en premier. Ces résultats
suggerent d’une part, Uintervention du bois de chéne et
de ces composants solubles sur le déroulement de la
FML et d’autre part, Pinfluence des bactéries lactiques
sur les compasés phénoliques des vins. 1l a été possible
de metire cn évidence amélioration de la viabilité ¢t de
Pactivité malolactique des populations bactériennes en
présence dacide gallique e1 d’anthocyanes libres et un
effet inhibiteur des procyanidines de pépins ct des ellugi-
tanins de bois de chene.

MOTS CLES : Bactéries fm‘hqurt vins rouges, fermen-
tation malolactique, compusés phénoliques, interactions

La deuxicme partie de cet article ainsi que les réfe-
rences bibliographigues scront publides dans notre
prochain numéro.
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