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INTRODUCTION

Parmi les altérations microbiennes des vins, la production des phénols volatils par la levure Brettanomyces bruxellensis (B. bruxellensis)
est l'une des plus redoutées par le vinificateur et probablement I'une des plus décriées par le consommateur. En outre, les phénols
volatils ne sont pas les seuls produits de B. bruxellensis qui peuvent nuire a la qualité du vin (Figure 1) et qui font de cette levure
I'ennemi numéro un des vinificateurs soucieux de produire un vin fin, fruité et de qualité.

Initialement isolée de la biére (Clausen, 1905), la description de la levure
Notes sigras cf de picgis B. bruxellensis dans le vin remonte au début de I'cenologie moderne (Agostino, 1950 ;
(Cianni et Ferraro Barret ef al. 1950 ; Peynaud et Domercq, 1956). Mais ce n'est que relativement
1997) récemment que les microbiologistes du vin, sensibilisés par des consommateurs de plus
en plus soucieux de la qualité du produit, se sont penchés sur cette problématique.
Les premiers travaux menés sur la production du 4-éthylphénol et du 4-éthylgaiacol se
sont focalisés sur B. bruxellensis. Rapidement B. bruxellensis fut décrite comme la
seule espece impliquée et son développement dans le vin comme la conséquence
d’une contamination au chai et du non-respect des conditions élémentaires d’hygiéne,
si bien que les chais victimes de B. bruxellensis étaient aussit6t montrés du doigt.

Phénols volatils
Odeurs animales
(Suarez et al. 2006)

Acide acétique

Depuis des études ont démontré que le probleme des « Brett» était commun a de
nombreux domaines malgré les efforts d’hygiéne réalisés. La levure B. bruxellensis fait
partie intégrante du consortium microbiologique cenologique (Medawar, 2003) au
méme titre que I'espéce Saccharomyces cerevisiae par exemple. Les études ont montré
que B. bruxellensis était une levure particulierement résistante aux contraintes
cenologiques comme l'alcool, le SO, et les bas pH.

De plus, elle est peu exigeante d'un point de vue nutritionnel (Uscanga et al. 2000 ;
Medawar, 2003) et s'adapte aussi bien a la présence d’'oxygéne qu'a son absence (Ciani et al. 2003 ; Du Toit et al. 2005). Les
vinifications ol les B. bruxellensis sont totalement absentes sont trés rares, si bien que Il'objectif n‘est plus de navoir aucune
B. bruxellensis dans son vin mais de limiter sa multiplication.

La question de son origine reste toutefois posée. Pour cela plusieurs pistes ont été avancées, et, curieusement une origine au vignoble
a longtemps était délaissée au profit du chai, probablement a cause de la difficulté d'étudier la microflore présente sur le raisin.

Acide décanoique
Odeurs de feutres

(Licker et al. 1997)

Tétrahydropyridines
Odeurs de souris
(Heresztyn 1986)

Figure 1 : Illustration des produits de B.
bruxellensis d'altération des vins.

1. MISE EN EVIDENCE DE BRETTANOMYCES BRUXELLENSIS SUR LE RAISIN

Les bactéries, les levures et les moisissures tapissent en nombre
la surface de la baie de raisin. Cet écosystéme varie selon le
stade de la maturation du raisin, les cépages, les domaines et les
traitements phytosanitaires (Renouf et al. 2005).

Mais de fagon générale, il s'agit d'une microflore trés complexe
et trés diversifiée ol la plupart des groupes bactériens et
levuriens sont présents. Une baie de raisins supporte selon sa
taille, sa maturité et son état sanitaire entre 104 et 106 cellules
microbiennes avec environ autant de cellules de levures que de
cellules de bactéries. Mais les écarts de populations entre les
différentes espéces sont trés importants (Prakitchaiwattana et al.
2004).

La population des especes majoritaires pouvant atteindre 104-
106 cellules par baie, certaines espéces minoritaires ne sont
donc représentées que par une ou quelques dizaines de cellules.
Que l'analyse se fasse par culture, ou les dilutions éliminent les
espeéces minoritaires, ou par biologie moléculaire, ou les
compétitions de matrices d’ADN sont favorables aux especes
dominantes, il est évidemment plus probable de ne détecter que
les espéces majoritaires et de passer a coté des espéces
minoritaires.

C'est probablement pour ces raisons que B. bruxellensis a
longtemps échappé aux microbiologistes qui n‘examinaient que
la flore majoritaire du raisin.



Récemment, des milieux particuliérement adaptés a la croissance
de B. bruxellensis ont été développés. Ils ont permis de mettre
en évidence la présence méme minoritaire de cette levure sur le
raisin par la méthode dite de « I'enrichissement » (Barbin, 2006 ;
Renouf et Lonvaud-Funel, 2007). Bien que minoritaire par
rapport aux espéces de levures du raisin comme Aureobasidium
pullulans et les levures des genres Cryptococcus ou Pichia par
exemple, B. bruxellensis est bien présente a la surface de la baie.
Finalement ce sont toutes les espéces microbiennes du vin : S.
cerevisiae, Oenococcus oeni, Pediococcus parvulus et donc aussi
B. bruxellensis qui sont initialement présentes a la surface de la
baie de raisin. Elles sont minoritaires et incluses au sein d'un
biofilm microbien tres diversifié et encore mal décrit (Renouf et
Lonvaud-Funel, 2006). Il est important de souligner que la
détection de B. bruxellensis n'est pas systématique. Elle est plus
fréquente sur le raisin arrivé a maturité et sur les baies abimées
et il existe des différences de fréquence de détection selon les
parcelles étudiées. Méme si ces différences ne sont pas
significatives et peuvent résulter d’un biais lors de I'analyse, elles
laissent supposer une présence hétérogéne de B. bruxellensis au
vignoble.

Dans tous les cas, la détection de B. bruxellensis sur le raisin ne
permet de répondre qu’en partie a la question de son origine
dans le vin. En effet, on détecte B. bruxellensis sur le raisin mais
également dans le bois des barriques, a la surface des cuves,
dans I'air des caves et méme a la surface des insectes (Licker et
al., 1997 ; Chatonnet, 1999 ; Connell et al., 2002 ; Barbin 2006 ;
Renouf et al., 2006). Quel est parmi ces écosystémes celui qui
constitue la premiére source de B. bruxellensis (Figure 2).

Les insectes
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Le chai et le matériel vinicole

Figure 2 : Différentes origines possibles des Brettanomyces
dans les vins.

Pour répondre a cette question il est nécessaire d'avancer dans
l'identification des isolats de B. bruxellensis et de se placer au
niveau des souches (Figure 3).

Taxonomie levures
microbienne
Distinction de plus en
plus sensible entre les

cellules

Groupe : les Ascomycétes
Classe : les Saccharomycétes
Ordre : les Saccharomycetales
Genre : les Brettanomyces
Espéce: Br bruxell
Souche: plus petite entité possible de disti

Figure 3 : Illustration de la classification des microorganismes ; au
sein de I'espece B. bruxellensis, des milliers de souches doivent
exister

des microorg

Le développement de nouvelles techniques de biologie
moléculaire et l'avancée des connaissances du génome levurien
ont permis de développer des méthodes efficaces destinées a
I'identification des microorganismes du vin. Les microorganismes
d'altération, y compris B. bruxellensis, ont fait l'objet d’une
attention toute particuliére (Ibeas et al., 1996 ; Delaherche et
al., 2004). Récemment, Miot-Sertier et Lonvaud-Funel (2006) ont
développé une méthode de restriction enzymatique suivie d'une
électrophorése en champ pulsé destinée a différencier les
souches de B. bruxellensis. Cette méthode particulierement
sensible fournit un profil unique et original pour chaque souche.
Le typage de plusieurs dizaines d'isolats de B. bruxellensis a
confirmé des différences génétiques entre des B. bruxellensis
d'origines différentes (Miot-Sertier et al., 2006 ; Renouf et al.,
2006) (Figure 4).
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Figure 4 : Illustration du typage des souches de B.bruxellensis par
REA-PFGE (M : marqueur de taille et de I a IX résultats obtenus
pour différents isolats de B. bruxellensis).

Des comparaisons de souches isolées sur raisins, dans le mo(t
durant les fermentations puis dans le vin, ainsi qu‘a la surface du
matériel vinicole et dans des bouteilles de vieux millésimes, ont
été réalisées. Dans un méme domaine, des souches présentes
sur le raisin se retrouvent dans le vin (Renouf et Lonvaud-Funel,
2006). L'origine des souches d’altération au vignoble, en amont
du chai, est donc démontrée.



2. CORRELATION ENTRE LA PRESENCE DE B. BRUXELLENSIS
SUR LE RAISIN ET LES RISQUES D'ALTERATIONS DES VINS

A chaque vendange, le raisin transporte les B. bruxellensis du
vignoble au chai. Apres le foulage des baies, une sélection des
microorganismes les plus adaptés aux conditions oenologiques
(sucre, SO2, pH, éthanol...) s'opere. Au laboratoire, des
différences de cinétiques de dégradation des sucres et de
capacité de multiplication a différents pH, TAV et doses de SO,
libre ont clairement été mises en évidence entre les souches de
B. bruxellensis (Barbin, 2006 ; Renouf, 2006).

Durant les fermentations, le mo(t riche en substrats devient le
vin carencé et concentré en éthanol. Certaines souches sont
éliminées, d'autres plus résistantes du fait d’'un patrimoine
génétique particulier peuvent survivre, et, méme, se multiplier.
Des interactions probables avec les principaux microorganismes
des fermentations : S. cerevisiae pour la fermentation alcoolique
(Renouf et al., 2006) et O. oeni pour la fermentation
malolactique (Gindreau et Augustin, 2006) doivent également
participer a I'évolution de la diversité des souches de B.
bruxellensis.

Mais dans tous les cas, cette diversité diminue progressivement.
Parmi les souches détectées dans le mo(t, puis dans le vin,
certaines sont clairement identiques a celles détectées a la
surface du raisin et certaines sont également détectées a la
surface des cuves et des barriques, mais uniquement du matériel
usagé (Renouf et al. 2006).

Aucun travail ne rapporte la détection de B. bruxellensis a la
surface de matériel vinicole neuf avant son premier contact avec
le vin, ce qui laisse penser que ce sont les souches du vin qui

sont capables de coloniser la surface du matériel au fur et a
mesure de son utilisation.

Le matériel vinicole n’est pas en soi une source de
contamination, c’est le non respect des régles élémentaires
d’hygiéne (lavage, séchage, méchage, etc.). Finalement, parmi
les B. bruxellensis présentes sur la baie de raisin certaines
persistent dans le mo(it et dans le vin si bien qu’elles peuvent
ensuite coloniser le chai et le matériel vinicole.

L'homologie des souches isolées de bouteilles produites lors de
différents millésimes sur un méme domaine confirment cette
hypothése (Figure 5).

De plus, ces souches seraient spécifiques des vignobles ce qui
expliquerait pourquoi les souches de B. bruxellensis isolées, des
vins different d’'un chai a I'autre (Renouf et al., 2006).
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Figure 5 : Illustration de la sélection des souches B. bruxellensis

au chai

3. VARIABILITE DE B. BRUXELLENSIS AU VIGNOBLE
ET CONSEQUENCES AU CHAI

Au cours de plusieurs campagnes de suivis dans un vignoble du
Sud-Ouest (2001 a 2004), 24 isolats parmi la centaine recueillis a
partir d’échantillons de raisins de différentes parcelles et de vins
en cours de fermentation ont été soumis a des tests
supplémentaires.

Une identification par PCR-ITS spécifique (Guillamon et al., 1998)
permet en premier lieu de confirmer I'appartenance de ces 24
isolats a l'unique espece Brettanomyces bruxellensis. Le typage
de ces 24 isolats par restriction enzymatique en champ pulsé
(Barbin, 2006) a permis de distinguer 23 souches différentes,
c'est-a-dire presque autant que d'isolats.

Ce premier résultat montre I'existence sur un vignoble étendu
d’une diversité des souches présentes sur baie, et au chai. Ces
études de dépistage et de suivis mettent en avant I'absence de
souches dominantes sur un site donné pour un millésime donné.

Contrairement aux résultats présentés par Mitrakul et al. (1999)
faisant état d'une contamination par une seule souche
(contamination monosouche) dans une cave donnée alimentée
par un vignoble de faible étendue, nous avons affaire a une
contamination multi-souches dans la cave que nous avons
considérée.

Outre I'effet probable de la méthode utilisée, la méthode retenue
par Mitrakul et al. (1999) serait moins discriminante que la
discrimination par REA-PFGE, nous retenons alors qu’il peut
exister une variabilité du mode de contamination, fonction de
plusieurs éléments parmi lesquels I'’étendue et la diversité propre
provenant du vignoble.

Le vignoble étudié qui a révélé cette importante diversité des
souches de B. bruxellensis est trés étendu (2 000 hectares en
production principalement dédiés au rouge) et les cuves de
vinifications trés volumineuses (pouvant atteindre 450 hL et
fournissant une cuverie totale de 250 000 hL disponibles). Dans
des domaines bordelais moins vastes et qui utilisent des plus
petites cuves de vinification (entre 5 hL et 30 hL) pour assurer
des vinifications parcellaires, la diversité est moins élevée et,
dans la plupart des cas, une ou deux souches sont majoritaires a
la fin des fermentations (Figure 6).

Ces souches résistantes différent néanmoins généralement d'un
lot a l'autre suivant l'origine au vignoble. La compréhension des
causes et des conséquences de cette diversité des souches de
B. bruxellensis et la corrélation entre le vignoble et la cuve de
fermentation est tres intéressante.



Nombre de profils de REA-PFGE de souches de
Brettanomyces bruxellensis
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Figure 6 : Evolution du nombre de profils de REA-PFGE des
souches de B. bruxellensis lors d’un lot de cabernet-sauvignon
vinifié en 2005 dans une cuve de 12 hl

Par ailleurs, des travaux menés sur des parcelles cibles montrent
par la présence préférentielle de B. bruxellensis a la surface de
baies abimées fortement colonisées par des insectes (Barbin et
al. 2007). Ces derniers (mouches, guépes, etc.) se présentent
alors comme des vecteurs potentiels d'apport et de dispersion de
microorganismes parmi lesquels la levure redoutée. Des levures
et des bactéries sont détectées a leur surface dans leur duvet de
poils mais aussi dans leur systéme digestif (Stevic, 1962).

Avec leur origine sur les différentes parcelles, les souches qui
se développeront en cours de campagne dans le chai présentent
une variabilité désormais démontrée. Neuf souches isolées au
cours de vinifications dans des lots de vins contaminés ont été
étudiées en laboratoire. Des fermentations sur milieux
synthétiques de type vin en fin de fermentation alcoolique
montrent alors une trés grande diversité de comportement. Ainsi
neuf profils cinétiques sont retenus, différant tant par les
populations maximales atteintes (Tableau 1) au bout de
1 400 heures que par les phases de croissances nécessaires pour
y arriver (Figure 7). Certaines souches ne présentent qu'une
unique phase classique de croissance alors que d'autres se
caractérisent par une croissance en deux étapes bien marquées.

Population finale

Souche Biomasse finale (g/L) (10° cellules/mL)

B 1,88 136
D 1,35 90
H 2,6 70,4
o 1,55 157
Q 1,54 143,3
S 0,68 140,1
Vv 2,08 63,8
W 0,5 81,6
X 0,94 107

Tableau 1 : Biomasse et population finale aprés 1 400 heures
de culture sur milieu synthétique pour 9 souches B. bruxellensis.

population totale (10 ¢ cell/mL)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
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Figure 7 : Profil de croissances sur milieu synthétique type vin
fin FA, de 9 souches de B. bruxellensis.

Paramétre trés important d'un point de vue cenologique, la
production d’éthyl-phénol s'avére également étre un élément
variant considérablement d’une souche a l'autre. (Tableau 2).

Concentration maximale
en 4EP (mg/L)

2,59
2,773
0,35
2,762
1,905
2,088
0,453
2,749
1,228

Souche

X = < W O O I U w

Tableau 2: Production maximale en milieu synthétique de
4 éthyl-phénol (4EP) a parti de 5 mg/L d’acide para-coumarique.

Certaines souches sont alors de trés fortes productrices de
phénols volatils alors que d’autres n’en sont que trés faibles
productrices, bien qu'ici les teneurs dosées soient supérieures
aux seuils de détection couramment utilisés dans le vin (mais ici
le milieu avait été additionné d'une quantité relativement
importante en acide coumarique qui est le précurseur de la
réaction afin de se placer en condition de non-limitation par le
substrat et forcer la capacité intrinseque de production).

Nous comprenons au regard de ces résultats que la diversité au
sein de souches contaminantes est problématique en ce sens ou
elle peut rendre difficile et dangereuse toute généralisation des
comportements et des développements en cours de vinification.
De fait, il devient illusoire de proposer une unique méthode (ou
méthode universelle) de lutte contre la contamination par
Brettanomyces.

La gestion au chai de cette levure doit alors intégrer le contexte
méme de la contamination et s'adapter aux souches présentes.



CONCLUSION

Longtemps ignorée ou mise de coté, une origine de B. bruxellensis, en amont du chai, sur le raisin, est maintenant clairement
démontrée. Evidemment, ces résultats ne doivent pas restreindre les efforts d’hygiéne au chai et de désinfection des fits entre leurs
utilisations mais ils démontrent néanmoins que B. bruxellensis est une levure naturellement présente dans le vin et que sa présence ne
découle pas uniquement de mauvaises conditions de travail. Sur les raisins, au moment des vendanges, la détection de certaines
souches est corrélée a leur présence dans le vin et a des altérations constatées par les phénols volatils. Les différences de souches
entre les parcelles et méme au sein de ces derniéres sont tres intéressantes. Elles laissent présager qu’une analyse du raisin lors de la
vendange pourrait permettre de prédire les risques de contamination durant les vinifications. Pour cela les nouvelles techniques
moléculaires mises au point, comme la PCR quantitative, sont trés avantageuses car elles permettent une analyse sensible et rapide de
la mise en évidence de la présence de B. bruxellensis et du dénombrement des cellules. Elles assureraient une bonne réactivité en
s'approchant le plus prés possible de la récolte.

Si la fréquence de détection des B. bruxellensis est hétérogene au vignoble cela signifierait que certaines parcelles pourraient étre plus
sensibles que d’autres, ce qui aménerait a plus d'attention et de contrdles lors de leur vinification. La compréhension des causes et des
conséquences de cette diversité est fondamentale. Elle implique une meilleure caractérisation de I'’écosystéme microbien de la baie de
raisin, ce qui pourrait également conduire a la mise au point de traitement préventif de la récolte. Des efforts doivent également étre
menés pour mieux caractériser les différences fonctionnelles entre les souches de B. bruxellensis. 1l est évident que les souches qui sont
les plus résistantes aux conditions cenologiques et/ ou qui ont les plus fortes capacités de production des phénols volatils sont les plus
préjudiciables. La encore, des corrélations a confirmer entre ces redoutables souches et des origines préférentielles sur certaines
parcelles pourraient fournir des indications sur les lots a vinifier avec le plus grand soin. Une meilleure caractérisation de la diversité des
B. bruxellensis au vignoble permettrait de ne plus subir le risque de B. bruxellensis mais de le prévoir et de l'anticiper. Des études
devront également étre menées pour avancer dans la modélisation des matrices chimiques et microbiologiques des vins afin de fournir
des modéles susceptibles d’évaluer les risques de contamination apres les fermentations lorsque le systéme est plus stable.

Des travaux devront également étre menés au niveau moléculaire pour comprendre le mécanisme de production des phénols volatils.
D’un point de vue physiologique, I'intérét de ces transformations est encore I'objet d'interrogations. Deux hypothéses principales tentent
d’expliquer pourquoi B. bruxellensis catabolise les acides hydroxycinnamiques. La premiére affirme que la levure puise de I'énergie a
partir de cette décarboxylation / réduction sous la forme d'un gradient d'électrons permettant la production d’ATP. La seconde théorie
plaide pour une réaction de détoxification car il est fréquent que les cellules microbiennes dégradent des composés inhibiteurs pour se
protéger. B. bruxellensis dégraderait les acides phénoliques par décarboxylation pour les éliminer car ces composés sont toxiques pour
la cellule puisqu'ils altérent la membrane plasmique en s'intercalant entre les phospholipides et diminuent les fonctions essentielles de
cette derniére. Une combinaison de ces deux hypothéses peut également étre suggérée.

Une meilleure caractérisation des interactions avec la matiére premiére, le raisin et sa composition : nature et concentration des
substrats doit également étre considérée. Finalement, tous ces paramétres devront étre pris en compte pour améliorer la compréhension
de la « problématique Brett » et permettre de proposer des réponses précises et efficaces aux interrogations des vinificateurs.
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