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Introduction

Dés les années 1960 l'idée de fixer les « catalyseurs biologiques » c’est-
a-dire les enzymes d’abord, puis les micro-organismes a assez rapide-
ment débouché sur des applications industrielles comme les électrodes
a enzymes fixées, les bactéries adsorbées en vinaigrerie, ou encore les
lits bactériens en dépollution. En cenologie, méme si les études en labo-
ratoires sont nombreuses et déja anciennes puisque déja le Dictionnaire
du Vin les mentionne en 1998, a ce jour cependant, les réalisations pra-
tiques sont encore limitées.

1. Pourquoi immobiliser les micro-organismes ?

Au plan de la théorie, on attend de 'immobilisation des cellules micro-
biennes les avantages suivants :

® accroitre la vitesse de réaction en augmentant le nombre de cellules
présentes dans le réacteur.

e éviter la perte du micro-organisme en fin de réaction et donc avoir la
possibilité de le réutiliser.

o faciliter la séparation cellules/liquide, ce qui permet soit de mettre fin
a la réaction au temps voulu soit de faciliter les opérations de clarifica-
tion en fin de réaction.

A ce jour, les applications en cenologie visent essentiellement ce dernier
objectif.

2. Comment immobiliser les micro-organismes ?

Les procédés utilisés consistent a fixer les cellules sur un support
(adsorption), a les inclure dans une matrice (inclusion), ou a les confiner
dans une partie du réacteur (confinement).

L'adsorption est le procédé le plus anciennement étudié : les cellules
adhérent a un support inerte par le biais d’'interactions électrostatiques.
Les supports mis en ceuvre sont de nature trés diverse : bois, céramique,
pouzzolane, bentonite.... En cenologie, une équipe grecque propose de-
puis longtemps I'emploi de matériaux tels que fragments de pellicule de
raisins ou de divers fruits (pomme par exemple). Ces études de labora-
toire présentent des résultats intéressants mais a ce jour il n’y a pas de
développement industriel.

L'inclusion consiste a incorporer les cellules microbiennes dans la ma-
trice d’'un polymére plus ou moins rigide, synthétique (polyacrylamide
par exemple) ou naturel (protéine comme la gélatine ou polysaccharide
comme la cellulose, I'agar-agar ou les alginates). C’est a ce jour la seule
technique qui ait un réel développement industriel.

Le confinement vise a confiner les micro-organismes, dont la concen-
tration peut étre tres élevée, dans une partie du réacteur grace a une
barriére physique comme une membrane de microfiltration ou une fibre
creuse. Ce procédé a été testé avec succés en oenologie, pour 'élabo-
ration des vins effervescents, mais pour des raisons de co(t a été vite
abandonné.

Enfin, bien qu’il ne s’agisse pas a proprement parler d’'une immobilisa-
tion, on peut rapprocher de ces techniques celle de la floculation. Ici les
cellules microbiennes se lient entre elles par des ponts ioniques établis

entre des sites des parois cellulaires et les cations présents dans le mi-
lieu. Dans certains cas, en particulier chez les levures, il peut se former
de véritables ponts mycéliens entre les cellules. En vinification, des levu-
res agglomérantes sont déja utilisées pour la prise de mousse des vins
effervescents en vue de faciliter le dégorgement.

3- Les applications actuelles en oenologie

L’'emploi de micro-organismes immobilisés est possible pour résoudre
les problémes tres spécifiques liés a la prise de mousse des vins effer-
vescents, a la maitrise de I'acidité et aux arréts de fermentation. D’autres
applications sont actuellement a I'étude.

3.1 Prise de mousse

Dans I'élaboration des vins effervescents en méthode traditionnelle I'opé-
ration du remuage qui vise a éliminer les levures en fin de fermentation
est une étape colteuse, encore effectuée manuellement dans beaucoup
de cas. Le remuage mécanique est un procédé efficace et opérationnel
mais qui nécessite un lourd investissement. La mise en ceuvre de cellu-
les de levures immobilisées est une alternative élégante qui a, dés les
années 1970, intéressé les chercheurs. Deux approches étaient pour-
suivies.

e Levures confinées dans une cartouche : le systéme « Millispark ».

L'objectif du systéeme est a la fois de supprimer le remuage et d’éviter
la congélation du col pour éliminer les cellules de levure. Les cellules
de levure sont retenues a l'intérieur d’'un petit cylindre par le biais d’'une
membrane microporeuse. Ce cylindre est placé dans le col de la bou-
teille. Les échanges entre les levures et le milieu se font librement a
travers cette membrane. Lorsque la fermentation est terminée il suffit
de retirer le cylindre et on obtient ainsi un vin limpide. Par la suite la
membrane a été remplacée par un réseau de fibres creuses (figure 1).
Les essais réalisés a I'échelle industrielle ont montré que ce procédé
donnait d’excellents résultats (Lemonnier et Duteurtre, 1989). Cependant
son colt trop élevé par rapport a celui du remuage manuel ou mécanique
a rapidement conduit a son abandon.

A B

Figures 1: Adispositif de remuage mécanique ; B photographie
d’une cartouche «Millispark» avec fibres creuses

® Levures immobilisées en gel d’alginate

Il s’agit ici d’emprisonner les cellules dans un gel d’alginate, polymére
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naturel, non toxique et autorisé. Les premiers essais ont vite montré que
pour éviter toute sortie des cellules hors de la matrice et donc leur pro-
lifération dans le vin, il convenait d’enrober le noyau « cellules-alginate
» d’une couche externe d’'alginate stérile. Le produit obtenu est commu-
nément appelé « billes double-couche » (figure 2). Depuis les premiers
essais, le procédé de production de telles « billes » a été industrialisé et
plusieurs sociétés proposent de tels produits, d'une qualité pas toujours
comparable. Par exemple, Proenol Lda avec qui nous développons ce
procédé depuis 1992, propose des billes séches, comparables aux LSA,
dont I'efficacité et la durée de conservation sont garanties. La mise en
ceuvre est aujourd’hui parfaitement maitrisée, y compris lintroduction
des billes dans la bouteille au moment du tirage. Les essais réalisés ont
largement démontré que la qualité du produit obtenu était en tous points
comparable a celle de vins élaborés par remuage. L'avantage de cette
technique est de ne nécessiter ni main d’ceuvre spécialisée ni investis-
sement en matériel ou locaux et donc de permettre au producteur de
s’adapter rapidement aux besoins du marché. A ce jour on peut estimer
a pres de 10 millions le nombre de bouteilles élaborées par ce procédé,
tant dans les appellations « méthode traditionnelle » y compris Champa-
gne, que dans les méthodes « artisanales », comme la blanquette de Li-
moux par exemple. Bien sur, 'emploi de ces billes impose que le vin soit
parfaitement stable vis-a-vis de tout développement microbien comme
des risques de précipitations, tartriques par exemple.

touchent :

® a I'immobilisation de bactéries lactiques afin de réaliser la FML.

® a l'immobilisation de levures non-Saccharomyces en vue de parfaire la
maitrise aromatique des vins.

® ala mise en oeuvre de réacteurs continus a cellules immobilisées tant
pour la FA que la FML ou la FMA.

5. Situation par rapport a la Iégislation

A ce jour, en France, la seule application explicitement autorisée concer-
ne la prise de mousse des vins effervescents. Alors que la mise en ceuvre
de cellules « libres » de Schizosaccharomyces est autorisée, leur em-
ploi sous forme immobilisée ne I'est pas !!! Il en est de méme en ce qui
concerne l'utilisation de cellules immobilisées pour le traitement des ar-
réts de fermentation !!! Mais tous les pays ne sont pas aussi illogiques.
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Figures 2: A droite : schéma de principe d’une bille double-couche. 33.

A gauche : coupe au microscope électronique

3.2 Maitrise de l'acidité

Le procédé courant de dégradation de I'acide malique est la bien connue
Fermentation Malo-Lactique (FML) due a Oenococcus oeni. Méme si des
progres réels ont été réalisés dans la production de levains bactériens,
la réussite n’est pas toujours assurée, tout spécialement lorsque les vins
trés acides ou carencés ne permettent pas le développement des bac-
téries. L'emploi de levures du genre Schizosaccharomyces qui réalisent
la Fermentation Malo Alcoolique (FMA) a été envisagé dés les années
1970. Le mo0t est ensemencé en Schizosaccharomyces avant la FA et
lorsque le pH a atteint la valeur souhaitée, un apport massif de levures
Saccharomyces est effectué, ceci afin d’éviter un trop fort développement
de Schizosaccharomyces susceptible de conduire a de faux ardmes.
L'immobilisation de ces levures permet de maitriser totalement leur acti-
vité : les billes contenant ces Schizosaccharomyces sont placées dans
une sorte de sac poreux, lui méme introduit dans la cuve a traiter (figure
3). Lorsque le pH a atteint la valeur attendue le sac est retiré de la cuve
et le mo(t est ensemencé avec Saccharomyces. Les mémes « billes »
peuvent d’ailleurs étre réutilisées plusieurs fois. Les trés nombreux tests
réalisés depuis des années ont montré la fiabilité du procédé.

3.3 Traitement des arréts de fermentation

La reprise de fermentation d’'un mo(t arrété est souvent difficile a réaliser
et les protocoles efficaces sont toujours lourds, impliquant la détoxifica-
tion du mo(t et des étapes successives de préparation du levain. L'emploi
de levures Saccharomyces incluses permet d’apporter facilement une
population tres importante. De plus, dans le protocole de leur production,
ces levures sont abondamment pourvues en facteurs nutritionnels, ce qui
leur assure une trés bonne activité y compris dans des cas difficiles.

4. Perspectives de développement

Dans la bibliographie, il ressort que les utilisations a I'étude actuellement

i
-
£
£
i
i
:
|

Figure 3 : utilisation de levures schizosaccharomyces
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