
La Cytométrie de Flux

Un nouvel outil pour 
une meilleure gestion 
des vinifications



Impact du suivi microbiologique sur 
les vins blancs d’Alsace

� Impact qualitatif
– Fermentation malo-lactique non souhaitée (en général)

– Eviter les fermentations languissantes en phase oxydative 
(pour la gamme fruitée)

– Maîtrise des mutages (sur les vins moelleux et liquoreux)
– Maîtrise microbiologique des phases d’élevage 

(refermentations des vins à sucres restants)
– Maîtrise des mises en bouteille stériles

� Impact économique



GRESSER Œnologie :
le suivi microbiologique des 
fermentations utilisé depuis 1983

� Nous effectuons les suivis fermentaires à
l’aide de :

� Microscopie classique depuis 1983
� Microscopie a épifluorescence depuis 1991
� Cytométrie de flux depuis 2008



Avantages et inconvénients 
des différentes méthodes 

de suivis fermentaires



La microscopie
classique

� Avantages
– Facilité de mise en œuvre

– Diagnostic rapide des conditions fermentaires (croissance 
levurienne, mortalité levurienne, présence bactérienne…)

� Inconvénients
– Exige de la pratique et une bonne habitude d’observation

– Evaluation de la population peu précise
– Evaluation de l’activité levurienne impossible 

– Seuil de détection assez élevé (>104 /ml)

=> Un outil de terrain indispensable mais 
incomplet



La microscopie 
à épifluorescence

� Avantages
– Evaluation de la viabilité levurienne

et bactérienne possible 

� Inconvénients
– Assez long de mise en œuvre

– Dénombrement de la population peu précise 

– Quantification  de l’intensité de la fluorescence impossible
– Fatigue visuelle importante

– Seuil de détection assez élevé (>104 /ml)

– Attention au choix du fluorochrome et de sa mise en œuvre

=> Un outil intéressant mais réservé à des 
observations ponctuelles



La cytométrie 
de flux

� Avantages
– Facilité de mise en œuvre

– Dénombrement rapide et précis
– Quantification de l’activité levurienne

– Large gamme de mesures avec un seuil de détection 
assez bas 

– Utilisable à tous les stades de l’élaboration (du moût au 
vin à embouteiller)

� Inconvénients
– Détection bactérienne impossible (à ce jour) 

=> Un outil indispensable destiné au contrôle de 
routine



Exemples d’applications

Premiers résultats sur 
la campagne de 
vinification 2008



Représentation des résultats en 3 dimensions :

* taille-structure (SSC) / fluorescence(FL1)

* Densité de population = couleur

- taille-structure 
(SSC)

- population

- fluorescence (FL1)

- population



10X

100X

1000X

Zone 1 Zone 2 Zone 3 Total

30.040 317.610 136.780

300.400 3.176.100 1.367800 4.844.300

Zone 1 Zone 2 Zone 3 Total

2.670 29.810 11.330

267.000 2.981.000 1.133.000 4.381.000

Zone 1 Zone 2 Zone 3 Total

330 4.580 1.620

330.000 4.580.000 1.620.000 6.530.000



Caractéristiques de la méthode

� Gamme de mesure : 102 à 5.105 (sans dilution)

� Limite de détection : 102 à 103

� Limite de quantification : 5.103

� Répétabilité : <10% de la mesure (dilution 
incluse)

� Très bonne reproductibilité de l’intensité de 
fluorescence



Contrôle des fermentations 
alcooliques



Le suivi des FA : 
Problématique actuelle

� Des conditions fermentaires de plus en plus 
difficiles

– Débourbage « serré » (souvent <80 NTU)
– Fermentation basse température (<18/20°C)
– Teneur en azote assimilable de plus en plus faible 

� Le suivi microbiologique apporte un 
avantage incontestable pour la maîtrise du 
processus fermentaire



Le suivi microbiologique des 
fermentations permet :

� Anticiper les risques de FA languissantes
– Bonne corrélation entre population viable en fin de phase 

exponentielle de croissance et durée de FA

� Effectuer un diagnostic fiable sur les FA languissantes 
pour établir un conseil adapté :

– Connaissance de la population levurienne viable pour évaluer 
l’efficacité d’un ajout d’activateur 

– Mise en place rapide d’un pied de cuve de reprise de FA si la 
population viable est trop faible



Fin de phase exponentielle 
de croissance (TAV 5% vol)

2/3 de FA (TAV 8% vol)

Fin de FATAV 11% vol



Diagnostic fermentaire

Gewurz 2008
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Problème de 
levurage :

Riesling 2008 
(TAV=3,5%vol)



Riesling 2008 :
Levures indigènes (TAV= 5,7%vol)



Contrôle de l’efficacité du mutage



Objectif

� Garantir le mutage sur les vins à pH élevé
ayant un faible SO2 moléculaire



Essai mutage Gewurztraminer

Cytomètre après 30’

Zone 1 :4x106 lev très active/ml
Zone 2: 21,5x106 lev active/ml
Zone 3 : 7x106 lev peu active/ml

Caractéristiques du vin :
TAV: 13,2% vol
Sucre : 21 g/l
pH: 3,52
Dose de SO2 ajoutée : 10 g/Hl
SO2 Libre après 2 h : 36 mg/l
SO2 Moléculaire après 2h : 1,4 mg/l



Essai mutage Gewurztraminer
Cytomètre après 60’ Cytomètre après 120’

Zone 1: 3,5x106 lev très active/ml
Zone 2: 19x106 lev active/ml 
Zone 3 : 5x106 lev peu active/ml

Zone 1: 1x103 lev très active/ml
Zone 2: 240x103 lev active/ml 
Zone 3 : 210X103 lev peu active/ml



Essai mutage Gewurztraminer

� Population observée en microscopie 
classique après 120’ : 35x106/ml

� Aucune mortalité visible en microscopie 

classique après 120’ !



Essai mutage Riesling
Cytomètre après 5’

Zone 1: 1,8x106 lev très active/ml
Zone 2:  8,6x106 lev active/ml 
Zone 3 : 2,5x106 lev peu active/ml

Caractéristiques du vin :
TAV: 9;5% vol
Sucre : 47 g/l
pH: 2,85
Dose de SO2 ajoutée : 10 g/Hl
SO2 Libre après 2 h : 53 mg/l
SO2 Moléculaire après 2h : 5,2 mg/l



Essai mutage Riesling
Cytomètre après 30’ Cytomètre après 60’

Zone 1: 0,2x106 lev très active/ml
Zone 2: 2,7x106 lev active/ml 
Zone 3 : 1,2x10 6 lev peu active/ml

Zone 1: 1x103 lev très active/ml
Zone 2: 21x103 lev active/ml 
Zone 3 : 60X103 lev peu active/ml



La cytométrie de flux

� Un outil qui permet le suivi en temps réel de 
l’activité levurienne

� Pour maîtriser la stabilité microbiologique 
des vins mutés au SO2



Essais divers



Suivi de l’impact d’ajouts d’activateurs sur 
la viabilité levurienne

Suivi des sucres
Riesling 2008
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Suivi de l’impact d’ajouts d’activateurs sur 
la viabilité levurienne

Suivi sucre - Riesling 2008
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Suivi de l’impact d’ajouts d’activateurs sur 
la viabilité levurienne

Suivi sucre
Riesling 2008
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Optimisation du process de pied de 
cuve de reprise de FA

- Même souche de levure, 

- Même réhydratation

- Protocoles de Pieds de cuve différents

PDC 1 PDC 2



Différenciation quasi impossible !

PDC 1 PDC 2



Comparaison cytométrie de flux et 
culture sur gélose
Vin embouteillé en reprise de FA

Btle 1 Btle 2 Btle 3

29/10/08 29/10/08 29/10/08

Culture sur gélose 6/L >1000/ml 0/L

Cytométrie de 
flux

Levures très actives 40/ml 1830/ml 0/ml
Levures actives 60/ml 1100/ml 240/ml
Levures peu active 90/ml 1340/ml 109/ml

SO2 libre (mg/l) 30 24 29

SO2 moléculaire (mg/l) 1 0,8 1

VNC ? 



Conclusion

� Les possibilités de cet outil vont au-delà du suivi des 
brettanomycess

� La cytométrie de flux apparaît comme un nouvel outil 
particulièrement adapté au contrôle de routine tout 
au long de l’élaboration d’un vin

� Il présente un intérêt œnologique indéniable

� Un outil dont les possibilités sont encore 
probablement amenées à évoluer……



Je vous remercie de votre attention


