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Résumé

La caractérisation phénotypique de I'esp@ceulaspora delbrueckien conditions cenologiques, a
partir de I'étude d’un grand nombre de souchegranis de mettre en évidence une grande variabilité
au sein de cette espéce. En effet, les souch&sidibrueckiiprésentent des différences au niveau des
durées de phase de latence et de fermentationcageités biotiques mais aussi des productions
d’éthanol (maximum 12% vol.). Cette variabilité re¢rouve également pour la production d’acidité
volatile, de glycérol et de certains arobmes. Ceaifaonfirme les faibles productions d’acidité atle

et de glycérol de cette espece et met en évidareedponse au stress osmotique différente dedelle
I'espéceSaccharomyces cerevisiaku final, 'espécel. delbrueckiiprésente une grande « pureté » de
fermentation et produit peu de composés indéssabtenme le sulfure d’hydrogéne, les phénols
volatils, I'acetoine, I'acétaldéhyde et le diacétyla réalisation de co-inoculatiofs delbrueckii / S.
cerevisiaesur moUts liquoreux, permet une réduction systéuatide I'acidité volatile des vins, en
comparaison a une fermentation pure de l'espBcecerevisiae,quelque soit la souche d&.
delbrueckii utilisée De plus, la souchd. delbrueckiiOXT1 1//2 a permis de complexifier la
composition aromatique d’'un moQt sec issu du céf@e/ignon blanc (esters fermentaires +25%,
phényl-2-éthanol +51% et thiols volatils +31%). iBpfla mise au point d’'un fermenteur a double
compartiment, avec une séparation physique desdswout en conservant 'homogénéité du milieu
de culture, a permis d’aborder I'étude des intéwast entre ces 2 espéeces. Des inhibitions de type
« cell-cell contact » ont ainsi été mises en éwden

Mots clés: Torulaspora delbrueckiinonSaccharomycesvariabilité phénotypique, co-inoculation,
vin, interaction.

Abstract

The phenotypic characterization Bbrulaspora delbrueckispecies in enological conditions, using a
large number of strains, showed up a wide varighiliithin this species. Indeed, the strainsTof
delbrueckiipresent different fermentative capacities for lhgge and fermentation durations, biotic
capacities and ethanol production (up to 12 % vdh)s phenotypic variability is also obtained fbe
production of volatile acidity, glycerol and certaaroma compounds. This work confirms the low
productions of volatile acidity and glycerol of shspecies and reveals an osmotic stress response
distinct from that ofSaccharomyces cerevisiaBinally, theT. delbrueckiispecies presents a high
fermentation purity and produces low levels of wsikddle compounds like hydrogen sulfide, volatile
phenols, acetoin, acetaldehyde and diacetyl. Thézation of co-inoculations. delbrueckii / S.
cerevisiaeon high sugar must, allows a systematic reductibrthe volatile acidity of wines, in
comparison to a pure fermentationf cerevisiaeMoreover, co-inoculation with th€. delbrueckii
strain OXT1 1 // 2 allowed the increase of aromatimplexity of a Sauvignon blanc dry wine (esters
+ 25%, 2-phenylethanol +51 % and volatile thiol8% %). At last, the development of a fermentor
with double compartment allowing a physical sepanabf yeasts and preserving the homogeneity of
culture medium, allowed us to approach the studyeafst interactions. Inhibitions of type “cell-cell
contact” have been demonstrated.

Title : Phenotypic caracterization ®brulaspora delbrueckispecies in wine conditions. Application
to co-inoculation witfBaccharomyces cerevisiapecies.

Keywords : Torulaspora delbrueckii nonSaccharomycesphenotypic variability co-inoculation,
wine, interaction.
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Introduction

L’élaboration du vin, c'est-a-dire la transformatidu jus de raisin (modQt) en vin, est un
processus complexe nécessitant de nombreuses.dtapiesmentation alcoolique est I'étape
principale de ce processus et permet la transfasmales sucres contenus dans le modt en

éthanol par I'intermédiaire des levures.

La formation d’éthanol est aussi accompagnée d’praduction de centaines d’autres
produits issus du métabolisme secondaire des levGes molécules peuvent avoir un impact
positif ou négatif sur la qualité des vins. Ellestsproduites en plus ou moins grande quantité
selon les conditions de vinification et I'espécdedaire.

Depuis quelques années, de nombreuses études iquem@nt vu le jour et ont permis de
mettre en évidence que les levures Satcharomycepouvaient jouer un réle important au
cours de la fermentation alcoolique. En effet,seflent majoritairement présentes sur les baies
de raisin et peuvent étre détectées tout au longadérmentation alcoolique a des
concentrations relativement importantes. Lors d’femnentation spontanée, avec la flore
indigéne, les levures nddaccharomycesprédominent le modt durant la phase pré-
fermentaire ainsi qu'au début de la fermentatioooalique, avant que les levures.
cerevisiae colonisent le milieu et achéve la fermentation. daminance des non-
Saccharomycegqendant le début de la réaction, laisse généraledesempreintes sur la
composition finale du vin. De nombreux cherchegrsant alors intéressés aux métabolismes
spécifiqgues des différentes espéces de levuresSaocharomycegt a leurs applications
potentielles dans I'élaboration du vin. Malgré cdlas peu de levures n@accharomyces
sont utilisées en cenologie de facon industriell@98b des souches utilisées appartiennent a

I'espéceSaccharomyces cerevisiae

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressésp@d&l orulaspora delbrueckigui est
une levure norsaccharomyceayant été décrite pour avoir un impact positif Bugualité
organoleptique des vins. En effet, cette levuraedpitopeu de composés a défaut olfactif et

notamment peu d'acide acétique, en grande pagmonsable de I'acidité volatile des vins.

Dans un premier temps, nous avons évalué plusimd@thodes de biologie moléculaire

utilisées pour la caractérisation génétiqgue destmride diverses espéces de levures non-
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Saccharomycesfin de voir si elles pouvaient étre utilisées pdififérencier les souches de
T. delbrueckii.

Puis, afin d’évaluer le potentiel cenologique depé&cerl. delbrueckii nous avons réalisé une
caractérisation phénotypique de cette espece atimms cenologiques, a l'aide de différents
tests spécifiques et de fermentations réaliséesndigux synthétiques. Dans une troisieme
partie, nous avons abordé I'étude des mécanismeipdase au stress osmotique de I'espéce
T. delbrueckii

Suite a la caractérisation de I'esp@cedelbrueckii nous avons sélectionné les souches les
plus performantes d’'un point de vue cenologiquea) dé réaliser des co-inoculations avec
I'espéceS. cerevisiasur moQt liquoreux et sur moQts blancs secs éistos

Enfin, dans une cinquieme et derniere partie, ramoss décrit les étapes du développement
d’un outil indispensable pour I'étude des intemras, sous la forme d’un fermenteur a double
compartiment, permettant une séparation physiguiede microorganismes. Ce fermenteur a
ensuite été utilisé pour étudier le phénomeéne dell«ell contact » entre les espéces

delbrueckiietS. cerevisiae
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Etude Bibliographique

Notre étude bibliographique permet, dans un prem@nps, de rappeler les voies
métaboliques d’utilisation des sucres conduisalat farmation d’éthanol mais également de
toute une série de produits, dits, secondairesmasanismes spécifiques de réponse au stress
osmotiques chez I'espé& cerevisiaeseront également abordés. Puis, nous nous sommes
intéressés aux levures n8accharomycesc'est-a-dire a I'évolution de leurs populations,
leurs mécanismes d’interactions et a leur intéo@i findustrie cenologique. Enfin, apres une
breve présentation de I'espete delbrueckii nous avons détaillé toutes les connaissances

cenologiques actuelles concernant cette espeéce.

| Voies métaboliques d'utilisation des sucres @accharomyces
cerevisiae

La principale levure réalisant la fermentation alapue en conditions cenologiques, en
brasserie et en panification, &dccharomyces cerevisiggette levure a été particulierement
étudiée et de nombreux travaux décrivent en d&diiochimie de ses réactions. Ils nous
serviront donc de base pour I'explication des vaoretaboliques d'utilisation des sucres en
conditions cenologiques. Les levures sont des asges chimio-organotrophes, c'est-a-dire
gu’elles tirent I'énergie qui leur est nécessaedaldégradation des composés organigues qui
sont leur véritable « carburant ». Il existe ats#z la levure de vinification deux processus
producteurs d’énergie :

- La phosphorylation au niveau du substrat quit @te aérobie ou anaérobie. Elle
permet la synthése d’ATP (adénosine triphosphata) fprmation d’'une liaison ester
phosphorique riche en énergie, entre le carbonaléxju substrat et une molécule de
phosphate minéral qui est transférée sur I'ADP radée diphosphate) par

transphosphorylation pour former 'ATP. Ce proceasalieu durant la glycolyse.

- La phosphorylation oxydative qui est un procesaérobie. Elle permet la synthése
d’ATP par transport des électrons par la chaingin@®ire des cytochromes jusqu’a
I'accepteur final qui est 'oxygéne.

La dégradation des sucres par les levures, enidondes conditions d’aérobiose, peut donc
se faire par 2 voies métaboliques différentesfetmentation alcoolique et la respiration qui

commencent par une étape commune appelée glycolyse.
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Dans cette partie, nous nous intéresserons prieciemt, aprés un bref rappel sur la
glycolyse, a la fermentation alcoolique et a laduaiion de métabolites secondaires. Un

chapitre sera également consacreé a la fermentatonlique en conditions hyperosmotiques.

1 La fermentation alcoolique et sa régulation
1.1 La glycolyse

L’assimilation des sucres commence par le transgest molécules a travers la membrane
cytoplasmique vers l'intérieur de la cellule. lisng ensuite phosphorylés dans la cellule et
assimilés par la voie métabolique appelée glycolgae conduit, grace a un complexe
enzymatique, a la formation de pyruvate (figurdal.description compléte de la glycolyse
date de 1940 grace notamment aux travaux de Embtiyerhoff et Neuberg.

La glycolyse se déroule en deux parties. Dansdmiare, la molécule de glucose, aprés deux
phosphorylations et une isomérisation, est scireféeleux molécules isomeres de trioses
phosphates: la glycéraldéhyde-3-phosphate (GAR) dihydroxyacétone phosphate qui est
rapidement transformée en GAP au cours de la gigeolAutrement dit, la molécule de
glucose est transformée en 2 molécules de GAPe @&tpe induit une dépense d’énergie car

2 molécules d’ATP sont dégradées.

CeHyOg + 2 ATP . 2 GAP + 2 ADP

Dans la deuxieme partie, qui conduit a la productie pyruvate, I'énergie est récupérée sous
forme d’ATP avec formation de NADH.

2 GAP + 4ADP + 2 HPO; + 2 NAD" - 2 CH;COCOOH + 4 ATP + 2 NADH + 2 H+ 2 HO

Le bilan de la glycolyse se solde donc par unengal@ositive de 2 ATP et 2 NADH.

Le déroulement de cette voie métabolique dépenth ggésence du NAD+ (nicotinamide
adénine dinucléotide) qui est le cofacteur de yagyhldéhyde 3-phosphate déshydrogénase.
Ainsi le co-enzyme réduit (NADH), formé au coursldeéaction, doit étre continuellement
réoxydé pour assurer le bon fonctionnement de lcofjfse. En anaérobiose, cette
réoxydation s’effectue au cours de la réductionpgtuvate ou de I'un de ses multiples

produits de transformation. En aérobiose, la réatigd du coenzyme réduit s’opere par un
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transfert d’électrons sur l'oxygéne, catalysé pas domplexes enzymatiques dans les

mitochondries.
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Q Q Phosphoglucose ®-0H,C = CH,OH
Hexokinase isormérase
-—
OH 1. 2 o - OH i HO OH
HO ATP ADP
OH OH HO
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70 %
e
o
s
)
oro® ATP
(P)-OH,C o CH,O (P
ADP
HO
OH
Fructose-1,6-biphosphate
30 %
l Aldaolase
Fermentation alcoolique CH,0 =B CH,0 -
Triose phosphate
CH, ?=O isomérase CHOH
| CH,OH CHO
b i Glycéraldéhyde-3-phosphat
Dihydrooxyacétone phosphate yceraldehyde-3-phosphate
Ethanol a6 % 4 %
NAD* Pi
Alcool déshydrogénase Glycéraldéhyde
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MNADH + H* déshydrogénase
CH,O0-®
cH LilHOH
3
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kinase
ATP
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éo Pyruvate kinase CO~(P Enolase ?HO -(P Phosphoglycéro- CHOH
| | mutase
deloy :’ : (dlele] ; aleloly _-— EOh7
Pyruvate ATR ADP Phosphoénol  H:0O 2-phosphoglycérate 3-phospho-
pyruvate glycérate

Figure 1: Voie de la glycolyse et de la fermentation alpee.

1.2 La respiration

En aérobiose, le pyruvate issu de la glycolyseestpletement oxydé en G@t HO. Cette

oxydation, qui se déroule dans la matrice des indondries, est obtenue en trois étapes :

décarboxylation oxydative du pyruvate par la pytavdéshydrogénase en présence de

coenzyme A, cycle de Krebs (aussi appelé cycle 'deide citrique ou des acides
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tricarboxyliques) et chaine respiratoire. Au cowss deux premiéeres étapes, l'acide
pyruvigue, molécule a trois atomes de carbone, eloraissance a trois molécules de,CO
cing molécules de coenzymes réduits (4 NADH et IDHA et une molécule de GTP
(guanosine triphosphate) riche en énergie. L'oxggeabsent de toutes ces réactions,
n'intervient gu’au niveau de la chaine respirataiteil accepte les électrons apportés par les
coenzymes réduits. Cette troisieme étape pernidtdation d’énergie par le mécanisme des

oxydations phosphorylantes.

Le bilan énergétique de la respiration d’'une mdeécle glucose est de 36 ou 38 molécules
d’ATP : 2 proviennent de la glycolyse, 28 de la gfworylation oxydative a partir du NADH
et du FADH générés lors du cycle de Krebs, 2 de la phospdttogl du substrat au niveau de
la formation du succinate et 4 a 6 ATP provenariadgzhosphorylation oxydative a partir des

2 molécules de NADH issues de la glycolyse.

1.3 La fermentation alcoolique

L’équation globale de la fermentation alcooliquenduisant a la production de 2 molécules

d’éthanol par molécule de glucose dégradée, aéetétel des 1815 par Gay-Lussac :

CeH10s — 2 GHsOH + 2 CQ + 2 ATP

La glycolyse génére du pouvoir réducteur sous fodmeNADH qui doit étre réoxydé en
NAD®. Chez la levure, en condition anaérobie, ceciagsbmpli en 2 étapes a partir du
pyruvate provenant de la glycolyse (figure 1). Tallabord, le pyruvate subit une
décarboxylation par la pyruvate décarboxylase (d@mt cofacteur est la thiamine
pyrophosphate) pour donner l'acétaldéhyde. La s#oltape est la réduction de
I'acétaldéhyde en éthanol par le NADH, réactioralyate par I'alcool déshydrogénase.

D’un point de vue énergétique, la glycolyse sutléela fermentation alcoolique fournit donc
a la levure 2 molécules d’ATP par molécule de ghecdégradée, ce qui met a disposition de
la levure 18 & 19 fois moins d’énergie biologiquemeilisable que la respiration.
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1.4 Reégulation de la fermentation/respiration
1.4.1 Effet Pasteur

Pasteur a comparé la croissance des levures ebi@groet anaérobiose et constaté une
inhibition de la fermentation par la respiratiororéque la levure peut utiliser les sucres
indifferemment par respiration ou par fermentat{mmiquement possible pour de faibles
concentrations en glucose, ce qui n'est pas leecasonditions oenologiques), I'aération
induit une augmentation de la quantité de biomdssmée (totale et par unité de sucre
dégradée), une diminution de la production d’alegialie la consommation de sucres. Pasteur
en déduit que la respiration inhibe la fermentation

Une hypothése, pouvant expliquer cet « effet Pasteest que la respiration inhibe la
fermentation par compétition des enzymes catalysaibtla respiration, soit la fermentation
du pyruvate (figure 2). Quand deux enzymes sortoenpétition pour un méme substrat, la
constante d’affinité est un parametre décisif paarfentation de son flux métabolique vers
'une des voies. La pyruvate décarboxylase, img@edans la voie fermentaire, présente une
constante d'affinité pour le pyruvate (6 mM) supére a celle de la pyruvate désydrogénase
(0,4 mM) (Postmaet al, 1989). La vitesse de réaction enzymatique étamérsement
proportionnelle a la constante d’affinité, le pyater est préférentiellement métabolisé par
respiration par la pyruvate déshydrogénase.

Une autre explication est lI'inhibition par 'ATP slenzymes de la glycolyse et notamment de
la phosphofructokinase, ce qui entraine une acationl d’hexoses phosphorylés, un

ralentissement du transport transmembranaire desssat donc de la glycolyse.

Glucose
A A
5 | |
4 Pyruvate —— Acétaldéhyde ——» Ethanol
3
1 : Pyruvate Déshydrogén
\ Acétate =P - d M
/ 4 2 : Pyruvate Décarboxylase
AcétylCoA 3 : Acétaldehyde Déshydrogénase
4 : Acétyl CoA Synthétase
Cycle de Krebs 5 : Alcool Déshydrogenase
Co,
]

v

Figure 2: Différentes voies d’assimilation du pyruvate [zalevure (Postma et., 1989b).
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1.4.2 Effet Crabtree

Lorsque la concentration en glucose est élevéepmadans un modt de raisii, cerevisiae
ne métabolise les sucres que par voie fermentdi@ne en présence d’oxygene, la
respiration est alors impossible. Ce phénoméneguiéct par Crabtree en 1929, est appelé
répression catabolique par le glucose, ou encaneeceffet Pasteur ou effet Crabtree. Il se
traduit chez la levure par une dégénérescence deshondries, une diminution du taux de
stérols et d'acide gras cellulaires et une répoessie la synthese des enzymes
mitochondriales du cycle de Krebs et des constitude la chaine respiratoire (Ribéreau-
Gayonet al, 2004).

Par ailleurs, selon certains auteurs, le passagaétabolisme respiratoire au métabolisme
fermentaire ne serait pas d( a une répressionotieidns mitochondriales mais a la capacité
respiratoire limitée des cellules, ce qui provogume augmentation de la concentration en
pyruvate et donc une dégradation ultérieure pavdee de la pyruvate décarboxylase
(fermentaire) (Petrilet al, 1983; Urket al, 1989). En d’autres termes, si le flux de glucose
assimilé par la glycolyse ne sature pas la capalgt voies oxydatives a incorporer le
pyruvate, le métabolisme de la levure est respieatd, si la capacité respiratoire est saturée,
le glucose est transformé en éthanol par un mésabelrespiro-fermentaire.

L’effet Crabtree se manifeste ch8z cerevisiag partir de 1 g/L de glucose. La répression
exercée sur les levures de vinification dans lefitmmde raisin est telle qu'elles sont alors
contraintes de fermenter. Une levure sera dite ab@#e positive » si on observe une
répression de la respiration en cas de forte cdratemn de glucose dans le milieu de culture.
En conséquence, de I'éthanol sera synthétisé manpeésence d’oxygene. A I'opposeé, les
levures « Crabtree négatives » sont susceptibldsragionner en métabolisme oxydatif et,
méme a de tres fortes teneurs en sucres, ellesratkiipent pas d’éthanol (Fiechter et
Seghezzi, 1992).

2 La fermentation glycéropyruvique et la formation de produits
secondaires

2.1 La fermentation glycéropyruvigue : accumulatide
glycérol

Dans le vin, 92% des sucres fermentescibles sansformés en éthanol par la fermentation
alcoolique et 8% suivent la voie de la fermentatgigicéropyruvique conduisant a la
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production de glycérol, de pyruvate et d’autresdpits secondaires dérivant de ce dernier
(acide succinique, diacétyle, 2,3-butanediol, doétoacide acétique...) (Ribéreau-Gayon et
al., 2004).

La majorité du glycérol est produite durant la dégtion des cent premiers grammes de
sucres, ensuite la production est plus lente nmiptrs étroitement liée a la fermentation
alcoolique. En effet, en début de fermentatiorte sholt est ensemencé avec des levures qui
ont eu une croissance en présence d'oxygene, lavay décarboxylase et I'alcool
déshydrogénase sont faiblement exprimées (Scleindt, 1983; Sharma et Tauro, 1986§

qui limite la production d’acétaldéhyde et sa réaucen éthanol. Par ailleurs, en présence de
sulfite, I'acétaldéhyde se combine et ne peutrédeit en éthanol (Neuberg, 1948jnsi, en
déebut de fermentation, l'acétaldéhyde nécessairkoxydation du NADH fait défaut,
'accepteur final des électrons provenant de l'atigh de la GAP est alors la
dihydroxyacétone-1-phosphate qui est ensuite rédeit glycérol-3-phosphate, lui-méme
déphosphorylé en glycérol qui s’accumule (entre 9 @&/L en condition classique de

vinification) (figure 3).

Fructose-1,6-biphosphate

' :

Dihydroxyacétone phosphate Glycéraldéhyde-3-phosphate
Pi
> NAD+
NADH + H*
Glycérol-3-phosphate 1,3-Biphosphoglycérate
H,0 Cz ADP
HsPO, = 2 ATP
Y
Glycérol Pyruvate

:

Produits secondaires
(acide a-cétoglutarique,
acide succinique,
butanediol, diacétyle, etc.)

Figure 3: Voie de la fermentation glycéro-pyruvique.
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Le bilan énergétique de la fermentation glycéropigrue est nul pour la levure car les 2 ATP
formés au cours de la réaction sont nécessaireaigises pour activer le glucose dans la
premiere étape de la glycolyse. Cependant, la ptmdu de glycérol sert a la levure a
équilibrer son potentiel d’oxydo-réduction, c'egtiée sa balance NAINADH. Ce systéme
permet également a la levure d’éliminer le NADH éokentaire généré par la synthése des
acides aminés, des protéines et de certains psodaitondaires et est impliqué dans les

mécanismes de réponse au stress osmotique.

2.2 Formation de produits secondaires a partpytuvate

Chaque fois qu'une molécule de glycérol est formiEg, a également formation d'une
molécule de pyruvate qui ne peut étre réduite kanétl et engendre la formation de produits
secondaires.

2.2.1 Acide succinique

En anaérobiose, la voie d’entrée du pyruvate damydle cytosolique de I'acide citrique est
I'oxaloacétate. En effet, bien que les mitochorgirie soient plus fonctionnelles, les enzymes
du cycle de Krebs sont présentes dans le cytoplatmecarboxylation du pyruvate en
oxaloacétate est catalysée par la pyruvate car@saykt nécessite la dégradation d'une
molécule d’ATP (Ribéreau-Gayast al, 2004). Or, en anaérobiose, le cycle de Krelysene
étre complet car l'activité de la succinate désbgdnase nécessite la présence de FAD,
coenzyme strictement respiratoire (Furukawa et Kand971).La chaine des réactions
s’interrompt donc au niveau du succinate qui s’euade (formation de 0,5 a 1,5 g/L). Le
NADH, généré par le fonctionnement de cette portéhn cycle (de l'oxaloacétate au
succinate), est réoxydé par la formation de glyic@artir de la dihydroxyacétone.

Certains auteurs, considérant que l'activit€étoglutarate déshydrogénase est trés faible en
anaérobiose, estiment que les réactions oxydativesycle de Krebs sont interrompues au
niveau de [M-cétoglutarate. lls en déduisent que I'acide suguim est formé non par voie
oxydative mais par la voie réductive du cycle deb& en anaérobiose, comme cela existe
chez les bactérig€amarasat al, 2003) (figure 4) : oxaloacétate malate» fumarate—
succinate.

Cependant cette voie est vraisemblablement min@rithez la levure car la balance d’oxydo-
réduction NAD+/NADH, pendant la fermentation ne fpétre obtenue que par la voie

oxydative « normale » du cycle de Krebs (Oura, 1977

32



Pyruvate —e Acétyl-CoA

coo
HSCoA e
Voie réductive /HO—C—COO'
53]

oo ¥ |
I sz
+ (=0
MADH + H I Coo-
CH
| : Citrate
Ccoo
NAD* Oxaloacétate coor
@ |
) .%Hz
erOO' H—C—C00"
HO-—(l:—H H—C]—OH
CH; o0
(I'_ZOO' Isocitrate
Malate NAD*
@
® oo o
I MADH + H
?00' Cle
H20 (ﬁH %HZ
HC C= .
| C|500' a-Cétoglutarate
Co0 5 CO0" i
Fumarate - I - HSCoA
i |
= NAD*
FADH; CH; ® e
FAD |
coo | NADH + H*
; C—5CoA +
Succinate HSCoA GDP |
(8]
) Succinyl-CoA
1: citrate synthase GTP ¥
2-3 : aconitase ADP
4 : isocitrate déshydrogénase
5: complexe O-cétoglutarate ATP
déshydrogénase

6 : succinyl-CoA synthétase
7 : succinate déshydrogénase
8 : fumarase

Figure 4: Cycle de Krebs et formation du succinate pae véductive du cycle.
2.2.2 Acide acétique

L’'acide acétique est la principale substance dam@ecenologie sous le terme d’acidité
volatile. En effet, I'acide acétique représente 3&&4'acidité volatile des vins, les 5% restant
étant du a 'accumulation d’autres acides orgarsquadatils au cours de la vinification. Au-

dela d’'une certaine teneur, environ 0,6 g/L, l'aciacétique joue un rble négatif sur les
qualités organoleptiques des vins (Lambrechts etoRus, 2000). Lors de la fermentation
d’'un modt de raisin classiqu8, cerevisiaen produit entre 0,1 et 0,3 g/L mais la production

peut étre beaucoup plus importante lors, notamnaeng fermentation des modts liquoreux.
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La production d’acide acétique n’'est pas constatecours de la fermentation, ou il est
principalement produit au début de la réaction asead’'un équilibre d’oxydoréduction
défavorable (Withing, 1976). En revanche, lors @eséconde partie de la fermentation, la
levure pourrait consommer une partie de l'acideiqaé formé et le réincorporer dans son
métabolisme (Ribéreau-Gayehal, 2004).

La production d’acidité volatile est variable enge souches d’'une méme espéce (Shimazu et
Watanabe, 1981). Ces résultats sont confirmés paimfaet al. (1989) et Verduyret al.
(1990) qui précisent que les souches produisanbias d’'acétate étaient celles qui avaient la
plus grande activité acetyl-CoA synthétase.

En effet, l'acide acétique semble étre produit, mmaérobiose, par l'oxydation de
'acétaldéhyde par I'aldéhyde déshydrogénase (@taktEhyde déshydrogénagéyure 5)

qui est active pendant la fermentation et qui arpmfacteur le NADP+ (nicotinamide
dinucléotide phosphate sous forme oxydée). Le NAD&Hhé peut alors étre utilisé pour les
synthéses lipidiques. Cette voie sert a former 'deélyl-CoA, grace a l'acétyl-CoA
synthétase lorsque le complexe de la pyruvate déspgnase est réprimé (Llorente et de
Castro, 1977).A contrario, si les quantités d'acetyl-CoA formées sont sguEds aux
besoins de la levure, une part importante d’'acwiigue est alors produite (Remieeal,
2000).

Ethanol
NAD*
@
NADH + H* NADP+ NADPH + H*
Acétaldéhyde \@J - Acétate
HS-CoA
O, HS-CoA y/
® ®)|®
NADP*  NADPH+H+ H0
@ ;
Pyruvate Acétyl-CoA
HS-CoA o,
. Synthése
: pyruvate décarboxylase des lipides

: alcool déshydrogénase

: pyruvate déshydrogénase
: aldéhyde déshydrogénase
: acétyl-CoA hydrolase

: acétyl -CoA synthéta se

OO, WNE

Figure 5: Voies de formation de I'acide acétique.
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Une autre hypothése serait que la production déaeicktique soit issue de I'hydrolyse de
I'acétyl-CoA, issu de la décarboxylation oxydatoe 'acide pyruvique par le complexe de la
pyruvate déshydrogénase. Or, cette réaction sall@éédans la matrice des mitochondries et
elle est donc sGrement limitée en anaérobiose.

La quantité d’'acide acétique produite par une levaur cours de la fermentation alcoolique
d’'un modt de raisin est fortement influencée paspéece et la souche de levure responsable
de la fermentation et par la teneur initiale du trextisucres. En effet, plus celle-ci est élevée
plus la production d’acide acétique est grande¢peddamment de la quantité de sucres
fermentés (Lafon-Lafourcade, 1979). Le phénomémneasentué pour les modts botrytisés
(Ribéreau-Gayoret al., 1979). En effet, Botrytis cinerealibére une substance appelée
« botryticine » qui conduit a une déviation du rbétesme levurien vers la fermentation
glycéro-pyruvique et donc une augmentation de ladyetion d’acide acétique (et de
glycérol) et a une excrétion de cet acide en firfedmentation par les levures en phase de
déclin (Lucmaret, 1980).

La formation d’acidité volatile dépend également ldecomposition du milieu et des
conditions physico-chimiques. Elle augmente forteten anaérobiose, aux pH inférieurs a 3
et supérieurs a 3,4, pour des température compeiges 20 et 25°C, et lorsque le milieu est
carencé en acide pantothénique (Lafon, 1955). lDegacarences en acides aminés et en
vitamines entrainent des déviations du métabolidevairien qui s'accompagne d’une
production relativement importante d’acidité vdatfLafon Lafourcade et Ribéreau-Gayon
1977).

Un débourbage sévéere contribue également a l'augti@m de la production d’'acidité
volatile (Delfini et Cervetti 1987). Par contreadidition d’ergostérol (25 mg/L) diminue la
formation d’acide acétique p&. cerevisiael’ajout supplémentaire d’acide oléique ou de
Tween 80 (Delfiniet al., 1989) accentue ce phénoméne. Le réle de la fratipahique des
bourbes sur la maitrise de la production d’aciditiatile a également été mis en évidence par
Lavigne (1996).

Enfin, 'acide acétigue a des concentrations éleveést fortement inhibiteur des levures
(Schanderl, 1959). A faibles pH, il pénétre masseet dans la cellule causant une

acidification intracellulaire qui déclenche unetgayse (Lampen, 1966).
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2.2.3 Acétoine, diacétyle et 2,3-butanediol

Ces 3 composeés sont formés par la levure a partiadide pyruvique par condensation avec
une molécule d’acétaldéhyde actif combiné au pyssphate de thiamine et qui forme 'acide
O-acétolactique (figure 6). Le diacétyle provientldedécarboxylation oxydative de I'acide
(-acétolactique. L'acétoine résulte soit de la d#maylation non oxydative de l'acidég-
aceétolactique soit de la réduction du diacétyles Cemposés sont produits en tres faible
quantité par les levures (quelgues mg/L).

Le diacétyle (note beurrée) est une molécule daibdes concentrations (< 4 mg/L) améliore
la qualité du vin mais qui, a des concentrations @levées, a un impact négatif (Ranlkéhe
al, 1969). Par ailleurs, la majorité du diacétyle férau cours de la fermentation alcoolique
est réduite en acétoine (crémeux, lacté) et 2,8Aedliol qui sont des composés beaucoup
moins odorants (Postel et Meier, 1983, de Retal.,1989).

PP l‘ Pyruvate
Acétaldéhyde %—‘ TPP-C; — — »  o-Acétolactate
€O,
NAD*
o,
COo,
NADH + H*
TH3 TH; CH;
|
co CHOH CHOH

| o NADH + H*  NAD*
co 7N ’ -
|  NADH+H*  NAD* | \ /‘ . |

CH; CH; CH,

Diacétyle Acétoine 2,3-Butanediol

TPP : pyrophosphate de thiamine ; TPP-C2 : acétgtteactif

Figure 6: Formation de diacétyle, acétoine et 2,3-butanedi
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2.2.4 Composeés a fonction cétone et acétaldéhyde

Les composés a fonction cétone (acide pyruviqudeatl-cétoniques) et I'acétaldéhyde sont
toujours présents dans le vin et sont les principasponsables de la combinaison du dioxyde
de soufre. La synthése maximale d’acétaldéhydeca déin général durant la phase de
prolifération des levures. Elle est augmentée patempérature et un exces d'aération
(McCloskey et Mahaney, 1981) mais surtoutlpgsrésence de SQbre dans le moUt (Barbe
et al, 2000). En effet, la production d’acétaldéhyddwselx est un moyen de protection de
la levure contre le SO La production des acides cétoniques augmente aae@ld et des
températures élevés, des conditions d’anaérobibsiese carences en thiamine et en acide
pantothénique (Lafon-Lafourcade et Peynaud, 1965).

2.2.5 Acide lactique

L’acide lactique est également un produit secordasu de la réduction du pyruvate par les
lacticodéshydrogénases de la levure. Cette enzyimie esous deux formes L(+) et D(-) mais,
lors de la fermentation alcoolique, la principatenie active est la D(-) conduisant a la
formation de 200 a 300 mg/L d’acide D(-) lactiqumtte seulement quelques dizaines de

milligrammes d’acide L(+) lactique.

3 Cas particulier : adaptation au stress osmoticgl

L’adaptation du métabolisme de la levure au stoessotique est un mécanisme complexe
entrainant la régulation d’un grand nombre de gefiiesi, une étude réalisée par Erasratis
al. (2003),comparant la fermentation, par une méme soucl®& derevisiaed’'un modt a 200
g/L de sucres a celle du méme modt supplémenté gimtenir une forte concentration (400
g/L), a permis de mettre en évidence que 589 géneses 4592 testés, ont eu une expression
modifiee (au minimum d'un facteur deux). Trois ceqiarante six génes ont vu leur
expression augmenter, tandis que 243 génes l'ortiminuer. D’'une maniére générale, le
stress osmotique induit 'augmentation de la régpiades enzymes de la glycolyse et des
enzymes permettant la formation de glycérol, trése| glycogéne mais aussi d’acide acétique
et succinique. Les génes impliqués dans la syntt@s@vode purines, pyrimidines, histidine
et lysine voient leur régulation diminuer. Enfimujours selon ces auteurs, le taux de
croissance maximale ainsi que la population maxmsbnt trés inférieurs lors de la

fermentation du modt a forte concentration en sufffeasmuet al.,2003).
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Nous allons nous intéresser principalement dansclwpitre, a l'augmentation de la
production de glycérol et d’acide acétique, quigiaiuun réle important pour la cellule et pour
la qualité du vin.

Comme nous l'avons décrit précédemment, en anas®bil'acide acétique est
principalement formé a partir de l'acétaldéhyde partermédiaire de l'acétaldéhyde
déshydrogénase qui est présent sous cing isofodiffésents chezS. cerevisiae Trois
isoformes sont cytosoliques et codés par les geAeP2, ALD3 et ALD6 et deux sont
mitochondriaux ALD4 et ALD5 (Navarro-Avifioet al, 1999). Ces enzymes different par leur
spécificité d'utilisation des cofacteurs : NApour celles codées par les geA&D?2 et ALD3

et NADP' pour celles codées pAt.D5 et ALD6. L'isoforme codée paALD4 peut utiliser les

deux cofacteurs (tableau 1).

Tableau 1 Isoformes de l'acétaldéhyde déshydrogénass.dmerevisiagNavarro-Avinoet
al., 1999).

Geéne Localisation Cofacteur
ALD2 Cytoplasme NAD
ALD3 Cytoplasme NAD
ALD4 Mitochondrie NAD et NAPD
ALD5 Mitochondrie NAPD
ALD6 Cytoplasme NAPD

La délétion successive des cing genes codant pemirisoformes montre que lisoforme
cytoplasmiqueALD6 NADP-dépendant est le principal responsable dadduction d’acide
acétique au cours de la fermentation des vins $emss stress osmotique important).
L’isoforme mitochondrialALD5 NADP dépendant est également impliqué, mais daes u
moindre mesure (Blondiet al, 2002, Remizet al, 2000).

Dans les modts tres riches en sucres, c'est-asdpérieurs a 300 g/L de sucres (cas des
modts liquoreux), les levures doivent adapter leétabolisme pour résister a ce stress
osmotique important. Or, nous avons vu précédemmeatles productions de glycérol et
d’acide acétique sont dépendantes de la concenmtratitiale en sucres du modt, et que plus
celle-ci est élevée, plus la production de ces demxposés augmente.

En effet, S. cerevisiaeaugmente son accumulation de glycérol intracetkilgoour
contrebalancer la pression osmotique du milieunst &viter la sortie d’eau de la cellule vers
le milieu extérieur (Blomberg, 2000; Blomberg etléd 1992; Erasmust al, 2004; Erasmus

et al., 2003; Hohmann, 2002). Cette régulation est ctégrpar une cascade de transmission
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de signal qui aboutit a 'augmentation du niveaurdascription des genes impliqués dans la
formation de glycérol et d’acide acétique. Ainsisdforme de la glycérol-3-phosphate
dehydrogénase NADH-dépendante, codée par le @BfEL, est surexprimée pour augmenter
la production de glycérol tandis que la productidiacide acétique est accrue par la
surexpression des isoformes de l'acétaldéhyde débgdase NAD dépendantsALD2 et
ALD3 (Attfield et Kletsas, 2000; Navarro-Avifet al, 1999; Pigeau et Inglis, 200§ui ont
alors une activité supérieureAdD6 en condition de stress osmotique. Cependant, seton
travaux d’Erasmust al. (2003) sur la réponse au stress osmotiqu$.dmerevisiasur modt

de raisin, c’est I'isoforme de l'acétaldéhyde déBbgénase codée par le gékieD4 NAD”

ou NADF dépendant qui est principalement augmentée en tommsli hyperosmotiques
(multiplié par 15,5) alors que l'activité des gemddD2, ALD3 et ALD6 est respectivement
augmenteée par 2,6, 5,9 et 3,7.

En conditions hyperosmotiques, l'activité de I'atdéhyde déshydrogénase semble étre
principalement due aux isoformes NADdépendant. Dans ces mémes conditions,
'augmentation de la production de glycérol pardigcérol-3-phosphate déhydrogénase
NADH-dépendanteGPD1) génere un surplus de NAD oxydé. La productiorida acétique
permet donc a la levure d’équilibrer son potentigxydo-réduction intracellulaire en
régénérant des équivalents réduits de NADH (Midhm@t al, 1997; Remizeet al, 1999).
Inversement, le niveau de production d’acétate paetréduit en fournissant plus de NADH
dans le processus d’équilibre d’oxydo-réductionlyBet al, 2003).Ceci peut étre obtenu
indirectement en stimulant la formation de biomagse ajout d’azote en début de réaction)
qui génere un surplus de NADH au cours de la syetltes acides aminés. Ainsi, dans les
modts riches en sucres, la production d’acétateiregrsement corrélée a la population

cellulaire maximale, elle-méme reliée a la teneuazeote assimilable du modit.

Il Les levures d'intéréts oenologiques

Les levures sont décrites comme étant des champgnmicellulaires (eucaryote)
taxonomiquement hétérogenes.

De nombreuses classifications ont eu lieu depuddssification d’Hansen au début du XX
siecle, basée alors essentiellement sur des diffése morphologiques. Depuis, des
classifications incorporant des caractéristiquesnplypiques puis génétiques, grace aux
progres réalisés en biologie moléculaire, ont violeg. Ainsi, selon les deux classifications

actuellement en vigueur : Kregger-van Rij (1984ppuyant sur des tests phénotypiques, et
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Barnettet al. (2000) basée sur les tests de réassociation ADN-ADI'hybridation entre
souches, les levures sont rattachées aux AscomgycéBasidiomycétes et aux
Deutériomycétes (Champignons imparfaits) et sopantées en 81 genres comprenant 590
especes.

Seule une petite partie de ces levures sont redemudans le vin ou sur le raisin. Elles sont
réparties dans 12 genres rattachés aux levuresggpws Ascomycétes (11 dans la famille
desSaccharomycetaceas 1 dans la famille deéSpermophtoracgeet 4 genres rattachés aux
levures asporogenes Deutériomycétes dans la fada€ryptococcaceaéRibéreau-Gayon
et al, 2004)(tableau 2).

Tableau 2 Classification des genres de levures d’'intémét®logiques selon Ribéreau-Gayon
et al. (2004) d’apres la classification de Kregger-van(E384).

Famille Saccharomycetaceae Spermophtoracae Cryptococcaceae
(sporogene) (sporogene) (asporogéne)
Sous-famille] Schizosaccharomycetoidefe Nadsonioideag Saccharawiiess
Schizosaccharomyces Saccharomycodgs Saccharomydes chilletsria Brettanomyces
Hanseniaspora Debaryomyces Candida
Dekkera Kloeckera
Genre Hansenula Rhodotorula
Kluyveromyces
Pichia
Zygosaccharomyces
Torulaspora

La levure majoritairement responsable de la feratemt alcoolique en conditions
cenologiques appartient au gerBaccharomycesll est devenu courant, depuis quelques
années, de regrouper les levures « cenologiquesppartenant pas a ce genre sous le terme

de « nonSaccharomyces.

1 Ecologie des levures
1.1 Localisation des levures

Les levures sont tres répandues dans la naturlesdetrouve notamment dans les sols et a la
surface des végétaux. Les levures sont irrégulientméparties a la surface de la vigne : peu
nombreuses sur les feuilles, les rafles et lesnsaigerts, elles colonisent la pellicule des baies

en maturation. Ainsi selon Fleet (2003), les bamst les principales sources de levures non-
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saccharomyceslans les modts. Cependant, la microflore des g@sple raisin varie selon
leurs variétés et leurs origines ; la températirautres influences climatiques ; le sol, la
fertilité, lirrigation et les pratiques viticolesles dommages physiques sur les grappes dus
aux moisissures, oiseaux et insectes et aux falggcet autres traitements phytosanitaires

utilisés par les vignerons.

1.1.1 Sur la baie

Toujours selon Fleet (2003), peu de levures soggmtes sur les baies de raisin immatures
soit environ 10 & TOUFC/g. Les espéces principalement retrouvéesesubdies non mires
font essentiellement partie des gerntegptococcusRhodotorulaet Candida Il est important

de noter que ces levures font partie des rareseaégalement retrouvées sur les feuilles de
vigne (Davenport, 1974).

Au cours de la maturation du raisin, on peut olememwn changement de la population
levurienne qui conduit d’'une part a 'augmentation nombre de levures totales mais
également a I'apparition de nouveaux genres etcesp@arnetet al, 2000). A maturité, la
population de levures peut ainsi atteindre entfeetQl§ UFC/g (Prakitchaiwattanat al,
2004; Renouf, 2006; Rosiet al, 1982) et méme dépasser le§ WEFC/g dans le cas de baies
endommagées (Mortimer et Polsinelli, 1999). Les@pales levures que I'on peut retrouver
a maturité font partie des genredHanseniaspora Candida Metschnikowia
Zygosaccharomycest SaccharomycefBarataet al, 2008; Fleet, 2003; Martirat al, 1996;
Nisiotouet al.,2007; Renouét al.,2006). D’autres especes de levures peuvent cepeélan
présentes avec des fréquences moins importantest & cas de I'especEorulaspora
delbrueckii réecemment identifiée a la surface des baies da@nrgdMartins et Masneuf-
Pommaréde, communication personnelle). Contraireraenne idée trés répandue dans le
domaine cenologiqu&accharomyces cerevisiapparait dans de trés faibles proportions sur
les grappes de raisin saines et est rarement igeléa surface de grain intact. Mortimer et
Polsinelli (1999) estiment qu’environ un grain @sin sur mille est porteur de cette levure

mais que cette fréquence peut augmenter sur des dailommagées.

1.1.2 Sur le matériel vitivinicole

La présence de micro-organismes et notamment dereéevsur la surface du matériel

vitivinicole, conduisant a leur propagation dangrlelt, a été confirmée par de nombreux
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travaux (Frezier et Dubourdieu, 1992; Pretoriu€@0Il en est de méme pour la surface des
sols et des murs des chais ou les levures suivamtesiéja été isoléesTorulaspora
delbrueckii, Cryptococcus albidus, Candida sorbosaandida zeylanoides, Dekkera
anomala, Hanseniaspora uvarum, Kluyveromyces thederans, Pichia anomala,
Saccharomyces cerevisigretorius, 2000; Sabatet al, 2002; Sangorriret al, 2007).
Saccharomyces cerevisiast souvent retrouvée dans la population résidgesechais. En
effet, une étude a démontré qu'entre 30 et 60% mgsulations levuriennes apres la
fermentation alcoolique étaient déja présentes acdlsai avant la rentrée du raisin (Mercado
et al, 2007). Ceci peut s'expliquer par le fait, sanslggadu levurage reéalisé par les
viticulteurs, queS. cerevisiaeest I'espéce majoritaire en fin de fermentationest donc
quantitativement plus présente que les autres esp€ette idée est renforcée par les travaux
réalisés dans un chai par Gargbal. (2008) qui ont mis en évidence que la population de
levures dans I'air est limitée avant la fermentatb augmente au cours de la fermentation qui
est dominée par I'espé&e cerevisiae

Les conditions hygiéniques des chais apparaissemt d’'une importance capitale pour la
malitrise des populations de levures exogenes et paur la conduite de la fermentation par

le viticulteur.

1.2 Evolution de la population au cours de lanfemtation
alcoolique

Le modt de raisin représente un environnement cetmgrh nutriments mais un nombre
restreint d’espéces microbiennes peut s’y dévelogpdait des nombreuses contraintes qu'il
génere. Son faible pH et sa teneur élevée en sagmsent une sélection naturelle sur les
micro-organismes, de sorte que peu de levures &éres peuvent se développer. Les
concentrations en dioxyde de soufre, composé ajooiéme antioxydant et antiseptique,
imposent une sélection supplémentaire. En effeBQginhibe la croissance de nombreuses
souches de noSaccharomycequi sont pour la plupart peu résistantes (Hewickl, 1998;
Romano et Suzzi, 1992). Cette sélectivité est enaocrue par I'établissement de conditions
anaeérobies : certains nutriments s’épuisent etgtimntation de la teneur en éthanol
commence a éliminer les especes peu tolérantesvetiderS. cerevisiagHeard et Fleet,
1985, 1986). La température de fermentation jowdedgent un réle important. En effet, une
température élevée (30°C) induit une baisse de iVersité des noisaccharomyces,

contrairement aux températures plus froidps permettent une meilleure résistance a
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I'éthanol des norSaccharomyceset donc le développement d'un plus grand nombre
d’espéces (Erten, 2002; Gao et Fleet, 1988; Millal, 2002).L’'inoculation de souches d&
cerevisiaecommerciales joue également un réle important damisibition des souches
sauvages, méme si sa propre implantation n’esgpasitie (Reed et Nagodawithana, 1988)
La fermentation des jus de raisins peut donc &reidérée comme un procédé microbien
hétérogéne mettant en ceuvre un développement didjudm diverses espéeces de levures,
chacune affectée par les conditions physico-chiesgdu moQt et par le protocole de
vinification.

Ainsi, au cours de la fermentation alcoolique dulimde raisin, de nombreuses espéces
microbiennes se développent successivement. Digsptemieres heures de fermentation, de
nombreux travaux, réalisés dans des zones géogremzhdifféerentes, s’accordent a dire que
les levures prédominantes dans le modt font patde especesianseniaspora spp.,
Kloeckera apiculatgforme imparfaite délanseniaspora uvarumPichia spp., Candida spp.,
et Metschnikowia spffFleet, 2003; Pretorius, 200 ar ailleurs, on peut trouver en nombre
moins important bien d’autres especes telles fomrilaspora delbrueckii, Kluyveromyces
spp., Zygosaccharomyces bailli, Debaryomyces sppd&orula spp., Cryptococcus spp.,
Schizosaccharomyces pombe, Issatchenka spp., $acuiwes spp.etc..(Baleiras Coutcet

al., 2005; Di Maroet al, 2007; Fernandeet al, 1999; Fleeet al, 1984; Ganga et Martinez,
2004; Gonzalezt al, 2007; Hierroet al, 2006b; Mills et al, 2002; Nisiotou et Nychas,
2007; Zottet al, 2008). Il est également intéressant de noterpjusieurs souches d’'une
méme espéce peuvent se développer en méme terefiwi(r;, 2000).

Ces espéces nd®accharomycemiitialisent la fermentation et se multiplient guga 16-10
UFC/mL jusqu’a la moitié de la fermentation alcgoke avant de décliner (Zadt al, 2008).

S. cerevisiaalevient alors I'espece dominante, méme si desertrations résiduelles non
négligeables de I'ordre de %00° UFC/mL de levures noBaccharomycesnt déja été mises
en évidence en fin de fermentation (Baleiras Catital, 2005; Di Maroet al, 2007; Hierro

et al, 2006a).

Le déclin des noiBsaccharomyceau cours de la fermentation alcoolique était sotiassocié

a leur faible résistance a I'éthanol. Des travaégents montrent qu’il existe en fait de
nombreux mécanismes d’interaction entre levurespguivent agir de facon synergique et
moduler le développement des différentes populatéancours de la fermentation alcoolique.
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2 Interactions entre levures au cours de la fermeation alcoolique

Le molt de raisin est un écosysteme contenant debmemx types de micro-organismes
engendrant de nombreuses interactions : levuresédsylevures/champignons filamenteux ou
encore levures/bactéries. Il y a de nombreux typieseractions définis par les termes de :
commensalisme, synergisme, antagonisme, parasitisnas en cenologie l'interaction est
souvent considérée comme linhibition ou 'augméontade la croissance d’'une population
par une autre (Fleet, 2003). Les interactions peiu&te directes, par un contact physique ou
par la libération de molécules, ou indirectes aadrs des changements physicochimiques de
I'environnement provoqués par une souche pour &e féagir une autre. L'effet de ces
interactions peut étre positif, négatif ou neu8e@wertset al, 2008).

Nous nous intéresserons dans ce chapitre uniqueam&nnteractions entre levures au cours

de la fermentation alcoolique.

2.1 Ethanol

La production d’alcool pa8. cerevisia@st considérée comme le principal facteur inflagnc

la croissance des nd@accharomycesiurant la fermentation. En effet, I'éthanol agit en
modifiant les systéemes de transport actif a traleermembrane de la cellule, ce qui ralentit
I'assimilation de I'azote et paralyse la levure efldchke et Jiranek, 1992). Il inhibe ainsi la
croissance cellulaire et ralentit la vitesse denfatation. En général, les especes du genre
Hanseniaspora, Candida, Pichia, Kluyveromyces, bekowia et Issatchenkiane sont pas
tolérantes a I'éthanol des que sa concentrati@inatb-7% vol. ce qui entraine leur déclin
(Erten, 2002; Gao et Fleet, 1988; Heard et FI€#88). Cependant, certaines especes de non-
Saccharomycessont résistantes a des concentrations supériedi@ailaspora delbrueckii,
Candida stellata, Schizosaccharomyces pombe, Zggbhaeomyces baili{Ciani et Ferraro,
1998; Santo®t al, 2008). La résistance a I'éthanol peut varier d’'souche a l'autre pour
une méme espece que ce soit pBurcerevisiaeou d’autres especes n@accharomyces
(Bauer et Pretorius, 2000 ; Bisson et Block, 206%pt, 1992)et peut étre augmentée par
des températures de fermentation basses (Erte@; B et Fleet, 198&}t par la présence

de composés membranaires comme les acides gragréssat les stérols (Pird al, 2004).

44



2.2 Acides gras a courte chaine

Les acides gras a courte et moyenne chaine, comsnacides hexanoique, octanoique et
décanoique sont produits pendant la fermentaticsheeiennent, a certaines concentrations,
inhibiteurs pour la croissance & cerevisiaeet probablement des autres espéces (Bisson,
1999; Edward<=et al, 1990; Viegaset al, 1989).En effet, ces acides gras agissent sur la
perméabilité membranaire et empéchent les échamgesla cellule et le milieu, notamment
par inhibition du transport des sucres (Salmbal, 1993).La production de ces acides varie
selon l'espéce et la souche (Lambrechts et Preto@000; Lemaet al, 1996) et peut
influencer la croissance des levures.

Certains acides gras a longue chaine en C18 (atétpie avec une double liaison et acide
linoléique avec deux doubles liaisons) sont, qaaeix, considérés comme des activateurs de

la fermentation (Ribéreau-Gayenal, 2004).

2.3 Activité « killer »

ChezS. cerevisiagplusieurs types de toxines killer sont connus : K2, K3 et K28 (Young,
1987). Le groupe d'activité K2 est de tres loiplies largement répandu chez les souches de
S. cerevisiagencontrées dans le vin. La toxine K2 est uneagyatéine de 16 kDa, active
entre pH 2,8 et 4,8 avec un maximum d'activitéesaiR et 4,4, celle-ci est donc active au pH
du modt et du vin. La toxine K2 agit sur les cakilsensibles par liaison a un récepteur
pariétal, puis translocation sur un récepteur mamdire, entrainant une interruption du
transport couplé des acides aminés et des prdtaaiglification du contenu cellulaire et des
fuites de potassium et d'ATP par formation de patass la membrane plasmique. Ces
altérations fonctionnelles entrainent la mort delle en deux ou trois heures apres le contact
avec la toxine (Ribéreau-Gayenal, 2004).

Les levures dites killer sécretent dans le milies toxines protéigues capables de tuer les
souches dites sensibles. Par ailleurs, les souvhgsroduisant pas de toxine mais, étant
résistantes a celles-ci, sont dites neutres. Lanit@jdes travaux sur le caractere killer des
levures concernerfs. cerevisiagGutierrezet al, 2001; Musmanneet al, 1999; Shimizu,
1993; van Vuuren et Jacobs, 1992). Cependant, antimeiver des études dans lesquelles des
levures norSaccharomycegrésentent un caractere killer, y compris envess kkvures

appartenant a des genres différents, conineerevisiae C'est le cas, par exemple, de
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I'espéceHansenula anomalacapable d'inhibe6. cerevisiagRosini, 1985), ou encore de
Pichia anomala Kluyveromyceswickerhamij Hanseniaspora uvarunet Candida spp
(Comitini et al, 2004; Fleet et Heard, 1993; Zagetal, 2001).

Bien que l'expression du phénotype Kkiller ou seesifune souche est dépendant de
nombreuses conditions physico-chimiques et du gsusede vinification, il semblerait que
les interactions de type killer peuvent modulevdition des différentes souches et especes
au cours de la fermentation (Fleet, 2003). Cepemndan véritable réle est sujet a controverse
car, d’'une part, seules les cellules en phaseaissance sont sensibles a la toxine et, d’autre
part, la toxine K2 est détruite a température d@evihactivée en présence de composés
phénoliques et facilement adsorbée par la bent¢Baere, 1992). De plus, il a été rapporté
que l'implantation d’'une souche sélectionnéeSdeerevisiagpossédant I'activité killer n’est
pas garantie et que certaines souches commercedesjbles ou neutres, s’implantent
facilement méme en présence de levures killer tansodt. Il est néanmoins recommander

de prendre ce facteur en compte pour la sélectsrayures (Ribéreau-Gayehal, 2004).

2.4 Autres composeés toxiques

Outre I'éthanol, les toxines Kkiller et les acidgas a courte chaine, de hombreux composés
sont produits par les levures au cours de la fetatien alcoolique du molt comme des
enzymes, des protéines, des glycoprotéines, de&dd’'aacétique et de I'acétaldéhyde. Si
individuellement ces composés ont des pouvoirsbitéurs plus ou moins forts pour les
levures, leurs combinaisons et leurs actions syqeeg pourraient jouer un réle important
dans les mécanismes d’inhibition (Bisson, 1999; &diwset al, 1990; Fleet, 2003; Ludovico

et al, 2001. Perez-Nevadet al. (2006) ont étudié la croissance HEnseniaspora
guilliermondii et Hanseniaspora uvaruran culture mixte ave8. cerevisiaelLeurs travaux
montrent que les noBaccharomycemeurent précocement si elles sont en contact ae®c d
levuresS. cerevisiaezivantes. Ce phénoméene de mort précoce est égaleatesuvé pour
des cellules dHanseniaspora guilliermondicultivées dans des surnageants provenant de
cultures mixtesS. cerevisiae / H. guilliermondiiCette équipe exclut le facteur éthanol et
I'inhibition par toxines killer de type K1, K2 eta8 pour expliquer la mort précoce des non-
Saccharomycest propose une autre hypothése, a savoir la présencaotécules toxiques

sans préciser leur nature.
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2.5 Limitation nutritionnelle

La limitation nutritionnelle, c'est-a-dire la dinuition de la disponibilité des nutriments, est un
facteur qui module I'écologie des levures au codes la fermentation. En effet, le
développement des premieres levures dans le moiihwk ses sources de nutriments et le
rend moins favorable pour la croissance des alaveses.

Par exemple, les ndBaccharomycesemblent moins tolérantes a I'affaiblissement aluxt
d’oxygene disponible qué. cerevisiae La disparition de l'oxygene résiduel du modt,
provoqué par la croissance importanteSiecerevisiaepourrait ainsi contribuer a la mort
précoce des levures n@accharomyce@Hanseret al, 2001). Les besoins & cerevisiaen
oxygene ont été établis aux alentours de 5 a 1Q..nfgp effet, I'oxygene favorise la
formation des stérols et des acides gras non safappelés facteurs de survie) qui sont des
composes indispensables a la stabilité des paesidedures et donc importants pour le bon
déroulement de la fermentation alcoolique. Les 8aneharomycegui se développent durant
les premieres étapes de la fermentation, utilisEnacides aminés et les vitamines du mo(t et
peuvent ainsi diminuer la croissance &serevisiaeCeci a déja été observé dans certains
travaux sur jus de raisin, ou le développementKdigeckera apiculataa entrainé une
diminution importante de thiamine et autres mictdments, conduisant a une faible
croissance dé&. cerevisiagBisson, 1999; Mortimer, 2000Rar ailleurs, la croissance des
levures peut, au contraire, étre augmentée patiitac protéolytique et pectolytique de
certaines especes qui hydrolysent les protéingeaines du modt, pouvant alors servir de
substrat pour la croissance levurienne (Charoerstal, 1997; Dizy et Bisson, 2000). La
mort précoce, suivie de l'autolyse des r&@amccharomycesest également une source de

nutriments pour la croissance levurienne : protiaeides nucléiques et acides aminés.

2.6 Contact cellulaire (« cell-cell contact ») cetmpétition
pour I'espace

L’interaction de type « cell-cell contact » estteut décrite comme ayant un impact sur le
développement des cellules mais son role dansdacia de provoquer la mort cellulaire
d’'une population est peu discutée.

Des travaux concernant des co-inoculations e8treerevisiaed’'une part, et les espéces
Kluyveromyces thermotoleraes Torulaspora delbrueckiid’autre part, ont été réalisés il y a

quelques années par une équipe de chercheurs damaligré des taux de croissance
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similaires, les auteurs ont constaté un arrét dadrtation plus précoce et une concentration
cellulaire maximale plus faible pour les deux eggésonSaccharomyceen culture mixte
par rapport a leur culture pure. Une autre étudésée par la méme équipe de chercheurs,
avec les mémes souches, a permis de mettre emégitlemort précoce, apres 48 heures, des
deux nonSaccharomycedans leur culture mixte respective a&aerevisiaeCette derniére

ne présente aucun déclin de sa population sur uréedle 10 jours. Les auteurs, n'ayant
constaté aucune inhibition des deux r&accharomycesors de leur développement en
culture pure dans divers milieux pré-fermentésquétures mixtes, excluent une limitation en
nutriments ou la présence de composés inhibitearsne [I'éthanol pour expliquer ce
phénomeéne. Par ailleurs, ils ont constaté qu'il waita inhibition de Kluyveromyces
thermotoleranset Torulaspora delbrueckiseulement lorsqu’elles étaient en présence de
fortes populations viables & cerevisiageet que le fait d’'isoler physiquement la souch&de
cerevisiae dans un boudin de dialyse ne permettait pas Bittbn des deux non-
Saccharomycedls ont ainsi proposé, pour la premiére fois,uuimécanisme du type « cell-
cell contact » puisse étre a l'origine de I'inhitwt de levures nosaccharomyces par S.
cerevisiaedans des conditions cenologiques (Nissen et ArneRO3; Nisseret al, 2003).

lIs ont, par ailleurs, formulé une autre hypothgsavant étre la cause de la mort précoce de
ces 2 norSaccharomycegui serait une inhibition par compétition pourspace avees.
cerevisiae.

La méme équipe de chercheurs a également étuddériportement ddanseniaspora uvarum
en culture mixte ave$. cerevisiaeSelon eux, le confinement imposé par les cellulakles
deS. cerevisiasur les cellules tHanseniaspora uvarutimite la croissance de ces dernieres
(temps de génération supérieur de 15% pour lesleglconfinées par rapport aux cellules
non confinées). L'espace de culture disponible poumicroorganisme est alors considéré
comme un parametre de compétition entre difféereegpgeces dans un écosystéme donné. Ces
travaux montrent que la limitation d’espace disptsijoue un réle sur la croissance des
levures (Arneborgt al, 2005).

Par ailleurs, une autre étude a montré que, duranfermentation réalisée en co-inoculation,
la biomasse des. cerevisiaeet de Kloeckera apiculataétait inférieure a leur biomasse
respective en culture pure. Cependant, la présda& cerevisiadors de la fermentation
mixte a permis d’augmenter la persistance de lareemonSaccharomyce@Mendozaet al,
2007).Des résultats similaires ont été trouvés Baly et al. (2008) lors d’'une co-inoculation

Torulaspora delbrueckii / S. cerevisia@ec une population maximale 8e cerevisiaglus
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faible et une persistance derulaspora delbrueckiaccrue pour la modalité mixte, par
rapport a leurs fermentations en cultures purgseses.

2.7 Quorum sensing

Le quorum sensing est un mécanisme par lequel &dsiles microbiennes peuvent
communiquer entre elles et ainsi réguler la croissales populations. Bisson (1999) suggeére
donc que ce phénomeéne doit étre pris en considargiur étudier les interactions entre
micro-organismes au cours de I'élaboration du @ependant, méme s’il a été établi chez les
levures que certaines molécules comme le bicarbofsitmulateur de la méiose et de la
sporulation) (Hayashét al, 1998; Ohkuniet al, 1998), I'acétaldéhyde (synchronisateur du
métabolisme levurien) (Richardt al, 1996) et le cation ammonium (coordinateur de
croissance) (Palkovet al, 1997) peuvent intervenir dans la communicatidneclevures, des
études complémentaires doivent étre réalisées pomnaitre leurs potentiels d’action au

cours de la fermentation alcoolique.

3 Propriétés oenologiques des naBaccharomyces
3.1 Impact potentiel au cours de la fermentaticoolique

Dans les années 1960, les levures Saneharomycesgtaient essentiellement considérées
comme des levures d’altération car elles étaienvesat isolées sur des modts ayant subi un
arrét de fermentation ou encore sur des vins aescpdofils sensoriels anormaux (Castelli,
1954). Depuis les vingt derniéres années, gracamment aux progrés realisés dans le
domaine de la biologie moléculaire, de nombreutsded écologiques ont été réalisées et ont
permis de reconsidérer le véritable role des Saocharomyceau cours de la fermentation
alcooligue. Comme nous l'avons vu précédemmentleasres norSaccharomycesont les
levures majoritaires des baies de raisin et peuvtrd détectées tout au long de la
fermentation alcoolique (Egkt al, 1998; Fleet, 2003; Fleadt al, 1984; Heard et Fleet,
1985; Pardoet al, 1989; Pinaet al, 2004; Zottet al, 2008). Lors d’'une fermentation
spontanée avec la flore indigene, ces levuresSamtharomyceprédominent dans le modt
durant la phase pré-fermentaire ainsi qu'au débuadermentation alcoolique, avant que la
levure S. cerevisiaene se développe et acheve la fermentation. La mme des non-
Saccharomycegpendant le début de la fermentation alcooliqusskaigénéralement des

empreintes sur la composition finale du vin d’atitplus que certains travaux ont mis en
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évidence la présence résiduelle d& 1@ UFC/mL de levures noBaccharomycesn fin de
fermentation (Baleiras Coutt al, 2005; Di Maroet al, 2007; Hierrcet al, 2006b). De plus,
des études ont révélé que les souche$S.deerevisiaaitilisées comme starter ne sont pas
toujours capables de prendre le dessus sur la gopuindigene qui domine la fermentation.
Son impact sur la composition finale du vin estralwés important (Constarei al, 1998;
Egli et al, 1998; Ganga et Martinez, 2004; Gutierreizal, 2001; Querolet al, 1992;
Santamariat al, 2005; Schitz et Gafner, 1994). De nombreusesgtodt ainsi été réalisées
pour déterminer I'impact de ces levures sur la amsitpn aromatique et les propriétés
sensorielles des vins (Ciaei al, 2010; Domizioet al, 2007; Renoukt al, 2007; Swiegers
et al, 2005).

3.2 Propriétés aromatiques

De nombreux scientifiques se sont intéressés aogrigtés aromatiques des levures non-
Saccharomycest a leurs impacts sur la qualité organolepticggewns (Cabrerat al, 1988;
Ciani et al, 2010; Ciani et Ferraro, 1998; Ciani et Maccardfi98; Ciani et Picciotti, 1995;
Domizio et al, 2007; Egliet al, 1998; Fleet, 2003, 2008; Herragt al, 1990; Lemeet al,
1996; Renoufet al, 2007; Rojaset al, 2001; Romaneet al, 2003b; Roman@t al, 1992;
Romanoet al, 1993; Swieger®t al, 2005; Vianaet al, 2008; Zohre et Erten, 2002). De
nombreuses études ont ainsi mis en évidence lepadiif des levures noSaccharomyces
dans la composition des vins comme par exemplgirentation de la complexité aromatique
(Cabreraet al, 1988; Herraizt al, 1990; Lemeet al, 1996; Morencet al, 1991; Vianaet

al., 2008).

3.2.1 Production d’arbmes d’intérét

En effet, les levures noBaccharomycepeuvent moduler la composition aromatique du vin
de plusieurs facons :

- Métabolisme des composés du modt ;

- Hydrolyse enzymatique ;

- Autolyse et bioadsorption.

Le métabolisme secondaire des levures 8aoceharomycegntrainent la formation d’'une

centaine de composés comme : des alcools supérimgesters, des acides organiques, des
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aldéhydes, des cétones, des amines ou des compogfés volatiles (Lambrechts et
Pretorius, 2000; Nykanen, 1986; Swiegersl, 2005). La production de ces composés varie
en fonction des souches et especes de levurestasli

Plusieurs especes n@accharomycesnt ainsi été décrites pour leur forte aptitugeaduire
des esters (Rojaat al, 2001; Roja%t al, 2003) qui sont des composés aromatiques jouant un
r6le organoleptique important dans le vin car ppalement responsables de la note fruitée
(Rapp et Mandery, 1986). Par exemple, les espgestanant aux genrétanseniasporaet
Pichia peuvent estérifier plusieurs alcools comme ['éttaleogéraniol, I'alcool isoamylique
et le 2-phényl-éthanol (Rojast al, 2001), ce qui entraine une production totale tdies
supérieure a celle dé&accharomyces cerevisia@/iana et al, 2008). Des souches
d’Hanseniaspora guillermondii, Hanseniaspora osmaoalet Pichia membranaefaciemst

éte décrites pour leurs fortes productions d’aeédat 2-phényléthyle et d’acétate d'isoamyle
(Moreira et al, 2005; Rojaset al, 2001; Vianaet al, 2008). Cependant, la production
importante d’esters par ces levures est souvemciges a une forte production d’acétate
d’éthyle indésirable en trop forte concentratiorl9-200 mg/L) pour la qualité des vins. En
effet, selon Plateet al. (2003) les levures qui produisent le plus d’aetdlisoamyle :
Kloeckera apiculata, Hansenula subpelliculcst&KIluyveromyces marxianusont les levures
qui produisent également le plus d’acétate d’éthykns les mémes conditiosrulaspora
delbrueckij Pichia membranaefaciens et Candida guillermorsdint caractérisées par une
faible production de ces deux esters.

Les alcools supérieurs sont également des compgsieésontribuent positivement a la
compléxité aromatique des vins jusqu’a une tenel8a mg/L (Rapp et Mandery, 1986). La
production des différentes especes de &aceharomycesst généralement faible pour ces
composes. Certains auteurs (€ilal, 1996; Herraizt al, 1990; Moreiraet al, 2008; Viana

et al, 2008) ont ainsi mis en évidence une faible prtdncde propanol, d’alcool
isobutylique, de butanol, d’alcool isoamylique, eikanol et d’alcool phényléthylique par les
especes suivanteslanseniaspora uvarunKloeckera apiculatat Torulaspora delbrueckii.

La production d’acides gras volatils (acide octgnej décanoique, caproique, caprylique et
caprique) par les levures n@accharomyceset en particulier les espéces suivantes :
Zygosaccharomyces bailii, Kloeckera apiculata, 3okaccharomyces sppt Torulaspora
delbrueckii, est généralement plus faible que celleSlecerevisiagHerraiz et al, 1990 ;
Ravaglia et Delfini, 1993).
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Les levures peuvent également influencer le paniimatique des vins par leurs activités
enzymatiques qui peuvent générer la libérationbdees variétaux a partir de composés
inodores du mo0t (précurseurs d’aromes). Cepentiangnnaissance de la diversité et de la
complexité de ces réactions n’est pas encore olame établie (Hernandez-Org¢ al, 2008;
Swiegerset al, 2005).

Parmi ces réactions, la libération des terpénelagstis étudiée. Les monoterpéenes d’alcool
comme le citronellol, le géraniol, le linalol et érol, sont naturellement présents dans les
modts de Muscat, Riesling et autres variétés blesicleur conférant des arébmes fruités,
épicés et végétaux. Cependant, une grande propattiaces composés est liée au glucose et
forme des composés inodores. Les glycosidases (eolmfiglucosidase) produites par les
levures permettent de couper cette liaison et ldehrer les terpenes volatils qui ont un impact
sur les caractéristiques du vin. Cette productianievselon les especes et les souches mais
certaines especes commerulaspora delbrueckiiHanseniaspora spp., Debaryomyces spp.
et Brettanomyces spppeuvent produire plus de glycosidases §ueerevisiaet jouent donc

un réle important dans la libération des terperadatis (Fiaet al, 2005; Gonzalez-Pombet

al., 2008; King et Richard Dickinson, 2000; Maicadviteo, 2005; Mendes Ferreied al,
2001; Rodriguezt al, 2004; Rosiet al, 1994; Swiegeret al, 2005; Vasseroet al, 1989;
Villena et al, 2007).

Des études sur la production de poly-galacturoresde [3-D-xylosidase par différentes
souches de noSaccharomycesontrent que ces activités enzymatiques peuvenutisées
pour augmenter la qualité des vins (Fernareted, 2000; Manzanarest al, 1999; Strausst

al., 2001). Par ailleurs, les levures peuvent encooelyire d’autres enzymes comme des
estérases, des décarboxylases, des sulphites agésictles protéases et des pectinases qui
pourraient agir sur la composition aromatiques idu@haroenchagt al, 1997; Fernandeet

al., 2000; Strausset al, 2001). Des études complémentaires semblent néasmo
indispensables pour appréhender leurs véritables.ro

La libération des thiols volatilf4-méthyl-4-sulfanylpentan-2-one, 3-sulfanylhexaall
acétate de 3-sulfanylhexyl) par les levures Bacscharomycesa été tres peu étudiée. Elle

implique une activité cystéine lyase cl&zerevisiae

Enfin, bien que de nombreux travaux soient encéeessaires, il semblerait que les levures
non-Saccharomycesqui composent une partie de la biomasse levueiean fin de
fermentation, soient impliguées dans la modulattsomatique du vin par autolyse et

bioadsorption, au méme titre gBecerevisiae
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3.2.2 Deéfauts organoleptiques

Par ailleurs, plusieurs nddaccharomycegeuvent étre a I'origine de défauts olfactifs perida
les différentes étapes de la vinification : dedarfentation alcoolique a I'élevage des vins, et
étre ainsi considérées comme levures d'altératias. ardbmes a défaut olfactif produits
peuvent étre par exemple une grosse productionidgd’aacétique, d’acétate d’éthyle,
d’acétaldéhyde, d’acétoine, de phénols volatilemeore de sulfure d’hydrogene (Du Toit et
Pretorius, 2000 ; Fleet, 1992 anseniaspora uvarum, Kloeckera apiculatandida stellata

et Saccharomyces ludwigdnt été décrites pour leurs fortes productionsétate d'éthyle,
d’acide acétique et d’acétoine au cours de la fetatien alcoolique (Ciani et Maccarelli,
1998; Ciani et Picciotti, 1995; Herragt al, 1990; Plataet al, 2003; Romanet al, 2003a).
Lors du stockage et vieillissement des vins, lagmée d’'oxygene dans les barriques ou les
cuves peut favoriser un développement rapide dacide levures oxydatives (ou faiblement
fermentatives) appartenant généralement au geéarglidaou Pichia. Ces espéces oxydent
I'éthanol, le glycérol et les acides et formentgilandes quantités d’acétaldéhyde et d’acide
acétigue (Fleet, 2003). Le vin en bouteille peudlément étre colonisé par des espéces
fermentaires commeZygosaccharomycesBrettanomyces (Dekkera), Saccharomyass
Saccharomycode€es especes peuvent provoquer I'apparition de sfdgou de gaz mais
aussi d'esters et d’acides provoquant un défawactlf (Sponholz, 1993). Les espéces du
genreBrettanomyces (Dekkerapnt associées a la production de composés at adfactif :

les phénols volatils. lls sont formés a partir éegles phénoliques contenus dans le vin.
Ainsi, une premiere enzyme, la cinnamate décarlageylpermet la transformation de I'acide
para-coumarique en 4-vinyl-phénol (gouache, caauicltbrilé) et de I'acide férulique en 4-
vinyl-gaicol (clou de girofle, amande grillée). Cdsux composés sont cependant peu
odorants. Les composés les plus désagréablesesdréthyl-phénol (cuir, écurie, encre) et le
4-éthyl-gaiacol (épice, caramel brQlé). lls sontrfés respectivement a partir du 4-vinyl-
phénol et du 4-vinyl-gaiacol, par lintermédiairéuie enzyme que l'on retrouve
principalement chez les especes du geBrettanomyces(Dekkerg : la vinyl-phénol
réductase (Chatonnet al, 1992; Chatonneét al, 1995; Diaset al, 2003; Suarezt al,
2007) D’autres especes sont cependant capables de mradksr éthyls phénolsCandida
cantarelli, Candida wickerhamii, Debaryomyces haniseKluyveromyces lactis et Pichia
guillermondii (Dias et al, 2003). De plus, l'autolyse des levures, apres la fermamtat

alcoolique, peut étre une source significative deronutriments pour la croissance des
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levures d’altération (Charpentier et Feuillat, 1p88spécialement pour celles appartenant au
genreBrettanomyceg§Guilloux-Benatieret al, 2001).

3.3 Autres propriétés cenologiques

Certaines levures ndBaccharomycesnt été décrites non pas pour leur production d'&a®
spécifiqgues mais pour d'autres propriétés toutesiantéressantes pour la qualité des vins.
Par exemple,Torulaspora delbrueckia été décrite pour la « pureté » de sa fermentation
caractérisée par une tres faible production d’a@détique, d’acétoine, de diacétyle et
d’acétate d’éthyle (Ciani et Ferraro, 1998; CianPeciotti, 1995).Candida stellatgoroduit
qguant a elle des teneurs élevées en glycérol (&blgl, 2003) supérieures au seuil du golt
sucré (5,2 g/L pour les vins secs) (Noble et Blrsi®84).Schizosaccharomyces pondété
décrite pour sa capacité a réduire I'acide malif@iani, 1995 ; Munyon et Nagel, 1977 ;
Peynaud et Sudraud, 1962 ; Rankine, 1966)XKletyveromyces thermotolerangour sa
capacité a acidifier les vins (Mot al, 1990).Hanseniaspora uvaruret Hanseniaspora
guillermondii ont quant a elles été décrites pour leurs prawiétuctophiliques (Ciani et
Fatichenti, 1999) tout comm&andida stellataet Zygosaccharomyces bail{Ciani et al,
2000; Sousa-Diast al, 1996).

4 Utilisation des nonSaccharomyces inoculation mixte avec S.
cerevisiae

Comme nous l'avons vu précédemment, les levuresSaacharomycegouent un role
important au cours des fermentations spontanéegpgortant de la diversité et de la
complexité aromatique. Cependant, les fermentatiapentanées sont difficilement
contrdlables d’'un point de vue microbiologique etipent conduire a I'arrét de fermentation
ou au développement de levures d’altération. D’'utreacoté, la suppression totale, ou du
moins l'inhibition, des souches n@accharomycemdigénes par ajout de doses importantes
de SQ et levurage avec une souche commercial®.d=erevisiaepeut réduire la complexité
aromatique finale des vins.

L’emploi de levures noisaccharomycegour orienter le profil aromatique des vins a détic
envisagé. Cependant, I'étude des différentes espédee levures noSaccharomycesa
engendré un grand nombre de travaux qui s’accoaédire que, méme s’il y a des caracteres
aromatiques ou technologiques spécifiques pouregpéce donnée, il peut également y avoir

des variations importantes entre les souches dn@me espéce. Il est donc nécessaire de
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faire un «screening » pour sélectionner les saicpesentant des attributs positifs
(production importante d’esters, faible productbacide acétique...) et rejeter celles avec
des attributs négatifs (production importante déusel d’hydrogéne, phénols volatils, acide
acétique...). En partant de ce principe, les espepgartenant aux genreorulaspora,
Hanseniaspora, Candida, Pichia, Zygosaccharomykésyveromycegpeuvent contribuer a
améliorer la qualité des vins et complexifier saudpuet aromatique (Ciani et Maccarelli,
1998; Jollyet al, 2003; Romanet al, 2003a).
Cependant, ces levures, intéressantes de part prasiétés spécifiques, ont un point
commun : des aptitudes fermentaires limitées (Cérivlaccarelli, 1998; Ciani et Picciotti,
1995; Jollyet al, 2003; Plateet al, 2003; Vianaet al, 2008).Leur utilisation en culture pure
engendre donc dans la majorité des cas des aretdeminentation. La réalisation
d’inoculations mixtes entre une souche de levure-S@ccharomycesélectionnée et une
souche de levureS. cerevisiaesélectionnée apparait donc comme la solution edpalr,
d'une part, moduler les propriétés aromatiques @u par action de la souche non-
Saccharomyce®t, d’autre part, « sécuriser » la fermentation @etion de la souch§.
cerevisiaequi achéve la fermentation alcoolique. Deux teghes sont proposées pour
réaliser ces inoculations mixtes : la co-inoculatiou les deux types de levures sont inoculés
en méme temps, et I'inoculation séquentielle oadache de levure ndBaccharomycesst
inoculée en général quelques jours avant la so8cteerevisiael utilisation d’inoculation
mixte nécessite la mise en place d’'un critere tkcién supplémentaire afin de s’assurer que
les deux types de levures utilisées ne présentastdinteraction négative qui pourrait
engendrer l'inhibition de la croissance d’une levpar 'autre.
De nombreux auteurs ont travaillé sur les inocoleti mixtes norgaccharomyces / S.
cerevisiae avec diverses espéces a®n-Saccharomycesdécrites pour leurs propriétés
aromatiques ou technologiques lors de la fermamtasiicooligue du vin. Le tableau 3
présente une liste non exhaustive des différeatatix relatant ce type de fermentatiBar
exemple, Torulaspora delbrueckia été utilisée en co-inoculation avé&: cerevisiagour
réduire l'acidité volatile des vins liquoreux (BebBt al, 2008) et augmenter la qualité
organoleptique des vins (Herragt al, 1990), Schizosaccharomyces pombeur dégrader
'acide maliqgue du molt (Snow et Gallander, 19#lyyveromyces thermotolerammour
acidifier les vins (Kapsopouloet al, 2007),Candida stellatgpour augmenter la production
de glycérol (Ciani et Ferraro, 199&8)anseniaspora uvarum (Kloeckera apicula&)Pichia
spp pour complexifier I'ardbme des vins (Clementeehezet al, 2005; Moreiraet al, 2008),
Pichia kluyveripour augmenter la teneur en thiols volatils (Agfahal, 2009)..etc.
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Tableau 3 intéréts de [l'utilisation des ndBaccharomycesn inoculation mixteavec S.

cerevisiae.

Espeéce utilisée en
association avec
S. cerevisiae

But

Références

Candida cantarellii

Augmentation teneur en glycérol

Toro et Vazquez (2002)

Candida pulcherrima

Modulation aromatique

Jolly et al. (2003); Zohre et Erten (2002)

Candida stellata

Augmentation teneur en glycérol

Ciani et Ferraro (1995, 1998); Ferraro et al. (2000)

Modulation aromatique

Soden et al. (2000)

Debaryomyces vanriji

Augmentation teneur en géraniol

Garcia et al. (2002)

Hanseniaspora
guilliermondii

Modulation aromatique

Zironi et al. (1993)

Hanseniaspora uvarum
(Kloeckera apiculata)

Modulation aromatique

Ciani et al. (2006); Herraiz et al. (1990); Mendoza
et al. (2007); Moreira (2005); Moreira et al. (2008);
Zironi et al. (1993); Zohre et Erten (2002)

Issatchenkia orientalis

Réduction teneur en acide malique

Kim et al. (2008)

Kluyveromyces
thermotolerans

Réduction production acide
acétique

Ciani et al. (2006); Mora et al. (1990)

Augmentation acidité totale

Kapsopoulou et al. (2007)

Pichia fermentans

Modulation aromatique

Clemente-Jimenez et al. (2005)

Pichia kluyveri

Augmentation teneur en thiols
volatils

Anfang et al. (2009)

Pichia anomala

Modulation aromatique

Kurita et al. (2008)

Schizosaccharomyces
pombe

Dégradation acide malique

Ciani (1995); Magyar et Panic (1989); Snow et
Gallender (1979); Yokotsuka et al.(1993)

Torulaspora delbrueckii

Réduction production acide
acétique

Bely et al. (2008); Ciani et al. (2006); Lafon-
Lafourcade (1981); Salmon et al. (2007)

Modulation aromatique

Herraiz et al. (1990)
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[l L’'espéceTorulaspora delbrueckii
1 Connaissances géneérales sur I'espeberulaspora delbrueckii
1.1 Classification / Caractéristique génétique

Le genreTorulasporaa été défini par Lindner (1895) peu aprés le démg travaux de
Hansen sur la taxonomie des levures &t $iécle. Ce genre a ensuite été incorporé, ainsi
que le genr@ygosaccharomyceatans le genr&accharomycegar Lodder et Kregger-van Rij
(1952), puis a été redéfini par van der Walt etadoisen (1975). L’histoire du genre
Torulasporaest donc intimement mélé aux genf&sccharomycest Zygosaccharomyces
dont il est tres proche (Barnett, 1992 ; Yarrow4)98

Aujourd’hui, selon les deux classifications acterlent en vigueur : Kregger-Van Rij (1984)
et Barnettet al, (2000), le genre Torulaspora fait partie de la sous-famille des
Saccharomycetoideaefaisant elle-méme partie de la famille d&accharomycetaceae
rattachée aux levures sporogenes Ascomydidbkeau 2). Par ailleurs, le genfrerulaspora
est composé de 6 especds delbrueckii T. globosaT. franciscae T. microellipsoidesT.
pretoriensiset T. maleeagKurtzman, 2003 ; Limtongt al.,2008).

L’espéce T. delbrueckii est trés proche de l'espé& cerevisiaed’'un point de vue
morphologique et phénotypique, au point qu’elleitéappelée, avant la classification de
Kregger-Van Rij (1984)Saccharomyces rosdteci est confirmé pafugelsang (1997) qui
propose une identification des levures du raisidwevin basée sur une série d’observations
morphologiques et de tests phénotypiqué&s. delbrueckii et S. cerevisiaesont alors
uniquement différenciées par leur capacité a aksgint lysine (figure 7). L'especéd.
delbrueckii est également génétiguement proche de I'esBeamerevisiaecomme il a été
rapporté par certains auteurs par comparaisonglerées (Bellockt al, 2000; Jamest al,
1996; Odeet al, 1997).
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T. delbrueckiiest une levure respiro-fermentaire, Crabtree pesit’est a dire qu’elle est
capable de dégrader les sucres par fermentati@sgtation (Alves-Araujet al, 2007). Elle

est caractérisée par des levures rondes de pigiilles produisant des ascospores ronds. Son
génome est constitué de six chromosomes dontlla &st comprise entre 800 et 1600 kb
(Oda et Tonomura, 1995).

Par ailleurs, la fabrication d'un hybrid&€. delbrueckii / S. cerevisiapar fusion de
protoplastes est possible, et a permis d’obtererlewure cumulant la résistance a I'éthanol de
la soucheT. delbrueckiiet la capacité a degrader le fructose de la soBcherevisiagSantos

et al, 2008). En utilisant la méme technique, Luetal. (1999) ont obtenu un hybride plus
résistant au stress osmotique, en conditions diéiqaions, que les souches dedelbrueckii

etS. cerevisia@yant servies a sa fabrication.

1.2 Ecologie

T. delbrueckiiest une levure que I'on peut isoler a partir dmibeux produits alimentaires,
comme les jus de fruits et les produits lactés (Radt al, 1992). On la trouve aussi
naturellement dans les modts de raisin de difféeenariétés et régions, méme si elle ne
constitue pas I'espéce majoritaire (Baleiras Coetoal, 2005; Di Maroet al, 2007;
Fernandezt al, 1999; Ganga et Martinez, 2004; Gonzadeal, 2007; Xufreet al, 2006).T.
delbrueckiiest également présente dans la pate a pain de saige blé ou elle est la levure

non-Saccharomycels plus abondante (Almeida et Pais, 1996b).

1.3 Résistance a différents stress

T. delbrueckiiest une espece qui présente des capacités damésis de nombreux stress.
Elle a été déecrite comme étant osmotolérante, al§@nte et résistante aux sels. Grace a ces
propriétés, elle est utilisée de fagon industripber la formation de pate a pain (Hernandez-
Lopezet al, 2003 ; Lucceet al.,1999 ; Oshimat al.,1987).

Hernandez-Lopeet al (2003)ont étudié la capacité de 2 souched ddelbrueckiia lever la
pate a pain et I'ont comparée a celles de 2 soudb8s cerevisiaeommercialisées pour la
panification. Selon euxy. delbrueckii présente une meilleure capacité, c'est-a-dire une
meilleure production de Gml CO,/g de cellule), surtout pour des pates tres sucpé0

g/L) grace a sa meilleure capacité d’osmotolérasadon ces auteurs, le principal polyol
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osmorégulateur chek. delbrueckiiest le glycérol (comme che&x cerevisidemais ils ont
également trouvé de faibles quantités d’arabinitelgalactitol et de méthyl-galactitol.
Selon eux, la meilleure résistance au stress oguoetleT. delbrueckiis’explique par le fait
que la réponse a ce stress est Iégérement diftedentelle dé&. cerevisiaeD’une part, car
elle augmente plus rapidement sa concentratioradeliulaire de glycérol durant les
premiéres heures du stress (taux de productiorD6@¢dmin/g de cellule contre 20 a 30 pour
S. cerevisiag et cela malgré une concentration intracellulgptes faible avant le stress
osmotique (1mg/g de cellule contre 4mg/g de celjpbair S. cerevisiae D’autre part,
I'hnyperaccumulation intracellulaire du glycérol timue pendant moins longtemps que chez
S. cerevisiaee qui entraine une différence importante de cunaton de glycérol dans le
milieu extérieur.
Les auteurs ont ainsi émis I'hypothése que, caetrant aS. cerevisia®u le glycérol a un
réle dans le contr6le du potentiel d’oxydo-réductidnsell et al, 1997), le glycérol joue
uniquement un réle dans I'ajustement osmotique Gheelbrueckii
D’autres auteurs ont émis la méme hypothése enaétuld réponse au stress osmotique de
Zygosaccharomyces rouXifbhenet al, 1999). Une autre hypothése concernant cette espec
serait qu’elle retient mieux le glycérol & I'intéuir de la cellule (Zyl et Prior, 1990).
De plus,T. delbrueckiia souvent été décrite pour ses capacités de teyamtoce (Almeida et
Pais, 1996a ; Sasaki et Ohshima, 1987). La congélahtraine une fracture de la membrane
cellulaire et une destruction de I'organisationludalre par formation de cristaux de glace
(Groutet al, 1990). Selon Hernandez-Lopetzal (2003),T. delbrueckiiest cryotolérante et
conserve une meilleure activité fermentaire §ueerevisia@aprés congélation. Ces résultats
seraient liés a la capacité a préserver le trébafisacellulaire. En effet, le tréhalose est un
composé impliqué dans la tolérance au stress SheerevisiadSinger et Lindquist, 1998),
incluant le stress osmotique (Houretaal, 1998) et la préservation de la viabilité lorslae
congélation (Hincet al, 1990). CheZ. cerevisiagla mise en contact des levures avec les
nutriments lors de la préparation de la pate c@sgeintraine une mobilisation rapide du
tréhalose par hydrolyse et donc une perte de peaioce (Shimaet al, 1999; Van Dijcket
al., 1995). La stabilité des cellules de levures de delbrueckiilors de la congélation
entrainerait donc une mobilisation plus lente @éhatose lors de la fermentation et donc une
perte de performance réduite (Hernandez-Logteal., 2003). Ces résultats sont en accord
avec Almeida et Pais (1996a) ¥bkoigawaet al. (1995) qui ont montré que des souches
cryotolérantes dd. delbrueckiiavaient une plus faible activité tréhalase que stegches
sensibles.
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Par ailleurs, des tests de croissance sur milieélosgs ont mis en évidence qie
delbrueckii,outre sa résistance au stress osmotique et ay &@dalement des propriétés de
résistance aux sels, propriétés importantes erfigation, car elle peut se développer en
présence de 2M de sorbitol, 2M de KCI, 2M de NaClO&M de chlorure de lithium,
contrairement &. cerevisiagapidement inhibée (Hernandez-Lopszal, 2003; Hernandez-
Lopezet al, 2007).

2 Connaissances cenologiques sur I'espélcarulaspora delbrueckii

2.1 Aptitude fermentaire

Ciani et Maccarelli (1998) ont décrit la vigueur féementation comme la quantité maximale
d’éthanol qu’'une souche donnée est capable de ipeoein présence d’'un exces de sucre. lls
ont ainsi montré, au cours de leurs travaux susd@hes d&. delbrueckiigue cette espece
est caractérisée par une grande hétérogénéitéggoparameétre. En effet, la majorité des
souches testées ont produit des quantités d’étltmmaprises entre 7 et 10 % (v/v). Certains
auteurs ont cependant observé des productions isupsr d’éthanol par l'especeé.
delbrueckii: jusqu'a 12 % (v/v) (Cabrerat al, 1988; Herraizet al, 1990) ce qui est
particulierement remarquable pour une levure 8aneharomyces

Par ailleurs, I'espécd. delbrueckiiest caractérisée par un taux de croissance et une
population maximale plus faible q&e cerevisia€Bely et al.,2008; Ciani, 1997 ; Ciamt al.,
2006 ; Ciani et Piccioti 1995).

2.2 Propriétés aromatiques

Des études sur le profil aromatique des saoeharomyce®ont montré que l'especeé.
delbrueckiiavait un impact positif sur la qualité organolgpé des vins (Ciani et Maccarelli,
1998; Ciani et Picciotti, 1995; Herradz al, 1990; Morencet al, 1991). En effet, cette espece
produit peu de composés défavorables a la quagéviths comme I'acétaldéhyde, I'acétoine,
I'acide aceétique, I'acétate d’éthyle et les phénalkatils (Cabreraet al, 1988; Cianiet al,
2006; Ciani et Maccarelli, 1998; Ciani et Picciolt995; Herraizt al, 1990; Martinezt al,
1990; Peynaud, 1956; Plagaal, 2003; Shinoharat al, 2000).

Par ailleurs, des travaux ont été réalisés dabsiiele comparer la production d’esters de 5
souches dé&. delbrueckiiet 9 souches d8. cerevisiaeau cours de la fermentation alcoolique

d’'un milieu synthétique mimant la composition d’'omodt (Vianaet al., 2008). Selon ces
61



auteurs, il n'y a pas de différence significativetre ces deux especes concernant la
production d’acétate d’esters (acétate d’éthylsotbutyle, d’isoamyle et de 2-phényléthyle)
maisT. delbrueckiiproduit moins de caproate d’éthyle et cinq foigspile caprylate d’éthyle.
D’autres auteurs, ayant également travaillé suremisynthétique ont mis en évidence une
faible production d’esters fermentaires comme faieed’isoamyle et les butyrate, hexanoate
et octanoate d’éthyle pour 2 souchesTdelelbrueckiiHernandez-Ortet al, 2008; Plateet

al., 2003).Deux autres études realisées sur modts avec ucbesdeT. delbrueckiiont mis

en évidence une faible production d’esters paecetpece (Herraiet al, 1990; Morenoet

al., 1991)

Ces deux auteurs ont également évalué la produdtadoools supérieurs pdr. delbrueckii
Selon Herraizt al. (1990), T. delbrueckiiproduit plus de : 1-propanol, isobutanol, 3-ethoxy
1-propanol et 2 fois plus de phényl-2-éthanol (big/L) queS. cerevisiag58 mg/L). La
production totale d’alcools supérieurs (308 mg/&f) alors supérieure a celle 8ecerevisiae
(267 mg/L). Elle produit cependant moins de 2-mkfhputanol et 3-méthyl-1-butanol.
Moreno et al. (1991) trouvent des résultats similaires avec pirogluction totale d’alcools
supérieurs importante 434 mg/L comparée a 350 &tmdg/L pour les deux souches 8e
cerevisiaetestées dans les mémes conditions. lls trouvealeégnt une production de
phényl-2-éthanol (37 mg/L) supérieure a celle d&s Rerevisiae 20 et 9 mg/L. Enfin, selon
Ciani et Picciotti (1995), une souche @iedelbrueckiia produit plus d’alcool isoamylique
(42,4 mg/L) qu'une souche d& cerevisiag29,6 mg/L) lors de la fermentation alcoolique
d’un mo0t stérilisé.

Par ailleurs, selon Hernandez-Ore al. (2008), T. delbrueckiiproduit peu d’acides gras
volatils comme les acides isovalérique, butyrigiexanoique, octanoique et décanoique.
Seule la production d’acide isobutyrique (0,72 ML 2-méthylbutyrique (14,6 mg/L) est
supérieure a celle de 2 souchessdeerevisiae

Ces auteurs ont également étudié I'aptitudd ddelbrueckiia libérer les arbmes variétaux.
Ainsi, selon Hernandez-Ortt al. (2008),T. delbrueckiiest caractérisée par une forte activité
B-glucosidase. La fermentation d’'un milieu synthé¢igauquel a été ajouté un mélange de
précurseurs aromatiques extraits de 4 cépagesetiffe a permis de mettre en évidence la
forte production par cette espece de composeés #ogues tels que : le Riesling acétal, le
vanillate d’éthyle, I'acétate de terpényl, yanonalactone, la-décalactone, I'eugénol, le 2-
phénoxyéthanol, le dihydrocinnamate d’éthyle, desinaliols, le farnesol, la vanilline,
I'isoeugénol, la 3-ox@-ionone et If-terpinéol. Toujours selon ces auteurs, les virterals

sont alors caractérisés par des arébmes de fruissesale noix de coco.
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De plus, la croissance d’'une souchelTdéelbrueckiisur un milieu minimum supplémenté en
monoterpénes d’alcool a permis de mettre en évalene capacité de biotransformation de
ces molécules par cette espece, ce qui peut esttnaiie modulation du type et de l'intensité
aromatique des vins (King et Richard Dickinson, @0MPar exemple, selon ces autedrs,
delbrueckii peut transformer le géraniol en linalol Etterpinéol mais pas en citronellol
contrairement &. cerevisiagui le transforme en ces trois composés. La feratient parT.
delbrueckiipourrait donc orienter le profil aromatique desswers des arémes frais de fleurs
et de coriandre (linalol) au détriment des arbmesrake et de citron caractéristiques du
citronellol. Par ailleursT. delbrueckii,tout commeS. cerevisiagyeut transformer le linalol et
le nérol enJ-terpinéol.

Cependant, malgré un nombre conséquent d’études)ajarité des auteurs n’ont utilisé
gu’'une souche dd&. delbrueckiiau cours de leurs travaux qui sont tous réalisgsdes
matrices différentes et selon des conditions dexdetation différentes. Il est donc difficile
d’établir un profil aromatique caractéristique dette espece. Les auteurs s’accordent
cependant a dire que I'espéte delbrueckiiest caractérisée par une faible productien
composés a défauts olfactifs comme I'acétaldéhideétoine, I'acétate d’éthyle et I'acide
acétiqgue (Belyet al, 2008; Cabrerat al, 1988; Cianiet al, 2006; Ciani et Maccarelli, 1998;
Ciani et Picciotti, 1995; Herraiet al, 1990; Martinezet al, 1990; Peynaud, 1956; Plagh
al., 2003; Shinoharat al, 2000) ce qui est bénéfique pour la qualité des.vi

2.3 Capacité fructophile / Relance de fermentation

La capacité de I'espéc€. delbrueckiia relancer une fermentation arrétée a été évaluee
(Santoset al, 2008). Il apparait qud. delbrueckii,bien que plus résistante a de fortes
concentrations d’éthanol qu& cerevisiags’est révelée incapable de consommer entierement
25 g/L de fructose lorsque des levures en phasenexpielle de croissance sont introduites
dans un milieu simulant un modt arrété (pas deogleic éthanol 12%vol., 0,6 g/L acide
aceétique, 25 g/L fructose, dans un milieu de baBB)Y contrairement &. cerevisiae

Dans cette méme étude, les auteurs ont remarquéScheerevisiagque plus les différents
transporteurs de glucose étaient inhibés, plusstait de fructose résiduel. En effet, le
fructose est transporté a I'intérieur de la celjpde les transporteurs de glucose car il n’existe
pas de transporteur de fructose spécifique &heeerevisiadReifenbergeret al, 1997) ni

chezT. delbrueckii(Alves-Araujoet al, 2005). Les auteurs ont donc émis I'hypothéeselegie
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transporteurs de glucose de delbrueckiiétaient plus sensibles a I'éthanol que ceuwSde

cerevisiae

2.4 Résistance a I'éthanol

Selon Pinaet al.(2004),T. delbrueckiiprésente une grande sensibilité a I'éthanol. Cegoen
leur expérimentation a été réalisée sur un milentenant 22,5 % vol. éthanol différent des
conditions oenologiques. De plus, ces travaux sontradictoires avec ceux de Bedy al.
(2008) qui ont montré, lors de fermentation en ramculation avecS. cerevisiaegue des
souches df. delbrueckiisont capables de survivre a 14% vol. éthanol mérteus propre
niveau de production est inférieur. Enfin, selomtBaet al. (2008), T. delbrueckiiest plus
résistante a de fortes concentrations d’éthanolSjuserevisiaeclLa résistance a été évaluée
dans ce cas par la capacité de survie de levurephase exponentielle de croissance
introduites dans un milieu synthétique contenarfio 1l. éthanol plus 0,6 g/L d'acide
acétique.T. delbreckiiconserve alors 100% de viabilité aprés 2h comiguement 10% de
viabilité pourS. cerevisiae

2.5 Membrane plasmique : besoin en oxygene

La membrane plasmique, composée de lipides etipestéest un organite essentiel pour la
vie de la levure car elle constitue une barrierdrbghobe et régule les échanges entre la
levure et le milieu extérieur. La partie lipidigues phospholipides membranaires est
composeée essentiellement d’'acides gras en C16 &uqUil peuvent étre saturés, comme
I'acide palmitique et stéarique, ou insaturés conliem@de oléique, linolénique et linoléique.
La synthése des acides gras insaturés et de Itérghsouant sur la fluidité membranaire,
nécessite la présence d’'oxygene. Le fonctionnemientprotéines de transport est fortement
influencé par la fluidité des membranes. Ainsintiehissement en acide gras insaturés
favorise la pénétration et 'accumulation de cedacides aminés (Henschke et Rose, 1991).
De méme, une teneur importante en ergostérol eawn d’insaturation des phospholipides
membranaires élevé favorise la pénétration du griaans la cellule, surtout pendant la
phase stationnaire et de déclin ; ce phénomenéergdlinfluence déterminante de I'aération
pendant la phase de multiplication des levured'acinevement de la fermentation alcoolique
(Ribéreau-Gayoet al.,2004).

Mauricio et al. (1991), ont comparé la croissance et la conduittadermentation, sur un

mo(t de raisin, d'une souche de delbrueckiiet d'une souche d&. cerevisiaedans
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différentes conditions : anaérobie stricte et saémbbie avec ajout ou non d’ergostérol ou
d’ergostérol plus acide oléique. lls ont ainsi mis évidence des différences entre les deux
especes. En conditions semi-aérobies, les deuxespgnthétisent assez d’ergostérols et de
phospholipides pour leur croissance et le bon dénoent de la fermentation (13 et 10% vol.
éthanol pour respectivemest cerevisia@t T. delbrueckii. L'addition d’ergostérol et d’acide
oléigue dans ces conditions modifie peu la crossaet la capacité fermentaire. Un exces
d’ergostérol peut méme ralentir la croissance =ik, les phospholipides étant alors le
facteur limitant. En conditions anaérobies strictasbiosynthese des stérols et acides gras
insaturés est inhibée pour les deux espéces, centiaiine une diminution de I'ergostérol et
des phospholipides internes. L’inhibition est coat@lpourT. delbrueckiiqui stoppe tres vite
sa croissance (1,8 génération en 5 jours contrgéhérations en conditions semi-aérobies).
S. cerevisiaeréalise 5,8 générations en 5 jours en conditiomsém@bies contre 8,8 en
conditions semi-aérobies.
Dans ces conditions, une aération du modt induitbiasynthése d’ergostérol et de
phospholipides par les deux espéces, cependantitsance cellulaire d€. delbrueckiiest
plus stimulée que celle d& cerevisiaeDe plus, les deux levures ont une croissanceatgob
similaire a la fin de la fermentation bien q8e cerevisiaccommence sa croissance avant
I'aération efT. delbrueckiiapres, ce qui illustre sa plus grande dépendaliocry@éne.
Si l'ergostérol est ajouté seul en conditions amlaiés, il s’accumule a I'intérieur de la cellule
et augmente la croissance des deux especes. Pae,dbrinhibe la fermentation chek.
delbrueckiiprobablement car son accumulation diminue la ii@ichembranaire, ce qui géne
I'entrée du glucose. Par contre, dans ces conditibajout cumulé d’ergostérol et d’acide
oléigue augmente I'activité fermentaire des deyxeess. CheS. cerevisiaeglle est alors
similaire a celle obtenue en conditions semi-a@®kalors que, cheZ. delbrueckii,la
production d’alcool obtenue représente seuleme¥i 88 celle en conditions semi-aérobies.
Dans ces conditions, la population 8ecerevisiagest similaire a celle en conditions semi-
anaérobies alors que polirdelbrueckii elle est inférieure.
En conclusion, les auteurs ont démontré que [effi¢tibiteur de I'anaérobiose sur la
croissance et l'activité fermentaire peut étre cengg, chezS. cerevisiagpar I'addition
d’ergostérol et d’acide oléique, ce qui n'est pasads ched. delbrueckiiqui a absolument
besoin d’oxygéne pour le bon déroulement de sasaioce et de son activité fermentaire. Ces
résultats sont en accord avec Visseal. (1990) qui ont mis en évidence qliedelbrueckii
présentait un trés faible taux de croissance, sumilieu minéral supplémenté en Tween 80 et
ergostérol, en conditions anaérobies, alors qufasente un taux de croissance élevé sur le
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méme milieu en conditions aérobies. Par ailleuedors Mauricioet al. (1991), la faible
capacité dedl. delbrueckiia synthétiser des stérols et des phospholipidesoeditions
anaérobies ainsi que son besoin élevé en oxygeameagsurer sa croissance, sont impliqués
dans la disparition de cette espece au cours teFrgentation alcoolique lorsque I'oxygene
dissout disparait. Cette hypothéese est confirméeHaamsenet al. (2001) qui ont mis en
évidence queT. delbrueckii était moins tolérante a l'affaiblissement du tadimxygéne
disponible ques. cerevisiaeSelon ces auteurs, la disparition de I'oxygersadréel du modt,
provoqué par la croissance importanteSdeerevisia@n co-inoculation avet. delbrueckii,

conduit a la mort précoce de cette derniére.

2.6 Facteur killer

Peu d'études sur les interactions de type killérexploré les caracteres de delbrueckii
Une soucheT. delbrueckii testée par Heard et Fleet (1987) ne s'est révelddler, ni
sensible vis-a-vis de nombreuses especes priseorapte. Dans une autre étude, deux
souchesT. delbrueckiise sont révélées sensibles a l'activité killercdetaines souches

appartenant aux genrBghia etKluyveromycegYap et al, 2000).

2.7 Inoculation mixte et interaction enfredelbrueckiiet S
cerevisiae

T. delbrueckiiest une espece qui a attiré I'attention de nombidercheurs en oenologie
notamment pour sa faible production d’acide acétiqertains auteurs ont alors démontré
gu'il était possible de réduire I'acidité volatites vins standards ou a hautes concentrations
en sucres (vin liquoreux) en réalisant des inomrat mixtesT. delbrueckii/ S. cerevisiae
(Bely et al, 2008; Cianiet al, 2006; Lafon-Lafourcadet al, 1981).Ainsi, la co-inoculation,
c'est-a-dire I'inoculation simultanée de 2 types ldeure, réalisée avec les levurés
delbrueckii et S. cerevisiasur un modt liqguoreux de Sauternes a permis lactémh de
I'acidité volatile jusqu’a 55%, par rapport a um@culation ave@. cerevisiageet I'obtention
des 14 % vol. éthanol désiréBely et al., 2008). Selon ces mémes auteurs, le systéme
d’inoculation séquentiel, avec ajout de la souSheerevisiaecing jours apres inoculation de
la soucheT. delbrueckii,est moins performant puisqu’il conduit a une pidaun d’acidité
volatile plus importante que la modalité en co-udation et engendre surtout un arrét de

fermentation. Ces résultats sont en accord aveani @iaal. (2006) qui ont observé une
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réduction d’AV en co-inoculation et en inoculatisdquentielle. Cependant, cette derniére
modalité conduit également a un arrét de fermemtatSelon ces auteurs, la persistance
accrue deg. delbrueckiilors de l'inoculation séquentielle av&c cerevisiadimite la bonne
implantation (taux de croissance et population make plus faible qu’en co-inoculation) de
cette derniére, engendrant une fermentation lasgois avec du fructose résiduel en fin de
fermentation. En effet, en inoculation séquenti@lledelbrueckiiest I'espéce dominante, en
terme de population, pendant 10 jours et persiates de milieu pendant 28 jours avant de
dépérir, alors qu’elle commence a mourir apreseseeht 14 jours en co-inoculation. Selon
Bely et al. (2008), la souche d&. delbrueckiiutilisée en culture pure commence a mourir
aprés 6 % vol. éthanol alors qu’en culture mixte slbsiste a un niveau plus élevé jusqu’a
I'arrét de la fermentation alcoolique a 14 % vohahol.

Ces résultats sont en désaccord avec d’autresraujeu ont observé une inhibition de la
croissance et une mort précoce de I'espEcalelbrueckiien présence de concentrations
élevées d&. cerevisiaeCes auteurs ont alors associé cette inhibition phénomene de cell-
cell contact et de compétition pour I'espace eftredelbrueckiiet S. cerevisiaedont la
croissance n'est pas affectée par la présence. delbrueckii(Nissen et Arneborg, 2003;
Nissenet al, 2003). Par ailleurs, Albergaré al.,(2010) ont mis en évidence qu’une souche
de S. cerevisiagétait capable de produire un peptide pouvant arhlb croissance d€.
delbrueckii en conditions cenologiques. D’autres auteurs a#trib la mort précoce d’une
souche dd&. delbrueckii lors de co-inoculations avé&: cerevisiagnon pas a la présence de
composés toxiques mais a un manque d’oxygene (Hahse., 2001).

L’ensemble de ces travaux donne des résultats ambatoires. En effet, pour certaifis
delbrueckiiest rapidement inhibée p&r cerevisaigar différents mécanismes, alors que pour
d’autre la persistance de delbrueckiiest accrue par la présence Slecerevisiaedont la
croissance peut étre affectée. On peut cependaisepeue l'interaction entre ces levures
dépend de la souche @edelbrueckiiet de la souche d& cerevisiaaitilisées mais également

du taux et du mode d’inoculation.
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Matériels et méthodes
| Matériel biologique

Le nombre de souches dle delbrueckiidisponibles pour effectuer les diverses expérierce
évolué au cours des trois années de these. En effet quinzaine de souches étaient
disponibles a l'origine pour atteindre trente aeline actuelle. Ceci explique le fait que les
souches ne sont pas toujours les mémes selon [efriences, d'autant plus qu'il est
techniqguement impossible de tester toutes les ssyobur chaque expérience.

Nous avons ainsi utilisé, au cours de nos travénexte souchesle I'especeTorulaspora
delbrueckiiprovenant de produits alimentaires variés et d@gzehes appartenant a I'espéce
Saccharomyces cerevisiaestées dans les mémes conditions. Ces soucheprésentées
dans les tableaux 4 et 5.

Tableau 4 Souches d8accharomyces cerevisiatlisées.

Souches
Espéces - — - — Provenance Origine
Dénomination Dénomination
utilisée officielle
SB SB IOEB (Marullo et al.,2004)
ST Zymaflore ST Terroirs blanc (Sauternes)
VL3 Zymaflore VL3 Terroirs blanc (Bordeaux)
X5 Zymaflore X5 Breeding
VL1 Zymaflore VL1 Laffort Terroirs blanc (Bourgogne)
Saccharomyces BO213 Actiflore BO213 nd
cervisiae X16 Zymaflore X16 Breeding
F33 Actiflore F33 nd
Fermichamp Fermichamp DSM Food specialities Terroirs blanc (Alsace)
CLIB 154 CLIB 154 CIRM nd
X2180 X2180 YGS nd
S101 St Georges S101 Bio Springer nd

Bio Springer, France : souche commerciale

CIRM-Levures: Centre international de ressourcagaobiennes, Thivernal-Grignon, France
DSM Food specialities, Pays-bas: souche commerciale

IOEB: Collection de la faculté d’'oenologie de I'Wersité de Bordeaux, France

Laffort, France: souches commerciales

YGS: Yeast Genetic Stock, Berkley
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Tableau 5 Souches d&orulaspora delbrueckiutilisées.

Souches
Especes Dénomination Dénomination Provenance Origine
utilisée officielle
IFR5 IFR 5 DGAM Mot Tokaj
IFR7 VFR 7 Mot Tokaj
ANO4 Y01 ANO4 Y01 ADRIA Cidre
ANO7 Y01 ANO7 Y01 Yaourt
CLIB 230 CLIB 230 nd
CLIB 503 CLIB 503 Raffinerie sucre
CLIB 504 CLIB 504 Riz fermenté
CLIB 505 CLIB 505 Lait fermenté
CLIB 506 CLIB 506 Datte
CLIB 507 CLIB 507 CIRM Raisin
A2 CLIB 1134 Baie raisin (Bourgogne)
B8 CLIB 1135 Baie raisin (Bourgogne)
Cc7 CLIB 1136 Baie raisin (Bourgogne)
D7 CLIB 1137 Baie raisin (Bourgogne)
Torulaspora E7 CLIB 1138 Baie raisin (Bourgogne)
delbrueckii 31703 MUCL 31703 MUCL Mot Bordeaux
27828 MUCL 27828 nd
Cbm621 L0470 Mot Bordeaux
Lm1T10 L0544 Mot Bordeaux
Lm2T7 L0543 Mot Bordeaux
Lm1T20 L0631 Mod0t Bordeaux
Gl1 L0630 IOEB Mot Bordeaux
OXT 1 1//2 L0705 Mot Bordeaux
OXT 1 18//33 L0703 Mo(t Bordeaux
OXT 1 2/13 L0704 Mo(t Bordeaux
OXT 5 6//3 L0706 Mot Bordeaux
POM J2 L0707 Mot Bordeaux
CBS CBS 3085 CBS Mo(t Bordeaux
A nd . nd
Commerciale
B nd nd

ADRIA : Adria-Normandie, secteur recherche et déppement, Villers-Bocage, France

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Pays-bas

CIRM-Levures: Centre international de ressourcesaobiennes, Thivernal-Grignon, France
DGAM: Department of genetics and applied microbggloUniversity of Debrecen, Hungary
IOEB: Collection de la faculté d’'oenologie de I'Wersité de Bordeaux, France
MUCL: Mycotheque de I'Université catholique de Laiv, Belgique

Les levures sont stockées & -20°C et -80°C dandutes de cryoconservation NUNE
(Nunc A/S, Roskilde, Danemark), contenant un milimine YPD (extrait de levure 10g/L,
bactopeptone 10g/L, D-glucose 20g/L), supplémeméglgcérol (50%), qui protége les
cellules de I'éclatement par le froid.
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Avant utilisation, les souches sont repiquées Istégnt sous hotte a flux laminaire (Steril
Antares categorie 2, NF X44-201) et sur milieu cahYPDA (extrait de levure 10g/L,
bactopeptone 10g/L, D-glucose 20g/L, agar 20g/lgusTles milieux de culture employeés

dans cette étude sont autoclavés 30 min a 110°C.

Il Milieu de fermentation
1 Milieu synthétique

Afin de comparer les différentes expériences egltes et avoir un milieu stable sur une durée
de trois ans, l'utilisation d’'un milieu synthétigest indispensable. Le milieu synthétique
utilisé est semblable a un modt blanc. Il a été amigoint par Belyet al. (1990a ,1990b) et
modifié par Marulloet al. (2006). Les principaux composés nécessaires armaehtation y
sont réunis : sources de carbone et d’azote, seiraux, oligo-éléments et vitamines.

Des ajustements de la teneur en glucose et fructosété réalisés selon les modalités des
tests de fermentation. La majorité des expériescesmilieu synthétique ont été réalisées
avec le milieu ajusté a 240 g/L de sucres. Ce mdera appelé milieu synthétique MS.

La composition du milieu est la suivante :

- Sucres: concentration finale de 120, 240 ou 350 g/L ades concentrations de glucose et
fructose toujours similaires (D-glucose 60, 120136 g/L, D-fructose 60, 120 ou 175 g/L) ;

- Acides organiques acide tartrique 3 g/L, acide citrique 0,3 g/tide L-malique 0,3 g/L ;

- Substrats azotés 190 mg/L d’azote assimilable apporté par 0,3Q gk sulfate
d’ammonium (NH).SO, (équivalent a 63,6 mg/L d'azote assimilable) @69anl/L d’'une
solution mére de 18 acides aminés (équivalent &21R¢/L d'azote assimilable) comprenant
en g/L : Tyrosine (1,4 ), Tryptophane (13,7), Iswi@e (2,5), Acide aspartique (3,4), Acide
glutamique (9,2), Arginine (28,6), Leucine (3,7nréonine (5,8), Glycine (1,4), Glutamine
(38,6), Alanine (11,1), Valine (3,4), Méthionine, 42, Phénylalanine (2,9), Sérine (6),
Histidine (2,5), Lysine (1,3) et Cystéine (1) ;

- Sels minérauxen mg/L): phosphate de potassium JRE, (2000), sulfate de magnésium
MgSQO,, 7H,0 (200), sulfate de manganése MnSiBO (4), sulfate de zinc ZnSO7H,O (4),
sulfate de cuivre CuSQ5H,0 (1), iodure de potassium Kl (1), chlorure de d¢okaCl,
6H,0 (0,4), molybdate d’ammonium (N}dMo-0.4, 4HO (1), acide borique 803 (1) ;

- Vitamines: meso-inositol 0,3 g/L, biotine 40 pg/L, thiamitemg/L, pyridoxine 1 mg/L,

acide nicotinique 1 mg/L, acide pantothénique 1llmgcide para-aminobenzoique 1 mg/L ;
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Le pH du milieu est ajusté 3,3 par des pastillepatasse KOH, puis le milieu est stérilisé par
filtration sur membrane de nitrate de celluloséQ4n (Millipore, France) ;

Le milieu est alors enrichi en facteurs anaérobgostérol (1,5 mg/L), oléate de sodium
(0,5 mg/L) et Tween 80 (0,05 mL/L) qui permetteatsiaffranchir de I'aération nécessaire au
bon déroulement de la fermentation, et en dioxyelesalfre (20 mg/L), conformément aux

pratiques cenologiques.

2 Molts

Différents modts ont été utilisés au cours de cétiiele. Leur teneur en azote initiale a été
systématiquement ajustée a 200 mg/L d’'azote assitailpar ajout de Thiazadie(Laffort)

qui est un mélange de sulfate d’ammonium (souraeadé) et de thiamine (vitamine B1). Les

modts utilisés étaient congelés ou frais et isassdifférents cépages suivants : Colombard,
Sémillon, Sauvignon blanc ou Merlot.

Les caractéristiques de chaque moUt (cépage, @iimgélou non, concentration en sucres,
température initiale.).seront précisées pour chaque expérience.

Les modts issus de vendanges botrytisées de llatipal de Sauternes, utilisés au cours de
nos expériences, seront appelés sous le termembéidiquoreux ».

Il Fermentations
1 Pré-culture

1.1 Au laboratoire

Afin de faciliter 'adaptation des levures au milide fermentation (passage de cultures sur
milieux gélosés au milieu de fermentation liquidd)d’augmenter la quantité de levures
nécessaire a l'inoculation des différentes fernmtenta, les levures sont pré-cultivées pendant
24h a 24°C sous agitation mécanique (table agit@nibéal shaker S01, Stuart Scientific) a
150 rpm ou magnétique (table magnétique multi spddsiomag multipoint, Thermo
Scientific) a 200 rpm. Les pré-cultures (levaingiitstoujours réalisées a partir du milieu de
fermentation c’est & dire du milieu synthétiguedaumodt. Pour les fermentations réalisées
sur milieu synthétique, le milieu de pré-culturd &s milieu synthétique sans ajout des
facteurs anaérobies et du SQes expériences réalisées sur modts liquoreukisooulées a

partir de pré-cultures réalisées sur le milieuadenentation dilué au demi avec de 'eau.
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Apres 24 h, la concentration cellulaire viable Haque levain est estimée par un compteur de
particules Counter Coulter (cellules totales/mL)pat I'estimation de la viabilité cellulaire
par la méthode du bleu de méthylene. Dans ces toamsli la détermination précise de la
concentration cellulaire permet d’introduire un e identique de cellules viables,

paramétre indispensable pour comparer finemermingsiques de fermentation.

1.2 En chai

Les essais réalisés en chai ont été inoculés ia gark creme de levure » ou de levures seches
actives (LSA) avec ou sans pré-culture préalablestimation de la population viable
contenue dans la creme de levure (produite endiitedr) ou dans la pré-culture, est estimée
selon la méme méthode que pour les pré-culturdisééa au laboratoire. L’estimation de la

population a partir de LSA est estimée par étalénsen boite avec milieu YPDA (voir

chapitre IV/3/1 ci-dessous).

2 Suivi des fermentations

2.1 Suivi manuel : Erlenmeyer ou bouteille

Les fermentations sont réalisées dans des Erlemmégel00 mL dans lesquels sont versés
stérilement 75 mL de milieu inoculés aved b 10 cellules viables/mL & partir des pré-
cultures. Les micro-vinifications sont réaliséesteplicata, a température constante (17 ou
24°C selon les expériences) grace a l'utilisaticétuyes (Binder, Allemagne) et sous
agitation (magnétique ou mécanique).

La mesure réguliere (une a deux fois par jour) algpérte de poids occasionnée par le
dégagement de G{produit lors de la dégradation des sucres etgstigmnel a la quantité
d’éthanol formé) permet le suivi de la cinétiquefelenentation alcoolique. La perte de poids
par évaporation est inférieure a 2%. Lorsque leagément de C{cesse, le milieu fermenté
est centrifugé a 6000 rpm pendant 5 min a 4°C.ureagyeant est conservé a -20°C jusqu’au
moment des analyses.

La majorité de nos expériences ont été realisées des Erlenmeyers. Cependant, certaines
expériences nécessitant des volumes de fermenfaltisnconséquents ont été réalisées dans
des bouteilles de 0,25 a 1,5 L. Il est importanhdir que la fermentation dans les bouteilles

rend I'agitation impossible.
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Les différents contenants utilisés sont toujoursiples de fagon a garder un volume
liquide/air similaire (environ 0,86).
Les modalités de fermentation seront précisées gimague expérience.

2.2 Suivi automatisé : Fermenteur 1,2 L

Les fermentations sont réalisées dans des fermendeul,2 litre placés sur une installation
permettant le suivi en ligne et simultané de léfarteurs. Chaque fermenteur est installé sur
une balance de précision (Sartorius GP3202, Frandepermet le suivi de la fermentation
par mesure de la perte de poids due au dégagem&@d

Le logiciel mis au point spécifiquement pour cetistallation (Fermenteur version V4.0-
2008, Alliance Automation, France) permet, d'unerttpal’ajuster la température des
fermenteurs par pilotage d’ampoules infrarouged (¥0att) et, d’autre part I'acquisition

automatique du poids des fermenteurs toutes leg mmutes (figure 8).

sonde température

ampoule infrarouge

fermenteur

agitateur

balance

Figure 8: Installation permettant le suivi automatisé de fermentation alcoolique
(fermenteur 1,2L).
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Il est alors possible de mesurer la perte cumué€E@ mais également d’évaluer sa vitesse
de production (dC@dt) par lissage polynomial des 11 derniéres adguis du poids. Le
nombre d’acquisitions et la précision des balarf@gxl g) permettent le calcul de parametres

cinétiques avec une grande précision (figure 9).
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Figure 9: Paramétres cinétiques obtenus par I'installagiermettant le suivi automatisé des
fermentations : Vitesse (g GA/h) et CQ dégagé (g/L) en fonction du temps (h).

Les coefficients de variation des parametres icjués que I'on discutera dans ce travail sont
de 10,6 % pour la durée de la phase de latencep@fde Vmax (vitesse maximale) et 1,5 %
pour la durée de fermentation.

Les conditions de remplissage sont contréléesdafigarder un rapport volume de liquide sur
volume d’air similaire aux Erlenmeyers et boutaillee milieu est homogénéisé par rotation
a 200 tours par minute a l'aide d’'un barreau aidatdtionné par un agitateur magnétique
installé sur la balance de précision. Enfin, lasnfnteurs sont munis d’un orifice (septum)
qui permet de prélever stérilement de petitesifrastde milieu en cours de fermentation. Le
logiciel tient compte de la perte de poids, due au&levements, dans les calculs de
cinétiques.

Le fermenteur a double compartiment, dont la mis@a@int fait I'objetdu chapitre V de la
partie Résultats et Discussion, sera intégré detts imstallation automatisée.
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2.3 Suivi manuel de la densité : barrique ou cuve

Des essais en chais ont été réalisés au coursttdetltese, c'est-a-dire dans des conditions
réelles de vinification. Ces essais ont été réale@ cuve inox de 200 L ou en barrique
bordelaise de 225 L. Dans ces conditions, le sléva fermentation ne se fait pas par suivi de
la perte du poids mais par un suivi journalier dedensité couplé & une mesure de la

température du modt.

IV Dénombrement de la concentration cellulaire

Le suivi de la concentration cellulaire a été #alie differentes fagons selon les expériences.
Dans la majorité des cas, pour les cultures pdezséntation avec inoculation d’'une seule
souche de levure), la concentration cellulaireéaédluée par détermination du nombre total
de cellules/mL grace a un compteur a particulepléoa une estimation de la viabilité par
I'utilisation de bleu de méthyléne. La combinaistinces deux techniques permet d’obtenir la
concentration en cellules viables/mL. Cependarie ek permet pas de mesurer deux
populations de levures différentes dans un mémeéumilcas des co-inoculations) mais
uniquement le nombre de cellules totales du mélabgas ce cas, le dénombrement se fait

par étalement sur milieux gélosés.
1 Coulter Counter (compteur a particules)

Le Coulter Counter Z2 (Beckman Coulter) est un egipgermettant de compter et de

mesurer la taille des cellules (ainsi que le voluléulaire) dans une solution (figure 10).

Figure 10: Compteur a particules Coulter Counter Z2 (Beaki@aulter).
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La cellule de mesure est constituée par une sondeme percée d'un orifice de quelques
dizaines de microns de diametre et de deux élexdrodne située a l'intérieur de la sonde

(cathode) et l'autre a I'extérieur (anode) (figads.

résistance électrique |

cellule de

solution d'électrolyte | _Inesure

avec l'écw //"
anode _\ ) cathode

orifice =]

-

~._ particule

Figure 11: Schéma de la cellule de mesure du Coulter Couiter

Pour réaliser une mesure, la sonde est plongéelaauspension a étudier, diluée dans une
solution d’électrolyte (isoton), et I'appareil aspiun volume de 500 uL a travers la sonde.
Les particules n’étant pas conductrices, provoquenpic de résistance qui sera analysé et
compté lors du passage a travers la sonde. Larvded'impulsion de la résistance est
proportionnelle a la taille de la particule. Il edbrs possible de connaitre le nombre de
cellules/mL, le volume occupé par la populatioruléenne (uriymL), la taille moyenne des

levures...(figure 12).
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Figure 12 Graphique représentant le nombre de cellules/mioection de leur diametre,
Coulter Counter Z2 (Beckman Coulter).
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Le diametre de l'orifice est choisi au moment deliat de I'appareil (I'orifice de I'appareil
du laboratoire présente un diametre maximum de 9. |[Ll@s bornes de mesure sont
délimitées et choisies avant l'analyse : entre &,16,3 pum pourT. delbrueckii(sa taille
moyenne étant de 3 a 5 um) et entre 3 et 9 umPoerevisiadtaille entre 4 et 7 um).

Il y a trois inconvénients principaux sur cet agilal.e premier est qu'il ne différencie pas
les cellules mortes des cellules viables et le @@ est qu'il ne compte pas les amas de
levures, ce qui entraine une perte de donnéeslédaias de cellules floculantes. Le Coulter
Counter Z2 ne peut également étre utilisé poumkntfication des levures dans les milieux

avec de nombreuses particules en suspension coammsdad modts liquoreux.

2 Estimation de la viabilité cellulaire

Elle se fait par observation microscopique (Noventkhd, B-series, Pays-Bas) en présence
de bleu de méthylene.

La composition de la solution de bleu de méthylgtilesée est la suivante : 2 g de citrate de
sodium (GHsNagO7, 2H:0) ; 10 mL de bleu de méthyléne a 1 g/L et de I'@mp 100mL).
L’échantillon a analyser est dilué au demi parecstilution de bleu de méthyléne et déposé
sur lame pour observation au microscope (x400)bleai de méthylene pénétre dans les
cellules ou il est réduit sous forme incolore di@sscellules en activité. Les cellules mortes ne
possédant pas d’activité enzymatique ne modifi@stqe colorant qui reste bleu. Le taux de

viabilité est calculé en divisant le nombre deudell vivantes par le nombre total de cellules .

3 Dénombrement sur milieux géloseés
3.1 Milieu pour la culture des levures totales

L’estimation de la population levurienne totaleslales expériences sur milieu synthétique,
est réalisée par étalement sur boite de pétri cantde milieu YPDA constitué de 10 g/L
d’extrait de levure, 10 g/L de bactopeptone, 20dgLD-glucose et 20 g/L d’agar.
Contrairement au milieu synthétique qui est stérlee modt contient une population
microbienne plus ou moins importante. Pour dénombaepopulation levurienne totale
présente dans un modt, il convient d’utiliser Idieni « levure totale » qui est constitué du
milieu de base YPDA supplémenté par un antifongiglee biphényl (150 mg/L, Fluka,
France) et un antibiotique : le chloramphénicol rii/L, Sigma Aldrich, France) qui

permettent d’inhiber la croissance des champigebbsctéries contenus dans le modt.
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Le dénombrement est effectué par étalement enceugid@ce a des billes stériles, de plusieurs
dilutions successives de I'echantillon, puis corgptdes colonies des boites de pétri aprés 48
h a 25°C. Les boites comptables sont celles posséslare 15 et 300 colonies. La

concentration cellulaire est alors exprimée en WHC/

3.2 Milieu nonSaccharomyces

Classiquement, le milieu commercial « lysine » ({dxoest utilisé comme milieu non-
Saccharomycemais nous avons observeé la croissance de certainehes d&. cerevisiae
sur ce milieu lors détudes préliminaires. Le milison-Saccharomycegjue nous avons
choisi d'utiliser, pour les expériences réaliséas milieu synthétique, est un milieu YPDA
auguel on ajoute du cycloheximide (actidione) ati wn antibiotique inhibant la croissance
deS. cerevisiaeCependant, certaines n@accharomycedontT. delbrueckisont sensibles a
cet antibiotique. Chaque expérience réalisée amecsauche d&. delbrueckiinécessite donc
une expérience préliminaire pour définir préciséimanconcentration de cycloheximide a
utiliser et ainsi permettre, d'une part, la crorssade la souche de delbrueckiiet, d’autre
part, I'inhibition de la souche d®. cerevisiaeUne fois la concentration idéale obtenue, nous
avons Vveérifié que la croissance t@edelbrueckiisur milieu YPDA était similaire a celle sur
milieu nonSaccharomycesl est important de noter que bien que le nombrealenies soit
similaire entre les deux milieux, il faut quatreufe® pour voir apparaitre les colonies sur

milieu nonSaccharomycest seulement deux sur milieu YPDA.

V Controle d'implantation

Des controles d'implantation ont été réalisés ldes expériences de co-inoculatiohs
delbrueckii / S. cerevisiapour vérifier la présence, en fin de fermentatide,|'especer.
delbrueckii(PCR-RFLP des régions ITS) et de la souch& deerevisiaaitilisée (PCR-inter
DELTA). Par ailleurs, il est important de signaler qaecénfirmation de la présence d’'une
levure en fin de fermentation ne veut pas forcérdertqu’elle est encore en activité.

Le contrdle d'implantation se fait par prélevemdntn millilitre de milieu de fermentation
centrifugé (centrifugeuse Sigma 3-16K) a 6000 rpemdant 5 minutes a 4°C, puis rincé avec
de I'eau Milli-Q (Milipore) stérile, vortexé et deouveau centrifugé (6000 rpm, 5 minutes,

4°C). L'extraction d’ADN est alors réalisée a padu culot cellulaire ainsi obtenu.
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1 Extraction d’ADN : clone saver card

Pour obtenir une PCR (Polymerase Chain Reactiomjudéte, il est nécessaire d’extraire et
de purifier TADN contenu dans les échantillonsralgser. Nous avons utilisé pour cela la
carte FTA® CloneSaver™ (Whatman®BioScience, USA)pprmet un traitement rapide et
facile d’'un grand nombre d’échantillons (96 échoris par carte) ainsi que leur conservation
a long terme et a température ambiante.

Le culot cellulaire & analyser est repris dans |p0@’eau (1 mL si culot important) et @

de la solution ainsi obtenue sont déposés surrta EIA® CloneSaver™ (matrice en papier
spécialement traitée) qui est mise a sécher alitaie pendant 1h. Une fois I'opération de
séchage terminée, I'échantillon imprégné dans téegaeut étre conservé ou utilisé pour
I'extraction d’ADN. Pour cela, un punch (une pdsjild’échantillon est prélevé a I'aide d’'un
emporte-piece (Harris Micro-Pun¢h 1,2mm) et placé dans un tube PCR. Le punch est
ensuite traité par addition de 100 pL de soluti®A® Purification reagenpendant 5 minutes
sous légere agitation. Aprés avoir enleveé le sweaa) le méme traitement est effectué, puis
aprés avoir enlevé de nouveau le surnageant, lehpast rincé avec 100L d’eau sans
agitation pendant 5 minutes. Aprés avoir retirealedu tube PCR, le punch contenant
I’échantillon est prét pour la PCR.

2 PCR

2.1 PCR-RFLP des régions ITS

Chaque contréle d’implantation a nécessité la saabn d'une PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) des régions ITS (ivdeTranscribed Spacer) codant pour
I'ARN ribosomal selon la méthode décrite par Grargthal. (1999). Cette PCR permet de
différencier facilement la présence d’une cultuneepdeT. delbrueckiiet deS. cerevisia®u
d’'un mélange des deux especes apres électroplsnegel d’agarose.

Les amorces utilisées sont les suivantes : ITS-TCEGTAGGTGAACCTGCGG-3 et ITS

4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3.

Amplification :

30 uL de mélange réactionnel sont préparés par éclosmtil

Pour un échantillon le milieu réactionnel comprend
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- de 'amorce ITS 1: 0,6 pL;

- de 'amorce ITS 4: 0,6 pL;

- du mixe PCR commercial (MP Biomedicals, USA) (emant Tag-polymérase +
dNTP) : 2,4 puL;

-de l'eau: 25,4 ul;

- et le punch (échantillon).

Un thermocycleur (I-cycler, Biorad) a été utiliséup I'amplification. Le programme est
constitué d’'un cycle de dénaturation de I'’ADN (955€hdant 6 min), de 28 cycles (94°C
pendant 20 sec, 53°C pendant 20 sec et 72°C pehadaim) et d'une étape d’élongation a
72°C pendant 5 min.

Restriction paECORIL:

Une fois la PCR terminée, 8 pL d’ADN amplifié sqméleves et transférés dans un nouveau
tube PCR. Puis 7 puL de mix de restriction sontt@su
Le mix de restriction est composé par échantillon :

- de 'enzyme de restrictioBCORL (Biolabs): 0,3 pL;

- du tamporECORL (Biolabs): 1,5 uL;

-etdel'eau: 6,2 uL.

L’échantillon est alors digéré pendant 2h a 37°@Gspl0 min a 70°C (inactivation de

I'enzyme de restriction).

2.2 PCR-IntdDELTA

La PCR inte$ permet d’identifier les souches 8e cerevisiaet de pouvoir ainsi différencier
les souches commerciales utilisées des souchegemes.

La technique est basée sur I'amplification de segee d’ADN génomiques comprises entre
les éléments répété8 (Amorces 6 12: 5'TCAACAATGGAATCCCAAC3 et s 21
5'CATCTTAACACCGTATATGA3) (Legras et Karst, 2003L'amplification des régions
interd est réalisée a partir du mélange réactionnel d@l3@écrit pour la PCR-RFLP des
régions ITS mais avec utilisation des amo&ecrites ci-dessus. Le méme thermocycleur a

été utilisé pour I'amplification. Le programme esinstitué d’'un cycle de dénaturation de
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'ADN (95°C pendant 5 min), de 35 cycles (95°C pantd15 sec, 55°C pendant 45 sec et
72°C pendant 1 min 30 s) et d'une étape d’élongadid2°C pendant 4 min. Cette PCR ne

nécessite pas d’étape de restriction.

3 Migration sur gel et interprétation

Ensuite, '’ADN est séparé en fonction de sa tgilie électrophorése (Apelex ST 304) en gel
d’agarose. La concentration du gel est de 1,8 %adese dissout dans du tampon TBE (acide
boriqgue 0,09 M, EDTA 2mM, Tris pH=8 0,09 M). La mégion est effectuée dans le méme
tampon TBE sous un voltage entre 90 et 110 V. Apriggation, le gel est coloré pendant 20
minutes dans du tampon TBE avec 0,7 pg/mL de brerdigthidium (BET), puis décoloré
pendant 30 minutes dans de I'eau. Le gel est ensgistialisé sous UV (302 nm), grace a la
fluorescence du BET, et photographié grace a urarappphoto numérique (Panasonic,
DMC-FS7 10M Pixels).

Pour la PCR ITS, 'ADN amplifié avec et sans resion de chaque échantillon subit la
migration sur gel. Selon Grancéi al. (1999), la taille du fragment amplifié sans resioit

est de 850 paires de bases pBucerevisiaet 803 poufT. delbrueckii Avec restriction par
ECORL, on obtient deux fragments donnant deux bandegedupourS. cerevisiag470 et
360 paires de bases) et deux fragments de méneertaidonnant qu’une seule bande sur gel
pour T. delbrueckii(2 fois 400 paires de bases). L'illustration detérprétation est présentée

sur la figure 13.

Figure 13: Interprétation des profils obtenus par migratsar gel d’agarose apres PCR-
RFLP des régions ITS deorulaspora delbrueckijiSaccharomyces cerevisiae de mélanges
T. delbruecki S. cerevisiae.
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La migration sur gel aprés amplification des régioried donne un profil différent selon les

souches d&. cerevisia¢Nesset al, 1993).

VI Caractérisation génétique des souches.dkelbrueckii

La PCR-RFLP des régions ITS, décrite ci-dessusmeerde différencier I'espéecd.
delbrueckiide I'espéceS. cerevisiaanais ne permet pas de différencier les souches. de
delbrueckii entre elles. Ce chapitre décrit quelques méthadesamment utilisées pour
différencier les levures noBaccharomyceau niveau de la souche mais jamais utilisée pour
'espéceT. delbrueckii L'application et la comparaison de ces différenteéthodes sur
I'espéceT. delbrueckiiferont I'objet d’'un chapitre (Chapitre |, parti@gultats et Discussion)
de cette these.

Ce travall a été realisé en collaboration avec|€ddiot-Sertier de I'équipe microbiologie de
'UMR 1219, INRA, ISVV (Villenave d’Ornon, France).

1 Extraction d’ADN

Les souches sont cultivées pendant 3 jours a 24A€ ti0 ml d’YPD liquide, puis les cultures
sont centrifugées a 5000 g pendant 10 minutes.cuésts sont lavés deux fois avec du
tampon TE (10 mmol/L Tris-HCL, 1 mmol/L EDTA pH8)es acides nucléiques sont alors
extraits selon le protocole décrit par Cocoéh al. (2000) et quantifiés en utilisant un

spectrophotomeétre Biorad SmartSPpeMarnes la Coquette, France).

2 Conditions des PCR

L’ADN extrait des souches d&. delbrueckiiest soumis a plusieurs PCR : 5 PCR-RAPD
(Ramdom Amplification of Polymorphic DNA) a partie 5 amorces différentes : M13, M14,
Coc, OPAQ2 et OPAQ9 (Yet al., 1997 ; Zapparolet al., 2000) et 2 PCR fingerprinting
utilisant les amorces microsatellites (GTG)5 et (33 (Baleiras Coutet al., 1996) (tableau
6).
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Tableau 6 Présentation des conditions des différentes BiliRées.

Amorces Cycles PCR
Concentration Premier cvcle Nombre Dernier
Type de PCR Nom Séquence amorces dans ~  ; Y Cycle cycle:
. o dénaturation de cycles :
mixe réaction extension
M13 ~ D:94°C, 1 min
RAPD . 5-GAGGGTGGCGGTTCT-3' 2 umol/L 94°C, 5 min H: 45°C, 1 mil 40 72°C, 5rm
(Zapparoli et al., 2000) E: 72°C. 2 mil
M14 D: 94°C, 1 min
RAPD ; 5-GAGGGTGGGGCCGTT-3' 2 pmol/L 94°C, 5 min H: 45°C, 1 min 40 72°C, 5rm
(Zapparoli et al., 2000) E: 72°C. 2 min
Coc D: 94°C, 1 min
RAPD : 5-AGCAGCGTGG-3' 0.8 umol/L 94°C, 5min H: 40°C, 1 mil 32 72°C, 10 min
(Zapparoli et al., 2000) E: 72°C. 2 mil
OPAO2 D: 94°C, 1 min
RAPD 5-TGCCGAGCTG-3' 4 pmol/L 94°C, 5 min H: 36°C, 1 mil 39 72°C, 10 min
(Yu et al.,, 1997) E: 72°C, 2 mil
OPAO9 ~ D:94°C, 1 min )
RAPD 5-GGGTAACGCC-3’ 4 pmol/L 94°C, 5 min H: 36°C, 1 mil 39 72°C, 10 min
(Yu etal., 1997) E: 72°C, 2 mil
Fingerprinting avec (GTG)5 D: 95°C, 15 sec
amorces . (GTG)5 0.2 pmol/L 95°C, 5 min H: 55°C, 45 sec 35 72°C, 4 min
. . (Baleiras Couto et al., 1996) .
microsatellites E: 72°C, 1.5 min
Fingerprinting avec (GAC)5 D: 95°C, 15 sec
amorces (GAC)5 0.2 pmol/L 95°C, 5min H: 45°C, 45 sec 35 72°C, 4 min

(Baleiras Couto et al., 1996)

microsatellites E: 72°C, 1.5 min

D : dénaturation, H : hybridation ; E : élongation

Les réactions sont réaliseées dans un volume fim&5duL pour les PCR-RAPD et 50 pL pour
les PCR Fingerprinting, contenant 10 mmol/L TristH#G0 mmol/L KCI, 1,5 mmol/L
MgCl,, 0,1% Triton X100, 0,2 mg/mL BSA, 3,12% Glycérd)2 mmol/L de chaque dNTP,
2,5U Tag-Polymérase (Q-BlOgene, Montreal, Canaddes amorces. Un thermocycleur
Biorad est utilisé pour I'amplification. Aprés aniation, 10 pL des produits PCR sont
analysés sur gel d’agarose a 3% (Eurobio, Les Bliance) dans du tampon Tris-acétate
EDTA 1X (40 mmol/L Tris-acétate, 1Immol/L EDTA pH&)110 V pendant 1,5 h.

3 REA-PFGE (Restriction Endonuclease Analysis-Puls&ield Gel
Electrophoresis)

Les échantillons d@. delbrueckiisont préparés par croissance des souches dans & mL
milieu YPD liquide avec agitation pendant 3 jour84C. Les « plugs » sont préparés selon
le protocole décrit pouBrettanomyces bruxellensigar Miot-Sertier et Lonvaud-Funel
(2007). Un demi plug de chaque souche est digézé awenzymes de restriction différentes
(Sfi I, Apal et Not I), selon les instructions du fabriquant (New Endl&iolabs, Beverly,
MA, USA). L'ADN chromosomique digéré est séparé ptactrophorese en champ pulsé
avec systéme Chef-DR Tl (Biorad). L’électrophorése est réalisée & 10°Csdan gel
d’agarose a 1% (Pulse Field Certified Agarose, &lpdans un tampon TBE 0,5X (0,1 mol/L
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Tris, 0,09 mol/L acide borique, 0,01 mol/L EDTA pH8 6V/cm : temps de pulsations : 70s
pendant 15h et 120s pendant 11 h. Les chromosoa8s akrevisiaey NN295 (Biorad) de

tailles connues sont utilisés comme standards.

4 Analyse du profil électrophorétique et estimationde la relation
génétique entre les souches

Les gels d’agarose sont colorés pendant 10 miraates agitation dans du tampon TAE 1X
ou TBE 1X contenant 0,7 pg/mL de bromure d’éthidiomis décolorés a I'eau pendant 2 a 3
h. Les gels sont révélés sous UV a 302 nm et prapbges par un Transilluminateur Infinity
1000 (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, France) pbanalyse des profils électrophorétiques.
Les distances génétiques entre les profils soetrmé@iées selon la matrice présence/absence
des fragments et selon la fraction de fragmentsagés (k) en utilisant le modéle DICE
(Nei et Li 1979) défini comme ,=1-(2ny/(ny+ny), ou Ry est le nombre de fragments
partagés par 2 profils x et y, et @t n, sont les fragments observés dans les profils x et
respectivement. Cette matrice de distances gémstigst obtenue en utilisant le logiciel Bio-
1D (Vilber Lourmat).

VIl Analyse des produits de la fermentation

1 Analyses courantes (sucres, éthanol, acidité watile, dioxyde de
soufre)

Les analyses courantes ont été réalisées par teatare SARCO, laboratoire accrédité
COFRAC (comité francais d’accréditation) depuis 3gprogramme 78, accréditation N°1-
0588 portée disponible sumww.cofrac.f).

- Le titre alcoométrique volumique (TAV % vol) esesuré par transflexion dans le proche
infra rouge (1000 a 2700 nm) (Spectra Alyser, Axfld-rance). La transflexion réunit deux
techniques d'analyse : la transmission et la rigfltexPour le dosage de l'alcool, quatre
longueurs d'onde sont utilisées et donc sélectiempar 4 filtres.

- L'acidité volatile (AV) est constituée par la pardes acides gras appartenant a la série
acétique qui se trouve dans les vins soit a lldie¢, soit a I'état salifié. Les acides concernés
sont principalement I'acide acétique mais aussatades formique, propionique et butyrique.
L’acidité volatile est déterminée chimiquement aprdistillation par une méthode
colorimétrique (absorption a 460 nm) a l'aide d'appareil a flux continu (Sanimat,
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Montauban, France) et exprimée en g/L £88y. L’AV étant composée a 95% d’acide
acétigue, nous transformerons les valeurs expriméggl d’'HSO, en g/L d’acide acétique.

- Le dosage des sucres réducteurs résiduels dgérémmr colorimétrie en flux continu
(Sanimat, Montauban, France).

- Le dosage du dioxyde de soufre total et libreégsiiement réalisé par colorimétrie en flux
continu (Sanimat, Montauban, France). On appelxydie de soufre total I'ensemble des
différentes formes de dioxyde de soufre présenses de vin a I'état libre (#$0;, HSG;,

SOs*) ou combiné & ses constituants.

2 Azote assimilable (azot&l-aminé + azote ammoniacal

L’azotea-aminé (acides aminés primaires) est dosé seloréthode colorimétrique a I'ortho-
phtaldialdéhyde décrite par Dukes et Butzke (198&zote ammoniacal est déterminé par
méthode enzymatique (R-Biopharm, Roche, Germany).

Ces dosages ont été effectués par le laboratoiRCE®A

3 Glyceérol et glucose/fructose

Le glycérol, le glucose et le fructose sont dos@snpéthode enzymatique en utilisant les kits
enzymatiques suivants : glycérol (R-Biopharm, Gera glucose/fructose (Bohringer
Mannheim, Roche). Le mode opératoire suivi estigalconisé par le fournisseur.

Ces dosages ont été réalisés au laboratoire SARCO.

4 Esters fermentaires

Le phényl-2-éthanol et les esters fermentairesst@edire les acétates de phényléthanol,
d’'isoamyle et d’héxyle, et le butyrate, 'hexangdtectanoate et le décanoate d’éthyle, sont
dosés selon la méthode décrite par Bertetral (1978).

Cette analyse nécessite 50 mL d’échantillon ci&apfr centrifugation, auquel est ajouté 1 mL
de 3-octanol a 100 mg/L. Les esters sont aloraigxiavec un mélange d’éther/hexane.

Les étapes nécessaires a I'extraction, c'est-afdijaut d’éther/hexane, 'homogénéisation
par agitation pendant 5 min et la séparation dehlzse organique dans une ampoule, sont
répétées trois fois. Ensuite, les molécules soatyaées par un chromatographe VARIAN
CP3800, équipé d'une colonne capillaire VARIAN CR%7 CB (60 m x 0,25 mm x 0,40

um) et couplé a un détecteur FID.
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Le dosage des esters a été fait par le laboré8@iRCO.

5 Thiols volatils

Le dosage des thiols volatils 4MSP (4-méthyl-4suffpentan-2-one), 3SH (3-sulfanylhexan-
1-ol) et A3SH (acétate de 3-sulfanylhexyl), esteetfie, au laboratoire SARCO, sur 50 mL de
milieu selon la méthode mise au point par Tominagaal. (2000) et modifiée par le
laboratoire. Aprés extraction, les échantillonstsojectés dans un chromatographe en phase
gazeuse couplé a un spectrométre de masse (H®&alekard 5890-11). L'analyse en

chromatographie est effectuée avec une colonne BF@g, 60 m x 0,25 mm, 0,28n).

6 Composes volatils majeurs

Une autre méthode de dosage des composés volatiés @ilisée pour caractériser le profil
aromatique de difféerentes souchesTdalelbrueckiisur milieu synthétique (Chapitre 11.2.5,
partie Résultats et Discussion), en collaboratia@cd Université de Saragosse (Espagne) qui
a réalisé ces analyses. Cette méthode s’appuide spirotocole proposé par Ortega al
(2001). Elle permet, a partir d’un échantillon deB de doser :

- Acétaldéhyde, acétoine, diacétyleg-tutyrolactone ;

- Les alcools supérieurs suivants : isobutanolpadldsoamylique, phényl-2-éthanol, 1-
butanol, 2,3-butanediol et alcool benzylique ;

- Les esters suivants: acétate disoamyle, sutxinde diéthyle, les lactate, 3-
hydroxybutyrate, butyrate, hexanoate et octanoatbyle, et I'acétate de phényléthyle ;

-Et les acides gras suivants: acides butyriquebutyrique, hexanoique, octanoique,
décanoique et isovalérique.

Apres extraction au dichlorométhane, les échansllsont analysés par chromatographie en
phase gazeuse a l'aide d’'un chromatographe HeRéatkard 5890 series Il (Avondale, PA),
avec un détecteur FID et équipé d’'une colonne DB-\(8& m x 0.32 mm x 0.5m) (J&W,
Folsom, CA) et d’'une pré-colonne 2 m x 0.53 mm.

Les composés purs, utilisés pour I'analyse qudivitales composés volatils, proviennent de
différents distributeurs : Aldrich (Gillingham, UX Sigma (St. Louis, MO), Fluka (Buchs,
Switzerland), Poly Sciences (Niles, IL), Lancas{Btrasbourg, France), et Chemservice
(West Chester, PA).
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7 Thiamine

Le dosage de la thiamine (vitamine Bl) a été réadis laboratoire Aquanal (Laboratoire
Aquitaine Analyses, Pessac, France) par CLHP (Carognaphie Liquide Haute
Performance) avec dérivation post-colonne en thauk et détection par fluorescence, selon
le principe de la norme NF EN 14122.

Pour doser la thiamine libre, 10 pl d’échantillonilieu synthétique en fermentation), apres
centrifugation a 6000 rpm pendant 5 minutes poumigér les levures en suspension, sont
directement injectés dans le systeme CLHP puis ém@ar la phase mobile dans une
colonne : C18 (4.6 mm*150 mm, 5um). Pour obtenithiechrome fluorescent, la thiamine

(molécule non fluorescente) est alors oxydée dd’a’'une réaction post-colonne utilisant une
solution d’hexacyanoferrate Ill de potassium atdaBe par une solution d’hydroxyde de
potassium. Cette solution est ajoutée en contihélaant de CLHP par un tube de

raccordement en T et permet la dérivatisation éehintillon dans un réacteur composé d’'un
tube en téflon d'une longueur de 3 metres et d’iamdtre interne de 0.8 mm (CIL —

1520XL) «tressé ». Le réacteur est protégé deutaiére par une feuille de papier

d’aluminium car la thiamine est photosensible.

La thiamine est dosée par un fluorimetre (longwkande d’excitation = 366 nm, longueur

d’onde d’émission = 435 nm), avec la méthode dealbédnage externe, c'est-a-dire en
intégrant les aires de pic (ou en déterminant bagtdurs de pic) de I'échantillon et en les
comparant aux valeurs correspondantes obtenuedgsuipstance étalon.

VIII Autres protocoles

1 Activité « killer »

Les souches d&. delbrueckiisont typées pour le caractere killer, neutre asibée vis-a-vis
de la toxine killer K2. En effet, le groupe d'adivK2 est, de trés loin, le plus largement
répandu chez les souchesSieerevisiagencontrées dans le vin.

Deux souches d8. cerevisiaesont utilisées comme contréle : la souche killetBC154 qui
synthétise la toxine killer K2 et la souche X2180 est sensible a cette toxine.

Pour cela, un milieu YPDA classique est complémentr du bleu de méthyléne (0,003%)
et tamponné & pH 4,6 (milieu MB). Le principe catsia inoculer 10cellules sensibles en

nappe sur le milieu MB puis a faire une strie aleculture de cellules killer en phase
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exponentielle, a la surface de ce tapis celluldiigctivité killer est détectée apres 2 jours par
I'inhibition de croissance de la souche sensibleowude la souche killer, c'est-a-dire une
zone claire entourée de halos colorés (figure T8c¢ato-Antoniniet al., 1999 ; Young
1987).

Souche « killer »

Inhibition de
croissance

Tapis de cellules
sensibles

Souche neutre

Figure 14: Test d’'activité « killer » sur milieu MB.

Dans un premier temps, le caractere killer Dedelbrueckiia été évalué. Pour cela, la souche
S. cerevisiasensible X2180 a été étalée a la surface du miliBLet les différentes souches
de T. delbrueckiiont été striees a la surface du tapis cellulaireerdsement, pour évaluer le
caractére sensible d&sdelbrueckii les différentes souches sont étalées a la sutfaceilieu
MB et la souche kille6. cerevisia€LIB 154 est striée sur le tapis cellulaire.

Sont considérées comme neutres les souch&s dibrueckiiqui ne produisent pas la toxine
killer K2 et qui ne sont pas inhibées par cetténex

2 Test de croissance

La croissance de différentes souched ddelbrueckiia trois températures (10, 26 et 37°C) a

été évaluée selon la méthode mise au point paméntoset al. (2005).
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La croissance est évaluée par la mesure de latédamique (DO) par un spectrophotométre
UV/visible (Lambda EZ 201, Perkin Elmer) & 590 nm.

Les tests sont réalisés sur un milieu riche (YRDite), tout comme les pré-cultures de 24h a
24°C. Chaque souche est inoculée a 0,1 DO dansLl@8emmilieu YPD liquide en tube a
essai agités a 150 rpm.

La croissance des souches est évaluée par la misl@aeDO a 590 nm aprés une durée de
72h a 10°C, 24h a 26°C et 10h a 37°C. La croissdecehaque souche est évaluée par le

rapport des densités optiques mesurees en firbat dé croissanceADO = DQ;gpf / DOsggl.

3 Production de sulfure d’hydrogéne

La production de sulfure d’hydrogéene &) des souches de levure est évaluée sur milieu
BIGGY Agar (Difco). Il est obtenu en dissolvant 45gle milieu BIGGY agar commercial
dans de I'eau chaude.

Cette méthode a été utilisée dans de nombreuxuxgvaur révéler la capacité de soucBes
cerevisiaea produire du sulfure d’hydrogéene (Jiraretkal., 1995 ; Marulloet al., 2004 ;
Rupela et Tauro, 1984). Le milieu BIGGY Agar contides ions bismuth qui réagissent avec
H,S en formant un précipité brun, l'intensité de tdocation est étroitement corrélée a la
quantité d’HS produit (Jiranelet al, 1995). Les différentes souches a tester somdestisur
une boite de Pétri contenant le milieu de caraa®an, ainsi que des souches témoins
connues pour leur faible ou forte production £8HL'évaluation de l'intensité de coloration
brune est effectuée aprés 3 jours de culture a,2g48on une échelle visuelle allant de 1
(faible production) a 5 (forte production).

Les tests ont été réalisés en duplicata.

4 Production de phénols volatils

La production de phénols volatils (4-vinyl-phendlyinyl-gaiacol, 4-ethyl-phenol et 4-ethyl-
gaiacol) a été évaluée selon la méthode mise aut par Chatonnett al. (1993). Elle
consiste a cultiver les levures dans 10 mL d’YRjpille supplémenté avec deux précurseurs
des phénols volatils, I'acide férulique (1mg/L)l@icide paracoumarique (1mg/L) pendant
48h sans agitation. La production des différentegises d&. delbrueckiia été comparée a
celle de deuXS. cerevisiaeune souche POF+ (témoin positif) et une souchE-R@moin
négatif).
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Apres 48h, les échantillons sont centrifugés efple&nols volatils sont extraits, identifiés et
quantifiés selon la méthode SBSE/GC/MS décriteRrancet al. (2009) (SBSE : Stir Bar
Sorptive Extraction).
L’analyse est effectuée a l'aide d'un chromatogeapn phase gazeuse couplé a un
spectrométre de masse TRACE GC/MS Thermo Finnigaresjuel sont adaptés plusieurs
modules Gerstel :

- un passeur MPS2 (MultiPurposeSampler) ;

- un systeme de désorption ;

- un systeme de cryogénisation ;

- et un systeme pneumatique assurant le réglagerdssions.
Les modules Gerstel sont commandeés par le logBxestel Master qui assure le pilotage du
robot et le réglage des différents parametres elespn, temps et température.
Le Trace GC/MS est piloté par le logiciel Xcalibqui permet de paramétrer les conditions
analytiques et chromatographiques.

Le dosage des phénols volatils a été réalisé gabtgatoire Sarco.

5 Extraction glycérol interne
5.1 Détermination du poids sec du culot cellelair

Pour doser efficacement le glycérol a l'intérieesdevures, il est nécessaire de travailler sur
un culot cellulaire correspondant a environ 80 nexthait sec. La quantité d’extrait sec
dépend du volume de prélevement, de la concemiratio levures de la solution et de la
souche étudiée.

Dans une premiére étape, nous avons donc recharché&espondance entre la concentration
cellulaire (cellules/mL) et la matiére seche (gdbur chaque souche utilisée afin de connaitre
les volumes de préléevement a réaliser au cour&gpérience. Pour cela, 30 mL de milieu
sont filtrés sur membrane de nitrate de cellul@é5um) qui est placée dans une coupelle
aluminium et mise au four pendant 24h a 100°C. ba&lp sec est alors déterminé en
soustrayant le poids de la capsule contenant labraerma de filtration avant mise au four par
celui de cette méme capsule aprés les 24h a 100°C.
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5.2 Extraction du glycérol interne

Nous avons mis au point un protocole d’extractiam glycérol interne en modifiant
légerement le protocole pour I'extraction des melitds internes par lyse cellulaire que nous
a fourni le Professeur Michel Rigoulet travaillamtl'Institut de Biochimie et Génétique
Cellulaire (IBGC) CNRS UMR 5095 a Bordeaux.

La premiére étape consiste a centrifuger (centifisg Sigma 3-16K) a 6000 rpm, pendant 5
minutes a 4°C, un volume du milieu en fermentatmour obtenir un culot cellulaire
correspondant a un extrait sec de 80 mg de matéaiee. Le volume a prélever est évalué en
se rapportant aux gammes de concentration cedulan fonction de la matiere seche
préalablement établies pour chaque souche. Le esloénsuite mis en contact avec 4 mL
d’'un mélange méthanol/tampon HEPES 175 mM (60/40Q & -80°C, ce qui permet de
bloquer le métabolisme des levures et d’éviter fuite du glycérol intracellulaire dans le
milieu extérieur (Gonzaleet al., 1997). Le culot, remis en suspension dans le tamest
alors transféré dans un tube de 5 ml puis cen&ifug000 rpm pendant 5 min. Le surnageant
est alors retiré. Il est important de rester a gé@dant toute la suite de I'expérience. 500 pL
d’acide perchlorique 1M sont alors additionnés albtcqui est transféré dans un tube
Fastprep contenant 1g de billes de 0,5 a 0,6 putiadeetre. Les tubes sont alors agités par
I'appareil FastPrelyl FP120 (Bio 101, ST Quentin en Yvelines, France)ycles de 45s &
6,5 m/s en remettant les tubes dans la glace ehtngue cycle. Aprés avoir Vérifié au
microscope (Novex-Holland, B-series, Pays-Bas)fi€atité de la lyse cellulaire, 500 pL
d’acide perchlorique 1M sont ajoutés, puis les sudmnt agités a I'aide d’'un vortex et 850 pL
de surnageant prélevés aprés centrifugation a 18@@0pendant 5 mn. Le surnageant est
alors transféré dans un tube Eppendorf et 40 pfhgenol Blue et 200 pl de }CO; (5M)
sont ajoutés. Apres 15 minutes et une centrifugaaid 2000 rpm pendant 2 mn, 900 ul de
surnageant sont prélevés et 40 ul de Tris-HCL 2M autés. Le pH est ensuite ajusté entre
6,8 et 7, par ajout de 50 uL d’HCI 1M, et les tmiBent congelés a -20°C jusqu’a analyse.

Le dosage du glycérol, contenu dans les extrallslaes, est ensuite réalisé au laboratoire
SARCO, selon la méthode enzymatique décrite précgumt (Chapitre VII.3, partie
Matériels et Méthodes).
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IX Analyse statistique

L’analyse statistique non paramétrique permet diétules données issues de nombreuses
populations différentes mais de petites tailles3Q<échantillons), comme c’est le cas dans
notre étude. Ainsi, nous avons utilisé des testspayamétriques basés sur I'étude des rangs.
Le premier (équivalent non-paramétrique de '’ANOMAUN facteur) est appelé « ANOVA
with general scores »a(< 0,05) et permet de comparer les souche$.ddelbrueckiientre
elles, le second (équivalent non-paramétrique studie Student) est appelé « Normal scores »
et permet de comparer la populatibndelbrueckiia la populatiorS. cerevisiada < 0,05).
Ces deux tests sont réalisés grace au logiciet&iiatCytel studio).

Tous les autres tests ont été réalisés en utillsdogiciel R-software Rcdmr pack (www.R-
project.com). Les tests suivants sont des testistglaes classiques (paramétriques) et sont
réalisés aprés avoir vérifié la normalité de larihation par le test de Shapiro-Wilkx (<
0,05). Les valeurs d’acidité volatile et de glydént été soumises a une analyse de variance
a deux facteurso(< 0,05), tandis que I'étude de la corrélation eparametres est évaluée
par I'analyse de la régression linéaire (test deaBpam < 0,05).

Le traitement des tests de dégustation trianguslaigalisés pour comparer 2 types de vins, est
fondé sur la loi binomiale (1/3) (Norme NF V09-013)
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Résultats et Discussion

Afin d’évaluer le potentiel « cenologique » de I'espTorulaspora delbrueckiinous avons
réalisé une étude a partir d'une collection d’emwiB0 souches. Cependant, le nombre de
souches dd. delbrueckiidisponibles pour effectuer les diverses expéreraevolué au
cours des trois années de thése. En effet, uneajne de souches étaient disponibles a
I'origine, pour atteindre trente a I’heure actugéigpliquant le fait que les souches ne sont pas
toujours les mémes selon les expériences. De Ipligsgdes derniéres expériences, nous avons
préférentiellement utilisé les souches faisantipal# la collection IOEB dans I'objectif d’en
sélectionner certaines dans un but commercial.

La premiére partie de ce travail a consisté a coenpdifférentes méthodes de biologie
moléculaires, utilisées pour la caractérisationéjgne des souches de différentes espéces
non-Saccharomycesfin de voir si elles sont applicables a I'ideintifion au niveau souche
de I'espéceTl. delbrueckii En effet, aucune méthode de typage n’a été pémpas notre
connaissance, pour différencier les souches de esgppece. Ensuite, dans une deuxieme
partie, pour caractériser I'espe€edelbrueckiid’'un point de vue phénotypique, nous avons
repris un grand nombre de tests habituellementsésapour la sélection des souchesSde
cerevisiag espece majoritairement commercialiseedelbrueckiiétant caractérisée par une
faible production d’acidité volatile, particulieremt en conditions hyperosmotiques, nous
nous sommes intéressés, dans une troisieme parsies mécanismes de réponse au stress
osmotique. Dans une quatrieme partie, afin d’évalimtérét cenologique de cette espéce
dans des conditions proches de celles des virgficat nous avons réalisé des co-inoculations
avecS. cerevisiaelans des modts naturels avec les souches lep@lismantes identifiées
lors de la caractérisation phénotypique. Ce travails a amené a mettre au point un outil
indispensable a I'étude des interactions entrerés/u un fermenteur & double compartiment

qui sera présenté dans une cinquiéme et derniéie.pa

| Identification génétique des souchesldelelbrueckii

Afin de pouvoir différencier les souches d@e delbrueckii nous avons évalué plusieurs
méthodes utilisées au laboratoire pour la caraaoin génétique des souches de diverses
especes de levures n8accharomycesais jamais utilisées, a notre connaissance, laour
différenciation des souches de I'esp@cedelbrueckii Ce travail a été réalisé avec Cécile
Miot-Sertier (ISVV).
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Deux approches techniques ont été utilisées : R Blda REA-PFGE. Les résultats obtenus

pour 21 souches de delbrueckiitestées sont résumés dans le tableau 7.

Tableau 7 Profils génétiques obtenus par PCR RAPD, PCRéfprinting et REA-PFGE.

RAPD avec amorces: PCR fingerprinting Combinaison des REA-PFGE
avec amorces: 7 profils PCR

Souche M13 M14 OPAOZ OPAO¢ Coc (GAC)E (GTG)E Not |
Lm1T10 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Lm2T7 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Lm1T20 3 1 3 3 3 2 3 3 3
Gl1 3 3 3 3 3 3 3 4 4
Cbmé621 2 1 2 2 2 2 2 5 5
27828 3 3 3 3 3 2 2 6 6
31703 2 2 2 2 3 2 2 7 7
CLIB 230 2 2 2 2 4 2 2 8 8
CLIB 503 2 4 2 2 5 2 2 9 9
CLIB 504 2 2 2 2 3 2 2 10 10
CLIB 505 2 2 2 2 3 2 2 10 10
CLIB 506 4 5 4 2 3 2 2 11 11
CLIB 507 4 5 4 2 3 2 2 11 12
A2 4 5 5 3 6 3 3 12 13
B8 5 5 5 3 6 3 3 13 14
c7 6 6 6 3 6 3 3 14 15
D7 6 6 6 3 6 3 3 14 15
E7 7 5 7 3 7 4 4 15 16
IFR5 8 5 7 3 5 4 4 16 17
IFR7 9 7 7 3 5 4 3 17 18
ANO07Y01 7 5 8 3 5 5 3 18 19

Les profils génétiques identiques sont représemdésun numéro identique. Deux souches sont diftéseri
leurs profils sont différents pour au moins unedman

L’approche PCR consiste a combiner les résultatenois par plusieurs PCR déja décrites
pour lidentification de souches n@accharomyceg¢Koscubeet al., 2007 ; Pintoet al.,
2004). Ainsi, 5 PCR RAPD (Random Amplification obliinorphic DNA) et 2 PCR
Fingerprinting avec amorces microsatellites ont @ibsées. L’analyse RAPD permet de
diviser les souches en 9, 7, 8, 7 et 3 groupesrdifts pour les amorces M13, M14, OPA02,
Coc et OPAQ9, respectivement. Les PCR Fingerpgrawvec les amorces (GAE3t (GTG3),
donnent respectivement 5 et 4 groupes différerascambinaison de ces 7 méthodes PCR
permet la séparation des 21 souches en 18 groupes.

La seconde approche est la REA (Restriction Endease Analysis) de 'ADN génomique
suivie d'une électrophorése en champ pulsé (PFGEfte méthode a été utilisée par Miot-
Sertier et Lonvaud-Funel (2007) pour le typage aweau souche deBrettanomyces
bruxellensis La REA-PFGE avec les enzym&di | et Apa | ont généré des profils de

restriction tres complexes et impossibles a analgkEnées non présentées) contrairement a
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'enzyme Not | qui a permis d'obtenir des profils analysableguffe 15)permettant la

séparation des 21 souches en 19 groupes.

MOPQRNMMLABCDM
M Mo M

MEFGHI JMKSTUM
M : m M

Figure 15 Profils ADN de 21 souches de delbrueckiiobtenus par REA-PFGE avBiot |.

Les souches sont codées de A a U (voir tableaessalis) ; MM représente le standard de
taille S. cerevisiay NN295.

Souche Codes Souche: Codes
CLIB 230 A 31703 L
CLIB 503 B 27828 M
CLIB 504 C Cbm621 N
CLIB 505 D Lm1T10 (@]
CLIB 506 E Lm2T7 P
CLIB 507 F Lm1T20 Q
A2 G Gl1 R
B8 H IFR 5 S
Cc7 | IFR 7 T
D7 J ANO7 Y01 U
E7 K

Aucune des 2 approches n'a cependant permis dératiffier génétiquement les souches
CLIB 504 et CLIB 505 d’une part et C7 et D7 d’aupaat.

La seconde approche, basée sur la REA-PFGE, fgstée plus performante et moins
contraignante que I'approche combinant 7 PCR difftas, puisqu’elle permet en une seule
expérience la différenciation de 19 souched déelbrueckiisur les 21 testées, soit 90 % des

souches, contre 18 pour la combinaison des PCR35%i des souches.
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Il Caractérisation phénotypique de I'espé&celelbrueckii

Afin de caractériser I'espede delbrueckii nous avons, dans un premier temps, mis en place
diverses expériences comprenant des tests suurmgé@osés et sur milieux spécifiques, puis
nous avons évalué leurs caractéristiques fermestaur milieux synthétiques mimant la
composition d’'un modt blanc. L'utilisation de milie synthétiques nous a paru indispensable
pour pouvoir comparer les fermentations entre elasune période de trois ans. Plusieurs
souches deS. cerevisiaeont, par ailleurs, été utilisées comme témoin ptaciliter
I'interprétation des résultats obtenus pour I'egpeaelbrueckii

Pour l'analyse statistique des données, nous avilis® le test de Spearmam € 0,05) pour
I'étude de la corrélation entre 2 parameétres. Bststnon-paramétriques basés sur I'étude des
rangs ont également été utilisés : le premier (@demt non-paramétrique de TANOVA a un
facteur) est appelé « ANOVA with general scoresi»<(0,05) et permet de comparer les
souches deT. delbrueckiientre elles, le second (équivalent non-paramédridu test de
Student) est appelé « Normal scores » et permebniparer la populatiom. delbrueckiia la

populationS. cerevisia¢a < 0,05).

1 Tests spécifiques
1.1 Activité killer

Parmi les toxines Killer produites par I'esp&ecerevisiagle groupe K2 est le plus largement
représenté dans les conditions cenologiques (Yol@®j7). Le but de cette expérience est
donc d’évaluer le caractére killer K2 de I'espécalelbruekiiafin de voir si la croissance de
cette espece est « compatible » avec celle deebesp. cerevisiacEn effet, bien que le
véritable réle des toxines killer au cours de lanfentation alcoolique soit discuté (Ribéreau-
Gayonet al.,2004), il est indispensable de prendre ce fagawompte pour réaliser des co-
inoculations entre ces 2 especes.

Les 17 souches testées au cours de cette expésencutes résistantes a la levure kiBer
cerevisiae (CLIB 154, toxine killer K2) mais incapables deetula levureS. cerevisiae
sensible (X2180, sensible a la toxine killer K2)e& sont donc considérées comme neutres
vis-a-vis de la toxine killer K2.

Ces résultats sont en accord avec Heard et FI887)Tjui ont aussi décrit une soucheTde

delbrueckiicomme étant neutre vis-a-vis de cette toxine. &ldrurs, nous n’avons testé
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gu'une des nombreuses toxines potentiellement exiuD’autres essais pourraient étre
menés afin de connaitre la sensibilité Tdedelbrueckiiaux autres toxines produites par les
levures Saccharomycesnais aussi nosaccharomycesn effet, des travaux ont révélé la
sensibilité deT. delbrueckiia l'activité killer de certaines souches appariem@aix genres

Pichia etKluyveromycegYap et al, 2000).

1.2 Production de sulfure d’hydrogéne.$H

Le sulfure d’hydrogéne (¥$) est un composé soufré indésirable dans le viil danne des
arébmes d'ceuf cuit et a un seuil de perception fisdsde : 10 a 100 pg/L selon les vins
(Lambrecht et Pretorius 2000). Sa production péxgt €ensiblement augmentée lors de la
fermentation de modQt pauvre en azote.

La production de sulfure d'}$ a été évaluée pour 27 souched ddelbrueckiien utilisant le
milieu Biggy agar. Ce milieu contient des ions hisinqui réagissent aveg8 en formant un
précipité brun qui rend possible I'évaluation vigiele la production d’bB par la coloration
des colonies. En effet, l'intensité de la colonatast étroitement corrélée a la quantité &$H
produite (liee a I'activité sulfite réductase desures) donc plus les colonies sont foncées
plus elles ont produit d't6 (Jiranelet al, 1995).

Dans ces conditions, les 27 souchesTdeadelbrueckiitestées présentent une production
modérée et similaire d'#$ de niveau 3 sur I'échelle visuelle Biggy (alldetl a 5) exceptée
la souche IFR5 qui présente une production de nie®dans les mémes conditions, Jiranek
et al. (1995) ont trouvé une plus grande variabilité ain ke I'especeS. cerevisiaeen

utilisant 19 souches classées de faibles a fortetuptrices.

1.3 Production de phénols volatils

Certaines espéces de levure sont associées adlacpom de composés a défaut olfactif : les
phénols volatils. lls sont formés a partir des asighénoliques contenus dans le vin. Ainsi,
une premiére enzyme, la cinnamate décarboxylasmepéda transformation de I'acide para-
coumarique en 4-vinyl-phénol (gouache, caoutchalEpet de I'acide férullique en 4-vinyl-
gaiacol (clou de girofle, amande grillée). Ces deomposés sont cependant peu odorants.
Les composés les plus désagréables sont le 4ydtkylel (cuir, écurie, encre) et le 4-éthyl-
gaiacol (épice, caramel bralé). lls sont formépeesvement a partir du 4-vinyl-phénol et du

4-vinyl-gaiacol par l'intermédiaire d’'une enzymeegion retrouve principalement chez les
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espéeces du genBrettanomyceg¢Dekkerg, la vinyl-phénol réductase (Chatone¢tal., 1992,
1995).

Dans cette expérience, 28 souchesTdelelbrueckiiont été testées en duplicata pour leur
production de phénols volatils, représentée paotame du 4-vinyl-phenol, 4-vinyl-gaiacol,
4-éthyl-phenol et 4-éthyl-gaiacol. Cette productioété comparée a celle de deux souches de
S. cerevisiae VL1, une souche faiblement productrice (Chatoreteal., 1993) et ST une
souche productrice.

Dans nos conditions, le témoin posHif cerevisiaeST a produit 24 4,9 mg/L de phénols
volatils alors que la production par le témoin nédga. cerevisiae/L1 est environ dix fois
inférieure soit 2,6t 0,1 mg/L. Les souches de delbrueckiiont produit de tres faibles
quantités de phénols volatils dont aucune prodactigéthyl-phénol (4-éthyl-phenol et 4-
éthyl-gaiacol). Les concentrations varient enteed,2,9 mg/L selon les souches (variabilité
intraspécifique), avec une production moyenne detd),8 mg/L (figure 16) inférieure a la
souche VL1 considérée comme une faible productBeeles 6 souches ont une production
|égerement supérieure a celle de VL1 (de 4,5 a d&%lus). Cependant, la production des
différentesT. delbrueckiiest toujours trés inférieure a celle du témointgogie 9 a 270 fois

moins.

= = nN N w w
o (&} o [6;] o [&;]
L L L L |

Phénols volatils (mg/L)

o
L

POF+ POF- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

-

S. cerevisia T. delbruecki

Figure 16: Concentrations en phénols volatils pour 28 sesctieT. delbrueckiiet 2 S.
cerevisiagVL1 : POF- et ST : POF+). Moyenne de 2 répétitions

Les 28 souches de delbrueckiisont décrites dans le tableau ci-dessous.
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Codes Souches Codes Souches
1 CLIB 503 15 OXT1 2//3
2 CLIB 504 16 OXT5 6//3
3 CLIB 505 17 POM J2
4 CLIB 506 18 Gl1
5 CLIB 507 19 A2
6 CLIB 230 20 B8
7 31703 21 C7
8 27828 22 D7
9 CBm621 23 E7
10 Lm1T10 24 7013
11 Lm1T20 25 IFR5
12 Lm2T7 26 IFR7
13 OXT1 1//12 27 ANO4 Y01
14 OXT1 18//33 28 ANO7 YO1

Toutes les souches de delbrueckiiprésentent donc une tres faible production de gkén
volatils relative a une faible activité cinnamatecadrboxylase, permettant la transformation
des acides phénoliques en vinyl-phénols, et unenaglesd’activité vinyl-phénol réductase
conduisant a la formation d’éthyl-phénol (molécudedéfauts olfactif tres désagréables). Ces
résultats sont en accord avec Shinotedral. (2000) qui ont décrit une souche de cette espece

comme une faible productrice de phénols volatils.

1.4 Croissance a différentes températures

La capacité des levures a se développer est ueufatctes important pour réaliser la
fermentation alcoolique dans de bonnes conditions.

La croissance de 18 souchesTdealelbrueckiia trois températures différentes a été évaluée
selon la méthode mise au point par Antunowtsl. (2005)I1égérement modifiée. Les tests
sont réalisés sur un milieu YPD liquide inoculé,a @e DO mesurée a 590 nm, a partir des
pré-cultures de 24h a 24°C réalisées sur le ménlieuniLa croissance des souches est
évaluée par la mesure de la DO a 590 nm apresur@de de 72h a 10°C, 24h a 26°C et 10h a
37°C. Deux souches & cerevisia®nt également été testées. Les résultats sorntagsur

la figure 17 et correspondent au rapportsi@nale/DOsgp initiale.

A 10°C apres 72h, on observe une variabilité ipigagique importante au sein de I'espdce
delbrueckii avec des rapports compris entre 8,7 et 48,1 (diifies significatives).
L’augmentation moyenne de la densité optique d& 23,9, est |égérement supérieure a la
valeur moyenne obtenue pour les deux souché&s derevisiasoit 19,7+ 0,5 mais n’est pas

significativement différente entre les 2 especes.
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La distribution du paramétre croissance est enqutes grande a 26°C (différences
significatives entre souches), avec un minimum #® &t un maximum de 62,8 selon les
souches. L'augmentation de la croissance moyenaoe lfgspeceT. delbrueckii,39,2+ 9,8
est significativement plus faible que celleSlecerevisiaes0,2+ 3,9.

La croissance moyenne apres 10h a 37°C est quasimis puisqu’elle est de 1,270,3 et
est significativement inférieure a celle & cerevisiaeb,4 + 1,1. Les croissances des
différentes souches de delbrueckiivarient de 0,9 a 1,8 et présentent, bien que dé=suxs
soient trés faibles, des différences significativee résultat souligne une thermosensibilité

plus importante de I'espéede delbrueckipar rapport a I'espec®. cerevisiae

*Q1
o min
- médiane

70 4

9 o max

x Q3

60

50 4
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DO finale / DO initiale

20 -

10C 26T 37T

Figure 17: Augmentation de la densité optique (Bdd./ D.Osgd) @ 10°C, 26°C et 37°C
pour 16 souches de delbrueckii.

Finalement, ces résultats nous montrent, d’une pad I'especd. delbrueckiiprésente une
variabilité intraspécifique importante au niveau sk croissance pour les 3 températures
différentes et d’autre part que cette espéce eattégisée par des aptitudes de croissance a
26°C supérieures a celles a 10°C et quasimentsnhall@7°C soulignant sa thermosensibilité.
Ces aptitudes de croissance sont similaires a delfe cerevisia@ 10°C mais inférieures a
26 et 37°C.
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2 Propriétés fermentaires

Pour évaluer les capacités fermentaires de I'esgéceelbrueckii, nous avons réalisé
plusieurs expériences sur le milieu synthétique )(Bt#itenant 240 g/L de sucres et 190 mg/L
d’'azote assimilable. Toutes les fermentations ¢étréalisées au laboratoire selon le méme
protocole, c'est-a-dire & 24°C sous agitation dssErlenmeyers de 100 mL inoculés & 2.10
cellules viables/mL a partir de pré-cultures de 82%°C. Les fermentations sont réalisées en
triplicata. Les valeurs des variables étudiées gmasentées comme la moyenne des 3
répétitions. Certaines expériences ont cependareseigé de légéres modifications de ce

protocole qui sont alors mentionnées dans le texte.

2.1 Rendement éthanol/sucres

Pour déterminer le rendement éthanol/sucres, @'dse la production d’éthanol par gramme
de sucres consommeés, nous avons utilisé le mijiethétique MS dont la teneur en sucres a
été réduite a 120 g/L (soit environ 7 % vol. étHhgmuaentiels). Cette concentration faible a
été choisie afin que la totalité des sucres saisommeée par les souch€sdelbrueckii En
effet, a des concentrations en sucres proches deodgposition moyenne des modts
(supérieure a 200 g/L), les fermentations serdsrguissantes voir incompléetes et pourraient
entrainer des erreurs dans le calcul du renderagneffet, méme si ce milieu est un peu
éloigné des concentrations en sucres trouvées ldansodts, il permet la consommation
compléte des sucres par la majorité des souch€&sakdbrueckii.

Quatorze souches sur les dix sept testées ont monéol'intégralité du sucre avec un
rendement moyen éthanol/sucres de 0,48g/g. Danscaeeditions, aucune différence
significative n'a été observée entre les soucheg. delbrueckiiet ce rendement est similaire

a celui des deu$. cerevisiadestées.

2.2 Production d’éthanol

Les levures norsaccharomycedbien qu’intéressantes de part leurs propriétésiigues, ont
toutes été décrites pour leurs aptitudes fermastalmitées (Ciani, 1997 ; Ciani et
Maccarelli, 1998 ; Ciani et Picciotti, 1995 ; Jodliyal.,2003 ; Plataet al, 2003 ; Vianaet al.,
2008). Leur utilisation en culture pure engendre donc dan®majorité des cas des arréts de

fermentation.
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Le but de cette expérience est d’évaluer la pracluanaximale d’éthanol de I'espéde
delbrueckiidans un milieu non limitant en sucres. Les ferntéria ont donc été realisées sur
milieu synthétigue MS (240 g/L de sucres) a deumpratures: 17°C qui est une
température représentative de la fermentation dies blancs secs et 24°C qui est une
température proche des autres types de vinificaffliquoreux, rosé, rouge) et qui correspond
a notre température de fermentation standard aawrdtdire. Seize souches ont été testées a
24°C et onze a 17°C.

Dans ces conditions, la production d’éthanol pardéférentes souches de delbrueckiiest
significativement différente et varie en fonctior th température : a 17°C la production
d’éthanol varie de 7,9 a 12,3 % vol. et de 6,3 ,8 ¥ vol. & 24°C (figure 18).
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Figure 18 Distribution des souches dE. delbrueckiien classe selon leur production
d’éthanol a 17°C (n=11) et a 24°C (n=16) sur mibgathétique a 240 g/L de sucres.

La valeur moyenne de toutes les souches est supael7°C : 9,88 % vol. qu'a 24°C : 8,27
% vol. Ce phénomeéne a déja été observé Bheerevisia®u une température basse entraine
une plus forte production d’éthanol (Ribéreau-Gagoral, 2004). Bien que la production
d’éthanol soit honorable pour cette espéece (jus@j2% vol.), aucune souche n'a été capable
d’achever la fermentation alcoolique dans nos @i expérimentales, confirmant la faible
capacité fermentaire de delbrueckiidéja observée par certains auteurs (Ciani et Mellica
1998 ; Ciani et Picciotti, 1995).
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2.3 Cinétiques de fermentation

Les cinétiques de fermentations, évaluées parria ple poids engendrée par le dégagement
de CQ au cours du temps, ont été évaluées pour 16 soacldsSC et 11 souches a 17°C.
Elles sont tres difféerentes selon les souche3.dgelbrueckiicomme lillustre la figure 19

pour 5 souches a 24 et 17°C.
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Figure 19 Evolution du dégagement de €@ 5 souches de delbrueckii(CLIB 504, CLIB
505, 31703, 27828 et Lm1T10) et 1 soucheSdeerevisiagST) a 17 et 24°C sur milieu
synthétique a 240 g/L de sucres. Moyennes de 3itiép8. Ecart type max 0,2.
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Deux paramétres cinétiques ont été analysés ponpa@r la variabilité phénotypique entre
les souches : la durée de phase de latence edleLdxurée de phase de latence correspond
au temps entre I'inoculation et le début de dégagrrmde CQ et reflete le temps nécessaire a
la levure pour s’adapter au modt. Une phase dadateourte permet d’assurer un bon départ
en fermentation, ce qui est un parametre trés itapbd’un point de vue industriel car la
compétition entre levures est importante dans l&tnaans nos conditions de laboratoire, les
durées de phase de latence sont significativeniiétehtes d’'une souche a l'autre et varient
en fonction de la température. Comme attendu, lesed de phase de latence sont plus
courtes a 24°C (20 a 150h) qu’a 17°C (40 a 160)dtau 8).

Tableau & Parameétres cinétiques : durée de phase de ¢éa#nicc0 a 17°C et 24°C pour 16
souches df. delbrueckiiet 2 souches d8. cerevisiaesur milieu synthétique a 240 g/L de
sucres. Moyenne de 3 répétitions. Ecart type mdxpour les durées de phases de latence,
+10 pour le T50.

S. cerevisiae T. delbrueckii

CLIB
230

CLIB
504

CLIB
505

CLIB
506

CLIB

ST 507

Souche SB A2 B8 Cc7 D7 E7 31703 27828 Cbm621 Lml1T10 LmiT7

Gl1

Phase

latence (h) 8

58 160 75 150 85 50 Nd Nd Nd Nd Nd 70 75 50 50 65

17C

T50 (h) 118 148 300 500 250 150 210 Nd Nd Nd Nd Nd 180 315 190 230 220

40

235

Phase

latence (h) 5

20 150 60 160 45 45 20 20 20 20 20 80 45 20 20 20

24C

T50 (h) 62 85 250 420 175 350 120 170 165 180 150 155 120 320 185 187 350

20

190

Nous avons testé dans les mémes conditions 2 sodelse cerevisiae la souche ST qui est
une souche commerciale caractérisée par une der@babke de latence relativement courte
contrairement a la souche SB qui a une phase urplpsuongue (Marullcet al, 2006). A
17°C les phases de latence pour ces 2 souchesesmpactivement de 28 et 58h. Quatre
souches dé. delbrueckii :CLIB 507, Cbm621, Lm1T10 et GI1 ont donc une dutéghase
de latence inférieure a la soucBecerevisiae&SB, mais aucune a celle de la souche ST. A
24°C, les phases de latence des souch& derevisiaesST et SB sont respectivement de 15
et 20h. Comme pour la température de 17°C, aucwnzhs deT. delbrueckiine présente une
durée de phase de latence inférieure a celle seuehe ST mais 9 souches (A2, B8, C7, D7,
E7, Cbm621, Lm1T10, Lm2T7 et GI1) ont une duréglase de latence similaire a celle de
la souches. cerevisia&B.

Les souches d&. delbrueckiiCbm621, Lm1T10 et GI1 ont donc des durées de ptase

latence toujours inférieures ou égales a cell§.deerevisiaésB. La souche GI1 présente de
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plus la durée de phase de latence la plus courteutles les souches de delbrueckiiaux
deux températures, ce qui représente un avantagegpioniser le modt.

Le second paramétre cinétique, le T50, correspongtraps requis pour fermenter 50% des
sucres initiaux sans prendre en compte la duréphdse de latence. Ce parameétre rend
possible la comparaison des fermentations incompléeComme attendu, le T50 est
généralement plus court a 24 qu'a 17°C sauf paustriches CLIB 506 et Lm2T7 qui ont
une meilleure capacité a fermenter a basse tenupér@tbleau 8). Les valeurs de T50 sont
tres différentes entre les souches et varient @a1500h a 17°C et de 120 a 420h a 24°C, ce
qui illustre la grande variabilité phénotypiquesain de I'especé. delbrueckii

Dans les mémes conditions, les T50 des 2 souche$. deerevisiaeST et SB sont
respectivement de 118 et 148h a 17°C et de 62 @ 4RC. Aucune souche @edelbrueckii

ne présente de T50 plus court que ceux desc2revisiaegue ce soit a 17 ou 24°C. L’espéce
T. delbrueckiiest donc caractérisée par une vitesse de fermmanfaus faible que I'espece.
cerevisiae

En conclusion, I'especet. delbrueckiiprésente une grande variabilité phénotypique aeaui

de ces cinétiques fermentaires, que ce soit aaunide la durée des phases de latence ou de la
vitesse de fermentation estimée par le paramétbe T&mme pour I'espec®. cerevisiages
vitesses de fermentation sont globalement pluslesph 24°C qu'a 17°C. De méme les durées
de phase de latence sont en général plus couRdsGqu’'a 17°C. Si 'on compare les 2
especes, aucune soucheldelelbrueckiine présente une durée de phase de latence imé&rieu
a la souche commerciaf cerevisiaeST mais 3 souches ont des durées de phase dedaten
inférieures ou égales a celle de la sou&ecerevisiaeSB aux 2 températures testées.
Cependant, les 2 souches Secerevisiaeont toujours une vitesse de fermentation (T50 le

plus court) supérieure aux souched ddelbrueckii

2.4 Production d’acidité volatile et de glycérol

Au-dela d’'une certaine teneur, environ 0,6 g/Lcill® acétique joue un rdle négatif sur les
qualités organoleptiques des vins (Lambrechts etoRus 2000). Le glycérol, a quant a lui,
un rble organoleptique plutdét neutre, méme s’il Blemait qu’il agisse sur le volume en
bouche (Ribéreau-Gayaat al, 2004). Dans les conditions classiques de virifiog, ou la
teneur en sucres varie entre 220 et 250 g/l, lesBecerevisia@roduit peu d’acide acétique.
Cependant, dans les conditions extrémes, c'eseagtiur des concentrations en sucres

supérieurs a 300 g/L (cas des modts liquoreux)ielasres doivent adapter leur métabolisme
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pour résister a ce stress osmotique importante@etptation, chez la levuge cerevisiaese
traduit par une forte production d’acide acétiqoeptée a une forte production de glycérol
induit par le stress osmotique. Ceci s’explique lpafait queS. cerevisiaeaugmente son
accumulation de glycérol intracellulaire pour ceb@lancer la pression osmotique du milieu,
ce qui induit une augmentation de la productiorcida acétique pour équilibrer le potentiel
d’oxydo-réduction de la cellule (Blomberg000 ; Blomberg et Adler 1989, 1992 ; Erasmus
et al., 2003 ; Hohmann, 2002). Aussi, dans ces conditexteemes, une production d’acide
acétique importante est inévitable par la lev@reerevisiaeDe plus, sa concentration finale
est liée a la concentration initiale en sucres duitnet non pas a la quantité de sucres
fermentés (Lafon-Lafourcade et Ribéreau-Gayon, 1977

Dans les analyses courantes des vins, on ne dgsdingatement la concentration en acide
acétigue mais la production d’acidité volatile (AM)i est composée a 95% d’acide acétique,
les 5% restant étant d0 a I'accumulation d’autreidess organiques volatils au cours de la
vinification. En France, I'AV est exprimée en g/LL$8,. Dans ce travail, les analyses étant
toutes faites par un laboratoire cenologique, noésemterons les AV exprimées en g/L acide
aceétique pour discuter de la production d’acideiqaé. Par ailleurs, la teneur en AV des vins
est réglementée par I'OIV (Organisation Internagiende la Vigne et du Vin) et ne doit pas
dépasser les 0,9 g/L,BO, (soit 1,08 g/L acide acétique) dans les vins lda®rs et 1,25 g/L
H.SO, (soit 1,5 g/L acide acétiquepur les vins liquoreux. La teneur réglementairardes
vins liquoreux peut poser des problemes aux vei#iars car cette concentration peut étre
facilement dépassée dans le cas des modts tréésspour les raisons que nous avons
évoquées précédemment.

Nous avons ainsi évalué la production d’AV et dgcéfol sur trois milieux synthétiques avec
des concentrations en sucres différentes (1202380 g/L). Quinze souches ont été testées
a 120 g/L, 16 a 240 g/L et 18 a 350 g/L. Ces prtdas ont été systématiquement comparées
a celles de deus. cerevisiae ST, levure faiblement productrice d’AV et couraemh
utilisée pour I'élaboration de vins liguoreux (Erasset al., 2004 ; Masneuf et Dubourdieu,
2000), et SB, levure fortement productrice d’AVgiMllo et al.,2006).

Il existe des différences significatives entre desiches dd. delbrueckiipour la production
d’AV et de glycérol quelle que soit la teneur erres du milieu, ce qui témoigne d’une

grande variabilité intraspécifique pour ces paraesetableau 9).
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Tableau 9 Production d’acidité volatile (AV) et de glycénmar les especeB. delbrueckiiet

S. cerevisia@ 24°C dans les milieux synthétiques a 120, 248%@tg/L de sucres.

Concentration en sucres initiale

120 g/L 240 g/L 350 g/L
Valeur minimum 0,01 +0,01 0,01 +0,01 0,06 +0,01
Acidité volatile Valeur maximum 0,61 +0,02 0,57 0,11 1,07 0,12
(g/L acide acéti ueValeur moyenne 0,28 +0,18 0,28 +0,19 0,37 +0,30
9 q ombre de souches 15 16 18
* * *
T. delbrueckii
Valeur minimum 2,07 0,23 3,3+0,10 1,74 £0,33
Valeur maximum 4,44 0,14 6,03 +0,38 5,25 10,21
Glycérol(gL)  Valeur moyenne 3,16 +0,72 4,38 £0,68 3,44 +1,00
Nombre de souches 15 16 18
* * *
e . Valeur minimum (souche ST) 0,27 £0,01 0,20 +0,07 1043
Acidité volatile .
(gL acide acétiquevaleur maximum (souche SB) 0,28 +0,01 0,70 £0,04  *®25
K/aleur moyenne 0,27 +0,01  0,45+0,35 1,33+0,41
S. cerevisiae
Valeur minimum (souche ST) 2,87 0,12 6,57 £0,35 &@pB5
Glycérol(g/L) Valeur maximum (souche SB) 4,27 +0,12 9,47 £0,21 14704
Valeur moyenne 3,57 £0,99 8,02+2,05 11,48 4,55

* Indique qu'il y a des différences significativestre les souches (ANOVA, general scores P <0,05)

Cependant, la différence de production entre lestses deT. delbrueckiiest plus marquée
pour la production d’AV que pour le glycérol. Laoguction moyenne de ces deux composés
est similaire poull. delbrueckiietS. cerevisia@our le milieu a faible concentration en sucres
(120 g/L) mais inférieure chek. delbrueckiiavec les concentrations en sucres plus élevées
(240 et 350 g/L). Avec le milieu a 350 g/L de ss¢rqui représente un stress osmotique
important pour les levures, la grande majorité simsches dd. delbrueckiitestées a une
production d’AV nettement inférieure a celle 8ecerevisia&ST, qui est pourtant faiblement
productrice. Ce résultat confirme la grande pudetdermentation de I'espéde delbrueckii
dans les modts a fortes concentrations en sucremeadécrit dans la littérature (Bedy al.,
2008 ; Ciani et Maccarelli, 1998 ; Ciani et Pictijdt995). Cependant, quelques souche$.de
delbrueckii ont des productions d’AV similaires ou parfois énpures a la souche

commercialeS. cerevisia&ST : 11 souches a 240 g/L et 2 souches a 350 g/L.

La production d’AV et de glycérol des 13 souchesTdeelbrueckiiet des 2 souches &

cerevisiaeayant été évaluées sur les 3 milieux différents sgprésentées sur la figure 20.
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Figure 20: Production d’acidité volatile et de glycérol smnlieux synthétiques avec 3
concentrations en sucres différentes (120, 24056t L) a 24°C pour 13 souches de
delbrueckiiet 2 souches de. cerevisiaeMoyenne de 3 répétitions.

Les valeurs obtenues pour I'espéCedelbrueckiiont été analysées par ANOVA a deux

facteurs (tableau 10). Le but de cette analysdasstpte est de déterminer quelle est

I'influence du paramétre « souche » et du parametoncentration en sucres du milieu » sur
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la production d’AV et de glycérol par I'espede delbrueckii L'effet souche est tres
significatif et représente 36% de la variation lf@our la production de glycérol et 75% pour
la production d’acidité volatile. Le parameétre «centration en sucres du milieu » influence
tres peu la production d’acidité volatile (6% devé&aiation totale) et a moins d’influence que
le paramétre « souche » pour la production de gyd@28% de la variation totale). Ces
derniers résultats montrent clairement quedelbrueckiia une réponse au stress osmotique
différente de celle d&. cerevisiagour qui 'augmentation de la concentration enresice
traduit systématiquement par une production immpoetale glycérol et d’AV (Blomberg et
Adler, 1989, 1992 ; Erasmus al.,2003).

Tableau 10 Analyse de variance (ANOVA 2 facteurs) sur lfugnce de la souche de
delbrueckii et de la concentration initiale en sucres du mnilseir la production d’acidité
volatile et de glycérol.

Acidité volatile Glycérol
Valeur moyenne (g/L) 0,38 4,45
Total de la somme des carrés 5,67 60,34
Souche 75,27* 35,85*
Sucre 5,74* 28,45*
Interactions souche/sucre 10,72* 25,27*
Résidus 8,27 10,43

P < 0,001 ; * % de |la wion totale

La relation entre la production d’acidité volatdede glycérol pour les trois concentrations en
sucres a été évaluée pour I'espédcealelbrueckiipar régression linéaire (test de Spearman,
P<0,05). Pour les milieux a 120 et 240 g/L de sudes productions d’acidité volatile et de
glycérol sont significativement corrélées (p = @DQ p = 0,0025) et présentent des
ccefficients de corrélation de 0,915 et 0,837 rasmroent, contrairement au milieu a 350
g/L ou il n'y a pas de corrélation significativeoétficient de corrélation = -0,56 ; p = 0,3984).
Ce phénomene est également different p&ur cerevisiaechez qui, en condition
hyperosmotique, la production de glycérol est ida production d’acide acétique (Blomberg
2000 ; Blomberg et Adler 1992 ; Erasnmatsal.,2003 ; Hohmann, 2002). La réponse au stress
osmotique d&. delbrueckiifera I'objet d’'un prochain chapitre (Chapitre Iplartie Résultats

et Discussion).

La faible production d’acidité volatile en conditiohyperosmotique par I'espéce.

delbrueckiiest tres intéressante, notamment, dans le caslaledration des vins liquoreux ou
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il 'y a une forte production d’AV par les levur& cerevisiagpouvant conduire a un
dépassement des teneurs réglementaires. L'utilisake T. delbrueckiien inoculation mixte
avecS. cerevisiagdans le but de réduire la production d’AV dansmott liquoreux, a ainsi
été proposée par Bedyt al. (2008).

2.5 Composés aromatiques

Le métabolisme secondaire des levures entraindiorri@ation d’une centaine de composeés
tels que : des alcools supérieurs, des estergaildss organiques, des aldéhydes, des cétones,
des amines ou des composés soufrés volatiles (lemtmisr et Pretorius, 2000 ; Nykanen
1986 Swiegerset al., 2005). La production de ces composés varie, pounéme modt, en
fonction des souches et espéces de levures usilisée

Pour caractériser le profil aromatique fermentded’especel. delbrueckij nous avons dosé
divers arbmes (esters, alcools supérieurs, acites gcétaldéhyde, acétoine, diacétylg et
butyrolactone) selon le protocole proposé par @regcal. (2001)lors de la fermentation sur
milieu synthétique MS.

Douze souches de delbrueckiont été évaluées au cours de cette expéri€mmme decrit
précédemment, les fermentations réalisées par esfiece ne sont pas completes sur ce
milieu. En conséquence, pour comparer la produ@romatique pour un méme avancement
de la réaction, les fermentations ont été stoppéés milieu analysé aprés consommation de
50% des sucres. Les valeurs moyennes, minimum>xahme, correspondant a la production
de chaque composé analysé sont présentées dabtekeut11.

Toutes les souches de delbrueckiiont produit de trés faibles quantités d’acétaldéhy
(aigre, pomme verte), tres inférieures & son seeilperception dans le vin (100 mg/L)
(Lambrechts et Pretorius, 2000) comme I'ont déjseoké divers auteurs (Bedt al, 2008 ;
Ciani et Picciotti, 1995 ; Herraket al, 1990 ; Lemeet al, 1996). Le diacétyle (note beurrée)
est une molécule qui a faibles concentrations iggA.) améliore la qualité du vin mais qui, a
des concentrations plus élevées, a un impact fdgankineet al, 1969). Par ailleurs, la
majorité du diacétyle formé au cours de la ferm@naalcoolique est réduite en acétoine
(crémeux, lacté) et 2,3-butanediol qui sont despmsés beaucoup moins odorants (Postel et
Meier, 1983, de Revett al., 1989). Dans nos conditions, la production de dideépar
I'especeT. delbrueckiiest toujours supérieure a son seuil de percept@ns une solution
modéle (0,1 mg/L) (Ferreirat al, 2000), mais inférieure a 4 mg/L, concentratiquadtir de

laquelle le diacétyle est considéré comme négaiifr pa qualité des vins. La production
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d’acétoine est également trés faible, largemeigkessous de son seuil de perception dans une

solution modele (150 mg/L) (Ferreied al.,2000), et est significativement différente seles |

souches dé&. delbrueckii

Tableau 11 Teneurs moyennes en composeés volatils majeadiups a 24°C par 12 souches

deT. delbrueckiisur milieu synthétique a 240 g/L de sucres.

Moyenne Ecarttype  Valeur min. Valeur max.
Acétaldehyde 0,13 0,55 0,00 0,82
Acétoine* 3,34 1,90 0,96 6,20
Diacétyle 0,71 0,51 0,30 1,19
Alcools supérieurs
Isobutanol 17,52 4,37 13,81 24,40
Alcool isoamylique* 59,94 12,39 33,68 75,69
Phényl-2-éthanol 24,54 14,78 7,87 45,85
1-butanol* 0,22 0,05 0,17 0,28
2,3-butanediol* 0,93 1,47 0,00 5,03
Alcool benzylique 0,03 0,03 0,00 0,07
Somme 103,18
Esters
Acétate d'isoamyle ND
Succinate de diéthyle 0,02 0,08 0,00 0,11
Lactate d'éthyle* 3,12 0,04 3,06 3,19
3-hydroxy-butyrate d'éthyle* 0,06 0,03 0,04 0,12
Butyrate d'éthyle ND
Hexanoate d'éthyle ND
Octanoate d'éthyle ND
Acétate de phényléthyle* 0,09 37,25 36,71 138,41
Somme 3,29
Acide gras
Acide butyrique 0,17 0,04 0,13 0,20
Acide isobutyrique* 1,55 0,75 0,81 2,61
Acide hexanoigue 0,12 0,04 0,09 0,16
Acide octanoique 0,09 0,02 0,06 0,10
Acide décanoique 0,22 0,08 0,16 0,32
Acide isovalérique 0,07 36,36 24,55 105,09
Somme 2,22
Lactone
y-Butyrolactone* 0,16 0,05 0,06 0,22

Les données sont exprimées en mg/L, ND signifiecentration inférieure a la limite de détectionyeut dire

qgu'il y a une différence significative entre lesisbes dd. delbrueckiia P<0,05.
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La somme des teneurs en alcools supérieurs estramptre discutable mais utilisé comme
indicateur en cenologie. Elle varie entre 56 et d®@L avec une concentration moyenne de
103 mg/L. Des difféerences significatives ont été&esi en évidence dans la production de
certains alcools supérieurs comme I'alcool isoagudi le 1-butanol et le 2,3-butanediol. Les
deux alcools supérieurs produits en plus grandatdéssont I'alcool isoamylique (solvant,
banane) et le phényl-2-éthanol (rose) avec uneugtamh moyenne respective de 60 et 25
mg/L inférieure au seuil de perception pour l'alciemamylique (300 mg/L en solution
modele) (Lambrecht et Pretorius 2000) mais supéxipaur le phényl-2-éthanol (14 mg/L en
solution modele) (Ferreirat al., 2000). Ces résultats sont en accord avec CiaRiceiotti
(1995), Herraizt al. (1990) et Morenet al. (1991) qui ont mis en évidence une production
importante de ces 2 alcools supérieurs. Cepenlimnteneurs globales en alcools supérieurs
obtenues par ces auteurs, en fin de fermentatiomedt, étaient largement supérieures aux
notres (entre 240 et 485 mg/L).

Les souches dé. delbrueckiiont produit de faibles quantités d’esters, entgeed 3,4 mg/L
avec une valeur moyenne de 3,3 mg/L. Comme prédsantele tableau 11, il n'y a eu aucune
production d’acétate d’isoamyle ni de butyrate,dmate et octanoate d’éthyle au cours de la
fermentation alcooliqgue, comme déja observé panatatez-Ortet al. (2008) dans un milieu
synthétique similaire. Des différences significaiventre souches de delbrueckiiont été
révélées pour la production d'acétate de phényléthgde lactate d'éthyle et de 3-
hydroxybutyrate d’éthyle. Aucun ester n’a été pibdn concentration supérieure a son seulil
de perception en solution modele.

La somme des acides gras produits est comprise érfir et 3,2 mg/L avec une valeur
moyenne de 2,2 mg/L. Ces résultats sont en acematernandez-Ortet al.(2008). Il n'y a
pas de différence entre souches pour la produdiésrdifférents acides gras sauf pour I'acide
isobutyrique qui est par ailleurs I'acide gras pibe@n plus grande quantité. Ceci a déja éte
constaté sur moQt par Herratzal. (1990)dans des concentrations similaires.

Enfin, la production dey-butyrolactone (note beurrée) varie considérablénseton les
souches mais sa concentration est toujours inféri@w seuil de perception en solution
modele (35 mg/L) (Escudest al.,2007).

La production d’arémes fermentaires gardelbrueckii,dans nos conditions expérimentales,
a été globalement faible si on compare nos résudtaieux mentionnés dans la littérature. Ce
phénomene est peut-étre di a I'arrét précoce \ailente la fermentation (& 7% vol. éthanol)

et a l'utilisation d’'un milieu synthétique. En dff@’autres auteurs ont également trouvé de
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faibles productions d’arémes par diverses espgcesriprisS. cerevisiagdans des milieux
synthétiques similaires (Hernandez-Qeteal.,2008 ; Vianeet al.,2008).

Pour vérifier si la faible production d’ardbmes &tdue en partie a I'utilisation du milieu
synthétique, nous avons également évalué la priodiigiar 3 souches de cette expérience,
sur un molt de Colombard comprenant 177 g/L deesuet ajusté a 200 mg/L d’azote
assimilable. Si la production de phényl-2-éthanaligmenté (52 mg/L au lieu de 25 mg/L sur
milieu MS) et est largement supérieure au seupeleeption en solution modele (14 mg/L),
la production des autres composés aromatiqueshtainment des esters, est toujours aussi
faible (teneur totale en esters < 3 mg/L) (donmé&esprésentées).

En conclusion, aucune molécule odorante produitgrande quantité et pouvant caractériser
I'especeT. delbrueckiin’a pu étre mise en évidence au cours de notes. &sul le phényl-2-
éthanol semble étre produit & des concentratiopérmures a son seuil de perception. Cet
essai a cependant permis d'illustrer la pureté etenéntation de I'especé&. delbrueckii
caractérisée par une tres faible production de osép a défauts aromatiques comme
I'acétoine, I'acétaldéhyde et le diacétyle. Ceslltéss sont en accord avec ceux de nhombreux
auteurs (Ciani et Maccarelli, 1998; Ciani et Piticid 995; Herraizet al., 1990; Morencet

al., 1991).

2.6 Consommation du glucose/fructose

Chez l'espéceS. cerevisiaele fructose est transporté a l'intérieur de la wdellpar les
transporteurs du glucose car il n’existe pas desfrarteur de fructose spécifiqgue (Reifenberg
et al.,1997). Alves-Araujeet al. (2005) ont, par ailleurs, émis la méme hypotheséespece

T. delbrueckii S. cerevisiaeest souvent décrite comme une espéce consommant
préférentiellement le glucose que le fructose (iBastet al.,2004). Cette préférence peut étre
la cause de fermentations languissantes et d’adeteermentation. Ainsi, selon Gafner et
Schitz (1996), un rapport de glucose/fructose <cOriduit & un arrét de fermentation. De
nombreuses études ont alors vu le jour pour identdes levuresSaccharomycesgt non-
Saccharomycepouvant facilement consommer le fructose. Dese&umht ainsi décrit des
capacités de consommation du fructose intéressahtes certaines espéces de levures non-
Saccharomycescomme Hanseniaspora uvarumHanseniaspora guillermondiiCandida
stellata et Zygosaccharomyces bail{Ciani et al., 2000 ; Ciani et Fatichenti, 1999 ; Souza-
Diaset al.,1996).
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Dans ce contexte, il nous a paru intéressant diévda consommation du fructose et du
glucose de I'especk. delbrueckiiet de la comparer a celle 8ecerevisiae

Pour cela, nous avons suivi dans le temps les otrat®ns en fructose et glucose de
différentes fermentations réalisées par 8 souchesl.ddelbrueckii 31703, Cbm621,
Lm1T10, Lm2T7, Lm1T20, GI1, OXT1 1//2 et OXT1l 18)/3et 4 souches de.
cerevisiaecommerciales BO213, Fermichamp, X5 et X16. Le milieu de ferméntautilisé
(MS) contient des quantités de glucose et frucidsatiques. Les fermentations ont été
réalisées en triplicata.

Le dosage du fructose et du glucose a 4 et 8% tlmhnol et en fin de réaction nous a permis
de mettre en évidence que la consommation moyearirictose et glucose (exprimée en %
de la concentration initiale) est similaire (pasdd&rences significatives) pour les espétes
delbrueckiiet S. cerevisiagusqu’'a 8% vol. éthanol. En effet, a 4% vol. étblames deux
espéeces ont consommé des quantités similairesodessavec une consommation de glucose
légérement supérieure a celle du fructose soit 80%lucose total et 24% du fructose pour
I'especeT. delbrueckiiet 36% du glucose total et 22% du fructose Eucerevisiadfigure
21). A 8% vol. éthanol, les deux espéces ont consdmpreférentiellement le glucose soit 62
et 66% contre seulement 34 et 33% du fructose patat respectivement. delbrueckiiet S.
cerevisiae La différence entre les deux espéces apparafinede fermentation avec une
consommation complete du glucose et fructose $aicerevisiaeet une consommation
moyenne pour les 8 souches ™edelbrueckiide 85% du glucose et 58% du fructose. Il est
important de préciser que les degrés alcooliquisintd par les différentes souches Te
delbrueckii ont varié de 9 a 12,2% vol. éthanol et qu’aucunacBe n’a consommé

I'intégralité des sucres.
100 ~

o=}

ol
=
o
o

B glucose T. delbrueckii
90 | | Bfructose T. delorueckii
B glucose S. cerevisiae
80 1 m fructose S. cerevisiae

D
N

58
70 A -

I

60 -

50 -

36

40 4 30

A

000
T

24

30%--%1- —

Consommation sucres (%)

20 %
10 - \
0 N\ : :
4 %wol 8 %wol Fin FA

¢
00

Figure 21: Consommation moyenne de glucose et fructose smughes de . delbrueckiiet
de 4 souches d&. cerevisia@ 4 et 8 % vol. éthanol et a la fin de la fermeataalcoolique.
Les résultats sont exprimés en % de sucres conssrparéapport a la valeur initiale : 120
g/L de glucose et 120 g/L de fructose.
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Bien que la consommation moyenne de I'espécelelbrueckiisoit similaire a celle d&.
cerevisiagusqu’a 8% vol. éthanol, il y a des différencemdicatives entre les souches e
delbrueckii sur la quantité de glucose et fructose consomn@s pn méme degré
d’avancement de la réaction. Ainsi, la figure 28gente les rapports de glucose consommé
sur fructose consommeé, a 4 et 8% vol. éthanol, fEsuB souches dE. delbrueckiiet les 4
souches d&. cerevisiae
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Figure 22: Rapport glucose consommeé / fructose consomméta88s vol. éthanol pour 8
souches d&. delbrueckiiet 4 souches d&. cerevisiaeMoyennes de 3 répétitions.
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Un rapport supérieur a 1 signifie que la soucherseammé préférentiellement le glucose et
un rapport inférieur a 1, préférentiellement lecfose. A 4% vol. éthanol, 2 souchesTe
delbrueckii: Cbm621 et OXT1 1//2 ont consommeé plus de friectqae de glucose et la
souche GI1 autant de fructose que de glucose. Lastrés souches de delbrueckiiont
consommeé plus de glucose que de fructose. Ceperad8pt vol. éthanol et jusqu’a la fin de
la fermentation alcoolique, il y a une consommatoéférentielle du glucose (rapport > 1)
pour I'ensemble des souches. Dans les mémes ammglities souches d8. cerevisiae
présentent eégalement une variabilité intraspéafigti une consommation préférentielle du

glucose.

En conclusion, I'especé&. delbrueckiine présente pas de consommation particuliére du
fructose et a un comportement similairg.ecerevisiagusqu’a 8% vol. éthanol. Nos résultats
sont en accord avec Santaisal. (2008) qui n‘ont pas mis en évidence une consomomat
importante de fructose par 2 souched ddelbrueckiidans un milieu synthétique simulant un
modt en arrét de fermentation. Selon ces auteesgdrdnsporteurs de glucose, servant aussi au
transport du fructose, d€. delbrueckiiseraient plus sensibles a I'éthanol que ceuSde

cerevisiae

2.7 Consommation de la thiamine

La thiamine est un facteur de croissance indisfg#asax levures car elle est un cofacteur de
nombreuses enzymes intervenant dans les réactiongthbolisme (pyruvatedécarboxylase,
pyruvatedéhydrogénase). Elle est naturellementeptésdans le mo(t & des concentrations
comprises entre 150 et 750 pug/L (Peynaud et Lafolec1977). Les levures sont capables
d’en consommer entre 600 et 800 pgdurant les premieres heures de fermentation
(Ribéreau-Gayoret al., 2004). La teneur en thiamine d’un modt influenaecbncentration
cellulaire et les cinétiques fermentaires. Aingi, donsommation de la thiamine par les
souches indigénes constituant la microflore du meélt conduire a des fermentations
languissantes, voir des arréts de fermentationi @eété confirmé en laboratoire ou la
consommation rapide de la thiamine par une soueHwsbéceloeckera apiculatentraine
une diminution de la croissance 8ecerevisia@t une fermentation languissante (Bataikon
al., 1996). L'évaluation de la consommation de la thiamést donc un facteur important a

considérer pour la réalisation d’'inoculation mixte.
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Le but de cette expérience est d’évaluer la consatiom de la thiamine par I'espéde
delbrueckij c'est-a-dire voir si elle est capable de consomune grande quantité de thiamine
(900 pg/L dans le milieu MS), si les vitesses diagiation sont variables selon les souches et

si cette consommation est plus précoce que cellazige assimilable.

La consommation de la thiamine par I'espécedd@lbrueckiia été évaluée pour 4 souches
(OXT1 1//2, OXT1 2//13, OXT5 6//3 et Gl1) présentaes capacités biotiques différentes sur
milieu synthétique MS, et comparée a celle d8. ZerevisiagST et SB). Dans un souci
budgétaire, I'expérience n'a pas été répétée. kat, éés dosages de cette vitamine réalisés
par un laboratoire privé étant trées onéreux, nowmna privilégié le nombre de souches

étudiées plutdt que la répétition de I'expérience.

Trois souches dé&. delbrueckii OXT1 1//2, OXT1 2//3 et GI1 ainsi que les 2 saxlleS.
cerevisiaeont intégralement consommeé les 900 pg/L conteans ¢ milieu initial (figure
23). Dans les mémes conditions, la souche OXT5 6//3 reaamé 95% de la thiamine
initiale. La consommation intégrale de la thiamése Iégerement plus rapide pour I'esp8ce
cerevisiaeque pour I'especé&. delbrueckii: soit 18 a 23h et 27 a 42h respectivement. Cette
différence est en partie due a une phase de lafuseourte che3. cerevisiadentre 19 et
24h) que cheZ. delbrueckii(entre 28 et 33h) (figure 24) et donc a un délutmissance
plus rapide. Bien que la consommation par la so@K&5 6//3 soit inférieure a celle des
autres souches, elle reste relativement imporart@lus de 90% de la thiamine est dégradée
en 42h. Par allleurs, il est important de noter cptte souche présente la plus faible vitesse de

croissance et la plus faible concentration celtalanaximale (figure 25).

La consommation totale de la thiamine est tresdepour ces deux espéces : elle a lieu en
début de phase de croissance, c'est-a-dire bient d\abtention de leurs populations
maximales atteintes ent48 et 67 h pour leS. cerevisiaeet 67 et 122h pour leS.
delbrueckii(figure 23 et 25). A ce stade, quelle que sofidache et I'espece, seulement 0,5 g
de CQ a été degagé par Erlenmeyer, ce qui correspondeacancentration en éthanol

comprise entre 1 et 1,5 % vol. sur les 14% vobtiggies (données non présentéees).
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Figure 23. Evolution de la concentration résiduelle en riiree et de la concentration
cellulaire (représentée sur échelle logarithmigeéeirdale) en fonction du temps pour 4
souches d@&. delbrueckit OXT1 1//2 et OXT1 2//3: (a), OXT5 6//3 et GI1:)(bt 2 souches
de S. cerevisiae ST et SB (c). Moyennes de 3 répétitions pourdacentration cellulaire
avec un écart type max de5.10.
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Figure 24: Evolution du dégagement de €@ 24°C sur milieu synthétique a 240 g/L de

sucres pour 4 souches de delbrueckii(OXT1 1//2, OXT1 2//3, OXT5 6//3 et GI1) et 2
souches d&. cerevisia¢ST et SB). Moyennes de 3 répétitions. Ecart type+ 0,2.

1,E+09

& —3

—e— OXT1 1/12

—8— OXT1 2//3
OXT5 6//3
Glh

—%—ST

—e— SB

Concentration (cellules/mL)

o 2 a4 e 8 10 120 140 160 180
Temps (h)
Figure 25 Représentation logarithmique de I'évolution dectancentration cellulaire en
fonction du temps pour les 4 souchediddelbrueckic OXT1 1//2, OXT1 2//3, OXT5 6//3 et
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La vitesse de consommation maximale, exprimée én/ipca été déterminée graphiquement
(mesure de la pente maximale entre 2 prélevemgsj chaque souche. L'espéede
delbrueckii présente des différences importantes entre seshesugui varient de 26 a 93

png/L/h, tandis qu’elle est comprise entre 54 ept88./h pour les B. cerevisiaéfigure 26).
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Figure 26: Vitesses de consommation maximales de la thianpour 4 souches d€.
delbrueckii(OXT1 1//2, OXT1 2//3, OXT5 6//3 et GI1) et 2 sthes deS. cerevisiadST et
SB).

Il est intéressant de noter que la vitesse de comstion maximale de la thiamine semble
corrélée & la population cellulaire maximale poespéceT. delbrueckii(R*=0,9942) (figure
27). Cependant, cette corrélation n’est pas sigatifre, au seuil de risque de 5%, en raison du
faible nombre de valeurs mais I'est au seuil dguesde 10% (p = 0,0833). Des points
supplémentaires permettraient certainement d'@talotie corrélation significative. Cette
relation ne semble pas valable pour I'espgceerevisiaear les deux souches présentent des
vitesses de consommation différentes alors qu’eltégles populations maximales similaires.
3,06408 |
2,56408 |
2,06408 |
156408 |

1,0E+08 -

Concentration max (cellules/mL)

5,0E+07 -

0,0E+00

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Vitesse max (ug thiamine/L/h)

Figure 27: Corrélation entre concentration cellulaire maalienet vitesse de consommation
maximale de la thiamine pour les 4 souche%.d#elbrueckii.
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Par ailleurs, quelle que soit la soucheTdelelbrueckiiou deS. cerevisiagla consommation
de thiamine est plus précoce que celle de l'azfitmiré 28). La totalité de l'azote est

cependant aussi consommeée durant la phase deacraessellulaire.
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Figure 28 :Evolution de la concentration résiduelle en thiznet en azote assimilable en
fonction du temps pour 4 souchesTdalelbrueckic OXT1 1//2 et OXT1 2//3 (A), OXT5 6//3
et GI1) (B) et 2 souches @& cerevisiae ST et SB (C).
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En conclusion, dans nos conditions, I'espdcedelbrueckiiest capable de consommer
rapidement des quantités importantes de thiaminpér®ures aux concentrations
habituellement trouvées dans les modts. L’'assimilaintégrale de la thiamine est plus
précoce que celle de I'azote et a lieu au couta immation du premier degré d’alcool, c'est-
a-dire en début de phase de croissance celluairin, la vitesse de consommation de la
thiamine est trés variable selon les souches epastivement corrélée a la concentration
cellulaire maximale. La consommation rapide de desnquantités de thiamine est un facteur
a prendre en compte lors de la réalisation d’inmtcahs mixtes, en particulier dans le cas
d’inoculation séquentielle ou la souche 8e cerevisiaginoculée dans un second temps,

risque de manquer de thiamine et donc d’avoir déisudtés pour se développer.

2.8 Effet de la concentration en S du pH du milieu sur
le démarrage de la fermentation alcoolique

L'objectif de cette expérience est d’évaluer le ponbement de I'espécé. delbrueckiien
tout début de la fermentation alcoolique dans deslitions cenologiques « extrémes ». Nous
nous sommes particulierement intéressés a 2 facjeuant un réle dans la sélection des
populations au cours de la fermentation alcooligaeconcentration en SQdioxyde de
soufre) libre dans le modt et la valeur du pH. Leée de la phase de latence, qui représente le
temps d’adaptation des levures au modt, sera npzre cinétiqgue évalué pour cette étude.
Le dioxyde de soufre inhibe la croissance de nouoda® levures noSaccharomycegui sont
pour la plupart peu résistantes (Constahtl., 1998, Henicket al.,1998 ; Romano et Suzzi,
1992). Cependant, seul le Slibre, c'est-a-dire non combiné, a une activitélerurienne
(Ribéreau-Gayoret al, 2004). Il pénetre dans la cellule, soit par tpams actif, soit par
simple diffusion et réagit avec de nombreux counatits tels que les coenzymes (FAD,
NAD), les cofacteurs et les vitamines. Il auraitalégnent des effets sur de nombreux
systémes enzymatiques, sur les acides nucléigwgrainerait une diminution importante de
'ATP (Romano et suzzi, 1992). Le pH du vin joue ndte important sur la combinaison du
SO, a pH 3, la proportion de S@ctif pour une méme dose de SGtal est plus importante
gu'a pH 3,6. Autrement dit, pour une méme dose Oe tBtal, I'action inhibitrice sur les
levures est plus forte a pH 3 qu’a pH 3,6.

Le pH optimum pour le développement des levurestge entre 5 et 6. Dans un milieu acide,
comme le moQt (pH entre 3 et 3,6), les levures eeuwlors éprouver des difficultés a se

développer en particulier pour des pH inférieus (@homaset al., 2002). En effet, chez les
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eucaryotes, le maintien du pH intracellulaire esiction de la variation du pH extracellulaire
(Gillies et Deamer1979). Ainsi, pour maintenir le pH intracellulaidans les conditions
physiologiques optimales pour le métabolisme (eBife et 5,75), la levure est obligée
d’excréter les protons intracellulaires. L'énergiécessaire a cette tache pour la survie
cellulaire limite alors la croissance cellulairenéli et Ohno, 1995). De plus, les pH acides
entrainent un ralentissement de la consommationsderes (Torijaet al., 2003) et une
diminution du transport actif de I'azote (DuboisGeenson, 1979).

Un série d’expériences a été mise en place (tadl@agpour comparer le comportement au
début de la fermentation alcoolique de 10 souched .ddelbrueckii (31703, Cbm621,
Lm1T10, Lm2T7, Lm2T20, GI1, OXT1 1//2, OXT1 18//3@XT1 2//3, OXT5 6//3) et 2
souches d&. cerevisiaéST qui est une souche commerciale avec une plealsgethce courte

et SB qui présente des phases de latence plusdsnhdLiexpérience témoin correspond au
milieu synthétique MS, contenant 1g/hL de,Sibre et ajusté a pH 3,3. Pour évaluer I'effet
du SQ, ce milieu a été enrichi pour atteindre des comagans en S@libre de 2,5 et 3,6
g/hL, correspondant respectivement a des concemsagn SQ@total de 4,3 et 7,5 g/hL. Pour
étudier I'effet pH, le pH du milieu MS a été modiffin d’étre ajusté a pH 3 et 3,6 considérés
comme les pH extrémes que I'on peut retrouver desmsnodts. Nous avons tenu compte,
dans ce cas, du fait que le pouvoir de combinatko8Q varie en fonction du pH. La dose
de SQ totale a ajouter pour obtenir une concentratiorS€én libre de 1g/hL a été ajustée

selon le pH des 3 milieux.

Tableau 12 Présentation des expériences ayant serviesvaldaion de l'effet de la
concentration en St du pH du milieu sur le démarrage de la fernmantalcoolique

Milieu oH SO, libre
(mg/L)
1 Témoin 3,3 1
2 Effet SO, 3.3 2.5
3 3,3 3,6
4 Effet pH 3
5 3,6
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2.8.1 Effet SQ

Les durées de phase de latence sur la modalitéiné8aQ, libre = 1 g/hL, pH 3,3) sont
significativement différentes entre les 10 souathed'espéecel. delbrueckiiqui présente une
grande variabilité intraspécifique pour ce paramé@omme déja observée précédemment
(Chapitre 11.2.3, partie Résultats et discussiaes durées de phase de latence sont également
significativement différentes entre les 10 souate$. delbrueckiipour les milieux avec les
concentrations en SMlus élevées (figure 29). On peut également uaircette figure que,
pour toutes les souches @ledelbrueckiiet deS. cerevisiaaitilisées dans notre expérience,
plus la concentration en S0bre est élevée plus la phase de latence esuéngs phases de
latence moyennes obtenues pour les 10 souch€&sdidbrueckiivarient significativement en
fonction de la concentration en Slbre. En effet, elle est de 34 h pour la concarmin la

plus faible, 68 h pour la concentration intermédiasoit 2 fois plus, et 163 h pour la plus
forte concentration, soit 5 fois plus. Les duréegtdase de latence moyennes sont également
plus élevées pour l'especB. cerevisiaepuisqu’elle est multipliée par 8 entre les 2
concentrations extrémes ; elle atteint ainsi 146brgda concentration la plus élevée. Par
ailleurs, il faut noter que les durées de phadatdace de 4 souches @edelbrueckii(31703,
Lm1T10, Lm2T7 et OXT5 6//3) sont systématiqguemeaiférieures a celle de B cerevisiae

SB pour les deux concentrations en,3i0re les plus élevées, reflétant ainsi la résista

importante de certaines souches de I'esgéagelbrueckiia des concentrations en Skibre

élevées.
250 @ 1g/hL
m 2,5g/hL ‘]E
0 3,6g/hL
200 -
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31703 Lm1T10 Lm1T20 Cbhm621 Gl OXT1 Lm2T7 OXT1 1//2 OXT1 2//3 OXT5 6//3 ST SB
~ 18//33 __—
18 -

T. delbrueckii S. cerevisia

Figure 29: Durées des phases de latence de 10 souchHegld#rueckiiet de 2 souches &
cerevisiae sur 3 milieux synthétiques a pH 3,3 avec des aura#ons en SO libre
différentes de : 1 ; 2,5 et 3,6 g/hL. Moyenne aé®titions. Ecart type max1.
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2.8.2 Effet pH

Les durées de phase de latence sont significativediéférentes entre les 10 souches de
I'espéceT. delbrueckiipour les milieux aux pH extrémes de 3 et 3,6. Leéeude phase de
latence moyenne pour les 10 souched ddelbrueckiiest de 33 h au pH 3,3, 45h (soit 1,31
fois plus) a pH 3 et 46h (soit 1,34 fois plus) a @ mais ces phases de latence ne sont pas
significativement différentes. Le pH, dans nos cdbowls, n'a donc pas deffet global ou
prévisible sur les phases de latence de I'espBcedelbrueckii bien qu'il influence
individuellement les durées de phase de latenaghdgque souche (figure 30). En effet, si la
majorité des souches ont leur phase de latendedacpurte au pH témoin (3,3), certaines ont
des phases de latence plus courtes a pH 3 : Ln@2XT]1 1//2 et OXT1 6//3 et d’autres a pH
3,6 : Lm1T20 et Lm1T10. Dans les mémes condititesdurées de phase de latence dés 2
cerevisiaene sont pas influencées par les conditions deppll de différence significative).

100 - OpH 3
@pH 3,3

90 - T opH 3,6
80 -
70 1 e - JJ:—

% 60 - {

g 501 = 2 B T ~I~

3w

= a
20 1
0 ‘ ‘ ‘

Cbm621 31703 Gl1 OXT118//33  Lml1T20 Lm1T10 OXT1 /2  OXT12/3 OXTS 6//3

T. delbrueck S. cerevisiae

Figure 30: Durées des phases de latence de 10 soucHegdd#hrueckiiet de 2 souches &
cerevisiaesur 3 milieux synthétiques (S@bre = 1 g/hL) ajustés a 3 pH différents : 33 8t
3,6. Moyenne de 3 répétitions. Ecart type méx

En conclusion, nous pouvons dire que I'espBcdelbrueckiiprésente une grande variabilité
intraspécifique au niveau de ses phases de latguekque soit le pH ou les concentrations
en SQ. Certaines souches de delbrueckiisont assez résistantes a l'augmentation de la
concentration en SCcar elles sont capables de réaliser la fermemntaticoolique dans un
milieu avec 3,6 g/hL de SQlibre correspondant a une dose de 7,5 g/hL de tB@l.

125



L’augmentation de la concentration en,Sllonge cependant la durée de phase de latence,
mais ce phénomene se retrouve également pour deS§pecerevisiacPar ailleurs, certaines
souches dé&. delbrueckiiont des phases de latence plus courtes gBedarevisia&B aux 2
concentrations en SQes plus élevées. L'effet du pH sur les duréepliese de latence est
souche dépendant pour I'espéetedelbrueckii. la majorité des souches ont des phases de
latence plus courtes a pH 3,3 mais les pH extr&as 3,6 réduisent les durées de phases de
latence de certaines souches. Ce comportemedifféseént de celui de I'espéc cerevisiae

ou les durées de phases de latence ne sont paenicdles par le pH.

2.9 Capacité biotique de I'espétedelbrueckii

Peu de données sont disponibles sur le suivi d®heentration cellulaire au cours de la
fermentation alcoolique de I'espétedelbrueckii Par ailleurs, une étude assez récent&sur
cerevisiaea montré que la capacité biotique, c'est-a-direajzacité a se multiplier, jouait un
réle déterminant sur la vitesse globale de la fatat@®on alcoolique. La population de levure
maximale ainsi que le volume cellulaire de cett@ydation, sont donc des parametres a
prendre en considération pour la sélection de smude levure de I'espé@ cerevisiae
(Albertin et Marullo, communication personnellepo®et al.,2008).

Le but de cette étude est donc d’évaluer la capdmiiitique, que nous nommerons Xmax,
ainsi que la taille moyenne des cellules de I'esfealelbrueckiiau cours de la fermentation
alcoolique. Nous avons donc suivi, au cours defméntation sur milieu synthétique MS, la
concentration cellulaire de 7 souches de levuresdelbrueckii(Cbm621, 31703, GI1,
Lm1T20, OXT1 18/33, Lm1T10 et OXT1 1//2) et 2 soestdeS. cerevisiadST et SB) a
I'aide d’un compteur a particules Coulter Count@r(Beckman Coulter). Cet appareil permet
de dénombrer les cellules d’une suspension malsrégat de donner des informations sur la
taille et le volume des levures contenues dane sagpension.

L’azote assimilable du milieu a été entierementsoommé par toutes les souches utilisées
dans cette expérience. Il nous est donc possibt®ahparer leurs performances. Le suivi des
concentrations cellulaires au cours du temps qwisenté sur la figure 31. L’espéte
delbrueckiiest caractérisée par une grande variabilité ipéeique pour le parametre Xmax,
avec des populations maximales comprises entré(t,at 2,4.18 cellules/mL (différences
significatives). Ces populations sont atteintegeg@7 a 122h. On peut également voir sur ce
graphe que, malgré un démarrage de croissancegotiisdd a une durée de phase de latence
plus longue, la capacité biotique de 6 souche$.d#elbrueckii(Gl1, OXT1 1//2, Lm1T10,
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Lm1T20, Cbm621 et OXT1 18//33) sur les 7 testéeédargement supérieure a celle des 2
souches dé&. cerevisiaelLa septieme souche de delbrueckii 31703 a, quant a elle, une
capacité biotique similaire aux2. cerevisiaenais avec une vitesse de croissance beaucoup
plus faible. La population maximale moyenne depéxsT. delbrueckiiest alors supérieure a
celle de S. cerevisiaesoit respectivement 1,73%@t 1,17.18 cellules/mL (différence
significative). Il est important de noter les grasdcapacités biotiques des soucfies

delbrueckii GI1 et OXT1 1//2 qui ont une population maximalépdssant les 2.10
cellules/mL.

1,E+09 -

1,E+08 -

—%— Cbm621
—e— LmiT10
—=—LmiT20

1,E+07 1 OXT1 18//133

Concentration (cellules/mL)

31703
—s—Gl1
OXT1 1//2

—=—SB

—&— ST
1,E+06 -

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Temps (h)

Figure 31: Représentation logarithmique de I'évolution @ecdoncentration cellulaire en
fonction du temps sur milieu MS de 7 souchesTdadelbreckii (Cbm621, 31703, GI1,
Lm1T20, OXT1 18/33, Lm1T10 et OXT1 1//2) et de Zicles deS. cerevisiadST et SB).
Moyennes de 3 répétitions. Ecart type max del0.

La figure 32 est un exemple des graphiques obtewasdu comptage de la concentration
cellulaire avec le compteur a particules. On peit sur cette figure ou nous avons superposé
le comptage d’'une population de cellules dedelbrueckiiavec celui d’'une souche &
cerevisiae que la majorité des levures ont une taille cosgpentre 3,5 et 5,5 um pour la
soucheT. delbrueckiiet entre 4,5 et 6,5 um pour la soucheSdecerevisiaeles tailles
moyennes des 2 populations prises comme exempteakws de 4,3 um pour la souche
delbrueckiiet 5,6 pm pour la souclg cerevisiae
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Figure 32: Exemple de graphiques obtenus lors de I'anadgsepopulations d’'une souche de
T. delbrueckiiet d’'une souche d®. cerevisia@ar compteur a particules sur milieu MS.

La figure 33 reporte les tailles moyennes des mijmuis des 7 souches de delbrueckiiet
des 2 souches d&. cerevisiaeau moment de |'obtention de leur population maxéankes
tailles des différentes souches Tedelbrueckiisont significativement différentes entre elles
et varient de 3,4 a 4,7 um. La taille moyenne dssucthes dé&. delbrueckiiest, quant a elle,
significativement inférieure a la taille moyennesd2 S. cerevisiaepuisqu’elles sont
respectivement de 4 et 5,6 um. Cette différencdadie est illustrée par les photos des
souchesT. delbrueckiiOXT1 1//2 etS. cerevisiaeST prises a l'aide d'un microscope
électronique a balayage (figures 34 et 35). On pent d’apres ces photos, que les levures de
I'especeT. delbrueckiisont plus petites que celles 8e cerevisiaeet ont une forme plus

ronde.

Taille (um)

CBm621 31703 Gl1 Lm1T20 OXT1 18//33 Lm1T10 OXT1 1//2 SB ST

Figure 33: Taille moyenne des cellules de 7 souche$.dgelbreckii(Cbm621, 31703, GI1,
Lm1T20, OXT1 18/33, Lm1T10 et OXT1 1//2) et 2 soeshleS. cerevisia¢ST et SB) en fin
de croissance sur milieu MS. Moyennes de 3 répastiEcart type max de0,3.
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mag HV pressure —_— 5y —
24 000 x |17.00 kV| 1.58e-6 mbar Torulaspora Delbrueckii

Figure 34: Torulaspora delbrueckiilOXT1 1//2 (Microscopie électronique a balayage :
grossissement X 24000) Bordeaux Imaging Centete &bnagerie Electronique - Université
Bordeaux 2.

£

mag HvV ‘ pressure I —— R U111

24000 x| 15.00 kV| 2.52e-8 mbar Saccharomyces Cerevisiae

Figure 35: Saccharomyes cerevisi&I (Microscopie électronique a balayage : grossiest
X 24000) Bordeaux Imaging Center - Péle d'Imagetextronique - Université Bordeaux 2.
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Le volume cellulaire total exprimé en pimL, c'est-a-dire le volume occupé par I'ensemble
des levures en pindans 1 mL de suspension, est représenté sur ueefigé pour les
différentes souches de cette expérience, au mamedidbtention des populations maximales.
Comme pour la concentration cellulaire maximal@egille moyenne des cellules, le volume
cellulaire total est significativement différenttenles souches de I'espéte delbrueckiiet
varie de 4,8 & 9,7.2qun?/mL. Cependant, malgré une concentration cellulaigximale
moyenne tres supérieure a celledeerevisiagle volume cellulaire moyen représenté par les
7 souches dé&. delbrueckiiest significativement plus faible que celui 8ecerevisiaeEn
effet, il est de 7,1.T0un?/mL pour I'espéceTl. delbrueckiicontre 1,1.18 pnt/mL pourS.
cerevisiag soit 1,5 fois plus. Le volume cellulaire plus\@ale I'espécs. cerevisiapourrait
étre une explication des meilleures performancesdptaires de cette espece en comparaison
a I'espécerl. delbrueckii Il faut cependant noter que ces volumes sontoxppatifs car le
logiciel du compteur a particules considere queemules cellules sont rondes lors de son
calcul. Or, nous avons vu précédemment que lesde\fu delbrueckiisont bien plus rondes
que les levuress. cerevisiaeDe plus, le logiciel ne tient pas compte de laspnce des
bourgeons, ce qui signifie qu’une levure qui boorgee aura un diametre surestimé et donc
un volume cellulaire surestimé. Par ailleurs, Ippat du volume cellulaire total sur le
nombre total de cellules, c'est-a-dire le volume@mod’'une levure, est significativement plus
faible pour I'espécd. delbrueckii soit 41,3 pricellule, que pour I'espéc®. cerevisiaesoit
98,1 pni/cellule.

Par ailleurs, nous n'avons trouvé aucune corrdlato sein de cette espece entre la
concentration cellulaire maximale, la taille ou rbiencore le volume cellulaire de la

population et la production maximale d’éthanol.
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Figure 36: Volume cellulaire total des populations de 7cds der. delbreckii(Cbm621,
31703, GI1, Lm1T20, OXT1 18/33, Lm1T10 et OXT1 )/ 2 souches d®. cerevisia¢ST

et SB& en fin de croissance sur milieu MS. Moyenthes3 répétitions. Ecart type max e
1,5.10.
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En conclusion, I'espec@&. delbrueckiiprésente une variabilité intraspécifique imporant
concernant les caractéristiques de sa populatiest-&-dire sa capacité biotique (Xmax), sa
taille moyenne et son volume cellulaire. Sa capduibtique est supérieure a celle de I'espece
S. cerevisiaeCes résultats sont en désaccord avec de préséulamux qui relatent une
population maximale plus faible pour I'espéEedelbrueckiien comparaison a I'espe&e
cerevisiae(Bely et al., 2008 ; Ciani, 1997, Ciaret al., 2006 ; Mauricioet al., 1991). Il est
cependant important de noter qu’aucune de ces £nidecté réalisée a I'aide d’'un compteur
a particules, la technique de I'étalement sur mdigélosés étant privilégiée. Par ailleurs, nos
travaux ont montré que les levur€sdelbrueckiiétaient plus petites en taille et en volume
cellulaire qu’une levures. cerevisiaeA I'échelle de la population, bien que le nomhdee
levures de I'espécé. delbrueckiisoit en moyenne largement supérieur a celui dpé&eeS.
cerevisiae le volume cellulaire moyen occupé par la popatatie levures dé&. delbrueckii
est inférieur a celui de I'espéc®. cerevisiaece qui pourrait étre une explication des
meilleures performances fermentaires de cette esm#t comparaison a l'espéeck
delbrueckii Cependant, au sein de I'espéte delbrueckii aucune corrélation entre la
production maximale d’éthanol et la concentratieliutaire maximale, la taille ou le volume

cellulaire n’a pu étre mise en évidence.

[l Adaptation au stress osmotique

Comme nous l'avons vu précédemment dans ce man(Shapitre 11.2.4, partie Résultats et
Discussion), I'espécd. delbrueckiiest caractérisée par une faible production d’Atet
glycérol en fin de fermentation. La production @&s @ composés est trés inférieure a celle de
S. cerevisiadors de la fermentation d’'un milieu, provoquant stress osmotique important
pour la levure (milieu synthétigue MS ajusté a 3PQ de sucres). Au cours de nos
expériences, il a été également montré que la ptmud’AV et de glycérol chez I'espede
delbrueckiiest plus influencée par la souche utilisée (grarat@bilité intraspécifique) que
par la concentration initiale en sucres du mil€a.phénomene est différent pour I'esp8&ce
cerevisiaedont la production d’AV et de glycérol est fortemé&ée a la concentration initiale
en sucres du milieu, indépendamment de la quadaitgucres fermentés (Lafon-Laffourcade
et Ribéreau-Gayon, 1977). En effet, pour cette@sp@us la concentration initiale est élevée,
plus forte est la production de ces deux compdgas. autre différence entre les 2 espéces,
mise en avant lors de notre travail, est le faie @hezT. delbrueckij la production de

glycérol n’est pas couplée a la production d’AV ptas milieux a fortes concentrations en
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sucres, contrairement a I'espé&tecerevisiaeChez cette derniere, le phénomene est expliqué
par le fait que cette espé@igmente sa concentration en glycérol intracefeilgiour
contrebalancer la pression osmotique du milieu,que induit une augmentation de la
production d’acide acétique pour équilibrer le ptid d’oxydoréduction de la cellule
(Blomberg, 2000 ; Blomberg et Adler 1989, 1992 ad¢fnust al.,2003 ; Hohmann, 2002).

Toutes ces différences, entre les 2 espéces, a@semt penser que I'espétedelbrueckii
présente un mécanisme de réponse au stress osendliifigrent de celui de I'espece.
cerevisiae Pour essayer de comprendre ce mécanisme, nons edalisé 2 expériences qui

sont présentées ci-dessous.

1 Evolution de la production d’AV et de glycérol aucours de la
fermentation alcoolique

Le but de cette nouvelle expérience est de comptétie, présentée au Chapitre 11.2.4, de la
partie Résultats et Discussion, ou nous avons caripa concentrations en AV et glycérol
obtenues en fin de réaction, c’'est a dire pourddegés alcooliques trés différents. Ici, nous
allons comparer I'évolution de ces 2 composés, feapeceT. delbrueckiiet S. cerevisiae,

en fonction de I'avancement de la réaction. Popodpr des informations complémentaires,
I’évolution de la concentration cellulaire ainsiegdie la biomasse (exprimée en g/L de matiere
séche) ont également été suivies.

Cette expérience a été réalisée en fermenteurside I'de linstallation automatisée du
laboratoire afin de suivre précisément I'évoluttandégagement de GQ.es modalités n’ont
pas été doublées. En effet, nous avons privilégigombre de souches dans cet essai plutot
que la répétition des modalitédin de pouvoir comparer le comportement des 2aespé.es
fermentations alcooliques ont été réalisées a 24fide milieu synthétique MS ajusté a 350
g/L de sucres. Huit souches ont été utiliséesouslses dd. delbrueckii(31703, Cbm621,
OXT1 1//12, Lm2T7 et A2) et 3 souches 8ecerevisia¢ST, SB et VL3). Ces souches ont éte
choisies pour chaque espéce, en fonction de lautitides plus ou moins importantes a
produire de I'AV dans ce milieu. Les souchesdelbrueckii31703 et Cbm621 sont de tres
faibles productrices, OXT1 1//2 et Lm2T7 de faibl@®ductrices et A2 une plus forte
productrice. De méme pour I'espeSecerevisiaela souche ST est une faible productrice, la

souche VL3 une productrice modérée et la soucherg&Bforte productrice. Il est important
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de rappeler, que nous n'avons pas dosé la qudrditéde acétique mais la production d’AV,
constituée a 95% d’acide acétique.

Comme déja constaté au cours de notre précédepé&i@xce, les concentrations en AV et
glycérol obtenues en fin de fermentation, c'esir@-gpour différents degrés alcooliques
formés, sont significativement plus faibles powspecerl. delbrueckiique pour I'espéecs.
cerevisiae En effet, la concentration moyenne finale en AV asit0,16+ 0,08 et 0,8 0,23
g/L et la concentration finale en glycérol de 4840,67 et de 9,7# 3,51 g/L pour
respectivement I'especk delbrueckiiet S. cerevisiaeOn peut donc se poser la question si
pour un méme avancement de la réaction, c'estedpdir un dégagement de £€yjuivalent,

les résultats sont similaires.

Les productions d’AV et de glycérol ont été évakiae2 avancements de la réaction, soit a 12
et 42 g/L de C@ dégagés, correspondant respectivement a 1,5 aberty %vol. éthanol
formés. La formation de 1,5 %vol. éthanol coinageroximativement, dans nos conditions,
a la fin des phases de croissance cellulaire. lagscentrations obtenues pour ces 2
avancements de la réaction, sont présentées potasttes souches sur la figure 37. Les
productions moyennes d’AV et de glycérol pour lesav&ncements de la réaction sont

toujours significativement inférieures pour I'espdc delbrueckiitableau 13).

Tableau 13 Concentrations moyennes en AV et glycérol en érpbase de croissance et a 5
%vol. éthanol pour les cultures pures de 5 soudbkés delbrueckii(31703, Cbm621, OXT1
1/12, Lm2T7 et A2) et 3 souches 8ecerevisia¢ST, SB et VL3).

AV (g/L) Glycérol (g/L)

Fin T. delbrueckii 0,14 £ 0,02 0,37 £0,09
croissance | g cerevisiae 0,29 +0,11 1,77 £ 0,50
5 %vol. T. delbrueckii 0,31+£0,08 4,38 £0,25
€thanol S. cerevisiae 0,60+0,19 6,57 £1,44
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Figure 37: Concentrations en AV (a) et glycérol (b) endimphase de croissance et a 5 %vol.
éthanol pour les cultures pures de 5 souchés delbrueckiiet 3 souches dg. cerevisiae
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Par ailleurs, une autre hypothése pouvant explidaeplus faible production de ces 2
composés par I'especk. delbrueckiipourrait étre liée a une croissance différente 2les
especes. Or, la population maximale moyenne att@at les 5 souches de delbrueckiiest
similaire a la population moyenne obtenue pour 3esouches deS. cerevisiaesoit
respectivement 8,53.1@ 1,15.10 et 8,50+ 1,36.10 cellules/mL. La production d’AV et de
glycérol divisée par la concentration cellulairende donc des résultats similaires, c'est-a-
dire que I'espéc@. delbrueckiiproduit moins d’AV et de glycérol par cellule giespéceS.
cerevisiae

L’estimation de ces productions ramenées au grachmmatiere seche nous a semblé plus
pertinente, pour comparer les 2 especes, que ddsigirons exprimées par cellule. En effet,
la matiére séche représente mieux la richesse 3nmes d’une population que son nombre
de cellules.

Comme nous l'avons vu précédemment au cours daréctérisation sur milieu synthétique
MS, I'especeT. delbrueckiia des cellules de plus petites tailles que I'esg@ccerevisiae
(Chapitre 11.2.9, partie Résultats et Discussidmg. volume cellulaire de sa population,
exprimée en pufmL est donc plus petit que celui de I'esp&ecerevisiaeDes résultats
semblables ont été trouveés au cours de cette exyérilors de I'estimation de la biomasse
formée (en gramme de matiére seche par litre).fleh & population maximale moyenne de
I'especeT. delbrueckiireprésente une biomasse de 228,31 g/L contre 4,4& 0,50 g/L
pour I'especeS. cerevisiaddifférence significative). Autrement dit, pour unencentration
cellulaire équivalente, la biomasse (ou matierdapexprimée en g/L de la population e
delbrueckiiest donc inférieure a celle & cerevisiaelLes quantités d’AV et de glycérol par
mg de biomasse, obtenues en divisant les prodsct@V par la quantité de matiére seche
pour les 2 avancements de la réaction, sont peseisur la figure 38. La production d’AV
ramenée a la matiére seche pour I'esp&cedelbrueckii est toujours significativement
inférieure a celle d&. cerevisiagtableau 14). Elle est particulierement faible partdia
croissance (12g/L de G puis augmente légerement lorsque 5 %vol. éthambl été
produits. Par contre, la production de glycérol eage a la matiere seche de I'esp&ce
delbrueckiiest significativement inférieure pendant la pégiatk croissance mais augmente
de facon importante pendant la phase stationnairadee déclin pour arriver a des
concentrations moyennes finales supérieures, nmissignificativement différentes de.
cerevisiae Chez cette dernierd’augmentation en continu de la production d’AV a

glycérol conduit a des quantités finales élevées.
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136



Tableau 14 Rendements moyens AV/matiere seche et glycéraneaseche en fin de phase
de croissance et a 5 %vol. éthanol pour les cdtprees de 5 souches de delbrueckii
(31703, Cbm621, OXT1 1//2, Lm2T7 et A2) et 3 souscteS. cerevisia¢ST, SB et VL3).

AV/matiere seche | Glycérol/matiére
(ug/mg) seche (ug/mQg)
Fin T. delbrueckii 28 +7 194 + 42
CroiIssance | g cerevisiae 78+ 32 478 + 160
5 %vol. T. delbrueckii 67 =28 2095 * 355
éthanol | g cerevisiae 146 + 59 1618 + 724

En résumé de cette partie, la production globafe/det de glycérol, exprimée en g/L, par
I'especeT. delbrueckiiest toujours inférieure a celle 8e cerevisiaguel que soit le moment
du prélevement (fin de croissance, a 5 %vol. éthahe@n fin de réaction). La production
d’AV est également toujours plus faible lorsqu’elist exprimée par cellule ou par mg de
matiere séche. Par contre, la production de glycérprimée par mg de matiére séche, est
inférieure pour I'especé. delbrueckiien fin de phase de croissance mais équivalente a
%vol. éthanol, alors qu’elle est plus faible sil@xprime par nombre de cellules. Une autre
hypothése permettant d’expliquer la plus faibledpiciion d’AV et de glycérol de I'espede
delbrueckii,par rapport a I'espec®. cerevisiaepourrait étre un flux métabolique plus faible
de cette espéce. Si I'on regarde les vitessesrdeefgation exprimées en grammes de, CO
dégagé/L/h, qui refletent le flux métabolique, anit\effectivement que la vitesse globale est
plus faible pour I'especé&. delbrueckii(figure 39). Si I'on tient compte de la productida
biomasse, en calculant le flux spécifique, c'edira-le rapport vitesse de fermentation sur
matiere séche, en fin de phase de croissance (l@ @ux est le plus important), le flux
spécifique est équivalent entre les 2 especesddsférence significative). En effet, comme
l'indique letableau 15, les flux spécifiques en phase de @o¢ss (mi-croissance) ou en fin
de croissance cellulaire, c’est a dire lorsqueraaX est obtenue, sont similaires et identiques
entre les 2 espeéces.
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cerevisiag(ST, SB et VL3).

Tableau 15 Valeurs moyennes des vitesses de fermentatiorg dmimasse (matiére séche)
et des vitesses spécifiques (vitesse/biomassehasepde croissance et en fin de phase de

croissance (au moment de I'obtention de la Vmpaur les cultures pures de 5 souche3.de
delbrueckii(31703, Cbm621, OXT1 1//2, Lm2T7 et A2) et 3 smscHeS. cerevisiagST, SB

et VL3).
Vitesse (g/L/h) Biomasse (g/L) Vitesse specifique
9 9 (g/g biomasse/h)
Phase T. delbrueckii 0,58 £ 0,23 1,63 £ 0,65 0,29 + 0,08
croissance "
S. cerevisiae 0,73 +0,66 2,12 +1,60 0,32 +£0,05
Fin T. delbrueckii 0,71 +0,11 2,28 +0,31 0,31+0,03
croissance
S. cerevisiae 1,53+0,21 4,46+ 0,50 0,34 £0,03
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La production d’AV en fonction de la production glgcérol est représentée sur la figure 40.
La production d’AV semble couplée a la productioa dlycérol, tout au long de la
fermentation pour les 3 souches 8e cerevisiae Par contre, pour les souches e
delbrueckij si le glycérol est produit tout au long de larientation, sa production n’est pas
toujours associée a une production d’AV. En effendant la phase de croissance, il y a une
production couplée d’AV et de glycérol, alors qumgant la phase stationnaire de croissance
il 'y a plus de couplage. Puis, en fin de fermtata I'’AV est de nouveau produite en méme
temps que le glycérol. L’augmentation important&\d’en fin de fermentation, remarquée
pour 3 des 4 souches étudiées, est peut étre dme &ensibilité plus importante de cette
espéce aux conditions défavorables du milieu (aantgtien teneur en alcool, manque
d’azote...). Comme pour lI'expérience précédente (@twapl.2.4, partie Résultats et
Discussion), la concentration finale en AV n’'ess marrélée a la concentration finale en
glycérol pour I'espec@. delbrueckii(coefficient de corrélation = -0,2942 , P = 0,6Rmais
semble corrélée pour I'espée cerevisiadcoefficient de corrélation = 0,946), bien que le
faible nombre de valeurs ne permette pas de dieecgtie corrélation soit significative (P =
0,3243) (figure 41).
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Figure 40: Production d’AV en fonction de la production glgcérol pour les cultures pures
de 5 souches dE. delbrueckii(31703, Cbm621, OXT1 1//2, Lm2T7 et A2) et de 3ctms
deS. cerevisia€ST, SB et VL3).
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Figure 41: Corrélation entre la concentration finale en A&V la concentration finale en
glycérol pour les cultures pures de 5 souche$.dielbrueckii(31703, Cbm621, OXT1 1//2,
Lm2T7 et A2) et 3 souches & cerevisia¢ST, SB et VL3).

Les résultats de cette expérience confirment etpéetent ceux déja établis, a savoir que la
production globale d’AV et de glycérol par I'espélcedelbrueckiiest inférieure a celle d&.
cerevisiae que ce soit en fin de croissance cellulaire,%®I. éthanol formés ou en fin de
réaction. Ces faibles productions, par rapporespéceS. cerevisiaene sont pas expliquées
par un flux spécifique plus faible de I'espetedelbrueckiimais plutét par une plus faible
production d’AV et de glycérol par gramme de biosgadDe plus, la production de biomasse
est plus faible pour I'espéce delbrueckii ce qui renforce la différence entre les 2 especes
lorsque I'on compare leurs concentrations dansilieuren fin de réaction.

De plus, si la production d’AV semble couplée gtaduction de glycérol pendant toute la
fermentation, pour les 3 souchesSlecerevisiagil n’en est pas de méme polirdelbrueckii

En effet, pour cette espéce, la production d’AV klemiée a la production de glycérol
uniquement en début de fermentation (pendant lagHa croissance) et en fin de réaction,
vraisemblablement durant la phase de déclin. Laemmnation finale en AV n’est donc pas
corrélée a la concentration finale en glycérol paspeceT. delbrueckii(contrairement &.

cerevisiae).
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Aussi, si hous avons pu apporter une explicatitmfaible production d’acidité volatile et de
glycérol de l'espécel. delbrueckiiau cours de la fermentation alcoolique en condftio
cenologiques, il nous a semblé intéressant d’étlid@aptation de cette espéece au moment de
son inoculation, dans un milieu trés riche en sudem effet, si sa production d’AV est faible
en début de réaction, nous venons de voir que getiduction semblait couplée a la
production de glycérol. Chez I'espeBecerevisiacou le mécanisme de réponse au stress est
bien connu, la production d’acidité volatile egelia une surproduction de glycérol, composé

synthétisé pour contre-balancer la pression osmetiq

2 Etude d’un choc osmotique

Le but de cette expérience est d’évaluer et compatecours des 10 premieres heures qui
suivent un choc osmotique, la concentration d’A\etglycérol du milieu en fermentation
ainsi que la production intracellulaire en glycédek espéecek. delbrueckiiet S. cerevisiae.
Cette expérience a été réalisée a 24°C en fernrefaeec suivi automatique du dégagement
du CQ), en duplicata, dans le milieu synthétique MS t&jus 350 g/L de sucres. Trois
souches dd. delbrueckii(31703, Cbm621 et A2) et 3 souchesSlecerevisiadST, SB et
VL3) ont été utilisées au cours de cette expérieb@&volution de la concentration cellulaire,
ainsi que de la biomasse (exprimée en g/L de neaiéche), ont également été suivies au
cours de I'expérience.

Durant les 10 premiéeres heures qui ont suivi lidtrction des levures dans le milieu, nous
n’'avons pas observé de croissance cellulaire, maigalité. Cependant, une augmentation du
volume cellulaire de la population est apparue sviron 6h pour les souches 8e
cerevisiae et environ 8h pour les souches de delbrueckii Malgré [I'utilisation de
I'installation automatisée, le dégagement de, @@ pu étre mesuré car nous étions dans la
phase de saturation du milieu en €8ans perte de poids du fermenteur).

Les quantités d’AV et de glycérol externes ramergdés matiere seche (ug/mg de matiere
séche) en fonction du temps, pour les 2 especes,psésentées sur la figure 42. On peut
noter qu'apres 5 heures de contact, les rendemsmis$ inférieurs pour l'espeéecd.
delbrueckii De méme, aprés 10 heures de réaction, les piodaanoyennes d’AV et de
glycérol ramenées a la matiére séche sont sigtifamaent plus faibles pour I'espéde
delbrueckii En effet, elles sont pour I'AV de 4511,7 et 74,& 9,5 pg/mg de matiére seche
et pour le glycérol de 194 100 et 483t 171 pg/mg de matiére seche pour respectiveent

delbrueckiietS. cerevisiae
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Figure 42 :Quantités d’AV (a) et de glycérol (b) par mg detigr@ séche en fonction du
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La quantité de glycérol présente a l'intérieur deflules a également été évaluée. Pour
comparer les 2 especes de levures, afin d’estioneniaux la concentration a l'intérieur des
cellules, nous avons choisi d’exprimer la quantleé glycérol interne ramené au volume
cellulaire de la population et non a la quantiténtdiere seche. Les volumes cellulaires des
populations ont été calculés en prenant en coraidg, le nombre et la taille des cellules des
populations mesurées par le compteur a particldésolution de la quantité de glycérol
interne par volume cellulaire pour les souches2lespéces est représentée sur la figure 43.
La concentration de glycérol a l'intérieur des aels semble similaire pour les 2 especes.
Seule la souch8. cerevisiaé&SB, levure la plus forte productrice d’AV et dgagrol utilisée,
présente une concentration de glycérol interne ipipsrtante que les autres souches.

31703

501 Cbm621

Glycérol/volume cellulaire

0.0 T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 6 7 8 9 10

5
Temps (h)

Figure 43 Evolution de la quantité de glycérol interne paitéide volume cellulaire (pg/n
x 10°) en fonction du temps pour les cultures pures dew’hes d&. delbrueckii(31703,
Cbm621 et A2) et 3 souches B8e cerevisiadST, SB et VL3). Moyenne de 2 répétitions.
Ecart type maximat 10%.

Afin d’estimer s’il existe toujours un couplage mentaccumulation du glycérol a l'intérieur
de la cellule et le transport du glycérol vers téeur de la cellule, nous avons compareé la
quantité de glycérol interne a la quantité de gigcélu milieu extérieur. La quantité de
glycérol interne en fonction de la quantité de §hpt externe est ainsi représentée sur la
figure 44. Ces 2 quantités sont exprimées en pgjyderol par mg de matiére seche. On peut
Voir sur cette figure que, pour I'espéBecerevisiaela quantité de glycérol interne augmente

des l'introduction des levures dans le milieu sansichissement du milieu extérieur. |l
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semble donc que I'espe& cerevisiaeaccumule le glycérol en bloquant son transpors ver
I'extérieur de la cellule. Ce blocage lui permeawdimenter rapidement sa concentration en
glycérol interne et ainsi de mieux résister a kspion osmotique élevée du milieu extérieur.
Ce phénomeéne a déja été mis en évidence $heerevisiagar de nombreux auteurs (Tamas
etal., 1999, 2003 ; Thorseet al.,2006). Dans une deuxiéme phase, lorsque la coatient

en glycérol interne est proche de 3,5 pg/mg deamasieche, il y a toujours une accumulation
du glycérol a l'intérieur de la cellule mais unetmgadu glycérol formé est excrétée de la
cellule (augmentation de la concentration en ghjicéxterne). Dans une troisieme phase, la
quantité de glycérol interne diminue alors que lergité de glycérol extérieur continue
d’augmenter. Pour I'espéeck. delbrueckii il semblerait qu’il n'y ait pas de blocage du
glycérol a l'intérieur de la cellule, pour augmentapidement sa concentration interne, mais
que le transport du glycérol vers I'extérieur saitif des le choc osmotique, contrairement a
S. cerevisiaeAprés guelques heures de contact, il y a accuionlde glycérol a I'intérieur
des cellules et a I'extérieur de la cellule saufipla souche 31703. Ces résultats sont des
éléments supplémentaires permettant de dire géptase au stress osmotique de I'esgéce
delbrueckii est différente de celle d8. cerevisiae Une hypothése pourrait étre qu’une
concentration interne en glycérol faible soit s#fite pour résister a la forte pression
osmotique pour I'espécé. delbrueckiiqui n'a donc pas besoin de bloquer le transport du

glycérol vers I'extérieur de la cellule.
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Figure 44 :Evolution de la quantité de glycérol interne enctaon de la production de
glycérol externe pour les cultures pures de 3 ssmckeT. delbrueckii(31703, Cbm621 et
A2) et 3 souches d8. cerevisiadST, SB et VL3). Moyenne de 2 répétitions. Ecapety
maximal+ 10%.
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La figure 45,présentant I'évolution de la production d’AV en &tion du glycérol externe,
permet également d’appuyer I'hypothése d'un blocdge glycérol chezS. cerevisiag
contrairement ar. delbrueckii En effet, la quantité d’AV par gramme de matigeehe
augmente rapidement pour I'esp&ecerevisia@u contact du milieu tres sucré, alors que la
production de glycérol externe n‘augmente pas aurscales premiers prélevements.
L’augmentation de la quantité d’AV pour I'espé8ecerevisiasemble liée a 'augmentation
rapide de la quantité interne de glycérol (figdé3 et non a I'accumulation du glycérol dans
le milieu. Puis, il y a un couplage entre la quanéfAV et la quantité en glycérol extérieur.
Pour T. delbrueckii la production d’AV semble toujours liée a celle dlycérol extérieur
(figure 45). De plus, il ne semble pas qu'il y @it couplage entre 'accumulation du glycérol
interne et 'accumulation de I'AV durant les prémds heures de la réaction, contrairement a

I'especeS. cerevisiaéfigure 46).

90 ~

31703
80 Cbm621
A2
70 4 —m—ST
0
5 60
D
(7]
(O]
@ 90 1
g
o 40 -
£
S 30
=
20

10

0 100 200 300 400 500 600
Glycérol externe (ug/mg matiere séche)

Figure 45 :Evolution de la quantité d’AV en fonction de la gtité¢ de glycérol externe pour
les cultures pures de 3 souchesTdelelbrueckii(31703, Cbm621 et A2) et 3 souchesSie
cerevisiag(ST, SB et VL3). Moyenne de 2 répétitions. Ecapetynaximat: 10%.
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Figure 46 :Evolution de la quantité glycérol interne en foantide la quantité d’AV pour les
cultures pures de 3 souches Tedelbrueckii(31703, Cbm621 et A2) et 3 soucheslle
cerevisiagST, SB et VL3). Moyenne de 2 répétitions. Ecapetynaximak: 10%.

Cette expérience a permis de mettre en évidenceomportement au stress osmotique de
I'espéceT. delbrueckiidifférent de celui de&S. cerevisiaeChez cette derniere, apres 5h de
contact avec une matrice riche en sucres, ses mams AV/matiere seche et glycérol
externe/matiere seche, sont plus élevés que Thelelbrueckii Si I'on regarde au niveau
intracellulaire, il y a, che8&. cerevisiaeine accumulation du glycérol interne des la premié
heure, par blocage du transport du glycérol vexstdérieur, pour contrebalancer la pression
osmotique, contrairement B delbrueckii Cette accumulation de glycérol provoque une
augmentation rapide de I'AV dans le milieu de femtaion que I'on ne retrouve pas chiez
delbrueckii Pour compléter cette étude, il faudrait égalendeser d’autres molécules telles
que le tréhalose, d’autres polyols que le glyctaisl que I'arabitol, le mannitol, I'erythritol et
le xylitol, présents a I'intérieur de la cellule gbuvant aider la levure a résister au stress
osmotique. Selon Hernandez-Lopetzal. (2003), le principal polyol osmorégulateur chiez
delbrueckii est bien le glycérol, comme che&x cerevisiae mais d’autres polyols ont
également été trouvés en faibles quantités comarabitol, le galactitol et le méthyl-
galactitol. Par ailleurs, Lucaat al. (1999) ont montré que I'arabitol est accumulériétieur

de la cellule deT. delbrueckiia des concentrations cellulaires plus importagtes chezS.
cerevisiae au cours d’'un stress osmotique en conditions dafipation. Enfin, selon

Hernandez-lopezt al. (2003), le glycérol pourrait ne pas jouer de r@ns la balance
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d’oxydoréduction de la levure et étre uniquemeniligué dans I'ajustement osmotique chez
T. delbrueckii D'autres auteurs ont émis la méme hypothésewahagit la réponse au stress
osmotique d’'une autre levure n&accharomycegénétiquement proche de delbrueckii.

Zygosaccharomyces rouxfhenet al.,1999).

En conclusion générale, on peut dire que I'especdelbrueckiiproduit moins d’AV et de
glycérol que l'espécé&. cerevisiadors de la fermentation alcoolique de modts rickas
sucres. Cette spécificité est due a la fois a aitgef production d’AV et de glycérol par
gramme de biomasse, une faible production de bisenas enfin a une réponse au stress
osmotique différente d&. cerevisiaeet engendrant une production moindre d’AV et de

glycérol dans le milieu.

IV Co-inoculationsT. delbrueckii / S. cerevisiae

Notre étude, sur la caractérisation de I'espkecdelbrueckiien conditions cenologiques, nous
a permis de mettre en évidence que, malgré un poalkmogene peu €leve, cette espece de
levure présente un métabolisme intéressant, caisEctar une fermentation « pure ».
Cependant, sa production d’éthanol modérée entri@nprésence indésirable de sucres
résiduels dans le milieu, en fin de fermentatiocoalique, si cette derniére est réalisée
intégralement par cette espece. Il est donc néoesdans la pratique, de I'associer a I'espéce
S. cerevisia@our acheveles fermentations alcooliques. Afin de mettre aimfpon protocole
d’inoculation mixte, permettant a la fois I'expriessdu métabolisme spécifiqgue de I'espéce
T. delbrueckiiet I'achévement de la fermentation alcoolique lfgepéceS. cerevisiaenous
avons réalisé plusieurs essais en co-inoculatlassouches. delbrueckiiretenues pour ces
essais ont eté sélectionnées d’apres notre étuda saractérisation de I'espece. Nous avons
choisi les souches qui présentaient des phaseat@lecé courtes, des vitesses en début de
fermentation élevées, des faibles productions d#&Wn pouvoir alcoogene supérieur a 8
%vol. éthanol. Dans un premier temps, nous avan&ilié sur des modts liquoreux car la
réduction de la production d’acidité volatile eseuéelle préoccupation des vinificateurs de
cette filiere. Puis, nous avons élargi notre domampérimental a I'élaboration des vins
blancs secs et rosés. Certaines expériences omtaditees en laboratoire, d’autres a I'échelle

industrielle.
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1 Modt liguoreux

Les modts issus de raisins botrytisés de la régoBordeaux sont naturellement tres riches
en sucres. En effet, leurs concentrations sontrgiaméent voisines de 350 g/L. En réponse a
ce stress, I'espec®. cerevisiag@roduit des quantités importantes d’AV comprisese0,85

et 0,98 g/L d’acide acétique. Cependant, lors deges exceptionnelles (millésimes 2003 ou
2009) les concentrations en sucres des modts pedepasser les 400 g/L et la production
d’AV par I'especeS. cerevisiagpeut alors dépasser la limite légale autoriséel,8eg/L
d’acide acétique (réglementation OIV). Les professels sont donc tres attentifs a la
quantité d’AV dans leurs vins. Par ailleurs, uné&re préoccupation lors de I'élaboration de
ce type de vin, est de limiter la dose de, S€rvant a stopper la fermentation, étape appelée
mutage. En effet, lorsqu’un équilibre éthanol/saarésiduels d’environ 13-14%vol./110g/L
est atteint, I'activité des levures est stoppéeupaajout de 18 a 25 g/hL de SQa quantité

de SQ a additionner pour muter le moQt est calculée atéee que la fraction libre du SO
(seule fraction active vis-a-vis des levures), danviron 50 mg/L aprés combinaison. Or, les
modts liquoreux fermentés contiennent de nombreamposés qui combinent le $0O5-
oxofructose, dihydroxyacétong,et d-gluconolactone, acétaldéhyde, acides pyruvique- et
oxoglutarique, glyoxal, méthylglyoxal et glucose(Be, 2000, Ribéreau-Gayaat al.,2004).
L’origine de ces composées est expliquée par Ilsepee déBotrytis cinereaet de bactéries
acétigues au niveau de la baie mais égalementpagétabolisme de la levuree « pouvoir

de combinaison » du modt est variable selon les Ibest donc nécessaire, avant de réaliser
le mutage d’un lot, d’en estimer le pouvoir de camison sur de petits volumes. Le principe
est simple puisqu’il consiste a ajouter dans letnd@3 concentrations croissantes en 8Ca
mesurer la concentration en Slibre résiduelle. La dose de $@ utiliser est alors calculée
pour obtenir les 50 mg/L de $@bre souhaités. Lors de nos essais en chai, oggoode
combinaison sera aussi discuté, en plus de la ptiotud’AV.

La mise au point d’'un protocole d’inoculation mistappuie sur des travaux antérieurs
réalisés a la faculté d’cenologie de Bordeaux slabforation des vins liquoreux (Bedy al,
2008). Ces auteurs ont obtenu, en réalisant désocodationsT. delbrueckii / S. cerevisiae
ST (introduction simultanée des deux types de Bvuiles réductions importantes de la
production d’acidité volatile, soit jusqu'a 55% avia soucheT. delbrueckii31703, par
rapport a une inoculation classique avec uniquentemsucheS. cerevisiaeST. Outre la
réduction d’AV, les co-inoculations ont permis déatdre le degré alcoolique de 14 % vol.

désiré au moment du mutageelon ces mémes auteurs, une inoculation séquentwiec
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ajout de la souch8. cerevisiaeing jours aprés inoculation de la soudhedelbrueckii,est
moins performante puisqu’elle a conduit a une petidn d’AV plus importante que la
modalité en co-inoculation et a engendré un amétqre de la fermentation. Lors de nos
travaux, nous avons donc privilégié l'inoculationxta de type co-inoculation plutdét que
I'inoculation séquentielle des deux espéces. Riaues, notre étude sur la caractérisation de
I'espéceT. delbrueckiinous a permis de voir que sur milieu synthétigu® & pour des
concentrations cellulaires d’inoculum identiquess durées de phases de latence sont
légerement plus longues que celles de I'esgaerevisiaeDe plus, malgré une population
maximale souvent supérieure & cerevisiaelorsqu’elle est exprimée en nombre de
cellules/mL, cette population est inférieure lorstia est exprimée en terme de biomasse
(poids des cellules en gramme de matiere sechi@gngaou en volume cellulaire fermentaire.
Aussi, il est indispensable, lors de la realisatida co-inoculations, de favoriser le
développement de I'espede delbrueckiien I'introduisant a une concentration supérieure a
celle deS. cerevisiae

Par ailleurs, peu de dénombrements des populdiensiennes ont été effectués lors de nos
expériences réalisées sur des modts liquoreuxéseptées ci-dessous. En effet, ce type de
modt présente deux inconvénients, une quantité alebbs c'est-a-dire de particules en
suspension trés importante (turbidité > 500 NTU)dent impossible le dénombrement des
levures a l'aide du compteur a particules et lasgmée d’'une population de levures non
négligeable dans le modt avant inoculation, quigdayue le comptage des 2 populations de
levures expérimentées. Par contre, un contrble plidintation systématique des souches de

levures inoculées a été réalisé.

1.1 Effet du rapport d’'inoculation

Le comportement de 7 souches Bedelbrueckii(OXT1 1//2, Lm2T7, Lm1T20, 31703,
OXT1 18//33, Cbm621 et Lm1T10) a été évalué enncatilation a 24°C avec la souc8e
cerevisiaeST sur un modQt liquoreux. Les souchedsTddelbrueckiitestées dans cet essai, ont
étée sélectionnées d’apres les résultats obtenusitau synthétique MS ajusté a 350 g/L de
sucres, selon trois criteres principaux : une @ajimoduction d’acidité volatile, une phase de
latence courte, une vitesse de fermentation éleveeébut de fermentation et, dans une
moindre mesure, une production d’éthanol importdote de leur fermentation « pure »
(données non présentées). La souche commerSialeerevisiaeZymaflore ST (Laffort,

France) choisie est largement utilisée par lesegsibnnels de cette filiere car elle est tres peu
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productrice d’AV et de sous-produits impliqgués demsombinaison du SQErasmuset al,
2004 ; Masneuf et Dubourdieu, 2000). Le milieuisdildans cette expérience est un moaQt
botrytisé de Sémillon congelé dont la populationleleures est de focellules/mL aprés
décongélation. Sa concentration initiale en su@stsde 350 g/L (soit 20%vol. éthanol
potentiels) et sa concentration en azote assimilaldté ajustée a 200 mg/L avec du thiazote.
Le but de cette premiére expérience, réaliséelmrdtoire en triplicata dans des bouteilles de
250 mL, est de comparer les co-inoculations obterawec les différentes souches Te
delbrueckii pour une méme souche d& cerevisiaeet d'évaluer l'effet du rapport
d’inoculation sur la conduite de la fermentatiou® rapports d’inoculatiof. delbrueckii/S.
cerevisiaeont ainsi été testés : 10/1 et 20/1 avec une cdrat®n cellulaire dd. delbrueckii
toujours supérieure a celle & cerevisiaeet fixée a 5.1Dcellules viables/mL. La culture
pure deS. cerevisia@ été inoculée & f@ellules viables/mL. Dans toutes ces expérierlees,
modt a été inoculé a partir de pré-cultures de 2424°C réalisées sur le méme milieu de
fermentation dilué au demi avec de I'eau. Le sd&ila fermentation alcoolique a été réalisé
grace a une mesure du poids des bouteilles.

Les suivis du dégagement de £ Qour les expériences en cultures mixtes aveapeart
d’inoculation 10/1 et pour la culture puge cerevisiaesont présentés sur la figure 47. Toutes
les modalités ont atteint les 22,59 de @®@gagé par bouteille correspondant au degré dthano
désiré de 14 % vol. La présence Tedelbrueckiiet de la souch&. cerevisiaeST a été
confirmée par PCR jusqu’a la fin de la fermentajaur toutes les modalités. Les durées de
phase de latence sont similaires pour les co-iatiomls et sont plus courtes de quelques
heures par rapport a celle de la culture fureerevisiaeCeci est di en partie au fait que les
modalités en co-inoculations ont été ensemencées an plus grand nombre de levures
(5.1C + 5.10 cellules viables/mL) que la modalité ST pure®(t@llules viables/mL). Par
ailleurs, la modalité pure a atteint les 14%vdhaéibl désirés en 232 h soit bien avant les co-
inoculations beaucoup plus lentes : entre 380 8tl63_es vitesses de fermentation des co-
inoculations sont trés différentes selon les sosiatheT. delbrueckiiutilisées. La grande
variabilité intraspécifique pour ce parameétre, neseévidence lors des fermentations pures
sur milieu synthétique, semble donc s’appliquerdeigant dans le cas des co-inoculations.
Les co-inoculations avec les souches 31703 et ChrmpéPmettent d'atteindre les 14% vol.
éthanol désirés beaucoup plus rapidement qu’agseauies souches.
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Figure 47: Evolution du dégagement de €8&u cours du temps pour les 7 co-inoculatibns
delbrueckii/ S. cerevisia@u rapport 10/1 et la culture pure Slecerevisia&sT. Moyennes de
3 répétitions. Ecart type max0,6.

Les cinétiques de fermentations obtenues lors daamulations au rapport 20/1 ont mis en
évidence qu’il N’y a pas d’effet significatif sue Hurée de phase de latence en comparaison
avec le rapport 10/1, mais que ce rapport influeioceement les durées de fermentations
(tableau 16). Les souches de delbrueckii dont les fermentations en co-inoculation au
rapport 10/1 sont les plus rapides, sont égalemesnsouches présentant les co-inoculations
les plus rapides au rapport 20/1.

Tableau 168 Durées de phase de latence et de la fermentationles 7 co-inoculations.
delbrueckii / S. cerevisia®T aux rapports 10/1 et 20/1 et la culture pur&deerevisiasST.
Moyennes de 3 répétitions. Ecart type max : dugéacphases de latengeel, durée de la
fermentationt 10.

Durée de fermentation (heures)

ST pure OXT11/121ST Lm2T7 /ST Lmi1T20/ST 31703/S T Cbm621 /ST |OXT118//33/ST| LmilT10/ST

Rapport 10/1 232 524 639 524 380 404 543 501

Rapport 20/1 807 842 736 639 524 807 567

Durée de la phase de latence (heures)

ST pure OXT11/121ST Lm2T7 /ST Lm1T20/ST 31703/S T Cbm621/ST |OXT118//33/ST| LmiT10/ST

Rapport 10/1 19 8 6 8 10 8 6 7

Rapport 20/1 8 6 8 11 9 7 8
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La figure 48 illustre ces résultats en représeniemtcinétiques obtenues avec les souches
31703 et Lm1T20. Dans ce cas, les durées de featmmipour atteindre 14 % vol. éthanol)
des co-inoculations avec un rapport 10/1 sont dee3&%24 h alors qu’elles passent a 639 et
736 h avec le rapport 20/1 pour 31703 et Lm1T2paesvement.
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Figure 48: Evolution du dégagement de €&u cours du temps pour les co-inoculations avec
T. delbrueckii31703 et Lm1T20 aux rapports d’inoculation 10/126t1 et pour la culture
pure deS. cerevisia&ST. Moyennes de 3 répétitions. Ecart type théx6.

Les modalités réalisées avec les rapports 10/D/&tsbnt différentes uniquement pour leurs
concentrations eB. cerevisiaglus faibles dans le rapport 20/1 : 2,5.t6llules viables/mL
que pour le rapport 10/1: 53@ellules viables/mL, la concentration des souctiesl.
delbrueckiiétant fixe : 5.10cellules/mL. Nos résultats montrent que la cormegion initiale
en S. cerevisiae influence la durée de fermentation sans modifiedurée de la phase de
latence. On peut penser que, plus sa concentratibfaible au départ, plus la souche ST
rencontre des difficultés a se développer (crossaius lente et population maximale plus
faible) ce qui se traduit pas des fins de ferménatplus languissantes. Cette compétition
avec I'espécd. delbrueckiia déja été décrite par Bady al. (2008) qui ont comparé, pour un
couple de souches donné, la population cellulaisgimale atteinte en fonction du rapport
d’inoculation initial entre les especes. La ferna¢ioh serait alors réalisée en partie par
I'especeT. delbrueckii,caractérisée en culture pure sur milieux syntoésgpar des vitesses
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de fermentation inférieures@ cerevisiaeUne des raisons pouvant expliquer un plus faible
développement de I'espeBe cerevisia@ourrait étre alors un manque d’azote assimildire.
effet, d’apres nos résultats sur milieu synthétigiespeceT. delbrueckiiest capable de
consommer au cours de sa croissance lintégradgéadides aminés et de I'azote ammoniacal
du milieu. Les quantités d’azote assimilable retéms dans les vins sont reportées dans la
figure 49. Les concentrations sont significativeb@os faibles pour les co-inoculations avec
le rapport 10/1 que pour celles réalisees aveappart 20/1. En effet, les concentrations
moyennes résiduelles pour les 7 co-inoculationsc aes rapports 10/1 et 20/1 sont
respectivement de 27,5 et 44 mg/L. Ces moyenndssagnificativement plus élevées que la
concentration d’azote assimilable résiduelle dentadalitéS. cerevisiagoure qui est de 11
mg/L. Par ailleurs, il est important de noter qoeiples co-inoculations, les 2 concentrations
les plus faibles sont retrouvées pour les 2 magajirésentant les durées de fermentation les
plus faibles, c'est-a-dire celles réalisées avestriches 31703 et Cobm621 au rapport 10/1.
La concentration résiduelle est alors tres proahealles deS. cerevisiagure. La présence
d’azote résiduel dans les co-inoculations semidéirer que la diminution des vitesses de
fermentation n’est pas due, ou du moins pas entieng a la compétition pour I'azote bien
gu’'on puisse penser que les souchesl ddelbrueckiiaient rapidement consommé l'azote
ammoniacal qui est une source trés importante laoenoissance deS. cerevisia@uisqu’elle
contribue a la synthése de nombreux acides antiresffet, I'azote assimilable résiduel est
constitué essentiellement d’acides aminés, l'azatemoniacal ayant été entierement
consomme. Belet al. (2008) et Cianket al. (2006) ont également écarté I'hypothése d’'une
inhibition de la croissance & cerevisia@ar compétition pour I'azote aprés avoir condiaté
présence d’azote résiduel en fin de fermentatiar [&s co-inoculations.

Une autre hypothése, concernant une faible craissdeS. cerevisiaeserait une compétition
pour d’autres facteurs de croissance comme la theanEn effet, nous avons mis en
évidence, lors de la caractérisation de I'espiecdelbrueckiisur milieu synthétique, qu’elle
était capable de consommer rapidement de grossegitgs de thiamine. Cette hypothese a
déja été émise par d’autres auteurs travaillant dautres especes de levures non-

Saccharomyce@ataillonet al., 1996).
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Figure 49: Azote assimilable résiduel pour les 7 co-inottates aux rapports d’inoculation
10/1 et 20/1 et la culture pure 8ecerevisia&T. Moyennes de 3 répétitions.

La figure 50 présente les concentrations d’AV a@tees dans les vins pour toutes les
modalités. L'utilisation deT. delbrueckiien co-inoculation ave8. cerevisiagpermet une
réduction moyenne significative d’AV de 43% aveadpport 10/1 et 38% avec le rapport
20/1 par rapport a la soucl® cerevisiagure pourtant reconnue comme étant faiblement
productrice d’AV. Les productions moyennes d’AV pdes 7 co-inoculations ne sont pas
significativement différentes entre le rapport 1@t120/1 bien que légerement inférieures
pour le premier rapport. Par contre, la variabilitttaspécifigue observée pour la production
d’AV par l'especeT. delbrueckii,lors de fermentations pures sur milieux synthétiu
s'appligue également en co-inoculation puisque [ancentration d’AV finale est
significativement différente pour les différentes-inoculations au rapport 10/1 comme au
rapport 20/1. En effet, pour le rapport 10/1 laucitbn de I'AV par rapport au témois.
cerevisiaeest comprise entre 23 et 59 %. Les co-inoculat@awvec les souches 31703 et
Cbm621 présentent les plus faibles productions d&\fes cinétiques de fermentations les
plus rapides.
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Figure 50: Acidité volatile finale pour les 7 co-inoculati® aux rapports d’inoculation 10/1 et
20/1 et la culture pur8. cerevisia&T. Moyennes de 3 répétitions.

La figure 51 présente la concentration en glyc@olmoment de l'arrét des fermentations
pour les 7 co-inoculations réalisées avec les dapports et pour la fermentation pure agec
cerevisiae.La production moyenne de glycérol est significatiemt plus faible pour le
rapport 10/1 que pour le rapport 20/1, ce qui $igmjue le rapport d’inoculation influence sa
production. La production moyenne de glycérol poles 7 co-inoculations est
significativement supérieure a celle de la modalitécS. cerevisiag@ure pour les 2 rapports
d’inoculation. Par ailleurs, la production de gly@léest significativement différente entre les

co-inoculations pour les rapports 10/1 et 20/1.

En conclusion, les co-inoculatioiis delbrueckii / S. cerevisiaéalisées avec 7 souchesTde
delbrueckiidifférentes ont toutes permis une réduction siggiifve d’AV jusqu’a 59% selon
les souches par rapport a la modalité avec la so8chcerevisiaeST pure couramment
utilisée pour la vinification des modts liquoreux mison de sa faible production d’AV. Un
rapport d’inoculation de 10/1 ou 20/1 n'a pas dience sur la production d’AV. Ces
résultats sont en accord avec Betyal. (2008). Le rapport d’inoculation joue cependant un
r6le important sur la durée de fermentation quipéss courte lorsque la concentration initiale
en S. cerevisiaeest plus élevée (rapport 10/1). Les vitesses dmeiatation des co-

inoculations sont cependant toujours inférieureslie de |aS. cerevisiag@ure. Ceci peut étre
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dd a une limitation de la croissance 8e cerevisiagpar compétition aved. delbrueckii
introduit en plus forte concentration, pour lesstdds comme I'azote ou la thiamine, comme
cela a déja été propose par certains auteurs. @Ensonditions, le rapport a également une
influence sur la concentration d’azote résiduedietla concentration finale en glycérol. Par
ailleurs, la grande variabilité intraspécifique ev&e au sein de I'espéte delbrueckii,lors

de nos travaux sur sa caractérisation en fermentgtire, est également visible lors des co-
inoculations ave&. cerevisiag@our les cinétiques de fermentations, la consomomatazote

et la production d’AV et de glycérol. Dans ces dtiods, nous avons remarque les
performances particulierement intéressantes deshesu31703 et Cbm621 dont les co-
inoculations avec la soucl& cerevisiaésST permettent une réduction d’AV de plus de 50%

et présentent les durées de fermentation les pluses.
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Figure 51. Concentration finale en glycérol pour les 7 woeulations aux rapports
d’inoculation 10/1 et 20/1 et la culture pBecerevisia&T. Moyennes de 3 répétitions.

1.2 Effet de I'azote sur la fermentation alcooéqu

Selon Belyet al. (2003), la production d’AV chez la souclse cerevisiaeST lors de la
fermentation alcoolique des vins liquoreux déperdia concentration initiale en azote du

modt. Une concentration voisine de 190 mg N/L pérmhas la plus faible production en AV.
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Cependant, aucune information n’est disponibletéenmonnaissance sur les besoins en azote
lors de co-inoculations noBaccharomyces / S. cerevisaeconditions hyperosmotiques.
Le but de cette expérience présentée ici est diévdleffet de la concentration en azote
initial sur le déroulement de la fermentation almpee et la production d’AV en co-
inoculation.
Cette expérience a été réalisée en laboratoiretia ggan modt congelé de Sémillon botrytisé,
contenant 358 g/L de sucres (20,5% vol. éthanamiml) et 75 mg/L d’azote assimilable et
dont la concentration initiale en levures était #g8.1d cellules viables/mL aprés
décongélation. Seules les souchieslelbrueckii31703 etS. cerevisia&ST ont été utilisées au
cours de cette expérience. Huit modalités ont ééisées : six modalités en co-inoculations
31703 / ST avec des milieux ajustés a des condiEmisacroissantes d’'azote assimilable par
ajout de sulfate d’ammonium: 75, 120, 165, 210, 26800 mgN/L et deux modalité&s
cerevisiaepures avec les milieux ajustés a 75 et 210 mghwhd@lité témoin ST). Le rapport
10/1 étudié plus haut a été retenu. Toutes les libdslant été ensemencées a partir de pré-
cultures de 24h a 24°C dans le milieu de fermemtatilué au demi avec de I'eau, et réalisées
en duplicata. Pour cette expérience, nous avonsnaérm la population totale par inoculation
sur milieu « levure totale », sans différencier pegpulations del. delbrueckii31703 deS.
cerevisiaeST et des autres populations indigenes.
Toutes les modalités ont atteint les 14% vol. &hdasirés sauf la modalité 31703 / ST dans
le milieu le moins riche en azote assimilable quoaduit a un arrét de fermentation a 12,5%
vol. éthanol. Pour toutes les modalités en co-itadimn, la présence des 2 souchies
delbrueckiiet S. cerevisiaea été confirmée par PCR jusqu’a la fin de la iéact.’azote
assimilable est entierement consommeé pour toutesmedalités, sauf pour les 2 co-
inoculations dans les milieux ajustés aux conctotra initiales les plus fortes ou il reste
environ 20 mg/L d’azote assimilable dus a la présatiacides aminés résiduels.
Les cinétiques de fermentation des 8 modalités p@sentées sur la figure 52. Les durées de
phase de latence des différentes co-inoculations similaires mais les durées de
fermentations sont significativement différentea. doncentration en azote initiale a donc un
effet significatif sur les cinétiques de fermerdatides co-inoculations. En effet, plus la
concentration en azote assimilable initiale esvédeplus la durée de fermentation pour
atteindre les 14% vol. éthanol est courte. Ainsiyrple milieu ajusté a 120 mg/L d’azote
assimilable, la durée de fermentation est de 7a®1s qu’elle est de seulement 217 h pour le
milieu ajusté a 300 mg/L. Le comportement est simgl pour les 2 modalités avek
cerevisiaeST pure ou les durées de fermentations sont regpeent de 728 et 246 h pour
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les milieux ajustés respectivement a 75 et 210 nwjézote assimilable. Les durées de
fermentations des co-inoculations dans les 2 mxliauec les plus fortes concentrations en
azote (255 et 300 mgN/L) sont inférieures a la ewlé fermentation de la modalité témoin,
c'est-a-dire de la soucl® cerevisiagoure dans le milieu a 210 mg/L d’azote assimilable
Cependant, pour une méme concentration en azdialenf210 et 75 mg/L), les durées de
fermentations des modalités. cerevisiaepure sont plus courtes que la modalité en co-
inoculation pour le méme milieu, malgré une duréepthase de latence plus longue de
quelques heures. Cependant, il est important d& gote, pour le milieu a 210 mg/L d’azote
assimilable, les durées de fermentation sont tmeghgs entre la co-inoculation &
cerevisiaepure soit respectivement 246 et 269 h.
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Figure 52: Evolution du dégagement de €8u cours du temps pour les 6 modalités en co-
inoculation 31703 / ST et les 2 modalités en celtpure deS. cerevisiaeST. Milieu
liquoreux ajusté a différentes concentrations eteaassimilable : 75, 120, 165, 210, 255 ou
300 mgN/L. Moyennes de 2 répétitions. Ecart ty@e #n0,6.

La concentration finale en AV pour les différentegdalités est présentée sur la figure 53. La
concentration en azote assimilable influence lalpcton d’AV pour les co-inoculations.

delbrueckii / S. cerevisiaddifférences significatives). En effet, 'augmeitat de la
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AV (g/L ac acétique)

concentration en azote assimilable de 75 a 210 regfendre la réduction de la production
d’AV finale qui est alors respectivement de 1,0Ddt7 g/L acide acétique. L'augmentation
de la concentration initiale a des doses supésgear@10 mg/L engendre des productions
d’AV finales supérieures a celle de 210 mg/L maisjdurs inférieures au milieu le plus
pauvre en azote. En d’autres termes, dans nostmrsdiavec les souches 31703 et ST, la
concentration optimale d'azote assimilable inipaur obtenir une production la plus limitée
possible d’AV est de 210 mg/L. Cette concentrabptimale est proche de celle proposée par
Bely et al. (2003) lors de fermentation sur modt liquoreuxcehure pure dé&. cerevisiasST.

Les résultats sur la production d’AV par la sou&eerevisiaeST vont également dans ce
sens puisque les concentrations en AV finales mesgectivement de 0,99 et 1,52 g/L acide
aceétique pour les milieux a 210 et 75 mg/L d’azssimilable initiale.

Par ailleurs, la production d’AV pour la méme camtcation en azote est significativement
plus faible pour les co-inoculations que pour Esfentations pures av&c cerevisiacAinsi,
pour le milieu a 210 mg/L d’azote assimilable, t&icoculation 31703 / ST permet une
réduction de la production d’AV de 53%.
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Figure 53: Acidité volatile finale pour les 6 modalités eo-inoculation 31703 / ST et les 2
modalités en culture pures. cerevisiaeST. Milieu liquoreux ajusté a différentes
concentrations en azote assimilable : 75, 120, 266, 255 ou 300 mgN/L. Moyennes de 2

répétitions.
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Les populations de levures ont également été évslpéur chaque modalité sans différencier
les populations T. delbrueckii 31703, S. cerevisiaeST et population indigéne). Les
concentrations cellulaires maximales (Xmax) sédsmmodalités sont présentées sur la figure
54. En co-inoculation, I'enrichissement du molta&zote de 75 a 165 mg/L se traduit par une
augmentation de Xmax alors que cette populatiostrpas affectée pour des concentrations
supérieures. Pour les cultures puresSdeerevisiaeXmax est également augmentée lorsque
la concentration en azote initiale augmente de 721 mgN/L mais cependant les
populations sont plus faibles que celles obtennednoculations pour une concentration en
azote équivalente. Belgt al. (2003) ont obtenu des résultats similaires. Emnogulation,
aucune corrélation significative n'a été observdiseeXmax et la production d’AV (données
non présentées). Ce résultat differe de celui abper Belyet al. (2003) avec des cultures
pures deS. cerevisiaeST. En effet, les auteurs ont mis en évidence petie souche que la
production d’AV était liée a la quantité de levidioemée. Ne connaissant pas les évolutions
des différentes populations en co-inoculationsgstl difficile d’exploiter plus amplement ces
résultats.
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Figure 54. Concentrations cellulaires maximales (Xmax) emcfmn de la concentration en
azote assimilable du modt pour les 6 modalités @naculation 31703 / ST et les 2
modalités en culture puf® cerevisia&T. Moyennes de 2 comptages sur milieux gélosés.
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La figure 55 présente la concentration en glycénalle pour chaque modalité. Comme pour
'AV, la concentration initiale en azote assimil@bhfluence significativement la production
de glycérol pour les modalités en co-inoculatidtrs effet, 'augmentation de la concentration
initiale en azote jusqu’a 210 mg/L engendre unerlition de la production de glycérol. Des
concentrations initiales supérieures en azote rderent cependant pas de surproduction de
glycérol, contrairement a I'AV, mais une productigimilaire a celle retrouvée pour la
modalité ajusté a 210 mg/L d’azote assimilable.pes, pour le milieu a 210 mg/L d’azote
assimilable, la production de glycérol de la coemlation 31703 / ST est similaire a celle de

la modalitéS. cerevisia&T pure.
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Figure 55: Concentration en glycérol pour les 6 modalités@inoculation 31703 / ST et les
2 modalités en culture purS. cerevisiaeST. Milieu liguoreux ajusté a différentes
concentrations en azote assimilable : 75, 120, 266, 255 ou 300 mgN/L. Moyennes de 2
répétitions.

En conclusion sur cette partie, nous pouvons dieelg variation de la concentration en azote
assimilable initiale de 75 a 300 mg/L, lors de woeulationsT. delbrueckii / S. cerevisiae,
influence la durée de fermentation et la productdiohV et de glycérol. En effet, dans nos
conditions, plus la concentration en azote initede élevée plus la durée de fermentation est
courte. Par ailleurs, 'augmentation de la conegitn en azote jusqu’a 210 mg/L permet la

diminution de la production d’AV et de glycérol. ®eoncentrations initiales supérieures
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entrainent une augmentation de la production pa €t n'ont pas d'effet supplémentaire
pour le glycérol, par rapport a la dose de 210 mg/L

La concentration en azote assimilable initiale i@ hg/L semble donc étre la dose optimale
pour le couple 31703 /ST puisqu’elle permet d’olsten vin avec une AV réduite de 53% et
une production de glycérol similaire a la modaté@oinS. cerevisia@ure pour une durée de
fermentation plus longue de seulement quelquesebgwi23h). Cette concentration en azote
initiale est tres proche de celle établie par Bslal. (2003) lors de la fermentation de vins

liquoreux parS. cerevisia&T pure (190 mg/L).

1.3 Comparaison des souches 31703, OXT1 1//2 €2 de
souches commerciales

Au cours de I'année 2009, deux souches de I'espedelbrueckiiont été mises sur le marché
des levures cenologiques par 2 sociétés concurréatissociété Laffort, on les nommera A
et B. Le but de cette expérience, réalisée au dbioe, est de comparer les performances en
co-inoculation avecS. cerevisiaeST (cinétique fermentaire et production d’AV) desc2
souches commerciales, sélectionnées pour leurgigiep aromatiques, a notre souche de
référence sur modt liqguoreux: 31703. La southeelbrueckiiOXT1 1//2, qui s’est révélée
tres intéressante pour [I'élaboration de vins blasexs lors d’expériences menées
parallelement a celle-ci (Chapitre V.2, partie &W&gs et Discussion), a également été
comparee aux 2 souches commerciales. En effeiclaté Laffort ne souhaite commercialiser
gu’'une seule souche de levufe delbrueckiiqui doit, en association aves®. cerevisiae,
produire peu d’AV sur modt liquoreux et avoir despriétés aromatiques intéressantes sur
modts blancs secs et rosés. Le méme raisonnemengggliqué pour la souche 31703 sur
modts blanc sec et rosé (Chapitre 1V.2.1, parésuRats et Discussion).

Le milieu de fermentation utilisé est un molt cdagde Sémillon botrytisé avec une
concentration en sucres de 330 g/L (18,85 % volaral potentiel) et ajusté a 210 mg/L
d’azote assimilable par ajout de thiazote. Sa mujmn initiale en levures s'éléve a 5,310
cellules viables/mL aprés décongélation. Du fait cddte forte concentration en levures
indigénes, qui peut du reste étre rencontrée adléeindustrielle, nous avons augmenté les
quantités de levures dans les inoculum des 2 espegeen respectant le rapport 10/1 utilisé
lors de nos précédentes expériences, sdicéllules viables/mL d&. delbrueckiipour 16
cellules viables/mL de la soucBe cerevisia&sT. La modalité aveS. cerevisa&T pure a été

ensemencée & 4@ellules viables/mL. Toutes les modalités onteftéemencées & partir de

162



pré-cultures de 24h a 24°C dans le milieu de fetatem dilué au demi. Toutes les modalités
ont été réalisées en triplicata.

La figure 56 présente les cinétiques de fermemtadies 5 modalités : ST pure, OXT1 1//2 /
ST, A/ ST, B/ ST et 31703 / ST. Toutes ces mtgalont atteint les 14% vol. éthanol
désirés et la présence @edelbrueckiiet de la souch8. cerevisiaéST a été confirmée par
PCR jusqu’a la fin de la fermentation. La duréefetfenentation de 1&. cerevisiagure est
légerement inférieure a celles des différentesnoatilations malgré une phase de latence un
peu plus longue. Si I'on compare les différentesnocculations entre elles, les phases de
latence sont similaires mais la cinétique de fetatéon de la co-inoculation avec la souche
OXT1 1//2 est un peu plus rapide et lui permettdiatre les 14% vol désirés avant les co-
inoculations réalisées avec notre souche de référeé3i1703 et avec les 2 souches
commerciales A et B. Les durées de fermentationdifé&rentes modalités sont 329, 370,
393, 430 et 430 h pour respectivement ST pure, OXTA/ ST, 31703/ ST, A/ STetB/
ST.
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Figure 56: Evolution du dégagement de €& cours du temps pour les co-inoculations et la
culture pure dé&. cerevisia&sT. Moyennes de 3 répétitions. Ecart type (hé@x6.
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La figure 57 présente les concentrations en AVIdirdes 5 modalités dans les vins au
moment du mutage. Les co-inoculations permettaniesoune réduction significative de 'AV

de 46, 51, 49 et 50% par rapport a la modalité bér8o cerevisiagure, pour les souches

31703, OXT1 1//2, A et B. La modalité avec la saXT1 1//2 présente la production

d’AV volatile la plus faible.
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Figure 57 Acidité volatile finale pour les 4 co-inoculat®et la culture pur8. cerevisia&T.
Moyennes de 3 répétitions.

En conclusion, cette expérience réalisée au latioeatous a permis de voir que I'utilisation
de la souche OXT1 1//2, sélectionnée originellenpenitr I'élaboration de vins blancs secs,
est également utilisable pour la réalisation dénoculations sur mout liquoreux dans le but
de réduire I'AV. En effet, malgré une cinétique fdementation légérement plus faible que
celle obtenue pour la modalité avEc cerevisiaepure, elle permet une réduction de la
production d’AV de I'ordre de 51% soit |égeremehtspque notre souche de référence 31703
pour une durée de fermentation un peu plus coBeeailleurs, les 2 souches commerciales
qui ont été sélectionnées pour leurs propriétésnatigues permettent également une
réduction de la production d’AV et pourraient étrglisées, malgré leurs cinétiques de
fermentation Iégerement plus faibles, pour I'élabion des vins liquoreux. Ces résultats sont
cohérents avec nos premieres conclusions sur msljghétigue mettant en évidence le

métabolisme spécifique de cette espece, a savtarda production d’AV.
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1.4 Essais en chai

Deux essais ont été réalisés au cours des vendafg6sdans 2 propriétés de I'appellation
« Sauternes » : Chateau La Tour Blanche, prememdgcru classé a Bommes et Chéateau
Doisy Daéne, grand cru classé a Barsac. Les featiemns ont été réalisées en duplicata dans
des barriques de 220 L remplies avec 200 L de m@&émillon botrytisé.

Le but de ces essais est de vérifier que la rémualfAV obtenue en laboratoire par
I'utilisation de co-inoculationg. delbrueckii / S. cerevisiaen comparaison a la modalBé
cerevisiaepure, pouvait également étre obtenues en conditiéelles de vinifications ou les
concentrations en levures des modQts sont souveEnétevées et supérieures a nos conditions
de laboratoire. Pour réaliser ces expériencesantagas de production de nos souches sous
forme de LSA (levures séches actives), nous avoodufi en réacteur uniqguement la souche
OXT1 1//2 dans des conditions similaires aux indelst mais sans réaliser I'étape de la
déshydratation. Les 2 essais ont été réalisés Eelmé@me protocole que I'essai précédent en
respectant un rapport de 10/1 entre la souchE. delbrueckiilOXT1 1//2 et la souche d&.
cerevisiaeST (10 cellules viables/mL d&. delbrueckiipour 18 de la souch&. cerevisiae
ST). Seuls le mode d’ensemencement et la condeita ttmpérature ont été différents entre

les chateaux.

Le premier essai a été réalisé au chateau La TtancBe a partir d’'un modt de
Sémillon riche en sucres, 360 g/L (soit 20,6 %\wathanol potentiel), ajusté a 210 mg/L
d’azote assimilable par ajout de thiazote, et dartempérature initiale était de 20°C et la
population de levures de 3,5°1€ellules/mL. La modalité en co-inoculation et ladualité
avec S. cerevisiaeST pure ont été inoculées par ensemencement do'est-a-dire sous
forme de creme de levure pour la soudhedelbrueckiiOXT1 1//2 et sous forme de LSA
aprées réhydratation pour la souchecerevisiasT.

La présence d&. delbrueckiidans la modalité en co-inoculation et de la so&heerevisiae
ST dans les 2 modalités a été confirmée par PCRujaida fin de la fermentation. Les
cinétiques de fermentations obtenues sont présestéela figure 58. Comme il a été déja
observé en laboratoire, la durée de phase deckatest Iégérement plus courte dans la
modalité en co-inoculation mais la fermentationttaiat les 13% vol. éthanol désirés par le

chateau, une journée apres la culture pure 8veerevisiae
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Figure 58: Evolution de la densité au cours du temps peurcd-inoculation avec T.
delbrueckiiOXT1 1//2 et la culture pure d& cerevisia&T. Essai Chateau La Tour Blanche.
Moyennes de 2 répétitions. Ecart type nak

Les concentrations en AV finale sont présentéedastigure 59. La co-inoculation avec la
souche OXT1 1//2 a permis une réduction de la poow d’AV de l'ordre de 24% par
rapport a la fermentation réalisée accerevisiagure. On peut cependant noter que les
concentrations en AV sont tres élevées. La mod&8itépure a atteint des concentrations
supérieures au seuil autorisé par la législatiod,8eg/L, contrairement a la modalité mixte.
Ces fortes concentrations sont notamment duescarieentration tres élevée en sucres du
modt, au mode d’ensemencement (direct) et a urteogede la température insuffisante. En
effet, il a été clairement montré que des concgatre en sucres supérieures a 350 g/L ainsi
gu'un ensemencement direct sous forme de LSA,-a*déte sans préculture au préalable
dans du modt dilué pour adapter la levure aux $octencentrations en sucres, engendraient
des fortes productions d’acidité volatile (Bedy al., 2005). Concernant la gestion de la
température, les températures dans les barriquedélent de fermentation ont atteint des
valeurs proches de 27°C sur une durée de 3 jouss. f@rtes températures pendant la

croissance pourraient également participer a latlén des quantités d’AV dans le vin.
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Figure 59: Acidité volatile finale pour la co-inoculation @vT. delbrueckiiOXT1 1//2 et la
culture pure deS. cerevisia&T. Essai Chateau La Tour Blanche. Moyennes dp&titiéns.

Avant mutage, la quantité de 5@ additionner pour stopper la fermentation alcpmia été
calculée pour cette expérience. Quelle que sartddalité, co-inoculation ou culture pure, la
quantité a ajouter pour obtenir 50 mg/L de,Sre était de 19 g/hL. Le pouvoir de
combinaison du vin était donc assez faible et singlpour les 2 modalités.

En fin de fermentation alcoolique, un test triamie@ a été réalisé par un premier panel de 20
personnes, pour voir si le vin issu de la co-inattah est différent du vin réalisé avec
cerevisiaepure. Les résultats de cette dégustation nousqitsm de dire que ces 2 vins sont
significativement différents. Une analyse senslaridescriptive a alors été réalisée avec un
autre panel de 20 dégustateurs. Il en ressort gofaeau olfactif le vin issu de la co-
inoculation est percu comme étant plus intense; des notes de fruits frais et fruits confits
mais également des notes boisées plus pronon¢éest. dgalement distingué comme étant
plus complexe que la modalité av8ccerevisiagure, caractérisé par des descripteurs type
agrumes et floraux. Au niveau gustatif, on peuteeoir une différence notable au niveau du
volume en bouche ou la co-inoculation est caragérpar un gras en bouche plus prononcé.
Au final, le vin issu de levurage mixte est appé@oour sa complexité encore renforcée par

des assemblages avec des lots classi§uesrevisia@ure.

Le second essai a été réalisé au chateau DoisyeDs#mun mo0Qt liquoreux de
Sémillon botrytisé de 370 g/L de sucres (21,1 % potentiel) ajusté a 210 mg/L d’azote
assimilable par ajout de thiazote et dont la temipée initiale était de 16°C et la population

de levures de 2,5.1Ccellules/mL. La modalité en co-inoculation et ladalité avecS.
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cerevisiaeST pure ont été inoculées aprés pré-culture dedadis le méme modt dilué au
demi, contrairement a I'essai précédent (inocutatimecte). La pré-culture a été préparée a
partir de la creme de levure pour la soudhedelbrueckiiOXT1 1//2 et de LSA pour la
soucheS. cerevisiaesST. Une attention particuliere a été portée &maperature du modt qui
n'a pas dépassé 24°C au cours de la fermentationlajue.

La présence dé. delbrueckiidans la modalité en co-inoculation et de la so&heerevisiae
ST dans les 2 modalités a été confirmée par PCujada fin de la fermentation. Comme
pour I'essai précédent, les cinétiqgues de fermiemtantre la modalité OXT1 1//2 / ST et la
modalitéS. cerevisia&ST pure sont relativement proches bien que cettei&re ait atteint les
14% vol. éthanol désirés en 19 jours soit un denmagjue la modalité en co-inoculation.
L’inoculation sous forme de pré-cultures, avec upenpérature de fermentation bien
maitrisée a permis une production d’AV similaird’@ssai précédent (Chateau La Tour
Blanche) malgré une teneur en sucres du moQt plegée de 10 g/L. En effet, la
concentration en AV finale de la modalité en coeuration est de 1,07 g/L exprimée en acide
aceétique contre 1,62 g/L pour la modaBecerevisiaeST pure (figure 60). L utilisation de
co-inoculationT. delbrueckii / S. cerevisiaa permis dans ces conditions difficiles une
réduction d’AV de 34% par rapport a la modal8é cerevisiagure et surtout de ne pas
dépasser la limite I1égale autorisée de 1,5 g/Lid&aacétique. Par ailleurs, aucune différence
significative n’a été obtenue lors de I'estimataba la quantité de SG ajouter pour réaliser

le mutage (19 g/hL).
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Figure 60: Acidité volatile finale pour la co-inoculation @vT. delbrueckiiOXT1 1//2 et la
culture pure deS. cerevisia&T. Essai Chateau Doisy Daéne. Moyennes de 2trépst
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Des tests triangulaires (20 personnes) ont pegaisme pour le premier essai, de mettre en
évidence une différence significative entre legges de vin lors de la dégustation. L'analyse
sensorielle descriptive réalisée avec un panelddégustateurs expérimentés a donné des
résultats similaires au premier essai a savoirampius fruité et un volume en bouche plus
important pour la modalité en co-inoculation quaipta modalité ave&. cerevisiagure
caractérisée par un nez plus frais avec des ndodggsuches prononcées et une acidité en
bouche plus prononceée.

En conclusion, la co-inoculatioh. delbrueckiilOXT1 1//2 /S. cerevisiaeST a permis dans
ces 2 expériences non seulement de réduire la giodw’AV de 24 et 34% par rapport a la
modalitéS. cerevisia@ure correspondante mais également de ne pas détméimite |égale
autorisée de 1,5 g/L d’acide acétique (contrairédndela modalité pure). Les fermentations
ont atteint les 13-14% vol. éthanol désirés dassddeées proches des fermentations réalisées
par S. cerevisiagpure et les doses de S@joutées pour le mutage ont été identiqgues au
témoin. Pour finir, les vins obtenus par co-inotiola sont pergus comme significativement
différents des vins fermentés frcerevisiag@ure. La co-inoculation OXT1 1//2 / ST donne
des vins caractérisés par un nez plus fruité elume en bouche plus important que pour la
modalité avecS. cerevisiagure caractérisée par un nez plus frais et urdit@a@n bouche
plus prononcée. Les vins issus de cette co-indoulate sont pas atypiques et permettent
aprés assemblage avec des lots issus de fermestaiinesS. cerevisiaal’obtenir des vins

plus complexes avec une acidité volatile réduite.

Si 'on compare tous nos essais réalisés en catiatben sur moQt liquoreux, en laboratoire
ou en chai, on peut constater que, quelle quelaaibuche dd. delbrueckiiutilisée en co-
inoculation avec la souct cerevisiaesST, il y a toujours réduction de la production ¥A
de 23 & 59% selon les essais par rapport a la it8alcerevisiagure. Cette réduction est
cependant plus ou moins importante selon la sodefle delbrueckiiutilisée. La variabilité
intraspécifique de cette espéce pour la productial, mise en évidence lors de nos travaux
en culture pure sur milieux synthétiques, se retolors des co-inoculations aves.
cerevisiae Il en est de méme pour les cinétiques de ferrtientaqui ont cependant toujours
permis d'atteindre les 13-14% vol. éthanol désitésrapport d’inoculation n'a pas d'effet
sur la production d’AV mais joue un rdle importanir la durée de fermentation qui est plus
courte lorsque la concentration initiale &h cerevisiaeest plus élevée. Le rapport
d’inoculation avec 10 fois plus dE. delbrueckiique deS. cerevisiag10/1) s’est montré
particulierement efficace car il permet une réduciile I'AV importante avec des durées de
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fermentation proches de la modali& cerevisiaepure. Par ailleurs, la variation de la
concentration initiale en azote assimilable lors @e-inoculations influence la durée de
fermentation et la production d’AV. Dans nos coiudis, avec le coupl&. delbrueckii31703

/' S. cerevisiaeST, une concentration initiale de 210 mgN/L apftatamme la dose idéale
pour réduire au maximum la production d’AV avec dasées de fermentation courtes. Pour
finir, nos 2 essais réalisés en chai avec la so@etiEL 1//2, initialement remarquée pour ses
aptitudes a I'élaboration des vins blancs secspernhis de réduire la concentration en AV et
ainsi d’obtenir des vins avec une concentratiogriafire a la teneur réglementaire, ce qui
n'est pas le cas des vins réalisés dans les méme#ions aved. cerevisiagure. Les vins
obtenus ont alors un pouvoir de combinaison dy Sfilaire a la modalité pure mais sont
percus a la dégustation comme significativemerféidihts, notamment grace a un nez plus
fruité et un volume en bouche plus important quarfda modalitéS. cerevisiagure. Au
final, 'assemblage des vins issus de co-inocutasivec des lots issus de fermentations pures
S. cerevisiagermet d’obtenir des vins plus complexes avecaaidité volatile réduite.

2 Modts blancs secs et rosés

Pour réaliser les expériences de co-inoculationbfamcs secs et rosés, nous Nous sommes
appuyés sur nos travaux réalisés sur modts liguorngobjectif de ces expériences est de
vérifier si la réalisation de co-inoculatioms delbrueckii / S. cerevisigeermet de moduler la

composition aromatique des vins secs.

2.1 Essai en laboratoire

Le but de cet essai, réalisé au laboratoire, estafller les caractéristiques fermentaires et
aromatiques de 4 souches Bedelbrueckiien co-inoculation avec la soucBe cerevisiae
F33. Deux souches de delbrueckiiont été sélectionnées pour cet essai pour laefaibiée

de leurs phases de latence et leurs bonnes ciastifprmentaires lors de fermentations
« pures » sur milieux synthétiques : OXT1 1//2 et2T7. Les 2 autres souches utilisées sont
celles sélectionnées pour leurs bonnes performagrte-inoculation sur modts liquoreux
afin de veérifier si elles le sont aussi lors dédementation d’'un vin blanc sec. La souche
commercialeS. cerevisia€-33 a été choisie comme témoin, pour sa forteymtooh d’esters.

Le milieu utilisé est un moGt de sémillon frais atyane teneur en sucres de 212 g/L (environ

12% vol. éthanol potentiels) ajusté a 200 mg/L dtazassimilable par ajout de thiazote. Sa
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turbidité est voisine de 200 NTU. La populationtiale de levures dans le moQt est de
2,6.10 cellules/mL.

La fermentation a été réalisée a 18°C. Les 4 saudB€&. delbrueckiiont été utilisées en co-
inoculation avec la souch®. cerevisiad 33 avec un rapport 10/1, c'est-a-diré t6llules
viables/mL pour leg. delbrueckiiet 16 cellules viables/mL pour F33. Les fermentations on
été réalisées en duplicata. La présence de la s@iaterevisiad-33 et des 3 souches de
delbrueckii: OXT1 1//2, Lm2T7 et Cbm621 a été confirmée p@RFusqu’a la fin de la
fermentation, contrairement a la souche 31703.eCstiuche, bien que présentant des
propriétés tres intéressantes sur les milieux éekaeneurs en sucres, ne semble pas adaptée
aux milieux a plus faibles concentrations. En effetr milieu synthétique MS (240 g/L de
sucres) elle est caractérisée par des phases alecdat assez longues et une population
maximale peu élevée. Cette modalité ne sera danprne en compte dans la discussion.

Les cinétiques de fermentation des 3 co-inoculatansi que celle de la modalité tém&n
cerevisiaeF33 pure sont représentées sur la figure 61. baaarulations avec les souches
OXT1 1//2 et Lm2T7 présentent une durée de phasatelece plus courte que$a cerevisiae
pure et achevent la fermentation alcoolique en méengps que cette derniere. La co-
inoculation réalisée avec la souche Cbm621 est fdnte et conduit a un arrét de

fermentation avec la présence de 5 g/L de sucsadueds.
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Figure 61: Evolution du dégagement de €8u cours du temps pour les 3 co-inoculations et
la culture pures. cerevisiad-33. Moyennes de 2 répétitions. Ecart type mas.
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Les concentrations en éthanol, sucres résiduedge @ssimilable et AV pour les différentes
modalités sont résumées dans le tableau 17. Onnodet que I'association de la souche

Lm2T7 / F33 a permis la plus faible productionaitiité volatile.

Tableau 17 Concentrations en éthanol, sucres, azote rdsatuacidité volatile en fin de
fermentation alcoolique sur moUt Sémillon, pour 3eso-inoculations et la culture pug
cerevisiae=33. Moyennes de 2 répétitions.

Azote assimilable AV
0,
Ethanol (%vol) Sucres (g/L) (mg/L) (g/L acide acétique)
Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type
LM2T7/F33 11,79 0,06 1,45 0,12 33,5 0,71 0,18 0,01
OXT11//21F33 11,9 0,01 1,35 0,15 34,5 0,81 0,23 0,01
Cbm621 / F33 11,44 0,01 51 1,2 31 1,41 0,29 0
F33 pure 11,81 0,1 1,45 0,12 31,5 0,71 0,31 0,02

La production de phényl-2-éthanol ainsi que legifcpaux esters fermentaires (acétate de
phényléthanol, disoamyle et d’hexyle, et butyrateexanoate, octanoate et décanoate
d’éthyle) a été évaluée et présentée pour chaqudalitdo dans le tableau 18.es
concentrations obtenues pour chague composé satgstsupérieures a leur seuil de
perception respectif. Ces seuils ont cependantyr powlupart, étaient établis dans des
solutions modéles et peuvent varier en fonctiotyge de vin étudié.

La production totale d’esters pour les co-inocoladi est supérieure a celle de la modalité F33
pure soit 37,3, 33,7, 31,2 et 30,4 pour respectwrenim2T7 / F33, OXT1 1//2 | F33,
Cbm621 / F33 et F33 pure. Malgré une productiorésapre de 23% et 11% pour les co-
inoculations réalisées avec les souches Lm2T7 €f10X/2, la production totale d’esters
n'est pas significativement différente de la magatémoin en raison du faible nombre de
valeurs (duplicata). Les 2 modalités en co-inoemhatjui ont produit le plus d’esters sont
caractérisées par une production supérieure diacélisoamyle : + 53 et + 36% et d’acétate
de phényléthanol : + 83 et + 61% par rapport a t¢aladité F33 pure pour respectivement
Lm2T7 / F33 et OXT1 1//2 / F33. Leur production pkényl-2-éthanol est également

supérieure a la modalité témoin soit + 32% pougles-inoculations.
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En conclusion, cette expérience nous a permis dizaran évidence que deux souched de
delbrueckii: Lm2T7 et OXT1 1//2 permettent en associationcaSe cerevisiad=33 sous
forme de co-inoculation, d’augmenter la productiotale d’esters avec notamment une
augmentation importante de la concentration enaseét’isoamyle et en acétate de
phényléthanol mais aussi une augmentation de lalupton de phényl-2-éthanol en
comparaison a la modalit®. cerevisiad=33 pure. Les durées de fermentation sont de plus
similaires. Par contre, les souches sélectionngéegpart pour leurs performances sur milieux
a fortes concentrations en sucres n’ont pas doatisfaction en co-inoculation car la souche
31703 ne s’est pas implantée et la co-inoculatieec da souche Cbm621 a conduit a la

présence de sucres résiduels.

2.2 Essais en chal

Deux essais ont été réalisés au cours des vendaf@f8sau Chateau Goudichaud située dans
I'appellation « Graves de Vayres ». Les fermentetiont été réalisées en duplicata dans des
cuves inox de 220 L remplies avec 200 L de modt.

Le but de ces essais est de vérifier que I'augrtientde la complexité aromatique obtenue
en laboratoire par [l'utilisation de co-inoculatiods delbrueckii / S. cerevisiapeut
fonctionner en conditions réelles de vinificatidsious avons pour cela utilisé, pour ces 2
essais en co-inoculation, un seul couple de levufeslelbrueckiiOXT1 1//2 associée a la
soucheS. cerevisiaeX5. La souche OXT1 1//2 a été choisie pour cembsrperformances
cinétiques et aromatiques présentées au paragrapbeedent mais aussi pour ses
performances aromatiques obtenues au cours d'va @sgai sur un modt de raisin Sauvignon
blanc qui a été mené au laboratoire SARCO (noneptésdans ce manuscrit). En effet, au
cours de cet essai la production d’esters et dasthvolatils par le couple OXT1 1//2 / X5
s'est révélée beaucoup plus intéressante que @alémue avec le couple Lm2T7 / X5. La
souchesS. cerevisiaeX5 est une souche commerciale (Laffort, Francejamment utilisée
pour la vinification des vins blancs secs et ertiparer des Sauvignons blancs pour sa forte
capacité a révéler les arbmes variétaux de typkidis volatils.

Les co-inoculationd. delbrueckii S. cerevisiagour les deux essais en chai ont été réalisées
avec un rapport 10/1, c'est-a-dire’ Dellules viables/mL pour la souche OXT1 1//2 @t 1
cellules viables/mL pour la souche X5. La soucheT®X//2 a été produite au laboratoire
sous forme de creme de levures. Les 2 essais y@inswont ainsi été réalisés selon le méme

protocole.
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Le premier essai a été réalisé sur un moQt de §aowiblanc contenant 213 g/L de
sucres (12,9 % vol potentiel) et ajusté a 200 ndjdzote assimilable. La présence des
souchesdT. delbrueckii OXT1 1//2 etS. cerevisiaeX5 a été confirmée par PCR jusqu’a la fin
de la fermentation. L’évolution de la densité awrsodu temps pour les 2 modalités est
présentée sur la figure 6Res cinétiques de fermentations de ces 2 modatibés trés
proches bien que la modali& cerevisia@ure achéve la fermentation alcoolique avec un jou
d’avance. Les concentrations d’éthanol, de sudrdseote assimilable résiduel a la fin de la
fermentation alcoolique sont similaires pour lem@lalités, mais la production d’AV est plus

faible pour la modalité en co-inoculation (tabld&).

1100 —e— X5 pure
- OXT1 U/21 X5
1080 +

1060 ~

1040 +
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980 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Figure 62: Evolution de la densité au cours du temps suitrBauvignon blanc, pour la co-
inoculation avecT. delbrueckilOXT1 1//2 et la culture pure d& cerevisiaeX5. Moyennes
de 2 répétitions. Ecart type maxl.

Tableau 19 Concentrations en éthanol, sucres, azote rdsetuacidité volatile en fin de
fermentation alcoolique sur moQt Sauvignon blameirga co-inoculation avet. delbrueckii
OXT1 1//2 et la culture pure d& cerevisiaX5. Moyennes de 2 répétitions.

X5 X5/ 1/12
Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type
Ethanol (%vol) 12,85 0,2 12,79 0,1
Sucres (g/L) 0,9 0,1 0,8 0,1
AV (g/L acide acétique) 0,28 0,02 0,20 0,01
Azote assimilable (mg/L) 18 1,4 19 2,1
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Les productions de phényl-2-éthanol, des 7 prinoipasters fermentaires : acétate de
phényléthanol, d’isoamyle et d’hexyle, et butyrdtexanoate, octanoate et décanoate d’éthyle
et de 3 thiols volatils 4MSP, 3SH et A3SH (poumpextivement 4-méthyl-4-sulfanylpentan-
2-one, 3-sulfanylhexan-1-ol et acétate de 3-sylfaaxyl), ont été évaluées.

La production d’arbmes fermentaires (phényl-2-étthgolus les 7 esters) est présentée pour
les 2 modalités dans le tableau 20. D’aprés cesaablnous pouvons voir que tous ces
composeés ont été produits a des concentrationsisups a leur seuil de perception. La
modalité en co-inoculation permet, par ailleurss pnoduction totale d’esters et de phényl-2-
éthanol plus importante que la modalité X5 purd,ste augmentation respective de 25 et 51
%. Par ailleurs, la production de chaque esteé aggmentée de 50, 41, 20, 17, 29, 36 et 4%
pour respectivement les molécules suivantes : tecé@a phényléthanol, acétate d'isoamyle,
acétate d’hexyle, butyrate d'éthyle, hexanoate hglét octanoate d’éthyle et décanoate
d’éthyle. L'augmentation importante de la concetidratotale en esters, avec notamment des
productions importantes d’acétate de phényléthamot'acétate d’'isoamyle ainsi qu’une
augmentation de la concentration en phényl-2-élhamaléja été constatée dans l'essai

précédent sur moat sémillon.

Tableau 20 Production d’arbmes fermentaires sur moQt Sauvigbtanc, pour la co-
inoculation avecT. delbrueckiiOXT1 1//2 et la culture pure d& cerevisiaeX5. Moyennes
de 2 répétitions.

X5 pure OXT1 1//2 /X5
. . Seuil perception Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type

Molécules Descripteurs (mg/L) (ma/L) (mg/L) (mg/L) (ma/L)
Phényl-2-éthanol rose 14@ 26,80 1,20 40,60 1,60
Acétate phényl-ethanol rose 0,25 ® 0,40 0,02 0,60 0,02
Acétate d'isoamyle banane 0,03@ 3,40 0,30 4,80 0,20
Acétate hexyle poire 0,67 @ 4,60 0,20 5,50 0,30
Butyrate d'éthyle kiwi, fraise mure 0,02@ 0,60 0,03 0,70 0,04
Hexanoate d'éthyle pomme verte 0,014 @ 0,70 0,01 0,90 0,03
Octanoate d'éthyle floral, savon 0,58 @ 1,10 0,03 1,50 0,02
Décanoate d'éthyle floral, savon 02@ 2,40 0,12 2,50 0,22
Somme esters 13,20 1,20 16,50 1,40

a: Ferreira et al. (2000), dans solution modéle proche du vin
b: Escudero et al. (2007), dans solution modéle proche du vin
c: Pineau (2007), dans vin désaromatisé

d: Etievant (1991), dans vin
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Les concentrations finales en thiols volatils sgmésentées dans le tableau 21. Les
concentrations obtenues pour ces 3 composés sasnsupérieures a leur seuil de perception
en solution modele comme indiqué dans le tableaupribduction totale de thiols volatils a
été augmentée de 31% pour la co-inoculation OXT2 A/X5 en comparaison avec la
modalité X5 pure. En effet, bien que la concerdraten 4MSP soit similaire, les
concentrations en 3MH et ABMH ont été augmentégsaativement de 30 et 48%.

De plus, un test triangulaire réalisé avec un paeeRl personnes a permis de mettre en

evidence une différence significative entre ce:2 &u cours de leur dégustation.

Tableau 21 Production en thiols volatils sur moat Sauvigndanb, pour la co-inoculation
avec T. delbrueckiiOXT1 1//2 et la culture pure d8. cerevisiaeX5. Moyennes de 2
répétitions.

X5 pure OXT1 1//12 1 X5
Molécules Descripteurs Seuil E):(;;:sption M(onyge/rli;e Ecg]r;/tly_/)p € M?ny:/rli;]e Ec(art]r;/tly-/)p €
amsp @ buis, genét 08®@ 19,90 1,00 19,80 0,80
3SH @ buts, pizsp;%”r:ousse' 60 ® 518,00 12,00 675,00 18,00
A3SH @ buis, pamplemousse 420 63,00 3,00 93,00 4,00
Somme thiols volatils 600,90 15,00 787,80 22,80

(1) 4-méthyl-4-sulfanylpentan-2-one, (2) 3-sulfanylhexan-1-ol, (3) acétate de 3-sulfanylhexyl
a: Darriet et al. (1995) dans solution modéle proche du vin

b: Tominaga et al. (1998) dans solution modéle proche du vin

¢: Tominaga et al. (1996) dans solution modéle proche du vin

Le deuxiéme essai a été réalisé sur un modt rese ds cépage Merlot dont la
concentration en sucres initiale était 214 g/L 912 vol. éthanol potentiel) et dont la
concentration en azote assimilable a été ajusB&®ang/L par ajout de thiazote. La présence
de la souch&. delbrueckii OXT1 1//2 dans la modalité en co-inoculation etla souché.
cerevisiaeX5 dans les 2 modalités a été confirmée par PGRuja la fin de la fermentation
alcoolique. Malgré des cinétiques fermentaires lpgecla modalités. cerevisiaeX5 pure a
acheveé la fermentation un jour avant la modalit€@moculation (données non présentées).
Les concentrations finales en éthanol, sucreseazssgimilable résiduel et AV sont similaires

pour les 2 modalités (tableau 22).
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Tableau 22 Concentrations en éthanol, sucres, azote rdsatuacidité volatile en fin de
fermentation alcooliqgue sur modt rosé de Merlotrga co-inoculation ave€. delbrueckii
OXT1 1//2 et la culture pure d8. cerevisiaX5. Moyennes de 2 répétitions.

X5 X5/1/12
Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type
Ethanol (%ovol) 12,85 0,11 12,36 0,21
Sucres (g/L) 0,50 0,05 1,50 0,06
AV (g/L acide acétique) 0,23 0,02 0,22 0,02
Azote assimilable (mg/L) 18 1 19 2

Les productions de phényl-2-éthanol et des 7 pmot esters fermentaires (mémes
composeés que pour I'essai sur Sauvignon blancgtnévaluées et sont présentées dans le
tableau 23. La modalité OXT1 1//2 | X5 permet ungraentation de la production de phényl-
2-éthanol de 36% mais présente une productionetatasters similaire a la modalitg.
cerevisiaeX5 pure. Si I'on regarde la production pour chadgster, la modalité en co-
inoculation a produit 2 fois plus de butyrate didé¢hmais moins d’acétate de phényléthanol et

de décanoate d'éthyle.

Tableau 23 Production d'ardbmes fermentaires sur moQt rosé Mkrlot, pour la co-
inoculation avecT. delbrueckilOXT1 1//2 et la culture pure d& cerevisiaeX5. Moyennes
de 2 répétitions.

X5 pure OXT1 1//21 X5
Seuil
Molécules Descripteurs perception Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Phényl-2-éthanol rose 14@ 40,30 3,20 54,90 3,40
Acétate phényl-ethanol rose 0,25 ® 1,00 0,08 0,90 0,10
Acétate d'isoamyle banane 0,03@ 5,40 0,05 5,60 0,04
Acétate hexyle poire 0,67 0,10 0,02 0,10 0,03
Butyrate d'éthyle kiwi, fraise mure 0,02 @ 0,10 0,01 0,20 0,01
Hexanoate d'éthyle pomme verte 0,014 @ 0,00 0,00 0,00 0,00
Octanoate d'éthyle floral, savon 0,58 @ 1,60 0,15 1,60 0,10
Décanoate d'éthyle floral, savon 02@ 1,00 0,09 0,90 0,09
Somme esters 9,20 0,82 9,30 0,75

a: Ferreira et al. (2000), dans solution modéle proche du vin
b: Escudero et al. (2007), dans solution modele proche du vin
¢: Pineau (2007), dans vin désaromatisé

d: Etievant (1991), dans vin
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En conclusion sur cette partie, nous pouvons dieelg co-inoculatio. delbrueckilOXT1
1//12 | S. cerevisiaeX5 a permis de complexifier la composition arompa# d’'un modt blanc
sec issu du cépage Sauvignon blanc et d’'un moét descépage Merlot tout en ayant des
cinétiques fermentaires tres proches de la ferrtienteéalisée uniquement avec la soughe
cerevisiaeX5. En effet, sur le blanc sec la co-inoculatiopeamis d’augmenter la production
d’esters fermentaires de 25%, de phényl-2-éthaad@1d6 et de thiols volatils de 31%. Dans
les mémes conditions, sur modt rosé, la produdiidale d’esters n’a pas été augmentée

contrairement a la production de phényl-2-éthanghzentée de 36%.

V Développement d’'un fermenteur a double compantiim

Le modlt de raisin est un écosystéme contenant debmmx micro-organismes qui
interagissent entre eux. Il y a de nombreux typegedactions définis par différents termes
mais en aenologie l'interaction est souvent conéel@mme l'inhibition ou 'augmentation
de la croissance d’'une population par une autree{FR003). Il est donc indispensable pour
évaluer les interactions entre microorganismesade@r les quantifier précisément.

Il existe de nombreux mécanismes d’interactiongeetgvures comme [linhibition par
production d’éthanol, d’acides gras a courtes @wirde toxines «Kkiller » et d’autres
composés toxiques, la limitation nutritionnelle campétition de substrats, l'inhibition
physique de type « cell-cell » contact ou encomlapétition pour I'espace. Ses mécanismes
d’interactions sont souvent associés a l'inhibitides levures no&accharomycepar S.
cerevisaemais nous avons vu précédemment que des levureSatcharomycepouvaient
également inhibe6. cerevisiaeet d’autres levures noBaccharomycesPar ailleurs, il est
important de rappeler que l'effet de ces mécanisifiageractions n’est pas toujours négatif
et peut étre profitable aux différents types deratganismes (Sieuwertsait, 2008).

Dans ce contexte, nous avons décidé de développeputii permettant I'étude des
interactions entre levures (basée notamment ssuilé de leur croissance) au cours de la
fermentation alcoolique du vin : un fermenteur aulwle compartiment permettant une
séparation physique des microorganismes.

Un double bioréacteur a membrane basé sur le mémape a déja été développé, par une
autre équipe de chercheurs (Albasial., 2001 ; Pommier e&l., 2002 ; Manjarrezt al,
2000). Cet outil, présenté sur la figure 63 repsse le principe suivant : deux micro-
organismes différents sont confinés dans des cdmmgants séparés par une membrane a

fibres creuses mais évoluent dans le méme milieucwlure grace a une circulation
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alternative de ce milieu d’'un compartiment & l'autta circulation du milieu a travers la
membrane de filtration a fibres creuses est asqaésurpression (0,7 bar) et controlée par
des sondes a niveau. De l'air comprimé est inttoalternativement dans I'espace téte d’'un
réservoir, alors que le deuxieme reste ouverttenbaphere. Il en résulte une différence de
pression transmembranaire qui induit un déplacendeninilieu d’'un compartiment vers
l'autre. L'entrée et la sortie des gaz dans chammpartiment sont controlées par un couple
d’électrovannes. Un dispositif permet de bascudenise sous tension entre les deux couples
de vannes en fonction du niveau de liquide danddes réservoirs. Le niveau maximum est
fixé pour chacun des réservoirs par deux sondesvdau en acier inoxydable : lorsque les
deux sondes sont en contact avec le liquide, lsysde contrdle fait basculer la mise sous
tension des vannes. Les vannes qui étaient ouvegtésrment et celles qui étaient fermeées
s’ouvrent. Le réservoir qui était a pression atrhésigjue passe en surpression et celui qui

était en surpression passe alors a pression atgpé.
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Figure 63: Schéma du double bioréacteur a membranes d’'iAdivas. (2001).
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1 Objectifs et intéréts

Le fermenteur & double compartiment est dévelopges de but de faciliter I'étude des
interactions entre levures au cours de la fermemntalcoolique, c'est-a-dire d’acquérir un
outil permettant un suivi simple et rapide de lagantration cellulaire de 2 microorganismes.
Il permet donc d’étudier les phénoménes d’inhibitemtre levures au cours de la fermentation
alcoolique dont I'inhibition de type « cell-cell m@act ». Pour cela, il suffit de comparer les
croissances des 2 populations qui sont séparéesgpleynent avec celles obtenues dans un
fermenteur simple ou les populations sont mélangéesoutil a également un autre objectif,
plus industriel, qui est d’optimiser les protocotésmoculation mixte et d’établir des couples
de levures performants afin de mieux malitriser desnoculations. De plus, cet outil,
développé dans le cadre de cette thése pour I'éledeinteractions entre les espedes
delbrueckii et S. cerevisiaepourra également étre utilisable pour I'étude eerdrautres
especes de levures, entre 2 souches de la ménte €spiea-espéce) mais également entre 2
types de microorganismes différents comme par elelap levures et les bactéries.

Le principe du fermenteur a double compartimentbasé sur la séparation physique de 2
microorganismes (un dans chaque compartiment)eilowbnservant 'homogénéité du milieu
de culture entre les 2 compartiments pour se rapprole plus possible des conditions
« réelles » ou les 2 microorganismes évoluent damséme milieu. La séparation physique
des 2 microorganismes permet de suivre facilem@wblution de leurs concentrations
cellulaires sans changer les techniques de dénomebteutilisées en culture pure. En effet, en
présence de culture pure de levures, l'utilisattomjointe du compteur a particules pour
déterminer la concentration cellulaire et du bleu rdéthylene pour estimer la viabilité
cellulaire nous donne facilement accés a la coratorh en cellules viables par millilitre.
Cependant, dans le cas de cultures mixtes, lardiéiaion de la concentration cellulaire
viable de chaque population de levure est beauptusp délicate. En effet, I'utilisation du
compteur a particules permet d’estimer la poputatatale du mélange mais ne permet pas de
calculer la concentration individuelle des 2 lewwrgans le cas du mélangedelbrueckii S.
cerevisiaeil est ainsi impossible pour I'appareil, malgrédalifférence de taille, de compter
I'intégralité d’'une population sans compter unetipade l'autre. Méme en déplacant les
bornes d’'analyse, permettant la sélection de lie @és cellules a compter, il y a toujours un
chevauchement des 2 populations (figure 32). L'ettion récente par le laboratoire d’'un
cytometre de flux, permettant le comptage et l&ddhciation des microorganismes selon

leur taille et leur granulosité, n'a pas résoluraoprobléeme puisque il y a aussi des
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chevauchements entre les 2 populations. Nous aggalement essayé d’autres techniques
pour compter distinctement ces 2 types de levuaes din mélange. La PCR quantitative a
I'aide d’amorces spécifiques (Zat al.,2010) permet de les quantifier distinctement dbess
gammes de concentration de’ 2010 cellules/mL, mais nous nous sommes heurtés & des
problemes de spécificité des amorces et de reptibdité dues aux fortes concentrations de
levures au cours de la fermentation alcoolique.ples, cette technique donne acces a la
concentration totale d’'une population donnée mass g sa population viable, paramétre tres
important pour I'étude des interactions. Quatrgesuinconvenients relatifs a cette technique
peuvent étre cités: son colt relativement éleaélolrdeur des manipulations, I'absence
d’amorces spécifiques pour le couple de levurdséitet enfin un décalage dans le temps des
résultats par rapport au prélevement dans le ndadt®us avons également essayé une autre
technique, engendrant aussi des manipulations dssetes mais permettant d’évaluer la
concentration cellulaire viable : le dénombremeunt milieux gélosés avec 2 milieux
différents. En effet, le premier milieu utilisé (PR ou levure totale) permet la quantification
de la somme des 2 populations, tandis que le dewxienilieu est un milieu sélectif
permettant uniquement la croissance, et donc |atdeation, des levures de I'espéde
delbrueckii La détermination de la concentration cellulaiecla populatior. cerevisiaest
alors obtenue par soustraction de la concentrailienue sur le premier milieu par celle
obtenue sur le milieu sélectif. Dans notre cast-@edire pour I'étude des interactions eftre
delbrueckiietS. cerevisiaela mise au point du milieu sélectif est partictdi@ent laborieuse
et doit étre adaptée en fonction de la souchd.ddelbrueckiiet deS. cerevisiaaitilisées
(Chapitre 1V.3.2, partie Matériels et Méthodes). [as, les résultats obtenus sont cultures
dépendants ce qui peut étre une source d’errerausiorsque les microorganismes doivent
se développer sur 2 milieux difféerents. Enfin, laantification par étalement sur milieux
gélosés donne des résultats au minimum 48h apadgsanPar ailleurs, si 'on désire étudier
les interactions entre 2 souches d’'une méme espétreju méme genre, le dénombrement
sur milieux gélosés, par PCR quantitative, pailidation de compteur a particules ou d’'un
cytometre de flux, peut s’avérer encore plus dlffiovoir impossible. Dans ces conditions, ou
aucune des méthodes précédentes ne permet unéigaiion rapide et simple, la séparation
physique des 2 types de populations apparait cotamsolution idéale pour quantifier
séparément et facilement la concentration cellhai@ble de 2 levures différentes.
Pour évaluer les interactions entre levures, dageoncentrations cellulaires, il est important
de suivre finement les cinétiques de fermentatibiaste fermenteur a double compartiment a
donc été congu pour étre aussi utilisable surtBifetion actuelle du laboratoire, permettant le
182



suivi automatisé des fermentations alcooliquesnpesure en temps réel de la perte de poids
due au dégagement de £QChapitre IIl/2/2, partie Matériels et Méthode€)e suivi
automatise, effectué toutes les 20 minutes, nousigiede calculer finement la vitesse de
fermentation instantanée. Le volume des fermeniaetigels est de 1,4 L (1,2L de milieu). Le
volume du fermenteur a double compartiment est,dle. par compartiment soit 2,8 L (2,4 L
de milieu). Grace a ce volume important nous poavaralisé de nombreux prélévements

pendant la réaction sans trop perturber le ratiome air / volume du milieu.

2 Contraintes de fonctionnement initiales

Nous avons développé le fermenteur a double compant, aussi appelé « double
fermenteur » ou encore «fermenteur double » pauil goit le plus simple possible.
Cependant, nous avons d0 tenir compte dans sothog@ement de certaines contraintes de
fonctionnement qu’il impose. Initialement, les camtes de fonctionnement étaient
uniquement liées a une séparation physique effidase types de micro-organismes étudies,
une bonne homogénéité du milieu dans les 2 compamts sans décalage dans le temps et la
stérilité vis-a-vis des contaminations extérieukdise autre contrainte, liée a son intégration
dans l'installation automatisée du laboratoire |@$ait qu’il doit étre posé sur une balance de
précision sans en perturber le fonctionnement.

L’apparition de difficultés matérielles et technégunous a conduit a faire des choix
technologiques qui ont eux méme engendré de na@svetintraintes de fonctionnement mais

aussi a I'aboutissement d’un outil performant ndiss « complexe » gu’initialement prévu.

3 Etapes de développement

Le développement de ce fermenteur a été réalisntlgs 3 années de these parallelement
aux autres études meneées, en collaboration avquigeé du Professeur Martine Mietton-
Peuchot de notre UMR (Unité mixte de recherche)pieamieére étape de son développement
a été de dessiner les plans du fermenteur doulde,la participation de notre verrier (Atelier
Prémont, Bordeaux), en partant du principe guiladiepermettre une séparation physique de
2 microorganismes et qu’il devait respecter lestraomes de fonctionnement détaillées au

paragraphe précédent.
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3.1 Conception

Aprés mure réflexion, nous avons cong¢u un fermenésu verre a double compartiment
circulaire avec séparation interne des 2 compantisnear une membrane de filtration (figure
64). Les 2 compartiments sont maintenus et setués dontre l'autre par une bride en
aluminium permettant d’éviter toute fuite du mili€€haque compartiment a une contenance
de 1,4 L qui une fois rempli avec 1,2 L de milieande un rapport volume d’air / volume de
liquide similaire aux fermenteurs simples (non cantimentés) couramment utilisés au
laboratoire.

Ce double fermenteur dispose également, par commasnt, d’une cloche permettant le
dégagement du GAormé au cours de la fermentation alcoolique ehdirifice avec septum
sur le devant de chaque compartiment permettant piléevements stériles. Un des
compartiments est également doté d’'un tube en wewert vers I'extérieur pour l'installation

de la sonde de température.

mpartiment
droit

Figure 64: Fermenteur a double compartiment vu de face.

184



3.2 Choix de la membrane interne

Initialement, dans un souci de simplicité, nousrsvessayé de voir si 'homogénéisation du
milieu entre les 2 compartiments était possiblegiaiple diffusion a travers la membrane de
filtration centrale facilitée par I'agitation magimgie de chaque compartiment (un agitateur
magnétique par compartiment).

Notre premier souci a donc été le choix de la membrde filtration centrale qui doit
permettre le passage du milieu de fermentationdouetenant les microorganismes.

Afin de pouvoir évaluer un grand nombre de memimaimnstituées de différentes matiéres
(nylon hydrophile, polysulfone hydrophile, polyasigdfone hydrophile, acétate de cellulose,
ester de cellulose...) et de différentes tailles aep (entre 0,2 et 1,2 um) nous avons mis au
point un test préliminaire simple consistant a riamm seul compartiment avec du milieu
synthétique MS et a observer le temps nécessainegbindre I'équilibre des niveaux entre
les 2 compartiments. Grace a ce test nous avoestigéiné 5 membranes sur la vingtaine
testées permettant un équilibre des niveaux desuniintre 15 et 45 minutes sachant que
certaines membranes « imperméables » au milieu 'B1& permis aucun équilibre aprés 24h.
Ces membranes sont : 2 membranes filtrantes Tuffeynpolysulfone hydrophile avec taille
de pores 0,2 et 0,45 um, 2 membranes Magna endestallulose avec taille de pores 1,2 et
0,45 pum et enfin une membrane en acétate de csdlaleec taille de pores de 0,45 um.

Ces 5 membranes ont alors été utilisées pour testégant, qui consiste a remplir les 2
compartiments toujours avec le milieu MS stérileaetnsemencer avec des levures un seul
des 2 compartiments. Le but de cette expériencdeesérifier si les membranes permettent
facilement le passage des constituants du miliedeenentation d’un compartiment vers
l'autre, sans trop de décalage dans le temps. Ealar des dosages d’éthanol, de sucres,
d'azote assimilable ainsi que d'acidité volatilet oté effectués sur 48h dans les 2
compartiments. Toutes les membranes ont entraisédd&rences importantes entre la
composition des 2 milieux. La membrane la plus kopmante » entraine un décalage dans le
temps de la composition du milieu d’environ 12 lesuentre le compartiment ensemenceé qui
évolue rapidement (enrichissement en éthanol etafpauvrissement en sucres et en azote)
contrairement au milieu non ensemencé plus proeda domposition initiale du milieu MS.
Suite a cette expérience, la membrane Magna endssieellulose de porosité de 0,45 um, a
été retenue pour le reste de la mise au pointrdoefgeur.

Nous avons également da réfléchir & un moyen péantetine meilleure homogénéisation

entre les 2 compartiments car ce décalage de lzderest pas satisfaisant. En effet, il
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engendrerait de grandes différences dans la cotigrosiu milieu, notamment en début de
fermentation ou la vitesse de fermentation estél@ge.

3.3 Nouveau systéme d’homogénéisation : pompe
péristaltique

Deux systémes nous sont venus a l'esprit pour améli’homogénéisation du milieu entre
les 2 compartiments : la mise sous pression dudet@ur ou |'utilisation de pompes. La mise
sous pression des compartiments, comme c’est ldarasle double bioréacteur a membrane
d’Albasi et al. (2001), ne nous a cependant pas paru envisageainle notre cas, car le suivi
des cinétiques de fermentation doit étre réalisé quavi de la perte du poids due au
dégagement de GQui serait grandement perturbé avec une mise m@ssion. Nous avons
donc opté pour une homogénéisation du milieu patemeédiaire d’'une pompe. Notre choix
s’est alors directement porté sur une pompe péiigta. En effet, ce genre de pompe permet
de travailler sur des petits volumes et présentesiul'avantage d’éviter tout contact direct
entre le milieu et la pompe. En effet, le liquidecale a I'intérieur de tuyaux souples écrasés
par des rouleaux. Le volume de liquide incompréssbt ainsi déplacé de I'aspiration vers le
refoulement a un débit qui dépend du diamétre de souple, du nombre de tubes et de la
vitesse de rotation du rotor.

La pompe péristaltique choisie est une pompe dwddbire (Minipuls 3, Gilson, France). Les
tubes utilisés sont en PVC (polyvinyl chloride)eésentent un diametre interne de 3,16 mm
permettant d’obtenir un débit maximal de 29 ml/mpour la vitesse de rotation maximale de
la pompe qui est de 48 rpm. Ces tubes présentemtritage d'étre autoclavables,
transparents, peu codteux et d’étre disponibles tladiamétre maximal utilisable pour notre
téte de pompe (obtention du débit maximum poureriétie de pompe).

L'utilisation de cette pompe péristaltique permeéasgirer, par exemple, le milieu du
compartiment droit et de le rejeter dans le gayard’intermédiaire d’un tube. Notre pompe
péristaltique étant équipée d'une téte de pompeticanbux elle permet simultanément
d’aspirer le milieu du compartiment gauche et deejeter dans le droit par I'intermédiaire
d’'un autre tube afin de mélanger un maximum deemigén peu de temps. Ceci est un autre
avantage lié a l'utilisation d’'une pompe péristple. De plus, l'utilisation de tuyaux de
diametre et longueur identiques, installés autalom méme rotor, permet d’obtenir des
débits rigoureusement identiques entre les 2 campants.
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Cependant, si les mouvements de milieu d’'un cormpant a I'autre sont rendus possibles
par I'utilisation d’'une pompe, il faut égalemensa®r la séparation physique des 2 types de
levures. L'aspiration et le refoulement d’'un contjpaent a l'autre doit donc se faire par
l'intermédiaire d’un systéeme de filtration qui setétaillé ci-dessous (Chapitre V.3.4, partie
Résultats et Discussion). Par ailleurs, l'utilieatid’'une pompe péristaltique a engendré la
nécessité de réaliser des modifications sur le dateur. Deux petites pieces en verres
spécifiques ont été rajoutées pour connecter jesutusur le dessus du fermenteur (2 tuyaux

par compartiments).

3.4 Choix du systeme de filtration : capsuleéiltation

Le couplage du double fermenteur a une pompe pkigste a entrainé la nécessité d’utiliser
un systeme de filtration (en plus de la membramgrake) pour retenir les microorganismes
lors de I'aspiration et du reflux du milieu d’unropartiment a I'autre. Le choix des filtres a
été trés difficile car ils doivent pouvoir supporta filtration pendant 2 a 3 semaines d’'un
milieu chargé en levure, ce qui entraine des probtede colmatage, et permettre un débit
suffisamment important pour obtenir une bonne hameégation du milieu de fermentation
entre les 2 compartiments.

Nous avons essayé différents types de filtres cordew fibres creuses, des gros filtres
seringues et des capsules de filtration. Des mesilgalébits ont été réalisées avec de 'eau,
du milieu synthétique et enfin du milieu synthégaqdditionné en levures.

Les fibres creuses présentent le gros avantageid’ane surface de filtration tres élevée.
Cependant, les débits obtenus avec de I'eau et ypmivitesse de rotation maximale de la
pompe, sont vraiment faibles, c'est-a-dire de Femke 1mL/minute. Ce type de filtre n’a donc
pas été retenu.

Les filtres seringues présentent I'avantage de ettrenun débit trés important (quasiment
identique au débit sans filtre) avec de I'eau anikeu synthétique, mais leur faible surface
de filtration (jusqu'a 20 cA) engendre trés rapidement des problémes de cajmbies de la
filtration de milieu synthétique chargé en levursst quelques minutes.

L'utilisation de capsules de filtration caractéeséar une surface de filtration trés élevée a
donné des résultats beaucoup plus satisfaisap&t;acdire des débits élevés et des durées
avant colmatage trés importantes. Le choix des ubapsde filtration est assez vaste
notamment en terme de composition de la membraridtrddéion a l'intérieur de la capsule

mais également en terme de surface de filtration pgut varier de 150 & 1000 &m
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Cependant, plus la surface de filtration augmephes le volume mort a lintérieur de la
capsule augmente. Ces capsules, dans leurs ajpigatourantes, fonctionnent par
« reflux », c'est-a-dire par remplissage de la ulgpavec le milieu a filtrer qui traverse la
membrane a lintérieur de la capsule et ressort'aldgre coté. Il est par ailleurs possible
d’utiliser ces capsules en sens inverse, c'esteaeti aspirant le milieu a travers la capsule. |l
est cependant important de noter que lors de isatibn d'une capsule filtrante par
« aspiration » la surface de filtration est alduspimitée.

Nous avons essayé plusieurs types de capsule:dpoB& AS avec membrane en nylon de
400 cnf et de porosité de 0,45 um, Polycap 75 AS avec memeten nylon de 820 émt de
porosité de 0,2 um, et enfin Sartobran 150 et 3@@ anembrane en acétate de cellulose de
150 cnf et 300 crfi respectivement, et de porosité de 0,45 pum). Nubtoéx s'est arrété sur la
capsule de filtration Sartobran 300 avec membrangcétate de cellulose de porosité égale a
0,45 um (Sartorius, France). Cette membrane esttémisée par une surface de filtration
élevée de 300 chret un volume mort relativement faible d’environrdQ. Les débits obtenus
lors de la filtration du milieu synthétique parluf et aspiration a travers cette capsule sont
présentés sur la figure 65. On peut voir sur celwague, quand la vitesse de rotation de la
pompe augmente, le débit augmente linéairementes®it par aspiration (R2 =0,9999 ; p =
0,015) ou par reflux a travers la capsule de fittra(R2 = 0,9993 ; p = 0,0079). De plus, les
débits par aspiration ou reflux sont similaires paoe méme vitesse de rotation de la pompe.
Il est important de signaler que le débit maxintaleau a travers la capsule, soit environ 26
mL/min pour la vitesse de rotation maximale de tempe (48 rpm), est proche du débit

maximal obtenu sans capsule, soit 29 mL/min.
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= Reflux =
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o
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Vitesse pompe (rpm)
Figure 65: Débits obtenus lors de la filtration du milieynthétique MS par reflux et
aspiration a travers la capsule de filtration Sado 300 pour différentes vitesses de rotation
de la pompe. Moyennes de 3 répétitions.
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L’évolution du débit dans le temps, avec le milsgathétique non additionné en levures, pour
une vitesse de rotation de la pompe fixe, a égaleété évaluée. On peut voir sur la figure

66 que le débit par reflux a travers la capsuldilttation du milieu MS est stable sur une

durée de 4h pour trois vitesses de rotation deotape différentes (30, 40 et 48 rpm). La

figure 67 présente des résultats similaires paspiration a travers la capsule.
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Figure 66: Débits obtenus au cours du temps par refluxagets la capsule de filtration
Sartobran 300 du milieu MS pour différentes vites$e rotation de la pompe. Moyennes de 3

repetitions.
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Figure 67: Débits obtenus au cours du temps par aspiratitravers la capsule de filtration
Sartobran 300 du milieu MS pour différentes vites$e rotation de la pompe. Moyennes de 3

répétitions.
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L’évolution du débit dans le temps, par reflux avers la capsule de filtration du milieu MS
additionné en levures (environ 2%16ellules/mL, turbidité > 2000), pour une vitesse d
rotation maximale de la pompe (48 rpm) est présesté la figure 68. Une connexion en
« T » a permis pour cette expérience de suivredasgon a I'entrée de la capsule de filtration
a l'aide d’'un barometre. Aprés quasiment 1h30, dbitdest toujours parfaitement linéaire,
mais apres 3 h sans interruption le débit commandieninuer et la pression a I'entrée de la
capsule de filtration commence a augmenter puikgpassent respectivement de 26 a 24,4
mL/min et de 0,08 a 0,6 bar. Apres un peu plus lieetdébit a encore diminué, passant a
21,6 mL/min et la pression a encore augmentée atbeindre 1,3 bar. Quelques minutes plus
tard, la pression a I'entrée de la capsule a emrdés fuites dans le systeme et I'expérience a
da étre arrétée. Dans les mémes conditions, lédgunes de surpression dus au colmatage de
la capsule de filtration interviennent apres envith lorsque le milieu est filtré par aspiration
par la capsule (données non présentées). Cetéeatiffe de temps est tout a fait normale car

la surface de filtration est plus faible lorsquedgsule est utilisée dans ce sens.

30 - - 1,5
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20 + + 1,0
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5 ¢ Débitpar reflux (48 rpm)
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0 T\ T T T T T T T T 0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5

Temps (heures)

Figure 68: Débits et pression au cours du temps obtenusebax a travers la capsule de
filtration Sartobran 300 du milieu MS additionnélenures pour une vitesse de rotation de la
pompe de 48 rpm. Moyennes de 3 répétitions.
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Cette expérience, dans des conditions extrémese(niiles chargé, vitesse de rotation de la
pompe maximale et durée d’expérience importante) reopermis d’observer les limites de

notre systeme. En effet, la filtration en continundmilieu trés chargé en levures engendre
des problémes de colmatage de la capsule dei@liratalgré sa grande surface de filtration
(300 cm? par reflux). De plus, I'accumulation deuees a l'intérieur de la capsule, sur des
durées prolongées, induit une diminution de la eatration cellulaire en levures du milieu

contenu dans les compartiments.

Nous avons donc dd réflechir a un moyen permett@rdiminution des phénomeénes de

colmatage.

3.5 Pilotage de la pompe

Nous avons vu précédemment que le fonctionnememioetinu de la pompe péristaltique
couplé a une capsule de filtration entraine deblpnoes de colmatage et d’appauvrissement
du milieu en levures.

Une des solutions serait donc de ne pas utilisepdenpe en continu pour limiter
I'accumulation des levures dans les capsules ttatidn. Nous avons donc fait concevoir un
logiciel de pilotage spécifiguement pour notre pengar la société Alliance Automation
(Talence, France). Ce logiciel permet automatiquerdarréter ou d’actionner la pompe a la
demande mais aussi de contrdler la vitesse etng de rotation de la pompe. Nous avons
donc mis au point un cycle comprenant des arrédlegthangements de sens de rotation de la
pompe. Le fait de changer le sens de rotation gmiape permet de passer d'une filtration
par reflux a lintérieur de la capsule a une fiitva par aspiration a travers la capsule. Ce
phénomene de contre-courant présente le gros aad®viter tout colmatage de la capsule.
La stabilité du débit dans le temps, avec un mitieargé en levure, a été évaluée dans ces
nouvelles conditions, c'est-a-dire en réalisant cesngements de sens de rotation de la
pompe. Dans ces conditions, nous n'avons constatéuna colmatage et aucun
appauvrissement du milieu en levures pendant lesedpérience (données non présentées).
L’efficacité de ce systeme sur I'homogénéisations dmilieux contenus dans les 2
compartiments du double fermenteur, ainsi queasgéparation des 2 levures sera démontrée

au Chapitre V.4.1, de la partie Résultats et Disicuns
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3.6 Surpoids du dispositif et conséquences

Initialement, comme nous I'avons dit préecédemmienfiermenteur a double compartiment ne
devait pas étre associé a une pompe péristalti@eie association, outre les problemes de
filtration, a également entrainé un probleme delfoEn effet, pour étre opérationnel et
obtenir des mesures fines du dégagement de, @Qaut absolument pouvoir mesurer
précisément le poids du fermenteur. Or, le poideg®mmpe plus celui du double fermenteur
rempli avec 2,4 L de milieu est supérieur a la capade 4,2 kg des balances intégrées a
I'installation automatisée. Nous avons essayé degesle poids du fermenteur en posant la
pompe a coté de la balance, mais les mouvemerftside a l'intérieur des tuyaux reliant le
fermenteur a la pompe péristaltique perturbent kaapesure qui doit étre précise au 1/100 de
gramme. Aussi, afin d’éviter ces perturbationssdale solution envisageable a été d’acheter
une nouvelle balance acceptant le poids total dpadgitif (13kg), toujours avec la méme
précision, ce qui a engendré une dépense suppléimemon négligeable. Cette balance
(Signum 1 Supreme, Sartorius mechatronics) de @@paaximale de 16kg est opérationnelle
et permet aujourd’hui la mesure précise du poidsfedmenteur a double compartiment.
Cependant, le poids important posé sur la balaaics] que les fils d’alimentation de la
pompe péristaltique et des 2 agitateurs magnéticqarégaine une légére dérive du poids du
systeme. Cette dérive, légérement plus importante pour les fermenteurs simples
habituellement utilisés, est prise en compte damslicul de la cinétique de fermentation.

Le fermenteur a double compartiment a ainsi attiinstade final de son développement
(figure 69).
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Figure 69: Fermenteur a double compartiment dans sa verBiaie, sur installation
automatisée.

4 Validation du fermenteur

Aprés le développement du fermenteur double, urie dé&expériences a été nécessaire pour
valider ce dernier. En effet, il est important deifrer d’'une part le respect des différentes
contraintes de fonctionnement, et d’autre partcalaparer les évolutions de dégagement de
CO;, et de la croissance obtenues avec le double féemneavec celles obtenues avec un
fermenteur « simple » couramment utilisé dansheratoire.
Les contraintes de fonctionnement imposées lota denception de ce fermenteur étaient :

- une absence de contamination entre les 2 cdimgats, c'est-a-dire une séparation
physique des 2 populations efficace ;

- une absence de contaminations extérieures,actdise la « stérilité » du dispositif

- une bonne homogénéité du milieu (compositionmdlieu et concentration en cellules)
entre les 2 compartiments ;

- et enfin une utilisation compatible avec I'ink&ton automatisée du laboratoire.
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4.1 Absence de contaminations entre les compartsnen
stérilité du dispositif et homogénéité du milieu

Le but de cette expérience est d’évaluer a laltb@mogénéité du milieu (composition du
milieu), l'absence de contaminations entre les 2mmartiments et l'absence de
contaminations extérieures.

Dans cette expérience, le double fermenteur aeét@lr de fagon stérile avec 1,2 L de milieu
synthétique MS (lui-méme stérile) dans chacun de canpartiments. Cependant, seul le
compartiment gauche a été ensemencé avec une Bwueeevisiag 2.16 cellules/mL. Le
cycle de fonctionnement de la pompe était le suivd® minutes de fonctionnement par
reflux a travers les capsules puis 5 minutes dfaipn par les capsules pour décolmater puis
1h 45 minutes d’arrét puis reprise du méme cycleusNavons réalisé des prélevements
durant les 12 jours de I'expérience pour dosersleses, I'éthanol, I'azote assimilable et
I'acidité volatile du milieu, évaluer la croissante la levure dans le compartiment de gauche
et contrOler le maintien de la stérilité du milieontenu dans le compartiment de droite. Le
dégagement du Ch'a pas été suivi dans cette expérience.

Les étalements sur milieu gélosé YPDA ont montr@ da levure inoculée dans le
compartiment gauche s'est développée jusqu'a atein9.10 cellules viables/mL.
L’étalement du milieu issu du compartiment droitparmis de conclure a I'absence de
contaminations extérieures et I'absence de contiom par la levure présente dans l'autre
compartiment. En effet aucune colonie n’a été ofgsedurant la durée de I'expérience.

La figure 70 montre I'évolution de la composition dilieu de fermentation en terme de
concentration en azote assimilable, sucres réesidd&thanol et d’AV aprés 49, 119, 168 et
287h de fermentation dans les 2 compartimentseQigftire montre trés clairement que la
composition du milieu des 2 compartiments est simgldans le temps, ce qui nous permet de
conclure que nous avons une bonne homogénéité leundans le fermenteur. De plus, le
cycle de la pompe utilisé a permis d'éviter touttatage des filtres pendant toute la durée de
I'expérience.

En conclusion, l'utilisation du fermenteur a doubtampartiment, associé a un pilotage de la
pompe péristaltique par ordinateur avec un cyclédetionnement répété de 10 minutes de
de reflux par les capsules, 5 minutes d’aspirgtienles capsules puis 1h 45 minutes d’arrét, a
permis une bonne homogénéisation du milieu, l'absede contamination entre les
compartiments et un maintien de la stérilité dupaolsstif vis-a-vis de contaminations

extérieures éventuelles.
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fermenteur. Moyennes de 2 répétitions.

AV (g/L)

195



4.2 Comparaisons fermenteur a double compartiment /
fermenteur simple

Le but de cette expérience est, d’'une part, de aoenpes cinétiques de dégagement de CO
du double fermenteur et d'un fermenteur simple ddgutre part, de vérifier que les
croissances dans les 2 compartiments du fermedtaisle sont homogénes et similaires a
celles obtenues dans un fermenteur simple.
Cette expérience a été repétée 4 fois dans le tafimpd’'évaluer la répétabilité des résultats.
Le suivi des concentrations cellulaires, par contia été réalisé que pour 3 des 4
expeériences. L'expérience a été réalisée a 24°dwsjus de raisin blanc commercial ajusté a
215 mgN/L par ajout de thiazote. Le cycle de fayatiement de la pompe est le méme que
pour I'expérience précédente. Les 2 compartimenisdduble fermenteur ainsi que le
fermenteur classique sont inoculés a %.déllules viables/mL avec la soucBe cerevisiae
ST. Pour rappel, les 2 compartiments sont tou lesmplis avec 1,2 L de milieu, soit le
méme volume que pour le fermenteur simple. La duéamte levures inoculée est donc
identique.
Différents parametres cinétiques ont été compares :

* la durée de la phase de latence (h)

» la vitesse maximale de dégagement de, @Ppelée Vmax. (g/L/h) et le temps

nécessaire pour atteindre cette vitesse TVmax (h)
* la durée de la fermentation (h)

» et enfin la quantité totale de G@égagé (g/L)

Au cours de cette expérience, nous avons égalesuwi la population des levures, a l'aide
du compteur a particules, et la composition du euil(sucres résiduels, éthanol, azote
assimilable et AV).

Le tableau 24 présente pour les 4 expériencesalesirs moyennes des différents parametres
cinétiques. Les résultats montrent qu’il n’exists e différences significatives pour les
parametres étudiés entre le fermenteur simple fefrheenteur double. De plus, pour tous les
parameétres, sauf pour le TVmax., la répétabilite msultats est bonne quel que soit le type
de fermenteur. En effet, il faut noter que le TVnest compris entre 32 et 35 h pour le
fermenteur simple (moyenne de 84Lh ) et entre 28 et 40 h (moyenne det35h ) pour le

fermenteur double.
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Tableau 24 Comparaison du fermenteur a double compartimediua fermenteur simple :
étude des parametres cinétiques.

Expériences
1 2 3 4 Moyenne | Ecart type
. DO”bt'e 12 9 12 11 11 1
Phase latence (h) Fermen teur
ermenteur 12 10 11 11 11 1
simple
Double 1,27 1,33 1,21 1,21 1,25 0,06
fermenteur
V max (g/L/h) 3 "
ermenteurt 4 39 131 1,27 1,22 1,27 0,04
simple
fe?n?;'r?::ur 33 28 40 38 35 5
Temps V max (h) S :
ermenteur 34 32 34 35 34 1
simple
fean?;‘:t'gur 128 130 136 133 132 4
Durée FA (h) 3 :
ermenteur 130 131 135 133 132 2
simple
. D°”bt'e 78,3 75,3 75,5 76,4 76,4 1.4
C02 max (g/L) Fermen eur
ermenteur | 46 5 75,4 77.8 77.1 76,6 1,0
simple

Pour illustrer les similitudes entre les 2 typesfetenenteurs, I'évolution du dégagement de
CO,, la vitesse de dégagement du &0 fonction du temps et en fonction du Qigégagé de
I'expérience 4 sont représentées sur la figure d.peut cependant remarquer que les
courbes des vitesses sont moins « lisses » pdementeur double, ce phénomene étant da a
des oscillations plus importantes de la balanc&§yolus important sur la balance).

Le tableau 25 présente, pour 3 des 4 expérienegsoncentrations cellulaires obtenues en
fin de croissance (Xmax) et en fin de fermentai{¥f), mesurées dans les compartiments
droit et gauche du double fermenteur et dans Iedateur simple. Les résultats montrent
gu’il n'y a pas de différence significative poursi@aramétres Xmax et Xf entre les 2
compartiments et entre les types de fermenteurs.plDs, pour ces 2 concentrations
cellulaires, la répétabilité est bonne avec untégre maximal d’environ 10% (4,52.30

cellules viables/mL) obtenu pour I'estimation de andans le compartiment droit.
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Figure 71 Cinétiques de fermentations obtenues pour le felened double compartiment et
un fermenteur simple lors de I'expérience n°4.
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Tableau 25 :Concentrations cellulaires maximales (Xmax) et @m de fermentation
alcoolique (Xf) obtenues dans les compartimentg dta@auche du double fermenteur et dans

un fermenteur simple.

Xmax (cellules viables/mL)

1 3 4 Moyenne | Ecart type
Compartiment gauche 4,72.10" 4,55.10" 4,41.10" 4,56.10" 1,57.10°
Compartiment droit 4,56.10 4,94.10 4,04.10 4,51.10" 4,52.10°
Fermenteur simple 4,80.10° 4,64.10 4,45.107 4,63.107 1,76.10°
Xf (cellules viables/mL)
1 3 4 Moyenne Ecart type
Compartiment gauche 4,40.10° 4,21.10° 3,92.10° 4,18.10’ 2,40.10°
Compartiment droit 4,27.107 4,52.10° 3,86.10" 4,22.107 3,34.10°
Fermenteur simple 4,67.10" 4,60.10" 4,09.10" 4,46.10" 3,16.10°

La figure 72 représente I'évolution de la concdrdracellulaire dans les compartiments droit

et gauche du double fermenteur et dans un fermesieyle au cours de I'expérience n°4.

Les trois évolutions sont trés similaires, cepehdanpeut remarquer un petit décalage entre

la courbe du compartiment gauche et celle du cainpamt droit. Ce léger décalage a été

observé dans 2 des 3 expériences réalisees.

La composition du milieu pour les 4 composés amalys'est-a-dire I'éthanol, les sucres

résiduels, I'azote assimilable et I'AV, est simitientre les 2 compartiments du double

fermenteur et similaire a celle du fermenteur dtass pour les 4 expériences (données non

présentées). Pour illustrer ce résultat, I'évolutite ces parameétres au cours de I'expérience

n°4 est représentée sur la figure 73.
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Figure 72 Représentation logarithmique de I'évolution desaentrations cellulaires dans les
compartiments droit et gauche du double fermengtuwlans le fermenteur simple lors de

I'expérience n°4. Moyennes de 2 répétitions. Erygré max+ 2,8.106.
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En conclusion, le fermenteur a double compartingg&maré par une membrane centrale et
couplé a une pompe péristaltique pilotée par otdimarépond donc a toutes les contraintes
de fonctionnement et donne des résultats répétatdes le temps. Ces résultats sont
similaires en terme de concentration cellulairedet composition du milieu entre les 2

compartiments du double fermenteur et similaires sdsultats obtenus dans les mémes
conditions avec un fermenteur simple. De mémepdeametres cinétiques obtenus a l'aide du
fermenteur a double compartiment sont tout a faihgarables a ceux obtenus par l'autre
fermenteur. Le fermenteur a double compartimentiest validé et permet désormais I'étude

des interactions entre levures comme initialemeuhaité.

5 Application : vérification de I'hypothese « ceHcell contact »

Selon Nissert al. (2003) et Nissen et Arneborg (2003), la présenceoacentrations élevées
de S. cerevisiaeviables entraine une inhibition de la croissanteiree mort précoce de
I'especeT. delbrueckiilors de la fermentation alcoolique, dans des camdit proches de
I'oenologie. Ces auteurs ont rejeté I'hypothesend’inhibition par I'éthanol, par limitation
nutritionnelle ou par la production de moléculesilitrices mais l'ont associé a un
phénomene de cell-cell contact eniredelbrueckiiet S. cerevisiaalont la croissance n’est
alors pas affectée

A notre connaissance, cette équipe de cherchetuta ssule a avoir émis I'’hypothése d’'une
inhibition de type cell-cell contacD’autres auteurs, travaillant sur d’autres coupdies
souches df. delbrueckiiet S. cerevisiaeavec des rapports d’inoculation entre les souches
différents, n'ont pas mis en évidence d’inhibitjgarticuliére de I'espec€. delbrueckiiparS.
cerevisiag(Bely et al, 2008 ; Cianiet al.,2006). Au contraire, ces auteurs ont mis en avant,
que lors de co-inoculation avec des souches d& espéeces]. delbrueckiipouvait méme
dominer, en terme de population, au début de radatation, et limiter ainsi la croissance de
la soucheS. cerevisiaeOn peut donc penser que I'inhibition de type-cell contact dépend
des couples d&. delbrueckiiet S. cerevisaanais aussi du rapport d’'inoculation entre les
especes.

Comme déja décrit précédemment, le fermenteur dldarompartiment présente plusieurs
intéréts. Il permet notamment de mettre en évidéegestence d’'inhibition de type cell-cell
contact entre 2 micro-organismes. Pour cela, ifitsde comparer les croissances des 2
populations qui sont séparées physiquement avéesaabtenues dans un fermenteur simple

ou les populations sont mélangées. Dans le cathyguothese d’'une inhibition de type cell-
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cell contact est écartée, il permet de s’affrandes méthodes classiques de dénombrement
sur milieux gélosés, lourdes a mettre en places®arcas, il est alors plus facile d’étudier les
autres types d’interactions et d’optimiser les gecotes de co-inoculation.

Pour vérifier s’il existe une inhibition de typelleeell contact entre I'espéck. delbrueckiiet

S. cerevisiaenous n'avons pas privilégié un de nos couplesodehes déja présentés dans ce
travail mais le couple de levure qui a permis asbliset al. (2003) de décrire ce type
d’interactions. Pour cela, nous avons gardé auscdarnotre expeérience, le méme rapport
d’inoculation de 1/lentre la souchd. delbrueckiiCBS et la souch&. cerevisiaeS101.
Cependant, si nous avons maintenu le méme rapjoocdlation, nous avons augmenté les
concentrations initiales (2Qcellules viables/mL au lieu de 5%6ellules/mL). Dans notre
protocole, nous avons utilisé notre milieu syntipédi MS plus proche de la composition d’'un
modt que le milieu utilisé par ces auteurs (YPD pmenant 200 g/L de glucose et ajusté a pH
3,2). Par ailleurs, dans leurs conditions expérialen, ces auteurs ont utilisé un boudin de
dialyse pour séparer physiquement les souches @&tthode entraine des décalages dans le
temps de la composition du milieu des deux compariis, décalages qui peuvent représenter
un biais dans linterprétation. Dans nos conditiagréice a l'utilisation du réacteur a double
compartiment ou le milieu est homogéne dans lesn2partiments, la comparaison avec le
fermenteur simple contenant le mélange des 2 seiwgdra facilitée. De plus, I'acquisition des
vitesses de dégagement dans le temps permett@ongraison trés précise des modalités et
complétera les résultats des dénombrements degiimms.

Les différentes modalités sont représentées suiglae 74. Quatre fermenteurs seront
comparés a 24°C : 2 fermenteurs contenant lesresltpures (un pour chaque espéce), un
fermenteur contenant les 2 espéces en mélangeurguttixte) et un double fermenteur
comprenant les 2 especes séparées physiqguemerd. &lous pour le double fermenteur
respecté la méme concentration cellulaire pour whagspece en tenant compte du volume
total du fermenteur et non du volume du compartimmin la souche est introduite. Les
expeériences ont été répétées 3 fois dans le tengis mous n'avons suivi la croissance

uniquement dans 2 des 3 expériences.
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Double fermenteur Fermenteurs simples

S10!
S101] 10° cell/mL S101]
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10° cell/mL
Séparation physique Culture mixte sans Cultures pures
des 2 levures séparation physique

Figure 74: Présentation des différentes modalités de I'egpée avec les concentrations en
cellules viables des 2 souchksdelbrueckilCBS et S. cerevisia&101.

5.1 Déroulement de la fermentation et cinétiquendataires

Comme le montre le tableau 26, aucune modalitgerais la consommation totale des 240
g/L de sucres. Du fait de ces arréts précocesrdeefdgation, aucune comparaison des durées
de fermentation ne sera faite dans la discussi@s. doncentrations moyennes en sucres
résiduels varient de 4 g/L (double fermenteur) @ @4 (culture pure d&. delbruecki ce

qui correspond a 13,75 et 5,40 %vol. éthanol rdasmaoent. S’il existe une différence
significative entre la modalité culture puie delbrueckiiCBS et la modalité double
fermenteur, il n'en est pas de méme pour les 2eautnodalités. La culture pure &
cerevisiaeS101 ainsi que la modalité mixte laissent une eotration en sucres identiques
voisine de 26-27 g/L, inférieure a celle de la urdtpure CBS et supérieure a la modalité

double fermenteur.
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Tableau 26 :Ethanol et sucres résiduels en fin de fermentasitmoolique, pour les 4
modalités. Moyenne de 3 répétitions.

Culture Double
Culture pure . Culture pure
S101 mixte fermenteur CBS
S101 + CBS S101/CBS
Ethanol (% vol.) 12,46 £ 0,64 12,37 £0,85 13,75+0,25 540+1,51
Sucres (g/L) 26,5+10,9 27,9+14,6 42+272 147,4 £27,9

Les vitesses de dégagement de, @@ fonction du temps et en fonction du £Obtenues
pour les 4 modalités au cours d’'une méme expérjemd présentées sur la figure 75. Pour
illustrer la répétabilité des expériences, nousnavieporté dans le tableau 27 les valeurs
moyennes et les écart-types de 3 parametres aieétigla durée de phase de latence, la
vitesse maximale de fermentation (Vmax) et la sidorsque 45 g/L de Gnt été dégagés
(V45), sur un total de 105 g/L potentiels. Nousymns observer, d’aprés ce tableau, que les
valeurs de Vmax et V45 varient peu au cours degp®titions, avec un coefficient de
variation maximal de 6,6 et 15% respectivementpaemetre, durée de phase de latence,
présente cependant des écarts types beaucoup mlusrtants, et supérieurs a ceux
habituellement calculés (10,6%, Chapitre IIl.3.2rtig Matériels et MéthodesCeci peut
s’expliquer par le fait que les 2 souches de levar® rencontré des difficultés a s’adapter a
notre milieu synthétiqgue MS, et particulieremenséache CBS. En effet, pour la modalité en
culture pure de cette souche, la durée moyenna ghdse de latence a été supérieure a 5
jours. Dans ces conditions difficiles, il n’est gasnnant de voir de grandes variations sur ce
parametre cinétique mais des que la fermentaticnolfjue débute il existe moins de
variations sur les autres parametres cinétiquesiéasl.

Si 'on compare les durées de la phase de laténely, pas de différence significative entre
les 3 modalités qui contiennent la souché&deerevisiaget ces durées sont bien inférieures a
celle de la culture pure de delbrueckiiOn peut remarquer, cependant, que le démarrage

dans le double fermenteur a été plus régulier qumes tes 2 autres modalités.
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Figure 75 :Vitesses de dégagement de £f8s 4 modalités exprimées en fonction du temps
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Tableau 27 Paramétres cinétiques pour les 4 modalités: dwrda phase de latence, vitesse
maximale de dégagement de JUmax.), vitesse de dégagement a 40% de la réafid5).
Moyenne de 3 répétitions.

Culture Double
Culture pure . Culture pure
S101 mixte fermenteur CBS
S101 + CBS S101/CBS
Phase latence (h) 62 +47 46 + 37 201 134 + 23
V max (g/L/h) 1,72+0,10 1,66+0,11 1,25+ 0,03 0,84 £ 0,00
V45 (g/L/h) 0,59 + 0,09 0,58 + 0,08 0,85+ 0,02 0,25+ 0,01

Le Vmax et le V45 de la modalifé delbrueckiipure sont significativement plus faibles que
les 3 autres modalités. Ces résultats sont en g@@c nos travaux de caractérisation en
fermentation pure sur milieu synthétique MS ou nauens déja remarqué la plus faible
aptitude fermentaire de I'espede delbrueckiien comparaison a I'espé&e cerevisiaelLa
modalité double fermenteur (séparation des 2 lesyypeésente un Vmax significativement
plus faible que celui obtenu pour les modali&scerevisiagure (-27%) et mixte (-25%),
ainsi qu’un V45 significativement plus élevés (+44%6-46% respectivement).

En conclusion, ces premiers résultats nous permeteedistinguer 3 cinétiques différentes:

* la modalité purd. delbrueckiicaractérisée par une durée de phase de latergelon
des vitesses de fermentations faibles (Vmax et \@5)ne concentration en sucres
résiduels tres élevée (147 g/L);

* la modalitéS. cerevisia@ure et la modalité mixte (levures non séparées$aut trés
similaires avec une phase de latence courte, uessei en début de fermentation
élevée mais une vitesse a mi-réaction faible quen@ainer un arrét précoce de la
fermentation a 25-27 g/L ;

* la modalité ou les 2 especes sont séparées, qurdEnapidement et est caractérisée
par un Vmax plus faible que les 2 autres modattggenaniS. cerevisiaanais par
une chute de vitesse aprés le Vmax beaucoup muopariante. La consommation en
sucres est plus élevée (seulement 4 g/L de suésiduels) et donc la production
d’éthanol plus importante que pour les autres migdal

De plus, ils montrent aussi que la séparation pjugsides 2 souches modifie nettement la

cinétique fermentaire par rapport a une culturels sont mélangées.
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5.2 Populations maximales

Dans la modalité mixte sans séparation des 2 espéealénombrement spécifique de la
souche df. delbrueckilCBS et de la soucte. cerevisia&s101 a nécessité un gros travail de
préparation avant la réalisation de I'expérienaeettet, pour dénombrer chaque espece, il est
nécessaire d'utiliser 2 milieux différents: le il classiqgue YPDA qui permet le
développement des 2 levures et un milieu spécifiqrgermettant la croissance que de la
souche deT. delbrueckii La concentration cellulaire de la soucBe cerevisiaeest alors
obtenue par soustraction de la population obtenwermslieu YPDA par celle obtenue sur
milieu sélectif. Le milieu spécifique utilisé paissenet al. (2003) est un milieu commercial
Lysine Agar (Oxoid) qui permet en théorie le déppement d’espéces n@accharomyces
mais pas celui de I'espe&e cerevisiaeOr, lors d’expériences préliminaires (non prégesy,
nous avons mis en évidence que le développemelat sleucheS. cerevisia€&s101, utilisée
dans cette expérience, était possible sur ce mikewssi, pour dénombrer uniquement la
soucheT. delbrueckii nous avons utilisé un autre milieu sélectif dema&omposition que le
milieu YPDA mais auquel est ajouté un antibiotiqaermettant I'inhibition de I'especS.
cerevisiae: l'actidione (cycloheximide). La principale diffitté a été de trouver la dose
optimale d’actidione a ajouter pour obtenir un enilipermettant, d'une part, la croissance de
la soucheT. delbrueckiiCBS et, d’autre part, I'inhibition de la soucBecerevisia&s101. En
effet, la résistance de I'espede delbrueckiia cet antibiotique varie énormément d’une
souche a l'autre, et cette souche s’est révéldepiarement sensible. Au final, I'utilisation
d’'une dose trés faible d’actidione de 0,435 pg/mtrpduite dans le milieu YPDA, permet la
croissance de la souche de delbrueckii,mais pas celle de la souclse cerevisiaelLa
croissance de la soucfiedelbrueckiisur ce milieu spécifique (YPDA + actidione) dordes
résultats similaires a sa croissance sur milieu XfDn additionné d’actidione mais avec un
décalage dans le temps puisque les colonies somtables, respectivement, aprés 96 et 48h.
Nous avons aussi Vvérifié, pour les 2 souches é#fis qu’il y avait une bonne adéquation
entre la concentration cellulaire obtenue par ddwement sur boite (levures viables
exprimées en UFC/mL) et celle obtenue par le coongigoarticules associé au calcul du taux
de viabilité par la technique du bleu de méthylésdlules viables/mL). La différence est
faible pour les 2 espéces jusqu’a I'obtention dpdpulation maximale ou les viabilités sont
élevées (maximum 10% en plus pour le compteur @cpkes) mais elle est un peu plus
importante, notamment pour la souchie delbrueckiiCBS lors de la phase de déclin

(maximum 15% en plus pour le compteur a particules)
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Les concentrations maximales (Xmax) moyennes s@septées dans le tableaugfir les 4
modalités. La concentration en azote assimilaldeluél est voisine de 10 mgN/L dans toutes
les modalités sauf la culture puredelbrueckiiCBS (40 mgN/L).

Tableau 28 Populations cellulaires maximales (Xmax) pour4esodalités. Moyenne de 2
répétitions.

Populations maximales (cellules viables/mL)

Culture pure Culture mixte Double Culture pure
s101 @ S101 +CcBS @ fermenteur cBs®
s101/cBs @
S. cerevisiae S101 5,2.10" +2,5.10° 5,3.10" +2,2.10° 5,3.10" +2,9.10° /
T. delbrueckii  CBS / 3,7.10°+1,3.10° 1,9.10° £2.10° 3,6.10" +1,8.10°

(1) : Dénombrement par compteur a particules + dieméthylene
(2) : Dénombrement par étalement sur milieux gélosé

La population maximale obtenue lors de la cultweed. delbrueckiiCBS est inférieure a
celle obtenue pour la culture pug cerevisiaeS101 puisqu’elles sont respectivement de
3,6.10 et 5,2.106 cellules viables/mL. Cette moindre performancéadsouche CBS peut étre
en partie attribuée a une plus faible consommati®etazote assimilable que la soucBe
cerevisiaeS101. Par ailleurs, lorsque cette souche esté&sepce de la soucls cerevisiae
S101, avec ou sans séparation, sa croissancergsnémt diminuée et ne dépasse pas les
3,7.16 cellules viables/mL, soit environ 10 fois moine @sultat n'est pas surprenant car
nous avons déja constaté, lors de la caracténsded. delbrueckiisur milieu synthétique
MS, gue cette espéce présente une phase de lagieisclongue et une capacité fermentaire
plus faible que I'espéc®. cerevisiaePour un taux d’inoculation égal, il parait loggggue les
meilleures performances de I'esp&ecerevisiadimitent sa croissance. De plus, la southe
delbrueckiiCBS ne semble pas trés performante, car elleagattérisée en culture pure, par
une durée de phase de latence particulieremenuéoreg une capacité biotique peu élevée
pour cette espéce (lors de la caractérisation desnaches sur le méme milieu la Xmax
moyenne obtenue était de 1,7 Illules viables/mL). Dans le cas présent, le reppo
d’inoculation 1/1, utilisé pour se rapprocher deaditions de Nisseert al. (2003) n’a donc
pas favorisé le développement de la southalelbrueckiiCBS, sOrement par limitation

nutritionnelle (compétition pour I'azote, vitamines).
208



Les populations maximales atteintes, avec la soGcluerevisiaé&s101, sont similaires dans
les 3 modalités ou elle est présente, soit en\Bran 5,3.10 cellules viables/mL. La présence
de la souchd. delbrueckiin’a donc pas affecté sa croissance en terme dexXehalle est

donc toujours I'espéce dominante.

5.3 Effet de la séparation physique des 2 espéeces

L’évolution des concentrations cellulaires de laide S. cerevisiaeéS101 en fonction de
'avancement de la réaction dans le double fermené¢ dans le fermenteur simple sans
séparation physique des 2 populations est présanitéén figure 76. L'évolution dans le
fermenteur simple est identique a celle obtenue ¢eamodalité pure S101, non représentée
sur le graphe. Si les valeurs de Xmax sont simregabn peut cependant remarquer qu’elles ne
sont pas atteintes au méme moment, soit apresoen®r et 45 g/L de CQdégagés (valeurs
moyennes des 2 répétitions), pour respectivememiddalité mixte et la modalité ou les
especes sont séparées. La croissance de la soliBheeSt donc plus lente lorsqu’elle est
séparée physiquement de la soudhedelbrueckiiCBS, ce qui explique la vitesse de
fermentation maximale (Vmax) plus faible (tablead).2En effet, si I'on regarde les
concentrations cellulaires a I'obtention du Vmaesta dire aux environs de 11 g/L de £O
dégagés, I'estimation de la population moyenneadsoliche S101 est d’environ de 2,05.10
cellules viables/mL dans le double fermenteur atprelle est de 3,4.I0UFC/mL dans le
fermenteur mixte. Cette différence, d’environ 408t supérieure a la variation de 10% que
I'on peut obtenir lorsque I'on compare les 2 tequeis de dénombrement utilisées (compteur
a particules associé a la technique du bleu deyhedit et étalement sur milieux gélosés). Par
ailleurs, a ce moment de la réaction, la populatie’especd. delbrueckiireprésente dans
les 2 cas moins de 8% de la population totale (f6%s le fermenteur simple et 4,5% pour le
double fermenteur) et affecte donc peu la valeu¥thax. Dans le fermenteur double, apres
I'obtention de la vitesse maximale de dégagemenC@g la croissance de la soucke
cerevisiaeS101 continue a augmenter pendant environ 34 g/C@ dégagés (la Xmax est
atteinte vers 45 g/L) alors que dans le cas deltare mixte, la croissance de cette souche se
termine plus rapidement aprés I'obtention du Vnsamit apres 21 g/L de Gdégageés (Vmax.

et Xmax. obtenus a 14 et 35 g/L de £i&gagés respectivement). La croissance plus lente
dans le fermenteur double permet donc un mainteemadvitesse plus proche de sa valeur
maximale pendant une période plus longue (figurg @, peut alors penser que cette

croissance qui perdure compense la chute brutall detesse de fermentation que I'on
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observe généralement aprés la Vmax. Cette chutéatse a été attribuée, par divers auteurs,
a plusieurs mécanismes dont notamment la pertetidtacdes systémes de transports
(Lagunaset al. 1982, Salmoret al. 1993). Apres I'obtention de sa Xmax, la populatiable

de S. cerevisiaé5101 dans le double fermenteur diminue lentemesgya 90 g/L de CO
dégagés, alors que I'on observe une phase de ggtirprécoce dans I'autre modalité, ce qui
entraine une concentration en sucres résiduelfguse.

L’évolution des concentrations cellulaires de ¢acheT. delbrueckiiCBS, en fonction de
'avancement de la réaction dans le double fermuengt dans la modalité mixte sans
séparation, est présentée sur la figure 77. On\m@uigue la croissance de la soucheTde
delbrueckiien début de fermentation est |égerement supériame la modalité mixte que
dans le double fermenteur pour les 2 expériences mes différences ne sont pas
significatives si on tient compte de la variatioaximale (10%) que I'on peut obtenir entre
les 2 techniques de dénombrement utilisées. Pdrecda séparation physique permet a la
souche deT. delbrueckiiCBS de maintenir plus longtemps sa population lgiab des
concentrations plus élevées que sans la sépar&iioreffet, la population de la soucfie
delbrueckiicommence a chuter, a partir de seulement 90 g/C@edégageés soit a 11,6 %
vol. éthanol dans le double fermenteur alors quldae de la population viable apparait entre
35 et 55 g/L de C@dégagés (soit entre 4,5 et 5,8 %vol. éthanol) tafsrmenteur ou les 2
populations sont mélangées. On peut noter égalequente début de la phase de déclin de
I'especeT. delbrueckiiCBS, dans la culture mixte, correspond aussi &utdée la chute de
viabilité de la population d8. cerevisia&s101. A la fin de la fermentation alcoolique, dns
modalité ou les levures sont séparées, la populat@lulaire viable de la souche de
delbrueckiiest encore élevée (1,2°16x 5,1.18 cellules viables/mL), alors que, dans I'autre
modalité, elles chutent & 7416t 4.1 UFC/mL selon I'expérience. Cependant, en culture
séparée, méme si la populationTdedelbrueckiilCBS est maintenue a des concentrations non
négligeables jusqu’a la fin de la réaction, on pEriser que sa participation a la dégradation
des sucres est limitée car elle représente unigue®)8% de la population totale durant la

phase stationnaire de croissance.
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Figure 76. Représentation logarithmique de I'évolution decbncentration cellulaire de la

soucheS. cerevisiaeS101 en fonction du dégagement de,@@ns le double fermenteur

(symbole plein) et dans le fermenteur simple s&pamstion (symbole vide). Représentation
de 2 répétitions. Population en cellules/mL poufielenenteur double et en UFC/mL pour le
fermenteur simple.
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Figure 77: Représentation logarithmique de I'évolutionldeconcentration cellulaire de la
soucheT. delbrueckiiCBS en fonction du dégagement de ,Gfans le double fermenteur
(symbole plein) et dans le fermenteur mixte saparsdion (symbole vide). Représentation de
2 répétitions. Population en UFC/mL pour le fermsemtdouble et cellules/mL pour le
fermenteur simple
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Aussi, on peut conclure que I'espéSe cerevisiaeest toujours I'espéce dominante dans la
culture mixte et dans la culture ou les populatismst séparées. Ce résultat est cohérent car
le rapport d’inoculation choisi de 1/1 entre legdpulations n’est pas favorable pour I'espéce
T. delbrueckii En effet, elle se retrouve pénalisée a la foisgoa temps d’adaptation plus
long et sa croissance plus faible ce qui entraineraiard dans la consommation des
nutriments essentiels du milieu par rapport a tagspece (compétition azote, vitamines...).
Dans ces 2 cultures, la viabilité @edelbrueckiiCBS n’est pas affectée en début de réaction,
par contre, sa séparation physique de la so8ckerevisiaea permis d’observer un recul tres
marqué de sa phase de déclin. Dans la culture ntéxteortalité débute vers 5 %vol. éthanol,
alors gu’elle ne débute qu’en fin de fermentatitcoalique autour de 11,6 %vol. éthanol
dans le double fermenteur. Dans les 2 cas, la otrat®n en cellules d8. cerevisia&s101
est élevée, c'est-a-dire proche de sa valeur méxintaes résultats sont similaires a ceux
obtenuspar Nisseret al. (2003) et Nissen et Arneborg (2003) a savoir que peut exclure
une inhibition de la souchE delbrueckilCBS par I'éthanol et gu'il existe bien un mécanisme
du type « cell-cell contact » qui est a l'origine ldnhibition de cette derniéngarla souches.
cerevisiaeS101 présente en concentrations élevées. Ceperdantairement a ces travaux,
ou la croissance de la soucBe cerevisiaéS101 n’est pas affectée par la séparation, nous
observons ici un effet bénéfique de cette situatiem effet, si la séparation physique des 2
especes a diminué le taux de croissance de S1ftd egamodifier la concentration cellulaire
maximale atteinte, elle a surtout permis de retasde phase de déclin. Cette évolution,
différente de celles observées dans le fermentéde mais également dans la modalité pure
S101 (non présentée), explique la meilleure perdoce fermentaire de la culture du
fermenteur double que nous avions mis en évideteg Ipaut, c'est-a-dire une meilleur
production d’éthanol en fin de réaction. Lors desdgaration, on peut donc penser gu’il y a
une interaction positive indirecte entre les 2 espg a travers des changements
physicochimiques de I'environnement provoqués per des 2 souches, voir les deux. Il est
impossible, ici, de décrire ces changements, caurtés expériences sont nécessaires. Dans
cette situation ou les espéces sont séparéespdagiion de certaines molécules ayant des
pouvoirs inhibiteurs plus ou moins forts est pau-éduite : acides gras a courte et moyenne
chaine, comme les acides hexanoique, octanoigdécanoique, molécules « Kkiller », des
enzymes, des protéines, des glycoprotéines, del¢'acétique, de I'acétoine... Au contraire,
la production de molécules activatrices est pew-#&tvorisée : certains acides gras a longue
chaine en C18 (acide oléique avec une double fizgsacide linoléique avec deux doubles
liaisons... Des actions synergiques entre ces ces@sp@ourraient aussi jouer un réle
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important dans les mécanismes d’interaction. Geetaimolécules, comme l'acétaldéhyde,
peuvent également jouer un role essentiel. RécemBteraitiet al. (2005) ont montré qu’il
existait des échanges de cette molécule en codatamuy entreS. cerevisiaeet S. uvarum
durant la fermentation alcoolique en conditions lagiques. Cet accepteur d’électron peut
aussi moduler la production d’autres composés gupb dans la maintenance de I'équilibre
d’oxydo-réduction tels que I'acide succinique, g acétique, et l'acetoin@Roustan et
Sablayrolles, 2002a)Roustan et Sablayrolles (2002b) ont également rdantiune addition
de ce composé a une culture pure Slecerevisiae pouvait modifier sa cinétique et sa
croissance et que la réponse de la levure étaitéacbu inhibéeselon le mode d’'injection
(fractionné ou continu)Cheirati et al. (2008) completent ces travaux en précisant qu’une
addition d’acétaldehyde au cours de la croissanodifie la consommation du Zinc ce qui

peut moduler la croissance de la levure.
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Synthése générale et Perspectives

L’objectif majeur de ces travaux de these étaitdsactérisation de I'espédeorulaspora
delbrueckiien conditions cenologiques, puis la mise au pdurt drotocole de co-inoculation
avec I'espéc&accharomyces cerevisidans le but de réduire la production d’aciditéatite
des vins liquoreux. Cette these, financée par l@ésd Laffort, présentait également un
objectif plus industriel qui était la sélection d& souche de levuré. delbrueckiipour
I'élaboration des vins liquoreux mais égalementues secs blancs et rosés. Enfin, le dernier
objectif de ces travaux de these était la mise @uatpl’'un outil permettant I'étude des
interactions entre levures, notamment entre leseoespTorulaspora delbrueckii et

Saccharomyces cerevisja cours de la fermentation alcoolique.

Dans un premier temps, afin de pouvoir différentgersouches d€. delbrueckiientre elles,
nous avons évalué différentes méthodes de biolngiéculaire déja utilisées au laboratoire
pour la caractérisation génétique des souches dersds espéces de levures non-
Saccharomycedu final, la méthode de REA (Restriction Endonuclease Angllyde '’ADN
génomique, suivie d’'une électrophorese en chamgepiRFGE), s’est révélée efficace et a

permis la différenciation de 90% des souches testée

La seconde étape de ces travaux de thése a étardatérisation d’'un point de vue
phénotypique de I'espéde delbrueckii en conditions cenologiques, a partir d’'une cdthect
de 30 souches de levures. Les tests spécifiguesstnous ont permis de mettre en évidence
que T. delbrueckiine produit pas de toxine «Kkiller » K2 et qu'edlet insensible a cette
toxine. Elle produit peu de sulfure d’hydrogenepeésente une trés faible production de
phénols volatils. Enfin, elle est caractérisée yae variabilité phénotypique importante au
niveau de sa croissance, qui est meilleure a 26°&€1P°C et quasi nulle a 37°C.

Les aptitudes fermentaires de I'espé&celelbrueckiiont été évaluées sur milieu synthétique,
mimant la composition d’'un modt de raisin blancs @&périences ont permis, hormis pour le
rendement éthanol/sucres qui est similaire poutetoles souches et identique a celui de
I'especeS. cerevisiaede mettre en évidence une grande variabilité giygigque au sein de
cette espece. En effet, la production d’éthanoievde 6,3 a 10,9 % vol. a 24°C. Certaines
souches sont donc particulierement performantas, g@s levures noSaccharomycesnais
aucune d’entre elles n'a été capable d’acheveeri@dntation alcoolique, contrairement aux

souches dé&. cerevisiagestées dans les mémes conditions. Les cinétigueshtaires sont
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également trés différentes selon les souches. féf) eértaines souches sont caractérisées par
des durées de phase de latence relativement cocddesa-dire tres proches de cellesSde
cerevisiae alors que d’autres présentent des durées de pedséence relativement longues.
Ce parameétre est trés important en vue d’'une sghectr il reflete le temps nécessaire a la
levure pour s’adapter au modt. Si celui-ci est tdarsouche a plus de chance de s'implanter
dans le milieu de fermentation ou régne une coriqeétimportante entre les levures. Malgré
les performances intéressantes de certaines squebestesses de fermentations de I'espece
T. delbrueckiisont plus faibles que celles de I'esp&cecerevisiaePar ailleurs, nos travaux
ont montré que les levurds delbrueckiiétaient plus petites en taille et en volume ceiial
gu’'une levureS. cerevisiaeA I'échelle de la population, bien que le nombdeelevures de
I'especeT. delbrueckiisoit en moyenne supérieur a celui de I'espceerevisiaémeilleure
capacité biotique), le volume cellulaire moyen de population est inférieur a celui de
I'espéceS. cerevisiaece qui pourrait étre une explication des moinsniesnperformances
fermentaires de cette espe&mn outre, T. delbrueckiine présente pas de consommation
particuliere du fructose.
Par ailleurs, certaines souchesTdealelbrueckiisont résistantes aux concentrations élevées en
SO, car elles sont capables de réaliser la fermemtafimolique dans un milieu avec 3,6 g/hL
de SQ libre, correspondant a une dose de 7,5 g/hL det&@l. L'augmentation de la
concentration en S{allonge cependant la durée de phase de latence cen@hénomeéne se
retrouve également pour I'espe8ecerevisiael’effet du pH initial du milieu sur les durées
de phase de latence est variable selon les soudbe$especeT. delbrueckii Ce
comportement est différent de celui de I'esp&cecerevisiaeou les durées de phases de
latence ne sont pas influencées par le pH.
L’évaluation de divers composés aromatiques, lersadfermentation alcoolique sur milieu
synthétique, n'a pas permis de mettre en évideecmalécule odorante produite en grande
guantité et pouvant caractériser I'esp@&cealelbrueckii Seul le phényl-2-éthanol semble étre
produit a des concentrations supérieures a sor deuperception. Cet essai a cependant
permis d'illustrer la pureté de fermentation desfiecel. delbrueckiicaractérisée par une tres
faible production de composés a défauts aromatigoesne 'acétoine, 'acétaldéhyde et le
diacétyle.
Par ailleurs, I'espec€&. delbrueckiiest également caractérisée par une plus faibluption
d’acidité volatile (AV) et de glycérol que I'espéSe cerevisiaenotamment pour les milieux
tres riches en sucres. Ces faibles productionscimed a la fois a des faibles rendements AV
et glycérol par milligramme de matiére séche, @dslds biomasses totales (poids sec de la
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population de levures) et enfin a un comportemdiférént deS. cerevisiadors d’'un choc
osmotique. En effet, lors des premiéres heuresgjwent un choc osmotique (introduction
des levures dans un milieu synthétique a 350 g/lswtees), il y a che3. cerevisiaane
accumulation du glycérol interne par blocage dadpart du glycérol vers I'extérieur de la
cellule pour contrebalancer la pression osmotigaegui provoque une augmentation rapide
de I'AV dans le milieu de fermentation. Ce blocage semble pas exister chez I'espéce

delbrueckii

Afin d’exploiter au mieux le métabolisme spécifiqie 'espécd . delbrueckii c'est-a-dire sa
faible production d’AV, nous avons réalisé desmoeulations avec I'espé& cerevisiasur
modts liquoreuxNos travaux ont montré que le rapport d’inoculaiimtial entre les espéces,
ainsi que la concentration en azote initial, sa@# parametres primordiaux, car ils influencent
les durées de fermentation. De plus, la conceatran azote initial joue également un réle
important dans la production d’acidité volatile.r@aces conditions, le rapport d’inoculation
avec 10 fois plus d&. delbrueckiique deS. cerevisiag¢10/1) et une concentration en azote
assimilable initiale ajustée aux alentours de 2@Mfh, ont permis, dans tous les essais, une
réduction de 'AV importante avec des durées denétation proches de la modali&
cerevisiaepure. Par ailleurs, quelle que soit la soucheTdalelbrueckiiutilisée en co-
inoculation avec la souct® cerevisiaesST, il y a toujours réduction de la production ¥A
de 23 a 59%, selon les essais et la souche, paortagp la modalités. cerevisiagure. Pour
finir, nos 2 essais réalisés en chai avec la so@Kél 1//2 ont permis de réduire la
concentration en AV et dobtenir des vins qui omé @ercus a la dégustation comme
significativement différents de la modali cerevisiagure, grace notamment a un nez plus
fruité et un volume en bouche plus important.

L'utilisation potentielle de I'especg. delbrueckiiors de I'élaboration de vins secs, blancs et
rosés, a été également étudiée dans ce travaibim@oculationT. delbrueckilOXT1 1//2 /S.
cerevisiaeX5 a permis de complexifier la composition aroma# d’'un modt blanc sec issu
du cépage Sauvignon blanc et d’'un modt rosé degeépkeriot tout en ayant des cinétiques
fermentaires tres proches de la fermentation Ealismiquement avec la souchecerevisiae
X5. Sur Sauvignon blanc, la co-inoculation a peraisugmenter la production d’esters
fermentaires de 25%, de phényl-2-éthanol de 51%eethiols volatils de 31%. Dans les
mémes conditions, sur modt rosé de cépage Medgirdduction totale d’esters n'a pas été

augmentée, contrairement a la production de ph&m®yhanol augmentée de 36%.
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Nos travaux sur la caractérisation de I'espEcdelbrueckiisur milieu synthétique, ainsi que
ceux en co-inoculations sur moQt liquoreux, blasess et rosés, nous ont permis de
sélectionner la souche, OXT1 1//2. Elle est aujbwid commercialisée par la société

LAFFORT sous le nom de ZymafldfieAlpha > N-SACH:

La mise au point d’'un outil, permettant I'étude d#sractions entre levures, a également été
réalisée au cours de cette these. Cet outil semesous la forme d'un fermenteur a 2
compartiments séparés par une membrane centrgberiet une séparation physique des
levures, tout en conservant 'homogénéité du milieantre les 2 compartiments, par
I'intervention d’'une pompe péristaltique. Son imgn dans notre installation automatisée
avec suivi régulier du poids du fermenteur, perenessi de suivre finement les cinétiques de
fermentation. Le fermenteur a double compartimeétéavalidé en comparant les évolutions
de la croissance et du dégagement de G@&hs ce fermenteur a celles obtenues dans un
fermenteur simple, couramment utilisé au laboratdite nouvel outil a permis de confirmer
I'existence d’'un phénomene de type « cell-cell aohd entre les souch&s delbrueckiilCBS

et S. cerevisiaeS101, comme déja décrit par Nisseinal. (2003) et Nissen et Arneborg
(2003). Cependant, contrairement a ces travauseparation physique, dans nos conditions
expérimentales, n'a pas seulement eu un effet lmpr@epour la souch&. delbrueckiiCBS
mais également pour la soucBecerevisiaes101 En effet, les 2 souches, lorsqu’elles sont
séparées physiguement, meurent plus tardivemenasé¢sh de déclin retardées). Des
expériences complémentaires sont cependant néasspaur essayer d’expliquer en quoi la

séparation physique a été bénéfique pour les Zespe

Ces travaux de these ouvrent de nombreuses pevesecEn effet, malgré le nombre
conséquent de tests phénotypes et fermentaireasé®al serait intéressant de les compléter.
En effet, nous n'avons pas évalué les besoins ete ale I'espécd. delbrueckiiou encore
son comportement vis-a-vis de I'oxygéne, deux patees importants qui agissent sur la
croissance et la viabilité cellulaire.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence des dift&s entre I'espécke delbrueckiiet S.
cerevisiaeau niveau de leurs mécanismes de réponse au sfestique, a partir de I'étude
de la production d’AV et de glycérol. Cependangutifes molécules comme l'arabitol ou le
tréhalose peuvent étre impliquées dans la répanstrass osmotique. L'évaluation de leurs
productions, au cours d'un choc osmotique, poureader a mieux comprendre les

mécanismes de réponse au stress osmotique deckespaelbrueckii
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La mise au point du fermenteur a double compartiraeété particulierement longue et n'a
permis d’étudier qu'un seul couple de levufiesdelbrueckiiCBS / S. cerevisiaes101 La
réalisation de nouvelles expériences, avec d’aswashes de levures, devrait nous permettre
de vérifier si le phénomene d’inhibition de typeed-cell contact », que nous avons observé,
est spécifique aux 2 souches étudiées, ou s'iteesigstématiqguement entre ces 2 especes. De
plus, ces travaux nous permettront de progresses tia compréhension des mécanismes
d’interaction entre les levures.

Enfin, les propriétés aromatiques de I'esp&ceelbrueckiiont été peu abordées au cours de
ces travaux de these. Il serait donc intéressarntodeer des marqueurs spécifiques a cette
espece, permettant d’expliquer les différencesyssr@ la dégustation, notamment sur le
volume en bouche des vins. La mise en évidenaratqueurs spécifiques et l'utilisation du
fermenteur a double compartiment devraient permdtptimisation des protocoles de co-
inoculation et la sélection de couples de levureslelbrueckii / S. cerevisiagncore plus

performants.

218



Références Bibliographiques

Albasi, C., Tataridis, P., Manjarrez, E.S., Taidar, P., 2001. A new tool for the
quantification of microorganism interaction dynamitnd. Eng. Chem. Res., 40, 5222-5227.

Albergaria, H., Francisco, D., Gori, K., Arnebony,, Girio, F., 2010. Appl. Microbiol.
Biotechnol., 86 (3), 965-972.

Almeida, M.J., Pais, C., 1996a. Leavening abilitgl dreeze tolerance of yeasts isolated from
traditional corn and rye bread doughs. Appl. Envifdicrobiol. 62, 4401-4404.

Almeida, M.J., Pais, C.S., 1996b. Characterizabbnnhe yeast population from traditional
corn and rye bread doughs. Letters in Applied Mdatogy 23, 154-158.

Alves-Araujo, C., Hernandez-Lopez, M.J., Prietd\.JRandez-Gil, F., Sousa, M.J., 2005.
Isolation and characterization of the LGT1 geneodimg a low-affinity glucose transporter
from Torulaspora delbrueckiiYeast 22, 165-175.

Alves-Araujo, C., Pacheco, A., Almeida, M.J., Spanrlglartins, |., Leao, C., Sousa, M.J.,
2007. Sugar utilization patterns and respiro-fertai@re metabolism in the baker's yeast
Torulaspora delbrueckiiMicrobiology 153, 898-904.

Anfang, N., Brajkovich, M., Goddard, M.R., 2009. €@mentation withPichia kluyveri
increases varietal thiol concentrations in SauuwgBtanc. Australian Journal of Grape and
Wine Research 15, 1-8.

Ansell, R., Granath, K., Hohmann, S., TheveleiM.JAdler, L., 1997. The two isoenzymes
for yeast NAD+-dependent glycerol 3-phosphate detgehase encoded by GPD1 and
GPD2 have distinct roles in osmoadaptation andxeeigulation. EMBO J 16, 2179-2187.

Antunovics, Z., Irinyi, L., Sipiczki, M., 2005. Cdomed application of methods to taxonomic
identification of Saccharomycestrains in fermenting botrytized grape must. Jaurof
Applied Microbiology 98, 971-979.

Arneborg, N., Siegumfeldt, H., Andersen, G.H., MigsP., Daria, V.R., Rodrigo, P.J.,
Gluckstad, J., 2005. Interactive optical trappihgwss that confinement is a determinant of
growth in a mixed yeast culture. FEMS Microbioldgstters 245, 155-159.

Attfield, P.V., Kletsas, S., 2000. Hyperosmoticess response by strains of bakers' yeasts in
high sugar concentration medium. Letters in AppN&drobiology 31, 323-327.

Baleiras Couto, M.M., Reizinho, R.G., Duarte, F.RQO5. Partial 26S rDNA restriction
analysis as a tool to characterise @accharomycesyeasts present during red wine
fermentations. International Journal of Food Micobdgy 102, 49-56.

Baleiras Couto, M.M., Eijsma, B., Hofstra, H., Huist Veld, J.H., van der Vossen, J.M.,

1996. Evaluation of molecular typing techniques dssign genetic diversity among
Saccharomyces cerevisiagains. Applied and environmental microbiology 82-46.

219



Barata, A., Seborro, F., Belloch, C., Malfeito-feéra, M., Loureiro, V., 2008. Ascomycetous
yeast species recovered from grapes damaged bydwmeand sour rot. Journal of Applied
Microbiology 104, 1182-1191.

Barbe, J.C., 2000. La combinaison du dioxyde ddreadans les modts et vinss issus de
raisins botrytisés. Réle des bactéries acétiquessd de Doctorat, Université Bordeaux 2.

Barbe, J.C., de Revel, G., Joyeux, A., Lonvaud-KuAe Bertrand, A., 2000. Role of
carbonyl compounds in S®inding phenomena in musts and wines from boteytigrapes.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 48, 38439.

Barnett, J.A., 1992. The taxonomy of the geSacharomycedleyen ex Rees : a short
review for non-taxonomists. Yeast, 8, 1-23.

Barnett, J.A., Payne, R.W., Yarrow, D. 2000. Yea€tisaracteristics and Identification. 3th
ed. Cambridge University Press, Cambridge.

Barre P., 1992. Le facteur killer, in Les acquisis récentes de la microbiologie du vin, p 63,
Tec et Doc, Lavoisier, Paris.

Bataillon, M., Rico, A., Sablayrolles, J.M., SalmahM., Barre, P., 1996. Early thiamin
assimilation by yeasts under enological conditidmgact on alcoholic fermentation kinetics.
Journal of Fermentation and Bioengineering 82, 146-

Bauer, F.F., Pretorius, I.S., 2000. Yeast strespamse and fermentation efficiency : how to
survive the making of wine : a review. S. Afr. hdE Vitic. 21, 27-51.

Belloch, C., Querol, A., Garcia, M.D., Barrio, E2000. Phylogeny of the genus
Kluyveromycesnferred from the mitochondrial cytochrome-c oxgddl gene. Int J Syst Evol
Microbiol 50, 405-416.

Bely, M., Masneuf-Pomaréde, |., Dubourdieu, D., 20fluence of physiological state of
inoculum on volatile acidity production b8accharomyces cerevisiaguring high sugar
fermentation. Journal International des Sciencda dgne et du Vin 39, 191-197.

Bely, M., Rinaldi, A., Dubourdieu, D., 2003. Influee of assimilable nitrogen on volatile
acidity production bySaccharomyces cerevisiaering high sugar fermentation. Journal of
Bioscience and Bioengineering 96, 507-512.

Bely, M., Sablayrolles, J.-M., Barre, P., 1990atdknatic detection of assimilable nitrogen
deficiencies during alcoholic fermentation in o@gital conditions. Journal of Fermentation
and Bioengineering 70, 246-252.

Bely, M., Sablayrolles, J.M., Barre, P., 1990b. @gzion of alcoholic fermentation kinetics:
its variability and significance. Am. J. Enol. \4ti41, 319-324.

Bely, M., Stoeckle, P., Masneuf-Pomarede, |., Dubmu, D., 2008. Impact of mixed

Torulaspora delbrueckii-Saccharomyces cerevisiadture on high-sugar fermentation.
International Journal of Food Microbiology 122, 3320.

220



Berthels, N.J., Otero, R.R.C., Bauer, F.F., Thaael&M., Pretorius, 1.S., 2004. Discrepancy
in glucose and fructose utilisation during ferménota by Saccharomyces cerevisiaane
yeast strains. FEMS Yeast Research 4, 683-689.

Bertrand, A., Marly-Brugerolle, C., Sarre, C., 19%#luence du débourbage des modts et du
sulfitage sur les teneurs en substances volatdss/ohs et eaux-de-vie. Conn. Vigne Vin, 12,
35-48.

Bisson, L.F., 1999. Stuck and sluggish fermentatiohmerican Journal of Enology and
Viticulture 50, 107-119.

Bisson, L.F., Block, D.E., 2002. Ethanol toleraneeSaccharomycedn : Ciani, M. (Ed),
Biodiversity and Biotechnology of Wine Yeast. RasbaSignpost, Kerala, India, pp. 85-98.

Blomberg, A., 2000. Metabolic surprises Saccharomyces cerevisiairing adaptation to
saline conditions: questions, some answers anddelmBEMS Microbiology Letters 182, 1-
8.

Blomberg, A., Adler, L., 1989. Roles of glyceroldaglycerol-3-phosphate dehydrogenase
(NAD+) in acquired osmotolerance &accharomyces cerevisiadournal of Bacteriology
171, 1087-1092.

Blomberg, A., Adler, L., 1992. Physiology of osmietance in fungi. Advances in microbial
physiology 33, 145-212.

Blondin B., Dequin S., Saint-Prix F., Sablayrollesl., 2002. La formation des acides volatils
par les levuresn 13 Symposium international d’cenologie.

Cabrera, M.J., Moreno, J., Ortega, J.M., Medina, M88. Formation of ethanol, higher
alcohols, esters, and terpenes by five yeast stiaimusts from Pedro Ximenez grapes in
various degrees of ripeness. American Journal ofdgy and Viticulture 39, 283-287.

Camarasa, C., Grivet, J.-P., Dequin, S., 2003.smyation by 13C-NMR and tricarboxylic
acid (TCA) deletion mutant analysis of pathways gaccinate formation isaccharomyces
cerevisiaeduring anaerobic fermentation. Microbiology 14669-2678.

Castelli, T., 1954. Les Agents de la fermentatiorave. Archives of Microbiology 20, 323-
342.

Ceccato-Antonini, S.R., Cremonini, L.C.M., Regesfu€., 1999. Killer character of yeasts
isolated from ethanolic fermentations. Scientiaiéga 56, 631-635.

Charoenchai, C., Fleet, G.H., Henschke, P.A., TdddE.N., 1997. Screeening of non-
Saccharomycegine yeasts for the presence of extracellular rélytic enzymes. Australian
Journal of Grape and Wine Research 3, 2-8.

Charpentier, C., Feuillat, M., 1993. Yeast autdy#n: Fleet, G.H. (Ed.), Wine Microbiology
and Biotechnology. Harwood Academic Publishers,rC8witzerland, pp. 225— 242.

221



Chatonnet, P., Dubourdieu, D., Boidron, J., Pons, M92. The origin of ethylphenols in
wines. Journal of the Science of Food and Agrical&0, 165-178.

Chatonnet, P., Dubourdieu, D., Boidron, J.N., LaeigV., 1993. Synthesis of volatile
phenols by Saccharomyces cerevisiaae wines. Journal of the Science of Food and
Agriculture 62, 191-202.

Chatonnet, P., Dubourdieu, D., Boidron, J.N., 198%e influence oBrettanomyce®ekkera
spp.yeasts and lactic acid bacteria on the ethylpheowient of red wines. American Journal
of Enology and Viticulture 46, 463-468.

Cheraiti, N., Guezenec, S., Salmon, J.M., 2005.0Redteractions betweeBaccharomyces
cerevisiaeandSaccharomyces uvaruim mixed culture under enological conditions. Apgl
and environmental microbiology 71, 255-260.

Cheraiti, N., Sauvage, F.-X., Salmon, J.-M., 20B8etaldehyde addition throughout the
growth phase alleviates the phenotypic effect o€ deficiency in Saccharomyces cerevisiae.
Applied Microbiology and Biotechnology 77, 1093-810

Ciani, M., 1995. Continuous deacidification of wibg immobilizedSchizosaccharomyces
pombe cells: evaluation of malic acid degradation ratel amalytical profiles. J. Appl.
Bacteriol. 79: 631-634.

Ciani, M., 1997. Role, enological properties andeptal use of norsaccharomycesiine
yeasts. Recent Res. Devel. In Microbiology, 1, 381

Ciani, M., Beco, L., Comitini, F., 2006. Fermentatibehaviour and metabolic interactions of
multistarter wine yeast fermentations. Internatial@rnal of Food Microbiology 108, 239-
245.

Ciani, M., Comitini, F., Mannazzu, |., Domizio, P2010. Controlled mixed culture
fermentation: a new perspective on the use of $accharomycesyeasts in winemaking.
FEMS Yeast Research 10, 123-133.

Ciani, M., Fatichenti, F., 1999. Selective suganstonption by apiculate yeasts. Letters in
Applied Microbiology 28, 203-206.

Ciani, M., Ferraro, L., 1998. Combined use of imitiobd Candida stellatacells and
Saccharomyces cerevisié® improve the quality of wines. Journal of Applidicrobiology
85, 247-254.

Ciani, M., Ferraro, L., Fatichenti, F., 2000. Irdhce of glycerol production on the aerobic
and anaerobic growth of the wine ye@sindida stellataEnzyme and Microbial Technology
27, 698-703.

Ciani, M., Maccarelli, F., 1998. Oenological prapes of nonSaccharomycesyeasts

associated with wine-making. World Journal of Mlmimogy and Biotechnology 14, 199-
203.

222



Ciani, M., Picciotti, G., 1995. The growth-kinetiesd fermentation behavior of some non-
Saccharomycegeasts associated with wine-making. Biotechnologfyers 17, 1247-1250.

Clemente-Jimenez, J.M., Mingorance-Cazorla, L., tMar-Rodriguez, S., Las Heras-
Vazquez, F.J., Rodriguez-Vico, F., 2005. Influerdesequential yeast mixtures on wine
fermentation. International Journal of Food Micabgy 98, 301-308.

Cocolin, L., Bisson, L.F., Mills, D.A., 2000. Direprofiling of the yeast dynamics in wine
fermentations. FEMS Microbiology Letters 189, 81-87

Comitini, F., De Ingeniis, J., Pepe, L., MannazizuCiani, M., 2004 Pichia anomalaand
Kluyveromyces wickerhamikiller toxins as new tools againdDekkera/Brettanomyces
spoilage yeasts. FEMS Microbiology Letters 238,-238.

Constanti, M., Reguant, C., Poblet, M., Zamora, Mas, A., Guillamén, J.M., 1998.
Molecular analysis of yeast population dynamicgeéifof sulphur dioxide and inoculum on
must fermentation. International Journal of Fooaidbiology 41, 169-175.

Darriet, P., Tominaga, T., Lavigne, V., Boidror\l.J.Dubourdieu, D., 1995. Identification of
a powerful aromatic component of Vitis vinifera \ar. sauvignon wines: 4-mercapto-4-
methylpentan-2-one. Flavour and Fragrance Joua385-392.

Davenport, R.R., 1974. Microecology of yeasts aadsy-like organisms associated with an
English vineyard. Vitis 13, 123-130.

Delfini C., Gracia-Moruno E., Pagliara A., Contidvh, 1989. Technological and biological
factors causing the production of large amountscetic acid by wine yeasts during alcoholic
fermentation. Symposium on Yeasts ISSY XIllII, Leauve

Delfini C., Cervetti F., 1987. Esistenza nei madtiva di un fattore che regola la produzione
di acido acetico da parte dei lieviti nel corsdalé&rmentazione alcolica. Vigne Vini, 12, 55-
60.

De Revel, G., Bertrand, A., Lonvaud-Funel, A., 1989nthése des substances acétoiniques
parLeuconostoc oenoRéduction du diacétyl€onnaiss. Vigne Vir23 (1), 39-45.

Di Maro, E., Ercolini, D., Coppola, S., 2007. Yeabtnhamics during spontaneous wine
fermentation of the Catalanesca grape. Interndtidmarnal of Food Microbiology 117, 201-
210.

Dias, L., Pereira-da-Silva, S., Tavares, M., Matfdterreira, M., Loureiro, V., 2003. Factors
affecting the production of 4-ethylphenol by theageDekkera bruxellensisn enological
conditions. Food Microbiology 20, 377-384.

Dizy, M., Bisson, L.F., 2000. Proteolytic activitgf yeast strains during grape juice
fermentation. American Journal of Enology and Viliare 51, 155-167.

Domizio, P., Lencioni, L., Ciani, M., Di Blasi, SRontremolesi, C., Sabatelli, M.P., 2007.
Spontaneous and inoculated yeast populations dysaand their effect on organoleptic

223



characters of Vinsanto wine under different procaswitions. International Journal of Food
Microbiology 115, 281-289.

Dubois, E., Grenson, M., 1979. Methylamine/ammoaomnake systems iBaccharomyces
cerevisiae multiplicity and regulation. Molecular and Genle@enetics, 175, 67-76.

Du Toit, M., Pretorius, 1.S. 2000. Microbial sp@t and preservation of wine : using
weapons from nature’s own arsenal : a review. &.JAfEnol. Vitic. 21, 74-96.

Dukes, B.C., Butzke, C.E., 1998. Rapid determimatb primary amino acids in grape juice
using an o-phthaldialdehyde/N-acetyl-L-cysteinectqmphotometric assay. American Journal
of Enology and Viticulture 49, 125-134.

Edwards, C.G., Beelman, R.B., Bartley, C.E., McGah.L., 1990. Production of decanoic
acid and other volatile compounds and the growtlyezst and malolactic bacteria during
vinification. American Journal of Enology and Vititure 41, 48-56.

Egli, C.M., Edinger, W.D., Mitrakul, C.M., HenickilQg, T., 1998. Dynamics of indigenous
and inoculated yeast populations and their effecthe sensory character of Riesling and
Chardonnay wines. Journal of Applied Microbiolody, 879-789.

Erasmus, D.J., Cliff, M., van Vuuren, H.J.J., 20dpact of yeast strain on the production of
acetic acid, glycerol, and the sensory attributésewine. American Journal of Enology and
Viticulture 55, 371-378.

Erasmus, D.J., van der Merwe, G.K., van Vuuren,}.2003. Genome-wide expression
analyses: Metabolic adaptation 8accharomyces cereviside high sugar stress. FEMS
Yeast Research 3, 375-399.

Erten, H., 2002. Relations between elevated temyres and fermentation behaviour of
Kloeckera apiculataand Saccharomyces cerevisiassociated with winemaking in mixed
cultures. World Journal of Microbiology & Biotechingy 18, 373-378.

Escudero, A., Campo, E., Farina, L., Cacho, Jreker, V., 2007. Analytical characterization
of the aroma of five premium red wines. Insightsithe role of odor families and the
concept of fruitiness of wines. Journal of Agricuél and Food Chemistry 55, 4501-4510.

Etievant, P.X. 1991. Volatile compounds in foods &everages. Marcel Dekker ed. Marcel
Dekker.

Fernandez, M., Ubeda, J.F., Briones, A.l.,, 200Qpifiy of honSaccharomycegeasts with
enzymatic activities of interest in wine-makingtdmational Journal of Food Microbiology
59, 29-36.

Fernandez, M.T., Ubeda, J.F., Briones, A.l., 1998mparative study of no8accharomyces
microflora of musts in fermentation, by physiolagicand molecular methods. FEMS
Microbiology Letters 173, 223-229.

Ferraro, L., Fatichenti, F., Ciani, M., 2000. Piatale vinification process using immobilized
Candida stellatacells andSaccharomyces cerevisiderocess Biochemistry 35, 1125-1129.

224



Ferreira, V., Lopez, R., Cacho, J.F., 2000. Quatitie determination of the odorants of
young red wines from different grape varieties. rdal of the Science of Food and
Agriculture 80, 1659-1667.

Fia, G., Giovani, G., Rosi, l., 2005. Study of bglacosidase production by wine-related
yeasts during alcoholic fermentation. A new rapldofimetric method to determine
enzymatic activity. Journal of Applied Microbiolo@®, 509-517.

Fiechter, A., Seghezzi, W., 1992. Regulation ofcghe metabolism in growing yeast cells.
Journal of Biotechnology 27, 27-45.

Fleet, G.H., 1992. Spoilage yeasts. Crti. Rev.d&ibhol. 12, 1-44.

Fleet, G.H., Heard, G.M. 1993. Yeast - Growth dgriFermentation. In: Fleet, G., (Ed.),
Wine Microbiology and Biotechnology. Harwood acadepublishers, Chur. 27-54.

Fleet, G.H., 2003. Yeast interactions and wine dilav International Journal of Food
Microbiology 86, 11-22.

Fleet, G.H., 2008. Wine yeasts for the future. FEX&ast Research 8, 979-995.

Fleet, G.H., Lafon-Lafourcade, S., Ribereau-Gayan,1984. Evolution of yeasts and lactic
acid bacteria during fermentation and storage atiBaux wines. Applied and environmental
microbiology 48, 1034-1038.

Franc, C., David, F., de Revel, G., 2009. Multiides off-flavour profiling in wine using stir
bar sorptive extraction-thermal desorption-gas ctatmgraphy-mass spectrometry. Journal of
Chromatography A 1216, 3318-3327.

Frezier, V., Dubourdieu, D., 1992. Ecology of yesishin Saccharomyces cerevisidering
spontaneous fermentation in a Bordeaux winery. Acaar Journal of Enology and
Viticulture 43, 375-380.

Fugelsang, K.C. 1997. Wine Microbiology. Chapmad Biall, NewYork., p 92-93.

Furukawa, Y., Kimura, S., 1971. Effect of pantoticearcid deficiency on lipid metabolism in
the yeast. J Vitaminol 17, 219-224.

Gafner, J., Schitz, M., 1996. Impact of glucosetfyee-ratio on stuck fermentations:
practical experience to restart stuck fermentativitec Enol Scien. 51: 214 - 218.

Ganga, M.A., Martinez, C., 2004. Effect of wine geanonoculture practice on the
biodiversity of nonSaccharomycegeasts. Journal of Applied Microbiology 96, 76-83.

Gao, C.X., Fleet, G.H., 1988. The effects of terapge and pH on the ethanol tolerance of

the wine yeastsSaccharomyces cerevisja€andida stellataand Kloeckera apiculata
Journal of Applied Bacteriology 65, 405-409.

225



Garcia, A., Carcel, C., Dulau, L., Samson, A., AgueE., Agosin, E., Gunata, Z., 2002.
Influence of a mixed culture witbebaryomyces vanripndSaccharomyces cerevisiaa the
volatiles of a Muscat wine. Journal of Food Scie®¢e1138-1143.

Garijo, P., Santamaria, P., Lopez, R., Sanz, Sast€l C., Gutiérrez, A.R., 2008. The
occurrence of fungi, yeasts and bacteria in theo&ia Spanish winery during vintage.
International Journal of Food Microbiology 125, 1145.

Gil, J.V., Mateo, J.J., Jimenez, M., Pastor, A.eHa, T., 1996. Aroma compounds in wine as
influenced by apiculate yeasts. Journal of Foo@i8m 61, 1247-1254.

Gillies, R.J., Deamer, D.W., 1979. Intracellular pithanges during the cell cycle in
Tetrahymena. Journal of Cellular Physiology 100323

Gonzalez-Pombo, P., Perez, G., Carrau, F., Guisdh, Batista-Viera, F., Brena, B.M.,
2008. One-step purification and characterizationanfintracellular beta-glucosidase from
Metschnikowia pulcherrimaBiotechnol Lett 30, 1469-1475.

Gonzalez, S.S., Barrio, E., Querol, A., 2007. Maleac identification and characterization of
wine yeasts isolated from Tenerife (Canary Isle®okin). Journal of Applied Microbiology
102, 1018-1025.

Gonzalez, B., Francois, J., Renaud, M., 1997. Adramd reliable method for metabolite
extraction in yeast using boiling buffered etharv@ast 13, 1347-1355.

Granchi, L., Bosco, M., Messini, A., Vincenzini, M\999. Rapid detection and quantification
of yeast species during spontaneous wine fermentéty PCR-RFLP analysis of the rDNA
ITS region. Journal of Applied Microbiology 87, 9996.

Grout, B., Morris, J., McLellan, M., 1990. Cryopeegation and the maintenance of cell lines.
Trends in Biotechnology 8, 293-297.

Guilloux-Benatier, M., Chassagne, D., Alexandre, Gharpentier, C., Feuillat, M., 2001.
Influence of yeast autolysis after alcoholic ferta¢éion on the development of
Brettanomyces/Dekkera wine. J. Int. Sci. Vigne Vin. 35, 157-164.

Gutierrez, A.R., Epifanio, S., Garijo, P., Lopez,, Bantamaria, P., 2001. Killer yeasts:
incidence in the ecology of spontaneous fermenmta#dn. J. Enol. Vitic. 52, 352-356.

Hansen, E.H., Nissen, P., Sommer, P., Nielsen, Atheborg, N., 2001. The effect of
oxygen on the survival of noBaccharomycegeasts during mixed culture fermentations of
grape juice witiSaccharomyces cerevisialurnal of Applied Microbiology 91, 541-547.

Hayashi, M., Ohkuni, K., Yamashita, I., 1998. Antragellular meiosis-promoting factor in
Saccharomyces cerevisiaéeast 14, 617-622.

Heard, G.M., Fleet, G.H., 1985. Growth of naturabst flora during the fermentation of
inoculated wines. Applied and environmental micobtgy 50, 727-728.

226



Heard, G.M., Fleet, G.H., 1986. Occurrence and growf yeast species during the
fermentation of some Australian wines. Food Tecbgyplin Australia 38, 22-25.

Heard, G.M., Fleet, G.H., 1987. Occurrence and growf killer yeasts during wine
fermentation. Appl. Environ. Microbiol. 53, 2171-24

Heard, G.M., Fleet, G.H., 1988. The effect of sulptlioxide on yeast growth during natural
and inoculated wine fermentation. Australian anavNEealand Wine Industry Journal 3, 57-
60.

Henick, K., Edinger, Daniel, Monk. 1998. Selecteféects of sulfur dioxide and yeast starter
culture addition on indigenous yeast population$ sensory characteristics of wine. Journal
of Applied Microbiology 84, 865-876.

Henschke P.A., Jiranek V., 199 Wine Microbiology and Biotechnology, G.H. Fleet,
Editeur, Harwood Academic Publishers, Chur, Suisse.

Henschke P.A., Rose, A.H., 1991. Plasma membrameThe Yeasts, vol. 4, Yeasts
organelles, Academic Press, Londres, p. 297.

Hernandez-Lopez, M.J., Blasco, A., Prieto, J.A.ndRe-Gil, F., 2003. Ura- host strains for
genetic manipulation and heterologous expressiohoofilaspora delbrueckiilnternational
Journal of Food Microbiology 86, 79-86.

Hernandez-Lopez, M.J., Prieto, J.A., Randez-Gi), Z007. Osmotolerance and leavening
ability in sweet and frozen sweet dough. Compagatanalysis betweer orulaspora
delbrueckiiand Saccharomyces cerevisid@ker's yeast strains. Antonie Van Leeuwenhoek
84, 125-134.

Hernandez-Orte, P., Cersosimo, M., Loscos, N., @adh Garcia-Moruno, E., Ferreira, V.,
2008. The development of varietal aroma from nornafl grapes by yeasts of different genera.
Food Chemistry 107, 1064-1077.

Herraiz, T., Reglero, G., Herraiz, M., Martin-Ahear, P.J., Cabezudo, M.D., 1990. The
influence of the yeast and type of culture on tléatie composition of wines fermented
without sulfur dioxide. American Journal of Enologyd Viticulture 41, 313-318.

Hierro, N., Esteve-Zarzoso, B., Gonzalez, A., MAas, Guillamon, J.M., 2006a. Real-time
guantitative PCR (QPCR) and reverse transcripti®©GR for detection and enumeration of
total yeasts in wine. Applied and environmentalnoléology 72, 7148-7155.

Hierro, N., Gonzalez, A., Mas, A., Guillamon, J.MQ06b. Diversity and evolution of non-
Saccharomycegeast populations during wine fermentation: eff&cgrape ripeness and cold
maceration. FEMS Yeast Research 6, 102-111.

Hino, A., Mihara, K., Nakashima, K., Takano, H.909 Trehalose levels and survival ratio of
freeze-tolerant versus freeze-sensitive yeastsl. Apwiron. Microbiol. 56, 1386-1391.

Hohmann, S., 2002. Osmotic stress signaling ancadaptation in yeasts. Microbiol. Mol.
Biol. Rev. 66, 300-372.

227



Hounsa, C.-G., Brandt, E.V., Thevelein, J., Hohm&hnPrior, B.A., 1998. Role of trehalose
in survival ofSaccharomyces cerevisiaader osmotic stress. Microbiology 144, 671-680.

Imai, T., Ohno, T., 1995. The relationship betwggbility and intracellular pH in the yeast
Saccharomyces cerevisia&ppl. Environ. Microbiol. 61, 3604-3608.

James, S.A., Collins, M.D., Roberts, I.N., 1996eld$ an rRNA internal transcribed spacer
region to distinguish phylogenetically closely telh species of the genera
Zygosaccharomyceand Torulaspora International Journal of Systematic Bacteriolatfy,
189-194.

Jiranek, V., Langridge, P., Henschke, P.A., 1994alidation of bismuth-containing indicator
media for predicting E5-producing potential dbaccharomyces cerevisiagne yeasts under
enological conditions. American Journal of Enola@gy Viticulture 46, 269-273.

Jolly, N.P., Augustyn, O.P.H., Pretorius, I.S., 200he effect of norfsaccharomycegeasts
on fermentation and wine quality. South African @l of Enology and Viticulture 24, 55-
62.

Kapsopoulou, K., Mourtzini A., Anthoulas, M., Netais, E., 2007. Biological acidification
during grape must fermentation using mixed cultweKluyveromyces thermotolerarand
Saccharomyces cerevisia&/'orld J. Microb. Biot. 23: 735-739.

Kim, D.H., Hong, Y.A., Park, H.D., 2008. Co-fermatibn of grape must bissatchenkia
orientalis and Saccharomyces cerevisiaeeduces the malic acid content in wine.
Biotechnology Letters 30, 1633-1638.

King, A., Richard Dickinson, J., 2000. Biotransfaton of monoterpene alcohols by
Saccharomyces cerevisjaeorulaspora delbrueckiandKluyveromyces lactisyeast 16, 499-
506.

Kocsube, S., Toth, M., Vagvolgyi, C., Doczi, I.,.s8eM., Pocsi, I., Szabo, J., Varga, J., 2007.
Occurrence and genetic variability @Gandida parapsilosisensu lato in Hungary. Journal of
Medical Microbiology 56, 190-195.

Kregger-van Rij, N.J.W. 1984. The Yeasts, a taxacostudy, B.V. ed. Elsevier Sciences
Publishers, Amsterdam.

Kurita, O., 2008. Increase of acetate ester-hydmty esterase activity in mixed cultures of
Saccharomyces cerevisiaadPichia anomala Journal of Applied Microbiology 104, 1051-
1058.

Kurtzman, C.P., 2003. Phylogenetic circumscriptadrSaccharomyceKluyveromycesand
other members of thBaccharomycetaceaand the proposal of the new genkexhancea
Nakaseomyce®Naumovia VanderwaltozymandZygotorulasporaFEMS Yeast Research 4,
233-245.

Lafon M., 1955. Contribution a I'étude des formasodes produits secondaires de la
fermentation alcoolique. Thés&"8cycle, Université Bordeaux 2.

228



Lafon-Lafourcade, S., 1979. Congres Internationarébiologie et Industries Alimentaires.
Apria, Paris.

Lafon-Lafourcade, S., Lucmaret, V., Joyeux, A., &édau-Gayon, P., 1981. Use of mixed
cultures for production of noble rot wines with uedd volatile acidity. Comptes Rendus des
Seances de I'Academie d'Agriculture de France 55-622.

Lafon-Lafourcade, S., Peynaud E., 1965. Sur I'éwoiu des acides pyruvique et-
cétoglutarique au cours de la fermentation. C. €adA Sci., 261, 1778.

Lafon-Lafourcade, S., Ribéreau-Gayon P., 1977.i@egde I'acidité volatile des grands vins
liquoreux. C. R. Acad. Agric., 9, 551-558.

Lagunas, R., Dominguez, C., Busturia, A., Saez,,M.982. Mechanisms of appearance of
the Pasteur effect iBaccharomyces cerevisiagnactivation of sugar transport systems. J.
Bacteriol. 152, 19-25.

Lambrechts, M.G., Pretorius, I.S., 2000. Yeast ésmidnportance to wine aroma - a review.
South African Journal of Enology and Viticulture: Special issue) 97-125 21, 97-125.

Legras, J.L., Karst, F., 2003. Optimisation of rd&dta analysis foBaccharomyces cerevisiae
strain characterisation. FEMS Microbiology LettB&d, 249-255.

Lampen, J.0O., 1966. Symposium of the Society fanegeal Mycrobiology, 16, 111.

Lavigne, V., 1996. Recherche sur les composés ikfarmés par la levure au cours de la
vinification et de I'élevage des vins blancs sddgse de Doctorat, Université Bordeaux 2.

Lema, C., Garcia-Jares, C., Orriols, I., Angulq,1996. Contribution cSaccharomyceand
non-Saccharomycegopulations to the production of some componefitélbarino wine
aroma. American Journal of Enology and Viticultdi& 206-216.

Limtong, S., Imanishi, Y., Jindamorakot, S., NingmiS., Yongmanitchai, W., Nakase, T.,
2008. Torulaspora maleeae sp. nov., a novel asa@oyg yeast species from Japan and
Thailand. FEMS Yeast Research 8, 337-343.

Lindner, P., 1895. Mikroskopische Betriebskontraite den Garungsgewerben. P. Parey,
Berlin, Germany.

Llorente, N., de Castro, I.N., 1977. Physiologicdé of yeasts NAD(P)+ and NADP+-linked
aldehyde dehydrogenases. Rev Esp Fisiol 33, 135-142

Lodder, J., Kregger-van Rij, N.J.W., 1952. The ygasa taxonomic study. North-Holland
Publihing Co., Amsterdam, The Netherlands.

Lucca, M.E., Loray, M.A., De Figueroa, L.I.C., Gali, D.A., 1999. Characterisation of

osmotolerant hybrids obtained by fusion betweengmlats ofSaccharomyces cerevisiaad
heat treated protoplasts Bérulaspora delbrueckiiBiotechnology Letters, 21, 343-348.

229



Lucmaret, V., 1980. L’acidité volatile des vins uiiyeux. Thése °8° cycle, Université
Bordeaux.

Ludovico, P., Sansonetty, F., Corte-Real, M., 2084sessment of mitochondrial membrane
potential in yeast cell populations by flow cytonyeMicrobiology 147, 3335-3343.

Magyar | & Panyik | (1989) Biological deacidificati of wine with Schizosaccharomyces
pombeentrapped in Ca-alginate gel. Am J Enol Viticult 233-240.

Maicas, S., Mateo, J.J., 2005. Hydrolysis of teypgtycosides in grape juice and other fruit
juices: a review. Applied Microbiology and Bioteahtogy 67, 322-335.

Manjarrez, E.S., Albasi, C., Riba, J.P., 2000. A+twservoir, hollow-fiber bioreactor for the
study of mixed-population dynamics: design aspemtsl validation of the approach.
Biotechnology and Bioengineering, 69, 401-408.

Manzanares, P., Ramon, D., Querol, A., 1999. Sargesf honSaccharomycewine yeasts
for the production of (beta)-xylosidase activitptdrnational Journal of Food Microbiology
46, 105-112.

Martinez, J., Toledano, F., Millan, C., Ortega, J.M990. Development of alcoholic
fermentation in non-sterile musts from Pedro Xinzegeapes inoculated with pure cultures of
selected yeasts. Food Microbiology 7, 217-225.

Martini, A., Ciani, M., Scorzetti, G., 1996. Direehumeration and isolation of wine yeasts
from grape surfaces. American Journal of Enology diculture 47, 435-440.

Marullo, P., Bely, M., Masneuf-Pomarede, |., AigM,, Dubourdieu, D., 2004. Inheritable
nature of enological quantitative traits is demmatstd by meiotic segregation of industrial
wine yeast strains. FEMS Yeast Research 4, 711-7109.

Marullo, P., Bely, M., Masneuf-Pomaréde, |., Polk, Aigle, M., Dubourdieu, D., 2006.
Breeding strategies for combining fermentative ijieal and reducing off-flavor production in
a wine yeast model. FEMS Yeast Research 6, 268-279.

Masneuf, I., Dubourdieu, D., 2000. Yeast strairie om the sulphur dioxyde combinations of
wines obtained from noble rot and raisining gra@esirnal International des Sciences de la
Vigne et du Vin 34, 27-31.

Mauricio, J.C., Guijo, S., Ortega, J.M., 1991. Relsship between phospholipid and sterol
contents inSaccharomyces cerevisiaand Torulaspora delbrueckiand their fermentation
activity in grape musts. Am. J. Enol. Vitic. 42,13808.

McCloskey, L.P., Mahaney, P., 1981. An enzymatgagdor acetaldehyde in grape juice and
wine. Am. J. Enol. Vitic. 32, 159-162.

Mendes Ferreira, A., Climaco, M.C., Mendes Faia,2Q01. The role of noSaccharomyces

species in releasing glycosidic bound fraction cipg aroma components : a preliminary
study. Journal of Applied Microbiology 91, 67-71.

230



Mendoza, L., de Nadra, M., Farias, M., 2007. Kretind metabolic behavior of a composite
culture of Kloeckera apiculataand Saccharomyces cerevisiawine related strains.
Biotechnology Letters 29, 1057-1063.

Mercado, L., Dalcero, A., Masuelli, R., Combina,,N007. Diversity ofSaccharomyces
strains on grapes and winery surfaces: Analysihaf contribution to fermentative flora of
Malbec wine from Mendoza (Argentina) during two seautive years. Food Microbiology
24, 403-412.

Michnick, S., Roustan, J.-L., Remize, F., Barrg,Bequin, S., 1997. Modulation of glycerol
and ethanol yields during alcoholic fermentation Simaccharomyces cerevisiagtrains
overexpressed or disrupted for GPD1 encoding gbycgiphosphate dehydrogenase. Yeast
13, 783-793.

Mills, D.A., Johannsen, E.A., Cocolin, L., 2002. a¢ diversity and persistence Botrytis
affected wine fermentations. Applied and environtaemicrobiology 68, 4884-4893.

Miot-Sertier, C., Lonvaud-Funel, A., 2007. Develagrh of a molecular method for the
typing of Brettanomyces bruxellens{®ekkera bruxellensjsat the strain level. Journal of
Applied Microbiology 102, 555-562.

Mora, J., Barbas, J.l., Mulet, A., 1990. Growthyefst microflora during the early stages of
the fermentation in inoculated Majorcan musts. Bliologia 6, 65-70.

Moreira, N., Mendes, F., Guedes de Pinho, P., Hdgg,vasconcelos, |., 2008. Heavy
sulphur compounds, higher alcohols and esters ptmatuprofile ofHanseniaspora uvarum
and Hanseniaspora guilliermondiigrown as pure and mixed cultures in grape must.
International Journal of Food Microbiology 124, 2X38.

Moreira, N., Mendes, F., Hogg, T., Vasconcelos2005. Alcohols, esters and heavy sulphur
compounds production by pure and mixed culturegmé€ulate wine yeasts. International
Journal of Food Microbiology 103, 285-294.

Moreno, J.J., Millan, C., Ortega, J.M., Medina, M991. Analytical differentiation of wine
fermentations using pure and mixed yeast cultuiearnal of Industrial Microbiology and
Biotechnology 7, 181-189.

Mortimer, R., Polsinelli, M., 1999. On the origin$ wine yeast. Research in Microbiology
150, 199-204.

Mortimer, R.K., 2000. Evolution and variation oktlyeastSaccharomycegenome. Genome
Res. 10, 403-409.

Munyon, J.R., Nagel, C.W., 1977. Comparison of mdshof deacidification of musts and
wines. Am. J. Enol. Viticult. 28: 79-87.

Musmanno, R.A., Di Maggio, T., Coratza, G., 199%udies on strong and weak Killer

phenotypes of wine yeasts: production, activitytafin in must, and its effect in mixed
culture fermentation. Journal of Applied Microbigio87, 932-938.

231



Navarro-Aviio, J.P., Prasad, R., Miralles, V.J.nB® R.M., Serrano, R., 1999. A proposal
for nomenclature of aldehyde dehydrogenases Saccharomyces cerevisiaand
characterization of the stress-inducible ALD2 aridD& genes. Yeast 15, 829-842.

Nei, M., Li, W.H., 1979. Mathematical model for diing genetic variation in terms of
restriction endonucleases. Proceedings of the haltidcademy of Sciences 76, 5269-5273.

Ness, F., Lavallee, F., Dubourdieu, D., Aigle, Mylau, L., 1993. Identification of Yeast
Strains Using the Polymerase Chain-Reaction. Jbofrthe Science of Food and Agriculture
62, 89-94.

Neuberg, C., 1946. The biochemistry of yeast. AhReview of Biochemistry 15, 435-472.

Nisiotou, A.A., Nychas, G.J.E., 2007. Yeast popals residing on healthy dBotrytis
infected grapes from a vineyard in Attica, Gree&gplied and environmental microbiology
73, 2765-2768.

Nisiotou, A.A., Spiropoulos, A.E., Nychas, G.J.,0Z0 Yeast community structures and
dynamics in healthy andBotrytisaffected grape must fermentations. Applied and
environmental microbiology 73, 6705-6713.

Nissen, P., Arneborg, N., 2003. Characterizatioaasfy deaths of noBaccharomycegeasts
in mixed cultures witlfsaccharomyces cerevisiakrchives of Microbiology 180, 257-263.

Nissen, P., Nielsen, D., Arneborg, N., 2003. ViaBbkccharomyces cerevisiaells at high
concentrations cause early growth arrest of 8aneharomycegeasts in mixed cultures by a
cell-cell contact-mediated mechanism. Yeast 20;38IL

Noble, A.C., Bursick, G.F., 1984. The contributioh glycerol to perceived viscosity and
sweetness in white wine. American Journal of Enplaxgd Viticulture 35, 110-112.

Nykanen, L., 1986. Formation and occurrence ofdtasompounds in wine and distilled
alcoholic beverages. Am. J. Enol. Vitic. 37, 84-96.

Oda, Y., Tonomura, K., 1995. Molecular genetic prmies of the yeasilorulaspora
pretoriensis Characterization of chromosomal DNA and genetiangformation by
Saccharomyces cerevist@ased plasmids. Current Genetics 27, 131-134.

Oda, Y., Yabuki, M., Tonomura, K., Fukunaga, M.,919 A phylogenetic analysis of
Saccharomycespecies by the sequence of 185-28S rRNA spacemeegreast 13, 1243-
1250.

Ohkuni, K., Hayashi, M., Yamashita, I., 1998. Blwamate-mediated social communication
stimulates meiosis and sporulationS#ccharomyces cerevisiaéeast 14, 623-631.

Ohshima, Y., Sugaura, T., Horita, M., Sasaki, B87. Industrial application of artificially
induced diploid strains oforulaspora delbrueckiiAppl. Environ. Microbiol. 53, 1512-1514.

Ortega, C., Lopez, R., Cacho, J., Ferreira, V., 12@&st analysis of important wine volatile
compounds: Development and validation of a new ptwethased on gas chromatographic-

232



flame ionisation detection analysis of dichloronaet® microextracts. Journal of
Chromatography A 923, 205-214.

Oura, E., 1977. Reaction products of yeast ferntiems- Process Biochem, 12:19-21

Palkova, Z., Janderova, B., Gabriel, J., ZikanoBa, Pospisek, M., Forstova, J., 1997.
Ammonia mediates communication between yeast cedomNature 390, 532-536.

Pardo, I., Garcia, M.J., Zuniga, M., Uruburu, P8%. Dynamics of microbial populations
during fermentation of wines from the Utiel-Requeregion of Spain. Applied and
environmental microbiology 55, 539-541.

Perez-Nevado, F., Albergaria, H., Hogg, T., Gifo, 2006. Cellular death of two non-
Saccharomyceswine-related yeasts during mixed fermentationshwiaccharomyces
cerevisiae International Journal of Food Microbiology 10863345.

Petrik, M., Kappeli, O., Fiechter, A., 1983. An exgled concept for the glucose effect in the
yeast Saccharomyces uvarumnvolvement of short- and long-term regulation. Gen.
Microbiol. 129, 43-49.

Peynaud, E., Sudraud, P., 1962. Utilisation ddd@fdéacidifiant deSchizosaccharomyces
en vinification de raisins acides. Ann. Technolr ALB: 309-328.

Peynaud, E., 1956. Sur la formation d'acétate y&tpar les levures de vin. Industries
agricoles et alimentaires 73, 253-257.

Peynaud, E., Lafourcade, S., 1977. Sur les tersguthiamine des vins et jus de raisin. Ind.
Agric. Alim., 8, 897-904.

Pigeau, G.M., Inglis, D.L., 2005. Upregulation olLB3 and GPD1 inSaccharomyces
cerevisiaeduring Icewine fermentation. Journal of Applied kibiology 99, 112-125.

Pina, C., Santos, C., Couto, J.A., Hogg, T., 20@4hanol tolerance of five non-
Saccharomycesvine yeasts in comparison with a strain $&ccharomyces cerevisiae
influence of different culture conditions. Food kibiology 21, 439-447.

Pineau, B., 2007. Contribution a I'étude de I'ar6imété spécifiqgue des vins rouges de vitis
vinifera L. cv. merlot noir et cabernet-sauvigndhese de doctorat n°1484, Université Victor
Segalen Bordeaux 2: Bordeaux, France.

Pinto, P.M., Resende, M.A., Koga-lto, C.Y., Tendlek, 2004. Genetic variability analysis
among clinicalCandidaspp. isolates using random amplified polymorphNAD Memorias
do Instituto Oswaldo Cruz 99, 147-152.

Plata, C., Millan, C., Mauricio, J.C., Ortega, J.M003. Formation of ethyl acetate and
isoamyl acetate by various species of wine ye&stsd Microbiology 20, 217-224.

Pommier, S., Albasi, C., Riba, J.P., Delia, M.lL0p2. A new membrane tool for quantifying
microorganism interaction dynamics. Applicationyast killer systems. Desalination 149,
243-245.

233



Postel, W., Meier, B., 1983. Wahrend des Baktenelipferlséreabbaus in Wein.L£bensm.
Unters. Forsch.176, 356-359.

Postma, E., Verduyn, C., Scheffers, W.A., Van Dijké.P., 1989. Enzymic analysis of the
Crabtree effect in glucose-limited chemostat cekbuof Saccharomyces cerevisiadppl.
Environ. Microbiol. 55, 468-477.

Prakitchaiwattana, C.J., Fleet, G.H., Heard, G.BDO4. Application and evaluation of
denaturing gradient gel electrophoresis to anallyseyeast ecology of wine grapes. FEMS
Yeast Research 4, 865-877.

Pretorius, I.S., 2000. Tailoring wine yeast for ti@v millennium: novel approaches to the
ancient art of winemaking. Yeast 16, 675-729.

Querol, A., Barrio, E., Huerta, T., Ramon, D., 199%olecular monitoring of wine
fermentations conducted by active dry yeast strafqppl. Environ. Microbiol. 58, 2948-
2953.

Rankine, B.C., 1966. Decomposition of L-malic abylwine yeasts. J. Sci. Food. Agr. 17:
312-316.

Rankine, B.C., 1969. Diacetyl in Australian dry rethes and its significance in wine quality.
Vitis, 8, 129-134.

Rapp, A., Mandery, H., 1986. Wine aroma. Experaenaf, 873-884.

Ravaglia, S., Delphini, C., 1993. Production of medchain fatty acids and their ethyl esters
by yeasts strains isolated from musts and winak.Jt Food Sci. 5, 21-36.

Reed, G., Nagodawithana, T.W., 1988. Technologyeafst usage in winemaking. Am. J.
Enol. Vitic. 39, 83-90.

Reifenberger, E., Boles, E., Ciriacy, M., 1997. &in characterization of individual hexose
transporters oBaccharomyces cerevisiaad their relation to the triggering mechanisms of
glucose repression. European Journal of Biocheyrizelb, 324-333.

Remize, F., Andrieu, E., Dequin, S., 2000. Engimgeof the pyruvate dehydrogenase bypass
in Saccharomyces cerevisiaele of the cytosolic Mg2+ and mitochondrial Keesaldehyde
dehydrogenases Ald6p and Ald4p in acetate formadimmng alcoholic fermentation. Appl.
Environ. Microbiol. 66, 3151-3159.

Remize, F., Roustan, J.L., Sablayrolles, J.M., &arfP., Dequin, S., 1999. Glycerol
overproduction by engineere@accharomyces cerevisiagine yeast strains leads to
substantial changes in by-product formation andatetimulation of fermentation rate in
stationary phase. Appl. Environ. Microbiol. 65, 1449.

Renouf, V. 2006. Description et caracterisation Ilde diversité microbienne durant
I'élaboration du vin : interactions et equilibreRelation avec la qualité du vin. These de I
Institut National Polytechnique de Toulouse.

234



Renouf, V., Claisse, O., Lonvaud-Funel, A., 200@vehtory and monitoring of wine
microbial consortia. Applied Microbiology and Bictenology 75, 149-164.

Renouf, V., Falcou, M., Miot-Sertier, C., PerelMd,C., De Revel, G., Lonvaud-Funel, A.,
2006. Interactions betwedrettanomyces bruxellensand other yeast species during the
initial stages of winemaking. Journal of Applieddvibiology 100, 1208-1219.

Ribéreau-Gayon J., Peynaud E., Ribéreau-Gayon &draGd P., 1979. Sciences et
Techniques du vin, Tome 4, Dunod éd., Paris.

Ribéreau-Gayon, P., Dubourdieu, D., Donéche, Bnvaad, A. 2004. Traité d'oenologie,
tome 1 : Microbiologie du vin, vinifications 5e ddunod, Paris.

Richard, P., Bakker, B.M., Teusink, B., vanDam, Westerhoff, H.V., 1996. Acetaldehyde
mediates the synchronization of sustained glyocolgscillations in populations of yeast cells.
European Journal of Biochemistry 235, 238-241.

Rodriguez, M.E., Lopes, C.A., van Broock, M., VgJI&., Ramon, D., Caballero, A.C., 2004.
Screening and typing of Patagonian wine yeastglimosidase activities. Journal of Applied
Microbiology 96, 84-95.

Rohm, H., Eliskases-Lechner, F., Brauer, M., 199Riersity of yeasts in selected dairy
products. Journal of Applied Microbiology 72, 37063

Rojas, V., Gil, J.V., Pinaga, F., Manzanares, BQ12 Studies on acetate ester production by
non-Saccharomycesine yeasts. International Journal of Food Micrédgy 70, 283-289.

Rojas, V., Gil, J.V., Pinaga, F., Manzanares, BQ32 Acetate ester formation in wine by
mixed cultures in laboratory fermentations. Intéioraal Journal of Food Microbiology 86,
181-188.

Romano, P., Fiore, C., Paraggio, M., Caruso, MpeCa, A., 2003a. Function of yeast
species and strains in wine flavour. Internatialwalrnal of Food Microbiology 86, 169-180.

Romano, P., Granchi, L., Caruso, M., Borra, G.J&R&., Fiore, C., Ganucci, D., Caligiani,
A., Brandolini, V., 2003b. The species-specifiaoatof 2,3-butanediol and acetoin isomers as
a tool to evaluate wine yeast performance. Intesnat Journal of Food Microbiology 86,
163-168.

Romano, P., Suzzi, G. 1992. Sulfur dioxide and wimeroorganisms. In: Fleet, G., (Ed.),
Wine Microbiology and Biotechnology. Harwood acadepublishers Switzerland. 373-393.

Romano, P., Suzzi, G., Comi, G., Zironi, R., 199R&jher alcohol and acetic acid production
by apiculate wine yeasts. Journal of Applied Micobdigy 73, 126-130.

Romano, P., Suzzi, G., Zironi, R., Comi, G., 19BRmetric study of acetoin production in

Hanseniaspora guilliermondiiand Kloeckera apiculata Applied and environmental
microbiology 59, 1838-1841.

235



Rosi, I., Vinella, M., Domizio, P., 1994. Charadtation of beta-glucosidase activity in
yeasts of oenological origin. Journal of Appliedckéibiology 77, 519-527.

Rosini, G., 1985. Interaction between killer stranHansenula anomalaar. anomalaand
Saccharomyces cerevisigeast species. Can J. Microbiol. 31, 300-302.

Rosini, G., Federici, F., Martini, A., 1982. Yedkira of grape berries during ripening.
Microbial Ecology 8, 83-89.

Roustan, J.L., Sablayrolles, J.-M., 2002a. Modiiara of the acetaldehyde concentration
during alcoholic fermentation and effects on fertagan kinetics. Journal of Bioscience and
Bioengineering 93, 367-375.

Roustan, J.L., Sablayrolles, J.M., 2002b. Impadhefaddition of electron acceptors on the
by-products of alcoholic fermentation. Enzyme anidrbbial Technology 31, 142-152.

Rupela, O.P., Tauro, P., 1984. Isolation and chearaation of low hydrogen sulphide
producing wine yeast. Enzyme and Microbial Techgpl6, 419-421.

Sabate, J., Cano, J., Esteve-Zarzoso, B., Guillathth, 2002. Isolation and identification of
yeasts associated with vineyard and winery by RRERlysis of ribosomal genes and
mitochondrial DNA. Microbiological Research 157,72874.

Salmon JM, Languet P., Ortiz-Julien A., 2007. Catumiste di lieviti e fermentazione
alcolica. Riv Viticolt Enolog 3: 1-5.

Salmon, J.M., Vincent, O., Mauricio, J.C., Bely, ,MBarre, P., 1993. Sugar transport
inhibition and apparent loss of activity 8accharomyces cerevisias a major limiting factor
of enological fermentations. Am. J. Enol. Vitic.,46-64.

Sangorrin, M.P., Lopes, C.A., Giraudo, M.R., Cadral) A.C., 2007. Diversity and killer
behaviour of indigenous yeasts isolated from theéatation vat surfaces in four Patagonian
wineries. International Journal of Food Microbiojabl9, 351-357.

Santamaria, P., Garijo, P., Lopez, R., TenorioRbsa Gutierrez, A., 2005. Analysis of yeast
population during spontaneous alcoholic fermentateffect of the age of the cellar and the
practice of inoculation. International Journal @iod Microbiology 103, 49-56.

Santos, J., Sousa, M.J., Cardoso, H., Inacio,il¥g,S., Spencer-Matrtins, I., Leao, C., 2008.
Ethanol tolerance of sugar transport, and the fremtion of stuck wine fermentations.
Microbiology 154, 422-430.

Sasaki, T., Ohshima, Y., 1987. Induction and charaation of artificial diploids from the
haploid yeast orulaspora delbrueckiiAppl. Environ. Microbiol. 53, 1504-1511.

Schanderl H., 1959. Microbiology of must and wikegen Uhmer Verlag, Stuttgart.

Schmitt, H.D., Ciriacy, M., Zimmermann, F.K., 1988he synthesis of yeast pyruvate
decarboxylase is regulated by large variationsha messenger RNA level. Molecular and
General Genetics MGG 192, 247-252.

236



Schitz, M., Gafner, J., 1994. Dynamics of the yea&stin population during spontaneous
alcoholic fermentation determined by CHEF gel etgutoresis. Letters in Applied
Microbiology 19, 253-257.

Sharma, S., Tauro, P., 1986. Control of ethanodypecton by yeast: Role of pyruvate
decarboxylase and alcohol dehydrogenase. Bioteagpndletters 8, 735-738.

Shen, B., Hohmann, S., Jensen, R.G., Bohnert, A.H2P9. Roles of sugar alcohols in
osmotic stress adaptation. Replacement of glydeyahannitol and Sorbitol in yeast. Plant
Physiol. 121, 45-52.

Shima, J., Hino, A., Yamada-lyo, C., Suzuki, Y. ,kdgma, R., Watanabe, H., Mori, K.,
Takano, H., 1999. Stress tolerance in doughSamicharomyces cerevisideehalase mutants
derived from commercial baker's yeast. Appl. Envifdicrobiol. 65, 2841-2846.

Shimazu, Y., Watanabe, M., 1981. Effects of ysastins and environmental conditions on
formation of organic acids in must fermentatiorurdal of Fermentation Technology 59, 27-
32.

Shimizu, K., (Ed.) 1993. Killer Yeasts. Harwood Aeanic Publishers, Chur, Switzerland.

Shinohara, T., Kubodera, S., Yanagida, F., 200Gstribution of phenolic yeasts and
production of phenolic off-flavors in wine fermenta. Journal of Bioscience and
Bioengineering 90, 90-97.

Sieuwerts, S., de Bok, F.A.M., Hugenholtz, J., #atckama Vlieg, J.E.T., 2008. Unraveling
microbial interactions in food fermentations: frarassical to genomics approaches. Appl.
Environ. Microbiol. 74, 4997-5007.

Singer, M.A., Lindquist, S., 1998. Thermotoleranmt&accharomyces cerevisidbe Yin and
Yang of trehalose. Trends in Biotechnology 16, 468-

Snow, P.G., Gallander, J.F., 1979. DeacidificattdriWhite Table Wines Through Partial
Fermentation wittfschizosaccharomyces PomBen. J. Enol. Vitic. 30, 45-48.

Soden, A., Francis, I.L., Oakey, H., Henschke, P2800. Effects of co-fermentation with
Candida stellataandSaccharomyces cerevisiaa the aroma and composition of Chardonnay
wine. Australian Journal of Grape and Wine Rese@rdi-30.

Sousa-Dias, S., Goncalves, T., Leyva, J.S., Pejnddd., Loureiro-Dias, M.C., 1996.
Kinetics and regulation of fructose and glucosendport systems are responsible for
fructophily inZygosaccharomyces bailiMicrobiology 142, 1733-1738.

Sponholz, W., 1993. Wine spoilage by microorganisim Fleet, G.H. (Ed.), Wine

Microbiology and Biotechnology. Harwood. AcademiabRshers, Chur, Switzerland, pp.
395-420.

Spor, A., Wang, S., Dillmann, C., de Vienne, D.c&d, D., 2008. «Ant» and
« Grasshopper » Life-History StrategiesSimccharomyces cerevisi@&OS ONE 3, 1579.

237



Strauss, M.L.A., Jolly, N.P., Lambrechts, M.G., Rleurg, P.v., 2001. Screening for the
production of extracellular hydrolytic enzymes lyniSaccharomycewine yeasts. Journal of
Applied Microbiology 91, 182-190.

Suarez, R., Suarez-Lepe, J.A., Morata, A., Calddfgr2007. The production of ethylphenols
in wine by yeasts of the gendBaettanomycesindDekkera A review. Food Chemistry 102,
10-21.

Swiegers, J.H., Bartowsky, E.J., Henschke, P.Aetdfius, I.S., 2005. Yeast and bacterial
modulation of wine aroma and flavour. Australiaurdal of Grape and Wine Research 11,
139-173.

Tamés, M.J., Karlgren, S., Bill, R.M., Hedfalk, Kllegri, L., Ferreira, M., Thevelein, J.M.,
Rydstram, J., Mullins, J.G.L., Hohmann, S., 200SHort Regulatory Domain Restricts
Glycerol Transport through Yeast Fpslp. Journ@iofogical Chemistry 278, 6337-6345.

Tamés, M.J., Luyten, K., Sutherland, F.C.W., Hedwm A., Albertyn, J., Valadi, H., Li, H.,

Prior, B.A., Kilian, S.G., Ramos, J., Gustafsson, Thevelein, J.M., Hohmann, S., 1999.
Fpslp controls the accumulation and release ofctirapatible solute glycerol in yeast
osmoregulation. Molecular Microbiology 31, 1087-410

Thomas, K.C., Hynes, S.H., Ingledew, W.M., 2002lukence of Medium Buffering Capacity
on Inhibition of Saccharomyces cerevisiggrowth by Acetic and Lactic Acids. Appl.
Environ. Microbiol. 68, 1616-1623.

Thorsen, M., Di, Y., Tangemo, C., Morillas, M., Aadpour, D., Van der Does, C., Wagner,
A., Johansson, E., Boman, J., Posas, F., Wysockild&nas, M.J., 2006. The MAPK Hoglp
modulates Fpslp-dependent arsenite uptake ananokein yeast. Mol. Biol. Cell 17, 4400-
4410.

Tominaga, T., Baltenweck-Guyot, R., Gachons, C.Pbourdieu, D., 2000. Contribution
of volatile thiols to the aromas of white wines raaffom severalVitis vinifera grape
varieties. American Journal of Enology and Viticué 51, 178-181.

Tominaga, T., Darriet, P., Dubourdieu, D., 199&niification of 3-mercaptohexyl acetate in
Sauvignon wine, a powerful aromatic compound exinmigpibox-tree odor. Vitis, 35, 207.

Tominaga, T., Peyrot des Gachons, C., Dubourdieul 8. A new type of flavor precursors
in Vitis vinifera L. cv. Sauvignon Blanc: S-cysteine conjugatesridialuof Agricultural and
Food Chemistry 46, 5215-5219.

Torija, M.a.J.s., Beltran, G., Novo, M., Poblet,,NRozas, N., Mas, A., Guillaman, J.M.,
2003. Effect of organic acids and nitrogen soumsealzoholic fermentation: study of their
buffering capacity. Journal of Agricultural and BoGhemistry 51, 916-922.

Toro, M.E., Vazquez, F., 2002. Fermentation behavaf controlled mixed and sequential

cultures ofCandida cantarelliand Saccharomyces cerevisiagne yeasts. World Journal of
Microbiology and Biotechnology 18, 347-354.

238



Urk, H., Bruinenberg, P.M., Veenhuis, M., Scheffadé.A., Dijken, J.P., 1989. Respiratory
capacities of mitochondria @accharomyces cerevisi@BS 8066 andCandida utilisCBS
621 grown under glucose limitation. Antonie Van u@enhoek 56, 211-220.

Van der Walt, J.P., 197@®accharomycesmend. Rees. p 555-718. In J. Lodder (ed), The
yeasts : a taxonomic study'“2d. Elsevier Science Publishers, Amsterdam, Theexiands.

Van der Walt, J.P., Johannsen, E., 1975. The gé&onusglasporaLindner. Counc. Sci. Ind.
Res. Rep. Pretoria 325, 1-23.

Van Dijck, P., Colavizza, D., Smet, P., Theveleiiyl.,, 1995. Differential importance of
trehalose in stress resistance in fermenting andenmenting Saccharomyces cerevisiae
cells. Appl. Environ. Microbiol. 61, 109-115.

Van Vuuren, H.J.J., Jacobs, C.J., 1992. Killer igeasthe wine industry: a review. American
Journal of Enology and Viticulture 43, 119-128.

Vasserot, Y., Christiaens, H., Chemardin, P., Adyak., Galzy, P., 1989. Purification and
properties of a BT-glucosidase ldnseniaspora vineaéan der Walt and Tscheuschner with
the view to its utilization in fruit aroma liberati. Journal of Applied Microbiology 66, 271-
279.

Verduyn, C., Postma, E., Scheffers, W.A., van Djkel.P., 1990. Physiology of
Saccharomyces cerevisiaeanaerobic glucose-limited chemostat culture&eh. Microbiol.
136, 395-403.

Viana, F., Gil, J.V., Genovés, S., Vallés, S., Marares, P., 2008. Rational selection of non-
Saccharomycewine yeasts for mixed starters based on esterdioom and enological traits.
Food Microbiology 25, 778-785.

Viegas, C.A., Rosa, M.F., Sa-Correia, |., Novai$).,J 1989. Inhibition of yeast growth by
octanoic and decanoic acids produced during etl@arfermentation. Appl. Environ.
Microbiol. 55, 21-28.

Villena, M.A., Iranzo, J.F.U., Perez, A.l.B., 20(Beta-glucosidase activity in wine yeasts:
Application in enology. Enzyme and Microbial Teclogy 40, 420-425.

Visser, W., Scheffers, W.A., Batenburg-van der #ed¥.H., van Dijken, J.P., 1990. Oxygen
requirements of yeasts. Applied and environmentafohiology 56, 3785-3792.

Withing, G.C., 1976. Organic acid metabolism of stsaduring fermentation of alcoholic
beverages : a review. Journal of the Institute refiBng 82, 84-92.

Xufre, A., Albergaria, H., Inacio, J., Spencer-Mast I., Girio, F., 2006. Application of
fluorescence in situ hybridisation (FISH) to thealgsis of yeast population dynamics in
winery and laboratory grape must fermentationsrhdtional Journal of Food Microbiology
108, 376-384.

239



Yap, N.A., de Barros Lopes, M., Langridge, P., Héke, P.A., 2000. The incidence of killer
activity of nonSaccharomyceg/easts towards indigenous yeast species of grap&: m
potential application in wine fermentation. JouroBRApplied Microbiology 89, 381-389.

Yarrow, D., 1984.Saccharomycedleyen ex Rees, p 379-395. In N.J.W. Kregger-vagn Ri
(ed), The yeasts : a taxonomic study, 3rd ed. kseScience Publishers B. V., Amsterdam,
The Netherlands.

Yokoigawa, K., Murakami, Y., Kawai, H., 1995. Trédise activity and trehalose content in a
freeze-tolerant yeastJorulaspora delbrueckiji and its freeze-sensitive mutant. Biosci.
Biotechnol. Biochem. 59, 2143-2145.

Yokotsuka, K., Otaki, A., Naitoh, A., Tanaka, H.99B. Controlled simultaneous
deacidification and alcohol fermentation of a haghd grape must using two immobilized
yeasts,Schizosaccharomyces pomdned Saccharomyces cerevisia@m. J. Enol. Vitic. 44,
371-377.

Young, T.W. 1987. The yeasts. Volume 2. Yeaststaaadnvironment.

Yu, J.R., Chung, J.S., Chai, J.Y., 1997. Differ&APD patterns betweeMetagonimus
yokogawaiandMetagonimus Miyataéype. Korean Journal of Parasitology 35, 295-298.

Zagorc, T., Maraz, A., Cadez, N., Jemec, K.P.,iP&e Resnik, M., Nemanic, J., Raspor, P.,
2001. Indigenous wine killer yeasts and their aggion as a starter culture in wine
fermentation. Food Microbiology 18, 441-451.

Zapparoli, G., Reguant, C., Bordons, A., TorriaBi, Dellaglio, F., 2000. Genomic DNA
fingerprinting of Oenococcus oerstrains by pulsed-field gel electrophoresis andloamny
amplified polymorphic DNA-PCR. Current Microbiologyp, 351-355.

Zironi, R., Romano, P., Suzzi, G., Battistutta, Eomi, G., 1993. Volatile metabolites
produced in wine by mixed and sequential culturésHanseniaspora guilliermondior
Kloeckera apiculatandSaccharomyces cerevisid&otechnology Letters 15, 235-238.

Zohre, D.E., Erten, H., 2002. The influencekddeckera apiculateandCandida pulcherrima
yeasts on wine fermentation. Process Biochemisirs39-324.

Zott, K., Miot-Sertier, C., Claisse, O., Lonvaudrel; A., Masneuf-Pomarede, [., 2008.
Dynamics and diversity of noBaccharomycegeasts during the early stages in winemaking.
International Journal of Food Microbiology 125, 1203.

Zott, K., Claisse, O., Lucas, P., Coulon, J., Lard+&unel, A., Masneuf-Pomarede, I., 2010.
Characterization of the yeast ecosystem in grapst mmd wine using real-time PCR. Food
Microbiology 27, 559-567.

Zyl, P.J., Prior, B.A., 1990. Water relations oflym accumulation byZygosaccharomyces
rouxii in continuous culture. Applied Microbiology and B:ghnology 33, 12-17.

240



Liste des publications

¢ Publication scientifique dans revue internationaled comité de lecture

Renault, P., Miot-Sertier, C., Marullo, P., HernaneDrte, P., Lagarrigue, L., Lonvaud-Funel,
A., Bely, M., 2009. Genetic characterization andemptypic variability in Torulaspora
delbrueckiispecies: Potential applications in the wine indudhternational Journal of Food
Microbiology 134, 201-210.

e Communication orale en congres internationaux

P. Renault, M. Marullo, L. Lagarrigue, A. Lonvaud#tfel and M. Bely. Phenotypic
variability in Torulaspora delbrueckiispecies: potential applications in wine industry.
SASEV 4th International conference, Cape Town, Sdéitica, 28-30 July 2009.

¢ Communications affichées en congres internationaux

P. Renault, M. Ehsani, T. Van Der Westhuizen, MlyB&he nonSaccharomyceand their
expression during alcoholic fermentation: the dpecase ofTorulaspora delbrueckiil4th

Australian Wine Industry Technical Conference » ladke, Australia, 3 - 8 July 2010.

P. Renault, C. Miot-Sertier, P. Marullo, L. Laggue A. Lonvaud-Funel, M. Bely. Genetic
characterization and phenotypic variabilityTiorulaspora delbrueckispecies. International

Specialized Symposium on Yeasts ISSY27, Aolt 28@9is, France.
P. Renault, M. Marullo, L. Lagarrigue, A. Lonvaud#tfel and M. Bely. Phenotypic

variability in Torulaspora delbrueckiispecies: potential applications in wine industry.
SASEV 4th International conference, Cape Town, Sdéitica, 28-30 July 20009.

241



e Publication dans revue de vulgarisation

P. Renault, M. Ehsani, M. Bely. Les n8accharomycegt leur expression lors de la
fermentation alcoolique : cas spécifique derulaspora delbrueckii Revue Francaise
d’Oenologie, RFOE n°242 theme vinification, 2010_086.

M. Ehsani, P. Renault, P.K. Bowyer, M. Bely. Norc&saromyces yeasts and their
expression during alcoholic fermentation: the djpecdase ofTorulaspora delbrueckiiThe
Australian and New Zealand Grapegrower and Winemakenual Technical Issue 2010,
p81-87.

242



