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Elevage

¢ Possibilite de traitements
physiques pour eliminer
Brettanomyces en cours d’elevage

Aucune technique physique d’élimination des Brettanomyces ne pro-
tége le vin contre une recontamination ultérieure. Ces pratiques
éliminent les micro-organismes présents a un instant fde I'é-
levage. Si le vin est par la suite remis au contact d’un
matériel contaminé ou assemblé avec un vin conta-
miné, les Brettanomyces peuvent de nouveau se mul-
tiplier et produire des phénols volatils.

Deux pratiques sont particulierement employées :

Filtration : les levures Brettanomyces ont une taille d’environ 1 a 2 pm.
Ainsi, pour que la filtration soit efficace il est nécessaire de réaliser une fil-
tration sur membrane de porosité inférieure @ 1 pm. Tout autre type de
filtration (membranes supérieures a 1 um, terres, etc.) est inefficace pour
éliminer totalement les Brettanomyces.

La microfiltration tangentielle peut étre appliquée sur vins troubles afin
de réaliser la filtration en une seule étape.

Chauffage en cours d’élevage : La réalisation de flash pasteurisation —
technique consistant a porter en un temps extrémement bref le vin a une
température de 72 °C et a le ramener a sa température initiale en un temps
tout aussi court — permet de réduire de fagon efficace les populations de
Brettanomyces.

Rappel : toutes les techniques de chauffage utilisées en cours de vini-
fication, avant FA (flash détente, thermovinification...), en fin de
FA (macération finale a chaud) ou en cours d’élevage, sont
susceptibles de réduire les populations de Brettanomyces
présentes au moment du traitement, mais ne prote-

gent en aucun cas le produit contre une contami-
nation secondaire en cave.
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4 Relation entre
Brettanomyces
et I’oxygénation des vins

En cours d’élevage, les vins sont soumis a différents degrés
d’oxygénation. En flt, 'oxygénation est réguliere par transfert des
gaz a travers le bois. Ce phénomene naturel est relativement limité. En

revanche, d’autres pratiques peuvent apporter des quantités plus impor-
tantes d’oxygene dissous :

- élevage en fiits : jusqu’a 2 mg/I d’0, apportés/mois ;

- micro-oxygénation : jusqu’a 5 mg/l d’0, apportés/mois ;

- soutirage (méme a 'abri de l'air) : jusqu’a 8 mg/I d’0, apportés/soutirage.
Ces apports d’oxygeéne peuvent avoir des conséquences sur la production
de phénols volatils lorsque le vin est contaminé par Brettanomyces. Les
essais sur un vin contaminé par Brettanomyces ont montré que 'oxygé-
nation lors du soutirage provoque une augmentation de 20 % de la quan-
tité d’éthyl-4-gaiacol.

Figure 8. Influence de la réalisation d’un soutirage avec aération,
sans élimination et sans traitement des lies, sur les quantités de phénols volatils
produits dans un vin contaminé par Brettanomyces.
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moment des soutirages, ce qui permet de réduire les populations de
Brettanomyces et de limiter I'impact de 'aération sur la production de phé-
nols volatils. Pour la micro-oxygénation, des contrdles et réajustements
réguliers du SO, actif doivent étre réalisés ainsi que des controles de popu-
lation de Brettanomyces afin de pouvoir (ré) agir en temps voulu en cas de
contamination.

Lorsqu’un vin est contaminé par Brettanomyces, il convient donc tou-
jours de mettre en balance I'utilisation d’une pratique cenologique liée
a un apport d’oxygéne et les conséquences de cette pratique sur le
développement et le métabolisme des levures.

——
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Mise en bouteilles

Pour un nombre sans cesse croissant de vinificateurs,
cette etape doit étre réalisée dans le respect du produit
fini. La tendance actuelle est donc de minimiser les doses
de SO, et de filtrer de plus en plus Iégerement. Ainsi, les
qualités du vin seraient préservées... dans un premier
temps tout au moins.

¢ Risque de déeveloppement
des Brettanomyces
en bouteilles

Les essais conduits sur un vin contaminé a raison de 0,1 ufc/ml de
Brettanomyces ont montré que les levures peuvent se développer sans
probléme en bouteilles.

Stockées durant 1 an a 18 °C, 90 % d’un lot de bouteilles de ce vin contami-
né a 0,1 cellule/ml présentent des dépots importants. Dans 19 % des dépots,
les analyses microbiologiques mettent en évidence des levures Brettanomyces
encore viables et cultivables. Stockées durant 1 ana 15 °C, 70 % des bouteilles
présentent le méme type de dépot.

Le développement de Brettanomyces en bouteilles est donc un probleme

majeur qui débouche sur une perte des qualités visuelles (présence d’un

dépdt important) et aromatiques, avec une production de phénols vola-

tils non maitrisable. Le « risque Brettanomyces » est donc présent dés
qu’il existe une possibilité d’avoir au moins une cellule de Brettanomyces
par bouteille. C’est pourquoi il est important de bien connaitre « I'histo-
rique » de la cuvée avant la mise en bouteilles. Lorsque la contamination
est avérée, la filtration stérilisante sur membrane inférieure a 1 pm avant
la mise en bouteilles est actuellement le moyen le plus efficace d’éliminer
les cellules de Brettanomyces. Quelques bouteilles peuvent faire I'objet
d’un contrdle microbiologique pour s’assurer avant expédition de la bonne
efficacité des traitements réalisés avant la mise en bouteilles.

Information sur la reglementation de I'utilisation du dicarbonate de diméthyle (DMDC)

Le 21 septembre 2005, la modification du réglement n® 1493/1999, a autorisé I'emploi du DMDC comme conservateur.
Le reglement 643/2006 du 27 avril 2006 ne prévoit I'utilisation du DMDC que pour préparer les vins ayant une teneur en sucre supérieure ou
') égale a 5 g/l a la mise en bouteilles. La dose maximale d’utilisation autorisée est de 200 mg/I.
= Le DMDC provoque la mort des cellules en bloquant I'activité de certaines enzymes.
CH3-0-C ~.0 Selon les résultats observés dans les pays ou il est déja utilisé, le DMDGC permettrait de lutter efficacement
0 contre le développement de Brettanomyces.
CH3-0-C Cependant, cette substance présente des inconvénients majeurs :
X O # forte toxicité du produit pour I'utilisateur nécessitant un matériel d’application spécial et colteux
avec pompe doseuse afin d’éviter les contacts ;

Formule moléculaire du DMDC . . , . ,
# principal produit de dégradation : méthanol.

——
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et conservation

& Reéaliser des traitements
de mise en bhouteilles,
adaptés aux vins contaminés
par Brettanomyces

La comparaison de différentes méthodes de mise en bouteilles faisant
intervenir des doses de SO, plus ou moins importantes et des filtrations
plus ou moins serrées montre qu’a court terme (1 an aprés mise) et dans
de bonnes conditions de conservation — 12 °C maxi. — le vin peu sulfi-
té et non filtré exprime les meilleures qualités.

En revanche, aprés une période de stockage plus longue (3 ans) a
12 °C, le vin non sulfité et non filtré a une qualité inférieure par rapport a
une modalité non sulfitée mais Iégérement filtrée (5 pm).

En conséquence, si les vins étaient assurés d’étre conservés a une températu-
re maximum de 12 °C, aucun traitement particulierement poussé avant la mise
ne serait obligatoire. Cependant, le parcours commercial d’un vin 'améne sou-
vent a étre conservé a plus de 12 °C. Dans ce cas, un an aprés mise en bou-
teilles, le vin non filtré, non sulfité et conservé a 19 °C développe assez de
défauts pour étre écarté lors de la dégustation.

Aprés trois ans a 19 °C, on observe que les vins les plus appréciés lors des
dégustations sont les vins issus d’une mise en bouteilles avec filtration sur
membrane 0,45 pm et adjonction de SO,

Afin de garantir au mieux la qualité des vins de
garde, il est donc conseillé, lorsque « le risque
Brettanomyces » est établi, de procéder a
une mise en houteilles aprés filtration
stérilisante et ajustement du SO0,.

L W WS SN e
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Hygiene

Figure 9. Efficacité ¢ Efficacité des produits

de différentes doses

de produits désinfectants de désinfection

sur les populations
de levures reconstituées

L'utilisation de matériel mal nettoyé constitue un risque

en biofilms. de contaminations exogenes des vins par Bretfanomyces.
Compte tenu de leur mauvaise
7 M Levures oxydatives ' Levures fermentaires M Bretfanomyces — ] nettoyahilité, ces matériels

sont des sources permanentes
de recontamination du vin.

Qu’elles soient chlorées, alcalines ou a
base d’acide peracétique, les formu-
lations désinfectantes présentent une
activité anti-levurienne presque tota-
le, a des concentrations plus faibles
que celles commercialement préco-
nisées. Lefficacité des agents désin-

Population de levures (log ufc/ml)

A H 0, 0, 0, A H 0, 0, 0, e .
Témoin 01% | 02% | 05% Témoin 1% | 3% | 5% fectants utilisés dans la filiére ne peut
Acide peracétique Produit alcalin non chloré ~ .
(Dose commerciale préconisée : 0,5 %) (Dose commerciale préconisée : 5 %) etre remise en cause.

4 Impact d’une procédure
Figure 10. Influence d’une procédure d,hvglene Seml'COmmete*
de nettoyage semi-compléte* par rapport a une pmcédure

par rapport a une procédure simplifiée**

*Procédure semi-compléte : alcalin
chloré en boucle sur la cuve, la pompe
et les tuyaux — pas d’action mécanique
de brossage.

10

sur la contamination des matériels Slmpllflee**
par Bre”a’mmyces- Par rapport a une procédure simplifiée, une procédure semi-compléte
permet de réduire de fagon importante

N 50, M Population de levures résiduelles apres procédure simplifiée le n',Ve,a” de contamination de_s
E W Population de levures résiduelles aprés procédure semi-compléte matériels par Brettanomyces mais
S 40 elle reste insuffisante. Il faut alors mettre
Py R R en place une procédure d’hygiéne com-
4 [ — R .
S 3 pléte (tableau 4) avec démontage et
£ brossage des éléments.
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gg% §§§ ggﬂé_ Egﬂé_ g_gg ‘ggg ggg% **Procédure simplifiée : eau pour la
age® 2Es Sgs 238 oES ~g° SaS° pompe et les tuyaux et eau + soude
= = = = =3 2 N~ P
S > §g 8 E pour la cuve — pas d’action mécanique
- - =

de brossage.

La maitrise des risques de contamination par les Brettanomyces passe par une hygiéne rigoureuse et adaptée de
I’ensemble des matériels en contact avec le vin pendant I’élevage.

——
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¢ Les points clés de I’hygiene
d’une chaine d’embouteillage

Sur une dizaine de sites d‘embouteillage suivis, les contrdles du niveau
d’hygiéne réalisés par ATP-métrie mettent en évidence des points sensi-
bles (valeurs > 1 000 unités d’ATP) comme les becs de la tireuse, la clo-
che, mais aussi la cuve et les tuyaux.

Figure 11. Contrdles d’hygiéne des matériels par mesure de I’ATP
(marqueur de viabhilité cellulaire) — Seuil critique : 1 000 unités
d’ATP - Valeurs moyennes de dix chaines d’embouteillage.
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Matériels ] = =2 Matériels

arisque de S = S a risque de
contamination 3 a 2 contamination
élévé «@ faible

Tableau 4. Une procédure compléte en 6 etapes et avec « T.A.C.T. »
Temps/Application/Concentration/Température :

Elimination des grosses souillures
(débris végétaux, lies, bourbes...)

Démontage + Trempage + Prélavage :
Eau

D @9" Nettoyage + Brossage :
Détergents alcalins, caustiques, acides, agents tensioactifs...
<@* 4 Rincage : Eau
y @,ﬁ Désinfection :
Produits oxydants, agents tensioactifs...
«@97 * Rincage : Eau
<-@B> —# Contrdle
.

Elimination des souillures peu visibles
(dépdts matieres colorantes...)

Elimination détergent et souillures

Destruction et élimination des micro-organismes

Elimination du produit désinfectant

Appréciation de la qualité du rincage
(qualités visuelle et chimique de I'eau de ringage)

P S e e e

Au méme titre que la bonne gestion du SO, et le niveau de filtration, I’hygiéne rigoureuse du matériel contribue a limi-
ter les contaminations exogenes et a stabiliser le vin pour une meilleure conservation de ses qualités organoleptiques
de I’élevage et la mise en houteilles jusqu’a sa consommation.

——
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Prelevements et an.

recherche de Bre

De plus en plus de laboratoires d’analyses cenologiques, ou
des laboratoires plus spécialisés, proposent des analyses de
recherche et de dénombrement de Brettanomyces. La détec-
tion de Brettanomyces peut se faire de différentes manieéres :

Avant Inconvénient Seuils Délais de Coiits/
antages Al 0 de détection réponse échantillon
Spécifique pour I'analyse 1 ufc/mi
. des vins apres FA mais non sans filtration
Milieu L Quantitatif spécifique pour les modts 1 semaine 15420 €
de culture gélosé —
Analyse réalisée par < 1 ufc/ml
des techniciens formés avec filtration
Tres spécifique Non quantitative :
(analyse génétique) absence ou présence
PCR Utilisable du Analyse réalisée par 10 ufc/ml 48 heures 80a 100 €
mo(t au vin des techniciens formés
Rapide Spécifique pour I'analyse

Détection par

des vins apres FA mais non Quelques ufc/mi

enrichissement spécifique pour les modts en fonction 48 a 96 Voir

et “sniffing”

de la méthode heures distributeurs

Simp? Non quantitatif

\
4

S/ [l convient a chacun de prendre conseil auprés d’un technicien afin de
999)’ ‘ définir la meilleure analyse a demander en fonction de I’historique
du vin et du moment de I'analyse : modt, élevage ou mise en
bouteilles... Par exemple, pour une mise en bouteilles, il est
plus intéressant de choisir une méthode avec un seuil

de détection trés faible et un délai de réponse rapi-

de. De fagon complémentaire, I'analyse des

phénols volatils, produits du métabolisme
de Brettanomyces, peut étre réalisée
pour connaitre I'état de production
des phénols volatils. Pour
information, le co(t approxi-
matif d’'un dosage des phénols
volatils est de 40 a 60 €.
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1alyses pour
ttanomyces

Prélevement des échantillons en vue
d’une analyse microbiologique

Le prélevement doit &tre effectué a I'aide d’un matériel (pipette, siphon, = g™
robinet de dégustation...) lavé et désinfecté, dans un flacon stérile de pré-
férence ou tout au moins n’ayant jamais contenu d’autre vin.

L’échantillonnage peut étre réalisé sur le vin et/ou sur les lies. Une analy-
se négative (absence de Brettanomyces) du vin ne signifie pas I'absence
de levures dans les lies. A contrario, une analyse négative des lies est tou-
jours corrélée a une analyse négative du vin.

Fréquence des analyses aprées FA

Avant et aprés toute réalisation

En cours d’¢élevage de traitement de stabilisation Avant mise en bouteilles
microbiologique
La fréquence d’analyse est fonction : En analyse classique, les résultats Une analyse avant mise en bouteilles
¢ du type de vin, quantitatifs permettent d’évaluer permet d’orienter le vinificateur
¢ du temps de latence entre la fin la population de Brettanomyces vers les traitements appropriés :
de FA et le début de la FML, avant le traitement ¢ absence de contamination
¢ de la technique de vinification Une analyse de contrble 2 semaines (< a 1 ufc pour 100 ml) : utilisation
employée, apres permet de vérifier I'efficacité de traitements plus doux si le
¢ de la température de la cave du traitement effectué vinificateur le souhaite,

4 contamination au moment de la mise

Lanalyse classique réalisée ou en cours d’élevage : choisir
tous les 1 ou 2 mois peut des traitements qui empécheront
permettre de mettre en évidence tous risques de développement

les augmentations de populations de Brettanomyces en bouteilles

BRETTANOMYCES INTERMEDIUS

DIGESTION PAR TAG
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Détermination des points critiques
preventives ou curatives a mettre .

Raisin Encuvage Macération Fermentation Avant FML
préfermentaire alcoolique (FA)
a froid*
Flore majoritaire : Flore majoritaire : Flore majoritaire :
Moisissures, levures non Moisissures, levures non Saccharomyces cerevisiae.
fermentaires, bactéries... fermentaires, bactéries...
Risque Brett : Risque Brett : Risque Brett : Risque Brett : Risque Brett :
Présence sur la vendange Contamination Si vendange contaminée : Résistance et adaptation Développement
en populations plus possible de la vendange multiplication durant a l'alcool. Possible des Brettanomyces
ou moins importantes. ET/OU surcontamination la phase de macération. persistance en fin de FA avant la multiplication
Cette population possible du avec des populations bactérienne.
de Brettanomyces reste et par le matériel identiques a celle sur
néanmoins inférieure aux (fouloir, égrappoir). raisin OU supérieures.
populations majoritaires.
Le développement de Risque important
f\/’\é Brettanomyces si la FML est volontairement
peut parfois étre différée.
corrélé a un probléme
de fin de FA

(arrét ou ralentissement).

Actions préventives : Actions préventives : Actions préventives : Actions préventives : Actions préventives :
Le tri de la vendange Sulfitage approprié Sulfitage approprié Ensemencer en LSA pour Maintenir les températures
conditionne ensuite tous a la qualité de la vendange a la macération assurer un bon déroulement de cave en dessous
les paramétres d'’utilisation et a la technique préfermentaire. de la FA. de 15 °C
du SO, de vinification choisie. (surtout si FML diifférée).
Maitriser les fins de FA
L'emploi du SO, condlitionne La réalisation d’une Refroidissement de et éviter les sucres résiduels. Ensemencer avec
ensuite le délai macération préfermentaire la vendange < a 10 °C. des bactéries sélectionnées
de réalisation des FML. a chaud peut réduire La réalisation d’'une pour enclencher
les populations de levures macération finale a chaud rapidement les FML.
dont Brettanomyces. lorsque les sucres sont
< 2 9/l, peut réduire
Maintenir une hygiéne Maintenir une bonne les populations de levures
stricte du matériel. hygiéne du matériel dont Brettanomyces.
(fouloir, érafloir, pompes...)
@ tout au long de Soutirage fin FA.
la période d’activité.
Actions curatives : Actions curatives :
Si présence de Eliminer les lies par
Brettanomyces ET un soutirage a l'abri
probléme de fin de FA : de l'air si contamination
traitement physique par Brettanomyces.
du vin pour éliminer
les micro-organismes Traitement physique
(flash-pasteurisation, du vin pour éliminer
filtration tangentielle...) puis les micro-organismes
réensemencement avec (flash-pasteurisation,
une levure de reprise filtration tangentielle...) puis
de FA sélectionnée. ensemencement avec
une bactérie sélectionnée.
Analyses : * Contrairement a la MPF, Analyses :
Si problémes récurrents toutes les technigques de Recherches et
sur la cuvée, faire vinification a chaud avec dénombrements réguliers
une recherche spécifique des températures > a 42 °C de Brettanomyces dans
de Brettanomyces dans permettent de réduire le vin et dans les lies.
les modts par une technique les populations Analyses en microbiologie
avec seuil de détection de Brettanomyces. classique suffisantes.

faible.

——
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de controle (CCP) et actions

» €N Ceuvre
)
Fermentation Apres FML Elevage Mise en bouteilles Conservation
malolactique (FML) en bouteilles
Flore majoritaire :
CEnococcus ceni,
) Risque Brett : Risque Brett : Risque Brett : Risque Brett : Risque Brett :
) Le risque de production Développement Contamination endogéne Contamination exogéne Développement
g de phénols volatils est limité des Brettanomyces par multiplication de vins « sains » si hygiene en bouteilles donc risque
durant la phase d’activité si mauvaise stabilisation de Brettanomyces présentes imparfaite de la chaine de dépdbt important
des bactéries lactiques. microbiologique. depuis le raisin si le SO, actif d’embouteillage. et de production

n’est pas ajusté
régulierement.

Contaminations exogénes
par assemblage avec un vin
contaminé non stabilisé.

Contaminations exogénes
par un équipement
mal nettoyé et manque
d’hygiéne.

Non rétention
des Brettanomyces
par les filtrations
non stérilisantes.

de phénols volatils.

Actions préventives :
Stabiliser les vins
par un sulfitage suffisant
des la fin de la FML.
Eviter le sulfitage
fractionné.

Maintenir les températures
de cave en
dessous de 14 °C.
Soutirage.

Ne pas réutiliser
les lies.

Actions préventives :
Ajustement du SO, actif.

Maintenir les températures
de cave en dessous
de 14 °C.

Maintenir une hysiéne
stricte du matériel.

-

Attention
aux assemblages. ..

Actions :
Ajuster le niveau
de SO,.

Réaliser une filtration
sur membrane
de porosité inférieure @ 1 um.

Une flash-pasteurisation peut
éliminer les contaminations
par Brettanomyces.

Maintenir un état d’hygiéne
rigoureux des éléments de la
chaine de mise en bouteilles
— désinfection en début et fin
de journée — pour éviter
les contaminations croisées.

Actions préventives :
Maintenir les températures
de conservation
en dessous de 12 °C.

Actions curatives :
Traitement physique
du vin pour éliminer
les micro-organismes
(flash-pasteurisation,
filtration tangentielle...).
Ces traitements ne
protégent pas contre une
contamination ultérieure.

Actions curatives :
Traitement physique
du vin pour éliminer
les micro-organismes
(flash-pasteurisation,
filtration tangentielle...).

Analyses :
Recherches et
dénombrements réguliers
de Brettanomyces dans
le vin et dans les lies.
Réaliser les analyses
avant les sulfitages
et 10 a 15 jours apres.

Analyses :
Recherches et
dénombrements
de Brettanomyces dans
le vin avant et aprés
traitements de mise
en bouteilles.

——
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Brettanomyces ;|

une levure commune
sous surveillance !

La présence de levures du genre Brettanomyces est un parametre que le vinificateur
doit prendre en compte au cours des processus de transformation du raisin en vin.

La maitrise des risques d’altération par Brettanomyces passe par

trois points indispensables et complémentaires :

4 une honne gestion des phases fermentaires (FA/FML) ;

4 une honne gestion des actions de stabilisation
microbiologique des vins ;

4 une grande rigueur dans les procédures d’hygiene utilisées.

La présence de Brettanomyces doit étre considérée comme un facteur de risque,
une sonnette d’alarme, mais I'altération réelle des qualités aromatiques du vin par
les phénols volatils n’est pas systématique. En effet, la production de phénols
volatils dépend du niveau de contamination du vin par les levures
Brettanomyces, de leur activité et des quantités de précurseurs de phénols
volatils disponibles.

Au-dela du risque lié a la présence de Brettanomyces durant I'élevage des vins, il
existe un second niveau de risque lié au développement de cette levure aprés la mise
en bouteilles.

Les populations dans les vins en cours d’élevage, ou en bouteilles, peuvent attein-
dre jusqu’a 106 ufc/ml ce qui génére un dépdt important et trés dépréciateur dans
un premier temps pour la qualité visuelle du vin. Le second probléme est I'appari-
tion des phénols volatils responsables d’arémes de cuir voire d’écurie qui, au-dela
du seuil de perception, occultent totalement les qualités originelles du vin et pro-
voquent un rejet par le consommateur averti.

Des contrdles réguliers préventifs des populations de Brettanomyces permettent
d’intervenir avant Iapparition des phénols volatils. De la vigne a la bouteille,
I’hygiene du matériel doit rester une préoccupation constante pour I'élaborateur et
la stabilisation microbiologique des vins peut alors se faire par des traitements
chimiques ou par des techniques physiques de chauffage ou de filtrations stérilisantes.
Toutes les actions mises en ceuvre doivent &tre modulées en fonction des moyens
dont dispose le vinificateur (maitrise des températures, nature des matériels utili-
sés...) et en fonction des caractéristiques intrinséque du vin (pH, degré...).

En tout état de cause, le vinificateur doit avoir une bonne connais-
sance de I’évolution microbiologique de son produit afin de pou-
voir agir sur les levures Bretfanomyces et anticiper la production
des phénols volatils.
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