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Context: toward the diversification of enological yeasts

OENO 2019

o Wide diversity of yeast species at the beginning of the fermentation
→ But domination of S. cerevisiae at the end of FA

o Some of the non-Saccharomyces yeasts have 
interesting properties 

o Use of active dry yeasts to control 
the process

o Association of a non-Saccharomyces strain with S. cerevisiae: 

Non-Saccharomyces
Aroma production

Do not complete the 
fermentation

S. cerevisiae 
Fermentation completion

Interactions: nutrients competition

o Contribution of M. pulcherrima Flavia® for the production of aromas ?
o Assessment of nutrient requirements to ensure alcoholic fermentation ?
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• Characteristic profile of fermentative aromas production, with increased production of acetate esters 
derived from branched higher alcohols  diversification of aroma profile of wines
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• Experimental conditions:

T=0h : inoculation of 
M. pulcherrima Flavia®

Fermentation progress
T=48h : inoculation of 

S. cerevisiae Lalvin QA23®

In SM with thiol 
precursors

M. pulcherrima Flavia® in sequential inoculation with S. cerevisiae Lalvin QA23®

• Results: fermentative aroma compounds

Aroma analysis 
by GC/MS

Présentateur
Commentaires de présentation
Une autre espèce importante pour sa contribution à la production d’arômes fermentaires est Metschnikowia pulcherrima dont certaines souches sont commercialisées (seule ou en mélange). Si on compare les profils de production des aromes fermentaires entre S.c et M.pulcherrima, on observe une augmentation des teneurs en alcools supérieurs et esters d’acétate correspondants responsables des notes fruitées des vins. D’autre part, on observe une diminution de la formation des acides gras à moyenne chaine qui peuvent apporter des notes savonneuses. D’où l’intérêt de l’utilisation de cette espèce pour la diversification des profils aromatiques.
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• Strong increase in the production of thiols in seq. inoculation with M. pulcherrima Flavia®

X 6
X 3.5

M. pulcherrima Flavia® in sequential inoculation with S. cerevisiae Lalvin QA23®

• Results: thiols

Présentateur
Commentaires de présentation
But what was more surprising with these compounds was when we compared their production in sequential inoculation and in pure culture. On these figure we compare the production of thiols between the sequential inoculation with MP in red and the pure culture of SC in green. We see that the production of 3MH was 6 times higher and the production of 4MMP was 3.5 times higher in sequential inoculation than in pure culture with SC. 
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• Nitrogen sources prematurely consumed
 limitation for the S.cerevisiae development ?

- Phenotypic diversity of non-Saccharomyces yeasts for the production of aromas to be exploited

- Management of nitrogen important in sequential inoculation for the alcoholic fermentation process. 
Co-cultures result in interactions between the yeasts with effect on the quality of the final product, on 
the production of positive aromas.

M. pulcherrima Flavia® nitrogen consumption characteristics
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o 28% of yeast assimilable nitrogen
consumed by M. pulcherrima in 48h:
mainly Glu, Gln and amino acids branched

o Lower implantation of S.c in sequential
inoculation

Présentateur
Commentaires de présentation
L’azote a donc un impact non négligeable sur la production de composés aromatiques. Si on s’intéresse ensuite à la croissance de S.c., dans le cas de co-inoculation de M.p. et S.c, l’inoculation en S.c après 48h de fermentation ne permet pas d’obtenir la même population qu’en culture pure, ce qui montre une difficulté d’implantation de S.c, ce qui va limiter ses performances fermentaires. Une des hypothèses de cette mauvaise implantation, est que l’azote est limitant pour la croissance de S.c après le développement de M.p. Pour vérifier cette hypothèse, les profils de consommation des sources d’azote à 48h ont été déterminés pour les 2 espèces. On observe que 28% de l’azote assimilable est consommé par M.p en 48h mais certains acides aminés sont consommés de façon préférentielle. En particulier, la casi-totalité du glutamate, de la glutamine et des acides aminés branchés comme la leucine, l’isoleucine et la valine.
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M.pulcherrima Flavia®: A high ability to secrete hydrolytic enzymes

• Release of hydrolytic enzymes into the must, such as β-lyase which involved in the cleavage
of thiol precursors  diversification of aroma profile
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Présentateur
Commentaires de présentation
Une autre spécificité de l’espèce M est sa capacité de production d’enzymes hydrolytiques, et notamment la beta-lyase comme on peut le voir sur cette représentation sous forme de diagramme. En présence de M.p, l’activité beta-lyase est beaucoup plus importante que lrosque S.c est cultivée seule et cette forte activité se maintient sur une grande partie de la fermentation. Ces enzymes sont impliquées dans l’hydrolyse de la liaison thioether des précurseurs de thiols et permettent la libération des thiols variétaux apportant des notes de type buis, pamplemousse, fruit de passion et cassis aux vins. Cette espèce peut donc être intéressante dans la pratique pour orienter le profil aromatique des vins vers des notes plutôt fruitées, fraîches et exotiques.
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08 / 11 / 2018

Impact of must characteristics on M.pulcherrima Flavia® performances  

• 3MH and 4MMP : same shape
= same liberation pathway

• 3MHA : different shape, close to acetate esters
= similar production pathway

Quadratic
effect of 
nitrogen

Maximum
200 mg/L nitrogen

8 mg/L lipids

Positive effect
of nitrogen

Maximum
300 mg/L nitrogen

2 mg/L lipids

Thiols

• Quadratic effect of nitrogen on the release of 3MH and 4MMP
• Positive effect of nitrogen on the production of 3MHA

3MHA production using similar mechanisms than the other acetate esters

Présentateur
Commentaires de présentation
Toujours chez M.p, l’impact des effets combinés de différents facteurs environnementaux a été étudié comme les teneurs en sucre, en azote, et en lipides sur la production de thiols variétaux lors de la fermentation alcoolique grâce à un plan experimental de type Box-Benkhen et une modélisation sous forme de surface de réponse. 3MH et 4MMP ont le même profil, avec un effet quadratique de l’azote, et un optimum de production à 200 mg/L d’azote.  Comme ces deux composes ont le même profile, on peut suppsoer qu’ils sont produits selon la même voie de libération, même si les précurseurs sont différents. A l’inverse, le profile pour la 3MHA est très different, avec un effet positif de l’azote . Ce résultat est comparable à ce qui est obtenu avec les esters d’acetates dérivés des alcools supèrieurs, ce qui laisse à penser que les enzymes impliquées sont les mêmes, à savoir ATF1 et ATF2. 

On the contrary, the profile of 3MHA was different, with a positive effect of nitrogen. This is closer to what we obtained with acetate esters, so we think that ATF1 and 2 may be involved in the production of 3MHA from 3MH.
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