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PREFACE

Le Groupe Amorim, né du liège en 1870 au Por-

tugal, a fondé les bases de son développement

sur cette extraordinaire matière première, à tra-

vers la production de cet humble mais insépa-

rable compagnon du Vin : le bouchon de liège.

Notre volonté de servir la cause du vin 

s’est toujours exprimée dans la recherche techno-

logique sur la filière liège, base de notre activité.

En 1992, nous avons souhaité aller plus loin et

nous engager davantage aux côtés des chercheurs

en œnologie en créant l’Académie Amorim, un

lieu de rencontre et d’échange entre œnologues,

ingénieurs, professeurs, sommeliers, auteurs,

artistes… tous animés d’une même passion du

Vin.

Chaque année, notre Académie encourage et

soutient la recherche en œnologie par la remise

d’un Prix à un chercheur ou à une équipe de

chercheurs ayant fait paraître des travaux signifi-

catifs qui concourent à la défense et à la promo-

tion de la qualité du Vin. Que soient ici saluées

les personnalités, membres de cette Académie,

qui contribuent si généreusement à cette mission.

Je formule le vœux que cette collection, dédiée

aux Lauréats du Grand Prix de l’Académie,

devienne, au fil des ans, une référence et la

mémoire vivante des efforts et des travaux enga-

gés dans le monde entier pour servir la noble

cause du Vin.

Americo Ferreira de AMORIM
Président du Groupe Amorim
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« Comme ce vin est fruité ! » Voilà une petite

phrase qui accompagne souvent la mine réjouie

du dégustateur. L’arôme fruité, marqueur de la

qualité des vins, est aujourd’hui devenu un enjeu

commercial pour le producteur dans un contexte

concurrentiel fort marqué par une demande

croissante des consommateurs pour des vins fruités.

Si l’influence de la fermentation malolactique sur

le profil aromatique des vins est bien documentée,

l’impact des bactéries lactiques sur le l’arôme

fruité des vins rouges est beaucoup plus controver-

sé. Pour faire la lumière sur cette question et

aboutir à un consensus, notre lauréat a développé

quatre méthodes d’analyse complétées par un

bilan sensoriel : de tous les marqueurs aromatiques

suivis, les esters représentent la famille de compo-

sés la plus impliquée dans les modifications de

l’arôme fruité au cours de la fermentation malolac-

tique. Un bilan analytique de l’impact de la fer-

mentation malolactique sur 70 marqueurs aroma-

tiques réalisé sur une cinquantaine de vins

rouges, dans des conditions de vinification diffé-

rentes, a permis la mise en évidence de nouvelles

données sur le métabolisme des esters chez les

bactéries lactiques du vin. 

Bravo à Guillaume Antalick : ses travaux apportent

un éclairage inédit sur la problématique des

modifications bactériennes de l’arôme fruité des

vins  en soulignant notamment le rôle clé des

interactions entre levures et bactéries dans ces

modifications aromatiques. 

Voilà que s’ouvrent de nouvelles perspectives, qui,

nous l’espérons, pourront trouver une application

pratique dans la filière vitivinicole…. Sans doute

cela fera-t-il l’objet d’une prochaine étude !

Robert Tinlot
Président de l’Académie Amorim
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L’absence de données fondamentales sur les marqueurs de l’arôme des vins rouges est sans

doute une raison majeure de cette difficulté de consensus. De même, il existe très peu de

données sur les métabolismes des BL pouvant être impliqués dans ces variations. Enfin, le

manque d’études biochimiques, analytiques et sensorielles concomitantes pour aborder ce

sujet empêche d’enrichir le débat sur cette question. Toutes ces divergences montrent la

complexité du problème et la nécessité de travaux supplémentaires. 

Pour tenter de progresser sur ces questions œnologiques importantes, il a été choisi d’éta-

blir un bilan analytique et sensoriel de l'impact de l'activité des BL sur la composition en

marqueurs aromatiques potentiellement impliqués dans la perception de la note fruitée des

vins rouges. 

Devant la multitude des paramètres œnologiques pouvant influencer l’arôme des vins et

dans le but de mettre en évidence des tendances pertinentes, il s’est avéré indispensable de

varier autant que possible les conditions expérimentales des vins étudiés. Ainsi, quarante-

huit vins rouges (tableau 1) avec FML réalisée en chais ou laboratoire (micro-vinification)

ont été prélevés avant et après FML pour étudier les modifications bactériennes de 70 mar-

queurs aromatiques. Un tel travail a été rendu possible notamment grâce au développement

de 4 méthodes d’analyses performantes et facilement automatisables. Dans certains cas le

bilan analytique a été complété par un bilan sensoriel grâce à l’établissement de profils aro-

matiques comparés. 

Apres avoir vérifié la pertinence de l’existence d’un masque lactique sur l’arôme fruité des

vins rouges, le bilan analytique a permis de mettre en évidence certaines familles de compo-

sés aromatiques plus impliqués dans les modulations bactériennes de ce caractère fruité des

vins rouges. Ainsi le rôle central des esters dans ces modifications aromatiques a pu être

révélé tout comme de nouvelles hypothèses sur le métabolisme de ces composés chez les

bactéries lactiques du vin. Enfin l’importance des interactions levures/bactéries a pu être

mise en évidence notamment grâce à l’étude de l’influence de la co-inoculation levures/BL

sur le profil biochimique et aromatique des vins rouges.

tableau 1 : caractéristiques des vins étudiés

i. Modification bactérienne du profil aromatique des vins rouges

L’établissement de profils comparés réalisés sur 7 vins prélevés avant et après FML (5 avec

FML « labo » et 2 avec FML « chai ») sur des descripteurs simples (fruité, lactique,

fumé/grillé, végétal) et de façon orthonasale (uniquement au nez), a permis d’évaluer les

modifications aromatiques engendrées par la FML. Le panel était constitué de 11 à 16 dégusta-

teurs, selon les sessions, venant de la Faculté d’œnologie et familiers à l’évaluation sensorielle. 

Dans un premier temps, il a été montré que le caractère fruité est la note aromatique qui

varie le plus au cours de la FML (Figure 1). Contrairement aux idées reçues, l'activité des BL

ne diminue pas systématiquement l'arôme fruité des vins rouges. Il existe une grande variabi-

lité dans l'impact des BL sur ce caractère aromatique. L'intensité de la note fruitée peut être

soit diminuée, soit augmentée et même, ne pas être affectée par la FML. Cette réalité

contraire aux discours généralistes, caractérise l'absence de consensus trouvée dans la litté-

rature. 

L'impact d'un masque lactique n'a pas été démontré et de façon surprenante cette note aro-

matique connue pour caractériser la FML, n'a finalement été que très peu affectée par l'acti-

vité des BL (Figure 1). La production de diacétyle, en grande partie issu du catabolisme bac-

térien de l’acide citrique et principal responsable de la note beurrée des vins, n'est pas remi-

se en cause. Les variations mesurées pour ce composé sont en effet confirmées (4 mg/L en

moyenne)3.
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introduction

La préservation de l'arôme fruité des vins est devenue aujourd'hui un enjeu majeur pour la

qualité des vins et leur acceptation par les consommateurs. Son expression est façonnée au

cours du procédé de vinification par l'activité des levures et celle des bactéries lactiques

(BL), principaux microorganismes du vin.

Si la littérature est riche en données portant sur la modulation de la note fruitée des vins au

cours de la fermentation alcoolique (FA) menée par les levures, elle est en revanche beau-

coup moins documentée et surtout bien plus controversée lorsqu'il s'agit de la fermentation

malolactique (FML), assurée par les BL, étape essentielle dans l'élaboration des vins rouges.

La FML permet non seulement un assouplissement du vin en abaissant l'acidité par transfor-

mation de l'acide malique en acide lactique, mais elle modifie également significativement la

composition des vins et donc son profil aromatique1. Empiriquement, la FML est souvent

associée à une diminution de la note fruitée, dont le développement de la note lactique en

serait la cause principale par un effet de «masque» aromatique. Cependant, la littérature est

beaucoup moins catégorique et les BL pourraient être capables soit de diminuer, soit d'aug-

menter l'intensité du caractère fruité des vins rouges2.
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Ainsi, nous avons tenté d’évaluer de la façon la plus exhaustive possible l’impact de l’activité

des BL sur la composition des vins rouges en ces métabolites impliqués dans la perception

de l’arôme fruité. Certains de ces composés sont plutôt d’origine variétale comme les C13-

norisoprenoïdes, les lactones et le 3-sulfanylhexanol, d’autres plutôt fermentaire comme

d’autres composés soufrés ainsi que les esters qui semblent jouer un rôle central dans ces

interactions perceptives.

1-incidence sur la composition en certains aglycones et en lactones

Certains composés aromatiques d’origine variétale dérivés de glycosides sont impliqués dans

les effets synergiques à la base de la perception de l’arôme fruité des vins rouges10,11. Ini-

tialement présents sous forme de précurseurs inodores, ils sont libérés majoritairement au

cours du processus fermentaire par l’activité β-glycosidase des levures. Les bactéries lac-

tiques possèdent elles aussi ce genre d’activité enzymatique et nous avons voulu vérifier si

elles pouvaient aussi induire une libération de ces composés.

C’est notamment le cas de certains C13-norisoprenoïdes comme la β-damascénone, la β-

ionone et l’α-ionone. Le linalol dérive également de tels précurseurs et si son implication

dans l’arôme fruité des vins rouges est d’un intérêt mineur, sa quantification reste toutefois

intéressante car il s’agit d’un bon modèle pour l’étude des activités β-glycosidases des

microorganismes du vin. L’origine des γ-lactones et des δ-lactones semble également être

variétale mais leur voie de libération dans les vins est beaucoup moins connue. Six lactones

ont ainsi été suivies (γ-octalactone, γ-nonalactone, γ-decalactone, γ-undecalactone, γ-dode-

calactone, δ-decalactone). 

Le linalol a été analysé par extraction liquide-liquide (liq/liq) au dichlorométhane couplée à la

GC/MS (Gas Chromatography/Mass Spectrometry) tandis que les C13-norisoprenoïdes et

les lactones ont été quantifiés par SBSE-GC/MS (Stir Bar Sorbtive Extraction-GC/MS). Les

deux méthodes ont été développées et validées au cours de ces travaux.

La quantification de ces marqueurs aromatiques montre que finalement les activités β-glyco-

sidases sont peu impliquées dans les variations bactériennes de l’arôme fruité des vins

rouges. Seule une libération significative (Test Student : p < 0.05) du linalol est mise en évi-

dence et confirme la présence d’activités β-glycosidases chez les BL du vin. Mais les cépages

noirs bordelais étant pauvres en précurseurs de terpènols, la teneur en linalol libérée au

cours de la FML est généralement trop faible pour influencer l’arôme des vins de Merlot et

de Cabernet-Sauvignon (tableau 2). 

Les C13-norisoprenoïdes ne sont que peu affectés par la FML et les niveaux de variations

mesurés (tableau 2) semblent trop faibles pour avoir un impact réel sur l’arôme des vins

rouges12. La capacité des BL du vin à hydrolyser les précurseurs glycosilés des C13-noriso-

prenoïdes est connue dans la littérature13. L’absence de variations constatée dans notre

étude pourrait venir de phénomènes d’adsorption causés par des polysaccharides produits

par les BL13. En outre, une compétition entre activité glycosidase libératrice et activité

réductase réductrice de ces composés carbonylés ne peut être exclue, même si la spécificité

des activités réductases bactériennes envers les C13-norisoprenoïdes n’a jamais encore été

montrée. De même une possibilité d’interactions physico-chimiques avec le SO2 comme

pour le diacétyle ne peut être écartée14.

Les bactéries lactiques semblent également avoir peu d’influence sur la composition des vins

rouges en lactones participant à l’arôme fruité (tableau 2). Au regard du seuil de percep-

tion de la γ-nonalactone (30 µ g/L)15, principale lactone impliquée dans l’arôme fruité des

vins, cette famille de molécules ne semble pas participer à la modification de la note fruitée

des vins rouges au cours de la FML.

Cependant, ces lactones présentent une certaine tendance à se former au cours du vieillis-

sement du vin probablement par lactonisation d’acides gras ou d’esters d’acides gras

hydroxylés16. Ces précurseurs pourraient être libérés par les bactéries lactiques soit par

activité β-glycosidase à partir de glycosides17 soit par activité oxydase à partir d’acides gras

insaturés18. Ces précurseurs n’ont pas pu être directement quantifiés au cours de ces tra-

vaux mais une synthèse significative (p < 0.001) d’esters éthyliques d’acides gras hydroxylés

(6-hydroxyhexanoate et 3-hydroxyhexanoate d’éthyle) a pu être mesurée. 
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En revanche, très peu de liens ont pu être établis dans nos conditions entre la synthèse bac-

térienne du diacétyle et l'apparition de la note lactique. La principale cause de cette absence

de corrélation a été attribuée à la difficulté de percevoir précocement le diacétyle dans les

vins rouges très jeunes. Ce composé est alors en grande majorité complexé de façon réver-

sible par le SO2
4. Une évaluation plus tardive pourrait permettre de mieux juger l'impact

d'un éventuel masque lactique sur l'arôme fruité des vins rouges. Par ailleurs ce constat

confirme les observations empiriques faites sur les vins dits « sans soufre » qui ont très sou-

vent un caractère lactique plus précocement marqué que les vins traditionnels. 

Cette note lactique n'est donc finalement que très peu impliquée dans les modulations de

l'arôme fruité des vins rouges très jeunes. En revanche, un autre effet de masque a été mis

en évidence. Quand elle est présente après FML, la note « fumé/grillé » masque clairement

la note fruitée des vins rouges. Des vins, dont la teneur en marqueurs fruités augmente au

cours de la FML, sont perçus significativement moins fruités suite au développement de

cette note aromatique particulière. L'apparition de notes « fumé/grillé » au cours de la FML

a déjà été observée, notamment dans les vins de Merlot5. Cependant, c'est la première fois

qu'un tel effet de masque est aussi clairement évoqué. Malgré la difficulté de consensus sur

cette note aromatique, un effet de réduction apporté par la FML et confirmé par les études

récentes, pourrait en être la cause6,7. Mais les composés soufrés volatiles recherchés n’ont

pas permis d’identifier les marqueurs moléculaires. Des études complémentaires pourraient

préciser la réalité de cette note qualifiée dans ce travail de « fumé/grillé ». Enfin, la diminu-

tion du caractère végétal observée confirme certaines données déjà connues2,8. Toutefois,

les variations d’intensité restent faibles et aucun lien avec la note fruitée n’a pu être établi.

Figure 1 : Représentation des variations de l’intensité des notes aromatiques au cours

de la FML évaluées par le panel (n = 7)

ii. Effet de l’activité des Bl sur la composition des vins rouges
en marqueurs de l’arôme fruité 

Les effets de masque aromatique sont loin d'expliquer toutes les variations de la note fruitée

des vins rouges au cours de la FML. L'implication de la dégradation ou de la synthèse de

marqueurs de l'arôme fruité par les BL est donc très probable.

A ce jour, contrairement aux cépages blancs dits "aromatiques", aucune expression variétale

fruitée n'a véritablement pu être mise en évidence à partir de cépages noirs. L'existence

même d'une expression fruitée propre aux vins rouges n’a été montrée que récemment par

l'intermédiaire de dégustations affranchies de toute subjectivité liée à la couleur des vins9.

Pendant des années, de nombreux travaux ont essayé de mettre en évidence l'existence de

molécules aromatiques "clés" pouvant être responsables de la typicité de la note fruitée des

vins rouges, sans grand succès. Il n'est pas exclu que ce type de marqueur puisse effective-

ment être présent dans les vins rouges. Cependant, plusieurs travaux récents convergent

vers le constat que l'arôme fruité des vins rouges serait en grande partie le reflet d'interac-

tions perceptives entre différents composés aromatiques du vin, même présents à des

teneurs largement inférieures à leur seuil de perception9,10. 
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Une telle voie métabolique est envisageable chez les BL du vin car cette activité enzymatique

vient d’être caractérisée chez Oenococcus oeni31. L’aspect limité de cette libération, obser-

vée que dans 30 % des cas, pourrait venir du manque d’affinité de cette enzyme, spécifique à

la cystathionine, envers le 3SH cystéinylé.

Ce mode d’action a déjà était observé pour la β-cystathionine-lyase dans le cas du métabo-

lisme de la méthionine chez des bactéries lactiques du fromage32.

Par ailleurs, il est intéressant de constater que ces variations bactériennes en 3SH peuvent

atteindre des niveaux (quelques µ g/L) ayant potentiellement un impact aromatique. Dans

un cas, il a d’ailleurs pu être établi une liaison entre l’augmentation de la teneur en 3SH et

l’intensification de la note fruitée du vin rouge étudié au cours de la FML.

En outre, ces travaux permettent de mettre en évidence pour la première fois une tendance

nette à la synthèse de DMS par les BL du vin (75 % des cas) (Figure 2c). Les niveaux res-

tent toutefois relativement faibles mais en certaines occasions un impact aromatique ne peut

être exclu10. Un lien a en effet pu être établi dans un cas entre la production de DMS et

l’augmentation du caractère fruité. 

Le métabolisme du DMS chez les BL du vin n’a jamais été étudié. Ce composé est principa-

lement formé au cours du vieillissement du vin par dégradation de la S-méthylméthionine33.

Il est également synthétisé par les levures soit par catabolisme d’acides aminés34 soit par

réduction du sulfure de diméthylsulfoxyde (DMSO)22. Une voie de synthèse comparable

peut être possible chez les BL du vin qui sont non seulement capables de cataboliser les

acides aminés6 mais possèdent aussi des activités réductases35.

Figure 2: Distribution des variations mesurées au cours des FML étudiées pour le 3spe

(n = 20), le 3SH (n = 20) et le DMS (n = 48).

3-Modification de la composition des vins rouges en esters par les Bl

Les esters représentent un des principaux groupes de composés aromatiques des vins. Ils

ont toujours été considérés comme la principale famille marquant l'arôme fruité des vins

jeunes, en particulier les esters éthyliques d’acides gras (EEAG) et les acétates d'alcools

(AAS) supérieurs. Ils se retrouvent dans beaucoup de produits fermentés et possèdent en

grande majorité des odeurs fruitées bien marquées mais souvent beaucoup moins typiques

que certains marqueurs variétaux des vins. C’est pourquoi pendant des années la recherche

sur la typicité de l’arôme fruité des vins rouges s’est acharnée à trouver des marqueurs plus

spécifiques. Mais l’implication des esters dans cette typicité a été récemment réhabilitée par

différentes études montrant qu’ils sont au centre d’interactions perceptives complexes à la

base de cette expression aromatique malgré leur présence à des niveaux bien inférieurs à

leur seuil de perception9,10,36. Il est d’ailleurs intéressant de constater qu’il est connu

depuis longtemps que l’arôme des fruits rouges et fruits noirs, souvent utilisés comme des-

cripteurs de l’arôme des vins rouges, est principalement composé des mêmes molécules,

dont beaucoup d’esters. Leurs arômes ne se distinguent généralement que grâce à des effets

synergiques basés sur des compositions relatives différentes en esters37. Or, tous les vins

sont à peu près composés des mêmes esters mais leur proportion varie très fortement d'un

vin à l'autre38. 
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Ces observations vont dans le sens de l’existence potentielle d’une capacité bactérienne à

produire des précurseurs de lactones. Si tel était le cas, la FML pourrait alors contribuer au

développement plus tardif de certaines notes fruitées des vins rouges en favorisant la syn-

thèse de lactones au cours du vieillissement. Cependant, seule une étude complémentaire

spécifique aux précurseurs de ces lactones pourra le confirmer.

tableau 2 : Concentrations moyennes (µ g/L) des vins avant et après FML en linalol,

C13-norisoprenoïdes et lactones (Ecart-types) et distribution des variations de concentrations

mesurées au cours de la FML (µ g/L) (n = 36).

2- implication de composés soufrés 

Un simple ajout d’une petite quantité de cuivre dans un verre de vin rouge suffit à décom-

plexer et diminuer significativement son caractère fruité. Cette simple expérience pratiquée

depuis longtemps suffit à comprendre le rôle joué par certains thiols dans la perception de

l’arôme fruité des vins rouges. En effet, le cuivre dissout complexe les thiols, ce qui diminue

leur volatilité et réduit ainsi leur participation au bouquet du vin. Parmi ces métabolites, le

3-sulfanylhexanol (3SH) semble particulièrement impliqué19. D’autres comme le 2-sulfanyl-

propionate (2spe) et 3-sulfanylpropionate (3spe) d’éthyle ont beaucoup moins été étudiés

mais pourraient potentiellement participer à l’expression fruitée des vins rouges20,21. 

La quantification des thiols dans les vins rouges n’étant pas aisée, seulement 20 vins ont été

analysés par SPE-SBSE-GC/MS (Solid Phase Extraction-SBSE-GC/MS), méthode développée

au cours de ces travaux. Les 2spe et 3spe ont seulement été analysés par semi-quantification

tandis que le 3SH a pu être quantifié. 

Le sulfure de diméthyle (DMS) est un autre composé soufré connu pour être impliqué dans

la perception de la note fruitée des vins rouges22,23. Il a pu être quantifié dans les 48 vins

par HS-GC/FPD22 (Head Space-GC/Flame Photometric Detector).

Si aucune tendance particulière n’a pu être mise en évidence et donc aucune conclusion n’a

pu être tirée de l’analyse semi-quantitative du 2spe, nous montrons en revanche pour la

première fois la capacité des BL du vin à synthétiser son isomère 3spe (Figure 2A). L’étude

étant semi-quantitative aucune conclusion par rapport à un impact aromatique ne peut être

tirée. Toutefois, nous observons une augmentation de la teneur en 3spe dans pratiquement

trois quarts des échantillons analysés. Cette capacité des bactéries lactiques à synthétiser le

3spe a déjà était montrée dans le fromage à partir du catabolisme de l’homocystéine24. Une

telle voie métabolique est envisageable pour Oenococcus oeni, principale espèce de BL du

vin, d’autant plus que la présence d’homocystéine dans le vin a déjà été démontrée25.

En revanche, la FML tend à diminuer la teneur des vins rouges en 3SH (2/3 des cas) (Figure

2B). Quelques rares études ont effectivement montré la capacité des BL du vin à réduire la

teneur en 3SH sans pour autant en évoquer l’origine26,27. Le catabolisme du 3SH par les BL

du vin n’étant pas encore connu, cette tendance pourrait venir de phénomène d’adsorption

de thiols sur la membrane cellulaire bactérienne. Ce phénomène a déjà était observé pour

le 3SH chez les levures20 et évoqué de façon plus générale pour les composés aromatiques

par d’autres auteurs chez les BL du vin28.

D’un autre côté, nous montrons pour la première fois la capacité des BL du vin à libérer du

3SH (Figure 2B). Ce composé est connu pour être d’origine variétale en partie issu de pré-

curseurs cystéinylés et libérés au cours de la FA sous l’action non spécifique de l’activité β-

cystathionine-lyase des levures29,30.
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Figure 3 : Variations de la concentration totale en esters au cours de la FML (excepté le

lactate d’éthyle, le succinate de diéthyle, le succinate d’éthyle et l’acétate d’éthyle)

Toutes les familles d'esters n'ont cependant pas le même niveau d'implication dans la note

fruitée des vins rouges. Trois catégories d'esters ont ainsi été mises en évidence selon leur

niveau de variation : les esters éthyliques d’acides branchés, les esters éthyliques d’acides

gras et les acétates d’alcools supérieurs.

Les esters éthyliques d'acides branchés présentent des variations potentiellement percep-

tibles lors de certaines FML mais leur impact le plus pertinent est probablement perceptible

à plus long terme après quelques années de vieillissement (3-4 ans). En effet, ces composés

se forment principalement au cours du vieillissement par estérification des acides branchés

correspondants issus du catabolisme d’acides aminés tels que la valine, la leucine, l’isoleucine

et la phénylalanine41. Or, la quantification de ces acides (liq/liq-GC/MS) montre pour la pre-

mière fois que les BL ont tendance à les synthétiser, notamment l’acide 2-méthylbutyrique

pour qui cette synthèse est significative (p < 0.05). Ceci a pour effet de déplacer l’équilibre

ester/acide en diminuant ce rapport, ce qui d’après la loi d’action de masse favorise la syn-

thèse plus tardive des esters éthyliques correspondants, principalement le 2-méthylbutyrate

d’éthyle (Figure 4). L’établissement de la base de données « esters » a permis de confirmer

cette synthèse au cours du vieillissement du vin et d’estimer la vitesse d’estérification du 2-

méthylbutyrate d’éthyle dans les vins rouges durant les 15 premières années à 6 µ g/L par

an (Figure 5). Pineau et al.9 avaient montré précédemment qu’une variation de quelques

microgrammes par litre de cet ester était perceptible dans un vin désaromatisé et qu’il était

plutôt impliqué dans la note « fruit noir » des vins rouges. Ainsi, la FML semble pouvoir

favoriser le développement tardif de certaines notes fruitées au cours du vieillissement des

vins rouges.

 

Si certains auteurs ont plutôt observé une diminution de la teneur en acétates d’alcools

supérieurs au cours de la FML42,43 notre étude n’a pas réellement permis de le confirmer.

La composition en AAS est bien affectée par l’activité des BL mais sans tendance particulière

excepté lorsque la teneur post FA en AAS atteint un niveau élevé. Dans ce cas, nous notons

une tendance à l’hydrolyse des acétates par les BL (tableau 4) (pente négative et coefficient

de corrélation élevé). Les vins blancs étant beaucoup plus riches en AAS que les vins rouges,

un impact aromatique de la modulation bactérienne en AAS semble être plus pertinent dans

les vins blancs ou des diminutions du caractère fruité après FML ont déjà été observées2,44.

Au regard des variations mesurées pour les AAS au cours de nos travaux (entre -700 µ g/L

et + 200 µ g/L), un impact aromatique peut être possible dans certains cas. Cependant, la

modification de la composition des vins rouges en esters éthyliques d’acides gras semble

plus impliquée dans les variations aromatiques de la note fruitée des vins rouges au cours de

la FML. 

Figure 4: Distribution des variations

mesurées au cours des FML étudiées des

rapports de concentration EEAB/acides

branchés. iC4: isobutyrate, iC5: isovaléra-

te, 2mC4: 2-méthylbutyrate. 

Figure 5: Evolution des teneurs en 2-

méthylbutyrate d'éthyle dans 86 vins

rouges français en fonction de l'âge (N =

87) (base de données "esters"). 
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tableau 3 : Liste des esters quantifiés

Plus d'une centaine d'esters sont présents dans les vins à des niveaux de concentration très

différents. Nous en avons quantifié 40 d’entre eux en les choisissant par rapport à leur per-

tinence dans leur impact aromatique et dans leur voie de biosynthèse. Deux méthodes

développées et validées au cours de ces travaux ont permis cette analyse. 

La première par GC/MS après extraction liquide/liquide au dichlorométhane a permis la

quantification de 8 esters polaires (tableau 3). 

La plupart des esters odorants du vin sont apolaires et 32 d’entre eux ont été analysés par

HS-SPME-GC/MS (Head Space-Solid Phase Microextraction-GC/MS)39 (tableau 3).

Cette méthode  a été conçue pour être un outil particulièrement adapté à l'étude approfon-

die des phénomènes biochimiques responsables de la grande variabilité de la composition

des vins en esters. Une mise à jour de certaines données œnologiques réalisée grâce à l’éta-

blissement d’une base de données « esters » construite sur l’analyse de 200 vins français

(rouges, blancs, rosés) s’est révélée très utile pour interpréter les modifications bacté-

riennes en esters.

Les esters les plus affectés par les BL sont le lactate d’éthyle, le succinate de diéthyle et le

succinate d’éthyle, leurs concentrations augmentant significativement après FML (p < 0.001).

Toutefois, leurs seuils de perception sont élevés et une implication dans les modulations

bactériennes de l’arôme fruité est peu probable. Par ailleurs, dans notre étude, les niveaux

d’acétate d’éthyle, qui confère au vin des notes d’acescence, n’ont pas beaucoup varié et

sont restés bien inférieurs à son seuil de perception (150 mg/L).

En revanche, l’ensemble des autres esters est beaucoup plus impliqué dans les modifications

de l’arôme fruité au cours de la FML. Aucune tendance ne peut être distinguée et au

contraire il existe une grande variabilité dans l’impact bactérien sur la teneur globale en

esters odorants (de -750 µ g/L à + 650 µ g/L). Ces mesures sont en accord sensoriellement

avec la variabilité constatée pour la note fruitée des vins (Figure 3). De plus, il peut exister

une variabilité d’impact selon les familles d’esters (ex : EEAG et AAS) et même au sein d’une

même famille (ex : EEAG). Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés dans la littératu-

re40. A la lumière des récents travaux sur les interactions perceptives, de tels niveaux de

variations peuvent avoir un impact aromatique9. Ainsi, l’activité estérase qui gère la synthèse

et l’hydrolyse des esters est certainement l’activité enzymatique des BL la plus impliquée

dans les modulations de la note fruitée des vins rouges au cours de la FML.
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Nous observons par ailleurs une légère tendance à l’hydrolyse des EEAG à plus courte lon-

gueur de chaine lorsque leur teneur post FA augmente, tendance devenant bien plus mar-

quée lorsqu’il s’agit des acétates d’alcools supérieurs (substrats en C2) (tableau 4). Ce

constat est probablement le reflet d’une plus faible disponibilité des substrats acides à plus

courtes chaines et semble correspondre avec la composition des vins en glycérides.

Pour les AAS, l’hypothèse des glycérides est peu probable car les glycérides en C2 (acétine)

sont des composés artificiels. Une synthèse par activité transférase non spécifique à partir

d’acétylCoA pourrait être envisagée comme cela est connu chez les levures52. Une plus

faible affinité de l’activité transférase envers l’acétylCoA comparée aux glycérides pourrait

expliquer la tendance nette à l’hydrolyse des AAS lorsque leurs teneurs dans les vins post

FA sont plus élevées.

Bien que ces hypothèses ne pourront être validées que par une étude enzymatique, notre

approche analytique a toutefois permis de mettre en évidence pour la première fois dans le

vin l’existence probable de telles voies de synthèse bactérienne d’esters. Cela ouvre des

perspectives de recherches fondamentales sur le métabolisme des BL du vin encore peu

abordées et présentant un intérêt majeur par rapport à la préservation de l’expression frui-

tée des vins au cours de la FML.

tableau 4 : Paramètres des droites de régression linéaire calculées à partir de l'évolu-

tion de la teneur en EEAG et AAS (μg/l) au cours des FML étudiées en fonction de leurs

concentrations initiales après FA (μg/l).

Les glycérides du vin ont principalement deux origines. Ils peuvent provenir de la baie de

raisin ou alors être libérés par les levures au cours de leur autolyse. Par ailleurs, la composi-

tion des vins post FA en esters dépend des levures présentes dans le milieu mais également

de la composition chimique initiale du moût. Ainsi, la composition des vins avant FML en

substrats va avoir un rôle majeur dans les modifications bactériennes des teneurs en esters.

Bien que les souches de BL présentes dans le milieu influencent la composition des vins post

FML en esters, ces travaux montrent pour la première fois que la composition de la matrice

avant FML a beaucoup plus d’impact (Figure 7). En effet, les variations mesurées au cours de

3 études portant sur l’impact de la souche (inoculation d’un même vin avec différentes

souches de BL) sont bien plus faibles que celles mesurées au cours de 2 études de l’effet «

matrice vin » (inoculation de vins différents avec la même souche de BL). Ces nouvelles

données sont totalement en accord avec la grande variabilité d’impact de la FML sur la com-

position des vins rouges en esters ainsi que sur leur expression fruitée. En outre cela met

particulièrement en évidence l’importance des interactions entre les levures et les bactéries

lactiques sur ces modifications biochimiques et aromatiques.
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En effet, dans certains cas des intensifications significatives (p < 0.05) du caractère fruité ont

pu être liées à des augmentations de teneur en EEAG (200 µ g/L) associées à des augmenta-

tions du niveau de DMS ou de 3-sulfanylhexanol et à des diminutions en AAS (jusqu’à -300

µ g/L). 

Les FML pratiquées au cours de ces travaux ont également abouti à toutes les tendances

dans les variations de la teneur des vins rouges en EEAG. Toutefois, nous montrons que ces

variations bactériennes sont non seulement étroitement liées à la nature de l’acide gras cor-

respondant mais aussi à sa longueur de chaine carbonée. Il existe une tendance nette à la

synthèse d’EEAG de longueur de chaine moyenne (C7, C8, C9, C10) comparée aux esters

aux chaines carbonées plus courtes (C3, C4, C6) dont la teneur semble être moins affectée

par l’activité des BL (Figure 6). Ces résultats sont plutôt en accord avec ceux trouvés

récemment par d’autres équipes de recherche42,43. En revanche, ils sont plutôt en contra-

diction avec d’autres données de la littérature montrant que chez les bactéries lactiques les

activités estérases qui gèrent la synthèse et l’hydrolyse des esters présentent une plus forte

spécificité pour les substrats à courtes chaines carbonées (C2-C4)45,46.

Figure 6 : Distribution des variations mesurées au cours des FML étudiées des concen-

trations en esters éthyliques d'acides gras (EEAG) (µ g/L). C3C2: Propionate d'éthyle,

C4C2: Butyrate d'éthyle, C6C2: hexanoate d'éthyle, C7C2: heptanoate d'éthyle, C8C2:

octanoate d'éthyle, C9C2: nonanoate d'éthyle, C10C2: décanoate d'éthyle.

Très peu de données sur le métabolisme des esters chez les BL du vin sont disponibles dans

la littérature comparées aux autres bactéries lactiques des produits alimentaires. Une activi-

té estérase a bien été caractérisée chez Oenococcus oeni mais seulement de façon très

récente47. Chez les BL fromagères, il est connu que la synthèse d’esters soit généralement

gérée par alcoolyse via une activité transférase sans cofacteurs à partir de glycérides mono-

mériques et non d’acides gras simples48. D’autres auteurs ont suggéré cette voie de synthè-

se dans le vin car elle est favorisée en milieu aqueux et par une grande disponibilité en étha-

nol45. 

Bien que nous n’ayons pas pu le confirmer par une approche enzymatique, notre étude ana-

lytique confirme pour la première fois cette hypothèse simplement suggérée dans la littéra-

ture. Comme chez la levure, l’hydrolyse et la synthèse d’EEAG chez les BL sont gérées avec

une spécificité équivalente par les mêmes enzymes et le facteur limitant de la synthèse

d’esters est probablement la disponibilité en substrats48,49. La synthèse et l’hydrolyse des

esters chez les BL dépendent donc principalement de l’équilibre esters/substrats acides. La

tendance à la synthèse bactérienne du décanoate d’éthyle comparée à celle en hexanoate

d’éthyle indique une plus grande disponibilité de substrats acides en C10 (Figure 6). En effet,

dans les vins jeunes les rapports esters/acides gras sont généralement plus faibles pour les

substrats en C6 que ceux en C10 50, ce qui tendrait à favoriser la synthèse de l’hexanoate

d’éthyle et non du décanoate d’éthyle, d’autant plus que les estérases bactériennes ont plus

d’affinité pour les substrats en C6 qu’en C10 46. Or, nous observons l’inverse et les vins

sont plus riches en acide hexanoïque qu’en acide décanoïque50. Ceci montre bien que la

synthèse bactérienne d’EEAG ne se fait probablement pas à partir d’acides gras simples, ren-

forçant ainsi l’hypothèse des glycérides. En outre, les vins sont plus riches en glycérides à

plus grande longueur de chaine51. 
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La teneur globale en esters peut subir tous types de variations qui dépendent aussi de la

classe d’esters considérée (Figure 8). Si aucune tendance n’est observée pour les AAS, en

revanche il semblerait que la co-inoculation tende à favoriser des plus hautes teneurs en

EEAG (Figure 8). Toutefois ces augmentations ne sont pas toujours liées à des intensifica-

tions de la note fruitée car d’autres modifications biochimiques peuvent intervenir et engen-

drer des effets de masque aromatique comme c’est le cas pour le vin M1a (masque

grillé/fumé sur l’arôme fruité) (Figure 9). D’un autre côté, à plus long terme la co-inocula-

tion semble favoriser la synthèse d’EEAB en diminuant le rapport acide/ester (Figure 8).

Quoiqu’il en soit, toutes ces modifications biochimiques reflètent l’impact des BL sur le

métabolisme levurien en co-inoculation. L’activité bactérienne peut ainsi probablement

modifier le métabolome levurien en agissant directement sur les métabolites libérés par les

levures. Une modification du transcriptome des levures par action directe des BL sur

l’expression des gènes codant les activités enzymatiques responsables de la production

d’arôme est également possible55.

La composition des vins en marqueurs aromatiques majoritairement d’origine bactérienne,

comme le diacétyle, est également fortement modifiée par le mode d’inoculation des BL

(Figure 8). Contrairement aux idées reçues la co-inoculation ne réduit pas forcément la

teneur en diacétyle par la présence simultanée en masse des  populations levuriennes et

bactériennes à forte activité réductrice.  Dans 4 cas sur 7 la co-inoculation mène à une

teneur plus élevée en diacétyle alors que certaines FML ont été réalisées simultanément à la

FA. Ces observations montrent la capacité des levures à influencer le métabolisme bactérien

de la même façon que les BL agissent sur le métabolisme des levures.

Figure 8 : Comparaison des concentrations en AAS, EEAG, diacétyle ainsi que des rap-

ports de concentrations EEAB/acides branchés dans les vins réalisés en co-inoculation

levures/BL et en inoculation séquentielle.
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Figure 7 : Comparaison des variations des concentrations totales en esters (lactate, suc-

cinates et acétate d'éthyle exceptés) mesurées au cours des FML  concernées par les études

de l'effet souche (A, B, C) et de l'effet matrice (Y, Z). A: n = 6; B: n = 5; C: n= 6; Y: n= 3; Z:

n = 4.

iii- influence des interactions levures/Bl : étude de l’impact
biochimique et aromatique de la co-inoculation levures/Bl.

La co-inoculation levures/BL est une pratique connue depuis longtemps qui consiste à inocu-

ler le vin avec un levain malolactique en même temps que les levures ou au début de FA.

Dans ces cas de figure, les effets antagonistes ou synergiques des interactions entre les

levures et les bactéries lactiques se trouvent exacerbés. 

Cette pratique longtemps délaissée revient à la mode aujourd’hui. Il est en effet maintenant

clairement démontré que si la co-inoculation est réalisée de façon maîtrisée (compatibilité

du couple levure/BL, prise en compte de la composition du moût), les risques de production

massive d’acidité volatile, due à la présence de bactéries hétérofermentaires dans un milieu

riche en sucres, sont très limités53,54. En revanche, en début de FA les conditions sont plus

favorables à la croissance bactérienne (nutriments plus abondants, faible niveau d’éthanol, de

SO2 et d’acides gras). De plus, la co-inoculation permet de réduire significativement le

temps total de fermentation limitant ainsi les risques de développement de microorganismes

d’altération ainsi que les coûts énergétiques. D’un autre côté, cette réduction a pour consé-

quence de limiter le temps au cours duquel le vin est sous l’influence de l’activité des

microorganismes, source de réduction du milieu et donc de préservation des arômes contre

l’oxydation. Toutefois jusqu’à présent, très peu d’études ont évalué réellement l’impact de la

co-inoculation sur le profil aromatique et biochimique des vins. Ainsi, ces travaux consti-

tuent la première étude à le faire à l’échelle « chai » et de façon concomitante d’un point de

vue analytique et sensoriel.

Sept essais (sans réplicat) réalisés en chai sur 6 vins rouges différents et avec des couples

levures/BL différents, permettent de comparer la composition en marqueurs des notes frui-

tées et lactiques d'un même vin ayant réalisé la FML en co-inoculation et en inoculation

séquentielle (tableau 5). Une comparaison des profils aromatiques de vins de co-inocula-

tion et d'inoculation séquentielle réalisée sur 3 essais complète l'étude. 

tableau 5: Caractéristiques des essais de co-inoculation

1- Modification du profil biochimique des vins rouges en co-inoculation

Les marqueurs de l’arôme fruité dérivés de précurseurs glycosilés ne sont que très peu

influencés par le moment d’inoculation des BL. Ceci implique que les interactions levures/BL

modifient peu les activités β-glycosidases de ces microorganismes. En revanche, les compo-

sés d’origines fermentaires sont bien plus influencés par ces interactions microbiologiques.

Une nouvelle fois, de tous les composés d’origine levurienne, les esters sont les métabolites

les plus soumis aux interactions entre les microorganismes du vin. La composition en esters

des vins rouges réalisés en co-inoculation est ainsi généralement différente de celles des vins

réalisés par inoculation séquentielle. 

AAS EEAG

diacétyle EEAB/acides branchés
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concluSion

L’expression fruitée représente un paramètre essentiel de la qualité aromatique des vins

rouges. Sa préservation au cours de tout le processus d’élaboration du vin, de la vigne à la

mise en bouteille, est donc d’une importance majeure pour les viticulteurs.

Il est connu depuis longtemps que la fermentation malolactique menée par les bactéries lac-

tiques puisse modifier le caractère fruité des vins rouges sans qu’il n’y ait toutefois de

consensus sur la question. Ce manque de clarté est le reflet d’un manque cruel de données

chimiques, biochimiques et sensorielles aussi bien fondamentales qu’appliquées.

L’établissement d’un bilan analytique portant sur 70 molécules et réalisé dans une centaine

de vins, complété par des expériences d’analyse sensorielle, ont permis d’aboutir à l’identifi-

cation des composés majoritairement impliqués dans les variations de la note fruitée des

vins rouges engendrées par la FML. Le développement préalable des techniques d'analyses

rapides et de haute performance s'est révélé être un outil précieux à la réalisation de ce

projet. 

Finalement, les modifications des teneurs en esters, majoritairement d'origine levurienne,

sont démontrées comme un processus majeur de la balance de la note fruitée au cours de la

FML. Elle permet à court terme, aussi bien la synthèse que l’hydrolyse des esters grâce aux

activités estérases des BL et, à plus long terme, la formation tardive d'esters éthyliques

d'acides branchés issus du catabolisme de certains acides aminés. Les variations de la teneur

en esters au cours de la FML résultent d'un équilibre entre les activités hydrolytiques des

esters, et celles d'estérifications des acides gras, vraisemblablement plus par alcoolyse de

glycérides que par estérifications des acides gras simples correspondants. La spécificité des

estérases vis-à-vis de la nature et de la longueur de la chaîne carbonée des esters est mise

en évidence, ainsi que l'importance de la disponibilité des substrats, liée en partie à l'activité

des levures.

Si la souche de BL est un facteur à prendre en compte, la composition du vin en substrats

est certainement encore plus importante. L'étude de l'influence des interactions entre les

levures et les BL sur les modulations de la note fruitée a montré à quel point les processus

microbiologiques fermentaires étaient complexes. Effectivement, la souche de BL et le

moment d'inoculation influencent grandement le profil aromatique et biochimique des vins.

Mais, ces variations sont propres à chaque couple levures/BL pour un milieu donné. Ainsi,

les phénomènes à la base de la grande variabilité d'impact de la FML sur la note fruitée des

vins rouges sont plus complexes qu'un simple effet souche. Ces variations sont le reflet d'un

triptyque bactéries-levures-vin dont chaque composante a son importance. 

La composition chimique initiale du moût, dépendant en grande partie des pratiques viti-

coles et du « terroir », est un paramètre essentiel pour la composition finale des vins en

marqueurs aromatiques fermentaires comme les esters, et donc pour son expression fruitée

également. Pour préserver cette expression aromatique au cours de la FML, l’œnologue

devra vraisemblablement plus travailler avec un couple levures/BL donné plutôt qu’une

souche particulière de bactéries. En effet, l'utilisation d'une souche de BL ne peut assurer

l'expression de la note fruitée des vins rouges. En revanche, l'étude des interactions levures-

BL sur la production d'esters pourrait permettre de mettre en valeur certains couples

potentiellement plus intéressants que les seules souches de bactéries.

Ces travaux permettent finalement d’éclairer sous un angle nouveau la probléma-

tique des modifications bactériennes de l’arôme fruité des vins en apportant des éléments

de réponses inédits. D’un point de vue fondamental, ils permettent d’ouvrir des perspec-

tives d’études sur le métabolisme des BL du vin ainsi que sur les interactions levures/BL qui

pourraient rapidement aboutir à des applications œnologiques servant la profession. Ceci

est d’autant plus envisageable que ce travail a dans le même temps permis la mise en place

des outils analytiques indispensables à l'étude approfondie des phénomènes biochimiques

responsables de la grande variabilité de la composition aromatique des vins.
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2- Modification du profil aromatique des vins rouges en co-inoculation

L'évaluation sensorielle réalisée olfactivement sur le descripteur fruité, lactique, fumé/grillé

et végétal  montre des modifications importantes des profils aromatiques selon le mode

d’inoculation (Figure 9). Tous les descripteurs évalués sont influencés mais le plus affecté

est encore une fois le caractère fruité. La co-inoculation n'augmente pas forcément le carac-

tère fruité des vins rouges qui peut aussi bien augmenter que diminuer par rapport à l’inocu-

lation séquentielle. De même, la co-inoculation ne diminue pas systématiquement la note

lactique qui peut être plus intense y compris dans le cas de FML simultanée (M2). Ces don-

nées sensorielles sont en relation avec les données analytiques évoquées pour les esters et

le diacétyle. En revanche, elle semble contrarier les idées véhiculées chez les viticulteurs

comme quoi la co-inoculation préserve l'arôme fruité par diminution de la note lactique. Si

ces phénomènes sont possibles, nous montrons que l'inverse l'est également.

La composition du vin après FA est un élément essentiel pour expliquer les modulations

aromatiques engendrées par la FML. Or celle-ci est intimement liée aux métabolites pro-

duits par les levures au cours de la FA mais aussi plus tard lors de leur autolyse. S'il est

connu depuis longtemps que les levures influencent grandement la viabilité des BL, elles

interfèrent aussi sur les modifications apportées à la note fruitée des vins rouges par la FML.

Les essais réalisés en co-inoculation montrent que ces interactions entre les microorga-

nismes sont à l'origine de la perte de l'arôme fruité aussi bien par masquage aromatique que

par dégradation directe des marqueurs fruités. D’un autre côté, elles induisent également

des intensifications de la note fruitée, en étant responsable de la production plus importante

de ces mêmes marqueurs, aussi bien à court terme qu'au bout de quelques années de

vieillissement. Les esters sont au cœur de toutes ces interactions et, de par leur rôle central

dans la perception de la note fruitée des vins rouges, ils constituent les marqueurs les plus

fidèles de la modification de l'arôme fruité des vins rouges apportée par la FML.

Figure 9 : Profil comparé réalisé sur M1a, PN et M2 entre les vins réalisés en co-inocu-

lation levures/BL et les mêmes avec une FML séquentielle (* = p < 0.05 ; ** = p < 0,01)
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