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L’élevage sur lies des vins blancs de Bourgogne
I1. Evolution des macromolécules: polysaccharides et
protéines
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Der Ausbau von Weiflweinen der Region Burgund auf dem Hefetrub
I1. Die Verinderungen der Makromolekiile: Polysaccharide und Proteine

Zusammenfassung: Weilweine der Region Burgund, die auf dem Hefetrub ruhen,
reichern sich in einer ersten Phase mit Ethanol-félibaren Makromolekiilen an; in einer zweiten
Phase verringert sich der Gehalt dieser Verbindungen nach Hydrolyse der aus der Hefezellwand
stammenden Polysaccharide.

Untersuchungen in einem Modellmedium lassen erkennen, dafl die wichtigsten Hydrolysepro-
dukte aus den Hefezellwdnden Mannoproteine sind, die nach enzymatischer Hydrolyse der Glu-
cane freigesetzt werden. Die fiir diese Hydrolyse verantwortlichen p(1—3)-Glucanasen werden in
das Autolysemedium abgegeben; gleiches gilt fiir eine Protease vom Typ A. Auch die Hydrolyse der
Makromolekiile erfolgt im extrazelluldren Medium.

Key words: must, wine, synthetic medium, lees, yeast, fermentation, autolysis, cell wall,
colloid, protein, nitrogen, carbohydrate, sugar, enzyme, glucanase, protease.

Introduction

Dans un travail précédent (FERRARI et FEUILLAT 1988), nous avons montré que les
vins blancs élevés sur lies s’enrichissent en azote total, en acides aminés et en acides
gras. Ces phénomeénes qui relévent de l'autolyse des levures et qui influencent les
caractéres sensoriels des vins ne sont pas les seuls qui caractérisent ce type de vinifica-
tion.

Ainsi, LLAURERE (1988) a montré qu'un vin conservé sur levures s’enrichit en
macromolécules, notamment en polysaccharides d'origine pariétale. Nous avons fait
des observations semblables dans les vins mousseux élaborés selon la méthode cham-
penoise (FEUILLAT et al. 1988). Ces phénomeénes sont sans aucun doute en rapport avec
la modification de la composition chimique de la paroi de levure au cours de I'autolyse
mise en évidence par CHARPENTIER et al. (1986).

Dans cette étude nous avons établi les cinétiques de production et la nature des
macromolécules libérées par les levures en milieu synthétique, dans les moits et dans
les vins, d’'une part au cours de la fermentation alcoolique, d’autre part au cours de
l'autolyse des cellules, notamment dans les cas de I'élevage sur lies des vins blancs de
Bourgogne. Nous avons cherché a préciser en milieu modeéle (FREySSINET 1988) les
mécanismes enzymatiques mis en jeu au niveau de la libération et de la transformation
des macromolécules exocellulaires produites au cours de 'autolyse des levures.

1) Avec la collaboration technique de J. GUERREAU.
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Matériel et méthodes
1. Milieux de fermentation

1.1 Milieu synthétique

Le milieu utilisé est le milieu de Wickerham Yeast Nitrogen Base enrichi a 185 g/l
de saccharose, ajusté a pH 3,4 avec de l'acide tartrique, ensemencé avec l'une ou l'autre
souche de levure de vinification testée au taux de 10¢ cellules/ml et mis en fermenta-
tion a une température régulée de 28 °C.

1.2 Motts de raisin

Les motits utilisés sont des mofts blancs issus du cépage Chardonnay récolté en
Bourgogne dans l'aire d'appellation d'origine contrélée «Meursault». Ces molits sont
pour certaines expérimentations clarifiés selon différentes techniques: débourbage a
l'anhydride sulfureux, a la bentonite, addition de pectinases, filtration sur mem-
brane ..., avant la fermentation alcoolique qui se déroule soit dans des petites cuves en
acier inoxydable de 1 hl, soit dans des fiits de chéne de 228 1.

Pour l'étude de la conservation sur levures, les vins ayant fermenté en fits de
chéne sont séparés en trois lots:
—lot 1: vin soutiré en fin de fermentation alcoolique et conservé en fits sur lies fines
— lot 2: vin conservé en fat sur lies totales de fermentation alcoolique
—lot 3: vin conservé en fut sur lies totales remises en suspension toutes les semaines

par »batonnage» pendant la durée de vieillissement.
Chaque lot est conservé pendant 8 mois a la température de 15 °C.

2. Souches de levures

Les levures séches suivantes du commerce ont été utilisées: S. cerevisiae Lalvin
(Setric Biologie), Levuline ALS ((Enofrance), S. bayanus Levuline CHP ((Enofrance),
1.0.C. (Institut (Enologique de Champagne), Uvaferm BC (Novo Ferment).

Les milieux sont ensemencés aux doses de 150 mg/l de biomasse seche.

3. Milieu et conduite de l'autolyse

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

Les levures séches aprés réhydratation, lavages répétés et centrifugation sont
mises en suspension dans le milieu hydroalcoolique a la dose de 150 g de poids humide
dans 950 ml de milieu. L'autolyse est conduite a 40 °C soit pendant 14 d avec des préle-
vements intermédiaires quotidiens jusqu'au 9éme d, soit pendant 48 h avec des préléve-
ments intermédiaires 4 0, 6, 12 et 24 h.

Chaque prélévement est centrifugé a 10 000 g pendant 10 min & + 4 °C. La bio-
masse et le surnageant, ainsi séparés, sont répartis en différents lots en vue des analy-
ses ultérieures.

4. Techniques analytiques

4.1  Dosage de l'azote total
L'azote total des milieux synthétiques, des moiits et des vins est dosé selon la
méthode de Kjeldahl mise en ceuvre sur un appareillage Kjeltec System (Tecator).

4.2 Dosage des colloides totaux
Les colloides solubles totaux sont dosés dans les milieux synthétiques, les mots et
les vins préalablement centrifugés par précipitation a 'éthanol selon le mode opéra-
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toire décrit par FREYSSINET (1988) avec en particulier le séchage des précipités par lyo-
philisation.

4.3 Dosage de 'azote protéique

Il est dosé dans les milieux et dans les colloides (solution a 1 %o) selon la méthode
de BRADFORD (1976) au bleu de Coomassie Brillant G-250 et étalonnage par une solution
de «Serum Albumine Bovine (BSA)» Sigma.

4.4  Dosage de 'azote aminé libre
Les fonctions amines libres des acides aminés ou des peptides sont dosées par
colorimétrie a I'aide du réactif de Sanger au dinitro fluoro benzene (DNFB).

4.5 Dosage des oses totaux

Ils sont déterminés dans les milieux et dans les colloides (solution a 1 %o) par la
méthode au phénol sulfurique du DuBoIs et al. (1956) avec étalonnage par une solution
de glucose.

4.6 Identification et dosage des oses par chromatographie gazeuse

Aprés hydrolyse des colloides en milieu HCI 2N en ampoule scellée a 105 °C pen-
dant 30 min, les oses constitutifs sont dosés selon la méthode de SAWARDEKER et al.
(1965) légérement modifié selon FREYSSINET (1988) avec chromatographie des acétates
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’hydrogéne et d’air respectivement de 0,9
et 0,6 at. La température est programmée de 160 °C & 265 °C a raison de 2 °C/min.

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

4.7 Fractionnement des macromolécules glucidiques et protéiques par tamisage
moléculaire sur gel
Les colloides totaux précipités a I'éthanol et séchés a partir des milieux synthéti-
ques, des molits ou des vins sont mis en solution & 6 %o dans I'éluant utilisé.

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 10° kDa et 10 kDa pour les
polysaccharides.
Le dispositif utilisé présente les caractéristiques suivantes:
— Colonne Pharmacia K 26/100; volume total du gel: VT = 405 ml; volume d’'exclusion
du gel: VO = 165ml
— Eluant: Solution de NA,SQO, 0,05 M; débit = 30 ml/h
— Volume injecté = 5 ml
— Collection par fractions de 3 ml
— Détection en sortie de colonne par la méthode de DuBoIs et al (1956) et colorimeé-
trie 4 490 nm
L’étalonnage de la colonne est réalisé 4 'aide de dextrans standards selon la tech-
nique de GRANATH et KvisT (1967) adaptée par PARENTHOEN et FEUILLAT (1978).

4.7.2 Fractionnement des protéines
Ce fractionnement s’effectue par chromatographie sur colonne de Sephacryl S-300.
Ce gel a un domaine de fractionnement de 1,5 x 103kDa a 10 kDa pour les protéines,
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c’est a dire comparable a celui du Sepharose CL6B pour les polysaccharides.
Le dispositif utilisé présente les caractéristiques suivantes:

— Colonne Pharmacia K 26/70; volume total du gel: VT = 360 ml; volume d’exclusion
du gel: VO = 134 ml

— Eluant: tampon Tris-HC1 0,05 M, pH 7; débit = 50 ml/1

— Collection par fractions de 2 ml

— Détection en sortie de colonne par la mesure de la DO a 280 nm
La colonne est étalonnée par un mélange de protéines standards (FREYSSINET 1988).

48 Fractionnement par chromatographie d'échange d’ions

La technique est décrite par FREYSSINET (1988). Le gel utilisé est le DEAE-Sepha-
dex A-25 avec élution par palier en changeant brusquement la force ionique par passa-
ges successifs d’eau distillée, de carbonate d'ammonium 0,1 M — 0,5 M — 1,0 M, pH 8.
La détection en sortie de colonne se fait par mesure de la DO 280 nm pour les protéines
et de la DO 490 nm pour les polysaccharides (méthode de DuBoIs et al. 1956).

4.9 Mesures des activités enzymatiques
49.1 Dosage de 'activité de type protéase A

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

Le dosage de l'activité dans les extraits cellulaires et dans le milieu extracellulaire
est effectué en mesurant la libération de 'azote aminé a partir d'hémoglobine dénatu-
rée a l'acide selon le mode opératoire décrit par LEROY (1986) et repris par FREYSSINET
(1988).

L’activité protéasique est exprimée en pg d’azote libéré par g de matieére séche
(MS) et par min.

49.2 Dosage de l'activité f(1—3)-glucanase

La technique utilisée est celle décrite par HIEN et FLEET (1983 a) en suivant la libé-
ration d'oses réducteurs a partir de la laminarine a la fois dans les cellules de levures
préalablement lavées et dans le milieu extracellulaire.

L’activité de la B(1—3)-glucanase est exprimée en pg de glucose libéré par g de
matiére séche (MS) et par min.

Résultats

1. Production de colloides exocellulaires par les
levures (Saccharomyces) en milieu synthétique:
quantité et nature des macromolécules libérées au
cours de la fermentation alcoolique et de 1'auto-
lyse

Le Tableau 1 montre que la teneur en colloides totaux du milieu de Wickerham
Yeast Nitrogen Base enrichi a 185 g/l de sucre ensemencé 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/1 aprés 6 d.

Si l'on fait suivre la fermentation alcoolique d'une autolyse par chauffage du milieu
a 50 °C pendant 48 h en présence des levures, il se produit un trés fort enrichissement
du milieu en colloides totaux puisque la teneur en ceux-ci passe de 270 mg/l a
2 230 mg/L. Cette forte libération de macromolécules exocellulaires par les levures est
due a une autolyse accélérée des cellules par la chaleur.
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Tableau 1

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

Die Entwicklung der Gesamtkolloide und ihrer Zusammensetzung im Verlauf der alkoholischen
Gérung (F.A.) und nach Autolyse der Hefen (48 h bei 50 °C)

Composition des colloides

Temps de prélévement Colloides totaux (mg/1)
Glucides (%) Protéines (%)
15h 115 92 8
4d 140 85 15
6d (findelaF.A) 270 82 18
8 d (apres autolyse) 2230 82 8

Pour ce qui est de la composition des colloides libérés au cours de la fermentation
alcoolique comme au cours de l'autolyse, on constate qu'ils sont constitués de 80 4 90 %
environ de glucides et de 10 a 20 % de protéines.

La partie glucidique des macromolécules précipitées a 'alcool en fin de fermenta-
tion alcoolique renferme 70 & 80 % de mannose et 20 a 30 % de glucose, ceci quelle que
soit la souche de levure testée.

Cette observation indique l'origine pariétale des macromolécules cédées par les
levures, puisque de nombreux travaux dont certains récents (SENTANDREU et al. 1984)
ont établi que la paroi levurienne est constituée de mannanes ou plus exactement de
mannoprotéines associées a des glucanes.

Le tamisage moléculaire sur colonne de Sepharose CL6B des polysaccharides libé-
rés par les levures au cours de la fermentation alcoolique permet de séparer plusieurs

50 KDa

— = 23 heures
D'0'325

==e== 31 heures

srassecsss 65 heures

= 136 heures

500 Ve (ml)
Fig. 1: Fractionnement sur une colonne de Sepharose CL6B des polysaccharides. Evolution au cours
de la fermentation alcoolique.

Auftrennung der Polysaccharide auf einer Sepharose-CL6B-Séule. Die Verdnderungen im Verlauf
der alkoholischen Gérung.
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fractions dont les masses moléculaires s'échelonnent entre 6 - 102kDa et 10 kDa
(Fig. 1). D'une fagon générale ces différentes fractions augmentent tout au long de la
fermentation alcoolique, notamment entre 23 et 65 h.

2. Production de colloides exocellulaires par les
levures (Saccharomyces) dans les molts de raisin
et dans les vins

Comme en milieu synthétique, les levures enrichissent les mofits et les vins en
macromolécules d’'origine pariétale d'une part au cours de la fermentation alcoolique,
d’autre part au cours de la conservation sur levures telle qu'elle est pratiquée dans le
cas de I'élevage 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 la clarification préalable des moits

La libération de macromolécules exocellulaires par les levures au cours de la fer-
mentation alcoolique est plus difficile a mettre en évidence dans un mout de raisin que
dans un vin. En effet dans le mott cette libération est plus ou moins compensée par
I'hydrolyse et la précipitation des colloides du raisin, et en particulier des polysacchari-
des acides ou pectines.

En réalité, la clarification préalable du mott ou «débourbage» a une forte incidence
sur les variations de teneurs en colloides au cours de la fermentation alcoolique. Ainsi,

' Tableau 2
Influence du mode de clarification des motits sur I'évolution des colloides totaux au cours de la
fermentation alcoolique d'un mott de Chardonnay

Der EinfluB des Verfahrens der Mostkldrung auf die Entwicklung der Gesamtkolloide im Verlauf
der alkoholischen Gérung eines Chardonnay-Mostes

Colloides totaux (mg/l) vy _ Mot (CVin — CModt) x 100

Nature du lot

Mot Vin (mg/1) CMofit

1: Débourbage au

SO, (5 g/hl) 1233 1013 —220 -17,8
1": pendant48 h 1252 1053 —204 —16,2
2: Débourbage au

froid (+7 °C) pen-

dant48 h 1153 1380 +227 +19,7
3: Débourbageala

bentonite (100 g/hl) 1160 1433 +273 +23,5
3 pendant48 h 1173 1407 +234 +19,2
4: Débourbage avec

addition de pecti-

nases (3 g/hl) 733 1123 - +390 +53,2
5: Mot filtré succes-

sivement sur des

membranes de

10 pm et de 0,65 pm 810 1133 +323 +39,9

CMoft: Concentration dans te mofit.
CVin: Concentration dans le vin.
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Tableau 3
Composition en oses (%) des polysaccharides des motts et des vins correspondants

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

Rha - Rib . Ara Xyl Man Gal Glu

Mout débourbé au SO, 9,5 1,8 33,0 1,3 6,1 36,2 12,1
Vin 7,2 14 30,2 0,5 20,6 30,5 9,3
Motit débourbé 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 moats les plus fortement appauvris en colloi-
des tels que ceux qui sont additionnés de pectinases ou encore ceux qui sont filtrés sur
membrane qui s'enrichissent le plus au cours de la fermentation alcoolique.

Nous avons déja fait des observations semblables dans le cadre d’essais de filtra-
tion tangentielle (FEUILLAT et BERNARD 1985). Un mott ultrafiltré fortement appauvri en
polysaccharides peut donner aprés fermentation alcoolique un vin aussi riche que le
vin issu du moit témoin de méme origine clarifié grossiérement par décantation.

2.1.2 Composition des polysaccharides des motts et des vins

Si l'on compare la composition en oses du motUt et du vin correspondant
(Tableau 3), on observe que les polysaccharides du mofit sont essentiellement consti-
tués de galactose et d’arabinose, alors que les polysaccharides du vin sont plus riches
en mannose.

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

Ainsi, comme en milieu synthétique, il y a au cours de la fermentation alcoolique
du mofit de raisin libération par les levures de polysaccharides d’origine pariétale,
notamment de manannes de masse moléculaire élevée.

Tableau 4

Composition en oses (%) des différentes fractions de polysaccharides séparés sur Sepharose CL6B
a partir d'un vin de «<Meursault»

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 103 kDA) (M =150 kDa) (M =25 kDa)
Rhamnose 1,0 2,0 10,9
Ribose - - 13,3
Arabinose 73 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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22 Production de colloides exocellulaires au cours de la conservation des vins sur
levures

Dans les essais d’élevage sur lies des vins blancs de Bourgogne d'appellation
«Meursault», nous constatons qu'aprés 8 mois d’élevage ce sont les lots conservés sur
lies totales remises en suspension réguliérement ou «batonnées» qui sont les plus
riches en colloides totaux et en azote total (Tableau 5). Ces résultats sont en accord
avec ceux de LLAUBERES (1988) qui dans des essais semblables conduits sur des vins
blancs de Bordeaux met en évidence une production de polysaccharides par les levures
pendant et apres la fermentation alcoolique. Ce méme auteur observe également une
incidence positive sur la production de macromolécules de l'agitation réguliere de la
biomasse dans le vin.

Tableau 5
Influence des lies sur la composition de vins blancs de «<Meursault» aprés 8 mois d’élevage en flts

Der Einflufl des Hefetrubs auf die Zusammensetzung weifler Mersault-Weine nach 8monatigem
FafBausbau

Colloides totaux (mg/l1)  Azote total (mg/1)

Vins conservés sur lies fines 809 350

Vins conservés sur lies totales 896 368

Vins conservés sur lies totales «batonnées» 930 392
Tableau 6

Cinétiques d’évolution des colloides totaux et de I'azote total au cours de la vinification en blanc et
de I'élevage sur lies d'une vendange de Chardonnay millésime 1987

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

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

Mot brut 1575 413
Motit débourbé au SO, (8 g/hl)

pendant 24 h 1092 371
Mofit débourbé au Lacta B?) (200 g/hl)

pendant 36 h 780 378
Vin débourbé au SO, en fin de fermen-

tation alcoolique 1064 210
Vin débourbé au Lacta B en fin de fermen-

tation alcoolique 888 140
Vin débourbé au SO, laissé sur lies totales

pendant 3 mois 1368 231
Vin débourbé au Lacta B laissé sur lies totales

pendant 3 mois 983 224
Vin débourbé au SO, laissé sur lies totales

pendant 8 mois 730 277
Vin débourbé au Lacta B laissé sur lies totales

pendant 8 mois 650 262

') Mélange de bentonite et de caséine.
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Toutefois, en suivant réguliérement I'évolution des colloides dans des vins conser-
vés sur lies totales, on observe aprés un enrichissement pendant les premiers mois
d’élevage une diminution dans les mois qui suivent, alors que la teneur en azote total
des mémes vins continue, elle, d'augmenter réguliérement (Tableau 6), ce qui prouve le
déroulement continu de l'autolyse. CasTINO et DELFINI (1986) observent également cette
diminution et émettent comme hypothéses des phénomenes de précipitation, d’adsorp-
tion par les levures ou d’hydrolyse.

En ce qui concerne nos essais, la chromatographie sur Sepharose CL6B des vins
conserves sur levures met en évidence une disparition des fractions glucidiques de plus
fortes masses moléculaires entre 3 et 8 mois d’élevage sur lies (Fig. 2).

Ayant déja fait la méme observation dans I'étude du vieillissement des vins mous-
seux élaborés selon la méthode champenoise (FEUILLAT et al. 1988), nous avons cherché
parallelement a ces essais a préciser en milieu synthétique les mécanismes enzymati-
ques de libération et de transformation des macromolécules exocellulaires libérées par
les levures au cours de leur autolyse (FREYSSINET 1988).

D.0.50p
150 KDa 70 KDa
v ¥
041 ceeereene fin de FA.
0,21
Y 120 240 360 Ve (ml)

Fig. 2: Evolution des polysaccharides (séparés sur Sepharose CL6B) d'un vin de «Meursault» (millé-
sime 1987) au cours de sa conservation sur levures.

Die Entwicklung der Polysaccharide (Auftrennung auf Sepharose CL6B) eines Meursault-Weines,
Jahrgang 1987, im Verlauf seiner Lagerung auf dem Hefetrub.
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3. Mécanismes enzymatiques de la libération et de
la transformation des macromolécules exocellulai-
res produites au cours de l'autolyse des levures

L'étude de I'évolution de la composition en oses du milieu d'autolyse conduite a
pH 3 et a 40 °C (Tableau 7) met en évidence 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 'avons vu précédemment le constituant majeur des poly-
saccharides produits par les levures.

Tableau 7
Evolution des sucres dans le milieu d’autolyse

Die Entwicklung der Zucker im Autolysemedium

Temps (d)
0 1 2 3 6 9 14
Ribose % 2,8 4,0 3,6 3,3 3,1 3,6 3,0
Mannose % 2,4 5,3 7,0 8,0 8,0 16,4 20,2
Glucose % 94,8 90,7 89,4 88,7 86,6 80,0 76,8

Cette observation laisse prévoir que les manannes constitutifs de la paroi sont libé-
rés sans hydrolyse, alors que les glucanes sont hydrolysés sous la forme de courtes
chaines ou de monomeéres. D’ailleurs une activité f(1—3)-glucanase peut étre mise en
évidence au cours de l'autolyse des levures a la fois dans les cellules et dans le milieu
(Fig. 3).

Du ribose est libéré en faible quantité dans le milieu d’autolyse et résulte de la
dégradation des composés ribonucléiques intracellulaires.

Concernant la libération des autres composés azotés contenus dans la cellule au
cours de l'autolyse, le milieu s'enrichit en azote total et en azote aminé libre. Pour ce

20T
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} S ’— r surnageant
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Fig. 3: Evolution de l'activité de la f(1-—3)-glucanase pendant l'autolyse dans les cellules de levures
(biomasse) et dans le milieu d’autolyse (surnageant).

Die Entwicklung der B(1—3)-Glucanase-Aktivitit wahrend der Autolyse in den Hefezellen (bio-
masse) und im Autolysemedium (surnageant).
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qui est des protéines, il y a d'abord un enrichissement du milieu, puis le taux de ces
constituants diminue apres 48 h d’autolyse environ (Fig. 4). Cette diminution est liée a
une activité protéasique de type A que I'on peut doser a la fois dans les cellules et dans
le milieu d’autolyse (Fig. 5).
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Fig. 4: Evolution des différents composés azotés cédés par les levures durant I'autolyse.

Die Entwicklung der verschiedenen Stickstoffverbindungen, die von den Hefen im Verlauf der
Autolyse abgegeben werden.
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Fig. 5: Evolution de l'activité protéasique pendant l'autolyse dans les cellules de levures (biomasse)
et dans le milieu d’autolyse (surnageant).
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Die Entwicklung der Proteasenaktivitit wihrend der Autolyse in den Hefezellen (biomasse) und im
Autolysemedium (surnageant).
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La protéolyse extracellulaire est confirmée par tamisage moléculaire du milieu
d’autolyse sur colonne de Sephacryl S300. En effet, les protéines séparées qui ont une
masse moléculaire de I'ordre de 12,8 kDa apres 6 h d’autolyse sont hydrolysées en des
fractions d’'une masse moléculaire inférieure a 10 kDa apreés 48 h d’autolyse (Fig. 6).

La chromatographie du milieu d’autolyse par échange d’ions sur DEAE Sephadex
G25 apres 48 h d'incubation (Fig. 7) met en évidence une fraction non chargée renfer-
mant a la fois des peptides et des polysaccharides, ces derniers étant constitués de
93 % de mannose et de 7 % de glucose.

Cette fraction peut étre assimilée a un peptidomannane ou a une mannoprotéine,
ce dernier terme ayant été proposé par BaLLou (1982) (cité par LLAUBERES 1988) pour
les mannanes de la paroi de levure.
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Fig. 6: Fractionnement par tamisage moléculaire sur colonne de Sephacryl S300 des protéines libé-
rées dans le milieu aprés 6 et 48 h d'autolyse.

Auftrennung der im Autolysemedium enthaltenen freien Proteine nach dem Molekulargewicht
(Sephacryl-S300-Saule) nach 6- und 48stiindiger Autolyse.

Discussion

Les levures de vinification cultivées en milieu acide libérent des colloides précipi-
tables a I'éthanol tout au long de la fermentation alcoolique, parallélement a leur crois-
sance. La mise en autolyse de ces mémes levures en fin de fermentation alcoolique
augmente fortement 'enrichissement du milieu extracellulaire en macromolécules.

Celles-ci sont essentiellement des polysaccharides et notamment des manannes
associées a des protéines, ce qui indique leur origine pariétale a la fois quand elles sont
produites par des cellules vivantes au cours de la fermentation alcoolique et par des
cellules mortes au cours de 'autolyse.
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Dans le premier cas le relargage de polysaccharides et de protéines serait associé a
la synthése de la paroi levurienne, comme 'ont suggéré LLAUBERES et al. (1987). Dans le
second cas, ce méme relargage correspondrait a l'altération de la structure et de la
composition chimique de la paroi levurienne mise en évidence au cours de 'autolyse
(CHARPENTIER et al. 1986).

Un enrichissement semblable en colloides par les levures est observé dans les
mofits de raisin au cours de leur fermentation alcoolique et dans les vins au cours de
leur conservation sur levures. Le degré de clarification des mofits qui conditionne leur
fermentescibilité a une incidence tres significative sur les quantités de macromolécules
produites par les levures au cours de la fermentation alcoolique.

Un mott fortement clarifié, donc appauvri en colloides du raisin, a en effet une
moins bonne fermentescibilité (OLLIVIER et al. 1987), et I'on peut supposer que la pro-
duction de polysaccharides par les levures sera alors plus importante a cause d'un taux
de mortalité plus élevé et d'une autolyse plus rapide des cellules.

Au cours de la conservation des vins sur levures, aprés un enrichissement en col-
loides, on observe une diminution de ceux-ci qui est due a une hydrolyse des polysac-
charides en fractions de masse moléculaire plus faible pouvant échapper a la précipita-
tion a 'éthanol.

Cette hydrolyse des polysaccharides est liée & une activité p(1—3)-glucanase mise
en évidence au cours de l'autolyse des levures dans un milieu synthétique qui s’enrichit
beaucoup plus en glucose qu'en mannose, bien que ce dernier sucre soit le constituant
principal des polysaccharides pariétaux libérés. Ainsi les manannes constitutifs de la

D.O. nm
280 490 =—@ 490 nm

o—0 280 nm NH4+ M

'—————-1
0,340,6} |

— -0,5

0,240,4}

0,140,2}

0,1

T
0 400 Ve (ml)
Fig. 7: Séparation par chromatographie échangeuse d’'ions des colloides libérés aprés 48 h d’auto-
lyse.— D.O.49¢: Polysaccharides, D.O.og0: Protéines.

Auftrennung der freien Kolloide (Ionenaustauschchromatographie) nach 48stiindiger Autolyse. —
D.O.1g9: Polysaccharide, D.O.3g9: Proteine.
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paroi seraient libérés sans hydrolyse, alors que les glucanes seraient hydrolysés sous la
forme d’oligomeres ou de monomeres.

Ces observations et ces hypothéses sont en accord avec les travaux de HIEN et
FLEET (1983 a et b) qui ont séparé et caractérisé six f(1—3)-glucanases chez S. cerevi-
siae et qui ont montré que ces enzymes fortement liées a la paroi peuvent étre libérées
dans le milieu extracellulaire.

Ainsi les p-glucanases jouent un réle important dans 'autolyse des parois, contrai-
rement aux manannases qui n'auraient qu'une action limitée. FLEET (1984) observe en
effet qu'au cours de 'autolyse de S. cerevisiae, le mannane est le principal produit solu-
ble, malgré la mise en évidence d’'une mannosidase chez la méme levure.

Parallelement a 'hydrolyse enzymatique des glucanes, on observe une protéolyse
dans le milieu d’autolyse liée a une activité protéasique de type A libérée par les cellu-
les de levures. Cette activité déja mise en évidence au cours de 'autolyse des levures
par CHARPENTIER et al. (1986) a également été caractérisée en champagnisation (LEROY
1986) et dans les vins blancs élevés sur lies (FERRARI et FEUILLAT 1988).

Les polypeptides libérés dans le milieu extracellulaire sont associés a des poly-
saccharides constitués pour 93 % de mannose.

Le principal produit de 'autolyse est donc en fin de compte un peptidomannane ou
mannoprotéine caractérisée également par LLAUBERES (1988) par précipitation par le
cetavlon sous la forme d'un complexe boraté.

Ces mannoprotéines liées de fagon covalente aux glucanes de la paroi (SENTANDREU
et al. 1984) seraient libérées dans le milieu extracellulaire aprés I'action hydrolytique
des pB(1—3)-glucanases, puis seraient remaniées dans ce méme milieu par une hydro-
lyse partielle de la fraction protéique sous 'action d’une protéase acide de type A cédée
par les cellules levuriennes au cours de 'autolyse. L’hydrolyse des glucanes libérés se
poursuit dans le milieu extracellulaire dans lequel les f-glucanases sont solubilisées.

Conclusion

Le relargage de macromolécules d’origine pariétale par les levures de vinification
en milieu acide au cours de la fermentation alcoolique et de I'autolyse est confirmé.

Dans les mofits une clarification préalable poussée qui diminue leur fermentescibi-
lité accroft la quantité de macromolécules produite par les levures.

Dans la conservation sur lies, aprés un enrichissement du vin pendant les premiers
mois en colloides précipitables a I'éthanol, la teneur de ceux-ci diminue a la suite d'une
hydrolyse des polysaccharides de plus haute masse moléculaire. Ce phénomene peut
expliquer la plus grande facilité de clarification de ces vins qui est toujours observée
aprés 7 a 8 mois de conservation sur levures. La méme observation est d’ailleurs faite
pour la clarification ou «remuage» des vins mousseux élaborés selon la méthode cham-
penoise.

Les principaux produits de 'autolyse provenant des parois sont des mannoprotéi-
nes qui sont libérées dans le milieu extracellulaire aprés une hydrolyse enzymatique
des glucanes. Les f(1—3)-glucanases responsables de cette hydrolyse sont libérées
dans le milieu d’autolyse et il en est de méme d’une protéase de type A. Ainsi 'hydro-
lyse des macromolécules se poursuit dans le milieu extracellulaire.

Un remaniement semblable des macromolécules peut étre supposé dans les vins
élevés sur lies tels que les grands vins blanes de Bourgogne. Outre son réle sur la clari-
fication, ce phénomeéne a vraisemblablement une incidence sur les caractéres senso-
riels des vins, compte tenu des interactions qui peuvent exister entre les macromolécu-
les et les composés volatils (VOILLEY et al, a paraitre).
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Résumé

La conservation sur lies des vins blancs de Bourgogne se traduit dans un premier
temps par un enrichissement de ceux-ci en composés macromoléculaires précipitables
a I'éthanol; puis dans un second temps la teneur en ces composés diminue a la suite
d'une hydrolyse des polysaccharides d'origine pariétale.

Un étude en milieu modéle permet de préciser que les principaux produits de
l'autolyse provenant des parois de levures sont des mannoprotéines qui sont libérées
apres une hydrolyse enzymatique des glucanes. Les p(1—3)-glucanases responsables de
cette hydrolyse sont libérées dans le milieu d’autolyse et il en est de méme d’'une pro-
téase de type A. Ainsi I'hydrolyse des macromolécules se poursuit dans le milieu extra-
cellulaire.
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