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L'elevage sur lies des vins blancs de Bourgogne 
II. Evolution des macromolecules: polysaccharides et 

proteines 

par 

M. F EUILLAT, M. FREYSSINET et C. CHARPENTIER1) 

Der Ausbau von Weißweinen der Region Bm·gund auf dem Hefetrub 
II. Die Veränderungen der Makrnmoleküle: Polysaccharide und Proteine 

Zusammenfassung : Weißweine der Region Burgund, die auf dem Hefetrub ruhen, 
reichern s ich in einer ersten Phase mit Ethanol-fällbaren Makromole külen an; in einer zweiten 
Phase verringert s ich der Gehalt dieser Verbindungen nach Hydrolyse der aus der Hefezellwand 
stammenden Polysaccharide. 

Untersuchungen in einem Modellmedium lassen e rkennen, daß die wichtigsten Hydrolysepro~ 
dukte aus den Hefezellwänden Mannoproteine s ind, die nach enzymatischer Hydrolyse der Glu­
cane freigesetzt werden. Die für diese Hydrolyse verantwortlichen ß(1~3)-Glucanasen werden in 
das Autolysemedium abgegeben; gleiches gilt für eine Protease vom Typ A. Auch die Hydrolyse der 
Makromoleküle erfolgt im extrazellulären Medium. 

K e y wo r d s : must, wine, synthetic medium, lees, yeast, fermentation, autolysis, cell wall, 
colloid, protein, nitrogen, carbohydrate, sugar , enzyme, glucan ase, protease. 

Introduction 

Dans un travail precedent (FERRARI et FEUILLAT 1988), nous avons montre que les 
vins blancs eleves sur lies s'enrichissent en azote total, en acides amines et en acides 
gras. Ces phenomenes qui relevent de l'autolyse des levures et qui influencent !es 
caracteres sensoriels des vins ne sont pas les seuls qui caracterisent ce type de vinifica­
tion. 

Ainsi, LLAUBERE (1988) a montre qu'un vin conserve sur levures s'enrichit en 
macromolecules, notamment en polysaccharides d'origine parietale. Nous avons fait 
des observations semblables dans !es vins mousseux elabores selon Ja methode cham­
penoise (FEUILLAT et al. 1988). Ces phenomenes sont sans aucun doute en rapport avec 
Ja modification de Ja composition chimique de Ja paroi de levure au cours de l'autolyse 
mise en evidence par CHARPENTIER et aJ. (1986). 

Dans cette etude nous avons etabli les cinetiques de production et la nature des 
macromolecules liberees par !es levures en milieu synthetique, dans !es mouts e t dans 
!es vins, d 'une part au cours de Ja fermentation alcoolique, d 'autre part au cours de 
l'autolyse des cellules, notamment dans !es cas de l'e levage sur lies des vins blancs de 
Bourgogne. Nous avons cherche a preciser en milieu m odele (FREYSSINET 1988) !es 
mecanismes enzymatiques mis en jeu au niveau de Ja liberation et de la transformation 
des macromolecules exocellulaires produites au cours de l'autolyse des levures. 

1) Avec la collaboration technique de J. GuERREAU. 
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Materie) et methodes 

1. Milieux de fermentation 

1.1 Milieu synthetique 
Le milieu utilise est le milieu de Wickerham Yeast Nitrogen Base em'ichi a 185 g/ l 

de saccharose, ajuste a pH 3,4 avec de l'acide tartrique, ensemence avec l'une ou l'autre 
souche de levure de vinification testee au taux de 106 cellules/ml et mis en fermenta­
tion a une temperature regulee de 28 °C. 

1.2 Mouts de raisin 
Les mouts utilises sont des mouts blancs issus du cepage Chardonnay recolte en 

Bourgogne dans l'aire d'appellation d'origine contrölee «Meursault». Ces mouts sont 
pour certaines experimentations clarifies selon differentes techniques: debourbage a 
l'anhydride sulfureux, a la bentonite, addition de pectinases, filtration sur mem­
brane ... , avant la fermentation alcoolique qui se deroule soit dans des petites cuves en 
acier inoxydable de 1 hl, soit dans des füts de chene de 228 1. 

Pour l'etude de Ja conservation sur levures, les vins ayant fermente en füts de 
chene sont separes en trois lots: 
- Jot 1: vin soutire en finde fermentation alcoolique et conserve en füts sur lies fines 
- Jot 2: vin conserve en füt sur lies totales de fermentation alcoolique 
- lot 3: vin conserve en fUt sur lies totales remises en suspension toutes les semaines 

par »bätonnage» pendant Ja duree de vieillissement. 
Chaque lotest conserve pendant 8 mois a la temperature de 15 °C. 

2. Souches de levures 

Les levures seches suivantes du commerce ont ete utilisees: S . cerevisiae Lalvin 
(Setric Biologie), Levuline ALS (CEnofrance), S . bayanus Levuline CHP (CEnofrance), 
1.0.C. (Institut CEnologique de Champagne), Uvaferm BC (Novo Ferment). 

Les milieux sont ensemences aux <loses de 150 mg/1 de biomasse seche. 

3. Milieu et conduite de l'autolyse 

Ce milieu qui a une composition proche du vin avec un titre alcoometrique de 10 % 
et un pH de 3 est decrit par FREYSSINET (1988). 

Les levures seches apres rehydratation, lavages repetes et centrifugation sont 
mises en suspension dans Je milieu hydroalcoolique a Ja <lose de 150 g de poids humide 
dans 950 ml de milieu. L'autolyse est conduite a 40 °C soit pendant 14 d avec des prele­
vements intermediaires quotidiens jusqu'au 9eme d, soit pendant 48 h avec des preleve­
ments intermediaires a 0, 6, 12 et 24 h. 

Chaque prelevement est centrifuge a 10 000 g pendant 10 min a + 4 °C. La bio­
masse et Je surnageant, ainsi separes, sont repartis en differents lots en vue des analy­
ses ulterieures . 

4. Techniques analytiques 

4.1 Dosage de l'azote total 
L'azote total des milieux synthetiques, des mouts et des vins est <lose selon Ja 

methode de Kjeldahl mise en ceuvre sur un appareillage Kjeltec System. (Tecator). 

4.2 Dosage des colloldes totaux 
Les collo!des solubles totaux sont <loses dans !es milieux synthetiques, !es mouts et 

!es vins prealablement centrifuges par precipitation a l'ethanol selon Je mode opera-
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toire decrit par FREYSSINET {1988) avec en particulier le sechage des precipites par lyo­
philisation. 

4.3 Dosage de I'azote proteique 

11 est dose dans les milieux et dans les colloides (solution a 1 %0) selon la methode 
de BRADFORD {1976) au bleu de Coomassie Brillant G-250 et etalonnage par une solution 
de «Serum Albumine Bovine {BSA)» Sigma. 

4.4 Dosage de l'azote amine libre 
Les fonctions amines libres des acides ammes ou des peptides sont dosees par 

colorimetrie a I'aide du reactif de Sanger au dinitro fluoro benzene (DNFB). 

4.5 Dosage des oses totaux 
Ils sont determines dans les milieux et dans !es colloldes (solution a 1 %0) par la 

methode au phenol sulfurique du Dusors et al. {1956) avec etalonnage par une solution 
de glucose. 

4.6 ldentification et dosage des oses par chromatographie gazeuse 
Apres hydrolyse des colloldes en milieu HCl 2N en ampoule scellee a 105 °C pen­

dant 30 min, !es oses constitutifs sont doses selon la methode de SAWARDEKER et al. 
{1965) legerement modifie selon FREYSSINET {1988) avec chromatographie des acetates 
d'alditol sur une colonne en verre remplie SP 2340 a 3 % sur 100/120 supelcoport sous 
une pression d'azote de 2 at, et des pressions d'hydrogene et d'air respectivement de 0,9 
et 0,6 at. La temperature est programmee de 160 ° Ca 265 °C a raison de 2 °C/ min. 

Les oses sont identifies par comparaison de leur temps de retention avec ceux des 
oses d'une solution standard et la quantification se fait par rapport a une etalon interne 
qui est le meso-inositol. 

4.7 Fractionnement des macromolecules glucidiques et proteiques par tamisage 
moleculaire sur gel 

Les colloldes totaux precipites a l'ethanol et seches a partir des milieux syntheti­
ques, des mouts ou des vins sont mis en solution a 6 %0 dans l'eluant utilise. 

4.7.1 Fractionnement des polysaccharides 
Ce fractionnement s'effectue par chromatographie sur colonne de Sepharose 

CL6B. Le domaine de fractionnement de ce gel se situe entre 103 kDa et 10 kDa pour les 
polysaccharides. 

Le dispositif utilise presente les caracteristiques suivantes: 
Colonne Pharmacia K 26/100; volume total du gel: VT = 405 ml; volume d'exclusion 
du gel: VO = 165ml 
Eluant: Solution de NA2S04 0,05 M; debit = 30 ml/h 
Volume injecte = 5 ml 
Collection par fractions de 3 ml 
Detection en sortie de colonne par la methode de Dusors et al. {1956) et colorime­
trie a 490 nm 
L'etalonnage de Ja colonne est realise a l'aide de dextrans Standards selon la tech­

nique de GRANATH et KVIST {1967) adaptee par PARENTHOEN et FEUILLAT {1978). 

4.7.2 Fractionnement des proteines 
Ce fractionnement s'effectue par chromatographie sur colonne de Sephacryl S-300. 

Ce gel a un domaine de fractionnement de 1,5 X 103 kDa a 10 kDa pour !es proteines, 
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c'est ä dire comparable ä celui du Sepharose CL6B pour !es polysaccharides. 
Le dispositif utilise presente les caracteristiques suivantes: 
Colonne Pharmacia K 26/70; volume total du gel: VT = 360 ml; volume d'exclusion 
du gel: VO = 134 ml 
Eluant: tampon Tris-HCI 0,05 M, pH 7; debit = 50 ml/l 
Collection par fractions de 2 ml 
Detection en sortie de colonne par Ja mesure de la DO ä 280 nm 
La colonne est etalonnee par un melange de proteines Standards (FREYSSINET 1988). 

4.8 Fractionnement par chromatographie d'echange d'ions 
La teclmique est decrite par FREYSSINET (1988). Le gel utilise est le DEAE-Sepha­

dex A-25 avec elution par palier en changeant brusquement Ja force ionique par passa­
ges successifs d'eau distillee, de carbonate d'ammonium 0,1 M - 0,5 M - 1,0 M, pH 8. 
La detection en sortie de colonne se fait par mesure de la DO 280 nm pour les proteines 
et de la DO 490 nm pour les polysaccharides (methode de DUBOIS et al. 1956). 

4.9 Mesures des activites enzymatiques 
4.9.l Dosage de l'activite de type protease A 

Les extraits cellulaires sont prepares selon le protocole decrit par BEAVAN et al. 
(1979) et repris par FREYSSINET (1988). 

Le dosage de l'activite dans !es extraits cellulaires et dans le milieu extracellulaire 
est effectue en mesurant Ja liberation de l'azote amine ä partir d'hemoglobine denatu­
ree ä l'acide selon Je mode operatoire decrit par LEROY (1986) et repris par FREYSSINET 
(1988). 

L'activite proteasique est exprimee en µg d'azote libere par g de matiere seche 
(MS) et par min . 

4.9 .2 Dosage de l'activite ß(l-+3)-glucanase 
La technique utilisee est celle decrite par HmN et FLEET (1983 a) en suivant la libe­

ration d'oses reducteurs ä partir de la laminarine ä la fois dans les cellules de levures 
prealablement lavees et dans le milieu extracellulaire. 

L'activite de Ja ß(l-+3)-glucanase est exprimee en µg de glucose libere par g de 
matiere seche (MS) et par min. 

Resultats 

1. Production de collo!des exocellulaires par !es 
levures (Saccharomyces) en milieu sy nthetique: 
quantite et nature des macromolecules liberees au 
cours de la fermentation alcoolique et de l 'a uto­
lyse 

Le Tableau 1 montre que la teneur en collo!des totaux du milieu de Wickerham 
Yeast Nitrogen Base enrichi ä 185 g/l de·sucre ensemence avec la souche de Saccharo­
myces bayanus Levuline CHP augmente tout au long de la fermentation alcoolique 
pour atteindre en peu moins de 300 mg/l apres 6 d. 

Si l'on fait suivre la fermentation alcoolique d'une autolyse par chauffage du milieu 
ä 50 °C pendant 48 h en presence des levures, il se produit un tres fort enrichissement 
du milieu en collo!des totaux puisque la teneur en ceux-ci passe de 270 mg/l ä 
2 230 mg/1. Cette forte liberation de macromolecules exocellulaires par les levures est 
due ä une autolyse acceleree des cellules par la chaleur. 
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T a ble a u 1 

Evolution des colloides totaux et de leur composition au cours de Ja fermentation alcoolique (F.A.) 
et apres une autolyse des levures de 48 h a 50 °C 

Die En twicklung ·der Gesamtkolloide und ihrer Zusammensetzung im Verlauf de r alkoholischen 
Gärung (F.A.) und nach Autolyse de r Hefen (48 h be i 50 °C) 

Temps de pre!evement 

15 h 

4d 

6 d (finde Ja F. A.) 

8 d (apres autolyse) 

Colloides totaux (mg/l) 

115 

140 

270 

2 230 

Composition des colloides 

Glucides (% ) Proteines (%) 

92 8 

85 15 

82 18 

82 8 

Pour ce qui est de Ja composition des colloldes liberes au cours de Ja fermentation 
alcoolique comme au cours de l'autolyse, on constate qu'ils sont constitues de 80 a 90 % 
environ de glucides et de 10 a 20 % de proteines. 

La partie glucidique des macromolecules precipitees a l'alcool en fin de fermenta­
tion alcoolique renferme 70 a 80 % de mannose et 20 a 30 % de glucose, ceci quelle que 
soit Ja souche de levure testee. 

Cette observation indique l'origine parietale des macromolecules cedees par !es 
levures, puisque de nombreux travaux dont certains recents (SENTANDREU et al. 1984) 
ont etabli que Ja paroi levurienne est constituee de m annanes ou plus exactement de 
mannoproteines associees a des gluca nes. 

Le tamisage moleculaire sur colonne de Sepharose CL6B des polysaccharides libe­
res par !es levures a u cours de Ja fermentation alcoolique permet de separer .plusieurs 
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Fig. 1: Fractionnement sur une colonne de Sepharose CL6B des polysaccharides. Evolution au cours 
de la fermentation alcoolique. 

Auftrennung der Polysacch aride auf einer Seph arose-CL6B-Säule. Die Veränderungen im Verlauf 
der alkoholischen Gärung. 
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fractions dont !es masses moleculaires s'echelonnent entre 6 · 102 kDa et 10 kDa 
(Fig. 1). D'une fac;on generale ces differentes fractions augmentent tout au long de Ja 
fermentation alcoolique, notamment entre 23 et 65 h. 

2 . Production de colloides 
levures (Saccharomyces) 
et dans !es vins 

exocellulaires 
dans les mouts 

p a r 1 es 
de raisin 

Comme en milieu synthetique, !es levures enrichissent !es mouts et !es vins en 
macromolecules d'origine parietale d'une part au cours de Ja fermentation alcoolique, 
d'autre part au cours de Ja conservation sur levures teile qu'elle est pratiquee dans Je 
cas de l'elevage sur lies des vins blancs de Bourgogne, vins dans lesquels se produit une 
autolyse des cellules levuriennes (FERRARI et FEUILLAT 1988). 

2.1 Production au cours de la fermentation alcoolique 
2.1.1 Influence de Ja clarification prealable des moilts 

La liberation de macromolecules exocellulaires par les levures au cours de la fer­
mentation alcoolique est plus difficile a mettre en evidence dans un mout de raisin que 
dans un vin. En effet dans le mout cette liberation est plus ou moins compensee par 
l'hydrolyse et Ja precipitation des colloides du raisin, et en particulier des polysacchari­
des acides ou pectines. 

En realite, Ja clarification prealable du mout ou «debourbage» a une forte incidence 
sur !es variations de teneurs en colloides au cours de la fermentation alcoolique. Ainsi , 

Tableau 2 

Influence du mode de clarification des mouts sur l'evolution des colloides totaux au cours de la 
fermentation a lcoolique d'un moüt de Chardonnay 

Der Einfluß des Verfahrens der Mostklärung auf die Entwicklung der Gesamtkolloide im Verlauf 
der alkoholischen Gärung eines Chardonnay-Mostes 

Colloides totaux (mg/1) 
Nature du lot 

Mout 

1: Debourbage au 
802 (5 g/hl) 1 233 

1': pendant48 h 1 252 

2: Debourbage au 
froid ( + 7 ° C) pen-
dant48 h 1153 

3: Debourbage a la 
bentonite (100 g/hl) 1160 

3': pendant48 h 1173 

4: Debourbage avec 
addition de pecti-
nases (3 g/hl) 733 

5: Mout filtre succes-
sivement sur des 
membranes de 
10 µm et de 0,65 µm 810 

CMoüt: Concentration dans le moüt. 
CVin: Concentration dans le vin. 

Vin 

1 013 
1 053 

1 380 

1 433 
1 407 

1123 

1133 

CVin - CMoüt (CVin - CMoüt) x 100 
(mg/1) CMoüt 

-220 - 17,8 
-204 - 16,2 

+227 +19,7 

+273 +23,5 
+234 + 19,2 

+390 +53,2 

+323 +39,9 
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Tableau 3 

Composition en oses (% )des polysaccharides des moüts et des vins correspondants 

Die in den Polysacchariden der Moste und der entsprechenden Weine enthaltenen Monosaccharide 
in% 

Rha · Rib. Ara Xyl Man Gai Glu 

Mout debourbe au 802 9,5 1,8 33,0 1,3 6,1 36,2 12,1 

Vin 7,2 1,4 30,2 0,5 20,6 30,5 9,3 

Mout debourbe a la bentonite 9,0 1,7 37,2 1,7 6,2 32,8 11,4 

Vin 7,2 1,1 25,9 0,8 25,8 29,2 9,7 

comme le montre le Tableau 2, ce sont les mouts les plus fortement appauvris en collol­
des tels que ceux qui sont additionnes de pectinases ou encore ceux qui sont filtres sur 
membrane qui s'enrichissent le plus au cours de la fermentation alcoolique. 

Nous avons deja fait des observations semblables dans Je cadre d'essais de filtra­
tion tangentielle (FEUILLAT et BERNARD 1985). Un mout ultrafiltre fortement appauvri en 
polysaccharides peut donner apres fermentation alcoolique un vin aussi riche que le 
vin issu du mout temoin de meme origine clarifie grossierement par decantation. 

2.1.2 Composition des polysaccharides des mouts et des vins 
Si l'on compare la composition en oses du mout et du vin correspondant 

(Tableau 3), on observe que les polysaccharides du mout sont essentiellement consti­
tues de galactose et d'arabinose, a lors que les polysaccharides du vin sont plus riches 
en mannose. 

Apres fractionnement des polysaccharides d'un vin en fonction de leur masse 
moleculaire sur colonne de Sepharose CL6B, il apparalt que !es fractions de forte 
masse moleculaire sont beaucoup plus riches en mannose que les fractions de plus 
faible masse moleculaire (Tableau 4). 

Ainsi, comme en milieu synthetique, il y a au cours de Ja fermentation alcoolique 
du moüt de raisin liberation par les levures de polysaccharides d'origine parietale, 
notamment de manannes de masse moleculaire elevee. 

Tableau 4 

Composition en oses (% )des differentes fractions de polysaccharides separes sur Sepharose CL6B 
a partir d'un vin de «Meursaulb 

Die in den einzelnen Polysaccharidfraktionen eines Mersault-Weines enthaltenen Monosaccharide 
in % · Die Auftrennung erfolgte auf Sepharose CL6B 

Oses 
Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 
(M = 1,8 X J03 kDA) (M = l50 kDa) (M =25 kDa) 

Rha:mnose 1,0 2,0 10,9 

Ribose 13,3 

Arabinose 7,3 8,3 13,5 

Mannose 88,8 59,1 29,4 

Galactose 21,6 20,0 

Glucose 2,7 8,9 12,6 
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2.2 Production de colloides exocellulaires au cours de la conservation des vins sur 
levures 

Dans les essais d 'elevage sur lies des vins blancs de Bourgogne d'appellation 
«Meursault>>, nous constatons qu'apres 8 mois d'elevage ce sont les lots conserves sur 
lies totales remises en suspension regulierement ou «batonnees» qui sont les plus 
riches en colloides totaux et en azote total (Tableau 5) . Ces resultats sont en accord 
avec ceux de L LAUBERES (1988) qui dans des essais semblables conduits sur des vins 
blancs de Bordeaux met en evidence une production de polysaccharides par les levures 
pendant et apres Ja fermentation a lcoolique. Ce meme auteur observe egalement une 
incidence positive sur Ja production de macromolecules de l'agitation regulier e de la 
biomasse dans Je vin. 

Tableau 5 

Influence des lies sur la composition de vins blancs de· •Meursault• apres 8 mois d'elevage en fUts 

Der Einfluß des Hefetrubs auf die Zusammensetzung weißer IV!ersault-Weine nach Bmonatigem 
Faßausbau 

Vins conserves sur lies fines 

Vins conserves sur lies totales 

Vins conserves sur lies totales «batonnees» 

Colloides totaux (mg/l) Azote total (mg/1) 

809 

896 

930 

350 

368 

392 

Tabl ea u 6 

Cinetiques d'evolution des colloides totaux et de l'azote total au cours de Ja vinification en blanc et 
de l'e levage sur lies d'une vendange de Chardonnay millesime 1987 

Die Veränderungen der Gesamtkolloide und des Gesamtstickstoffes im Verlauf der Weißweinberei­
tung und des Weinausbaues auf der Hefe bei einem Chardonnay-Wein, Jahrgang 1987 

Colloides totaux (mg/l) Azote total (mg/l) 

Moutbrut 1 575 413 
Mout debourbe au S02 (8 g/hl) 

pendant24 h 1 092 371 
Mout debourbe au Lacta B 1) (200 g/hl) 

pendant36 h 780 378 
Vin debourbe au S02 en finde fermen-

tation alcoolique 1 064 210 
Vin debourbe au Lacta B en finde fermen-

tation alcoolique 888 140 
Vin debourbe au S02 la isse sur lies totales 

pendant 3 moi s 1 368 231 
Vin debourbe au Lacta B laisse sur lies totales 

pendant 3 mois 983 224 
Vin debourbe au S02 laisse sur lies totales 

pendant 8 mois 730 277 
Vin debourbe au Lacta B laisse sur lies totales 

pendant 8 mois 650 262 

') Melange de bent.onite et de caseine. 
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Toutefois, en suivant regulierement l'evolution des collo!des dans des vins conser­
ves sur lies totales, on observe apres un enrichissement pendant !es premiers mois 
d'elevage une diminution dans !es mois qui suivent, alors que Ja teneur en azote total 
des memes vins continue, eile, d'augmenter regulierement (Tableau 6), ce qui prouve Je 
deroulement continu de J'autolyse. CASTINO et DELFIN! (1986) observent egalement cette 
diminution et emettent comme hypotheses des.phenomenes de precipitation, d'adsorp­
tion par !es levures ou d 'hydrolyse. 

En ce qui concerne nos essais, Ja chromatographie sur Sepharose CL6B des vins 
conserves sur levures met en evidence une disparition des fractions glucidiques de plus 
fortes masses moleculaires entre 3 et 8 mois d'elevage sur lies (Fig. 2). 

Ayant deja fait Ja meme observation dans l'etude du vicillissement des vins mous­
seux elabores selon Ja methode champenoise (FEUILLAT et al. 1988), nous avons cherche 
parallelement a ces essais a preciser en milieu synthetique !es mecanismes enzymati­
ques de liberation et de transformation des macromolecules exocellulaires liberees par 
!es levures au cours de leur autolyse (FREYSSINET 1988). 
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Fig. 2: Evolution des polysaccharides (separes sur Sepharose CL6B) d'un vin de •Meursault> {mille­
s ime 1987) au cours de sa conservation sur levures. 

Die Entvvicklung der Polysaccharide (Auftrennung auf Sepharose CL6B) eines Meursault-Weines, 
Jahrgang 1987, im Verlauf seiner Lagerung auf dem Hefetrub. 
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3. Meca ni smes enzymatiques de la lib eration et de 
la transformation des macromolecules exoce llul a i­
res produites au cours de l 'auto l yse des le vures 

L'etude de l'evolution de la composition en oses du milieu d'autolyse conduite a 
pH 3 et a 40 °C (Tableau 7) met en evidence un enrichissement beaucoup plus impor­
tant en glucose qu'en mannose bien que ce dernier sucre soit en augmentation conti­
nue et qu'il soit comme nous l'avons vu precedemment Je constituant majeur des poly­
saccharides produits par !es levures. 

Ribose% 

Mannose% 

Glucose% 

Tableau 7 

Evolution des sucres dans le milieu d'autolyse 

Die Entwicklung der Zucker im Autolysemedium 

Temps(d) · 

0 2 3 6 

2,8 4,0 3,6 3,3 3,1 

2,4 5,3 7,0 8,0 8,0 

94,8 90,7 89,4 88,7 86,6 

9 

3,6 

16,4 

80,0 

14 

3,0 

20 ,2 

76,8 

Cette observation laisse prevoir que !es manannes constitutifs de Ja paroi sont libe­
res sans hydrolyse, alors que !es glucanes sont h ydrolyses sous Ja forme de courtes 
chaines ou de monomeres. D'ailleurs une activite ß(l-+3)-glucanase peut etre mise en 
evidence au cours de l'autolyse des levures a Ja fois dans !es cellules et dans Je milieu 
(Fig. 3). 

Du ribose est libere en faib le quantite dans le milieu d'autolyse et resulte de la 
degradation des composes ribonucleiques intracellulaires . 

Concernant la liberation des autres composes azotes contenus dans la cellule au 
cours cl.e l'autolyse, le milieu s'enrichit en azote total et en azote amine libre. Pour ce 
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Fig. 3: Evolution de J'activite de Ja ß(l-3)-glucanase pendant l'autolyse dans !es cellules de levures 
(biomasse) et dans Je milieu d'autolyse (surnageant). 

Die Entwicklung der ß(l-3)-Glucanase-Aktivität während der Autolyse in den Hefezellen (bio­
masse) und im Autolysemedium (surnageant) . 
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qui est des proteines, il y a d 'abord un enrichissement du milieu, puis Je taux de ces 
constituants diminue apres 48 h d'autolyse environ (Fig. 4). Cette diminution est liee a 
une activite proteasique de type A que l'on peut doser a Ja fois dans les cellules et dans 
Je milieu d'autolyse (Fig. 5) . 

mg N/g MS 

Azote amine 

Azote total 

5 25 

0 0 
0 5 10 

Temps ( jOurs) 

Fig. 4: Evolution des differents composes azotes cedes par !es levures durant l'autolyse. 

Die Entwicklung der vei·schiedenen Stickstoffverbindungen, die von den Hefen im Verlauf der 
Autolyse abgegeben werden. 

Cl -z 
Cl 
::1.. 

20 

0 biomasse 

m surnageant 

Temps ( jours) 
Fig. 5: Evolution de l'activite proteasique pendant l'autolyse dans !es cellules de levures (biomasse) 

et dans Je milieu d'autolyse (surnageant). 

Die Entwicklung der Proteasenaktivität während der Autolyse in den Hefeze llen (biomasse) und im 
Autolysemedium (surnageant). 
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La proteolyse extracellulaire est confinnee par tamisage moleculaire du milieu 
d'autolyse sur colonne de Sephacryl S300. En effet, les proteines separees qui ont une 
masse moleculaire de !'ordre de 12,8 kDa apres 6 h d'autolyse sont hydrolysees en des 
fractions d'une masse moleculaire infe1:ieure a 10 kDa apres 48 h d'autolyse (Fig. 6). 

La chromatographie du milieu d'autolyse par echange d'ions sur DEAE Sephadex 
G25 apres 48 h d'incubation (Fig. 7) met en evidence une fraction non chargee renfer­
mant a la fois des peptides et des polysaccharides, ces derniers etant constitues de 
93 % de mannose et de 7 % de gJucose. 

Cette fraction peut etre assimiJee a un peptidomannane ou a une mannoproteine, 
ce dernier terme ayant ete propose par BALLOU (1982) (cite par LLAUBERES 1988) pour 
!es mannanes de Ja paroi de levure . 

D.0.280 

0,1 

0,05 

- 48H 
'V--'V 6 H 

F1 
300 Ve ml 

F2 

Fig. 6: Fractionnement par tamisage moleculaire sur colonne de Sephacryl S300 des proteines libe­
rees dans Je milieu apres 6 et 48 h d'autolyse. 

Auftrennung der im Autolysemedium enthaltenen freien Proteine nach dem Molekula rgewicht 
(Sephacryl-S300-Säule) nach 6- und 48stündiger Autolyse. 

Discussion 

Les Jevures de vinification cuJtivees en milieu acide liberent des colloides precipi­
tables a l'ethanol tout au long de Ja fermentation alcooJique, parallelement a leur crois­
sance. La mise en autolyse de ces memes levures en fin de fermentation alcoolique 
augmente fortement l'enrichissement du mi]jeu extracellulaire en macromoJecuJes. 

Celles-ci sont essentiellement des polysaccharides et notamment des manannes 
associees a des proteines, ce qui indique leur origine parietale a la fois quand elles sont 
produites par des cellules vivantes au cours de Ja fermentation alcoolique et par des 
cellules mortes au cours de l'autolyse. 
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Dans Je premier cas Je relargage de polysaccharides et de proteines serait associe a 
Ja synthese de la paroi levurienne, comme l'ont suggere LLAUBERES et al. (1987). Dans le 
second cas, ce meme relargage correspondrait a l'alteration de Ja structure et de la 
composition chimique de Ja paroi levurienne mise en evidence au cours de l'autolyse 
(CHARPENTIER et al. 1986). 

Un enrichissement semblable en . colloldes par !es levures est observe dans !es 
mouts de raisin au cours de leur fermentation alcoolique et dans !es vins au cours de 
leur conservation sur levures. Le degre de clarification des mouts qui conditionne leur 
fermentescibilite a une incidence tres significative sur !es quantites de macromolecules 
pröduites par !es levures au cours de Ja fermentation alcoolique. 

Un mout fortement clarifie, donc appauvri en collo!des du raisin, a en effet une 
moins banne fermentescibilite (OLLIVIER et al. 1987), et l'on peut supposer que Ja pro­
duction de polysaccharides par !es levures sera alors plus importante a cause d'un taux 
de mortalite plus eleve et d'une autolyse plus rapide des cellules. 

Au cours de la conservation des vins sur levures, apres un enrichissement en col­
lo!des, on observe une diminution de ceux-ci qui est due a une hydrolyse des polysac­
charides en fractions de masse moleculaire plus faible pouvant echapper a la precipita­
tion a l'ethanol. 

Cette hydrolyse des polysaccharides est liee a une activite ß(l- 3)-glucanase mise 
en evidence au cours de l'autolyse des levures dans un milieu synthetique qui s'enrichit 
beaucoup plus en glucose qu'en mannose, bien que ce dernier sucre soit le constituant 
principal des polysaccharides parietaux liberes. Ainsi !es manannes constitutifs de la 
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Fig. 7: Separa tion par chromatographie echangeuse d'ions des colloides liberes apres 48 h d'auto­
lyse. - D.0 .490 : Polysaccharides, D.0.280: Prote ines. 

Auftrennung der freien Kolloide (Ionenaustauschch.romatographie ) nach 48stündiger Autolyse. -
D.0., 90 : Polysaccharide , D.0.280: Prote ine. 
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paroi seraient liberes sans hydrolyse, alors que les glucanes seraient hydrolyses sous la 
forme d'oligomeres ou de monomeres. 

Ces observations et ces hypotheses sont en accord avec les travaux de HIEN et 
FLEET (1983 a et b) qui ont separe et caracterise six ß(l-+3)-glucanases chez S. cere11i­
siae et qui ont montre que ces enzymes fortement liees a la paroi peuvent etre liberees 
dans le milieu extracellulaire. 

Ainsi les ß-glucanases jouent un röle important dans l'autolyse des parois, contrai­
rement aux manannases qui n'auraient qu'une action limitee. FLEET (1984) observe en 
effet qu'au cours de l'autolyse de S. cere11isiae, le mannane est le principal produit solu­
ble, malgre la mise en evidence d'une mannosidase chez la meme levure. 

Parallelement a l'hydrolyse enzymatique des glucanes, on observe une proteolyse 
dans Je milieu d'autolyse liee a une activite proteasique de type A liberee par !es cellu­
les de levures. Cette activite deja mise en evidence au cours de l'autolyse des levures 
par CHARPENTIER et al. (1986) a egalement ete caracterisee en champagnisation (LEROY 
1986) et dans les vins blancs eleves sur lies (FERRARI et FEUILLAT 1988). 

Les polypeptides liberes dans le milieu extracellulaire sont associes a des poly­
saccharides constitues pour 93 % de mannose. 

Le principal produit de l'autolyse est donc en fin de campte un peptidomannane ou 
mannoproteine caracterisee egalement par LLAUBERES (1988) par precipitation par le 
cetavlon sous Ja forme d'un complexe borate . 

Ces mannoproteines liees de fac;on covalente aux glucanes de Ja paroi (SENTANDREU 
et al. 1984) seraient liberees dans Je milieu extracellulaire apres l'action hydrolytique 
des ß(l'--+3)-glucanases, puis seraient remaniees dans ce meme milieu par une hydro­
lyse partielle de Ja fraction proteique SOUS J'action d'une protease acide de type A cedee 
par !es cellules levuriennes au cours de l'autolyse. L'hydrolyse des glucanes liberes se 
poursuit dans Je milieu extracellulaire dans lequel !es ß-glucanases sont solubilisees. 

Conclusion 

Le relargage de macromolecules d'origine parietale par !es levures de vinification 
en milieu acide au cours de Ja fermentation alcoolique et de l'autolyse est confirme. 

Dans !es mouts une clarification prealable poussee qui diminue leur fermentescibi­
lite accroit Ja quantite de macromolecules produite par !es levures. 

Dans Ja conservation sur lies, apres un enrichissement du vin pendant !es premiers 
mois en colloldes precipitables a l'ethanol, Ja teneur de ceux-ci diminue a Ja suite d'une 
hydrolyse des polysaccharides de plus haute masse moleculaire. Ce phenomene peut 
expliquer Ja plus grande facilite de clarification de ces vins qui est toujours observee 
apres 7 a 8 mois de conservation sur levures. La meme observation est d'ailleurs faite 
pour Ja clarification ou «remuage» des vins mousseux elabores selon Ja m ethode cham­
penoise. 

Les principaux produits de l'autolyse provenant des parois sont des mannoprotei­
nes qui sont liberees dans Je milieu extracellulaire apres une hydrolyse enzymatique 
des glucanes. Les ß(l-+3)-glucanases responsables de cette hydrolyse sont liberees 
dans Je milieu d'autolyse et il en est de meme d'une protease de type A. Ainsi l'hydro­
lyse des macromolecules se poursuit dans Je milieu extracellulaire. 

Un remaniement semblable des macromolecules peut etre suppose dans !es vins 
eleves sur lies tels que les grands vins blancs de Bourgogne. Outre son röle sur Ja clari­
fication, ce phenomene a vraisemblablement une incidence sur les caracteres senso­
riels des vins, campte tenu des interactions qui peuvent exister entre !es macromolecu­
les et les composes volatils (VOILLEY et al„ a paraitre). 
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Resume 

La conservation sur lies des vins blancs de Bourgogne se traduit dans un premier 
temps par un enrichissement de ceux-ci en composes macromoleculaires precipitables 
a l'ethanol; puis dans un second temps la teneur en ces composes diminue a la suite 
d 'une hydrolyse des polysaccharides d'origine parietale . 

Un etude en milieu modele permet de preciser que les principaux produits de 
l'autolyse provenant des parois de levures sont des mannoproteines qui sont liberees 
apres une hydrolyse enzymatique des glucanes . Les ß(l---+3)-glucanases responsables de 
cette hydrolyse sont liberees dans le milieu d'autolyse et il en est de meme d'une pro­
tease de type A. Ainsi l'hydrolyse des macromolecules se poursuit dans le niilieu extra­
cellulaire. 
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