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Titre : Interactions entre levures Saccharomyces cerevisiae et non-
Saccharomyces en vinification. Incidence de facteurs de I’environnement.

Résumé :

Les levures non-Saccharomyces, naturellement présentes dans les mo(ts, peuvent impacter positivement
ou négativement la qualité des vins. Depuis quelques années |'utilisation de cultures mixtes, comme starters,
associant une souche de Saccharomyces cerevisiae et une souche d’une autre espéce est proposée aux
cenologues. C’est le cas du couple S. cerevisiae/Torulaspora delbrueckii. L’étude des interactions entre la
souche T. delbrueckii Zymaflore Alpha et S. cerevisiae Zymaflore X5, de la société Laffort, a été réalisée. Les
fermentations alcooliques ont été effectuées dans un réacteur a double compartiment permettant la
séparation physique des levures tout en conservant I’hnomogénéité du milieu de culture. Les résultats ont mis
en évidence que la séparation impacte la croissance des 2 souches suggérant |'existence d’interactions de
type cell-cell contact entre ces 2 souches. Si une grande majorité de praticiens utilise désormais les levures
sélectionnées, certains ont fait le choix de favoriser les populations autochtones de levures S .cerevisiae et de
levures non-Saccharomyces. L'incidence de deux facteurs de I'environnement a été étudié sur un mélange de
5 especes de non-Saccharomyces (T. delbrueckii, Metschnikowia spp., Candida zemplinina, Hanseniaspora
uvarum, Pichia kluyveri) et de 2 souches de S. cerevisiae (une a phase de latence courte, une a phase de
latence longue) en cultures pures et en mélange. L'inoculation de la souche de S. cerevisiae a phase de
latence longue dans un mo(t saturé en CO, permet de stimuler les levures non-Saccharomyces d’intérét (T.
delbrueckii/P. kluyveri) tout en inhibant les espéces indésirables (H. uvarum, C. zemplinina).

Mots clés : Vin, non-Saccharomyces, interactions, CO,, lipides

Title : Interactions between S. cerevisiae and non-Saccharomyces yeasts in
winemaking. Impact of environmental factors.

Abstract :

Non-Saccharomyces vyeasts, naturally found in grape must, can impact wine quality positively or
negatively. In recent years, the use of mixed cultures as starters (association of S. cerevisiae species and other
species) such as the couple Saccharomyces cerevisiae/Torulaspora delbrueckii is proposed to winemakers.
Interactions between these two species have been studied with two commercial strains, T. delbrueckii
Zymaflore Alpha and S. cerevisiae Zymaflore X5 (Laffort). Alcoholic fermentations were carried out in a
fermentor with double compartment allowing a physical separation of yeasts and preserving the homogeneity
culture medium. The results highlighted that the physical separation impacts the growth of both strains,
suggesting interactions of type cell-cell contact between these two strains. If a large majority of winemakers
use selected yeats strains, some of them chose to favour native yeasts, S. cerevisiae species and non-
Saccharomyces species. The impact of two environmental factors was investigated on 5 non-Saccharomyces
species (T. delbrueckii, Metschnikowia spp., Candida zemplinina, Hanseniaspora uvarum, Pichia kluyveri) and
two strains of S. cerevisiae (one with short fermentation lag phase, one with long fermentation lag phase), in
pure and mixed cultures. The inoculation with S. cerevisiae with a long fermentation lag phase in a must
saturated with CO, allowed to stimulate some of non-Saccharomyces which present an interest in
winemaking (7. delbrueckii/P. kluyveri) and inhibit the undesirable ones (H. uvarum, C. zemplinina).

Keywords : Wine, non-Saccharomyces, interactions, CO,, lipids
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Introduction

La fermentation « spontanée » avec les levures indigénes du raisin était la seule technique
pratiquée au début du vingtieme siécle. Mal maitrisée, elle laissait le champ libre a de multiples
complications. De trés nombreux travaux ont été consacrés a l'identification et a I'évolution des
especes de levures au cours de cette fermentation. Tous montrent que Saccharomyces cerevisiae
est 'agent principal de la fermentation alcoolique, méme si d’autres levures, notamment les levures
non-Saccharomyces, y participent. Les premiers levains industriels proposés pour |'élaboration du
vin appartenaient donc logiquement a l'espece S.cerevisiae. lls étaient conditionnés en pates
liquides, limitant leur conservation et donc leur développement sur le marché. Puis, dans les années
80, leur conditionnement a évolué sous forme de vermicelles déshydratés ou « levures seches
actives » (LSA), plus faciles d’utilisation. Le nombre de levures cenologiques disponibles sur le
marché n’a alors cessé d’augmenter. En 2007, plus de 250 souches cenologiques, essentiellement
de I'espéce S.cerevisiae, étaient proposées sur le marché francais. Les levures industrielles sont
sélectionnées sur leurs propriétés fermentaires mais également pour leurs incidences
organoleptiques. Le levurage avec S.cerevisiae, sous forme de LSA permet de mieux maitriser le
déroulement de la fermentation alcoolique et d’éviter le développement d’une flore d’altération
qui peut étre a I'origine de déviations organoleptiques.

Cependant, depuis les années 1985-1990, I'émergence de la biologie moléculaire a rendu plus
accessible I'identification des levures non-Saccharomyces. Depuis, de nombreuses études ont décrit
leurs propriétés en cenologie : impact aromatique, potentiel enzymatique... Elles peuvent ainsi
impacter négativement ou positivement les qualités organoleptiques des vins. Dans ce contexte,
une sélection de nouvelles souches a utiliser en association avec S.cerevisiae (multi-starters) s’est
développée il y a une dizaine d’années. Actuellement, cing especes (Torulaspora delbrueckii,
Metschnikowia pulcherrima, Lachancea thermotolerans, Schizosaccharomyces pombe et Pichia
kluyveri) sont proposées sur le marché européen.

Si une grande majorité de praticiens utilise désormais les levures sélectionnées pour sécuriser
la fermentation et orienter la composante aromatique, depuis quelques années, pour des raisons
culturelles ou médiatiques, un nombre croissant de professionnels (agriculteurs biologiques ou pas)
fait le choix de favoriser les populations autochtones de levures, de I'espéce S.cerevisiage ou
d’autres genres de levure. lls critiquent I'uniformisation organoleptique liée a une simplification de
la flore levurienne par un apport exogéne d’un clone de S. cerevisiae. Afin d’éviter les inconvénients

liés a ce type de pratique, déja décrits il y a 30 ans (accidents fermentaires et déviations



organoleptiques), il est nécessaire de rechercher les facteurs pouvant influencer le développement
des levures afin de favoriser les espéces d’intérét et de ralentir la croissance des levures

indésirables, tout en maitrisant la fermentation alcoolique.

La premiere partie de ce travail avait pour objectif de mieux comprendre les phénomenes
d’interactions lors de l'utilisation de multi-starters (S. cerevisiae et les levures non-Saccharomyces)
au cours de la fermentation alcoolique, en prenant comme modeéle le couple Torulaspora
delbrueckii/Saccharomyces cerevisiae. Les interactions entre T. delbrueckii et S. cerevisiae lors de
co-inoculation en fermenteur double compartiment ont déja été étudiées au laboratoire (Renault et
al., 2013). Ces travaux ont permis de mettre en évidence la mort précoce de T. delbrueckii lorsque
les deux especes sont cultivées en mélange, suggérant I'existence d’interactions impliquant le cell-
cell contact. Afin d’approfondir les connaissances sur les interactions entre ces deux especes, de
nouveaux essais ont été réalisés et plusieurs modifications ont été apportées par rapport aux
travaux précédents. Tout d’abord, méme si il s’agit des mémes espéces, le couple de souches utilisé
est différent. Ici, les deux souches utilisées, commercialisées par la société Laffort qui a financé ce
travail, étaient T. delbrueckii Zymaflore Alpha et S. cerevisiae Zymaflore X5. Le rapport d’inoculation
de 20 :1 en faveur de T. delbrueckii appliqué lors de nos fermentations a été choisi pour permettre
une croissance de cette derniere, ce qui n’avait pas été observé auparavant. Contrairement aux
essais précédents, I'ensemble des fermentations est réalisé en mo(t et non en milieu synthétique
ce qui nous a permis d’analyser la composition en esters et en thiols volatils du vin.

Les essais ont été effectués dans un réacteur a double compartiment développé au laboratoire
(Renault et al., 2013). Une membrane centrale semi-perméable permet de séparer les deux
compartiments du fermenteur. Les deux espéces peuvent alors étre cultivées séparément ou en
mélange tout en ayant un milieu de culture homogéne entre les deux compartiments. La
comparaison de ces deux types de cultures mixtes entre elles et par rapport aux cultures pures a
permis de mieux comprendre les interactions entre ces deux espéces. De plus, afin de déterminer
guels mécanismes moléculaires sont impliqués lors des interactions entre ces deux especes, une

analyse protéomique a été inclue dans cette étude.

Dans la deuxiéme partie, nous avons étudié l'incidence de facteurs environnementaux sur le
développement des levures (S. cerevisiae et non-Saccharomyces). Plusieurs études ont mis en
évidence que les populations de levures au cours de la fermentation alcoolique peuvent étre
influencées par de nombreux facteurs physico-chimiques (pH, température, addition de SO,,
turbidité... ) et le type de vinification (macération a froid...) (Albertin et al., 2014a; Andorra et al.,

2011; Mendoza et al., 2008; Pretorius, 2000; Zott et al., 2008). Dans ce travail deux facteurs



environnementaux ont été étudiés: I'impact de la supplémentation de produits commerciaux a base
de dérivés de levures et la saturation du mo(t en CO, avant le démarrage de la fermentation
alcoolique.

La réglementation autorise la supplémentation du vin avec des produits commerciaux dérivés
de levures (autolysats, écorces, levures inactivées) sauf en vinification biologique. Ces produits
utilisés en vue d’améliorer la viabilité et le métabolisme des levures sont riches en nutriments et
particulierement en acides gras et en stérols. Cependant, leur impact précis sur le développement
des levures et, en particulier, sur les levures non-Saccharomyces n’est pas connu.

Lors du démarrage de la fermentation alcoolique (spontanée ou inoculée) la concentration en
CO, dissout dans le mo(t augmente progressivement jusqu’a atteindre une valeur de 1,2 g/L
correspondant a la saturation, puis il y a dégagement du CO,. Nous avons souhaité étudier I'impact
de cette saturation sur le démarrage de la croissance et de la fermentation alcoolique de
différentes especes de levures, jusqu’ici jamais étudié. L’objectif ici était de déterminer s’il y a des
différences de sensibilité vis a vis du CO, en fonction des espéces et donc s’il était possible de
favoriser les espéces non-Saccharomyces d’intérét et de ralentir la croissance des levures
indésirables, tout en sécurisant la fermentation alcoolique avec S. cerevisiae.

Pour cette étude, 5 especes de levures non-Saccharomyces ont été retenues : Hanseniaspora
uvarum, Candida zemplinina (espéces majoritaires dans les modts), Metschnikowia pulcherrima,
Torulaspora delbrueckii et Pichia kluyveri (especes minoritaires). A ce dispositif deux levures
S. cerevisiae ont été ajoutées : I'une ayant une aptitude a démarrer rapidement la fermentation
alcoolique (a phase de latence courte) et I'autre a phase de latence longue. La présence de
S. cerevisiae est indispensable afin d’assurer le bon déroulement de la fermentation alcoolique.

L'impact du CO,; et /ou de la supplémentation du mo(t a dans un premier temps été étudié en
cultures pures, puis sur un mélange constitué des 5 espéces de non-Saccharomyces dans des
proportions représentatives de celles retrouvées dans les mo(ts. L'effet de I'inoculation avec S.
cerevisiae sur le mélange d’espéces a également été étudié, mettant en évidence I'existence
d’interactions entre les espéeces. L'objectif principal de I'étude était de rechercher les conditions
(saturation en CO,, composition en lipides du mo(t, souche de S. cerevisiae utilisée...) permettant
de stimuler les especes de non-Saccharomyces présentant un intérét en cenologie tout en limitant

le développement des espéces indésirables et en sécurisant la fermentation alcoolique.



Etude bibliographique

1 Les levures en oenologie

La fermentation alcoolique du moQt de raisin est un processus complexe impliquant le
développement de différentes especes de levures. Si une grande variété d’especes est observée,
seule une dizaine de genres, en proportions variables, est retrouvée dans les grandes régions

viticoles du monde.

1.1 Origine des levures du moiit

D’apres Barata et al. (2012), les levures associées au raisin et au mo(t peuvent étre classées en
3 catégories : les espéces oligotrophes oxydatives (Aureobasidium pullulans, Cryptococcus spp.,
Rhodotorula spp.), les especes copiotrophes oxydatives (Candida spp.) ou a pouvoir fermentaire
modéré (Candida spp., Hanseniaspora spp., Pichia spp., Metschnikowia spp.) et les especes
fermentaires (Candida zemplinina, Torulaspora spp., Zygosaccharomyces spp., Lachancea spp.,
Pichia spp., Saccharomyces spp.). Les levures retrouvées dans les mo(ts peuvent provenir des baies
de raisin mais on souligne de plus en plus le réle de I'environnement du chai et du matériel

vitivinicole (Henschke and Jiranek, 1993).

1.1.1 Vigne et baie de raisin

Les levures retrouvées sur les baies de raisin sont majoritairement des non-Saccharomyces
(Fleet et al.,, 2002). Différentes études ont mis en évidence que les genres Rhodotorula,
Cryptococcus ainsi que |I* espéce A. pullulans sont prédominants au niveau des feuilles et de I'écorce
de la vigne (Davenport, 1974; Sabate et al., 2002). Les raisins verts ne contiennent que de faibles
quantités de levures, 10 & 10° UFC/g. Les genres Cryptococcus, Rhodotorula et Candida sont
principalement retrouvés (Fleet, 2003). La faible abondance de nutriments sur ces substrats favorise
le développement des levures oligotrophes oxydatives. Au cours de la maturation, une fragilité de la
peau des grains de raisins peut apparaitre et entrainer la libération de jus sucré, méme si les baies
paraissent intactes, favorisant le développement d’especes au pouvoir fermentaire modéré
(Davenport, 1974; Fleet, 2003; Sabate et al., 2002). La maturation des baies conduit donc a une
augmentation de la population totale et de la diversité. Ainsi, la quantité de levures retrouvée en
surface des raisins sains & maturité atteint 10* 3 10° UFC/g (Barata et al., 2012; Combina et al.,

2005; Li et al., 2010). Hanseniaspora uvarum (ou sa forme anamorphe Kloeckera apiculata), est



définie par de nombreux auteurs comme l'espece prédominante a la surface des baies et peut
représenter jusqu’a 75% des levures totales isolées (Barata et al., 2012; Fleet et al., 2002). Les
genres Candida et Metschnikowia sont également fréquemment retrouvés.

L'espéce Saccharomyces cerevisiae, qui est I'agent principal responsable de la fermentation
alcoolique, est trés rarement isolée des baies saines, méme a maturité. Sa fréquence d’isolement
est inférieure a 1% chez les raisins sains mais peut atteindre 25% en présence de baies « abimées »

ou au stade de sur-maturation (Martini, 1993; Mortimer and Polsinelli, 1999).

1.1.2 Matériel et environnement du chai

Une plus grande diversité est observée dans les mo(ts que sur les baies a maturité. En effet, si
la majorité des espéces présentes sur baies est retrouvée dans les molts, de nouvelles especes sont
souvent détectées. Ces derniéres proviennent généralement de I'environnement du chai et du
matériel. De plus, les concentrations élevées en sucres éliminent les espéces oligotrophes
oxydatives (Aureobasidium pullulans, Cryptococcus spp., Rhodotorula spp.) (Jolly et al., 2003a).

S. cerevisiae est fréquemment isolée de I‘environnement du chai et du matériel vitivinicole.
Différentes études ont mis en évidence qu’une méme souche de S. cerevisiae peut étre isolée d’un
chai durant plusieurs années et réaliser la fermentation alcoolique du modQt, sans avoir été détectée
au niveau de la baie de raisin. Certaines levures non-Saccharomyces sont également retrouvées en

faible proportion (Constanti et al., 1997; Vaughan-Martini and Martini, 1995).

1.2 Dynamique et diversité des populations de levures au cours de la fermentation

alcoolique

La population de levures totales retrouvée dans les mo(ts est généralement comprise entre 10*
et 10° UFC/mL (jusqu’a 107 dans les vins liquoreux) et atteint un maximum d’environ 10® UFC/mL au
cours de la fermentation alcoolique. En début de fermentation alcoolique, la proportion entre les
levures non-Saccharomyces et S. cerevisiae varie en fonction de différents facteurs. Cependant, de
la méme facon que sur les baies a maturité, les non-Saccharomyces sont généralement majoritaires
(Combina et al., 2005; Jolly et al., 2003a; Li et al., 2010; Martini et al., 1996; Povhe Jemec et al.,
2001). Ainsi, les premieres heures de la fermentation alcoolique sont propices pour isoler et
détecter les levures non-Saccharomyces souvent retrouvées en forte proportion dans les modts
(Henschke and Jiranek, 1993). Les levures appartenant aux genres Hanseniaspora et Candida sont
majoritairement isolées et peuvent représenter jusqu’a 90% de la population totale. Les espéces les

plus fréquemment rencontrées sont Hanseniaspora uvarum, Candida zemplinina (récemment



renommée Starmerella bacillaris) et Candida stellata. L'espéce Metschnikowia pulcherrima est
traditionnellement présente dans les moQts a des niveaux de populations inférieurs aux genres
précédents (2-10% de la population totale). Enfin, de nombreuses espéeces de levures minoritaires
peuvent étre isolées des molts parmi lesquelles : Torulaspora delbrueckii, Pichia kluyverii, Pichia
membranifasciens,  Pichia  anomala, Issatchenkia  orientalis, Issatchenkia terricolae,
Zygosacchoromyces bailii, Debaromyces hansenii...(Baleiras Couto et al., 2005; Combina et al., 2005;
Li et al., 2010; Zott et al., 2008).

Puis du fait de nombreuses modifications du milieu au cours de la fermentation (augmentation
de la concentration en éthanol, limitation du substrat, toxicité du milieu, dégagement de chaleur du
fait du développement de S. cerevisiae (Goddard, 2008; Salvadé et al., 2011)), S. cerevisiae devient
majoritaire et termine la fermentation alcoolique. Certaines levures non-Saccharomyces peuvent
étre retrouvées en faible quantité en fin de processus, particulierement H. uvarum (Baleiras Couto

et al., 2005; Povhe Jemec et al., 2001; Zott et al., 2010).

Les niveaux de populations des levures sur la baie au cours de la vinification sont influencés par
plusieurs facteurs notamment les caractéristiques du vignoble, les conditions climatiques, les
méthodes de vinification...

L'hypothese que la typicité du vin soit liée au microbiote spécifique de la région de production a
été évoquée a de nombreuses reprises. Néanmoins a ce jour, aucune étude n’a permis de mettre
clairement en évidence l'existence d’espéces ou de souches représentant une signature du
« terroir ». En effet, les populations subissent des fluctuations naturelles d’apparition et de
disparition au cours du temps mais aucune souche commune a tous les sites d’'une méme région
viticole n’a été retrouvée. Si le cépage n’a pas d’influence sur la composition des populations de
levures, d’autres caractéristiques du vignoble ont un impact plus marqué notamment I'age et la
taille des vignes. Ainsi, une augmentation de la diversité est observée lorsque I'adge et la taille du
vignoble augmentent (Barata et al., 2012).

Plusieurs études ont mis en évidence que les différences observées au niveau des populations
présentes a la surface des baies semblaient étre liées a des modifications climatiques survenant a
I'approche des vendanges mais le sens d’évolution des populations reste difficile a prédire. Ainsi,
(Combina et al., 2005) et (Cade? et al., 2010) ont montré qu’une augmentation des précipitations,
était liée a une augmentation de la population totale. Ce phénomeéne peut s’expliquer par une
augmentation de la disponibilité des nutriments en surface des baies. D’'une part, I'augmentation
du volume des baies du fait de la pluie au cours de la maturation favorise la libération de jus sucré,
et, d’autre part, I'action de I'eau a la surface induit I'exosmose de petites molécules (Brown, 1915).

En revanche, Comitini and Ciani (2006) ont mis en évidence que lors de précipitations importantes



la population de levures en surface des baies peut étre jusqu’a 10 fois plus faible par rapport aux
autres années.

Des précipitations importantes impliquent souvent une augmentation de [l'utilisation de
pesticides, particulierement de fongicides. Cela entraine généralement une diminution de la
population levurienne totale en surface des baies et une diminution de la diversité, favorisant le
développement des levures a pouvoir fermentaire modéré telles que M. pulcherrima, C. stellata et
H. uvarum. L'impact des fongicides sur la diversité de S. cerevisiae dans les mo(ts et sur ces
capacités fermentaires reste limité (Ganga and Martinez, 2004; Guerra et al., 1999; Jolly et al.,

2003a).

1.3 Méthodes d’études des populations de levures

1.3.1 Techniques culturales et microscopiques

Historiquement, les techniques culturales ont été trés utilisées pour étudier les populations

microbiennes (milieux gélosés, identification par observations microscopiques et biochimiques).

Cependant, bien qu'ayant fourni de nombreuses informations, ces méthodes de microbiologie
« classique » ont montré leurs limites concernant l'analyse des populations microbiennes
complexes. En effet, ces méthodes sont notamment longues et présentent un risque de
contamination élevé. Le développement des méthodes moléculaires a contribué a développer les
connaissances concernant les populations de levures du raisin et du moQt, aussi bien

gualitativement que quantitativement.

1.3.2 Techniques de biologie moléculaire

L'analyse de la diversité d'une population microbienne complexe implique I'utilisation de
différents outils de biologie moléculaire tels que I'amplification d’ADN, le séquencage ou encore la

digestion d’ADN par des enzymes de restriction.

Le séquencage de la région variable D1/D2 de I’ADN ribosomique 26S de la levure est une
méthode largement utilisée (figure 1). La séquence cible (600 nucléotides) est amplifiée par PCR
grace au couple d’amorces NL-1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) et NL-4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG) (O’Donnell, 1993) . Kurtzman and Robnett (1998) ont mis en évidence
que la phylogénie des espéces obtenue aprés analyse des régions D1/D2 était concordante avec

celle basée sur I’ADN ribosomique 18S, classiquement utilisé pour les analyses phylogénétiques. Les



souches présentant plus de 1% de différences sont considérées comme appartenant a des espéces
différentes. Plus récemment, Baleiras Couto et al. (2005) ont montré que I'amplification de la
région D1/D2 suivie d’une digestion par une plusieurs enzymes de restriction permettaient
d’identifier différentes espéces de levures non-Saccharomyces au cours de la fermentation
alcooliqgue du modit. Les résultats ont été confirmés par séquencage. L'utilisation des enzymes de
restriction est plus facile, plus rapide et moins onéreuse que le séquencage et constitue donc un

outil intéressant pour I'analyse de la diversité des populations.
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Figure 1: Amplification du domaine D1/D2 et des régions ITS1/ITS2 chez la levure (D’aprés Yeast
Molecular Taxonomy, Université de Davis)

L’analyse des régions inter-géniques ITS1 et ITS2 de I’ADN ribosmique 5,8S (figure 1) est une
technique plus rapide et moins colteuse que le séquencage des régions D1/D2. Cette méthode a
été utilisée par Guillamon et al. (1998) pour I'identification des levures en cenologie. L'amplification
de la séquence cible est réalisée grace au couple d’amorces ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')
et ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990). Les produits PCR sont ensuite digérés
par des enzymes de restrictions (Haelll, Hinfl, Cfol, Ddel...). L'identification est effectuée en
comparant les profils obtenus a ceux d’espéces de références. Si nécessaire, un séquencage ou des

tests biochimiques complémentaires peuvent étre réalisés.

Les électrophoréses en conditions dénaturantes sont également utilisées pour étudier les
populations microbiennes complexes. L'électrophorese avec gradient dénaturant a été mise au

point pour la premiere fois au début des années 1980. En 1983, Fisher et Lerman décrivent un



protocole de DGGE permettant de séparer des fragments d'ADN possédant des différences de
l'ordre de la paire de bases. Des fragments d'ADN de méme longueur mais de séquences
nucléotidiques différentes peuvent ainsi étre séparés (Fisher and Lerman, 1983). Deux types
d’électrophoreses en conditions dénaturantes existent: la DGGE (denaturing gradient gel
electrophoresis) et la TTGE (temperature gradient gel electrophoresis). En DGGE, la dénaturation
des fragments d'ADN se fait en présence d'agents chimiques contenus dans le gel, l'urée et le
formamide, formant un gradient linéaire. En revanche, en TGGE, la variation de la température du
tampon de migration au cours du temps va permettre la dénaturation. Dans le cas des populations
microbiennes complexes, une amplification de I'ADN par PCR est préalablement effectuée afin
d'obtenir des quantités de matrice suffisantes pour l'analyse. L’'utilisation de la DGGE a été
appliquée a | ‘écologie microbienne pour la premiere fois par Muyzer et al. (1993). DGGE et TGGE
sont utilisées depuis quelques années pour caractériser la population de levures en cenologie

(Andorra et al., 2008; Cocolin et al., 2000; Di Maro et al., 2007; Urso et al., 2008).

La PCR quantitative (QPCR) est aussi appliquée a différents aspects en cenologie, aussi bien pour
la quantification d’espéces de levures que pour I'étude de la population des bactéries lactiques
(Nannelli et al., 2008; Neeley et al., 2005; Zott et al., 2010). L'une des pricipales application de la
gPCR en cenologie est la détection de I'espece Brettanomyces bruxellensis (Delaherche et al., 2004;

Phister and Mills, 2003; Tessonniére et al., 2009).

2 Interactions au cours de la fermentation alcoolique

2.1 Les grands types d’interactions

La présence de différents microorganismes au sein d’un méme milieu induit I'existence
d’interactions. Différents types d’interactions (tableau 1) ont été décrits entre les microorganismes :
le neutralisme, le commensalisme, le mutualisme, 'amensalisme, le parasitisme et la compétition

(Odum, 1953).

Tableau 1: Grands types d'interactions entre les microorganismes (Odum, 1953)

Type d’interaction Définition

Neutralisme Aucune population n’est affectée par la présence de I'autre

Commensalisme Une population est favorisée, I'autre n’est pas affectée

Mutualisme Les deux populations tirent bénéfice de la présence de 'autre

Amensalisme Une population est inhibée par la présence de 'autre, la seconde n’est pas affectée
Parasitisme Une population se développe au dépend de I'autre

Compétition Les deux populations sont affectées




2.2 Interactions entre les levures au cours de la fermentation alcoolique

2.2.1 Mécanismes mis en jeux au cours de la vinification

Différents mécanismes d’interaction sont décrits dans la littérature et sont susceptibles d’étre
impliqués en cenologie : compétition pour les nutriments (sources azotées, vitamines...) et la
disponibilité en oxygéne, production de composés toxiques (éthanol, toxines, killer, acides gras a
courtes chaines...), cell-cell contact et quorum sensing (Fleet, 2003; Holm Hansen et al., 2001;
Nissen and Arneborg, 2003, 2003; Renault et al., 2013; Strehaiano et al., 2008).

Le cell-cell contact met en jeu des interactions liées a la proximité physique des cellules. Si ce
mécanisme est fréquemment évoqué en cenologie, les molécules impliquées et leurs effets ne sont
pas encore élucidés (Ciani and Comitini, 2015; Fleet, 2003; Nissen and Arneborg, 2003). Le quorum-
sensing est un procédé de communication cellulaire impliquant des molécules signal de faible poids
moléculaire. Ces molécules sont produites pendant la croissance et lorsque leur concentration
atteint une valeur seuil, cela induit I'activation ou I'inhibition de certains genes. Chez les bactéries
Gram-, le mécanisme quorum-sensing est notamment mis en jeu lors de la formation de biofilms.
En cenologie chez les levures, le quorum-sensing a déja été évoqué (Bisson, 1999). Différentes
molécules pourraient jouer le réle de molécules signal, telles que le bicarbonate (Ohkuni et al.,
1998), I'acétaldéhyde (Cheraiti et al., 2005; Richard et al., 1996), 'ammonium (Palkova et al.,

1997)... Néanmoins, peu d’études sont réalisées en conditions cenologiques.

2.2.2 Interactions S. cerevisiae/S. cerevisiae

Différentes études ont mis en évidence I'existence d’interactions entre différentes souches de S.
cerevisiae. Ainsi, (Howell et al., 2006), ont montré que lors de fermentations avec un mélange de
souches de S. cerevisiae, le profil aromatique est différent de celui obtenu si les cultures pures sont
mélangées apres la fermentation alcoolique, suggérant I'existence d’interactions entre les souches
en présence.

En 2013, I'hypothése d’'un phénomene d’interaction par cell-cell contact a été évoquée pour
expliquer le phénomene de dominance de certaines souches de S. cerevisiae. Différentes souches
de S. cerevisiae ont été isolées de mo(it Nebbiolo en fermentation. L’analyse du géne SED1 codant
pour des protéines membranaires a révélé un dimorphisme au sein des souches sélectionnées.
Deux types de fermentations mixtes ont ensuite été effectuées avec des couples de souches
présentant des profils SED1 différents: en mélange ou séparées par une membrane mais
partageant le méme milieu de culture. L’analyse des profils SED1 aprés fermentation a révélé qu’en

mélange, certaines souches « non-compétitives » n’étaient plus détectées, un seul profil
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correspondant a la souche dominante était retrouvé. Ce résultat a été confirmé par les
dénombrements en milieux gélosés suivis d’'une amplification d’ADN par PCR sur colonie du géne
SED1, montrant une chute importante de la population « non-compétitive ». En revanche, ce
phénomeéne n’est pas observé lorsque les souches sont cultivées séparément en bioréacteur deux
compartiments avec une membrane permettant le passage du milieu de culture. Dans ce cas, les
deux populations de S. cerevisiae atteignent de concentrations similaires (Perrone et al., 2013). Ces
résultats peuvent étre expliqués par le mécanisme proposé par Nissen and Arneborg (2003),
suggérant que l'inhibition de la croissance est due au cell-cell contact ou a la proximité entre les

cellules.

2.2.3 Interactions S. cerevisiae/non-Saccharomyces

Les levures non-Saccharomyces peuvent impacter négativement ou positivement la qualité du
vin via la production de composés indésirables (acide acétique, acétaldéhyde, acétoine, acétate
d’éthyle...) ou désirables (thiols volatils, certains esters, alcools supérieurs...). Certaines levures non-
Saccharomyces présentent donc un intérét en cenologie du fait de leur capacité a augmenter la
complexité aromatique des vins par rapport a une fermentation réalisée uniquement avec S.
cerevisiae. En effet, si les fermentations spontanées restent difficiles a contrdler, I'utilisation de
starters industriels de S. cerevisiae est de plus en plus critiquée du fait de la crainte d’une certaine
standardisation des vins. L'inoculation avec une souche industrielle de S. cerevisiae entraine
I'inhibition de la majorité des espéces de non-Saccharomyces, désirables et indésirables (Ciani et al.,
2010).

Depuis une dizaine d’année, plusieurs levains mixtes, associant S. cerevisiae a des non-
Saccharomyces, sont apparus sur le marché. Néanmoins, du fait de la complexité et de la

méconnaissance des phénomeénes d’interactions, la qualité finale du vin reste difficile a prédire.

2.2.3.1 Cell-cell contact

L’hypothese d’une inhibition de la croissance des non-Saccharomyces par cell-cell contact en
présence de S. cerevisiae a été évoquée pour la premiére fois par (Nissen and Arneborg, 2003). Les
essais réalisés ont montré qu’en culture mixte avec S. cerevisiae, un arrét de fermentation précoce
et une croissance maximale plus faible sont observés pour T. delbrueckii et L. thermotolerans par
rapport aux cultures pures, et ce malgré un taux de croissance similaire. En fonction du couple de
souches utilisé, une mort précoce des non-Saccharomyces peut étre observée. Les hypothéses

d’une inhibition liée a la limitation nutritionnelle (ou en oxygéne), a la présence de composés
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inhibiteurs ainsi qu’un phénomene de quorum-sensing ont été écartées. En effet, l'inhibition de la
croissance et de la fermentation de T. delbrueckii et L. thermotolerans est observée méme lorsque
qgue les cultures sont effectuées sans limitation en oxygene avec apport de milieu neuf. De plus,
lorsque ces deux especes sont cultivées en présence de surnageant de culture de S. cerevisiae, ce
phénomeéne n’est plus observé, excluant I'implication de composés toxiques ou de molécules signal
liées au quorum-sensing. En revanche, l'inhibition des non-Saccharomyces a lieu systématiquement
lorsque des cellules viables de S. cerevisiae sont rajoutées dans le milieu de culture. Lorsque les
deux espéces sont cultivées séparément grace a un boudin de dialyse, la cinétique de croissance de
T. delbrueckii et L. thermotolerans est similaire aux cultures pures, suggérant ainsi une inhibition par
cell-cell contact ou liée a la compétition pour I'espace avec S. cerevisiae (Nissen and Arneborg,

2003; Nissen et al., 2003).

L'étude des mécanismes d’interactions a pu étre approfondie ces derniéres années grace au
développement de nouveaux outils permettant de cultiver deux especes différentes, en mélange ou
séparément. Une membrane semi-perméable permet de séparer deux compartiments en
empéchant le passage des microorganismes, tout en laissant diffuser le milieu de culture (Albasi et
al., 2002; Manjarrez et al., 2000; Renault et al., 2013). Avec ce type d’outils, I'existence
d’interactions impliquant le cell-cell contact ou une compétition pour I'espace a été évoquée lors
d’une autre étude avec S. cerevisiae et T. delbrueckii réalisée au laboratoire (Renault et al., 2013).
Les résultats ont mis en évidence que la proximité voire le contact physique entre les deux especes

induit la mort précoce de T. delbrueckii.

2.2.3.2 Implication de composés toxiques

2.2.3.2.1 Ethanol et acides gras a courtes et moyennes chaines

La production d’éthanol par S. cerevisiae au cours de la fermentation alcoolique constitue une
importante pression de sélection, et permet en partie d’expliquer la prédominance de cette espéce
sur d’autres (Henschke, 1997). L’éthanol modifie les systémes de transports actifs de la cellule
ralentissant ainsi I’assimilation de composés azotés ce qui paralyse la levure (Henschke and Jiranek,
1993). La sensibilité a I’éthanol varie en fonction des espéeces. Ainsi parmi les non-Saccharomyces,
T. delbrueckii fait partie des espéces les plus résistantes contrairement a H. uvarum. La résistance a
I’éthanol peut étre augmentée grace a différents facteurs tels que la diminution de la température
(Gao and Fleet, 1988) ou la présence d’acides gras insaturés et de stérols dans le milieu (Pina et al.,

2004).

12



Les acides gras a courtes et moyennes chaines résultent du métabolisme des levures au cours
de la fermentation et comportent 6 a 14 atomes de carbone. S’ ils sont présents en trop grande
guantité dans le milieu, ils peuvent étre toxiques pour la levure entrainant ainsi une mortalité
cellulaire importante. Les acides décanoique (C10) et dodécanoique (C12) sont les plus toxiques
(Lafon-Lafourcade et al., 1984; Larue and Lafon-Lafourcade, 1989). Ces acides gras modifient la
perméabilité membranaire et perturbent le passage des nutriments (Geneix, 1984; Salmon et al.,

1993).

2.2.3.2.2 Toxines «Killer » et autres composés antimicrobiens

Certaines souches de levures « killer » sont capables de produire des toxines extracellulaires,
|étales pour d’autres levures. Ces derniéres sont alors qualifiées de « sensibles » contrairement aux
levures « neutres » qui ne produisent pas de toxine mais présentent une résistance (Heard and
Fleet, 1987). Les toxines killer sont de nature protéique et sont retrouvées aussi bien chez S.
cerevisiae que chez les non-Saccharomyces. Si les toxines sécrétées par S. cerevisiae ne sont
généralement actives que contre un genre de levure, les toxines des non-Saccharomyces présentent
le plus souvent un spectre d’action plus large (Ceccato-Antonini et al., 1999; Shimizu, 1993; Young,
1987).

La sécrétion de toxines « killer » pourrait donc jouer un role dans I'évolution des différentes
populations de levures au cours de la fermentation alcoolique (Fleet, 2003). Néanmoins,
I’expression de ce caractére est impacté par de nombreux facteurs physico-chimiques (pH, présence
de composés phénoliques dans le vin qui ont un effet inhibiteur) ainsi que par le processus de
vinification. Il est donc difficile de déterminer quel est son véritable réle dans la modulation des

interactions entre espéeces de levures.

L’existence de peptides antimicrobiens sécrétés par S. cerevisiae a été mise en évidence dans
plusieurs études (Albergaria et al., 2010; Branco et al., 2014). Ces peptides correspondent a des
fragments de la glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase. Le spectre d’action de ces peptides a
été testé sur milieu gélosé et une action fongicide a été observée pour H. guillermondii,
L. thermotolerans, B. bruxellensis et K. marxianus. Seul un effet fongistatique a été observé pour T.
delbrueckii. Il entraine une diminution du pH intracellulaire de H. guillermondii apres 20 minutes
d’exposition entrainant ainsi une modification du gradient de pH et la perméabilité membranaire. A
terme, une perte totale de cultivabilité est observée pour cette espéce avec environ 20% de cellules

sous forme viable non cultivable (Branco et al., 2014). Une activité antimicrobienne a également été
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observée contre la bactérie Oenococcus oeni responsable de la fermentation malolactique (Branco
et al., 2015). Il a également été montré que dans le cas de cultures mixtes S. cerevisiae/L.
thermotolerans, le phénoméne de mort précoce de cette derniére serait lié a la fois a la production
de peptides antimicrobiens par S. cerevisiae et a du cell-cell contact (Kemsawasd et al., 2015).
Néanmoins, 'ensemble des essais réalisés jusqu’a présent a été effectué en milieu de laboratoire,
I'implication exacte de ces peptides lors des interactions entre S. cerevisiae et les non-
Saccharomyces au cours de la fermentation alcoolique n’est pas encore déterminée.

Les interactions entre H. guillermondii et S. cerevisiae avaient déja été étudiées auparavant. Une
mort précoce de H. guillermondii est observée en culture mixte. En comparant les résultats obtenus
avec les cultures pures de non-Saccharomyces, I'hypothese d’une inhibition liée a la concentration
en éthanol a été écartée. Le phénomene de mort précoce de H. guillermondii est observé quand la
population de S. cerevisiae atteint un certain seuil. De plus, des fermentations réalisées en présence
de surnageants de S. cerevisiae a permis de mettre en évidence que ce phénomene ne serait pas lié
uniquement a du cell-cell contact mais impliquerait également des molécules toxiques (Perez-
Nevado et al., 2006). Des résultats similaires ont été obtenus pour I'espece H. uvarum (Perez-

Nevado et al., 2006; Wang et al., 2015).

M. pulcherrima est également connue pour inhiber la croissance de différentes especes de
levures. Cette activité antimicrobienne a été testée sur plus d’une centaine de souches appartenant
aux genres Hanseniaspora, Pichia, Torulaspora, Kluyveromyces, Candida, Brettanomyces,
Debaromyces et Saccharomyces. Un screening sur milieu gélosé a permis de mettre en évidence
une activité antimicrobienne contre les souches appartenant aux genres Brettanomyces,
Hanseniaspora et Pichia (Mehlomakulu et al., 2015; Nguyen and Panon, 1998; Oro et al., 2014). Des
fermentations ont ensuite été réalisées avec différents couples : M. pulcherrima/ H. guilliermondii,
M. pulcherrima/ B. bruxellensis et M. pulcherrima/ P. membranifasciens. Dans chaque cas, une mort
précoce est observée pour les trois espéces. Les mémes essais effectués dans du milieu
supplémenté en fer ont montré une disparition de [linhibition se traduisant par deux
comportements différents: une mort précoce de M. pulcherrima en présence de P.
membranifasciens ou une compétition avec H. guilliermondii et B. bruxellensis. L'effet inhibiteur
serait donc lié a la quantité de fer dans le milieu ce qui expliquerait I'absence d’effet sur S.
cerevisiae dont I'expression des genes régulateurs impliqués dans le métabolisme du fer est régulée

par un facteur de transcription AFT1 (Hamza and Baetz, 2012; Holmes-Hampton et al., 2013).
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2.2.3.3 Limitation nutritionnelle, compétition pour substrat

Au cours de la fermentation alcoolique survient le développement de différentes especes de
levures entrainant une compétition pour la consommation d’oxygene, vitamines, et composés
azotés pouvant devenir limitant. La limitation nutritionnelle peut aussi bien affecter S. cerevisiae

gue les non-Saccharomyces.

En effet, la croissance des levures non-Saccharomyces entraine une diminution de la
disponibilité en nutriments pour S. cerevisiae, notamment en azote assimilable (Bataillon et al.,
1996; Fleet and Heard, 1993). De plus, les souches commerciales de S. cerevisiae semblent avoir un
besoin en azote assimilable supérieur aux souches indigenes (Barrajén-Simancas et al., 2011; Carrau
et al., 2008). Des fermentations réalisées avec T. delbrueckii et S. cerevisiae ont montré que cette
derniére avait une consommation en azote assimilable plus importante (Taillandier et al., 2014). A
I'inverse, L. thermotolerans (K. thermotolerans) entre en compétition avec S. cerevisiae du fait de
ses besoins en azote élevés (Ciani et al., 2006). En fonction des souches utilisées, des fermentations
languissantes ou incompléetes peuvent avoir lieu. Ce phénomene est d’autant plus important
gu’ une inoculation séquentielle de S. cerevisiae est effectuée, permettant ainsi aux non-
Saccharomyces de se développer (Medina et al., 2012). De plus, des études sur I'incorporation de la
thiamine au cours des premiéres heures de la fermentation ont montré que H. uvarum était capable
de consommer cette vitamine plus rapidement que S. cerevisiae, pouvant ainsi affecter la

croissance de cette derniére (Bataillon et al., 1996; Bisson, 1999).

La croissance rapide de S. cerevisiage entraine une diminution importante de la quantité
d’oxygene dissout du milieu et une saturation du milieu en CO, pouvant avoir un effet inhibiteur
(Blickstad et al., 1981; Gill and Tan, 1979; King and Nagel, 1975). Cela pourrait contribuer a la mort
précoce des non-Saccharomyces dont certaines, telles que H. uvarum et T. delbrueckii, sont tres
sensibles au manque d’oxygene (Holm Hansen et al., 2001). En effet, 'oxygéne est indispensable a
certaines voies de biosynthése telle que la synthese des stérols et acides gras insaturés de la

membrane potentiellement impliqués dans la résistance a I’éthanol (Pina et al., 2004).
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3 Propriétés des levures non-Saccharomyces fréquemment isolées des

molts en fermentation

Depuis quelques années, différentes espéces de levures non-Saccharomyces sont
commercialisées par les industriels et destinées a étre utilisées en association avec S. cerevisiae
(tableau 2). Les propriétés des cing especes de non-Saccharomyces étudiées dans ce travail (T.
delbrueckii, C. zemplinina, H. uvarum, P. kluyveri et M. pulcherrima) sont présentées dans cette

partie.

Tableau 2: Espéces de levures non-Saccharomyces commercialisées en Europe

Industriel Produit Espéce Recommandations des fabricants
Zymaflore T. delbrueckii Intensité aromatique, volume et longueur en bouche, réduction
Laffort s .
Alpha de |"acidité volatile
T. delbrueckii , . . .
Level 2TD .. Complexité aromatique des vins blancs peu aromatiques
S. cerevisiae
Biodiva TD291 T. delbrueckii Complexité aromatique, réduction de I’acidité volatile
Lallemand - - - - N
. Surexpression aromatique de vins blancs et rosés : terpenes,
Flavia Mp346 M. pulcherrima P q . . P
thiols volatils
ProMalic Schizosaccharomyces e . . .
) y Désacidification (transformation de I'acide malique en alcool)
(encapsulée) pombe
prelude T. delbrueckii Intensité aromatique, rondeur en bouche, réduction de |"acidité
volatile
L. thermotolerans Acidification naturelle (acide lactique), note fruitée, arémes
Chr Hansen Concerto . . -
fruits noirs, Fraicheur
T.delbrueckii
Melody L. thermotolerans Complexité aromatique, rondeur en bouche, équilibre
S.cerevisiae
Frootzen i Productions thiols volatils, augmentation esters d’acides gras,
. P. kluyveri . . i s .
(congelée) réduction de I’acidité volatile

3.1 Torulaspora delbrueckii

T. delbrueckii est une levure ubiquitaire pouvant étre isolée du sol, des plantes, des fruits et des
insectes (Capriotti, 1957; Limtong and Koowadjanakul, 2012; Nguyen et al., 2007; Tokuoka et al.,
1985). Elle est associée a de nombreux bioprocédés tels que la panification, I'ensilage, la fabrication
de cacao, de produits laitiers fermentés et de boissons fermentées (cidre, kéfir)... (Coton et al.,
2006; Lhomme et al.; Loretan, 2003; Pacheco et al., 2012; Papalexandratou et al., 2011; Welthagen,
1998). Elle est connue pour étre associée au processus de vinification depuis de nombreuses années
(Castelli, 1954), néanmoins, comme les autres levures non-Saccharomyces, elle a longtemps été
laissée de coté du fait de l'intérét longtemps porté a S. cerevisiae et au développement de

nombreux levains industriels utilisant cette derniere.
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Récemment, des marqueurs microsatellites ont été développés au laboratoire et ont permis de
mieux étudier la diversité de I'espece T. delbrueckii. L’analyse microsatellite a permis de mettre en
évidence 4 clusters génétiques : deux groupes contenant des souches principalement isolées de
I’environnement provenant de I’ancien continent et du continent américain et deux associés a la
vinification et autres bioprocess (Albertin et al., 2014b). Une grande hétérogénéité entre les
souches est observée au niveau de la capacité fermentaire. La production d’éthanol varie le plus
souvent entre 7 et 10% (v/v) mais certaines souches peuvent aller jusqu’a 12% (Cabrera et al., 1988;

Herraiz et al., 1990).

T. delbrueckii a un impact positif sur la qualité organoleptique des vins. En effet, lors de la
fermentation alcoolique, elle produit peu de composés indésirables tels que I'acétoine, I'acide
acétique, 'acétate d’éthyle et les phénols volatils (Cabrera et al., 1988; Ciani and Maccarelli, 1997;
Ciani and Picciotti, 1995; Ciani et al., 2006; Herraiz et al., 1990; Martinez et al., 1990; Peynaud,
1956; Plata et al., 2003; Shinohara et al., 2000). Elle est particulierement intéressante en conditions
hyperosmotiques du fait de sa faible production d’acidité volatile (Bely et al., 2008; Ciani et al.,
2006).

De plus, plusieurs auteurs ont montré que la forte activité R-glucosidase de T. delbrueckii lui
permet de libérer de nombreux composés aromatiques tels que les nor-isoprénoides, les terpénols,
et les lactones (Azzolini et al., 2012; Charoenchai et al., 1997; Comitini et al., 2011; Hernandez-Orte
et al., 2008). Certaines souches sont également capables de produire des alcools supérieurs en plus

grande quantité que S. cerevisiae (Herraiz et al., 1990; Moreno et al., 1991).

Les thiols volatils sont des composés aromatiques contribuant aux notes fruitées de nombreux
vins blancs et particulierement au Sauvignon blanc. Les trois molécules retrouvées majoritairement
dans le Sauvignon Blanc sont la 4-methyl-4-sulfanylpentan-2-one (4MSP), la 3-sulfanylhexan-1-ol
(3SH) et I'acétate de 3-sulfanylhexanyl (A3SH). La 4MSP est responsable des ardmes de buis et de
cassis (Darriet et al., 1991, 1993) et est généralement retrouvée a des concentrations inférieures a
70 ng/L (Tominaga et al., 2000). Le 3SH, plus abondant, confére aux vins blancs et rosés les notes
fruitées de fruit de la passion et pamplemousse (Ferreira et al., 2002; Murat et al., 2001; Tominaga
et al, 2000). Du fait de leur faible seuil de perception (quelques ng/L), ils contribuent
significativement au profil aromatique des vins. La 4MSP et le 3SH sont produits a partir des
précurseurs cystéinylés et glutathionylés présents dans le moQt grace a l'action des R-lyases des
levures (Coetzee and du Toit, 2012; Darriet et al., 1995; Fedrizzi et al., 2009; Peyrot des Gachons et

al., 2002; Roland et al., 2011; Subileau et al., 2008). Si elle ne produit pas de 4-methyl-4-
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sulfanylpentan-2-one (4MSP), d’'importantes quantités de 3-sulfanylhexan-1-ol (3SH) sont retrouvés
dans les vins fermentés avec T. delbrueckii (Sadoudi et al., 2012; Zott et al., 2011).

Différentes études ont montré que, en culture pure, T. delbrueckii produit de plus faibles
guantités d’esters que S. cerevisiae (Hernandez-Orte et al., 2008; Plata et al., 2003; Renault et al.,
2009; Viana et al., 2008). En 2015, Renault et al. ont montré que lors de co-inoculations avec S.
cerevisiae X5, trois esters contribuant a la note fruitée des vins sont produits spécifiquement par T.
delbrueckii Alpha (propanoate d’éthyle, isobutanoate d’éthyle et dihydrocinnamate d’éthyle) et leur
concentration est corrélée avec la population maximale de cette derniere. En revanche, elle produit
de faibles quantités d’octanoate d’éthyle, de décanoate d’éthyle et d’ hexanote d’éthyle (Renault et
al., 2009). Toujours dans le cas de co-inoculation avec S. cerevisiae en conditions hyperosmotiques,
une diminution de I'acidité volatile et de l'acétaldéhyde est observée jusqu’a 53% et 65%
respectivement (Bely et al., 2008). Une diminution de la concentration en ces deux composés a
également été observée lors de co-inoculation avec L. thermotolerans (Cheraiti et al., 2005; Ciani et

al., 2006).

3.2 Candida zemplinina

C. zemplinina (nouvellement renommée Starmerella bacillaris) a longtemps été confondue avec
Candida stellata. L'espéce C. zemplinina a été décrite et caractérisée en 2003 comme
osmotolérante, psychrotolérante avec une meilleure croissance en présence d’éthanol que C.
stellata (Sipiczki, 2003, 2004). Depuis sa reclassification, certaines souches identifiées comme C.
stellata lors d’études précédentes ont pu étre identifiées comme C. zemplinina, mettant en
évidence 'occurrence fréquente de cette espece lors de la fermentation alcoolique du vin. En 2008,
Csoma et Sipiczki ont ainsi montré que sur 41 souches isolées de baies, mo(ts ou vins, initialement
identifiées comme C. stellata, 30 appartenaient en réalité a I'espece C. zemplinina.

Le caractere fructophile de C. zemplinina a été reporté plusieurs fois dans la littérature (Magyar
and Téth, 2011; Mills et al., 2002; Soden et al., 2000) et présente un intérét pour prévenir les arréts
de fermentation. En effet, au cours de la fermentation la proportion fructose/glucose augmente et
S. cerevisiae présente un caractéere glucophile. C. zemplinina produit généralement entre 5 et 6%
d’alcool et possede un rendement en éthanol jusqu’a 60% plus faible que S. cerevisiae en fonction
des souches (Magyar and Téth, 2011; Bely, 2013). Certains auteurs ont suggéré que ce faible
rendement en éthanol était di a la surproduction de glycérol et d’acidité volatile (Soden et al.,
2000). Néanmoins, d’autres essais ont pd montrer que malgré une faible production de glycérol et
d’acidité volatile, le rendement en éthanol observé pour C. zemplinina était toujours inférieur a S.

cerevisiae (Magyar and Toth, 2011; Mills et al., 2002). C. zemplinina peut aussi avoir un effet négatif
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sur le profil analytique des vins du fait de la diminution de la concentration en lactones et en
terpenes et de la production de composés soufrés tels que le sulfure d’hydrogene, I'acétoine,

I'acétate d’éthyle (Englezos et al., 2015; Sadoudi et al., 2012; Tofalo et al., 2012).

L'utilisation de C. zemplinina en culture mixte avec S. cerevisiae peut permettre de diminuer la
production d’acide acétique par cette derniéere. En effet, les fortes concentrations en sucres des
mo(ts entrainent une régulation positive de la production d’acide acétique. Du fait de son caractere
fructophile, C. zemplinina va consommer le fructose réduisant ainsi la pression osmotique du milieu
(Rantsiou et al., 2012; Sadoudi et al., 2012). Concernant la réduction d’alcool, a ce jour, en culture
mixte les concentrations en éthanol obtenues restent similaires a celles de S. cerevisiae (Sadoudi et

al., 2012; Zara et al., 2014).

3.3 Hanseniaspora uvarum

Cette espece fait partie des levures apiculées majoritaires isolées de la surface des baies et des
mo(ts en début de fermentation. Elle est caractérisée par un pouvoir fermentaire faible avec une
production d’éthanol n’excédant généralement pas 4 a 7% (v/v). Néanmoins, certaines souches sont
capables de dominer la fermentation jusqu’a 6% d’alcool et de maintenir une croissance jusqu’a
12,5% (Moreira et al.,, 2011). De plus, il a été observé qu’en début de fermentation, certaines
souches peuvent avoir une croissance plus rapide que S. cerevisiae (Moreira et al., 2008).

L'effet de la contribution de H. uvarum sur les fermentations alcooliques est controversé.
Certains auteurs ont notamment montré que cette espece produit jusqu’a cing fois moins d’alcools
supérieurs que S. cerevisiae (Herraiz et al., 1990; Moreira et al., 2008; Romano, 2003). L’inoculation
de H. uvarum en co-culture avec S. cerevisiae peut ainsi contribuer a la diminution de la
concentration en alcools supérieurs du vin (Moreira et al., 2008) mais ce phénomeéne n’est pas
toujours observé (Gil et al., 1996). Les alcools supérieurs, lorsqu’ils sont présents en faible quantité,
peuvent contribuer positivement a la qualité du vin. En revanche, a des concentrations supérieures
a 400 mg/L ils ont un effet indésirable (Rapp and Mandery, 1986). Les levures apiculées et
notamment H. uvarum sont aussi caractérisées par la production d’'importantes quantités d’acétate
d’éthyle et d’acide acétique par rapport a la quantité d’éthanol produit (Ciani and Maccarelli, 1997;
Ciani and Picciotti, 1995) ce qui est préjudiciable pour la qualité du vin. Si en culture mixte avec S.
cerevisiae sa production d’acidité volatile reste modérée, la quantité d’acétate d’éthyle,
responsable de la piqlre acétique, peut augmenter jusqu’a dépasser le seuil de perception (Ciani et

al., 2006).
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3.4 Pichia kluyveri

La caractéristique de P. kluyveri la plus fréqguemment évoquée dans la littérature est la
production d’une toxine killer (Middelbeek et al., 1979, 1980a, 1980b; Pintar and Starmer, 2003;
Radler et al., 1985; Starmer et al., 1992; Zorg et al., 1988). Cette toxine est active lorsque le pH est
compris entre 2,5 et 4,7 et agit en augmentant la perméabilité membranaire aux protons,
entrainant ainsi une diminution du pH intracellulaire puis la mort cellulaire. (Middelbeek et al.,
1979, 1980a). La sensibilité de S. cerevisiae a la toxine killer produite par P. kluyveri a été mise en
évidence en milieu de laboratoire, néanmoins, son impact en conditions cenologiques n’a pas
encore été démontré (Middelbeek et al., 1980b).

Anfang et al. (2009) ont également montré que P. kluyveri est capable d’augmenter la quantité

de thiols volatils des vin.

3.5 Metschnikowia pulcherrima

3.5.1 Caractéristiques de I'espéce M. pulcherrima

Cette espece présente un intérét en cenologie du fait de sa capacité a produire des enzymes
extracellulaires telles que des protéases ou des R—glucosidases (Fernandez et al., 2000; Nguyen and
Panon, 1998; Oro et al., 2014; Zott et al., 2011).

Une activité antimicrobienne de M. pulcherrima contre les souches appartenant aux genres
Brettanomyces, Hanseniaspora et Pichia a été mise en évidence sur milieu gélosé puis au cours de la
fermentation alcoolique (Mehlomakulu et al., 2015; Nguyen and Panon, 1998; Oro et al., 2014).

En 2000, Fernandez et al. ont isolé 32 souches de M. pulcherrima de différents vins en
fermentation. Aprés un screening sur milieu gélosé, les 32 souches ont montré une activité
protéase sur milieu contenant de la caséine (Bilinski et al., 1987) et 28 une activité R—glucosidase
sur milieu contenant de I'arbutine (Rosi et al., 1994). Les glucosidases sont susceptibles d’hydrolyser
les précurseurs d’ardmes glycosylés et ainsi participer a la complexité aromatique du vin. Lors de
fermentations en Sauvignon Blanc, Zott et al. (2011) ont mis en évidence que certaines souches de
M. pulcherrima sont capables de produire des quantités de 3SH supérieures a celles de S. cerevisiae.
L'une des deux souches de S. cerevisiae de cette étude est la Zymaflore X5 (Laffort (Enologie)
caractérisée par une forte aptitude a libérer les thiols volatils a partir des précurseurs S-cystéinilés
(Masneuf-Pomarede et al., 2006).

En culture mixte avec S. cerevisiae, la présence de M. pulcherrima entraine une diminution de la
concentration en acide acétique (Comitini et al., 2011; Morales et al., 2015; Sadoudi et al., 2012).

Un effet synergique est également observé concernant la production des alcools supérieurs. De
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plus, le profil aromatique des cultures mixtes est trés différent de chacune des deux cultures pures,
et caractérisé par des teneurs élevées en acides gras, éthyl esters, acétate de phényléthyle et
acétate d’isoamyle. En co-inoculation, une mort précoce de M. pulcherrima est observée mais son
métabolisme est plus actif: la production de métabolites secondaires ne semble pas liée a la

biomasse (Sadoudi et al., 2012).

Une diminution de la concentration en éthanol a également été observée lors de cultures
mixtes S. cerevisiae-M. pulcherrima (Contreras et al.,, 2014; Morales et al., 2015). L'utilisation
d’espéces ayant un rendement en éthanol plus faible que S. cerevisiae présente un intérét dans le
contexte actuel de réchauffement climatique entrainant une augmentation de la quantité de sucres

du raisin et donc du titre alcoométrique.

3.5.2 Connaissances actuelles sur l'activité protéasique de Metschnikowia pulcherrima et

intéréts en ;enologie

Les protéases catalysent le clivage des liaisons protéiques et présentent différents intéréts en
cenologie : alternative a la bentonite pour réduire le risque de casse protéique (Jolly et al., 2003b;
Lagace and Bisson, 1990; Pocock et al., 2003), libération de mannoprotéines durant I'autolyse des
lies contribuant a augmenter la stabilité des protéines du vin (Moine-Ledoux and Dubourdieu,
1999), libération de peptides et d’acides aminés augmentant ainsi la quantité d’azote assimilable du
mo(t, impact au niveau aromatique... Pour étre actives dans le vin, ces enzymes doivent présenter
une activité a faible pH (3-3,5), en présence de SO, et a la température de vinification.

Les protéases extracellulaires des levures non-Saccharomyces sont peu caractérisées.
Récemment, Reid et al. (2012) ont identifié et séquencé le gene MpAPrl codant pour une protéase
extracellulaire chez Metschnikowia pulcherrima IWBT Y1123. Le méme type de géne a été retrouvé
chez Candida apicola, également retrouvée en vinification. Le géne MpAPrl a été retrouvé chez
d’autres souches de M. pulcherrima. De plus, I'intensité de I'activité protéolytique n’est pas liée a la

sequence du géne.

3.5.2.1 La casse protéique et les traitements

Le phénomene de casse protéique, dans les vins blancs ou rosés, est di a l'instabilité des
protéines du vin au cours du stockage, qui deviennent insolubles provoquant I'apparition d’un
trouble. Cela entraine une diminution de la valeur commerciale du vin, le trouble étant considéré

par les consommateurs comme une preuve de la contamination du produit par un microorganisme
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d’altération. Les protéines impliquées appartiennent a la classe des « Pathogenic-Related » (PR)
protéines : B-glucanases, chitinases et « thaumatin-like » (TLPs) protéines et sont caractérisées par
une masse moléculaire comprise entre 13 et 30 kDa et un point isoélectrique compris entre 4,1 et
5,8. Elles présentent donc une charge nette positive au pH du vin. Dans les vins rouges, les
protéines sont précipitées par les tannins. Les PR protéines sont présentes dans le vin entre 50 et

400 mg/L (Hsu and Heatherbell, 1987; Lamikanra and Inyang, 1988; Waters et al., 1992).

L'utilisation de bentonite pour lutter contre le phénomeéne de la casse protéique est une
pratique efficace et largement répandue chez les viticulteurs. Chargée négativement, la bentonite
agit comme un échangeur de cations qui fixe les protéines chargées positivement. Le complexe
formé peut ensuite étre éliminé par soutirage (Ferreira et al., 2001). Cependant, |'utilisation de la
bentonite présente certains inconvénients. En effet, pour une concentration donnée, I'efficacité du
traitement n’est pas homogene sur I'ensemble des protéines présentes. Il faudrait donc appliquer
plusieurs concentrations en fonction des différentes fractions protéiques pour avoir une efficacité
optimale. De plus, la bentonite ne fixe pas spécifiquement les protéines ce qui implique des
modifications au niveau des propriétés organoleptiques du vin (ar6mes, couleur). Enfin, du fait de la
formation de lies, une perte de volume de 5 a 20% est généralement observée (Lagace and Bisson,

1990; Waters et al., 2005).

Depuis quelques années, plusieurs solutions sont étudiées afin de proposer aux viticulteurs des
alternatives a I'utilisation de la bentonite : ultrafiltration, traitements thermiques, addition de
polysaccharides... (Ferenczy, 1966; Francis et al., 1994; Hsu and Heatherbell, 1987; Pocock et al.,
2003, Cabello-Pasini et al., 2005; Waters et al., 1991, 1994). Néanmoins, a ce jour aucune technique
optimale n’a été retenue car elles ne permettent pas de limiter efficacement le phénomene de
casse protéique, ou ont un impact négatif sur la qualité organoleptique du vin. L'utilisation de

protéases sécrétées par les levures du vin présente donc un intérét majeur.

3.5.2.2 Méthodes existantes de mesure de I'activité protéolytique

Les différentes méthodes actuellement utilisées pour mesurer I'activité protéolytique des
microorganismes sont basées sur 'utilisation de milieux de laboratoire, solides ou liquides, dans des
conditions souvent éloignées de celles rencontrées en cenologie au cours de la fermentation
alcoolique. Les géloses au lait, a la caséine ou a la gélatine sont fréquemment utilisées, I'activité
protéolytique étant estimée par lI'apparition d’'une zone claire correspondant a I'hydrolyse du

substrat autour de la colonie (Charoenchai et al., 1997; Fernandez et al., 2000; Mateo et al., 2015;
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Reid et al., 2012; Strauss et al.,, 2001). Ces méthodes nécessitent des temps d’incubation
relativement longs et les résultats obtenus sont qualitatifs et ne permettent pas de différencier de
facon claire I'intensité de I'activité protéolytique de différentes souches.

La quantification de cette activité enzymatique implique I'utilisation de solutions tampons
composées par exemple de phosphate ou citrate-phosphate contenant des protéines,
généralement la sérum albumine bovine. La présence de protéases actives entraine une
augmentation de la densité optique de la solution (Lagace and Bisson, 1990; Mateo et al., 2015).
Une méthode employant la Cd-ninhydrin a également été décrite pour mesurer l'activité
protéolytique (Maturano et al., 2012; Mendoza et al., 2007). Les cellules sont incubées en présence
d’un tampon acide citrique-citrate contenant des protéines et le réactif Cd-ninhydrine. L’activité
protéolytique est la encore déterminée par la mesure de la densité optique. Une autre méthode,
utilisant la chaine B de l'insuline oxydée comme substrat de protéase est également utilisée pour
mesurer |'activité protéolytique dans les vins, aprés I'addition de préparations commerciales. Les
extrémités NH, libérées par I'hydrolyse des protéines sont dosées par la ninhydrine (Humbert-
Goffard, 2003).

Le pH n’est pas toujours ajusté a une valeur représentative du vin (3-3,5), et, méme si les temps
d’incubation varient en fonctions des méthodes, cela reste long et relativement difficile a mettre en
ceuvre. Un test simple, permettant de suivre I'activité protéolytique des levures en temps réel au

cours de la fermentation alcoolique a été mis en place.

4 Impact de la composition en lipides du molit sur le développement des

levures

Plusieurs études ont mis en évidence que les populations de levures au cours de la fermentation
alcoolique peuvent étre influencées par de nombreux facteurs physico-chimiques tels que le pH, la
température, I'addition de SO,, la macération a froid... (Andorra et al., 2011; Mendoza et al., 2008;
Pretorius, 2000).

Dans ce travail nous étudierons I'impact de deux facteurs environnementaux sur une population
de levures non-Saccharomyces : la supplémentation du moQt en lipides via I'utilisation de produits
commerciaux et la saturation du modt en CO, avant le démarrage de la fermentation alcoolique.
L'effet de l'inoculation du mo(t avec une souche commerciale de S. cerevisiae sera également

étudié. En 2008, Andorra et al. ont mis en évidence que l'inoculation de S. cerevisiae était suivie
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rapidement par une augmentation de la proportion de cette espéce au détriment des levures non-
Saccharomyces.

Le métabolisme lipidique chez la levure a été principalement décrit chez S. cerevisiae. Depuis de
nombreuses années, il a été mis en évidence que cette espece est capable d’incorporer des lipides
exogenes présents dans le milieu de culture (Rodriguez et al., 1982). Depuis une dizaine d’années,
guelques études se sont intéressées aux non-Saccharomyces (Aguilera et al., 2006; Pina et al., 2004;

Torija et al., 2003).

4.1 Métabolisme des lipides chez la levure

Les lipides ont un role essentiel dans la cellule et font notamment partie des constituants
majoritaires des membranes. Parmi les composants lipidiques majeurs des membranes eucaryotes
on retrouve les phospholipides, les stérols, les sphingolipides et les glycérolypides. Ils sont issus soit
de la synthese de novo a partir de précurseurs tels que I'acétyl-Coenzyme A (acétyl-CoA), soit de

I'incorporation de lipides exogénes.

4.1.1 Les acides gras

La synthése de novo des acides gras a lieu essentiellement dans le cytoplasme et nécessite la
présence d’acétyl-CoA. Ce précurseur est issu de la glycolyse et de la voie du pyruvate-
acétaldéhyde-acétate. La condensation d’un acétyl-CoA et d’un ion bicarbonate sous I'action de
I'acétyl-CoA carboxylase va permettre la formation de malonyl-CoA. L’élongation se fait sous
I’action de la Fatty Acid Synthase (FAS) par la condensation successive d’unités de malonyl-CoA sur
une molécule d’acétyl-CoA. Le complexe FAS est constitué de 2 sous-unités et utilise le NADPH
comme co-facteur (Beopoulos et al., 2011; Erwin, 1973). Chez la levure, I’élongation s’arréte lorsque
la chaine de I'acyl-CoA atteint 14 ou 16 atomes de carbone en fonction de I'espéce. Néanmoins, des
acides gras a plus courte chaine peuvent étre issus de cette voie. Chez S. cerevisiae, une voie de
biosynthése dans la mitochondrie a été mise en évidence (Brody et al., 1997; Schneider et al.,
1997).

Les acides gras peuvent ensuite subir différentes modifications, notamment I’élongation et la
désaturation. L’élongation nécessite la présence de malonyl-CoA et de plusieurs enzymes du
réticulum endoplasmique. L'acide gras le plus long détecté chez la levure posséde 26 atomes de
carbone (Beopoulos et al., 2011; Denic and Weissman, 2007; Kohlwein et al., 2001).

Les désaturases sont des protéines hydrophobes ancrées dans la membrane du réticulum

endoplasmique. Elles utilisent comme substrat les acyl-CoA ou les phospholipides possédant un

24



résidu acyl et nécessitent la présence d’O, moléculaire. Chez les levures, 4 désaturases différentes
ont été identifiées (Beopoulos et al., 2011) :

* A9:insere une premiere double liaison sur les acides gras C16:0 et C18:0 afin d’obtenir
respectivement les acides palmitoléiques (C16 :1) et oléiques (C18 :1). Cette désaturase
est la seule agissant préférentiellement sur les acides gras saturés plutot que sur les
phospholipides.

* Al12:insere une deuxieme double liaison sur les acides gras C18:1 pour former I'acide
linoléique (C18 :2)

* Al15: insere une double liaison sur les acides gras C18:2 pour obtenir I'acide a-
linolénique (C18:3, w3)

* A6 insere une double liaison soit sur I'acide a-linolénique soit sur I'acide oléique. Les
acides gras formés sont respectivement I'acide stéaridonique (C18 :4) ou l'acide y-
linolénique (C18:3, w6).

Les désaturases A9 et A12 sont les plus répandues chez les levures et les seules présentes chez
S. cerevisiae. A ce jour, les 2 autres désaturases n’ont pas été décrites chez les levures en cenologie.
Les acides palmitiques (C16), oléiques (C18), palmitoléiques (C16:1), linoléiques (C18:1) et
linoléniques (C18 :2) sont principalement retrouvés (Daum et al., 1998). Les acides gras libres sont
retrouvés en faible quantité mais sont nécessaires a la synthese des lipides neutres, phospholipides,

esters de stérols...

4.1.2 Formation des lipides neutres et phospholipides

* Lipides neutres

Les acides gras peuvent étre estérifiés avec du glycérol, des stérols ou des alcools pour former
respectivement des acylglycérols, des esters de stérols et des cérides. Le glycérol peut étre estérifié
avec trois acides gras pour obtenir du triacylglycérol (TAG). Les TAG sont la forme de stockage la
plus efficace chez la levure (Czabany et al., 2007; Daum et al., 1998).

Le précurseur direct des TAG est le diacylglycérol (DAG). Le DAG peut étre formé selon deux
voies : la voie du glycérol-3-phophate et la voie du monoacylglycérol. Cette derniére correspond a
une acylation directe du monoacylglycérol par un acylcoenzyme A et n’est pas présente chez toutes

les especes de levures. La voie du glycérol-3-phosphate est la plus répandue (figure 2).
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Glycérol kinase

Glycérol
G-3-P LPA acyl Phosphatidate
acyltransférase Acide transférase phosphatase
Glycérol-3-phosphate — . lysophosphatidique ——» Acide ——» DAG
(LPA) phosphatidique
(G-P)
Dihydroxyacétone
phosphate (DHAP) G-3-P

| déshydrogénase

DHAP reductase

Figure 2: Biosynthése du diacylglycérol chez la levure (D’aprés Czabany et al., 2007; Daum et al.,
1998, Sorger and Daum, 2003).

Le glycérol-3-phosphate nécessaire a la synthese de DAG peut étre issu de la phosphorylation
du glycérol ou de la glycolyse, tout comme le dihydroxyacétone phophate. Les deux réactions
d’acylation nécessitent la présence d’acyl-CoA. Une derniere réaction d’acylation permet d’obtenir
les TAG. La synthése de TAG est maximale pendant la phase stationnaire de croissance (Sorger and

Daum, 2003).

* Phospholipides

Les phospholipides sont constitués de deux acides gras estérifiés en position 1 et 2 sur une
molécule de glycérol et d’un groupement phosphate en position 3. Généralement, I'acide gras en
position 1 est saturé, contrairement a celui en position 2 qui est le plus souvent insaturé. Les
phospholipides principalement retrouvés chez la levure sont: le phosphatidy-linositol (Pl), la
phosphatidyl-sérine (PS), la phosphatidyl-éthanolamine (PE), la phosphatidyl-choline (PC) et le
diphosphatidylglycérol (cardiolipine) (figure 3)(Daum et al., 1998).
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Figure 3: Phospholipides membranaires chez la levure (D’aprés Ribéreau-Gayon et al., 2012)

La synthese des phospholipides a lieu essentiellement dans la mitochondrie et le reticulum
endoplasmique mais peut aussi se dérouler dans I'appareil de Golgi et les gouttelettes lipidiques
(Leber et al., 1995; Zinser et al., 1991).

L'acide phosphatidique est le précurseur de tous les phospholipides (figure 2). A partir de la
condensation de I'acide phosphatidique et de la cytidine triphosphate va étre formé le cytidine
diphosphate-diacylglycérol (CDP-DAG). Le CDP-DAG est un métabolite central et essentiel pour la
biosynthése des composés lipidiques chez la levure. Chez S. cerevisiae, la mutation du gene CDS1
codant pour la CDP-DAG synthase et impliqué dans la formation de CDP-DAG entraine la mort
cellulaire. Le CDP-DAG en présence d’inositol et de sérine va aboutir a la formation de phosphatidyl-
inositol (P1) et de phosphatidyl-sérine (PS)(Dowhan, 1997; Shen et al., 1996).

Le Pl est impliqué dans la signalisation cellulaire et la réception membranaire. Il est
indispensable a la synthése de certaines protéines et notamment des Pl-kinases impliquées dans le
fonctionnement du noyau, le transport des macromolécules, 'organisation du cytosquelette
d’actine... La PS est minoritaire chez la levure mais impliquée dans la voie de biosynthése des deux
phopholipides majoritaires, la PC et la PE. La synthése de novo de PE se fait essentiellement par
décarboxylation de la PS. Les PE sont des constituants essentiels des membranes cellulaires et sont
impliqués dans la division et la signalisation cellulaire, I'autophagie et la phagocytose. La PC est
formée a partir de la PE suite a 3 méthylations successives. Tout comme les PE, les PC sont des

constituants essentiels des membranes (Daum et al., 1998).
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Les PE et PC peuvent également étre obtenues a partir d’éthanolamine et de choline en suivant
la voie de Kennedy. Cette voie nécessite la présence d’ATP, de cytidine triphosphate et de DAG et
est similaire pour I'éthanolamine et la choline (figure 4) (Carman and Henry, 1989).

Enfin, le phosphatidyl-glycérol (PG) est un phospholipide minoritaire chez S. cerevisiae. Sa formation
nécessite la présence de CDP-DAG et de G-3-P. La condensation de deux unités de PG constitue la
cardiolipine. Minoritaire dans la membrane plasmique, la cardiolipine est un constituant majeur de

la membrane mitochondriale.

Ethanolamine ——p Ethanolamine-phophate ———» CDP-Ethanolamine —— PE

+ ATP + Cytidine triphosphate + DAG

Figure 4: Formation de phosphatidyl-éthanolamine selon la voie de Kennedy (D’aprés Carman
and Henry, 1989)

4.1.3 Stérols

Les stérols agissent comme des régulateurs importants de la fluidité et de la perméabilité
membranaire (Gaber et al., 1989). Chez S. cerevisiae ils sont synthétisés principalement en fin de
phase exponentielle de croissance. Chez les levures, I'ergostérol est majoritaire. Le lanostérol et le

zymostérol sont également retrouvés (figure 5) (Parks and Adams, 1978).

Ergostérol Lanostérol

Zymostérol Squaléne

Figure 5: Principaux stérols de la levure et leur précurseur (squaléne) (D’apres Ribéreau-Gayon et
al., 2012)
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La biosynthése des stérols (Daum et al., 1998; Parks and Casey, 1995) se fait a partir de
I'acétylCoA et nécessite 20 réactions successives impliquant plus de 20 genes différents. La
condensation de deux molécules d’acétylCoA va aboutir a la formation d’acétoacétylCoA. Puis
I'action de la HMG-CoA synthase et de la HMG-CoA réductase va permettre la synthese d’acide
mévalonique. Différentes réactions de phosphorylations et décarboxylations vont former le farnesyl
pyrophosphate.

La condensation d’unités a cinq atomes de carbone par la squaléne synthase sur le farnesyl
pyrophosphate aboutit a la formation de squaléne.

Le squaléne est le précurseur des différents stérols de la levure. La synthése des stérols a partir
du squaléne nécessite la présence d’oxygéne moléculaire, pouvant étre apporté sous forme de
dioxygeéne dissout ou de lipides exogénes présents dans le milieu de culture. Le premier stérol
formé est le lanostérol. A lissue de plusieurs étapes de déméthylations, réductions et
décarboxylation le zymostérol peut étre synthétisé. Aprés isomérisation, deux désaturations
successives vont ajouter une double liaison entre les carbones 5 et 6 (retrouvée dans tous les
stérols) et une en C22 sur la chaine latérale. Enfin, une réductase permet I'élimination de la double
liaison présente en C24 et ainsi la formation d’ergostérol.

En plus de leur incorporation au sein des membranes, les stérols peuvent étre estérifiés avec
des acides gras et stockés dans les gouttelettes lipidiques. Le lanostérol et le zymostérol sont

estérifiés préférentiellement par rapport a I’ergostérol.

4.1.4 Sphingolipides

Les sphingolipides sont des dérivés de la sphingosine. La sphingosine est un alcool gras
possédant 18 atomes de carbones, deux groupements alcool (C1 et C3), une insaturation (C4) et un
groupement amine (C2). Pour former les sphingolipides, un acide gras va étre fixé par une liaison
amine au niveau du groupement NH, de la sphingosine. Sur la fonction alcool primaire de cette
derniére, différents types de groupements peuvent étre ajoutés (choline, éthanolamine, composés
glycosylés...). Chez S. cerevisiae le mannose-inositol phosphorylcéramide est le sphingolipide
majoritaire.

Les sphingolipides sont situés principalement dans la membrane plasmique. Ils sont également
retrouvés dans le Golgi et la membrane des mitochondries mais pas dans les gouttelettes lipidiques

et le noyau. Leur syntheése a lieu dans le reticulum endoplasmique (Dickson and Lester, 1999).
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4.2 Catabolisme

Différentes lipases vont permettre la dégradation des lipides stockés dans les gouttelettes
lipidiqgues donnant lieu notamment a la libération de stérols et d’acides gras libres. Ces molécules
pourront alors étre redirigées vers les membranes cellulaires.

De plus, les acides gras libres vont pouvoir rejoindre la voie de biosynthese des phospholipides
ou encore étre dégradés dans le peroxysome selon le mécanisme de la 3-oxydation. Un cycle de f3-
oxydation se déroule en 4 étapes: oxydation, hydratation, déshydratation et transport vers la
mitochondrie. Chaque cycle libere un acylCoA (a n-2 atomes de carbone) et un acétylCoA. C’'est ce
dernier qui va étre redirigé vers la mitochondrie et entrer dans le cycle de Krebs pour étre utilisé

comme source d’énergie (Beopoulos et al., 2011).

4.3 Lipides et fermentation alcoolique

Dans le mo(t, les acides gras insaturés sont majoritaires. L’acide linoléique est le plus abondant
(Castela et al., 1985). Trois phytostérols sont également retrouvés : le B—sitostérol (majoritaire), le

stigmastérol et le campestérol (Le Fur et al., 1994).

Au cours de la fermentation alcoolique, I'augmentation de la concentration en éthanol et la
faible quantité d’O, dissout constituent deux stress importants auxquels la levure doit s’adapter.
L'éthanol affecte certains systémes de transport, le fonctionnement de certaines enzymes, la
fluidité membranaire... (Alexandre et al., 1994; Arneborg et al., 1995; Augustin et al., 1965; Casey
and Ingledew, 1986; Chi and Arneborg, 1999; lbeas and Jimenez, 1997; Nagodawithana and
Steinkraus, 1976; Salmon et al., 1993). Différentes études ont mis en évidence la corrélation entre
I"augmentation du degré d’insaturation des membranes, I'augmentation de la teneur en ergostérol
et la tolérance a I’éthanol chez S. cerevisiae (Agudo, 1992; Alexandre et al., 1994; Beaven et al.,
1982; Ghareib et al., 1988; Mishra and Kaur, 1991; Mishra and Prasad, 1989; Sajbidor and Grego,
1992; Thomas et al., 1978; Walker-Caprioglio et al., 1990; You et al., 2003). La croissance en
absence d’oxygene entraine chez S. cerevisiae une diminution de la surface des organelles
membranaires et une dilution des composés lipidiques. Cela entraine I'activation des voies NADPH-
dépendantes aboutissant a la production de formes réactives de I'oxygene, d’un stress oxydant et
une chute de la viabilité (Bardi et al., 1998; Henry, 1982; Landolfo et al., 2008; Rosenfeld and
Beauvoit, 2003). De plus, la présence d’O, est indispensable a la synthéese de novo des lipides
cellulaires (Larue et al., 1980; Pfisterer et al., 1977; Strydom et al., 1982). Trés peu de données sont

disponibles chez les levures non-Saccharomyces mais il semblerait que la tolérance a I’éthanol ne
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soit pas systématiquement liée a I'augmentation de la proportion d’acides gras insaturés et
d’ergostérol. Ainsi, Pina et al. (2004) ont montré que l'augmentation de la proportion d’acide
oléique et d’ergostérol était bien corrélée a une augmentation de la résistance a I’éthanol chez H.
guilliermondii mais pas chez H. uvarum et T. delbrueckii. Cependant, d’autres auteurs ont mis en
évidence une augmentation de la proportion d’acide linoléique chez T. delbrueckii, P.
membranifasciens et H. uvarum lors de croissance dans un milieu contenant 4% d’éthanol. T.
delbrueckii qui dans cette étude présente la plus faible résistance a I’éthanol posséde également la
plus faible proportion d’acides gras insaturés. H. uvarum présente une résistance a I'éthanol plus
élevée que P. membranifasciens cependant leur composition en acides gras insaturés est similaire
(Aguilera et al., 2006).

En 1982 Rodriguez et al. ont mis en évidence que S. cerevisiae était capable d’assimiler
I’ergostérol exogéne. Ces essais ont été réalisés en utilisant des mutants S. cerevisiae incapables de
réaliser la synthese d’ergostérol de novo (Rodriguez et al.,, 1982, 1985). 3 concentrations en
ergostérol du milieu correspondant a 3 roles différents de celui-ci dans la cellule ont été définies:

* « sparking role », concentration nécessaire pour initier la croissance cellulaire

* « domain role », concentration minimale pour une croissance active et des membranes
integres

* «bulk role », concentration a partir de laquelle les stérols ne peuvent plus étre

incorporés par la cellule.

Plus récemment, plusieurs études ont montré que les levures, y compris les non-
Saccharomyces, sont capables d’assimiler les lipides exogenes au cours de la fermentation
alcoolique (Beltran et al., 2008; Landolfo et al., 2010; Luparia et al., 2004; Pina et al., 2004; Reddn et
al., 2009; Torija et al., 2003).

L’ergostérol et les acides gras présents dans le milieu sont facilement assimilés par les levures.
Les acides gras insaturés et I'ergostérol peuvent notamment permettre aux levures de pallier au
manque d’oxygéne lors de cultures en anaérobiose (Landolfo et al., 2010; Pina et al., 2004).
L'incorporation de lipides exogenes modifie la composition membranaire des cellules. En effet, lors
d’études réalisées sur S. cerevisiae, Reddon et al. (2009) ont montré que lorsque le milieu est
supplémenté en acides gras et en stérols, une diminution de la quantité totale de lipides
membranaires est observée, suggérant une répression transcriptionnelle de la biosynthese
lipidique. S. cerevisiae est également capable d’incorporer les phytostérols du mo(t. Néanmoins,
cela affecte sa croissante et peut donner lieu a des fermentations languissantes (Luparia et al.,

2004; Rozes, 1992).
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5 Impact du CO, dissout

L’effet du CO, sur la croissance et le développement des microorganismes a été principalement
étudié chez les bactéries, particulierement lorsqu’il est utilisé en surpression. Le CO, est surtout
reconnu pour ses propriétés antimicrobiennes. Il est largement utilisé en industrie agroalimentaire
pour la conservation des aliments et représente une alternative aux traitements thermiques.
L'inhibition par le CO, est d’autant plus importante que la pression et la concentration en sucres
augmentent et que la température et la concentration en éthanol sont faibles (Blickstad et al.,
1981; Gill and Tan, 1979; King and Nagel, 1975).

La présence de CO, dans le milieu est indispensable a la croissance des microorganismes
(Rockwell and Highberger, 1927). En effet, le CO, joue le double réle de substrat des réactions de
carboxylations et de produit des réactions de décarboxylations au sein du métabolisme cellulaire.
Ces réactions jouent un réle majeur lors de la néoglucogenése et lors de la synthése des acides
nucléiques, des acides tricarboxyliques du cycle de Krebs et de certains acides aminés. La fixation du
CO, par S. cerevisiae a notamment été observée dans différentes conditions de culture (Hartman et
al., 1972; Oura et al., 1980). Une concentration en CO, trop faible entraine une inhibition de la
croissance des microorganismes et une modification de la forme des cellules (Arcay-Ledezma and

Slaughter, 1984; Straskrabova et al., 1980).

5.1 Meécanisme d’inhibition par le CO,

Les étapes de 'inhibition des microorganismes par le CO, sont présentées sur la figure 6.
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Figure 6: Mécanisme d'inhibition des microorganismes par le CO, (D’apres (Garcia-Gonzalez et
al., 2007))
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Dans un premier temps, le CO, gazeux (CO, g) se solubilise dans le milieu de culture (CO, aq)
pour former de I'acide carbonique (H,COs). L'acide carbonique peut ensuite se dissocier en ions
bicarbonate (HCO5), carbonate (COs%) et hydrogéne (H'). Ces réactions de dissociation du CO,
dépendent de la pression et de la température (step 1). La libération de protons entraine une
acidification du milieu extracellulaire. Si un ralentissement de la croissance cellulaire peut avoir lieu
du fait de I'augmentation des besoins en énergie pour maintenir le pH intracellulaire, cela ne suffit
pas a expliquer I'effet létal observé (Haas et al., 1989; Ho-mu et al., 1993). Il est supposé que cette
diminution du pH extracellulaire faciliterait la diffusion du CO, a travers la membrane (Lin et al.,
1994).

Le CO, serait en effet capable de diffuser simplement a travers la membrane plasmique et de s’y
accumuler (step 2) entrainant un effet d’anesthésie (Okamoto, 1976; Spilimbergo et al., 2002).
L'anesthésie survient lorsqu’un volume critique de la membrane plasmique est occupé par des
molécules exogénes. Cela entraine des modifications structurelles et fonctionnelles au sein de la
membrane telles que l'altération des transports actifs (perméases) et passifs, la destruction de
certains domaines membranaires (Jones and Greenfield, 1982) ou encore la modification de la
composition en lipides de la membrane avec une augmentation du degré d’insaturation chez S.
cerevisiae (Castelli et al., 1969).

Le CO, et ses formes dissociées vont ensuite s’accumuler a l'intérieur du cytoplasme (step 3). Si
dans un premier temps la cellule parvient a réguler le pH intracellulaire (fonction tampon du
cytoplasme, pompes a protons...), 'augmentation rapide de la concentration en CO, entraine une
acidification Cette variation de pH va altérer le fonctionnement des enzymes intracellulaires (step
4). Les enzymes principalement affectées sont impliquées dans la glycolyse, le cycle de Krebs, le
transport d’ions et d’acides aminés (Hutkins and Nannen, 1993; Jones and Greenfield, 1982;
Spilimbergo et al., 2005). Le fonctionnement des différentes enzymes n’est pas seulement lié au pH
intracellulaire mais également a la concentration en substrats, co-facteurs et produits.
L'accumulation de CO, va avoir tendance stimuler les réactions de carboxylations et inhiber les
décarboxylations (step 5). Ainsi, (Teixeira de Mattos et al., 1984) ont mis en évidence un cycle de
dissipation d’énergie stimulé par la présence de CO, chez la bactérie Klebsiella pneumoniae (figure

7).
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(o) CO>. phosphoenolpyruvate COz
PEP corboxykinose PEP carboxylase

oxaloacetaote =

Sum: ATP —e ADP +P,

Figure 7: Cycle "futile" de dissipation d'énergie en présence de CO, (D’aprés (Dixon and Kell,
1989)

De plus, la dissociation de I'ion HCO3 en CO,”> dans le milieu intracellulaire va entrainer la
précipitation de certains ions tels que le calcium et le magnésium (step 6). Enfin, du fait de son fort
pouvoir de solvatation, le CO, est capable d’extraire des cellules de nombreux composés

indispensables au métabolisme (step 7) (Ho-mu et al., 1993; Lin et al., 1994).

5.2 Impact du CO, sur les espéces de levure retrouvées en oenologie

Dés 1976, (Chen and Gutmanis, 1976) ont observé l'effet du CO, non pressurisé chez
S. cerevisiae lorsque les conditions de croissance sont favorables dans le cadre de la production de
biomasse en bioréacteur. Dans cette étude, la composition de I'air du bioréacteur est modifiée en
remplagant différentes proportions de diazote par du CO,. L'O, est toujours maintenu a 20%. A
partir de 40% de CO,, une chute de population est observée. A 80% de CO,, soit 1,1 g/L dissout, une
diminution de la population de 50% est constatée ainsi qu’un ralentissement de la vitesse de
fermentation (en condition aérobie).

En 2005, (Gunes et al., 2005) ont utilisé du CO, sous haute pression (entre 6,9 et 48,3 MPa) a
différentes concentrations sur du jus de raisin inoculé avec S. cerevisiae, C. stellata et H. uvarum. Si
les trois especes sont sensibles a une augmentation de la pression se traduisant par une
augmentation de la mortalité, C. stellata est la plus résistante a une augmentation de la
concentration en CO,. Des différences de sensibilité vis-a-vis du CO, sont donc observées en
fonction des especes. L'effet inhibiteur du CO, pressurisé sur S. cerevisiae avait déja été observé

notamment par Arcay-Ledezma and Slaughter (1984).

34



Partie 1 : Etude des interactions entre
S. cerevisiae et T. delbrueckii
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Matériels et méthodes

1 Matériel biologique

Deux souches commerciales S. cerevisiae Zymaflore X5 et T. delbrueckii Zymaflore Alpha
commercialisées par la société Laffort (Bordeaux, France) ont été utilisées dans ce travail. La souche
X5 est caractérisée par une forte aptitude a libérer les thiols volatils a partir des précurseurs S-
cystéinilés (Masneuf-Pomarede et al., 2006). L’utilisation de la souche Alpha est recommandée pour
diminuer I'acidité volatile des vins liquoreux et augmenter la complexité aromatique des vins blancs

secs et rosés (Renault, 2010).

2 Fermentations alcooliques
2.1 Moiit

Les fermentations ont été réalisées en mo(t Sauvignon blanc (millésime 2012, vignobles
Ducourt, Bordeaux), conservé a -20 °C. Avant chaque fermentation, la teneur en azote initiale du
mo(t a été ajustée a 200 mg/L d’azote assimilable avec du Thiazote® (Laffort, France) afin d’assurer
le bon déroulement des fermentations. Le Thiazote® est un mélange de sulfate d’ammonium et de
thiamine (vitamine B1).

Le moUt a été stérilisé par filtration sur membrane 0,45 um en acétate de cellulose (Sartorius,

Allemagne). La composition du mo(t apreés filtration est donnée dans le tableau 3.

Tableau 3: Composition du Sauvignon Blanc 2012

Sucres réducteurs 203 g/L

Titre alcoométrique probable 12,30 % vol.
Acidité totale 4,19 g/LH,S0,
Acide L-malique 3,59 g/L
pH 3,33

Dioxyde de soufre libre 18 mg/L
Dioxyde de soufre total 65 mg/L
Azote assimilable 202 mg/LN
Azote alpha aminé 159 mg/LN
Azote ammoniacal 43 mg/LN
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2.2 Pré-cultures (levains)

Pour les deux espéces, S. cerevisiae et T. delbrueckii, une étape de pré-culture ou levain a été
nécessaire afin de permettre I'adaptation des levures au milieu de fermentation. Les levains ont été
réalisés dans des Erlenmeyers de 100 mL contenant 50 mL de mo(t dilué au % avec de I'eau Milli-Q
stérile (Millipore Darmstadt, Allemagne). Les Erlenmeyers ont ensuite été ensemencés avec 1 cm’
de biomasse cultivée sur milieu YPD solide. Les levains sont ensuite incubés 24h a 24 °C sous
agitation magnétique (table magnétique Variomag multipoint, Thermo Scientific) a 200 rpm pour S.
cerevisiae et 350 rpm pour T. delbrueckii. Aprés 24h, la concentration et la viabilité cellulaire des

levains ont été déterminées par cytométrie en flux.

2.3 Détermination de la population et de la viabilité par cytométrie en flux

Les différents échantillons ont été dilués dans du tampon Mcllvaine (acide citrique 0,1M,
phosphate de sodium dibasique 0,2M, pH=4). Afin de différencier les cellules vivantes des
cellules mortes, 0,3% de iodure de propidium (Sigma Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis) ont été
ajoutés a chaque échantillon. L’appareil utilisé pour la quantification (Quanta SC MPL, Beckman
Coulter, Fullerton, Californie) est équipé d’un laser ayant une émission a 488 nm (22mW).
Différents parameétres peuvent étre mesurés lors du passage des cellules devant cette source
lumineuse. Ici nous nous intéresserons particulierement au SS ou Side Scatter et a I’'émission de
fluorescence.

Le SS correspond a la lumiere diffusée par la cellule a 90° par rapport a la source lumineuse.
Ce parametre renseigne sur la forme et la granularité des particules. Le SS est le paramétre
retenu comme déclencheur d’événement ou « trigger » pour que la mesure soit effectuée.

L'iodure de propidium pénétre a l'intérieur des cellules mortes qui vont alors émettre une
fluorescence rouge contrairement aux cellules vivantes. Cette fluorescence est détectée par un
photomultiplicateur sur le canal FL3 du cytometre grace a un filtre laissant passer les longueurs

d’ondes supérieures a 670 nm (figure 8).
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Figure 8: Détection des levures et détermination de la viabilité par cytométrie en flux

2.4 Fermentations en fermenteur double compartiment

L’'ensemble des fermentations de cette partie a été réalisé en fermenteur double compartiment
(figure 9). Cet outil a été développé récemment au laboratoire (Renault et al., 2013). Un seul poste
de travail était jusqu’ici disponible au laboratoire. Dans un premier temps, il a été nécessaire
d’installer un deuxieme fermenteur double-compartiment afin de réaliser I'ensemble des

fermentations.

Le fermenteur est composé de 2 compartiments pouvant contenir chacun un volume de milieu
maximal de 1,1L, soit un volume total de 2,2L. Les 2 compartiments sont séparés par une
membrane centrale permettant le passage du milieu mais pas des microorganismes (Magna ester

de cellulose, cut-off 0,45 um, Whatman, GE Healthcare Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France).
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Figure 9: Présentation du fermenteur double compartiment (D’aprés Renault et al., 2013)

L’homogénéisation du milieu entre les deux compartiments via la diffusion a travers la
membrane nécessite 12h. Afin d’avoir une homogénéisation plus rapide, un systéeme de pompe
péristaltique permet le passage du milieu d’'un compartiment a I'autre (Minipuls 3, Gilson, France).

Deux capsules de filtration (Sartrobran P 0,45 um 300, acétate de cellulose, Sartorius, Dublin,

Irlande) contenant une membrane de porosité 0,45 um se trouvent au dessus de chaque
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compartiment afin d’empécher le passage des levures de I'un a I'autre. Le fonctionnement de la
pompe est piloté par ordinateur (Alliance Automation, Talence, France) et est déclenché toutes les
34 minutes selon le cycle suivant : 2 minutes dans le sens horaire et 1 minute en sens inverse. Ce
changement de sens permet d’éviter le colmatage des capsules. La vitesse de rotation est de 48
rpm pour un débit de 29 mL/min.

Le fermenteur est placé sur une balance de précision (Signum 1 Supreme, Sartorius, Dublin,
Irlande) et deux agitateurs magnétiques.

La régulation de la température et le suivi de la cinétique de fermentation se font de maniere
automatisée (logiciel Labview, National Instrument, Austin, Etats-Unis). Une sonde placée a
I'intérieur du fermenteur permet de contréler la température qui est ajustée grace a deux
ampoules a infrarouge placées derriere chaque compartiment. L'acquisition de la masse du
fermenteur se fait toutes les vingt minutes, permettant de mesurer le dégagement de CO; ainsi que
sa vitesse (figure 10). Cette derniére est calculée grace au logiciel R a partir des acquisitions
successives de masse. |l est alors possible de déterminer la durée de la phase de latence (temps de
démarrage de la fermentation alcoolique, h), la vitesse maximale (Vmax, g/L/h) et la durée de

fermentation (h).

120

100
<« Vmax

o
o

=
= 08
L z
S 60 =
@ o6
™ =
S 40 >
04 Durée

fermentation

20 02
0 0 l
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250
Temps (h) Temps (h)

Phase de latence

Figure 10: Parametres cinétiques mesurés au cours de la fermentation alcoolique

Enfin, des prélevements ont été effectués tout au long de la fermentation grace a deux septum

situés a I'avant de chaque compartiment. Les fermentations ont été effectuées a 18 °C.
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2.5 Inoculation et modalités

Le fermenteur double compartiment est un outil adapté a I'étude des interactions entre les
levures. Il permet de réaliser deux types de cultures mixtes :
* Des cultures séparées, ol chaque espéce était inoculée dans un seul compartiment
* Des cultures en mélange olU les deux espéces étaient inoculées dans les deux
compartiments.
Qu’elles soient cultivées séparées ou en mélange, les deux espéces (ici S. cerevisiae et T.
delbrueckii) partagent le méme milieu de culture grace a I'homogénéisation par la pompe

péristaltique.

Le rapport d’inoculation S. cerevisiae X5/T. delbrueckii Alpha choisi était de 1:20 soit 5.10°
cellules viables/mL pour X5 et 1.10” cellules viables/mL pour Alpha. Les mémes concentrations ont
été utilisées pour les cultures pures. Ces concentrations ont été retenues car elles permettaient a la
fois une croissance de T. delbrueckii et une fermentation compléte lorsque les deux espéces sont
cultivées en mélange. Des cultures pures ont également été effectuées pour chaque espéce, en
inoculant un ou deux compartiments afin de déterminer si la densité joue un réle dans le
comportement fermentaire de nos deux especes.

Afin de pouvoir comparer les différentes modalités, les concentrations ont été calculées par

rapport au volume total du fermenteur (2,2L) et non par compartiment.

L’'ensemble des modalités testées est présenté sur la figure 11. Chaque condition a été réalisée

en triplicata.
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Figure 11: Différentes modalités testées lors des fermentations en fermenteur double
compartiment

3 Suivi des populations

Le suivi des populations a été effectué par dénombrement sur milieux gélosés. Des
prélevements ont été effectués régulierement tout au long des fermentations, tous les 10 g de CO,

dégagé.

3.1 Milieu YPD solide : levures totales

Le milieu YPD permet le dénombrement des levures totales. Il contient 1% d’extrait de levure
(p/v, Difco Laboratories, Detroit, Etats-Unis), 1% de bacto peptone (p/v, Difco), 2% de glucose (p/v)
et 2% d’agar (p/v, Eurobio, Courtaboeuf, France).

Ce milieu a été utilisé pour les dénombrements des deux espéeces indifférenciées lors des
cultures mixtes en mélange et pour S. cerevisiae en cultures mixtes séparées et pures. Les boites

ont été incubées 2 jours a 24 °C.
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3.2 Milieu YPD solide + cycloheximide : Torulaspora delbrueckii

Afin de différencier T. delbrueckii de S. cerevisiae lors des suivis de population, le milieu YPD
additionné de cycloheximide a 1 pg/mL a été utilisé (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis). A cette
concentration en antibiotique, une croissance de T. delbrueckii a été observée aprés 4 jours
d’incubation a 24 °C contre 2 jours sur YPD classique. La croissance de S. cerevisiae n’a pas été
totalement inhibée mais fortement ralentie : une croissance a été observée a partir de 10 jours
d’incubation.

Tous les dénombrements pour I'espece T. delbrueckii ont été effectués sur ce milieu (cultures
pures et mixtes). En mélange, la concentration de S. cerevisiae a été déterminée en calculant la
différence entre les dénombrements sur milieu YPD classique et sur YPD + cycloheximide.

Les dénombrements ont été effectués sur les boites présentant entre 15 et 300 colonies sur

deux dilutions successives.

4 Controles d’implantation

Il a été nécessaire de réaliser des contrbles d’implantation en fin de fermentation dans chaque
compartiment du fermenteur afin de vérifier la présence d’une seule espéece par compartiment
pour les cultures mixtes séparées et les cultures pures.

Le contréle d’implantation a été effectué par PCR suite au prélévement (environ 1 mL) du milieu

de fermentation.

4.1 Extraction d’ADN

Afin de faciliter cette étape d’extraction, une carte FTA® CloneSaver™ (Whatman, GE Healthcare
Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France) a été utilisée. Ces cartes sont constituées d’un papier
Whatman traité chimiquement qui permet |'extraction et le stockage rapide d'ADN. Le dép6t des
échantillons sur FTA® CloneSaver™ permet la lyse cellulaire et I'ADN de haut poids moléculaire reste
immobilisé dans la matrice. Les échantillons traités étant incolores, la carte utilisée contient un
indicateur qui passe du rose au blanc lorsque I'échantillon est déposé. 96 échantillons peuvent étre
déposés par carte et se conservent a température ambiante.

6 uL de chaque préléevement effectué en fin de fermentation ont été déposés sur la carte FTA®
CloneSaver™. Un séchage d’'une heure a température ambiante est nécessaire avant utilisation ou

conservation. Pour I'analyse, un prélevement de chaque échantillon a été effectué a I'aide d’un
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emporte-piéce (Harris Micro-Punch™ 1,2 mm) puis placé dans un tube PCR. Deux incubations de 5
minutes ont ensuite été effectuées dans 50 pL de tampon Tris-EDTA (Tris 1M pH8 1%, EDTA 0,5M
pH8 0,5%, eau Milli-Q). Puis un ringage a été effectué avec 50 pL d’eau milli-Q (les surnageants sont

éliminés entre chaque étape). Les échantillons ont ensuite été analysés en PCR.

4.2 Amplification d’ADN par PCR

Deux couples d’amorces ont été utilisés: SC1 (5-GAAAACTCCACAGTGTGTTG-3’)/SC2 (5’-
GCTTAAGTGCGCGGTCTTG -3’) pour S. cerevisiae et Tods L2 (5’-CAAAGTCATCCAAGCCAGC-3’)/ Tods
R2 (5’-TTCTCAAACAATCATGTTTGGTAG-3’) pour T. delbrueckii. Ces amorces amplifient les régions
ITS de ’ADNTr pour les deux especes.

L'amplification a été réalisée dans un volume réactionnel de 20 pL contenant 0,25 uM de
chaque amorce, 4 pL de Mix Tag-&GO Ready-to-use PCR Mix™ (MP Biomedical, Santa Ana, Etats-
Unis), et une pastille d’ADN. Le volume a été complété a 20 pL avec de l'eau Milli-Q stérile.
L'amplification a été effectuée en thermocycleur (l-cycler, Biorad, hercules, Etat-unis) selon le
programme suivant: 1 minute de dénaturation initiale a 95 °C suivie de 25 cycles de dénaturation
(95 °C-30 sec)-hybridation (63°C-1 min)-élongation (72 °C- 30 sec) et d'une élongation finale a 72 °C

pendant 10 minutes.

4.3 Electrophorése sur gel d’agorose

L’ADN a ensuite été déposé sur gel afin de visualiser I'amplification. Le gel est préparé a 2%
(p/v) d’agarose en tampon TBE 1X (acide borique 0,09M, EDTA 2mM, Tris pH8 0,09M). Dans chaque
puits ont été introduits 2 puL de tampon de charge 6X (bleu de bromophénol et glycérol) pour 6 uL
d'extrait d'ADN. Le marqueur de taille utilisé était le BenchTop 100bp DNA Ladder (Promega,
Madison, Etats-Unis). La migration a été réalisée en TBE 1X a 70V puis le gel coloré dans un bain de
bromure d’ethidium (BET) pendant 20 minutes et observé sous UV (Ingenius 3, logiciel d’acquisition

Gene Sys, Syngene).

5 Analyses des composés en fin de fermentation

5.1 Analyse des thiols volatils

Le dosage des thiols volatils a été réalisé en fin de fermentation alcoolique a partir de 50 mL de
vin, préalablement centrifugés a 6000 rpm durant 5 minutes. La méthode d’extraction a été décrite

par Tominaga et Dubourdieu (2006).
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e Purification des thiols volatils

Les thiols volatils présents dans I'échantillon ont été couplés avec 7,5 mL de p-HMB 2 mM (p-
hydroxymercuribenzoate) préparé en tampon Trizma® base 0,1 M (2-amino-2-(hydroxyméthyl)-1,3-
propanediol). L'étalon interne constitué de 1,3,3 MMB (1-méthoxy-3-méthyl-3-butanethiol) a été
ajouté dans I’échantillon a raison de 1,2 nmol. Le pH a été ajusté a 7 avec une solution d’hydroxyde
de sodium. Aprés 10 minutes d’agitation a 600 rpm, le complexe thiols/p-HMB a été fixé sur une
colonne échangeuse d’ions (Dowex 1X2; 50-100 meshpH=5; 1,5 x 3 cm ; réactivation a 'acide
chlorhydrique 0,1 M). La colonne a ensuite été rincée par 50 mL d’une solution tampon d’acétate de
sodium (0,1 M, pH=7). L'ensemble des molécules non fixées sur la colonne a ainsi été éliminé. Les

thiols ont été élués avec 50 mL d’une solution de cystéine (35 mM, pH=7).

e Extraction des thiols volatils

500 pL d’acétate d’éthyle ont été ajoutés a I'éluat récupéré lors de la phase de purification. Puis
deux extractions successives ont été effectuées avec 4 puis 3 mL de dichlorométhane sous agitation
(5 minutes, 900 rpm). Les phases organiques (inférieures) contenant les thiols ont ensuite
récupérées apres transfert en ampoule a décanter. Elles ont ensuite été séchées a I'aide de sulfate

de sodium anhydre (Sigma-Aldrich) puis concentrées sous azote jusqu’a 50 pL.

* Analyse
Les échantillons ont été analysés en chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse. L'ensemble des caractéristiques de l'appareillage et de la méthode d’injection est

présenté dans le tableau 4.

Tableau 4: Injection des thiols volatils en GC-MS

Appareil Systeme Agilent technologies 6890, couplé a un spectrométre de masse
quadripolaire MSD 5975 (Agilent Technologies, Santa Clara, Etat-Unis)

Colonne DB-WAXETR, 50 m x 0,25 mm (d.i.), 0,22 um (e.f.) (Agilent technologies)

Température initiale du four 40 °C

Programme de température 40°C — 1 min puis 3°C/min jusqu’a 230 °C, isotherme final de 10 min

Température d’injection 230°C

Mode d’injection Splitless 1 min, débit de purge 50 mL/min

Pression en téte de colonne 22 psi

Gaz vecteur Helium

Mode d’acquisition SIM (Selected lon Monitoring)

Logiciel d’acquisition MSD Chemstation (Agilent Technologies)
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La quantification des différents thiols s’effectue en sélectionnant les ions spécifiques de chaque
molécule. L’abondance des ions caractéristiques d’un composé est rapportée a celle des ions

caractéristiques de I'étalon interne. Les différents ions utilisés sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5: lons utilisés pour la détection et la quantification des thiols volatils

Composé lons utilisés pour la | lon utilisé pour la | Gamme de validation (ng/L)
détection (m/z) quantification (m/z)

3MMB (étalon interne) 134, 100 134

3SH 134,100 134 3,1-2000

4MSP 132,99, 75 75 2,8-80

A3SH 101, 116 101 2,8-503

Pour chaque composé, une courbe d’étalonnage a été réalisée. Pour cela, un vin blanc a été
supplémenté avec différentes concentrations du composé a doser puis analysé en GC-MS. Les
rapports entre |'abondance de I'ion du composé et I'abondance de I'ion de I'étalon interne ont été
calculés pour chaque concentration. Une droite de régression linéaire est ainsi obtenue, son
coefficient de détermination (r?), son coefficient directeur (a) et son ordonnée a I'origine (b) sont
déterminés. La quantification de chaque composé dans un échantillon est effectuée en appliquant

la formule suivante :

Concentration composé = a.(Abondance ion composé/Abondance ion étalon interne) + b

5.2 Analyse des esters

Le dosage des esters a été réalisé par I'équipe de biochimie des arémes de 'unité de recherche
cenologie.

L’analyse des esters est basée sur la méthode de micro-extraction en phase solide dans I'espace
de téte (HS-SPME) suivie par une analyse en GC-MS, mise au point au laboratoire en 2010 par
Antalick et al. (2010). Cette méthode permet d’analyser simultanément 32 esters apolaires

différents.

Une solution d’étalon interne est préparée en éthanol absolu constituée de butyrate
d'éthyle-d5, hexanoate d'éthyle-d5, octanoate d'éthyle-d5 et cinnamate d'éthyle-d5 a 200 mg/L
chacun (Scharlau, Chemie S.A., Barcelone, Espagne). 20 pul de la solution d'étalon interne sont
ajoutés a 25 mL de vin préalablement centrifugés a 6000 rpm pendant 5 minutes. Apres

homogénéisation, 10 mL d’échantillon sont placés dans un vial SPME contenant 3,5 g de chlorure de
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sodium. Le vial est serti avec une capsule métallique recouverte d'un septum en caoutchouc,
homogénéisé et placé sur un distributeur automatique d’échantillons (Gerstel MPS2, Linthicum
Heights Etats-Unis).

Chaque vial subit une agitation rotative de 2 minutes a 500 rpm et a 40 °C. Puis une fibre en
polydiméthylsiloxane (Supelco, Bellefonte, Etats-Unis) d’épaisseur de film 100 um est insérée dans
I’espace de téte a 40 °C pendant 30 minutes, toujours sous agitation. La fibre est ainsi transférée au
niveau de l'injecteur ou la désorption s’effectue a 250 °C pendant 15 min.

L’'ensemble des caractéristiques de I'appareillage et de la méthode d’injection en GC-MS est

présenté dans le tableau 6.

Tableau 6: Injection des esters en GC-MS

Appareil Systéme HP 5890, couplé a un spectrométre de masse
quadripolaire HP 5972 (Hewlett-Packard, Palo Alto, Etat-
Unis)

Colonne BP21, 50 m x 0,33 mm (d.i.), 0,25 um (e.f.) (SGE Analytical
Science, Melbourne, Australie)

Température initiale du four 40 °C

Programme de température 40°C — 5 min puis 3°C/min jusqu’a 220 °C, isotherme final
de 30 min

Température d’injection 230°C

Mode d’injection Splitless 45 secondes

Pression en téte de colonne 8 psi

Gaz vecteur Helium

Mode d’acquisition SIM (Selected lon Monitoring)

5.3 Analyses physico-chimiques classiques : éthanol, sucres, acidité volatile, dioxyde de

soufre (SO,), glycérol, azote assimilable

Ces analyses ont été effectuées par le laboratoire SARCO (Floirac, France), accrédité COFRAC

depuis 1995.

Le titre alcoométrique volumique (TAV, exprimé en %vol) est déterminé par transflexion dans le
proche infra-rouge (780-3000 nm). L'éthanol présente 4 bandes d’absorption dans ce domaine a
1000, 1400, 2000 et 2800 nm.

Le dosage des sucres résiduels totaux est effectué par réfractométrie. Pour les dosages
individuels du glucose et du fructose, un kit enzymatique D-Glucose/D-Fructose/Saccharose est
utilisé (R-Biopharm, Darmstadt, Allemagne).

L’acidité volatile des vins correspond aux acides gras de la série acétique qui se trouvent a I'état

libre ou sous forme salifiée (sels alcalins). L’acide acétique représente 95% des acides gras impliqués
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dans l'acidité volatile. Parmi les autres acides gras impliqués on retrouve également les acides
formique, propionique et butyrique. Lors du dosage, les acides volatils sont séparés du vin par
distillation (entrainement a la vapeur d’eau). Le dosage exclut les autres acides présents dans le vin,
c’est-a-dire le CO,, le SO, et éventuellement les acides sorbique et lactique. La quantité d’acidité
volatile est ensuite déterminée par colorimétrie grace a un appareil a flux continu. Elle est exprimée
en g/L d’H,SO, lors de I'analyse, mais, du fait de la forte proportion d’acide acétique dans les acides
gras impliqués, les valeurs seront transformées en g/L d’acide acétique.

Le SO, libre et total est également déterminé par colorimétrie en flux continu (mesure de
I'absorbance a 405 nm). Le SO, est utilisé en vinification pour ces différentes propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes. Lors de I'ajout dans le vin, une partie du SO, va se combiner aux
sucres, aux aldéhydes et aux cétones. La fraction libre correspond a la fraction active.

Le glycérol est déterminé par méthode enzymatique grace au kit R-Biopharm.

La fraction de I'azote assimilable par la levure du vin est constituée de I'azote a-aminé (acides
aminés primaires) et I’azote ammoniacal (NH,"). L’azote a-aminé est déterminé selon la méthode
de Dukes and Butzke, (1998) par colorimétrie. L'azote ammoniacal est dosé grace au kit

enzymatique NH," (R-Biopharm).

6 Calcul des parametres de croissance et de fermentation alcoolique -

Analyse statistique

6.1 Calcul des paramétres

Pour chaque fermentation, différents parametres ont été calculés sur les courbes de croissance

et de dégagement de CO, a I'aide du logiciel R (R Development Core Team, 2008).

* Durée de la phase de latence de croissance (temps entre l'inoculation et le

démarrage de la croissance, h) et capacité biotique (ou population maximale)

Les courbes de croissances obtenues a partir des dénombrements sur milieux gélosés ont été

ajustées sur le modele log logistique a 3 paramétres (Albertin et al., 2011):

K.No.e™
Nt =

K+No.(e™ 1)

Nt : population a un instant t (UFC/mL), K : capacité biotique (UFC/mL), No : population initiale (UFC/mL), r : taux

de croissance (nombre de divisions par heure)
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A partir de ce modele, la dérivée seconde a été calculée et permet d’obtenir le premier et le
dernier point d’inflexion de la courbe. Le temps correspondant au premier point d’inflexion
correspond a la durée de la phase de latence de croissance. La capacité biotique a également été

déterminée grace a ce modele.

* Pourcentage de mortalité

Le pourcentage de mortalité a été déterminé selon le calcul suivant :

Nmin

% Mortalité = 1 — ( )X 100

K : capacité biotique (UFC/mL), Nmin : population minimale en fin de fermentation

* Durée de la phase de latence de fermentation
La durée de la phase de latence de fermentation correpondait au temps nécessaire pour obtenir

une quantité de CO, dégagé supérieure a 2 g/L.

* Vitesse maximale de fermentation (Vmax, en g/L/h)
La courbe de dégagement de CO, a été lissée grace a la fonction « loess » (local polynomial
regression fitting). A chaque point la vitesse instantanée de dégagement de CO, (dCO,/dt) a été
calculée puis la vitesse V11 correspondant a 11 points successifs a été déterminée par lissage

polynomial. La vitesse maximale de fermentation était la valeur la plus élevée des V11.

6.2 Analyse statistiques

L’absence d’homocédasticité des variances nous a conduit a appliquer un test de Kruskal-Wallis
pour comparer les parametres de croissance, de cinétiques ainsi que les composés des vins finis. Le

test de Kruskal-Wallis est I'équivalent de I’ANOVA en test non paramétrique.
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Résultats et Discussion

Les interactions entre T. delbrueckii et S. cerevisiae lors de co-inoculation en fermenteur double
compartiment ont déja été étudiées au laboratoire (Renault et al., 2013). Ces travaux ont permis de
mettre en évidence la mort précoce de T. delbrueckii lorsque les deux espéces sont cultivées en
mélange, suggérant |’existence d’interactions impliquant le cell-cell contact.

Afin d’approfondir les connaissances sur les interactions entre ces deux espéces, de nouveaux
essais ont été réalisés. Plusieurs modifications ont été apportées par rapport aux travaux
précédents :

* Tout d’abord, lors des cultures pures, T. delbrueckii ou S. cerevisiae ont été inoculées
soit dans un seul, soit dans les deux compartiments du fermenteur. Ces deux
conditions ont permis de déterminer si la densité de cellules au sein d’un
compartiment avait un impact sur le développement des deux especes (durée de la
phase de latence, capacité biotique...). L'effet de la densité n’avait pas été étudié lors
des essais précédemment réalisés au laboratoire.

* De plus, méme si il s’agit des mémes espéces, le couple de souches utilisé est
différent. Ici, les deux souches utilisées, commercialisées par la société Laffort, étaient
T. delbrueckii Zymaflore Alpha et S. cerevisiae Zymaflore X5.

e Le rapport d’inoculation de 20:1 (107/5.10° cellules viables/mL) en faveur de T.
delbrueckii appliqué lors de nos fermentations a été choisi pour permettre une
croissance de cette derniére, ce qui n’avait pas été observé auparavant.

* L’ensemble des fermentations est réalisé en mo(t et non en milieu synthétique ce qui

nous a permis d’analyser la composition en esters et en thiols volatils du vin.

Différents types de cultures pures et mixtes (séparées ou en mélange) ont été testés dans cette
partie (figure 11). Pour I'ensemble des modalités, les concentrations de chaque espéece sont
calculées par rapport au volume total du fermenteur et non par rapport au volume d’un
compartiment. Dans le cas de la culture mixte avec séparation, chaque espéce est deux fois plus
concentrée au sein d’un compartiment par rapport a la culture mixte en mélange. Dans la suite de
ce manuscrit, nous parlerons de « densité » cellulaire plus importante de chaque espéece au sein
d’un compartiment dans le cas de la culture mixte avec séparation. La comparaison des cultures

mixtes avec séparation ou en mélange a permis d’étudier les interactions entre les deux especes.
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Pour chaque espece, deux types de cultures pures ont également été réalisées : soit les levures
sont inoculées dans un seul compartiment du fermenteur (1 comp) soit dans les deux
compartiments (2 comp). La comparaison de ces deux types de cultures pures nous a permis de

déterminer s'il existait un effet lié a la « densité » cellulaire au sein des compartiments.

Séparation
2 comp
Effet
[« densité »?
Mélange
1 comp
\ J
! 2 comp
Effet interaction?

Figure 11 : Différentes modalités testées lors des fermentations en fermenteur double compartiment

Pour chaque fermentation, différents paramétres de croissance ont été calculés pour chacune
des espéces : durée de la phase de latence de croissance (h), population maximale (K, UFC/mL),
taux de mortalité (nombre de cellules mortes/h), durée de la phase de latence de fermentation (h),
vitesse maximale de fermentation (Vmax, g/L/h). En fin de fermentation alcoolique, les thiols

volatils et les esters ont été dosés dans les vins. L’'ensemble des résultats est présenté en annexe 1.

1 Effet densité

Afin de déterminer si les différences observées sont dues a l'effet densité, les modalités
correspondant aux cultures pures ont été comparées 2 a 2: S.cerevisige inoculée dans 1
compartiment - S.cerevisiae inoculée dans 2 compartiments (modalités Sc 1 comp- Sc 2 comp) et

T. delbrueckii inoculée dans 1 compartiment - T. delbrueckii inoculée dans 2 compartiments
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(modalités Td 1 comp -Td 2 comp). Pour chaque parameétre calculé ou composé dosé, le ratio

suivant a été calculé :

Valeur 1 compartiment

Valeur 2 compartiments

Lorsque ce ratio est proche de 1, il n'y a pas de différence significative entre les valeurs
obtenues dans le cas de I'inoculation dans 1 ou 2 compartiments. Afin de déterminer si ce ratio est

significativement différent de 1, le test de Kruskal-Wallis a été utilisé.

Aucun effet lié a la densité n’a été observé chez T. delbrueckii pour tous les parametres de
croissance, de fermentation et composés étudiés. La figure 12 présente pour S. cerevisiae les
parameétres et composés présentant une différence significative (test de Kruskal-Wallis, p<0,05).
Pour chaque parametre ou composé est représenté le rapport entre la valeur obtenue pour la
modalité 1 compartiment et celle obtenue pour la modalité 2 compartiments. Nous pouvons
prendre I'exemple de deux parametres de cinétique fermentaire chez S. cerevisiae : la durée de
fermentation et la Vmax. Pour la modalité 1 compartiment, la durée de fermentation est de 208h et
de 191h pour la modalité deux compartiments soit un rapport égal a 208/110=1,05. Le test de
Kruskal-Wallis n’ayant pas mis en évidence de différence significative pour ce paramétre, il
n’apparait pas sur le diagramme. En revanche, Pour la modalité 1 compartiment, la Vmax atteint
une valeur de 0,96 g de CO, dégagé/L/h contre 1,10 g de CO, dégagé/L/h pour la modalité 2
compartiments soit un rapport égal a 0,96/1,10=0,87. La différence au niveau du Vmax entre les
modalités S. cerevisiae 1 compartiment et S. cerevisiae 2 compartiments est significative au seuil de

5%, ce paramétre apparait sur le diagramme.
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Figure 12: Comparaison des modalités avec inoculation de chaque espéce dans un seul ou deux
compartiments du fermenteur (culture pures). Présentation des parameétres et composés
présentant une différence significative (p<0,05) lors de la comparaison des 2 modalités Sc 1

comp et Sc 2 comp.

Sc 1 comp : S. cerevisiae est inoculée dans un seul compartiment du bioréacteur (culture pure), Sc 2 comp : S. cerevisiae est inoculée dans
les 2 compartiments du bioréacteur (culture pure). Vmax: vitesse maximale de fermentation alcoolique, K-S. cerevisiae : capacité
biotique de S. cerevisiae. Pour chaque parameétre ou composé, le rapport entre la valeur moyenne obtenue pour la modalité Sc 1 comp
et celle obtenue pour la modalité Sc 2 comp est représenté.

Les resultats montrent qu’il existe bien un effet lié a la densité cellulaire dans les compartiments
chez S. cerevisiae pour 4 parametres et composés. En effet, la vitesse maximale de fermentation
(Vmax) et la concentration en dihydrocinnamate d’éthyle de S. cerevisiae sont plus faibles
lorsqu’elle est inoculée dans un seul compartiment. De plus, une production plus élevée de 4MSP et
d’acétate de phényl-éthyle est observée lorsque cette espéce est inoculée dans les 2
compartiments du fermenteur. En fonction de I'espece, du parameétre, ou encore du composé,
I'effet lié a la densité cellulaire n’est donc pas similaire. Lors de la comparaison des cultures
séparées (modalité «séparation ») et mélangées (modalité « mélange ») des différences ont

également été observées (figure 13).
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Figure 13: Effet densité et interactions. Présentation des paramétres et composés présentant une
différence significative (p<0,05) lors des comparaisons des modalités « séparation» et

« mélange » et des modalités Sc 1 comp et Sc 2 comp.

Séparation : les 2 espéces sont inoculées dans un seul compartiment du bioréacteur (culture mixte), Mélange: les 2 espéces sont
inoculées dans les 2 compartiments du bioréacteur (culture mixte). Sc 1 comp : S. cerevisiae est inoculée dans un seul compartiment du
bioréacteur (culture pure), Sc 2 comp : S. cerevisiae est inoculée dans les deux compartiments du bioréacteur (culture pure). Vmax :
vitesse maximale de fermentation alcoolique, K-S. cerevisiae : capacité biotique de S. cerevisiae. Pour chaque paramétre et composé, les
rapports entre la valeur moyenne obtenue pour la modalité Séparation et celle obtenue pour la modalité Mélange et la valeur moyenne
obtenue pour la modalité Sc 1 comp et celle obtenue pour la modalité Sc 2 comp sont représentés.

La comparaison des cultures séparées et mélangées montre que la durée de fermentation et la
population maximale de S. cerevisiae (K-S. cerevisiae) sont plus faibles lorsque les deux especes sont
cultivées séparément. En revanche, le taux de mortalité de T. delbrueckii est plus élevé, la
production de 3SH et la concentration en SO, sont plus élevées quand les espéeces sont cultivées en
mélange. Pour ces 5 parameétres et composés, aucune différence n’avait été observée entre les
cultures pures 1 et 2 compartiments. Les différences sont donc dues aux interactions entre espéces.

Nous pouvons également constater que la vitesse maximale de fermentation et la production
de dihydrocinnamate d’éthyle sont plus importantes pour la modalité « séparation ». Des
différences ont été également observées lors de la comparaison des cultures pures de S.cerevisiae
(Sc 1 comp et Sc 2 comp) pour ces deux parametres (Figure 12). Néanmoins les variations entre
cultures pures et cultures mixtes sont systématiquement opposées. En effet, lorsque les especes
sont cultivées en mélange, la densité cellulaire de chaque espéce doit étre comparée a la modalité 1

compartiment en culture pure et a la modalité 2 compartiments lorsqu’elles sont cultivées
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séparément. Ici encore, les différences observées sont donc liées aux interactions entre les deux

especes.

La comparaison des 6 types de fermentations 2 a 2 (Sc 1 comp, Sc 2 comp, Td 1 comp, Td 2
comp, « séparation » et « mélange ») a permis de mettre en évidence |'existence d’un effet densité
pour I'espece S. cerevisiae uniquement. En revanche, lors de la comparaison des cultures mixtes aux
2 cultures pures de S. cerevisiae 'effet densité est « masqué » par I'effet lié aux interactions entre

S. cerevisiae et T. delbrueckii.

2 Etude des interactions entre S. cerevisiae et T. delbrueckii

Pour I'ensemble des parametres étudiés, la modalité « séparation » sera comparée aux cultures
pures inoculées dans 1 seul compartiment du bioréacteur (Sc 1 comp et Td 1 comp) et la modalité
« mélange » aux cultures pures inoculées dans les 2 compartiments (Sc 2 comp et Td 2 comp). Si
aucune différence n’est observée entre les cultures pures 1 et 2 compartiments pour une espece,
seule la valeur moyenne est représentée.

La comparaison entre les modalités « séparation » et « mélange » permettra d’étudier le type

d’interaction mis en jeu.

2.1 Cinétiques de fermentation alcoolique

Les cinétiques de fermentation alcoolique sont présentées sur la figure 14A. A I'exception des
cultures pures de T. delbrueckii, la totalité des sucres a été consommée avec une production
d’éthanol similaire comprise entre 11,36% et 11,58% v/v (annexe 1). Pour la culture pure de
T. delbrueckii entre 18 et 24 g/L de sucres résiduels sont présents en fin de fermentation (environ
10,2% v/v d’alcool formé). La durée de la phase de latence de fermentation est similaire pour
I’ensemble des modalités.

T. delbrueckii est caractérisée par une Vmax (0,5 g CO, dégagé/L/h) beaucoup plus faible que S.
cerevisiae (entre 0,9 et 1,1 g CO, dégagé/L/h selon les modalités Sc 1 comp et Sc 2 comp, figure
14B). Les valeurs de Vmax observées entre la modalité séparée et le témoin S. cerevisiae (1 comp)
sont similaires (1 g CO, dégagé/L/h). En revanche, en mélange la Vmax est plus faible que lorsque
les 2 espéces sont cultivées séparément (-13%) ou par rapport aux cultures pures de S. cerevisiae 2
compartiments (-18%). Cette diminution du Vmax est cohérente avec 'augmentation de la durée de

fermentation observée en mélange (324 h en mélange, 262 h avec séparation, annexe 1). Cette
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variation au niveau du Vmax en cultures mixtes a déja été observée par Renault et al., (2013) lors

d’essais en fermenteur double compartiments avec un autre couple T. delbrueckii/S. cerevisiae.
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Figure 14: Vitesse de dégagement de CO, au cours du temps (A) et vitesse maximale de

dégagement du CO, (Vmax) (B) des cultures pures et mixtes

(A) : le lissage des cinétiques de fermentation a été réalisé grace au logiciel R. Les cinétiques de fermentations moyennes sont
représentées pour chaque modalité.

(B) : Les valeurs moyennes des 3 répétitions sont représentées, les barres d’erreur représentent les écart-types.

Séparation : les 2 espéces sont inoculées dans un seul compartiment du bioréacteur (culture mixte), Mélange: les 2 espéces sont
inoculées dans les 2 compartiments du bioréacteur (culture mixte). Sc 1 comp : S. cerevisiae est inoculée dans un seul compartiment du
bioréacteur (culture pure), Sc 2 comp: S. cerevisiae est inoculée dans les deux compartiments du bioréacteur (culture pure). T.
delbrueckii : cultures pures. Pour cette espéce, en culture pure, les vitesses maximales de fermentation étaient similaires que T.
delbrueckii soit inoculée dans 1 seul ou dans les 2 compartiments du bioréacteur. La valeur moyenne des deux compartiments est
représentée ici.
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2.2 Suivi des populations

Le suivi des populations a été effectué par dénombrement sur milieu gélosé YPD pour le
dénombrement des levures totales ou YPD + cycloheximide pour le dénombrement spécifique de

T. delbrueckii. Les résultats des cinétiques de croissance des deux especes sont présentés sur la

figure 15.
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Figure 15: Cinétiques de croissance en de T. delbrueckii et S. cerevisiae en fermenteur double

compartiment des cultures pures et mixtes

Le trait plein représente les cinétiques de croissance moyennes a l'issue des 3 répétitions et les pointillés I’écart-type. Des prélévements
ont été effectués toutes les 24h afin de réaliser le suivi des populations. Pour chaque espéce et modalité, les concentrations ont été
calculées par rapport au volume total du bioréacteur (2,2L) et non par compartiment. Le lissage des courbes a été réalisé grace au logiciel
R.

Séparation Td-Sc : les 2 espéces sont inoculées dans un seul compartiment du bioréacteur (culture mixte), Mélange Td+Sc: les 2 espéces
sont inoculées dans les 2 compartiments du bioréacteur (culture mixte). Sc 1 compartiment : S. cerevisiae est inoculée dans un seul
compartiment du bioréacteur (culture pure), Sc 2 compartiments : S. cerevisiae est inoculée dans les deux compartiments du bioréacteur
(culture pure). Td 1 compartiment: T. delbrueckii est inoculée dans un seul compartiment du bioréacteur (culture pure), Td 2
compartiments : T. delbrueckii est inoculée dans les deux compartiments du bioréacteur (culture pure).
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Pour T. delbrueckii, le temps de démarrage de la croissance (phase de latence de croissance), le
taux de croissance et la capacité biotique sont similaires quelle que soit la modalité testée. En
revanche, le pourcentage de mortalité de T. delbrueckii est deux fois plus élevé lorsqu’elle est
cultivée en mélange avec S. cerevisiae, par rapport aux cultures pures et a la modalité mixte avec
séparation (0,76 contre 0,34, figure 16).

Concernant la cinétique de croissance de S. cerevisiae, un seul parameétre est également
impacté par la présence de la séparation : la capacité biotique (figure 17). En effet, lorsque les deux
especes sont cultivées séparément, S. cerevisiae atteint une population maximale environ 2 fois

moins importante (5,8.10" UFC/mL) qu’en mélange et en cultures pures (entre 1 et 1,5.10° UFC/mL).
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Figure 16 : Pourcentage de mortalité de T. delbrueckii
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Figure 17 : Capacité biotique de S. cerevisiae

Les valeurs moyennes des 3 répétitions sont représentées, les barres d’erreur représentent les écart-types.

Séparation : les 2 espéces sont inoculées dans un seul compartiment du bioréacteur (culture mixte), Mélange: les 2 espéces sont inoculées dans les
2 compartiments du bioréacteur (culture mixte). T. delbrueckii culture pure: pour cette espece, en culture pure, les % de mortalité étaient
similaires que T. delbrueckii soit inoculée dans 1 seul ou dans les 2 compartiments du bioréacteur. La valeur moyenne des deux compartiments est
représentée ici. S. cerevisiae culture pure : pour cette espéce, en culture pure, les capacités biotiques étaient similaires que S. cerevisiae soit
inoculée dans 1 seul ou dans les 2 compartiments du bioréacteur. La valeur moyenne des deux compartiments est représentée ici.

Le % de mortalité a été déterminé selon le calcul suivant: 1 - (Nmin/Capacité biotique) x 100, avec Nmin= population minimale en fin de
fermentation alcoolique.
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A l'issue de la fermentation alcoolique, deux familles de composés aromatiques ont été dosées,
les thiols volatils et les esters. Différentes analyses physico-chimiques ont également été effectuées
telles que la concentration en SO, ou la production d’acidité volatile. L'ensemble des résultats est

présenté en annexe 1.

2.3 Analyses des composés aromatiques et physico-chimiques en fin de fermentation

Comme précédemment, la modalité « séparation » sera comparée aux cultures pures inoculées
dans 1 compartiment (Sc 1 comp et Td 1 comp) et la modalité « mélange » aux cultures pures
inoculées dans 2 compartiments (Sc 2 comp et Td 2 comp). Si aucune différence n’est observée
entre les cultures pures 1 et 2 compartiments pour une espece, seule la valeur moyenne est

représentée.

2.3.1 Thiols volatils

Les thiols volatils sont des composés aromatiques contribuant aux notes fruitées de nombreux
vins blancs et particulierement au Sauvignon blanc. Parmi eux, deux sont retrouvés majoritairement
dans le Sauvignon Blanc : la 4-méthyl-4-sulfanylpentan-2-one (4MSP, descripteur buis et genét) et le
3-sulfanylhexan-1-ol (3SH descripteur fruit de la passion et pamplemousse).

Le dosage des thiols volatils (4MSP et 3SH) a été effectué par GC-MS. Les résultats sont

présentés sur la figure 18.

Conformément a ce qui a été observé lors d’études précédentes (Sadoudi et al., 2012; Zott et
al., 2011), T. delbrueckii ne produit pas ou peu de 4MSP contrairement a S. cerevisiae. Nous
pouvons également constater que lors des cultures pures de S. cerevisiae, la production de 4MSP
est supérieure lorsque cette espéce est inoculée dans un seul compartiment (+ 9,5% par rapport a
la culture S. cerevisiae 2 compartiments). Dans les cultures mixtes (séparation ou mélange) les
concentrations en 4MSP sont identiques et sont environ 4 fois plus faibles que dans les cultures
pures de S. cerevisiae.

Les concentrations en 3SH sont identiques dans les cultures pures lorsque I'inoculation a lieu
dans un ou deux compartiments et ce pour les deux espéces. Concernant les cultures mixtes,
lorsque les deux espéces sont cultivées séparément, un effet synergique est observé (+ 61% par
rapport a la culture pure de S. cerevisiae un compartiment) au niveau de la libération de 3SH. Dans
les cultures mixtes en mélange, la concentration finale en 3SH est identique a celle observée dans la

culture pure de S. cerevisiae 2 compartiments et a celles des cultures pures de T. delbrueckii
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Les valeurs moyennes des 3 répétitions sont représentées, les barres d’erreur représentent les écart-types.

Séparation : les 2 espéces sont inoculées dans un seul compartiment du bioréacteur (culture mixte), Mélange: les 2 espéces sont
inoculées dans les 2 compartiments du bioréacteur (culture mixte). Sc 1 comp : S. cerevisiae est inoculée dans un seul compartiment du
bioréacteur (culture pure), Sc 2 comp : S. cerevisiae est inoculée dans les deux compartiments du bioréacteur (culture pure). Td 1 comp :
T. delbrueckii est inoculée dans un seul compartiment du bioréacteur (culture pure), Td 2 comp : T. delbrueckii est inoculée dans les deux
compartiments du bioréacteur (culture pure).

T. delbrueckii : cultures pures. Pour cette espéce, en culture pure, les concentrations en 4MSP étaient similaires que T. delbrueckii soit
inoculée dans 1 seul ou dans les 2 compartiments du bioréacteur. La valeur moyenne des deux compartiments est représentée ici.
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2.3.2 Esters

Le dosage des esters a été effectuée par HS-SPME couplée a la GC-MS. 32 esters ont pu étre
analysés grace a cette méthode. Parmi eux, certains sont connus pour impacter I'aréme fruité des
vins: le propanoate d’éthyle (fraise), I'isobutanoate d’éthyle (fraise, kiwi), 'acétate de propyle
(poire), l'acétate d’isobutyle (banane), le butyrate d’éthyle (kiwi, fraise), le 2-méthylbutyrate
d'éthyle (kiwi), l'isovalerate d’éthyle (fruité), I'acétate d’isoamyle (banane), I’hexanoate d’éthyle
(pomme, ananas), le butyrate d’isoamyle (banane, fraise, ananas), |'acétate d’hexyle (poire),
I'octanoate d’éthyle (pomme), le décanoate d’éthyle (fruité), I'octanoate d’isoamyle (poire), le
méthyl-trans-geranate (poire), le dihydrocinnamate d’éthyle (fruité, ananas et amande), le
dodecanoate d’éthyle (fruité) et I'acétate de phényléthyle (fruité) (Antalick et al., 2010). Nous nous

sommes donc intéressés a ces composés.

Ces résultats obtenus sont en accord avec les travaux précédents montrant que T. delbrueckii
produit de plus faibles quantités d’esters que S. cerevisiae (Hernandez-Orte et al., 2008; Plata et al.,

2003; Renault et al., 2009; Viana et al., 2008) (figure 19).
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Figure 19: Concentration totale en esters impliqués dans la note fruitée des cultures pures et
mixtes

Les valeurs moyennes des 3 répétitions sont représentées, les barres d’erreur représentent les écart-types.

Séparation : les 2 espéces sont inoculées dans un seul compartiment du bioréacteur (culture mixte), Mélange: les 2 espéces sont
inoculées dans les 2 compartiments du bioréacteur (culture mixte). Sc 1 comp : S. cerevisiae est inoculée dans un seul compartiment du
bioréacteur (culture pure), Sc 2 comp : S. cerevisiae est inoculée dans les deux compartiments du bioréacteur (culture pure). Td 1 comp :

T. delbrueckii est inoculée dans un seul compartiment du bioréacteur (culture pure), Td 2 comp : T. delbrueckii est inoculée dans les deux
compartiments du bioréacteur (culture pure).
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Une analyse en composante principale a été effectuée afin de déterminer quel impact ont les

différentes cultures sur la composition en esters impliqués dans la note fruitée (figure 20). Les deux

premiers axes permettent d’expliquer 72% de la variation totale des esters. Nous pouvons constater

gue la composition en esters est caractéristique du type de culture. En effet, les cultures pures de

S. cerevisiae (Sc 1 comp et Sc 2 comp) d’une part et de T. delbrueckii (Td 1 comp et Td 2 comp)

d’autre part ont des compositions similaires.

Les cultures mixtes ont des compositions

intermédiaires, sans toutefois étre identiques, montrant ainsi que les deux especes sont impliquées

au niveau de I'impact aromatique. Les fermentations effectuées avec T. delbrueckii se caractérisent

par des teneurs plus élevées en dihydrocinnamate d’éthyle, isobutanoate d’éthyle et propanoate

d’éthyle contrairement a S. cerevisiae, ou les vins contiennent davantage de décanoate d’éthyle,

d’hexanoate d’éthyle, d’octanoate d’éthyle d’acétate d’hexyle et d’acétate d’isoamyle (tableau 7).

Tableau 7: Différences dans la composition en esters impliqués dans la note fruitée
Les concentrations en esters sont données en pug/L

, , . S. cerevisiae S. cerevisiae T. delbrueckii T. delbrueckii
Mélange Séparation . . . .
1 compartiment 2 compartiments 1 compartiment | 2 compartiments
Afetate 1246,61° + 7951 | 1344,82° + 11,23 1273,52%° : 1347 | 1156,10° + 1881 1,57° £ 007 5,08 + 233
d'isoamyle
Acétate d'hexyle 52,65™ + 505 62,65 + 59 58,69°° + 4,94 66,85° t 2,70 0,22° + o001 2,31° + 074
Acétate de b b a b c c
) , 303,50° * 54,09 297,50° * 72,89 413,41° + 4695 254,88" + 65,59 3,100 + 1,78 1,24 + 068
phényl-éthyle
Acetate 48,87° + 500 45,60° + 1,68 40,45° + 683 31,97% + 706 | 26,86° £ 056 | 18,95° + 2%
d'isobutyle
ng&i’l’gate 173,41° + 5330 | 199,19° + 369 60,52° + 575 56,52° + 134 | 134,557 + 41,36 | 108,77° + 1139
Isobutanoate 48,35% + 398 51,35 + 11,42 8,94° + 2,58 11,93° + 183 | 134,55° + 121 | 82,19" : 14,02
d'éthyle
gf’;inrate 215,87° + 6048 | 243,31° + 2607 237,07° + 1015 | 330,72° + 4023 | 50,67° + 1104 | 5502° * 693
éthyle
Octanoate 119,86° + 0,61 165,87° + 26,93 232,09° + 2383 | 230,35° + 035 401 + 037 6,65° + 529
d'éthyle
Delcanoate 16,95° + 135 17,42° & 5,06 42,38° + 636 48,94° + 034 24,17° + 330 7,41° + 143
d'éthyle
Dihydrocinnamate ¢ b e d a a
2,55 £ 089 3,95 + 087 0,60 * 020 1,46° £ 025 13,60° £ 9,62 9,99° + 0,65

d'éthyle
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Figure 20: Analyse en composante principale de la composition en esters impactant la note

fruitée en fonction des cultures pures et mixtes

Séparation : les 2 espéces sont inoculées dans un seul compartiment du bioréacteur (culture mixte), Mélange: les 2 espéces sont
inoculées dans les 2 compartiments du bioréacteur (culture mixte). Sc 1 comp : S. cerevisiae est inoculée dans un seul compartiment du
bioréacteur (culture pure), Sc 2 comp : S. cerevisiae est inoculée dans les deux compartiments du bioréacteur (culture pure). Td 1 comp :
T. delbrueckii est inoculée dans un seul compartiment du bioréacteur (culture pure), Td 2 comp : T. delbrueckii est inoculée dans les deux
compartiments du bioréacteur (culture pure).
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Pour I'ensemble des esters étudiés, les concentrations retrouvées dans les cultures mixtes
« séparation » et « mélange » sont similaires. En cultures mixtes, une forte augmentation du
propanoate d’éthyle est observée par rapport aux cultures pures de S. cerevisiae, la concentration
obtenue est alors similaire a celle des cultures pures de T. delbrueckii. Les concentrations en
dihydrocinnamate d’éthyle et isobutanoate d’éthyle obtenues en cultures mixtes sont supérieures a
celles des cultures pures de S. cerevisiae mais reste inférieure a celles des cultures pures de
T. delbrueckii. 'acétate d’isoamyle, I’hexanoate d’éthyle, I'acétate d’hexyle et I'acétate d’isobutyle
sont retrouvés en cultures mixtes a des concentrations similaires a celles de cultures pures de
S. cerevisiae. Il en est de méme pour l'acétate de phényléthyle lorsque les deux espéces sont
cultivées en mélange. En revanche, lorsque les deux espéces sont cultivées séparément, ce
composé est présent en plus faible quantité que lors des cultures pures de S. cerevisiae. De la méme
facon, 'octanoate d’éthyle et le décanoate d’éthyle sont retrouvés en plus faible quantité dans les
cultures mixtes du fait de la présence de T. delbrueckii qui ne produit que de faibles quantités de

ces deux esters, traduisant une interaction négative entre les deux especes (Renault et al., 2009).

En 2015, Renault et al. ont montré que lors de co-inoculations avec S. cerevisiae X5, trois esters
contribuant a la note fruitée des vins sont considérés comme des marqueurs de |'activité de T.
delbrueckii Alpha : propanoate d’éthyle, isobutanoate d’éthyle et dihydrocinnamate d’éthyle. Une
forte augmentation de ces trois esters a également été observée en cultures mixtes par rapport aux
cultures pures de S. cerevisiae dans le cadre de notre étude. Enfin, les concentrations en esters
étant similaires entre les modalités mélangées et séparées, la composition en esters ne semble pas

liée a la population de S. cerevisiae, plus faible avec séparation qu’en mélange.

2.3.3 Production d’acidité volatile

L’acidité volatile est constituée a 95% d’acide acétique et a 5% d’autres acides organiques qui
s’accumulent au cours du processus de vinification. En France, 'acidité volatile est officiellement
exprimée en g/L d’H,S0,. Dans les vins, au dela d’environ 0,6 g/L, I'acide acétique a un effet néfaste
sur la qualité organoleptique (Lambrechts and Pretorius, 2000). Les résultats d’acidité volatile
seront exprimés ici en g/L d’acide acétique pour évaluer la production d’acide acétique des deux
especes (figure 21). La teneur en acidité volatile des vins est réglementée et ne dois pas dépasser

0,9 g/L d’H,S0, (soit 1,08 g/L d’acide acétique) dans les vins blancs secs
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Figure 21: Production d’acidité volatile en cultures pures et mixtes

Les valeurs moyennes des 3 répétitions sont représentées, les barres d’erreur représentent les écart-types.

Séparation : les 2 espéces sont inoculées dans un seul compartiment du bioréacteur (culture mixte), Mélange: les 2 espéces sont
inoculées dans les 2 compartiments du bioréacteur (culture mixte). S. cerevisiae culture pure : pour cette espéece, en culture pure, les
concentrations en acidité volatile étaient similaires que S. cerevisiae soit inoculée dans 1 seul ou dans les 2 compartiments du
bioréacteur. La valeur moyenne des deux compartiments est représentée ici. T. delbrueckii culture pure : pour cette espéce, en culture
pure, les concentrations en acidité volatile étaient similaires que T. delbrueckii soit inoculée dans 1 seul ou dans les 2 compartiments du
bioréacteur. La valeur moyenne des deux compartiments est représentée ici.

En culture pure, T. delbrueckii produit une quantité plus importante d’acide acétique que S.
cerevisiae. Ce résultat est surprenant car cette souche de T. delbrueckii a été sélectionnée pour sa
faible production d’acidité volatile (Renault ,2010). Ce phénomeéne a déja été observé au laboratoire
avec la méme souche et est probablement di a I'agitation continue et a la forme du fermenteur qui
permet de maintenir T. delbrueckii viable plus longtemps, entrainant ainsi une accumulation de
I'acide acétique.

Les concentrations en acide acétique des deux types de cultures mixtes sont similaires et
comparables a celle obtenue lorsque la fermentation est effectuée avec S. cerevisiae en culture

pure.
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3 Discussion

Les levures non-Saccharomyces (principalement les genres Hanseniaspora, Candida) sont
généralement retrouvées en forte proportion dans le mo(t. Elles initient la fermentation alcoolique
mais sont assez rapidement « supplantées » par |'espéce S.cerevisiae, qui domine de la mi-
fermentation jusqu’au stade final du processus. C'est donc logiqguement qu’en s’appuyant sur les
premieres études écologiques, que des cultures pures de S.cerevisiae ont été isolées et développées
comme starters ou levains industriels (Papin, 1989; Reed and Nagodawithana, 1988).

Les industriels sont actuellement aussi intéressés par les autres espéces de la flore du mo(t.
En effet, d’un coté la généralisation de l'utilisation de S.cerevisiae en vinification est, pour certains, a
l'origine d’une uniformisation organoleptique des vins et, d’un autre co6té, la compétition
internationale sur le marché du vin pousse les industriels a répondre aux attentes de certains
consommateurs, toujours a la recherche d’un produit innovant avec plus de typicité. C'est dans ce
contexte que, depuis une dizaine d’années, plusieurs levains non-Saccharomyces, a associer a
S. cerevisiae, sont apparus sur le marché. L'espéce T. delbrueckii est commercialisée par les trois
sociétés présentes sur le marché européen. Retrouvée naturellement dans les modts en faibles
proportions, T. delbrueckii a un impact positif sur la qualité organoleptique des vins du fait de sa
faible production de composés indésirables (acétoine, acide acétique, acétate d’éthyle... ) (Cabrera
et al., 1988; Ciani and Maccarelli, 1997; Ciani and Picciotti, 1995; Ciani et al., 2006; Herraiz et al.,
1990; Martinez et al., 1990; Peynaud, 1956; Plata et al., 2003; Shinohara et al., 2000). Elle est
particulierement intéressante dans les conditions de vinification en mo(ts hyper-osmotiques, c’est
a dire trés riches en sucres (supérieur a 350 g/L, type vins liquoreux), du fait de sa faible production
d’acidité volatile (Bely et al., 2008; Ciani et al., 2006). Elle est également capable de libérer de
nombreux composés aromatiques tels que les nor-isoprénoides, terpénols, lactones, thiols volatils
(Azzolini et al., 2012; Charoenchai et al., 1997; Comitini et al., 2011; Hernandez-Orte et al., 2008).

Néanmoins, du fait de la complexité et la méconnaissance des phénomenes d’interactions entre
T. delbrueckii et S.cerevisiae, la qualité finale des vins, lorsque ces deux espeéces sont utilisées
comme starters industriels, est difficile a prédire. L'étude des mécanismes d’interactions entre ces
deux especes est donc nécessaire afin d’exploiter le mieux possible leurs métabolismes.

La présence, ou l'absence, de contact physique (interaction directe ou indirecte) entre les
populations est un des critéres généraux pour classer les interactions entre microorganismes
(Fredrickson, 1977; Strehaiano et al., 2008). En vinification, les principales interactions décrites sont
indirectes de types amensalisme ou compétitif (Fleet, 2003; Pommier et al., 2005). Néanmoins un

autre type d’interaction comme le commensalisme a été décrit par (Cheraiti et al., 2005).

66



Les mécanismes d’interactions, souvent évoqués en cenologie pour expliquer I'inhibition des
levures non-Saccharomyces par S.cerevisiae, sont : 'inhibition par la production d’éthanol, d’acides
gras a courtes chaines, de toxines « killer » et d’autres composés toxiques, la limitation
nutritionnelle ou compétition de substrats. Plusieurs types d’interactions entre S.cerevisiae et
T.delbrueckii ont été décrits récemment : compétition pour les nutriments (Ciani et al., 2006), pour
I'oxygene (Holm et al., 2001) ou l'inhibition par libération de peptides (Albergaria et al., 2010). En
2003, (Nissen and Arneborg 2003; Nissen et al. 2003, Renault 2013) ont décrit un mécanisme de
type « cell-cell contact» qui serait a l'origine de l'inhibition de T.delbrueckii par I'espece

S.cerevisiae.

L’ensemble des fermentations de cette partie a été réalisé en fermenteur double compartiment,
développé récemment au laboratoire (Renault et al., 2013). Les deux compartiments sont séparés
par une membrane centrale permettant le passage du milieu mais pas des microorganismes,
I’'homogénéisation rapide du milieu entre les deux compartiments étant assurée par un systeme de
pompe péristaltique. La régulation de la température et le suivi de la cinétique de fermentation se
font de maniére automatisée et des préléevements réguliers ont permis d’effectuer le suivi des
populations. Deux types de cultures mixtes ont été réalisés : séparées (chaque espece est inoculée
dans un seul compartiment) ou en mélange (les deux espéces sont inoculées dans les deux
compartiments). Des cultures pures ont également été effectuées pour chaque espéce, en inoculant
les deux ou un seul compartiment du bioréacteur. En effet, dans un premier temps, nous avons
souhaité déterminer si l'augmentation de la densité cellulaire due a l‘inoculation d’un seul
compartiment (cas des cultures séparées) n’introduisait pas un biais dans les résultats en modifiant
le comportement de nos deux espéces. Le rapport d’inoculation S. cerevisiae X5/T. delbrueckii Alpha
choisi était de 1 :20 soit 5.10° cellules viables/mL (du volume final du fermenteur) pour X5 et 1.10’
cellules viables/mL pour Alpha. Ces concentrations ont été retenues car elles permettent a la fois
une croissance importante de T. delbrueckii et une fermentation compléte lorsque les deux espéeces

sont cultivées en mélange.

e L'effet densité observé chez S. cerevisiae est moins important que l'effet lié aux

interactions

Nous avons dans un premier temps montré un effet densité seulement lors des cultures pures
chez S. cerevisiae pour les parameétres suivants : vitesse maximale de fermentation concentrations
en dihydrocinnamate d’éthyle et acétate de phényl-éthyle et production de 4MSP. Cependant cet

effet densité est moins important que I'effet lié aux interactions entre S. cerevisiae et T. delbrueckii.
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* Mise en évidence d’interactions par cell-cell contact/proximité physique

L’analyse des cinétiques de croissance a permis de mettre en évidence que les croissances des
deux especes en cultures mixtes, avec sans séparation, sont modifiées par rapport aux cultures
pures. La comparaison de ces deux types de cultures mixtes entre elles, et des cultures mixtes par
rapport aux cultures pures de chaque espéece a permis de mieux comprendre les phénomeénes
d’interactions mis en jeu entre S. cerevisiae et T. delbrueckii. L’hypothése d’interactions impliquant
uniqguement la production de composés toxiques par I'une ou l'autre des espéces, semble peu
probable, les deux espéces n’ayant pas un comportement similaire avec ou sans séparation (le
milieu étant identique dans les 2 compartiments). Tout d’abord, nous avons pu mettre en évidence
qgue la mortalité de T. delbrueckii est plus importante uniquement lorsque les deux espéces sont
cultivées en mélange. Ces résultats confirment le phénomeéne de mort précoce de T. delbrueckii
lorsqu’elle est cultivée en mélange avec S. cerevisiae, observé avec des couples de souches
différents lors d’études précédentes et suggerent |'existence d’interactions de type cell-cell contact
(Ciani and Comitini, 2015; Fleet, 2003; Nissen and Arneborg, 2003; Nissen et al., 2003; Renault et
al., 2013) . En effet, la séparation, qui empéche la proximité cellulaire, modifie le comportement des
deux espéces. Si a ce jour les molécules impliquées et leurs effets ne sont pas encore élucidés, deux
hypothéses pourraient expliquer ce phénomeéne. Soit ces interactions impliquent un contact
physique direct entre les cellules et des molécules types récepteurs/ligands au niveau
membranaire, soit S. cerevisiae produit des molécules inhibitrices qui créent un gradient, avec une
concentration a proximité de S. cerevisiae assez élevée pour étre létale pour T. delbrueckii. Les
récents travaux de Kemsawasd et al. (2015) semblent privilégier cette deuxiéme hypothese. En
effet, ces auteurs ont étudié les interactions entre L. thermotolerans et S. cerevisiae, en milieu de
laboratoire, en culture mixte séparée et mélangée. Dans le cas de la modalité séparée,
L. thermotolerans était cultivée a l'intérieur d’'un boudin de dialyse en cellulose ayant un cut-off de
1000 kDa ou 3,5-5 kDa. Une diminution de la mortalité de L. thermotolerans a été observée lors des
2 cultures séparées par rapport au mélange (pour les deux cut-off), confirmant I'existence
d’interactions par cell-cell contact. Cependant, une diminution plus importante de la mortalité était
observée pour le cut-off 3,5-5 kDa. Un dosage des peptides antimicrobiens sécrétés par S. cerevisiae
et décrits par Albergaria et al., (2010) a mis en évidence que les peptides sont répartis de facon
homogene a lintérieur et a I'extérieur du boudin de dialyse pour le cut-off a 1000 kDA. En
revanche, une concentration moins importante de peptides antimicrobiens était retrouvée a
I'intérieur du boudin dont le cut-off était a 3,5-5 kDa. Le cell-cell contact et les peptides
antimicrobiens jouent donc un réle dans l'augmentation de la mortalité observée chez

L. thermotolerans. Une activité fungistatique avait été décrite chez T. delbrueckii en présence de ces

68



peptides (Albergaria et al., 2010). Néanmoins, I'ensemble des essais réalisés jusqu’a présent n’a pas
été effectué en conditions oenologiques, I'implication exacte de ces peptides, lors des interactions
entre S. cerevisiae et les non-Saccharomyces au cours de la fermentation alcoolique, n’est pas

encore déterminée.

De plus, S. cerevisiae atteint une population maximale plus faible lorsque les deux espéces sont
cultivées séparément par rapport aux cultures en mélange et aux cultures pures. Ce phénoméne ne
semble pas étre spécifique aux interactions S. cerevisiae/T. delbrueckii. Récemment, une étude
réalisée avec le couple S. cerevisiae/L. thermotolerans a montré qu’en culture mixte avec
séparation, les deux especes sont affectées par rapport aux cultures pures et notamment S.
cerevisiae atteint une population maximale plus faible (Beaufort et al., 2015). Ce phénomene ne
semble pas étre expliqué par un mécanisme de type quorum-sensing. En effet, le quorum-sensing
peut étre défini comme la régulation de l'expression de certains génes en réponse a des
fluctuations de densité de population (Miller and Bassler, 2001). Les cellules sécrétent des
molécules signal qui, lorsqu’elles atteignent une concentration seuil (donc lorsqu’une certaine
densité cellulaire est obtenue), déclenchent I'expression d’un groupe de genes, soit au sein de son
propre métabolisme, soit chez les autres espéces présentes dans le milieu. Dans notre étude, les
populations maximales de S. cerevisiae obtenues dans les deux types de cultures pures (inoculation
dans 1 seul ou dans les 2 compartiments du bioréacteur) étaient similaires pour le volume total du
réacteur. La densité de cellules de S. cerevisiae, plus importante dans la culture pure inoculée dans
un seul compartiment, n’a pas entrainé de régulation négative de la population maximale de cette
espece. Dans le cas de la modalité mixte séparée, S. cerevisiae a atteint une population maximale
plus faible qu’en mélange et que pour la culture pure lorsqu’elle est inoculée dans un seul
compartiment (Sc 1 comp). La densité cellulaire obtenue dans le cas de la modalité « séparation »
est donc moins importante que dans le cas de la culture pure « Sc 1 comp ». Cette diminution de la
capacité biotique ne semble donc pas liée a un mécanisme de quorum-sensing.

Ce phénoméne ne semble pas non plus lié a I'action de métabolites de T. delbrueckii :
aucune différence n’a été observée entre les cultures en mélange et les cultures pures de S.
cerevisiae concernant la croissance de cette derniére. Pour expliquer cette diminution de la
population maximale de S. cerevisiae en cultures mixtes séparées, nous pouvons supposer que la
séparation a permis soit a T. delbrueckii de démarrer plus rapidement sa croissance et ainsi
consommer plus rapidement certains nutriments présents dans le mo(Qt (vitamines, azote), limitant
ainsi la croissance de S. cerevisiae soit la séparation a retardé le depart de la croissance de S.

cerevisiae ce qui a été favorable pour l'autre espéce. La séparation a été bénéfique pour T.

69



delbrueckii en lui permettant de maintenir un taux de viabilité élévé, similaire a celui observé en

cultures pures.

e Comparaison des cinétiques de fermentation alcoolique cultures mixtes vs. cultures

pures

Dans ces essais, une Vmax plus faible, par rapport a la culture pure de S. cerevisiae, a été
obtenue lorsque les especes sont cultivées en mélange. Ce résultat différe de ceux de Renault et al.
(2013), ol cette vitesse était plus faible dans les deux types de cultures mixtes, en mélange et avec
séparation. Néanmoins, leurs conditions expérimentales différaient des notres : le couple de
souches utilisé n’était pas identique a celui de notre étude, le milieu synthétique utilisé par ces
auteurs n’avait pas permis a la souche de T. delbrueckii utilisée de se développer, les cultures pures
de chacune des deux especes n’avaient pas été effectuées en fermenteur double-compartiment
comme les cultures mixtes et enfin I'impact de l'effet densité (inoculation dans un ou deux
compartiments ) n’avait pas été étudié. Ce dernier point peut expliquer qu’une diminution du Vmax
ait été observée dans les deux cas lors de ces précédents essais. En effet, comme présenté sur la
figure 14B, la valeur du Vmax obtenue en culture pour S. cerevisiae varie en fonction de

I'inoculation dans un ou deux compartiments du fermenteur.

* Impact des cultures mixtes sur la libération des thiols volatils

L'impact de ces molécules sur I'ardme des vins de plusieurs cépages, notamment du Sauvignon
blanc, a été rapporté par de nombreux auteurs (Coetzee and du Toit, 2012; Darriet et al., 1995;
Tominaga et al.,, 1998). Parmi ces composés, la 4MSP (4-méthyl-4-sulfanylpentan-2-one;
descripteur buis, genét) et le 3SH (3-sulfanylhexan-1-ol ; descripteur pamplemousse, fruit de la
passion) sont révélés par la levure a partir de précurseurs non volatils et inodores (Howell et al.,
2004; Peyrot des Gachons et al., 2002; Tominaga et al., 1998). Du fait de leur faible seuil de
perception (0,8 ng/L pour la 4MSP et 60 ng/L pour le 3SH), ils contribuent significativement au profil
aromatique des vins. La 4MSP et le 3SH sont produits a partir des précurseurs glutathionylés et
cystéinylés présents dans le mo(t grace a 'action des R—lyases des levures (Coetzee and du Toit,
2012; Darriet et al., 1995; Fedrizzi et al., 2009; Peyrot des Gachons et al., 2002; Roland et al., 2011;
Subileau et al., 2008).

Parmi les facteurs qui impactent la production des thiols, la levure joue un role majeur. Au sein
de l'espece S. cerevisiae, il existe une grande variabilité entre souches (Murat et al., 2001;

Tominaga and Dubourdieu, 2006). Plus récemment, parmi les levures non-Saccharomyces, plusieurs
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especes ont été décrites comme ayant des aptitudes intéressantes (Anfang et al., 2009; Sadoudi et
al., 2012), la plus productrice étant I'espéce Pichia kluyveri (commercialisée depuis 2011 par la
société Hansen). L'espece T. delbrueckii a également la capacité de révéler le 3SH mais trés peu le

4MSP (Sadoudi et al., 2012; Zott et al., 2011).

Dans notre étude, la comparaison entre les modalités pures de T. delbrueckii et S. cerevisiae a
permis de confirmer la faible capacité de la souche T. delbrueckii Alpha a révéler la 4MSP, par
rapport S. cerevisiae Zymaflore X5 (souche a haut potentiel de révélation des thiols). Ces travaux
confirment ceux obtenus par d’autres auteurs avec des souches différentes de T. delbrueckii
(Sadoudi et al., 2012; Zott et al., 2011).

Les concentrations en 4MSP retrouvées dans les vins pour les deux types de cultures mixtes
(séparée ou mélangée) sont similaires et par ailleurs elles sont tres inférieures (environ 4 fois
moins) a celles retrouvées dans les cultures pures de S.cerevisiae. Cette faible production, en
cultures mixtes, a déja été décrite par Renault et al., (soumis) et souligne qu’il existe bien un effet
d’interaction entre les 2 espéces pour ce composé mais la nature de ces interactions reste a
élucider. Plusieurs hypothéeses peuvent étre évoquées comme la compétition de substrat ou le
relargage de produits réagissant avec la 4MSP.

La libération de 3SH était similaire dans les cultures pures, pour les deux especes, lorsque
I'inoculation a eu lieu dans un ou deux compartiments. La libération de 3SH est globalement plus
importante dans les cultures pures T. delbrueckii par rapport aux cultures pures de S. cerevisiae.
Cette derniére observation est en accord avec les résultats de Renault et al. (soumis) avec le méme
couple de souches.

La concentration en 3SH des vins lorsque les deux especes sont mélangées ne différe pas des
cultures pures de S. cerevisiae ce qui est en accord avec Sadoudi et al., (2012) et Renault et al,,
(soumis). Par contre, la séparation physique a permis une augmentation de la libération de 3SH de
61% par rapport a la culture pure de S.cerevisiae lorsqu’elle est inoculée dans un compartiment.
Récemment, les travaux de Renault et al., (soumis) ont permis de démontrer que contrairement a la
souche S. cerevisiae X5, qui est capable de métaboliser les 2 formes de précurseurs, glutathionylés
et cystéinylés, présents dans le modt, T. delbrueckii Alpha est capable de métaboliser seulement la
forme glutathionylée. De plus, sa présence en cultures mixtes entraine systématiquement une
dégradation plus importante de ce précurseur par rapport a la culture pure de S.cerevisiae X5. Cela
se traduit par une augmentation du relargage du précurseur cystéinylé dans le milieu extracellulaire
(issu de la dégradation de la forme glutathionylée), expliquant probablement I'augmentation de la

libération de 3SH en fin de fermentation.
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Dans nos conditions expérimentales, les populations maximales de T. delbrueckii étaient
identiques dans les 2 cultures mixtes (séparée 1,1.10° cellules viables /mL et mélangée 9,9.10’
cellules viables /mL), par contre celle de S.cerevisiae était deux fois moins élevée en culture séparée
(5,8.10 cellules viables/mL) par rapport au mélange (1,1.10° cellules viables/mL). Aussi, le rapport
des populations maximales T.delbrueckii / S.cerevisiae est supérieur dans la culture séparée (1,89)
par rapport a la culture ou les espéces sont en contact (0,9). De plus, la séparation avait permis a
T. delbrueckii de maintenir une population viable élevée plus longtemps qu’en mélange
(pourcentage de mortalité moins important avec séparation). Ces différences nous laissent penser

gu’une quantité plus importante de précurseur glutathionylé a été transformée par T. delbrueckii en

précurseur cystéinylé. Ce dernier pourrait par la suite étre transformé en 3SH par S. cerevisiae.

* Impact des cultures mixtes sur la composition en esters

L'espéce T. delbrueckii a souvent été décrite comme peu productrice de composés volatils
majeurs (alcools supérieurs, esters). Seul le phenyl-2-éthanol semble étre produit a des
concentrations supérieures a son seuil de perception (Hernandez-Orte et al.,, 2008; Plata et al.,
2003; Renault et al., 2009; Viana et al., 2008).

Par contre, lors de son utilisation en modt naturel en co-inoculation avec une souche de
S.cerevisiae et en comparaison avec la culture pure de S.cerevisiae, la complexité aromatique et la
note fruitée étaient souvent augmentées, indépendamment du mo(t et de la souche de S.cerevisiae
utilisés. Cet impact sur la qualité du vin lié a I'utilisation mixte de ces deux espéces a fait I'objet de
travaux récents au laboratoire (Renault et al. 2015). Le dosage des esters fruités selon la méthode
de Antalick et al., (2010) a permis de mettre en évidence que trois esters retrouvés en faibles
guantité et connus pour impacter I'ardme fruité des vins (Escudero et al. 2007; Pineau et al. 2009),
ont été systématiquement retrouvés en quantités plus importantes lors de I'utilisation de la souche
T.delbrueckii Alpha (en culture pure ou mixte avec S. cerevisiae) en comparaison a |'espece
S.cerevisiae. Il s’agit de I'isobutanoate d’éthyle (descripteurs : fraise, kiwi), le propanoate d’éthyle
(fraise) et le dihydrocinnamate d’éthyle (descripteurs : fruité, ananas et amande).

Le dosage de 18 esters, impliqués dans le caractere fruité, dans les vins issus de nos différentes
modalités (cultures pures T. delbrueckii et S. cerevisiae 1 et 2 compartiments et cultures mixtes
séparée ou mélangée) a permis de confirmer les résultats ci-dessus. En effet, dans nos conditions
expérimentales les concentrations de ces trois esters (isobutanoate d’éthyle, propanoate d’éthyle
et dihydrocinnamate d’éthyle) étaient systématiquement augmentées en présence de T.

delbrueckii, en culture pure (1 ou 2 compartiments) ou en association avec S. cerevisiae (mélange
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ou séparation), soulignant une interaction positive entre les deux espéces par rapport aux cultures
pures de S. cerevisiae.

En revanche, I'octanoate d’éthyle et le décanoate d’éthyle sont retrouvés en plus faible quantité
dans les cultures mixtes (mélangées ou séparées) par rapport aux cultures pures de S. cerevisiae,
traduisant une interaction négative entre les deux especes.

Nos résultats confirment également que T. delbrueckii produit peu d’esters « majeurs »
(produits en grande quantité par S. cerevisiae) tels que 'acétate d’isoamyle, 'acétate de phényl-
éthyle, ’hexanoate d’éthyle et I'octanoate d’éthyle. En effet, les concentrations de ces esters dans
les cultures pures de T. delbrueckii (1 ou 2 compartiments) étaient tres inférieures (maximum 4
ug/L) a celles des cultures pures (1 ou 2 compartiments) de S. cerevisiae (concentrations comprises
entre 232 a 1273 ug/L selon les esters et les modalités). L’acétate d’isoamyle, ’hexanoate d’éthyle,
I'acétate d’hexyle, I'acétate d’isobutyle et l'acétate de phényl-éthyle, produits en quantités
importantes par S. cerevisiae, sont retrouvés en cultures mixtes a des concentrations similaires a
celles des cultures pures de S. cerevisiae, suggérant qu’il n’existe pas d’interactions entre les deux

especes pour ces Composés.

Contrairement a ce qui a été observé lors de la libération du 3SH, la séparation physique des
deux especes n’a pas entrainé de variations de la concentration des esters impliqués dans le
caractére fruité des vins. Le rapport de population maximale T. delbrueckii/S. cerevisiae, plus élevé
dans la culture mixte séparée, n’a pas entrainé d’augmentation de la concentration en esters pour

cette modalité.

Afin de mieux comprendre ces phénomeénes d’interactions, une analyse protéomique était
prévue dans ce travail. Pour chague modalité, un prélévement a été effectué a mi-croissance pour
chaque espéce, afin que les deux especes soient dans le méme état physiologique et pas en
situation de carence azotée. Les protéines ont été extraites a partir des culots cellulaires et
analysées par LC/MS-MS. L’analyse des échantillons et des données sont en cours et nous
permettront de déterminer si certaines familles protéiques (protéines de stress, impliquées dans la

mort cellulaire...), ou voies métaboliques sont affectées différemment par la séparation.
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Partie 2 : Incidence de facteurs de
I’environnement sur le développement
des levures non-Saccharomyces
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Matériels et méthodes

1 Matériel biologique

Dans cette partie, sept souches de levures différentes ont été utilisées, correspondant a cing

especes de non-Saccharomyces et deux souches de I'espéece S. cerevisiae.

Les deux souches de S. cerevisiae ont été construites a partir de la souche commerciale X5 :

* Une souche a phase de latence de fermentation courte fluorescente, Sc PLC -YFP

¢ Une souche a phase de latence de fermentation longue fluorescente, Sc PLL-YFP

La construction de souches fluorescentes a permis de quantifier S. cerevisiae dans le mélange

d’espéces. La souche commerciale X5 posséde une phase de latence courte et n’est pas

fluorescente.

Les informations concernant les différentes souches sont résumées dans le tableau 8.

Tableau 8: Souches utilisées

Dénomination

Espéce Souche . Collection
utilisée
Laffort,
Torulaspora delbrueckii Alpha Td Bordeaux, Souche industrielle
France
Metschnikowia spp. CRBO L0563 Mets 99% d’identité avec M. andauensis
Centre de
. o Ressources
Candida zemplinina CRBO PE401 Cz Biologiques
Oenologiques,
Pichia kluyverii CRBO Pk.31 Pk Bordeaux,
France
Hanseniaspora uvarum CRBO L0666 Hu
Méme fond génétique que la souche commerciale
X5 (Laffort hase de lat de fi tati
Saccharomyces cerevisiae PLC/YFP+.48 Sc PLC-YFP - (Laffort) avec phase de latence de fermentation
courte, fluorescente.
Méme fond génétique que la souche commerciale
X5 (Laffort hase de lat de fi tati
Saccharomyces cerevisiae PLL/YFP+.14 Sc PLL-YFP - (Laffort) avec phase de latence de fermentation

longue, fluorescente.
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2 Construction des souches de S. cerevisiae

2.1 Stratégie
2.1.1 Obtention de souches de S. cerevisiae fluorescentes

La souche commerciale X5 a été transformée avec une cassette d’ADN contenant les genes YFP
et NAT. Le géne YFP code une protéine de type GFP présentant un maximum d’émission aux
alentours de 525 nm (DelLuna et al., 2010). Le gene NAT confére a la levure la résistance a la
nourseothricine (Goldstein and McCusker, 1999) (figure 22). Cette cassette a été introduite a
I'intérieur du géne HO de Saccharomyces cerevisiae qui code pour une endonucléase impliquée
dans la détermination du signe sexuel. Il a été montré que la délétion de ce gene était neutre d’'un
point de vue métabolique. Son inactivation du fait de I'insertion de la cassette n’entraine donc pas
de perturbation métabolique. Les genes YFP et NAT sont respectivement sous le controle des

promoteurs forts, TDH3 et TEF qui permettent leur expression constitutive chez la levure.

|—) TDH3 r> TEF

HO YFP NAT HO J

Figure 22: Cassette YFP inséré dans le géne HO

2.1.2 Obtention d’une souche de S. cerevisiae a phase de latence longue

Des études précédentes ont permis de mettre en évidence une nouvelle translocation (XV-t-XVI)
associée a la durée de la phase de latence (temps écoulé entre le moment de I'inoculation et le
démarrage de la fermentation alcoolique) chez S. cerevisiae, impliquant le géne SSU1. Les souches
possédant le géne SSU1 sous contréle du promoteur ADH1 situé sur le chromosome XV-t-XVI
possedent une phase de latence courte (Zimmer 2013).

La souche commerciale X5 posséde deux copies du géne SSU1, une sur le chromosome XV-t-XVI
et une sur le chromosome XVI. Afin d’obtenir une souche a phase de latence longue, le géne SSU1 a
été inactivé par l'insertion d’une cassette contenant le géne KAN codant pour la résistance a la
G418. A l'issue de la transformation, différents clones possédant la cassette KAN ont été obtenus

(figure 23).
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Figure 23: Caractéristiques des clones de S. cerevisiae obtenus apres transformation avec la
cassette KAN

Les souches de S. cerevisiae a phase de latence longue possédent une pompe a sulfites
permettant de relarguer le SO, dans le milieu déficiente contrairement a la souche S. cerevisiae a
phase de latence courte (Zimmer, 2013). Cette souche est alors capable d’incorporer le SO, libre
dans sa cellule mais pas de le faire ressortir. La conséquence directe de ce dysfonctionnement est
une diminution de la concentration en SO, libre dans le milieu, pouvant ainsi favoriser le

développement de certaines especes de levure sensibles a ce composé.

2.2 Extraction d’ADN

Une extraction d’ADN de deux souches de laboratoire de S. cerevisiae possédant au sein de leur
génome les cassettes d’intérét a été réalisée : la souche Y7092-YFP (DelLuna et al. 2008) pour la

cassette YFP et la souche YO2160 pour la cassette KAN.

Les deux souches ont été préalablement cultivées sur milieu YPD solide (partie 1 matériels et
méthodes chapitre 3.1). Puis, une anse de culot de cellule a été placée dans un tube de 1,5 mL et
lysée en présence de 300 pL de Nuclei Lysis Solution (Wizard Genomic DNA purification Kit,
Promega) et 100 pL de microbilles de verre (acid-washed, 425-600 um, Sigma) a l'aide d’un
FastPrep24 (MP Biomedicals, Illkirch, France). Les cellules ont été broyées 45 secondes a 4m/s.
Apres centrifugation (2000 rpm, 2 min), le surnageant a été récupéré et 100 pL de Protein
Precipitation Solution (Wizard Genomic DNA purification Kit, Promega) ont été ajoutés. Les tubes

ont été incubés 5 minutes dans la glace et centrifugés 3 minutes a 14 000 rpm. Les surnageants ont
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été transférés dans un tube contenant 300 uL d’isopropanol. Aprés une nouvelle centrifugation,
I’ADN a été repris dans 300 pL d’éthanol a 70 % (v/v). L’éthanol a été éliminé aprés une derniére
étape de centrifugation. L’ADN a été ensuite repris dans 50 pL d’eau milli-Q contenant 100 mg/mL
de RNAse (Wizard Genomic DNA purification Kit, Promega) et incubé 15 minutes a 37 °C. L'ADN a

ensuite été réhydraté a 4 °C durant la nuit puis conservé a -20 °C.

2.3 Amplification des cassettes

Deux couples d’amorces ont été utilisés: P738/739 (5'-GTACCTACTACTTTGAATTGTACTACC-
3’'/5’-  CTTGATAACTGTTACTGATATGTCTGAG-3’) pour la cassette YFP et P990/991 (5'-
TCCGCATTTAGACAACACACA-3’/5’-AGAAGCAAAAGCAGCAAAGC-3’) pour la cassette KAN.

2.3.1 Cassette YFP

L'amplification a été réalisée dans un volume réactionnel de 20 pL contenant 0,02 uM de
chaque amorce, 4 puL de Tampon HF 5X™, 0,4 uL de dNTP, 0,2 pL de Taq phusion (New England
biolabs, Ipswich, Grande Bretagne) et 1 uL d’ADN. Le volume a été complété a 20 ulL avec de l'eau
Milli-Q stérile. L'amplification a été effectuée en thermocycleur (l-cycler, Biorad) selon le
programme suivant: 30 secondes de dénaturation initiale a 98 °C suivies de 25 cycles dénaturation
(98 °C-8 sec)-hybridation (55°C-20 sec)-élongation (72 °C- 1 min 30) et d'une élongation finale a 72
°C pendant 10 minutes.

Les fragments amplifiés ont une taille comprise entre 2000 et 3000 pb. La Tag phusion permet
d’amplifier les fragments de grande taille. L'amplification a été vérifiée en déposant les échantillons
sur gel d’agarose 1% (cf paragraphe 4.3, matériels et méthodes partie 1). Le marqueur de taille
utilisé est le A/Eco RI/Hind Il (Life Technologies, Carlsbad, Etats-Unis). Le résultat d’amplification est

présenté sur la figure 24.

2.3.2 Cassette KAN

L'amplification a été réalisée dans un volume réactionnel de 20 pL contenant 0,15 pM de
chaque amorce, 4 puL de Mix Tag-&GO Ready-to-use PCR Mix™ (MP Biomedical, Santa Ana, Etats-
Unis), 0,2 puL de Taq polymérase (MP Biomedical) et 1 uL d’ADN. Le volume a été complété a 20 plL
avec de l'eau Milli-Q stérile. L'amplification a été effectuée en thermocycleur (I-cycler, Biorad) selon
le programme suivant: 1 minute de dénaturation initiale a 95 °C suivie de 25 cycles de dénaturation
(95 °C-30 sec)-hybridation (54°C-1 min)-élongation (72 °C- 2 min) et d'une élongation finale a 72 °C

pendant 10 minutes.
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Les fragments amplifiés ont une taille d’environ 1700 pb, I'amplification est visualisée sur gel

d’agarose 1% (figure 24).
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Figure 24: Visualisation d'amplification des cassettes YFP et KAN sur gel d'agarose

2.4 Transformation de la souche commerciale X5
2.4.1 Précipitation des cassettes et dosage d’ADN

1/10°™ de volume d’acétate de sodium (pH 5,2, 0,3 M final) a été ajouté aux deux suspensions
d’ADN contenant chaque cassette. Aprés homogénéisation, 2 volumes d’éthanol absolu a -20 °C ont
été ajoutés puis les tubes ont été incubés 50 minutes a -80 °C. Les échantillons ont ensuite été
centrifugés (13 000 rpm, 15 min, 4°C) et les surnageants éliminés. L’ADN a été rincé avec 1 mL
d’éthanol a 70%. Aprés une seconde centrifugation (13 000 rpm, 20 min, 4°C), le surnageant a été

éliminé, I’ADN précipité a été repris dans 50 pL d’eau milli-Q et conservé a -20 °C.
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Avant de transformer les cellules de S. cerevisiae, la concentration de I’ADN précipité (DO,g) et
sa pureté (DO,50/D0,g) oONnt été déterminées par spectrophotométrie en micro-volume (BioSpec-

nano, Shimadzu, Japon).

2.4.2 Protocole de transformation

La souche S. cerevisiae X5 a été dans un premier temps transformée avec la cassette YFP, puis,

un clone X5-YFP a été transformé avec la cassette KAN.

Une suspension a été réalisée en milieu YPD liquide a partir d’une culture de X5 sur milieu solide
(cf partie 1 matériels et méthodes chapitre 2.2). L’absorbance de cette suspension a été mesurée
par spectrophotométrie a 600 nm puis 50 mL de milieu YPD liquide ont été ensemencés a 0,001 de
DO. La culture a été placée sous agitation orbitale a 125 rpm a 24 °C. Lorsque la densité optique a
atteint une valeur comprise entre 0,6 et 1 (environ 16h de culture), la culture a été centrifugée 5
minutes a 3000 g. Le culot cellulaire a été lavé avec 5 mL de TE/LiAc stérile (Tris-HCI 0,05 M, EDTA 5
mM, Acétate de Lithium 0,5 M, Sigma Aldrich) puis centrifugé (5 min, 4500 g). Aprés élimination du
surnageant, le culot a été resuspendu en TE/LiAc afin d’obtenir une concentration de 2.10° cellules
/mL en utilisant I'équivalence suivante : 1 DOggonm= 2.10 cellules/mL puis incubé 15 minutes a 30

°C sans agitation.

Les réactions de transformation ont été réalisées en triplicata selon la méthode décrite par
Gietz and Schiestl (1991). 50 pL de suspension cellulaire ont été introduits dans des tubes contenant
326 puL de mélange réactionnel pour transformation (Polyéthyléne glycol, 36,5% (p/v) Acetate de
Lithium 0,11 M, DMSO 1%, « DNA carrier » (ADN de sperme de saumon dénaturé 5 minutes a 95 °C,
2 mg/mL) Sigma Aldrich), et 2,5 ug d’ADN précipité (cassette YFP ou KAN). Les tubes ont ensuite été
incubés 30 minutes a 30 °C sans agitation puis 15 minutes 42 °C au bain-marie. Aprés centrifugation
(30 secondes, 13 000 rpm), les surnageants ont été éliminés et les culots repris dans 1 mL de milieu
YPD liquide. Aprés 4h d’incubation a 30 °C, une derniere étape de centrifugation a permis de
concentrer la suspension cellulaire (élimination de 800 pL du surgeant) et les 200 plL restants ont
été étalés sur YPD solide + antibiotique (100ug/ml). Les cellules ayant intégré les cassettes

présentent une résistance a la nourseothricine (Sc PLC(YFP)) et a la kanamycine (Sc PLL(YFP)).
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2.5 Maesure de la fluorescence par cytométrie de flux et sélection des clones
2.5.1 Mesure de la fluorescence émise lors de I’expression du géne codant pour la protéine YFP

Les échantillons ont été préparés en tampon Mc llvaine et en présence de iodure de propidium
(IP) comme marqueur de mortalité de la méme fagcon que dans le paragraphe n° 2.3 de la partie 1
(matériels et méthodes). La protéine YFP et I'IP sont caractérisés par des longueurs d’ondes
d’émission respectives de 525 et 670 nm (figure 25). Comme précisé dans le paragraphe n° 2.3 de la
premiére partie de ce travail (matériels et méthodes), le cytométre est équipé d’un filtre laissant
passer les longueurs d’ondes supérieures a 670 nm permettant la détection de la fluorescence de
I'IP sur le canal FL3. Un second filtre permet de mesurer la fluorescence émise a 525 nm, détectée

sur le canal FL1.
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Figure 25: Spectres d'émission de la protéine YFP et de I'lIP

A partir de 560 nm, un chevauchement partiel des spectres d’émission de la protéine YFP et de
I'IP est observé. Néanmoins, les mesures étant effectuées a 525 et 670 nm, cela n’entraine pas de

sur ou sous estimation de I'une ou 'autre des fluorescences émises.

Différents types de suspensions cellulaires ont été réalisées afin d’effectuer ces réglages :
* Souche sans marquage (souche commerciale S. cerevisiae X5)
* Souche commerciale marquée uniquement avec I'IP
* Souches Sc PLC(YFP) ou Sc PLL(YFP)

* Souches Sc PLC(YFP) ou Sc PLL(YFP) marquées avec I'lP

Afin d’obtenir une séparation efficace des levures vivantes et mortes d’une part, et des levures
YFP+ et YFP- d’autre part, les tensions des photomultiplicateurs ont été fixées a 6,93 mV pour le
canal FL3 et a 7,03 mV pour le canal FL2. Le type de cytogramme obtenu pour les différentes

suspensions cellulaires est présenté sur la figure 26.
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Figure 26: Séparation des cellules mortes, vivantes, YFP+ et YFP- par cytométrie en flux

2.5.2 Sélection des clones

2.5.2.1 SouchedeS. cerevisiae YFP+

Dans un premier temps la souche commerciale X5 a été transformée avec la cassette YFP. A
I'issue du protocole de transformation, la fluorescence des différents clones obtenus a été mesurée
par cytométrie en flux afin de vérifier I'expression du gene codant pour la protéine YFP. Les clones
pour lesquels une fluorescence était détectée sur le canal FL2 ont été conservés et des
fermentations alcooliques ont été effectuées en bioréacteurs de 125 mL en mo(t de raisin blanc. La
croissance et la fluorescence ont été déterminées au cours de la fermentation par cytométrie en
flux et le CO, dégagé par pesées réguliéres des bioréacteurs (cf paragraphe 3.3 de cette partie). Le
clone le plus performant, c’est-a-dire terminant le plus rapidement la fermentation alcoolique et
pour lequel la fluorescence était détectée tout au long de la fermentation, a été conservé et utilisé
pour réaliser la transformation avec la cassette KAN afin d’obtenir des levures S. cerevisiae a phase

de latence longue.

2.5.2.2 Souche de S. cerevisiae YFP+ a phase de latence longue

A l'issue de cette deuxieme transformation, la fluorescence des différents clones a de nouveau
été de nouveau mesurée par cytométrie en flux. Puis, afin de déterminer au sein de quelle copie du

géne SSU1 a été insérée la cassette KAN, différentes PCR ont été réalisées (figure 27).
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Figure 27: Couples d'amorces utilisés pour déterminer le chromosome d'insertion de la
cassette KAN

P1031 : 5'-CATGTTAGGGAGACCAACGA-3' (début de sequence amplifée en amont du géne SSU1 sur la chromosome XV);
P759 : 5-TCAAAGACAACCCCAATGTG-3' (début de sequence amplifée a I'intérieur du géne SSU1);

P788 : 5-TCTTTTTGGGCTGGTAGGAT-3' (début de sequence amplifée en amont du géne SSU1 sur le chromosome XVI);
P560bis : 5'- CGGCGCAGGAACACTG -3’ (début de sequence amplifée a I'intérieur de la cassette KAN). Taille des
fragments amplifiés: P1031/P759 = 535 pb, P788/P560bis = 2058 pb, P1031/P560bis = 1164 pb et P788/P759 = 1433 pb

Des fermentations alcooliques ont ensuite été réalisées avec les clones présentant une
amplification positive uniguement pour le couple d’amorces P1031/P560bis pour sélectionner le

clone qui sera utilisé dans la suite des essais.

3 Fermentations alcooliques

L'impact de deux facteurs de I'’environnement ou abiotiques (saturation du mo(t en CO, et
supplémentation du mo(t avec différents produits commerciaux dérivés de levures riches en
lipides) a été étudié sur les deux souches de S. cerevisiae sélectionnées préalablement (Sc PLC-YFP
et Sc PLL-YFP) et cing especes de non-Saccharomyces (T. delbrueckii, Metschnikowia spp., C.
zemplinina, H. uvarum et P. kluyveri). Dans un premier temps, les fermentations ont été effectuées
en cultures pures, puis en cultures mixtes (mélange des 5 espéces de non-Saccharomyces) en

présence ou non de S. cerevisiae.

3.1 Moiit

Les fermentations alcooliques ont été réalisées en mo(t Sauvignon blanc (millésime 2013,
vignobles Ducourt, Bordeaux), conservé a -20 °C. Avant chaque fermentation, la teneur en azote
assimilable du mo(t est ajusté a 200 mg/L d’azote assimilable avec du Thiazote® (Laffort), afin
d’assurer le bon déroulement des fermentations.

Le mo(t a ensuite été stérilisé par filtration sur membrane 0,45 um en acétate de cellulose

(Sartorius). La composition du modt apreés filtration est donnée dans le tableau 9.
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Tableau 9: Composition du Sauvignon Blanc 2013

Sucres réducteurs 197 g/L

Titre alcoométrique probable 11,94 % vol.
Acidité totale 4,02 g/L H,S0,
Acide L-malique 5,64 g/L
pH 3,41

Dioxyde de soufre libre 14 mg/L
Dioxyde de soufre total 56 mg/L
Azote assimilable 208 mg/LN
Azote alpha aminé 188 mg/LN
Azote ammoniacal 20 mg/LN

3.2 Pré-cultures (levains)

Pour les levures non-Saccharomyces Metschnikowia spp., C. zemplinina, H. uvarum et C.
zemplinina, deux étapes de pré-cultures ont été nécessaires. Dans un premier temps, 30 mL de
milieu YPD liquide ont été ensemencés avec 1cm? de biomasse cultivée sur milieu YPD solide. Ces
levains ont été incubés 24h a 24 °C sous agitation magnétique a 350 rpm. 5 mL de levain ont ensuite
été prélevés pour inoculer 50 mL de mo(t dilué au % avec de I'eau Milli-Q stérile. Les levains ont a
nouveau été incubés 24h a 24 °C sous agitation (350 rpm).

Pour les deux souches de S. cerevisiae et T. delbrueckii, une seule étape de pré-culture a été
nécessaire. Les levains ont été réalisés dans des Erlenmeyers de 100 mL contenant 50 mL de mo(t
dilué au % avec de I'eau Milli-Q stérile. Les Erlenmeyers ont été ensemencés avec 1cm? de biomasse
cultivée sur milieu YPD solide. Les levains ont ensuite été incubés 24h a 24 °C sous agitation
magnétique a 200 rpm pour S. cerevisiae et 350 rpm pour T. delbrueckii.

Apres 24h, la concentration et la viabilité cellulaire des levains ont été déterminées par

cytométrie en flux.
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3.3 Fermentations en bioréacteurs 125 mL

L'ensemble des fermentations de cette partie a été réalisé en bioréacteurs (fermenteurs)
contenant 125 mL de modt (figure 28). Apres inoculation, les fermenteurs ont été fermés
hermétiquement avec un bouchon en silicone. Une premiere aiguille, courte, permet le
dégagement du CO,. Une seconde aiguille avec une seringue est utilisée pour les prélevements.

Le dégagement de CO, au cours de la fermentation alcoolique entrainant une perte de masse,
des pesées régulieres des fermenteurs ont permis de suivre le déroulement de la fermentation.
L'ensemble des fermentations a été réalisé en triplicata a 18 °C sous agitation magnétique a 250

rpm.

Aiguille + seringue pour prélévement

Aiguille permettant le dégagement de CO,

Bouchon en silicone

Figure 28: Bioréacteur 125 mL

3.3.1 Saturation des fermenteurs en CO,et en azote

Au cours de la fermentation alcoolique, la concentration en CO, dissout augmente
progressivement jusqu’a atteindre une valeur de 1,2 g/L correspondant a la saturation.

Afin d’étudier I'effet de la saturation en CO, avant le démarrage de la fermentation alcoolique,
du CO, gazeux a été introduit dans les fermenteurs en condition stérile (filtre a air de porosité 0,45
pum) juste apres lI'inoculation grace a des diffuseurs en inox permettant la diffusion de bulles de
petite taille (figure 29). Le CO, a été ajouté dans chaque fermenteur pendant 7 minutes a une
pression de 0,5 bar, temps nécessaire pour obtenir la saturation en CO, dissout de 1,2 g/L. Les
bioréacteurs ont été fermés hermétiquement par des bouchons en silicone. Un équilibre s’est alors
créé entre le liquide et I'espace de téte du fermenteur, pour atteindre une concentration en CO,

dissout comprise entre 1,05 et 1,1 g/L. Les fermenteurs ont ainsi été maintenus fermés
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hermétiquement jusqu’au démarrage de la fermentation alcoolique, se traduisant par I'apparition
de bulles en surface. A cet instant, les aiguilles et la seringue ont été rajoutées.
Afin d’éviter la diminution de la concentration en CO, dissout lors des préléevements réalisés

avant le démarrage de la fermentation alcoolique des fermenteurs ont été sacrifiés a chaque fois.

Figure 29: Saturation des fermenteurs en CO,

La saturation des fermenteurs en CO, a entrainé une diminution de la concentration en oxygene
dissout du mo(t de 6 mg/L a 2 mg/L. Afin de s’assurer que les effets observés étaient bien dus a la
présence de CO, et non a la diminution de la quantité d’oxygéne disponible, une étude préliminaire
a été réalisée en remplacgant le CO, par du N,. Ce dernier a été ajouté dans les fermenteurs jusqu’a

obtenir une concentration en oxygéne dissout de 2 mg/L.

3.3.2 Supplémentation du moiit avec avec un produit commercial dérivé de levure

Six produits commerciaux de la société Laffort étaient a notre disposition lors de cette étude
(produits A a F). Une attention particuliere a été apporté a leur composition lipidique. Plusieurs
critéres ont été pris en compte afin de sélectionner les produits qui seront utilisés pour
supplémenter le mo(t lors de la fermentation alcoolique : quantité totale d’acides gras et de
stérols, quantité d’acides gras insaturés, rapport acides gras insaturés/saturés, quantité de squaléne
et d’ergostérol et rapport ergostérol/squaléne. L’analyse aprés supplémentation avec ces différents
produits a permis de vérifier qu’ils ne permettaient pas d’augmenter la teneur en azote assimilable
des les modts. Les produits ont été ajoutés dans le modt a 20 g/hL (dose maximale autorisée par la

législation), aprés avoir été préalablement solubilisés dans 500 uL  d’ une solution a 50% d’éthanol.

86



3.3.3 Essais en culture pure

Dans un premier temps, des cultures pures ont été effectuées avec les 7 souches présentées
dans le chapitre n° 1 de cette partie (7. delbrueckii, Metschnikowia spp., C. zemplinina, P. kluyveri,
H. uvarum, S. cerevisiae phase de latence courte (PLC-YFP) et S. cerevisiae phase de latence longue

(PLL-YFP)). Les fermenteurs ont été inoculés a 10° cellules viables/mL.

3.3.4 Essais en culture mixte

Différents types cultures mixtes ont été réalisées:
* mélange constitué uniquement des levures non-Saccharomyces (5 espéces)
* mélange non-Saccharomyces + S. cerevisiae phase de latence courte, fluorescente (Sc
PLC-YFP), en co-inoculation
* mélange non-Saccharomyces + Sc PLC-YFP en inoculation séquentielle (addition de
S. cerevisiae aprés 24h de fermentation alcoolique)
* mélange non-Saccharomyces + S. cerevisiae phase de latence longue, fluorescente (Sc
PLL-YFP), en co-inoculation
Les concentrations utilisées ont été choisies afin de recréer une population représentative de
celle retrouvée dans les mo(ts en début de fermentation : H. uvarum (3.10° cell vivantes/mL), C.
zemplinina et Metschnikowia spp. (10 cell vivantes/mL), T. delbrueckii et P. kluyveri (5. 10* cell

vivantes/mL). S. cerevisiae (Sc YFP-PLC ou Sc YFP-PLL) a été inoculée a 5.10° cell vivantes/mL.

4 Suivi des populations

4.1 Cytométrie de flux

En cultures pures, le suivi des populations des différentes especes a été effectué par cytométrie
en en flux. En mélange, seule la population de cellules vivantes S. cerevisiae a été quantifiée par

cytométrie de flux. Le protocole utilisé a été décrit dans le paragraphe 2.5.1 de cette partie.

4.2 Milieu gélosé WL

Le milieu différentiel WL (Conda, Madrid, Espagne) a été utilisé pour dénombrer et différentier
les especes de levures non-Saccharomyces dans le mélange. La composition de ce milieu est donnée
dans le tableau 10. Le milieu utilisé est prét a I'emploi : 80 g de poudre sont diluées dans 1L d’eau

milli-Q. Le pH final est de 5,5.
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Tableau 10: Composition du milieu WL (en g/L)

Dextrose 50 Sulfate de magnésium 0,125

Tryptone 5 Vert de bromocrésol 0,022

Extrait de levure 4 Cycloheximide 0,004

Phosphate de potassium 0,55 Chlorure de fer 0,0025

Chlorure de potassium 0,425 Sulfate de manganése 0,0025
Chlorure de calcium 0,125 Agar 20

La présence de cycloheximide dans le milieu inhibe la croissance de S. cerevisiae. Les boites ont
été dénombrées apres 7 jours d’incubation a 24 °C. En fonction de l'espéce, les colonies
présentaient un aspect différent:

* H.uvarum =» colonie de grande taille, vert foncé

* C. zemplinina = colonie de taille moyenne, bord blanc et centre vert clair

*  Metschnikowia spp. = colonie de taille moyenne, blanche, base marron clair.
Présence d’un halo marron autour des colonies.

* T. delbrueckii et P. kluyveri =» petite colonie blanche. Seules ces deux espéces de

notre mélange n’ont pas pu étre différenciées en utilisant le milieu WL.

En culture pure, nous avons aussi vérifié, pour 'ensemble des souches, qu’il y avait une bonne
adéquation entre la concentration cellulaire obtenue par dénombrement sur boite (levures viables
exprimées en UFC/mL) et celle obtenue par cytométrie en flux (exprimée cell viables/mL). Une
différence de 10% a 18% a été obtenue en fonction des especes et de la phase de croissance, en
faveur de la cytométrie en flux. Cette différence a été jugée acceptable pour comparer les

différentes populations.

5 Controdles d’implantation

Des controles d’implantation ont été effectués en fin de fermentation pour les cultures pures.
L'extraction d’ADN a été réalisée grace au dépot sur carte FTA® de 6 pL de milieu de
fermentation selon le protocole décrit dans le chapitre 4 du matériels et méthodes de la partie 1.

Les amorces et températures d’hybridation (Tm) sont présentées dans le tableau 11.
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Tableau 11: Couple d'amorces et températures d'hybridation utilisées pour I'amplification par
PCR des différentes espéces

Espéce Amorces Température
d’hybridation PCR

SC1 (5’-GAAAACTCCACAGTGTGTTG-3’)/SC2
S. cerevisiae (5'GCTTAAG 63 °C

TGCGCGGTCTTG -3')

Tods L2 (5’-CAAAGTCATCCAAGCCAGC-3’)/ Tods R2

T. delbrueckii (5'TT 63 °C
CTCAAACAATCATGTTTGGTAG-3')
Metschnikowia spp. MpL3(5’- CTCTCAAACCTCCGGTTTG-3’)/MpR3 (5’- GATA 60 °C
TGCTTAAGTTCAGCGGG-3')
C. zemplinina Cz2 (5’- CTTGGGTGTCGAAAGGCG-3’)/CAST(5’- CAATAT 62 °C
GCGTTCAAAAATTCAAT-3’)
P. kluyveri Pk-rev(5’- GTCTGAGCGTCGTTTCCTTC-3’)/Pk-for(5’- GGC 60 °C
CAAAGCGTGCTAAATG-3')
H. uvarum Hauf 2L(5’- CCCTTTGCCTAAGGTACG-3’)/Hauf 2R (5’- CG 62 °C

CTGTTCTCGCTGTGATG-3’)

L'amplification a été réalisée dans un volume réactionnel de 20 pL contenant 0,25 uM de
chaque amorce, 4 puL de Mix Tag-&GO Ready-to-use PCR Mix™ (MP Biomedical), et une pastille
d’ADN. Le volume a été complété a 20 uL avec de l'eau Milli-Q stérile. L'amplification a été
effectuée en thermocycleur (I-cycler, Biorad) selon le programme suivant: 1 minute de dénaturation
initiale a 95 °C suivie de 25 cycles dénaturation (95 °C-30 sec)- hybridation (Tm-1 min)- élongation
(72 °C- 30 sec) et d'une élongation finale a 72 °C pendant 10 minutes. L’amplification a été vérifiée
en déposant les échantillons sur gel d’agarose 1% (cf paragraphe 4.3 du matériels et méthodes de la

partie 1).

6 Activité protéolytique et dosage des protéines du raisin
6.1 Suivi de I'activité protéolytique

Un nouveau test a été développé afin de suivre I'activité protéase directement dans le mo(t en
cours de fermentation. Pour cela, I'azocaséine (Sigma), un substrat de protéase chromogene, a été
utilisée. La protéolyse de l'azocaséine entraine une libération du colorant dans le surnageant
pouvant étre quantifié par mesure de la densité optique (DO) a 440 nm.

Une solution mére d’azocaséine a 20 mg/L a été préparée dans du NaOH 0,1M et ajoutée a
1,5 mg/mL dans les bioréacteurs. 500 pL d’échantillons ont été prélevés régulierement au cours de

la fermentation alcoolique. Lors de chaque préléevement, la réaction est arrétée avec 500 uL d’acide
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trichloroacétique (10% final v/v, Sigma). Les échantillons ont ensuite été centrifugés a 14 000 rpm

pendant 10 minutes puis la DO du surnageant a été mesurée a 440 nm.

6.2 Dosage des protéines du raisin

Afin de déterminer si les protéines du raisin ont été dégradées suite a I'action des protéases, un
dosage des protéines du raisin a été réalisé selon le protocole décrit par Dubourdieu (1986). Ces
dosages ont été effectués au laboratoire Sarco. A la fin de la fermentation alcoolique, 50 mL
d’échantillons ont été centrifugés a 6000 rpm durant 5 minutes. Les macromolécules présentes
dans le surnageant ont été analysées par HPLC de tamisage moléculaire (colonne TSKgel® G2000
SW, Phenomenex) selon le protocole décrit par Dubourdieu et al. (1986) permettant le
fractionnement de molécules de 10 a 70 kDa. Trois classes de masses moléculaires peuvent étre
séparées par leur temps de rétention correspondant a trois fractions : P1 (> 50 kDa), P2 (40 kDa) et
P3 (<30 kDa). Les protéines du raisin responsables de la casse protéique sont caractérisées par une
masse moléculaire comprise entre 13 et 30 kDa (Waters et al., 1992) et peuvent ainsi étre associées

a la fraction P3.

7 Analyse de la composition lipidique des cellules de levures et du moit

L'analyse des lipides des cellules de levures et du modt a été effectuée en début et en fin de

fermentation alcoolique pour les différentes especes.

7.1 Extraction lipidique
7.1.1 Cellules

Des culots cellulaires ont été calibrés a 2.10° cellules par cytométrie en flux et rincés deux fois
avec 20 mL d ‘eau milliQ stérile. Chaque culot a ensuite été repris dans 1 mL d’eau milliQ stérile puis
transféré en tube eppendorf de 1,5 mL. Apres centrifugation (6000 rpm, 5 min) et élimination du

surnageant, les culots ont été congelés dans I'azote liquide et conservés a -20 °C.

Le protocole d’extraction est adapté de Lopez-Malo et al. (2012). Les cellules ont été broyées en
présence de 700 puL de méthanol a -20 °C, 140 uL d’EDTA 0,1M et 100 pL de microbilles de verre
(acid-washed, 425-600 um, Sigma, vibro-broyeur MM400, Retsch) suivant un programme de 4 x 1
min a la fréquence de 30 secousses/seconde. Quatre extractions successives ont été réalisées avec

2,5 mL de chloroforme : méthanol a différentes concentrations : deux extractions en présence de
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chloroforme : méthanol 2 : 1, puis une en présence de 1 : 1 et une en présence de 1: 2. A chaque
extraction, aprées ajout du chloroforme : méthanol, les tubes ont été placés 45 minutes a 4 °C sur un
agitateur rotatif puis centrifugés 5 minutes a 6000 rpm. La phase organique a ensuite été récupérée
et transférée dans un nouveau tube.

Deux lavages successifs ont ensuite été effectués avec % de volume de KCI 0,88% sur les tubes
contenant les phases organiques. Les tubes ont été placés 30 minutes a 4 °C sur un agitateur rotatif
puis centrifugés 5 minutes a 6000 rpm. Les phases inférieures ont ensuite été récupérées et

constituent I'extrait lipidique.

7.1.2 Molt

Afin de réaliser I'extraction, 50 mL de moQt ont été centrifugés a 8000 rpm 5 minutes. Trois
extractions successives ont été effectuées avec 20 mL de chloroforme: méthanol 2: 1. Les
échantillons sont incubés 45 minutes a 4° C sous agitation magnétique (350 rpm), puis apres
décantation, les phases organiques ont été récupérées. De la méme facon que pour les cellules,
deux lavages successifs ont ensuite été effectués avec % de volume de KCl 0,88%. Les phases
inférieures (extraits lipidiques) ont été récupérées aprées centrifugation.

7.2 Analyse des acides gras et stérols

L'analyse des acides gras et des stérols a été effectuée a la plateforme de lipidomique du
Laboratoire de Biogenese Membranaire (UMR 5200 CNRS, Université de Bordeaux, INRA Bordeaux

Aquitaine).

7.2.1 Acides gras

L'analyse des acides gras a été réalisée a partir de 1/6°™ de volume d’extrait lipidique. Apres
concentration a sec sous azote, les acides gras ont été trans-méthylés durant 2h a 85 °C, en
présence d’une solution de méthanol contenant 5% d’acide sulfurique (v/v) ainsi que 50 ug d’acide
heptadécanoique (C17) comme étalon interne (Sigma Aldrich). Aprés refroidissement, 1 mL de NaCl
2,5% ont été ajoutés et 2 mL d’hexane ont permis d’extraire les esters méthyliques d’acides gras.
Cette phase a été récupérée puis, aprés concentration a sec sous azote, les acides gras ont été
remis en suspension dans 200 pL d’hexane.

La composition en acides gras a été déterminée par chromatographie en phase gazeuse couplée
a un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID).

L’'ensemble des caractéristiques de I'appareillage et de la méthode d’injection sont présentés

dans le tableau 12.
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Tableau 12: Analyse des acides gras en GC-FID

Appareil Systeme Agilent technologies 7890A équipé de
détecteur a ionisation de flamme

Colonne Carbowax, 15 m x 0,53 mm d.i. (Alltech)

Température initiale du four 160 °C

Programme de température 160°C - 1min puis 20°C/min jusqu’a 190 °C,
5°C/min jusqu’a 210 °C

Température d’injection 210 °C

Volume injecté 1uL

Gaz vecteur Helium, débit 9 mL/min

Logiciel d’acquisition MSD Chemstation (Agilent Technologies)

7.2.2 Stérols

L'analyse des stérols a été réalisée a partir de 2/3*™ de volume d’extrait lipidique. Apres
concentration a sec sous azote, 1 mL de solution d’éthanol absolu a été ajoutée contenant 50 pg de
cholestanol (étalon interne, Sigma Aldrich). Une réaction de saponification a été réalisée pendant
1h a 80 °C en présence de KOH 11M (Sigma Aldrich). La phase insaponifiable (supérieure) contenant
les stérols a été récupérée apres ajout de 1 mL d’hexane et 2 mL d’eau milli-Q. Aprées concentration
a sec sous azote, les stérols ont été dérivatisés en présence de 200 uL de mélange BSTFA-TMCS
(Sigma Aldrich) a 110 °C pendant 15 minutes. Les échantillons ont une nouvelle fois été concentrés
a sec puis les stérols ont été remis en suspension dans 200 pL d’hexane.

La composition en stérols a été déterminée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS). L'ensemble des caractéristiques de l'appareillage et de la

méthode d’injection est présenté dans le tableau 13.

Tableau 13: Analyse des stérols en GC-MS

Appareil Systéme Agilent technologies 6850 couplé a un
spectromeétre de masse (MSD 5975, Agilent)

Colonne HP-5MS, 30 m x 0,25 mm (d.i.), 0,22 um (e.f.) (Agilent
technologies)

Température initiale du four 50°C

Programme de température 50°C - 10min puis 25°C/min jusqu’a 150 °C, 10°C/min
jusqu’a 250 °C, isotherme final 5 min

Température d’injection 250 °C

Volume injecté 1l

Gaz vecteur Helium, débit 1,5 mL/min

Logiciel d’acquisition MSD Chemstation (Agilent Technologies)
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8 Analyses courantes et thiols volatils en fin de fermentation

Les dosages de I'alcool, des sucres, du SO,, du glycérol et des thiols volatils ont été effectués de
la méme facon que dans la premiéere partie de ce travail (cf chapitre 5, matériels et méthodes partie

1).

9 Calcul des parameéetres de croissance et de fermentation alcoolique —

Analyses statistiques

9.1 Calcul des paramétres

Pour chaque fermentation, différents parametres ont été calculés sur les courbes de croissance
et de dégagement de CO, a I'aide du logiciel R (R Development Core Team, 2008). La durée de la
phase de latence de fermentation alcoolique et la capacité biotique ont été déterminées de la

méme fagon que dans la partie précédente (chapitre 6, matériels et méthodes partie 1).

* Vitesse maximale de croissance (UFC ou cellules viables/mL/h)
A chaque point de la courbe de croissance est calculée la vitesse instantanée de croissance. La
vitesse retenue est la vitesse de croissance maximum. La vitesse est exprimée en cellules
viables/mL/h dans le cas des cultures pures et de S. cerevisiae en mélange et en UFC/mL/h pour les

non-Saccharomyces en mélange.

* Taux de mortalité (nombre de cellules mortes/h)
Le taux de mortalité correspond a la variation de population divisée par le temps entre la

population maximale et la population en fin de fermentation.

* Vitesse maximale de fermentation (Vmax, en g/L/h)
Une interpolation linéaire est effectuée entre les points 2 a 2 sur la courbe de dégagement de
CO, en fonction du temps. La pente maximale obtenue correspond a la vitesse maximale de

fermentation.
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9.2 Analyse statistique

L’absence d’homocédasticité des variances nous a conduit a appliquer un test de Kruskal-Wallis
pour comparer les parametres de croissance, de cinétiques ainsi que les composés des vins finis. Le

test de Kruskal-Wallis est I'équivalent de I’/ANOVA en test non paramétrique.
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Résultats et Discussion

Dans cette partie I'impact de deux facteurs environnementaux ou abiotiques a été étudié sur le
développement de S. cerevisiae et de différentes levures non-Saccharomyces : la supplémentation
du mo(t avec un produit commercial dérivé de levures, riche en lipides, et la saturation du mo(t en
CO, avant le démarrage de la fermentation alcoolique. Des essais ont été réalisés en cultures pures

puis en mélange, constitué de plusieurs espéces de non-Saccharomyces avec ou sans S. cerevisiae.

Cing especes de non-Saccharomyces, fréquemment isolées des molts, ont été étudiées:
T. delbrueckii, Metschnikowia spp., C. zemplinina, H. uvarum et P. kluyveri. Dans un premier temps,
des tests préliminaires ont été réalisés afin de sélectionner, pour chaque espéce, une souche
capable de démarrer rapidement dans nos conditions de fermentation (mo(t Sauvignon Blanc, 18
°C sous agitation 250 rpm) et/ou présentant des propriétés (enzymatiques, aromatiques) d’intérét.

Deux souches de S. cerevisiae ont été utilisées : 'une a phase de latence courte et I'autre a
phase de latence longue. L'utilisation d’'une souche a phase de latence longue, démarrant la
fermentation alcoolique plus tardivement, présente un intérét car elle peut permettre de laisser le
temps aux non-Saccharomyces de se développer. Néanmoins, nous ne disposions pas de souche a
phase de latence longue dans le méme fond génétique que la souche a phase de latence courte
choisie. De plus, afin de suivre I"évolution de la population de S. cerevisiae indépendamment de
celle des levures non-Saccharomyces lorsqu’elles sont cultivées en mélange, des souches de
S. cerevisiae fluorescentes ont di étre développées. L'élaboration de souches de S. cerevisiae,
marquées et a phase de latence longue, a nécessité plusieurs étapes de transformation et de

sélection.

Six produits commerciaux étaient a disposition pour cette étude. L’analyse de la composition en
lipides (acides gras et stérols) de ces différents produits a permis de sélectionner trois produits de
composition lipidique différente pour supplémenter le mo(t. Nous avons également étudié
I'impact d’une saturation rapide en CO, juste aprés I'inoculation sur le démarrage de la croissance
et de la fermentation alcoolique. Cependant, la saturation en CO, entraine une diminution de la
concentration en O, dissout, ce qui peut affecter la croissance des levures. Afin de déterminer dans
quelle mesure la saturation en CO, et/ou la diminution en O, dissout affectent la croissance, des
fermentations en cultures pures ont, dans un premier temps, été réalisées en présence de CO, et en

présence d’azote, dans les mémes conditions d’O, dissout.
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1 Etudes préliminaires

1.1 Choix des souches

1.1.1 Saccharomyces cerevisiae

La souche S. cerevisiae Zymaflore X5 (Laffort (Enologie) a été choisie car elle est caractérisée par
une forte aptitude a libérer les thiols volatils a partir des précurseurs cystéinylés (Masneuf-
Pomaréde et al., 2006). Cette souche a été génétiquement modifiée afin, d’une part, d’exprimer
constitutivement la protéine YFP permettant de déterminer sa population par cytométrie en flux
indépendamment des autres souches non-Saccharomyces et, d’autre part, d’obtenir une souche
ayant une phase de latence plus longue que la souche commercialisée. L'utilisation d’une souche de
S. cerevisiae a phase de latence longue, c’est-a-dire démarrant plus tardivement la fermentation,
présente un intérét en vinification car elle devrait permettre de laisser plus de temps aux levures

non-Saccharomyces pour se développer.

A l'issue de la premiere étape de transformation de la souche commerciale X5 avec la cassette
YFP, 8 clones se sont développés sur milieu sélectif et ont été analysés par cytométrie en flux afin

de mesurer leur fluorescence (tableau 14).

Tableau 14: Mesure du pourcentage de cellules fluorescentes et de cellules viables pour les
différents clones de S. cerevisiae X5 aprés transformation avec la cassette YFP

Clone | YFP+(%) | Vivantes (%) | Vivantes YFP+ (%)
X5.45 0,42% 99,29% 0,42%
X5.46 98,80% 99,68% 99,12%
X5.47 97,35% 99,84% 97,51%
X5.48 99,06% 99,64% 99,42%
X5.49 36,55% 98,43% 37,13%
X5.50 18,69% 96,37% 19,39%
X5.51 31,10% 98,45% 31,59%
X5.52 74,67% 95,96% 77,81%

Les clones 46 et 48 présentent les proportions de cellules vivantes exprimant la protéine YFP les
plus élevées. Des fermentations alcooliques ont alors été effectuées avec ces 2 clones en
bioréacteurs de 125 mL et mo(t Sauvignon Blanc afin de vérifier leur capacité fermentaire (capacité

a dégrader la totalité des sucres) et suivre leur viabilité (figure 30).
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Figure 30: Cinétiques de dégagement de CO, (A), de croissance et évolution de la proportion de
cellules vivantes fluorescentes (B) des clones X5.46 et X5.48

Les cinétiques de fermentation (ou de dégagement de CO,) sont similaires entre les 2 clones et
par rapport a la souche commerciale non marquée. En revanche, la proportion de cellules vivantes
YFP+ se maintient a une valeur proche de 100%, tout au long de la fermentation, pour le clone
X5.46 alors qu’elle chute rapidement pour le clone X5.48. Le clone X5.46 est donc conservé pour la
suite des essais et pour la construction de la souche X5 a phase de latence longue. Il sera noté Sc
PLC-YFP.

La souche Sc PLC-YFP a ensuite été transformée avec la cassette KAN afin d’obtenir une souche
a phase de latence longue fluorescente. 17 clones se sont développés sur milieu sélectif et ont été

analysés par cytométrie en flux afin de vérifier I'émission de fluorescence. Pour I'ensemble des
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clones, la totalité des cellules vivantes est fluorescente, le géne codant pour la protéine YFP est
exprimé. La cassette KAN a été insérée a l'intérieur du gene SSUI1 impliqué dans la durée de la
phase de latence. Or, la souche X5 possede deux copies du gene SSU1, une sur le chromosome XV-t-
XVI et une sur le chromosome XVI, la cassette KAN peut donc étre insérée sur I'un ou l'autre des
chromosomes. Cependant, seuls les clones possédant une copie du gene SSU1 inactivé (grace a la
cassette KAN) sur le chromosome XV-t-XVI possédent une phase de latence longue. Le chromosome
d’insertion a été vérifié par PCR grace aux d’amorces P1031, P759, P788 et P560bis. Une
amplification positive avec le couple d’amorces P1031/P560bis (insertion de la cassette KAN sur le

chromosome XV-t-XVI) est caractérisée par I'apparition d’une bande correspondant a un fragment

de 1164 paires de bases (figure 31).

-
b

Témoin négatif

X5YFP4
X5YFP6
X5YFPI'1
X5YFP.14
X5YFP.16
X5YFP.19
X5YFP20
X5YFP21

Figure 31: Vérification de l'insertion de la cassette KAN au sein de la copie du
geéne SSU1 présente sur le chromosome XV-t-XVI de S. cerevisiae

8 clones (X5YFP.4, X5YFP.6, X5YFP.11, X5YFP.14, X5YFP.16, X5YFP.19, X5YFP.20, X5YFP.21)
possedent un gene SSU1 inactivé par la cassette KAN sur le chromosome XV-t-XVI. Des
fermentations alcooliques ont alors été effectuées avec ces 8 clones en bioréacteurs de 125 mL et
mo(t Sauvignon Blanc (figure 32). La durée des phases de latence des différents clones a été
comparée a celle de la souche Sc PLC-YFP qui démarre la fermentation alcoolique dans les 20

heures suivant son inoculation.
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Figure 32: Cinétiques de fermentation alcoolique des 8 clones X5YFP (A), de croissance et
évolution de la proportion de cellules vivantes fluorescentes du clone X5YFP.4 (B)

La phase de latence de la souche témoin (Sc PLC-YFP) est de 19h. Parmi les 8 clones testés de
grandes variations ont été observées au niveau de la durée de cette phase (23h a 114h). Les durées
de fermentation, hors durée de la phase de latence, sont proches de celles de la souche témoin sauf
pour le clone X5YFP.19. Le clone X5YFP.4, ayant une phase de latence de 66h soit 47h de plus que la
souche Sc PLC-YFP, a été retenu.

Les suivis de population et les mesures de fluorescence par cytométrie en flux ont montré que
la proportion de cellules vivantes YFP+ se maintient a une valeur proche de 100% tout au long de Ia

fermentation (figure 32). Le clone X5YFP.4 sera donc conservé pour la suite et noté Sc PLL-YFP.
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1.1.2 Levures non-Saccharomyces

1.1.2.1 Hanseniaspora uvarum, Pichia kluyveri, Candida zemplinina et Torulaspora delbrueckii

Les espéces P. kluyveri et H. uvarum n’ayant pas été préalablement étudiées au laboratoire, un
« screening » de 15 souches de P. kluyveri et 30 souches de H. uvarum (Centre de Ressources
Biologiques (Enologiques, Bordeaux) a été effectué en microplaques. Il a permis de sélectionner
P. kluyveri Pk.31 et H. uvarum L0666 du fait de leur capacité a démarrer leur croissance (mesure de
la densité optique) en moins de 24h dans le mo(t Sauvignon Blanc utilisé lors de cette étude

(résultats non présentés).

La souche T. delbrueckii Zymaflore Alpha (commercialisée par la société Laffort (Enologie),
caractérisée et sélectionnée au laboratoire, a été choisie. Cette souche posseéde une bonne capacité
fermentaire (phase de latence courte et production d’éthanol voisine de 10% (v/v)). Cette souche
est recommandée pour diminuer I'acidité volatile des vins liquoreux et augmenter la complexité
aromatique des vins blancs secs et rosés (Renault, 2010). La souche C. zemplinina PE401 a été
également sélectionnée au laboratoire pour sa faible production d’H,S, son faible rendement
éthanol/sucres (présentant ainsi un fort potentiel en terme de réduction de I’éthanol) et sa capacité

a démarrer rapidement la fermentation alcoolique (Bely, 2013).

1.1.2.2 Metschnikowia spp.

La souche Metschnikowia spp. L0563, déja étudiée au laboratoire, a montré un potentiel
intéressant au niveau aromatique. Des études ont montré que |'espece Metschnikowia pulcherrima
est capable de produire des protéases extracellulaires pouvant présenter un intérét en cenologie
(Charoenchai et al., 1997; Comitini et al., 2011; Fernandez et al., 2000). Cependant, I'activité
protéolytique de notre souche n’a jusqu’ici pas été étudiée. Afin de caractériser son activité, un test
permettant de mesurer I'activité protéolytique des levures au cours de la fermentation alcoolique a

été mis au point.
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1.1.2.2.1 Mesure de 'activité protéolytique : mise en place du test a 'azocaséine

Les différentes méthodes actuellement utilisées pour mesurer l'activité protéolytique des
microorganismes, sont basées sur |'utilisation de milieux de laboratoire, solides ou liquides, dans
des conditions souvent éloignées de celles rencontrées en cenologie. Notamment le pH n’est pas
toujours ajusté a une valeur représentative du vin (3-3,5). De plus, méme si les temps d’incubation
varient en fonction des méthodes, cela reste long et relativement difficile a mettre en ceuvre. La

guantification est également tres approximative.

L’azocaséine est un substrat de protéase qui, lorsqu’il est hydrolysé, libere dans le surnageant
un composé coloré pouvant étre quantifié par mesure de DO a 440 nm. Différentes concentrations
de solution stock d’azocaséine (préparation en NaOH 0,1M) et concentrations finales dans les
fermenteurs ont été testées afin de déterminer la quantité optimale d’azocaséine nécessaire pour
avoir un exces de substrat dans les fermenteurs sans augmenter fortement le pH du moQt. La
concentration optimale de la solution mére a été fixée a 20 mg/mL et a 1,5 mg/mL de concentration

finale dans les fermenteurs.

7 souches ont été utilisées pour réaliser différentes fermentations alcooliques: 4 M. pulcherrima
(IWBT Y1123, Y6259, NZ366, L1329), Metschnikowia spp. L0563, S. cerevisiae X5 et T. delbrueckii
Alpha. Les fermentations ont été effectuées en cultures pures en Sauvignon Blanc a 18 °C. Chaque
souche est inoculée a 5.10° cellules viables/mL. Le témoin négatif est constitué de mo(t non

inoculé.

Dans un premier temps, afin de vérifier que I'azocaséine n’a pas d’impact sur la croissance et la
cinétique fermentaire des fermentations, ont été réalisées avec et sans azocaséine pour 4 souches :
S. cerevisiae X5, T. delbrueckii Alpha, M. pulcherrima IWBT Y1123 et Metschnikowia spp. CRBO

LO563. L'ensemble des modalités est effectué en triplicata.

1.1.2.2.2 Comparaison des fermentations avec et sans azocaséine

S. cerevisiae a dégradé la totalité des sucres (CO, maximum attendu 92 g/L) alors que les
fermentations en présence de T. delbrueckii et des deux souches de Metschnikowia n’ont permis de
dégrader que 85% et 65% des sucres (tableau 15). Le test de Kruskal-Wallis, effectué sur les

différents parametres de croissance et de fermentation, a mis en évidence que I'azocaséine n’a pas
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d’impact significatif sur les parametres de croissance (vitesse maximale de croissance et capacité

biotique) et de fermentation (phase de latence, Vmax et CO, maximum dégagé) des différentes

especes testées (p<0,05). Ce substrat peut donc étre utilisé pour mesurer I'activité protéolytique

des levures au cours de la fermentation alcoolique.

Tableau 15: Parametres de croissance et de fermentation avec et sans azocaséine

Vitesse Phase de
maximale de Capacité biotique latence de Vmax CO, maximum
croissance (cell.mL™) fermentation (g.L%h-Y dégagé (g/L)
(UFC/mL/h) (h)
. sans 0,14 = 0,001 1,1x10% = 1,2410° 14,0 =0,2 1,07 +0,02 91,6 2,76
S.cerevisiae X5 azocaseine
Avec 0,10 = 0,004 1,1 x10% + 1,4x10° 11,2 =01 1,02 =001 91,7 +0,03
azocaséine
. Sans 0,11 +0,01 1,2 x10% + 1,410 27,429 0,62 +0,13 77,4 2163
T. delbrueckii Alpha azocaseine
Aves 0,07 =0,002 1,1 x10% = 3,1x10” 29,5 +0,1 0,58 0,19 77,1 0,88
azocaséine
sans. 0,08 = 0,003 1,1 x10% + 1,0x10° 28,6 +1,0 0,41 0,11 60,4 = 2,40
azocaséine
M. pulcherrima IWBT1123 A
vee 0,07 = 0,001 1,1 x10° « 4,7x10° 26,3 20,1 0,46 = 0,09 59,8+ 1,97
azocaséine
S
ani 0,08 +0,002 1,1 x10% = 3,2x10° 24,7 0,3 0,37 +0,03 59,5 +0,77
azocaséine
Metschnikowia spp. L0563 A
ves 0,07 +0,002 1,0 x10% = 3,2x10° 24,1 +0,8 0,35 +0,03 60,5 +0,77
azocaséine

1.1.2.2.3 Suivi de l'activité protéolytique des levures au cours de la fermentation alcoolique

L’évolution de la DO 440 nm des différentes cultures de levures est présentée sur la figure 33A

et leur cinétique de croissance sur la figure 33B. Aucune variation n’est observée lorsque le mo(t

n‘est pas inoculé, suggérant que l'augmentation de la densité optique est le résultat du

métabolisme des levures. Aucune variation n’est observée pour T. delbrueckii et S. cerevisiae

traduisant I'absence d’activité protéolytique et confirmant des travaux précédents (Charoenchai et

al., 1997). En revanche, une forte augmentation de la DO 440 nm, reflétant une forte activité

protéolytique, est observée pour I'ensemble des souches de Metschnikowia testées. L’activité

protéolytique est détectée des le démarrage de la croissance pour I'ensemble des souches sauf

pour M. pulcherrima Y6259. Dans ce cas, l'activité cumulée devient maximale a la fin de la

croissance. Dans cet essai, Metschnikowia spp. CRBO L0563 présente la plus forte activité

protéolytique avec une augmentation de la densité optique jusqu’a 0,21.
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Figure 33 : Activité protéolytique (évolution de la DO440 nm) (A) et cinétiques de croissance (B)
de différentes souches de levure durant la fermentation alcoolique.

Afin de déterminer si I'activité protéolytique des différentes souches de Metschnikowia a un effet
sur les protéines du raisin responsables de la casse protéique, un dosage de ces protéines a été

effectué.

1.1.2.2.4 Impact de la présence de Metschnikowia sur les protéines du raisin responsables de

la casse protéique dans les vins blanc

A la fin de la fermentation alcoolique, le dosage des protéines du raisin responsables de la casse
protéique (fraction P3, paragraphe 6.2, matériels et méthodes) a été effectué par HPLC de tamisage
moléculaire pour les cultures de S. cerevisiae, Metschnikowia spp. CRBO L0563, M. pulcherrima
IWBT Y1123 et M. pulcherrima Y6259.

Aucune différence significative n’a été observée entre S. cerevisiae (55 mg eq BSA/L) et le mout
non inoculé (54 mg eq BSA/L). En revanche, en présence des différentes souches de Metschnikowia,
une diminution de 20% de la fraction P3 est observée par rapport au vin fermenté avec S.

cerevisiae.
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Tableau 16: Analyse des protéines de la fraction P3 par HPLC en fin de fermentation alcoolique

Souche P3 (mg eq BSA/L)

S. cerevisiae X5 55°+2
Metschnikowia spp. L0563 46° + 2
M. pulcherrima IWBT Y1123 46° + 2
M. pulcherrima Y6259 48° + 3

a,b: résultats du test de Kruskal-Wallis. Les souches avec une lettre différente présentent une différence significative
(alpha=0,05)

La diminution de la concentration en protéines de la fraction P3 pourrait donc étre le résultat de
I'activité protéolytique de Metschnikowia mise en évidence en présence d’azocaséine. En revanche,

I’effet de cette diminution sur la stabilité protéique et la composition du vin n’a pas été déterminé.

En conclusion, l'utilisation d’azocaséine permet de suivre et mesurer facilement |'activité
protéolytique des levures au cours de la fermentation alcoolique du moQt. Des différences ont pu
étre observées entre les souches de Metschnikowia en terme d’activité protéolytique. Ces travaux
ont fait I'objet d’une publication dans Journal of Microbiological Methods (acceptée le 30/10/2015,
DOl : 10.1016/j.mimet.2015.10.025).

La souche Metschnikowia spp. CRBO L0563 fait partie des souches présentant une forte activité
protéolytique parmi les souches testées et une bonne croissance dans le mo(t utilisé. Elle sera donc

conservée pour les essais suivants.

1.2 Choix des produits commerciaux utilisés

La sélection des produits commerciaux (dérivés de levures) a été réalisée sur la base de leur
composition lipidique.

Le dosage des acides gras, des stérols et du squaléne (précurseur des stérols) a été effectué sur
30 mg de chacun des 6 produits commerciaux (Laffort) a disposition (figure 34). Ces quantifications
nous ont permis de calculer la quantité d’acides gras, le rapport acides gras insaturés/saturés, la

quantité de stérols et le rapport ergostérol/squaléne.
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Figure 34: Composition en acides gras (A), rapport acides gras insaturés/acides gras saturés
(B), composition en stérols (C) et rapport ergostérol/squaléne (D) des produits commerciaux
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Différentes études ont mis en évidence que les levures sont capables d’assimiler les lipides
exogénes et que l'augmentation du degré d’insaturation et de la teneur en ergostérol des
membranes sont corrélées a 'augmentation de tolérance a I’éthanol chez S. cerevisiae et certaines
levures non-Saccharomyces (Agudo, 1992; Aguilera et al., 2006; Alexandre et al., 1994; Beaven et
al., 1982; Beltran et al., 2008; Ghareib et al., 1988; Landolfo et al., 2010; Luparia et al., 2004; Mishra
and Kaur, 1991; Mishra and Prasad, 1989; Sajbidor and Grego, 1992; Pina et al., 2004; Redén et al.,
2009; Thomas et al., 1978; Torija et al., 2003; Walker-Caprioglio et al., 1990; You et al., 2003).

En se basant sur la concentration en acides gras totaux, la proportion en acides gras insaturés et
la concentration en stérols totaux, 3 produits ont été sélectionnés :
¢ Le produit C, le plus riche en acides gras
* Le produit A qui posséde la plus forte proportion d’acides gras insaturés et la plus
forte teneur en stérols (incluant le squaléne)

* Le produit F qui posséde le rapport ergostérol/squaléne le plus élevé.

Les produits A, C et F seront utilisés pour la supplémentation du mo(t. Chaque produit est
ajouté en début de fermentation, aprés dissolution dans une solution éthanol : eau (50: 50 v/v) a

20 mg/L (quantité maximale autorisée par la réglementation).

1.3 Etude préliminaire sur I'impact du CO, (dioxyde de carbone) du N, (diazote)

Au début de la fermentation alcoolique, la concentration en CO, dissout du mo(t augmente
progressivement jusqu’a attendre une valeur de 1,2 g/L correspondant a la saturation, puis il y a
dégagement. Afin d’étudier 'effet d’'une saturation rapide en CO, du mo(t, avant le démarrage de
la fermentation alcoolique sur le développement des levures, du CO, gazeux a été ajouté dans les
fermenteurs, juste apres 'inoculation, afin d’obtenir une concentration maximale en CO, dissout de
1,2 g/L. Rapidement, un équilibre s’est alors créé entre le liquide et I'espace de téte du fermenteur.
La concentration en CO, dissout aprés stabilisation était comprise entre 1,05 et 1,1 g/L. La
saturation du moQt en CO, a également entrainé une diminution de la concentration en oxygéne
dissout pouvant affecter la croissance des levures. Dans nos conditions expérimentales, la
concentration du modt en O, dissout a diminué de 6 mg/L a 2 mg/L. Afin de s’assurer que les effets
observés sont bien dus a la présence de CO, et non a la diminution de la quantité d’oxygéne
disponible, des essais préliminaires ont été réalisés en remplacant le CO, par du N,. Ce dernier a été
ajouté dans les fermenteurs, aprés inoculation, jusqu’a obtenir une concentration en oxygéne

dissout de 2 mg/L.
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Afin d’étudier plus précisément I'impact du CO, et du N, sur le développement et la capacité
fermentaire des différentes espéces de non-Saccharomyces et S. cerevisiae, différents parameétres
de croissance (vitesse maximale de croissance, capacité biotique, taux de mortalité) et de
fermentation (phase de latence, vitesse maximale de dégagement de CO,, CO, dégagé en fin de
fermentation) ont été calculés. Pour I'ensemble des especes étudiées, la quantité de CO, dégagé en
fin de fermentation est similaire en présence de CO, et de N,. Pour les autres parametres,
I'ensemble des résultats est présenté sur la figure 35. Pour chaque parametre est présenté le
rapport entre la valeur obtenue pour la modalité CO, et la modalité N,. Si, pour une espéce donnée,
aucune différence significative (p<0,05) n’est observée entre les deux modalités pour un des
parametres, il n‘apparait pas sur la figure. Des variations au niveau de la durée de la phase de
latence de fermentation sont observées chez S. cerevisiae (PLC et PLL), C. zemplinina et H. uvarum,

et au niveau du Vmax chez S. cerevisiae PLC, T. delbrueckii et Metschnikowia spp.
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Figure 35: Impact du CO, et du N, sur les différents paramétres de croissance et de fermentation.
Présentation pour chaque espéce des parameétres et composés présentant une différence

significative (p<0,05) lors de la comparaison des 2 modalités CO, et N,.
Pour chaque paramaétre ou composé, le rapport entre la valeur moyenne obtenue pour la modalité CO, et celle obtenue pour la
modalité N, est représenté.
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Les fermentations réalisées avec les deux souches de S. cerevisiae ont permis la dégradation
totale des sucres en présence de CO, et de N, (concentrations en sucres résiduels finales inférieures
az2g/L).

En présence de CO,, une croissance plus faible des deux souches de S. cerevisiae est observée
avec taux de croissance et une population maximale (ou capacité biotique) plus faible par rapport a
la modalité en présence d’azote. Cela entraine une augmentation de la durée de la phase de latence
de fermentation et une diminution du Vmax. Concernant la cinétique de croissance des non-
Saccharomyces, deux comportements se distinguent. D’une part, la croissance de T. delbrueckii et
M. pulcherrima est stimulée en présence de CO, (augmentation du taux de croissance et de la
population maximale). D’autre part, le CO, a un impact négatif sur la croissance de C. zemplinina, H.
uvarum et P. kluyveri. Pour cette derniére, cet impact est particulierement marqué avec une forte

inhibition de la croissance en présence de CO, (figure 36).
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Figure 36: Cinétiques de croissance de P. kluyveri en présence de CO, et de N,
En conclusion, le CO, et le N, nont donc pas le méme impact sur les cinétiques de croissance et
de fermentation. Les futures différences observées lors de I'addition de CO, par rapport au témoin

(sans ajout de CO,) ne seront pas dues a la diminution de la concentration en oxygene dissout mais

bien a une action spécifique du CO,.
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2 Impact de la saturation en CO, et de la supplémentation du moat avec

les produits commerciaux

L'objectif de cette partie est de sélectionner des facteurs abiotiques permettant de favoriser les
levures présentant un intérét en cenologie et inhiber les levures indésirables parmi levures non-

Saccharomyces.

Deux facteurs ont été sélectionnés : la saturation du moQt en CO, avant le démarrage de la
fermentation et la supplémentation de 3 produits commerciaux ayant des compositions lipidiques
différentes.

Dans un premier temps, des essais ont été réalisés sur des cultures pures puis les facteurs
présentant un intérét ont été conservés afin de les tester sur un mélange d’espéces avec des
proportions recréant la population levurienne d’un mo(t.

Cing especes de non-Saccharomyces fréquemment isolées des molts sont inclues dans cette
étude : H. uvarum, C. zemplinina (espéces majoritaires des modts), T. delbrueckii, P. kluyveri
(espéces minoritaires) et Metschnikowia spp. (espéce retrouvée en quantité intermédiaire). Les
deux premiéres especes sont susceptibles de produire des composés indésirables contrairement
aux trois autres pouvant impacter positivement la qualité du vin (voir chapitre 3, étude
bibliographique). Deux souches de S. cerevisiae, une a phase de latence courte et une a phase de
latence longue, sont également ajoutées au dispositif. La présence de S. cerevisiae dans le mélange

est indispensable pour sécuriser la fermentation alcoolique.
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2.1 Cultures pures
2.1.1 Impact sur les cinétiques de croissance et de fermentation

Les fermentations ont été réalisées dans du Sauvignon Blanc et chaque souche a été inoculée a
10° cellules viables/mL. La saturation du modt en CO, (1,2g/L) et la supplémentation avec les trois
produits commerciaux A, C et F (a 20 g/hL) ont été testées indépendamment sur chaque souche et
comparées a une modalité témoin (sans saturation ni supplémentation). Différents parameétres de
croissance et de fermentation ont été calculés et sont présentés en annexe 2. Le test de Kruskal-

Wallis a été utilisé pour comparer les différentes modalités.

Nous souhaitons, d’une part stimuler la croissance (augmenter la vitesse maximale de
croissance, la capacité biotique et diminuer le taux de mortalité) et la fermentation alcoolique
(diminuer la durée de la phase de latence, augmenter la Vmax et la quantité de maximum de CO,
dégagé) des especes T. delbrueckii, P. kluyveri et Metschnikowia spp. et, d’autre part, inhiber celles
de C. zemplinina et H. uvarum. De plus, afin de faciliter le développement des levures non-
Saccharomyces d’intérét, il est souhaitable de ralentir la croissance de S. cerevisiae et donc le
démarrage de la fermentation, sans toutefois diminuer sa capacité fermentaire (quantité de CO,
maximum dégagé). En effet, chez S. cerevisiae, nous avons en priorité vérifié que les fermentations
alcooliques étaient achevées (sucres <2 g/L). Pour 'ensemble des espéces, les variations observées
concernant la vitesse maximale de croissance, reflétant la capacité d’un espéce a se développer
rapidement dans un milieu, ont été examinées dans un premier temps, suivie de I'évolution de la

population maximale (ou capacité biotique) et du taux de mortalité.

La figure 37 présente, pour I'ensemble des souches et pour chaque paramétre, le rapport entre
la modalité testée et la modalité témoin. Lorsque le diagramme apparait en blanc, aucune
différence significative n’est obtenue par rapport au témoin (alpha = 0,05). En vert, I'effet recherché
est obtenu (stimulation de la croissance de T. delbrueckii, P. kluyveri et Metschnikowia spp.,
inhibition de C. zemplinina et H. uvarum, ralentissement de S. cerevisiae tout en sécurisant la

fermentation alcoolique) et, en rose, I'effet inverse.
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Figure 37: Effet de la saturation en CO, et de la supplémentation du molit avec les produits
commerciaux A, C et F sur les parameétres de croissance et de fermentation de différentes espéces
de levure.

Pour chaque paramaétre ou composé, le rapport entre la valeur moyenne obtenue pour le facteur étudié (saturation en CO, ou

supplémentation avec un produit commercial) et celle obtenue pour la modalité témoin (sans saturation ni supplémentation) est

représenté. En vert, I'effet recherché est obtenu, en rose I'effet inverse. Si aucune différence significative (p<0,05) n’a été observée

par rapport a la modalité témoin, le diagramme apparait en blanc.
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2.1.1.1 Impact de la saturation en CO;

Toutes les fermentations effectuées avec S. cerevisiae (PLC et PLL) ont été compléetes. En
présence de CO,, la croissance des deux souches est ralentie avec une diminution de la vitesse
maximale de croissance et de la population maximale. Cela se traduit par 'augmentation de la
durée de la phase de latence de fermentation pour I'’ensemble des modalités et, également, de la

durée de la fermentation (résultats non présentés).

Concernant la cinétique de croissance des non-Saccharomyces, deux comportements se
distinguent. D’une part, la croissance de T. delbrueckii et M. pulcherrima est stimulée en présence
de CO,, se traduisant par une augmentation de la vitesse maximale de croissance et/ou de la
population maximale. D’autre part, le CO, a un impact négatif marqué sur la croissance de
P. kluyveri et H. uvarum. En effet, une diminution de la vitesse maximale de croissance, de la
population maximale et une augmentation du taux de mortalité sont observées chez P. kluyveri et
H. uvarum. Chez C. zemplinina, la population maximale est impactée négativement par la présence
de CO,, le taux de mortalité est également augmenté.

Pour I'ensemble des non-Saccharomyces, la fermentation alcoolique est fortement inhibée en
présence de CO,. Néanmoins, cette inhibition de la fermentation n’implique pas toujours une
inhibition de la croissance. En effet, la capacité fermentaire de T. delbrueckii et M. pulcherrima est
bien inhibée en présence de CO, alors que leur croissance est stimulée.

Malgré son impact négatif sur la capacité fermentaire des non-Saccharomyces d’intérét, la
supplémentation du mo(t en CO, permet de ralentir la croissance de S. cerevisiae tout en assurant
une fermentation alcoolique compléete. De plus, il permet d’inhiber fortement le développement de
H. uvarum et, dans une moindre mesure, celui de C. zemplinina. Parmi les espéces de non-
Saccharomyces d’intérét, les croissances de T. delbrueckii et de Metschnikowia spp. sont stimulées,
seule celle de P. kluyveri est inhibée. La saturation du mo(t en CO, sera donc un parametre retenu

pour la suite des essais.

2.1.1.2 Impact de la supplémentation du moiit avec les produits commerciaux A, C et F

En présence du produit A, la croissance de S. cerevisiae PLL est fortement ralentie avec une
diminution du taux de croissance et de la population maximale. En revanche, le produit diminue le
taux de mortalité de S. cerevisiae PLL et la vitesse de fermentation n’est pas impactée. Pour S.

cerevisiae PLC, si la vitesse maximale de croissance est diminuée, la population maximale atteinte
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est plus élevée que pour la modalité témoin. Ce produit permet également de diminuer le taux de
mortalité de cette espéce.

Nous pouvons constater que le produit A a un effet négatif sur les espéces de levures non-
Saccharomyces d’intérét. En effet, une diminution de la vitesse maximale de croissance est
observée a la fois pour T. delbrueckii, Metschnikowia spp. et pour P. kluyveri par rapport a la
modalité témoin. De plus, la population maximale atteinte est plus faible pour Metschnikowia spp.
et pour T. delbrueckii. Le taux de mortalité est également plus élevé pour cette derniére ainsi que
pour P. kluyveri. La capacité fermentaire de T. delbrueckii et de Metschnikowia spp. n’est pas
impactée malgré une augmentation de la durée de la phase de latence et une diminution du Vmax
chez Metschnikowia spp. En revanche, ce produit améliore la capacité fermentaire de P. kluyveri.

En présence du produit A, la croissance de H. uvarum est fortement ralentie avec une
diminution de la vitesse maximale de croissance et de la population maximale. Une augmentation
du taux de mortalité est observée pour H. uvarum ainsi qu’une augmentation de la durée de la
phase de latence et une diminution du Vmax au niveau de la cinétique fermentaire. L'effet sur le
développement C. zemplinina est plus nuancé. En effet, sa vitesse maximale de croissance n’est pas
impactée, en revanche, la population maximale, le taux de mortalité et la durée de la phase de
latence de fermentation sont supérieurs par rapport a la modalité témoin. De plus, sa capacité

fermentaire est également augmentée avec un Vmax plus élevé.

Si le produit A permet de ralentir la croissance de H. uvarum, ses effets négatifs sur les espéces
de non-Saccharomyces d’intérét sont également tres marqués. Ce produit ne sera donc pas retenu

pour la suite des essais

En présence du produit C, aucun effet significatif sur la croissance de S. cerevisiae PLC n’est
observé. En revanche, si la capacité biotique de S. cerevisiae PLL est diminuée, son taux de
croissance est stimulé en présence de ce produit.

Le produit C a également un effet négatif sur les especes d’intérét. En effet, si ce produit
améliore la survie de T. delbrueckii et de Metschnikowia spp., une diminution de la population est
observée pour ces deux espéces ainsi qu’une diminution de la vitesse maximale de croissance pour
Metschnikowia spp. La encore, seule la fermentation Metschnikowia spp. est impactée avec une
augmentation de la durée de la phase de latence et une diminution du Vmax et de sa capacité
fermentaire. Pour P. kluyveri, la vitesse maximale de croissance diminue. Si la population maximale
augmente, le taux de mortalité est également plus important.

De plus, le produit C stimule la croissance et la fermentation de H. uvarum (vitesse maximale de

croissance, population maximale, diminution du taux de mortalité...). Chez C. zemplinina, ce produit
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permet de diminuer le taux de croissance et augmenter la mortalité, malgré une augmentation de

la population maximale.

Ce produit ne permet donc pas de ralentir le développement de S. cerevisiae PLC et tend a
stimuler celui de S. cerevisiae PLL et H. uvarum. De plus, la croissance des trois espéces d’intérét (T.
delbrueckii, Metschnikowia spp. et P. kluyveri) est fortement ralentie. Ce produit ne sera donc pas

conservé pour la suite des essais.

Le produit F permet de ralentir la croissance de S. cerevisiae (PLC et PLL) avec une diminution de
la vitesse maximale de croissance de Sc PLL et une diminution de la capacité biotique des deux
souches. Si la capacité fermentaire n’est pas impactée, une diminution du taux de mortalité est
observée, ainsi qu’une augmentation de la durée de la phase de latence de fermentation.

Ce produit permet également de ralentir la croissance de H. uvarum et C. zemplinina avec une
diminution de la vitesse maximale de croissance et une augmentation de la durée de la phase de
latence de fermentation. De plus, en présence de ce produit commercial, le taux de mortalité
augmente pour ces deux especes. Le produit F permet également de stimuler le démarrage de la
croissance de Metschnikowia spp. avec une augmentation de la vitesse maximale de croissance.
Néanmoins, la population maximale atteinte est plus faible par rapport a la modalité témoin. Une
diminution du taux de mortalité est observée ainsi qu’une diminution de la capacité fermentaire de
cette espece. La vitesse maximale de croissance de T. delbrueckii et P. kluyveri est également
ralentie en présence de ce produit mais il permet d’augmenter la population maximale et de
diminuer le taux de mortalité pour ces deux espéces sans toutefois impacter leur capacité

fermentaire.

Le produit F présente un intérét car il permet de ralentir le développement de S. cerevisiae sans
impacter sa capacité fermentaire et d’inhiber les espéces de non-Saccharomyces indésirables, C.
zemplinina et H. uvarum. Il permet également de stimuler le démarrage de la croissance de
Metschnikowia spp. et d’améliorer la survie de T. delbrueckii et P. kluyveri. Ce produit sera donc

conservé pour les essais sur le mélange d’espéces.

L'analyse de la composition lipidique des cellules lors des fermentations en présence de ce

produit et lors de la saturation du moQt en CO,, autre facteur conservé pour la suite des essais, a

été effectuée.
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2.1.2 Impact de la saturation en CO, et de la supplémentation du produit F sur la composition

lipidiques des cellules

Dans un premier temps, le dosage des acides gras et des stérols du mo(t, supplémenté et non

supplémenté, avec le produit F été effectué (figure 38).
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Figure 38: Composition en acides gras (A) et en stérols (B) du modt avant fermentation,
supplémenté ou non avec le produit F

Acides gras : C16 = acide palmitique, C16 :1 = acide palmitoléique, C18 = acide stéarique, C18 :1 = acide oléique, C18 :2 = acide linolélique.
Stérols : phytostérols = stigmatérol + campestérol + sitostérol, stérols de la levure = zymostérol + ergostérol

Le moQt non supplémenté est constitué d’acides palmitique (C16), stéarique (C18) et linoléique
(C18: 2) ainsi que de phytostérols (stigmastérol, campestérol et sitostérol). L'ajout du produit
commercial F permet de supplémenter le mo(t en acides gras insaturés (acides palmitoléique
C16 :1 et oléique C18:1), en zymostérol et ergostérol, et d’augmenter la quantité de C16 et C18

conformément a ce qui avait été observé lors de I'analyse de ce produit (paragraphe 1.2).

L’analyse de la composition en acides gras et en stérols des cellules a été réalisée sur les cellules
issues des précultures (To = début FA) et sur les cellules en fin de fermentation alcoolique (pour

chaque modalité : fin de FA Témoin, CO, et produit F).

A la fin de ce chapitre, I'analyse des corrélations entre la composition lipidique et les

parametres de croissance sera présentée.
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2.1.2.1 Acides gras

2.1.2.1.1 Evolution de la composition en acides gras au cours de la fermentation alcoolique

(comparaison début FA et fin FA)

En comparant dans un premier temps les résultats obtenus en début et en fin de fermentation
alcoolique pour la modalité témoin (tableau 17), une augmentation de la quantité totale d’acides
gras est observée pour I'ensemble des souches sauf pour H. uvarum. Cette augmentation est tres
variable en fonction des espéces. P. kluyveri est caractérisée par la plus forte augmentation (x 4,25)
contrairement a C. zemplinina (x 2,21).

Nous pouvons constater que la proportion de MCFA (acides gras a moyenne chaine C6 a C12)

reste stable pour I'ensemble des souches.

L’évolution de la composition en acides gras de S. cerevisiae (PLC et PLL), Metschnikowia spp. et
de P. kluyveri est similaire. En effet, au cours de la fermentation, aucune variation n’est observée
pour les PUFA (acides gras polyinsaturés C18:2). En fin de fermentation, la proportion des SFA
(acides gras saturés C14, C16 et C18) diminue (de 7% pour S. cerevisiae a 42% pour P. kluyveri) au
profit des MUFA (acides gras mono-insaturés C14:1, C16:1 et C18:1) entrainant ainsi une
augmentation de la proportion des acides gras insaturés.

Pour I'espece C. zemplinina, de la méme facon que pour S. cerevisiae, Metschnikowia spp. et
P. kluyveri, la proportion en SFA diminue au cours de la fermentation (-7%) et la quantité totale
d’acides gras augmente. En revanche, la proportion de MUFA diminue d’environ 10% au cours de la
fermentation contrairement a celle du C18:2. En effet, ce composé n’est pas détecté initialement et
représente 10,2% des acides gras en fin de fermentation.

Contrairement aux autres especes, T. delbrueckii et H. uvarum sont caractérisées par une
augmentation de la proportion des SFA de 27% et 7,3% alors que la proportion en acides gras
insaturés reste stable (T. delbrueckii) ou diminue (H.uvarum) au cours de la fermentation

alcoolique, entrainant ainsi une diminution de la proportion des acides gras insaturés.

2.1.2.1.2 Effet de la saturation en CO; et de la supplémentation du moft avec le produit F

En fin de fermentation alcoolique en présence de CO, ou du produit F, la quantité d’acides gras

reste stable chez S. cerevisiae (PLC et PLL). En revanche, du fait de la diminution des MUFA et de

I"augmentation des SFA, le rapport AGI/AGS diminue pour ces deux modalités.
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Pour les espéces C. zemplinina et P. kluyveri, la quantité d’acides gras est plus faible en présence

de CO, par rapport a la modalité témoin. Chez C. zemplinina, une forte diminution de la proportion

d’acides gras insaturés est observée en présence du CO, (-74%) et du produit F (-29,3%). Cette

diminution est observée chez P. kluyveri uniquement en présence du produit F.

La quantité totale d’acides gras augmente chez T. delbrueckii et Metschnikowia spp. en

présence de CO, et diminue en présence du produit F. Une augmentation de la proportion d’acides

gras insaturés est observée dans ces deux conditions pour T. delbrueckii du fait de la diminution des

SFA et de 'augmentation des MUFA, contrairement a Metschnikowia spp.

Tableau 17: Quantité d’acides gras par mg de cellule et proportions (%) des différentes familles en

fonction des conditions de fermentation

tité totale d'acid
Quantité totale d'acides gras |\ ocn 00| spa(%) | MUFA (%)| PUFA(%) | AGI/AGS
(ug/mg poids sec)

Début FA 1,9 +06 0,0°:00 | 49,0° +27| 51,0%43 | 0,0°:00 1,05 0,17
. Fin FA Témoin 4,8%+05 0,0°+00 | 40,0° 08| 59,310 | 0,67¢11 1,50% 0,05

S. cerevisiae PLC . ) . b . ) .
Fin FA co, 43%:06 42%:41 | 55,77 33| 40,1%11 | 0,0°:00 0,67 0,03
Fin FA Produit F 33%:0s8 1,7° +12| 61,2° 65| 31,1%36 | 0,0°:00 0,45% 008
Début FA 4,0° 09 1,4° s14 | 53,2°t 19| 42,4%05 | 0,000 0,8°+ 001
. Fin FA Témoin 6,7°+03 1,5% +16 | 40,6°+ 20| 57,8%12 | 0,0°£00 1,37% 0,03

S. cerevisiae PLL . . R b . ) .
Fin FA Cco, 6,8"+04 1,1° +07 | 59,77t 14| 37,5%t07 0,000 0,60 '+ 0,02
Fin FA Produit F 54403 1,1° s12| 62,7 + 31| 29,7%05 | 1,615 0,46 % 0,04
Début FA 82421 0,306 | 47,8°t03]| 51,9%05 | 0,0°:00 1,08 0,02
. Fin FA Témoin 18,2+ 05 0,4°:03 | 40,1%% 07| 49,307 | 10,2°:03 1,367 005

C. zemplinina . 4 ) ) . ) P
Fin FA co, 4,2%:09 1,3%+06 | 62,9758 22,7%76 | 13,0°+20 0,35% 0,17
Fin FA Produit F 15,2°+13 0,7°+01 | 50,4°+ 17| 48,9%17 | 0,0°:00 0,96+ 0,07
Début FA 345138 58 +57 | 41,1°+ 14| 512%77 | 1,9° £33 1,15% 0,25
N Fin FA Témoin 14,0° 21 1,0° s08 | 68,1° 38| 30,7%22 | 0,2° 04 0,45+ 0,05

T. delbrueckii b

Fin FA co, 22,0%+16 1,7° +10| 41,7° 13| 56,6716 | 0,07 £00 1,31°% 0,09
Fin FA Produit F 3,5%+26 32%:15| 29,4°+ 68| 66,4138 1,1° +18 1,34% 1,00
Début FA 24508 56 "53| 73,6% 78| 16,2%33 | 4,6° £47 0,26+ 0,03
L Fin FA Témoin 9,2°+08 0,3°:02 | 40,7°+ 08| 51,013 | 4,0° 03 1,44° 008

Metschnikowia spp. ) . . b . .
Fin FA co, 15,9% 08 0,7 %:02 | 73,6° 76(23,9°%49 | 3,87 £11 0,35% 012
Fin FA Produit F 4,6°+1,1 0,6° 10| 60,6° 48| 33,7%06 | 51° 46 0,64° 011
Début FA 2,7 +11 0,9°+15 | 749°: 70| 182%05 | 6,0° t54 0,32"+ 0,10
) Fin FA Témoin 11,5% 05 0,0° to0| 32,5°: 63| 50,9%15 | 6,6° 58 2,17°+ 065

P. kluyveri . b a b a a a
Fin FA co, 1,2%+07 0,0° +o0 | 32,7°+ 10| 50,9%15 | 6,4° 05 2,06% 010
Fin FA Produit F 11,9%+ 24 1,8° +15| 69,1°+ 81| 26,0%47 | 3,17 *19 0,42°+ 013
Début FA 2,0%:08 0,0° to0| 483°:36| 51,7°+26| 0,0°%00 1,19° 042
Fin FA Témoin 2,6%+19 0,0° +00 | 556%+68 | 44,4% 37| 0,0°:00 0,79 023

H. uvarum . a ) ) . ) b
Fin FA co, 2,07 +12 0,0 “to00| 56,4"+41 40,9 +4,7 2,77 +40 0,88 "+0,18
Fin FA Produit F 2,2%:10 0,0 °:00 | 42,4°:a1 | 57,6%:31| 0,0° z00 1,35%:0,24

MCFA : Acides gras a moyenne chaine (C8 a C12); SFA : Acides gras saturés (C14, C16 et C18); MUFA : acides gras
mono-insaturéss (C14:1, C16:1 et C18:1); PUFA: Polyinsaturated fatty acids (C18:2): AGI/AGS:
(MUFA+PUFA)/(MCFA4SFA) ; a,b,c... : groupes issus du test de Kruskal-Wallis, p<0,05 aprés comparaison des modalités
début FA (pré-cultures)/Témoin (mo(t non supplémenté non saturé)/CO, (molt saturé en CO,)/Produit F (mo(t
supplémenté avec le produit F) pour chaque famille d’acide gras et chaque espece
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2.1.2.2 Stérols

Au cours de la fermentation alcoolique, la quantité de stérols (hors squaléne) augmente chez

S. cerevisiae (PLC et PLL), C. zemplinina et Metschnikowia spp. et diminue chez T. delbrueckii,

P. kluyveri et H. uvarum (tableau 18). En présence du CO, ou du produit F, la quantité de stérols

diminue chez S. cerevisiae, C. zemplinina et H. uvarum par rapport a la modalité témoin. Chez T.

delbrueckii et P. kluyveri, cette diminution n’est observée uniquement en présence du CO,, la

présence du produit F entrainant une augmentation de la quantité de stérols par rapport a la

modalité témoin. Enfin, chez Metschnikowia spp. la quantité finale de stérols augmente en

présence de CO, et du produit F.

squaléene, précurseur des stérols lors de la biosynthese de novo, et I’ergostérol.

pourcentage de chaque stérol) et proportion en squaléne

Pour I'ensemble des espéces et des modalités, deux composés sont principalement détectés : le

Tableau 18: Composition en stérols des différentes espéces (quantité totale de stérol et

Quantité stérols totalel N , , , ) , Campestérol | Stigmastérol Phytostérols
(ug/g poids sec) Squaléne (%) | Zymostérol (%) Ergostérol (%) Lanostérol (%) | Sitostérol (%) %) %) %)
Début FA 266,2° + 375| 223° + 15| 57° & 25| 547° + 55| 11,0° £ oo | 73° & 15| 20° + 20 53 + 10
» FinFA  Témoin | 3684° + 202 363" + 15| 40° + aa| 333° =+ s7[ 200 & 36| 37° + 15[ 13 : 13 9,0° t 32
S. cerevisiae PLC . b . R R R b R ND b
FinFA €O, 230,1° + 252 160° + 15| 477 ¢ 32| 543" + s8] 180° + 1s0]| 27° + 15| 07 + o7 34"+ 26
FinFA ProduitF | 222,6° + 492 270" + 35| 60° + 57| 533" + 87| 93° =+ 81| 33" + 35| 00" + 00 33° + 50
Début FA 912" + s00| 143" + 06| 60° =+ 15| 600° & 30| 1200 x 10 [ 70° =+ 06| 07 + o7 54° o+ 17
. FinFA  Témoin | 4059° + 427 40,0° + 42| 67° = 20| 41,0° + 20| 190° =+ 65 | 43" =+ 42| 1,3° : o3 86" t 27
S. cerevisiae PLL . . . R R . b R ND b
FinFA €O, 189,1° + 186| 157° ¢ 10| 50° + 20| 600" * 30| 1777 + 65 | 20° <+ 10| 07" ¢ o7 2,7° & 15
FinFA ProduitF | 188,6° + 232 220° + 15| 80° ¢ 40| 630° + 60| 57 * 67| 33 '+ 15 ND 33° & 15
Début FA 382,7° + 610 2700 + 31| 677 + 47| 623 + 59| 93" & 42| 2,77 + 31 2,77+ 20
c ini FinFA  Témoin |1143,1° + 475| 7,0° + 15| 1,77 + 15| 750° + 12| 53° + 12 ] 877 + 15 ND 87" '+ 30
. zemplinina
Fin FA co, 100,9° + 308| 863" : 00 ND 13,7 ¢+ 15 ND ND ND ND
FinFA ProduitF | 1034,2° + 209| 13,7° + 20| 73° + 25| 530° + 36| 167" * 31 | 100° * 20 10° + 10
Début FA 348,8° + 283 67° + 25| 979 + 55| 81,3° + 295 ND 23° & 25 ND 23° + 15
. FinFA  Témoin | 236,5° + 246| 70,7° + 13| 13° =+ 06| 230° + 30| 03° + 06 ND 50" + 50 50° t 12
T. delbrueckii . a N 5 a o N N ND .
Fin FA co, 120,1° + 100 80,0 + 2,0 3,0 + 1,0 8,7 + 05 0,7 + 06 1,0 + 00| 43 : 63 5,3 + 1,0
FinFA ProduitF | 1162,7° + 187 330° + 15| 20° + 10| 57,0° + 70| 43" =+ 25| 03° : 02| 1,77 : 27 200+ 17
Début FA 7,2° + 19| 397 : o0 ND 60,3° + 75 ND ND
Metschnikowi FinFA Témoin | 12,8° + 18| 33° =+ 10| 67° =+ 45| 900° =+ 30 ND 1,0° + 10 ND ND 1,0° * 10
etschnikowia spp.
PP Fin kA co, 433" + 08| 67° £ 00 ND 943" + 65 ND ND
FinFA ProduitF | 351° + 48| 240° + o6 97° =+ 15| 520° + 20| 73 + 25| 677 + o6 67" + 00
Début FA 165,9° * 226 ND 100,0° * 140 ND ND
o Kovveri FinFA  Témoin | 143,4° + 30| 130° + 10 ND 790"+ 30 ND 80° t 10 ND ND 80° t 06
. Kluyveri
Y FinFA  co, |1305" ¢+ 21| 2577 : o0 69,0° + 20 50° + 00 50° + 06
FinFA ProduitF | 256,5° + 128| 223" + 30| 80" + 10| 51,00 + 60| 140" * 60 | 50° =+ 30 50° £ 20
Début FA 670,1° + 799| 4,0° + os| 83" : 15| 850° : seo| 1,00 + 10 | 1,33 : o6 1,0° + 10| 2,3° : o6
H. uvarum FinFA  Témoin | 440,6° + 188 20,3° + 10| 4,0° + 20| 740° + 70| ND 2,00+ 10 ND 1,00 + 10| 2,77 + 12
’ FinFA  co, |303,1° ¢+ 12| 2,0° + 10| 190° + 40| 767" + 85| 03 + o6 | 1,0° : 10 0,3 + 03| 1,30 : 12
FinFA  ProduitF | 312,1° + 36,0 :I_,ob + 05| 16,0 + 10| 80,00 + 20 0,3° + 06 1,37 £ 15 1,0° + 10| 2,3 + 15
ND : non détecté
La somme des stérols n’inclut pas le squalene
Phytostérols = sitostérol + campestérol + stigmastérol
a,b,c...: groupes issus du test de Kruskal-Wallis, p<0,05 apres comparaison des modalités début

FA/Témoin/CO,/Produit F pour chaque stérol et chaque espeéce.
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2.1.2.2.1 Evolution de la proportion en squaléne et ergostérol

S. cerevisiae, T. delbrueckii, P. kluyveri et H. uvarum sont caractérisées par une augmentation
importante de la proportion du squaléne au cours de la fermentation dans le cas de la modalité
témoin. T. delbrueckii devient alors I'espéce la plus riche en squaléne (70%). En revanche, chez les
deux autres especes C. zemplinina et Metschnikowia spp., le squaléne représentant initialement 30
a 40% des stérols ne constitue plus que 7 et 3,3% des membranes respectives.

En présence de CO, et du produit F, la proportion de squaléne diminue chez S. cerevisiae (-11-
25%) et H. uvarum (-20%) et augmente chez C. zemplinina (+ 80% en présence de CO, et + 7% avec
le produit F) et P. kluyveri (+9-12%) par rapport a la modalité témoin. La présence de CO, n’affecte
pas la composition en squaléne de Metschnikowia spp., en revanche, en présence du produit
commercial la proportion en squaléne en fin de fermentation est plus élevée que pour la modalité
témoin. En fin de fermentation, la proportion de squaléne augmente de 10% par rapport a la

modalité témoin en présence de CO, chez T. delbrueckii et diminue en présence du produit F.

Chez H. uvarum, la proportion en ergostérol reste stable au cours de la fermentation pour
I’ensemble des modalités testées. L'ergostérol est le seul stérol détecté chez P. kluyveri en début de
fermentation. S. cerevisiae, T. delbrueckii et P. kluyveri sont caractérisées par une diminution de la
proportion d’ergostérol au cours de la fermentation dans le cas de la modalité témoin. Pour les
deux autres especes C. zemplinina et Metschnikowia spp., |'ergostérol représentant initialement
60% des stérols présents augmente de 15% (C. zemplinina) et 30% (Metschnikowia spp.).

La saturation du milieu en CO, impacte la composition en ergostérol en fin de fermentation
uniquement chez C. zemplinina et T. delbrueckii pour lesquelles une diminution est observée par
rapport a la modalité témoin. Lorsque le moQt est supplémenté avec le produit F, une diminution
de la proportion d’ergostérol est observée pour C. zemplinina, Metschnikowia spp. et P. kluyveri. En

revanche, avec ce produit, la proportion d’ergostérol augmente chez T. delbrueckii.

2.1.2.2.2 Evolution de la proportion en zymostérol et lanostérol

Le lanostérol et le zymostérol représentent une part moins importante des stérols
membranaires. Ce dernier constitue généralement moins de 10% des stérols sauf lorsque H.
uvarum est cultivée en présence de CO, ou du produit commercial ou il atteint des valeurs
comprises entre 16 et 19%. Chez S. cerevisiae, le lanostérol est présent a environ 10% en début de

fermentation alcoolique et représente jusqu’a 20% des stérols en fin de fermentation (modalités
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témoin et CO,). En présence du produit F, la proportion de lanostérol retrouvée en fin de
fermentation diminue fortement. Chez les levures non-Saccharomyces étudiées, le lanostérol
détecté en début de fermentation est inférieur a 10%. Cette proportion augmente lorsque les

cellules sont cultivées en présence du produit F particulierement chez P. kluyveri (+14%).

2.1.2.2.3 Evolution de la proportion en phytostérols

Parmi les phytostérols présents dans le mo(t, le stigmastérol n’est détecté que pour I'espece
H. uvarum et le campestérol uniquement chez S. cerevisiae et T. delbrueckii. Chez cette derniere, il
n’est détecté qu’en fin de fermentation mais constitue le phytostérol majoritairement retrouvé
(jusqu’a 6,3% des stérols totaux en présence de CO;). Chez C. zemplinina, Metschnikowia spp. et
P. kluyveri le phytostérol exclusivement retrouvé est le sitostérol, majoritaire dans les mo(ts. La
proportion en stérols végétaux au cours de la fermentation varie en fonction des espéeces. En début
de fermentation, chez Metschnikowia spp. et P. kluyveri aucun phytostérol n’est détecté alors qu’ils
représentent environ 2,5% des stérols chez C. zemplinina, T. delbrueckii et I'espéce H. uvarum et
5% chez S. cerevisiae. La proportion en phytostérols augmente chez toutes les espéces au cours de
la fermentation, particulierement chez S. cerevisiae ou ils représentent alors prés de 10% des

stérols totaux.

En présence de CO, ou du produit commercial, la proportion en phytostérols H. uvarum reste
stable par rapport au début de fermentation et a la modalité témoin. En revanche, chez
T. delbrueckii, la proportion en phytostérols diminue de 2% par rapport a la modalité témoin
lorsque le molt est supplémenté avec le produit F, et reste stable en présence de CO,. Chez
C. zemplinina et Metschnikowia spp., une augmentation de ces stérols est également observée en
présence du produit F alors que leur proportion diminue en présence de CO,. Enfin, chez
S. cerevisiae et P. kluyveri, la proportion en phytostérols en fin de fermentation est plus faible en

présence de CO, et du produit F.

2.1.2.3 Corrélations entre la composition en lipides et les paramétres de croissance et de

fermentation

L’analyse des corrélations entre les paramétres de croissance (vitesse maximale de croissance,
capacité biotique et taux de mortalité) et de fermentation (phase de latence, Vmax, quantité

maximale de CO, dégagée) d’une part et la composition lipidique d’autre part a permis de mettre
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en évidence des corrélations significatives grace a I'utilisation du coefficient de Spearman au seuil

de 5% (tableau 19).

Tableau 19: Corrélations entre les parameétres de croissance et de fermentation et la composition

lipidique

SFA (%)

MUFA
(%)

AGI/AGS

Quantité
stérols (ug/mg
poids sec)

Squaléne
(%)

Ergostérol
(%)

Zymostérol
(%)

Lanostérol
(%)

Phytostérols
(%)

S. cerevisiae (PLC et
PLL) - Capacité
biotique

0,94

0,97

-0,95

S. cerevisiae (PLC et
PLL) - Taux de
mortalité

0,74

T. delbrueckii —
Taux de mortalité

0,99

T. delbrueckii - CO,
max

0,98

Metschnikowia spp.

Taux de mortalité

0,83

Metschnikowia spp.

CO, max

-0,83

P. kluyveri —
Vitesse maximale de
croissance

-0,99

C. zemplinina —
Taux de mortalité

0,88

0,79

C. zemplinia - CO,
max

0,87

-0,88

-0,83

H. uvarum - CO, max

0,79

MCFA : Acides gras a moyenne chaine (C8 a C12) ; SFA : Acides gras saturés (C14, C16 et C18) ; MUFA : acides gras mono-
insaturés (C14 :1, C16 :1 et C18 :1) ; AGI/AGS : (MUFA+PUFA)/(MCFA+SFA)
Calcul des corrélations grace au coefficient rho de Spearman. Seules les corrélations significatives sont représentées

(p<0,05)

Les résultats montrent que chez S. cerevisiae, la capacité biotique est corrélée positivement a la
proportion de MUFA et au rapport AGI/AGS, et négativement a la proportion de phytostérols. Le
taux de mortalité est corrélé positivement a la proportion de squaléne. La diminution de la capacité
biotique, observée en présence de CO, et du produit F, peut donc s’expliquer par la diminution de la
proportion des MUFA et du rapport AGI/AGS et par une augmentation de la proportion de
phytostérols par raport a la modalité témoin. De la méme fagon, la diminution du taux de mortalité
pour ces deux facteurs est liée a la diminution de la proportion en squaléne.

Chez T. delbrueckii en présence du produit F, la diminution du taux de mortalité est corrélée a la
diminution de la proportion en phytostérols et I'augmentation de la capacité fermentaire a

I'augmentation de la proportion d’ergostérol.
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Une augmentation de la mortalité est observée en présence de CO, pour Metschnikowia spp.
alors qu’elle diminue en présence du produit F. Ces variations sont corrélées positivement avec la
proportion de SFA contrairement au CO, max chez la méme espece.

Chez P. kluyveri, le taux de croissance, qui diminue fortement en présence de CO, et du produit
F, est corrélé négativement a la proportion de squaléne.

Enfin, le taux de mortalité de C. zemplinina est corrélé négativement aux proportions de
zymostérol et lanostérol contrairement au CO, max. La capacité fermentaire est également corrélée

a la quantité de stérols chez cette espece et chez H. uvarum.

2.1.3 Conclusion des essais réalisés en culture pure

A lissue de ces essais, deux facteurs ont été sélectionnés en fonction de leur impact sur le
développement des especes de levures non-Saccharomyces et de S. cerevisiae : la saturation du
mo(t en CO, avant le démarrage de la fermentation alcoolique et la supplémentation du mo(t avec
le produit commercial F. Ces deux facteurs permettent de ralentir le développement de S. cerevisiae
sans impacter sa capacité fermentaire et d’inhiber le développement des especes C. zemplinina et
H. uvarum que nous souhaitons écarter. De plus, le CO, permet de stimuler le développement de
T. delbrueckii et de Metschnikowia spp., il inhibe malgré tout la croissance de P. kluyveri.
L'utilisation du produit F permet quant a elle de stimuler le démarrage de la croissance de

Metschnikowia spp. et d’améliorer la survie de T. delbrueckii et P. kluyveri.

Les deux souches de S. cerevisiae (phase de latence courte et phase de latence longue)
réagissent de fagon similaire en présence des différents facteurs testés. De plus, leur composition
lipidique évolue également de la méme facon. En revanche, concernant les non-Saccharomyces,
une grande variabilité est observée au niveau de la composition lipidique. En fonction des especes,
la capacité biotique et/ou le taux de mortalité et/ou la capacité fermentaire sont corrélés a la
composition lipidique. La composition lipidique du produit F ne permet pas d’expliquer toutes les
variations observées sur les paramétres de croissance et de cinétique fermentaire. Il faut cependant

noter que ce produit commercial n’est pas constitué uniquement de lipides mais également de

vitamines, de minéraux et d’oligo-éléments qui impactent le développement cellulaire.
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2.2 Mélange d’espéces non-Saccharomyces

L'impact des deux facteurs sélectionnés (saturation en CO, et supplémentation du modt avec le
produit F) a été étudié, dans un premier temps, sur le mélange des 5 especes de levure
non-Saccharomyces puis, dans un deuxieme temps en présence de S. cerevisiae (a phase de latence

courte ou longue). Les conditions de fermentation étaient identiques au chapitre précédent.

2.2.1 Effet de la saturation en CO, et de la supplémentation du moQt avec le produit F sur un

mélange d’espéces non-Saccharomyces

L'impact du CO, et du produit F a été étudié sur le mélange d’espéces de non-Saccharomyces
sans présence de S. cerevisiae, permettant de déterminer si les effets observés en cultures pures
sont retrouvés en mélange. Les concentrations d’inoculation utilisées dans le mélange de
non-Saccharomyces ont été choisies afin de recréer une population représentative de celle
retrouvée dans les moQts en début de fermentation: H. uvarum (Hu, 3.10° cell vivantes/mL),
C. zemplinina et Metschnikowia spp. (Cz et Mets 10° cell vivantes/mL), T. delbrueckii et P. kluyveri
(Td et Pk 5. 10" cell vivantes/mL). 4 modalités ont été réalisées :

* Mélange de non-Saccharomyces seul (sans supplémentation ni saturation)

* Mélange de non-Saccharomyces + supplémentation avec le produit F

* Mélange de non-Saccharomyces + saturation du mo(t en CO,

* Mélange de non-Saccharomyces + supplémentation avec le produit F + saturation du

mo(t en CO,

Le suivi des populations des levures non-Saccharomyces a été effectué par dénombrement sur
milieu gélosé différentiel WL additioné de cycloheximide. L'utilisation de ce milieu a permis de
différencier les colonies de H. uvarum (colonie de grande taille, vert foncé), C. zemplinina (colonie
de taille moyenne, bord blanc et centre vert clair) et Metschnikowia spp. (colonie de taille
moyenne, blanches base marron clair. Présence d’un halo marron autour des colonies) mais pas
celle de T. delbrueckii de P. kluyveri. En effet, les colonies des deux espéces ont le méme aspect
(petite colonie blanche). Néanmoins, ces deux espéces présentant un intérét en cenologie, nous

étudierons ici leur évolution commune.
Aucune des quatre modalités n’a permis une fermentation compléte. Les modalités « mélange»

(sans saturation et sans supplémentation) et « mélange + Pdt F » effectuent respectivement 85 et

86% de la fermentation alcoolique (teneur en alcool 9,74 et 9,64% (v/v)). En présence de CO, seul
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ou de CO, et du produit F, la capacité fermentaire globale du mélange d’espéces diminue

respectivement de 13 et 28% par rapport a la modalité « mélange».

Les cinétiques de croissance sont présentées sur la figure 39.

Dans le cas de la modalité « mélange », C. zemplinina domine la fermentation et atteint une
population maximale de 8,5 .10 UFC/mL aprés 62h. H. uvarum, Metschnikowia spp. et
P. kluyveri/T. delbrueckii sont caractérisées par une croissance plus lente que C. zemplinina et sont
présentes a des niveaux de populations inférieurs (< 4.10" UFC/mL). Les populations des différentes
especes se maintiennent jusqu’a 125h environ avant de chuter rapidement. En présence de CO, ou
du produit F, le comportement des cing espéeces est similaire, mais les niveaux des populations sont
plus élevés en préence du produit F. Les croissances de H. uvarum et C. zemplinina sont inhibées,
Metschnikowia spp. domine la fermentation suivie de P. kluyveri/T. delbrueckii. En revanche,
lorsque le molt est a la fois saturé en CO, et supplémenté avec le produit F, C. zemplinina,
Metschnikowia spp. et P. kluyveri/T. delbrueckii ont une population maximale similaire (environ
5.10" UFC/mL).

Ces résultats sont en accord avec les ceux obtenus lors des cultures pures. En effet, en présence
de CO,, une diminution de la capacité fermentaire était observée pour I'ensemble des espéces. La
croissance de C. zemplinina, de H. uvarum et de P. kluyveri était fortement inhibée contrairement a
celle de Metschnikowia spp. et de T. delbrueckii qui était stimulée. Ces résultats permettent de
supposer que, en présence de CO,, T. delbrueckii est majoritairement retrouvée par rapport a
P. kluyveri. De plus, en culture pure le produit F, ralentissait la fermentation alcoolique pour
Metschnikowia spp. mais pas pour les autres especes. Ce produit avait également permis de ralentir
le développement de C. zemplinina et de H. uvarum (diminution du taux de croissance et
augmentation du taux de mortalité) et de favoriser celui de Metschnikowia spp., T. delbrueckii et
P. kluyveri (augmentation du taux de croissance pour Metschnikowia spp., diminution du taux de

mortalité pour ces trois especes).
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Figure 39: Cinétiques de croissance des espéces non-Saccharomyces en fonction des différentes

modalités

Taux d’inoculation : H. uvarum (Hu) 3 .10° cell viables/mL, C. zemplinina (Cz) 10° cell viables/mL, Metschnikowia spp. (Mets) 10° cell

viables/mL, T. delbrueckii (Td) 5 .10* cell viables/mL, P. kluyveri (Td) 5 .10" cell viables/mL

Mélange : fermentations effectuées uniquement avec le mélange d’especes non-Saccharomyces, sans saturation ni supplémentation du
mo(t; Mélange + CO,: fermentations effectuées avec le mélange d’espéces non-Saccharomyces et saturation du moQt en CO, avant le

démarrage de la fermentation;

Mélange + Pdt F: fermentations effectuées avec le mélange d’espéces non-Saccharomyces et

supplémentation du moQt avec le produit F ; Mélange + CO, + Pdt F: fermentations effectuées avec le mélange d’espéces non-Saccharomyces,
saturation du moGt en CO, avant le démarrage de la fermentation et supplémentation du mo(t avec le produit commercial F.
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2.2.2 Effet de l'inoculation de Saccharomyces cerevisiae

Nous avons ensuite étudié I'impact de l'inoculation de S. cerevisiae sur la dynamique de
population des cing especes de non-Saccharomyces du mélange. Afin de différencier S. cerevisiae
des levures non-Saccharomyces, deux souches de S. cerevisiae exprimant constitutivement la
protéine YFP ont été utilisées (une a phase de latence courte (PLC) et une a phase de latence longue
(PLL)), ce qui a permis leur dénombrement par cytométrie en flux. Dans le cas de S. cerevisiae PLC,
deux modes d’inoculation ont été testés : co-inoculation (inoculation simultanée de S. cerevisiae et
des 5 especes non-Saccharomyces) ou inoculation séquentielle. Dans ce dernier cas, S. cerevisiae est
introduite 24h aprés l'inoculation des 5 espéces de non-Saccharomyces. Concernant S. cerevisiae

PLL, seul le mode co-inoculation a été effectué.

Comme décrit précédemment dans le paragraphe 1.1.1, la souche Sc PLC YFP+ a un
comportement similaire a la souche commerciale S. cerevisiae X5 (cinétiques de croissance et de
fermentation identiques). Son démarrage rapide devrait limiter le développement des levures non-
Saccharomyces en co-inoculation (compétition pour le substrat...). Par contre, son inoculation 24h
aprés devrait permettre un développement plus important des levures non-Saccharomyces.
Concernant la souche Sc PLL YFP+, son comportement sur le développement des non-
Saccharomyces n’est pas connu. Cependant, son démarrage plus lent devrait favoriser le
développement des non-Saccharomyces. De plus, son métabolisme soufré a récemment été étudié.
Sc PLL posséde un gene SSU1 inactif sur le chromosome XV-t-XVI. Or, le géne SSU1 code pour une
pompe a sulfites permettant a la levure de rejeter le SO, qui est rentré dans sa cellule dans le milieu
extracellulaire (détoxification). Sc PLL présente donc une déficience au niveau du fonctionnement
de la pompe a sulfites et rejette donc moins de SO, dans le milieu que Sc PLC, ce qui explique son
démarrage moins rapide de la fermentation (Zimmer, 2013). L'utilisation de Sc PLL devrait donc

particulierement favoriser les non-Saccharomyces présentant une sensibilité forte au SO,.

La figure 40 présente les cinétiques de fermentation et de croissance des deux souches de

S. cerevisiae (Sc PLC et Sc PLL) et des deux modes d’inoculation.
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Figure 40: Cinétiques de fermentation (A) et de croissance (B) de S. cerevisiae en présence du
mélange d’espéces de non-Saccharomyces en fonction de la souche de S. cerevisiae utilisée et du

mode d’inoculation

Taux d’inoculation : H. uvarum (Hu) 3 .10° cell viables/mL, C. zemplinina (Cz) 10° cell viables/mL, Metschnikowia spp. (Mets) 10° cell
viables/mL, T. delbrueckii (Td) 5 .10" cell viables/mL, P. kluyveri (Td) 5 .10 cell viables/mL, S. cerevisiae (Sc) 5.10° cell viables/mL.

Les fermentations ont été effectuées en présence du mélange d’espéces non-Saccharomyces et de S. cerevisiae, dans du modt non saturé
en CO, et non supplémenté. Sc PLC : S. cerevisiae a phase de latence courte ; Sc PLL : S. cerevisiae a phase de latence longue ; co-inoc: S.
cerevisiae a été inoculée en méme temps que le mélange d’espéces non-Saccharomyces ; séq : S. cerevisisaie a été inoculée 24h apres le
mélange d’espéces non-Saccharomyces (séquentiel). Dans le cas de Sc PLL, la co-inoculation a uniquement été effectuée.

L'utilisation de la souche a phase de latence courte de S. cerevisiae en inoculation séquentielle
ne permet pas de terminer la fermentation (87% de la réaction). Les cinétiques de croissance de
S. cerevisiae sont variables selon le mode d’inoculation et le type de souche utilisée. En effet, c’est
en co-inoculation, et avec la souche a phase de latence courte que la croissance de S. cerevisiae est
la plus rapide. La population maximale (10 cell viables/mL) est obtenue aprés 63h de fermentation.
En revanche, lorsque la méme souche de S. cerevisiae est inoculée 24h aprés le mélange de levures
non-Saccharomyces, sa croissance est fortement ralentie. Aucune croissance n’est observée
pendant les 24h suivant son inoculation pour finalement atteindre trés tardivement (180h)
seulement 2,5.10” cell viables/mL, soit une diminution de 75% de la population maximale par
rapport a la co-inoculation. Cette faible croissance est sirement en partie expliquée par une forte
carence du milieu en nutriments lors de son inoculation, due au développement préalable des
levures non-Saccharomyces. Enfin, si S. cerevisiae PLL a une croissance plus lente que la souche PLC
en co-inoculation et atteint une population maximale plus faible (3,8.10" UFC/mL soit -62%). Ce
niveau de population perdure durant la fermentation alcoolique contrairement a la modalité

séquentielle.
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Figure 41: Evolution de la population de Metschnikowia spp., P. kluyveri + T. delbrueckii,
C. zemplinina et H. uvarum en fonction du mode d’inoculation et du type de souche de
S. cerevisiae.

Taux d’inoculation : H. uvarum (Hu) 3 .10° cell viables/mL, C. zemplinina (Cz) 10° cell viables/mL, Metschnikowia spp. (Mets) 10° cell
viables/mL, T. delbrueckii (Td) 5 .10" cell viables/mL, P. kluyveri (Td) 5 .10* cell viables/mL, S. cerevisiae (Sc) 5.10° cell viables/mL.

Les fermentations ont été effectuées dans du modt non saturé en CO, et non supplémenté. Sans Sc : mélange de non-Saccharomyces
seul. Les autres fermentations ont été effectuées en présence du mélange d’espéces non-Saccharomyces et de S. cerevisiae. Sc PLC : S.
cerevisiae a phase de latence courte ; Sc PLL : S. cerevisiae a phase de latence longue; co-inoc: S. cerevisiae a été inoculée en méme
temps que le mélange d’espéces non-Saccharomyces; séq: S. cerevisisaie a été inoculée 24h apres le mélange d’especes non-
Saccharomyces (séquentiel). Dans le cas de Sc PLL, la co-inoculation a uniquement été effectuée. 128



Les cinétiques de croissance de Metschnikowia spp. et de C. zemplinina évoluent de la méme
facon quelle que soit la souche de S. cerevisiae et le mode d’inoculation utilisés (figure 41). En
présence de S. cerevisiae PLC, lorsqu’elle est inoculée en co-inoculation, et de S. cerevisiae PLL
aucune croissance n’est observée. Lorsque la souche PLC est inoculée en séquentiel, une faible
croissance de ces deux especes est observée par rapport a la modalité sans S. cerevisiae ou
Metschnikowia spp. et C. zemplinina atteignaient respectivement 3,2 .10” et 8,5 .10” UFC/mL, puis
la population chute rapidement.

En présence de S. cerevisiae PLC en co-inoculation, une faible croissance et une chute rapide des
populations de H. uvarum et de P.kluyveri/T.delbrueckii sont observées. En revanche, H. uvarum
présente une croissance plus importante lorsque la souche de S. cerevisiae a phase de latence
longue est utilisée ou lorsque la souche de S. cerevisiae a phase de latence courte est inoculée plus
tardivement (séquentiel).

Enfin, concernant P. kluyveri/T. delbrueckii, durant les 38 premiéres heures de la fermentation,
les cinétiques de croissance sont identiques en absence de S. cerevisiae PLC ou lorsque S. cerevisiae
PLC est inoculée en séquentiel. Dans ce dernier cas, la population chute rapidement, -87% par
rapport a la modalité sans S. cerevisiae. En présence de S. cerevisiae PLL, une croissance plus lente
mais se maintenant plus longtemps, est observée pour P. kluyveri/T. delbrueckii par rapport aux
modalités sans S. cerevisiae ou avec S. cerevisiae PLC en séquentiel. En effet, la population
maximale de P. kluyveri/T. delbrueckii atteint 5. 10° cell viables/mL en présence de S. cerevisiae PLL,

au lieu de 1.10” UFC/mL sans S. cerevisiae (soit une chute de -65%).

2.2.3 Effet de la saturation du moiit en CO, et/ou du produit F sur le mélange de levures non-

Saccharomyces et S. cerevisiae.

Nous avons pu mettre en évidence précédemment que la saturation du mo(t en CO; ou la
supplémentation avec le produit commercial F tend a stimuler les espéces de non-Saccharomyces
d’intérét (Metschnikowia spp., T. delbrueckii et P. kluyveri) et inhiber les espéces indésirables
(C. zemplinina et H. uvarum) que ce soit en cultures pures ou en mélange. Le mode d’inoculation
(co-inoculation ou séquentiel) et la souche de S. cerevisiae (phase de latence courte ou phase de
latence longue) utilisés affectent également la dynamique de population des différentes especes de
levures non-Saccharomyces de notre mélange.

L’objectif est maintenant de déterminer quelle(s) combinaison(s) (facteur(s) abiotique(s)/
souche de S. cerevisiae/mode d’inoculation) permet a la fois de stimuler les espéces de levure
d’intérét, de ralentir la croissance des espéeces indésirables tout en permettant la dégradation totale

des sucres. Douze combinaisons ont été testées et sont présentées dans le tableau 20.
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2.2.3.1 Cinétiques de fermentation alcoolique

L’analyse des durées de phases de latence de fermentation a permis de mettre en évidence que

la supplémentation du produit F réduit la durée de cette phase, par rapport a la méme culture non

supplémentée (tableau 20). Au contraire, la saturation en CO, a augmenté la durée de la phase de

latence, indépendamment de la souche et du mode d’inoculation utilisés. De plus, en présence de la

souche S. cerevisiae a phase de latence longue, la durée de la phase de latence de 66h observée en

culture pure, est considéreblement réduite. En effet, elle est comprise entre 30 et 40h selon les

modalités (supplémentation ou non en produit F, saturation ou non en CO,).

Tableau 20: Impact de la saturation en CO,, de la supplémentation avec le produit, de la
souche de S. cerevisiae utilisée et du mode d’inoculation sur la durée de la phase de latence de

fermentation alcoolique

Combinaison

Durée de la phase de latence

(h)
(Mélange +) Sc PLC co-inoc 182° + 0,9
(Mélange +) CO, + Sc PLC co-inoc 22,4 + 15
(Mélange +) Pdt F + Sc PLC co-inoc 16,0 + 0,3
(Mélange +) CO; + Pdt F + Sc PLC co-inoc 202° + 24
(Mélange +) Sc PLC séq 257° + 1,2
(Mélange +) CO, + Sc PLC séq 444 + 2,8
(Mélange +) Pdt F + Sc PLC séq 20,2° £ 07
(Mélange +) CO, + Pdt F + Sc PLC séq 452° + 3,1
(Mélange +) Sc PLL 344> + 13
(Mélange +) CO; + Sc PLL 365" + 2,1
(Mélange +) Pdt F + Sc PLL 304 + 1,8
(Mélange +) CO, + Pdt F + Sc PLL 41,5 + 3,1

Le tableau 21 montre que 7 combinaisons parmi les 12 testées permettent d’achever la

fermentation alcoolique avec un taux d’alcool compris entre 11,31 et 11,38 % (v/v). Lors des arréts

de fermentation, les concentrations en sucres résiduels sont comprises entre 20,2 et 50,5 g/L.
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Tableau 21: Impact de la saturation en CO,, de la supplémentation avec le produit, de la souche
de S. cerevisiae utilisée et du mode d’inoculation sur la concentration en sucres résiduels et le

titre alcoométrique volumique des vins.

Combinaison Sucres résiduels (g/L) Titre Alcoométrique Volumique (% v/v)
(Mélange +) Sc PLC co-inoc 0,9° + 0,05 11,38° + 0,02
(Mélange +) CO, + Sc PLC co-inoc 09° + 0,1 11,31° + 0,03
(Mélange +) Pdt F + Sc PLC co-inoc 03 + 03 11,34° + 0,02
(Mélange +) CO; + Pdt F + Sc PLC co-inoc 202° + 3,4 10,2° + 0,04
(Mélange +) Sc PLC séq 26,7° + 28 9,87° + 0,07
(Mélange +) CO, + Sc PLC séq 50,5 * 4,6 8,51° + 0,06
(Mélange +) Pdt F + Sc PLC séq 1,1° + 03 11,32° * 0,03
(Mélange +) CO; + Pdt F + Sc PLC séq 263" + 338 9,89° + 0,08
(Mélange +) Sc PLL 1,3 = 06 11,32° + 0,03
(Mélange +) CO, + Sc PLL 0,9° £ 0,7 11,35° + 0,03
(Mélange +) Pdt F + Sc PLL 0,4° £ 0.2 11,36° + 0,04
(Mélange +) CO, + Pdt F + Sc PLL 20,6° + 3,38 10,18° + 0,05

a,b : groupes a I'issue du test de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Les fermentations ont été effectuées en présence du mélange d’espéces non-Saccharomyces et de S. cerevisiae. Sc PLC : S. cerevisiae a
phase de latence courte ; Sc PLL: S. cerevisiae a phase de latence longue; co-inoc : S. cerevisiae a été inoculée en méme temps que le
mélange d’espéces non-Saccharomyces; séq: S. cerevisisaie a été inoculée 24h aprés le mélange d’especes non-Saccharomyces
(séquentiel). Dans le cas de Sc PLL, la co-inoculation a uniquement été effectuée. CO, : saturation du modt en CO, avant le démarrage de la

fermentation alcoolique ; Pdt F supplémentation du moQt avec le produit commercial F.

2.2.3.2 Cinétiques de croissance

Dans un premier temps, nous allons analyser les cinétiques de croissance de S. cerevisiae et des

levures non-Saccharomyces afin d’étudier ces arréts de fermentation.

2.2.3.2.1 Combinaisons entrainant des arréts de fermentation

Parmi les 12 combinaisons testées, 5 donnent lieu a des arréts de fermentation:
* CO, + produit F + S. cerevisiae phase de latence courte (co-inoculation)
* S cerevisiae phase de latence courte (inoculation séquentielle)
* (O, +S. cerevisiae phase de latence courte (inoculation séquentielle)
* CO, + produit F + S. cerevisiae phase de latence courte (inoculation séquentielle)

* CO, + produit F + S. cerevisiae phase de latence longue

131




Les cinétiques de croissance des différentes espéces de non-Saccharomyces et de S. cerevisiae

sont présentées sur la figure 42. Deux causes peuvent expliquer les arréts de fermentation :

* Une faible croissance de S. cerevisiae ; c’est la cas des modalités CO, + produit F lors de
I'utilisation de S. cerevisiae a phase de latence courte (co-inoculation) et de S. cerevisiae
PLL. En effet, cette combinaison a un effet inhibiteur sur ces deux souches de S.
cerevisiae : les populations maximales atteintes sont de 1,5 cell viables/mL alors que
pour les autres modalités impliquant S. cerevisiae PLC (co-inoculation) et S. cerevisiae

PLL elles sont comprises entre 5 .10 cell viables/mL et 1. 108 cell viables/mL (figure 43).

* Une croissance importante des levures non-Saccharomyces (forte compétition avec
S. cerevisiae) ; c’est le cas des modalités ol la souche S. cerevisiae a phase de latence
courte est inoculée tardivement (inoculation séquentielle). En effet, dans ces trois
modalidés, les non-Saccharomyces restent majoritaires durant les 70 premiéres heures
de la fermentation alcoolique. C. zemplinina est majoritaire en présence de CO, avec et
sans produit F et atteint des populations de 2,5 .10" UCF/mL. En absence de CO, et du
produit F, atteint une population légérement inférieure (2. 10’ UFC/mL). Dans le cas de
cette modalité, H. uvarum est alors majoritaire avec une population maximale de
6,5.10° UFC/mL. Dans ces trois modalités, Metschnikowia spp. et P. kluyveri/T.
delbrueckii sont également détectées mais présentes a des niveaux de populations

inférieurs a C. zemplinina et/ou H. uvarum.
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Figure 42: Cinétiques de croissance des différentes espéces de non-Saccharomyces et S. cerevisiae
dans le cas des arréts de fermentation

Taux d’inoculation : H. uvarum (Hu) 3 .10° cell viables/mL, C. zemplinina (Cz) 10° cell viables/mL, Metschnikowia spp. (Mets) 10° cell
viables/mL, T. delbrueckii (Td) 5 .10* cell viables/mL, P. kluyveri (Td) 5 .10* cell viables/mL, S. cerevisiae (Sc) 5.10° cell viables/mL. Les
fermentations ont été effectuées en présence du mélange d’especes non-Saccharomyces et de S. cerevisiae. Sc PLC : S. cerevisiae a phase
de latence courte ; Sc PLL: S. cerevisiae a phase de latence longue ; co-inoc : S. cerevisiae a été inoculée en méme temps que le mélange
d’espéces non-Saccharomyces ; séq : S. cerevisisaie a été inoculée 24h apres le mélange d’espéeces non-Saccharomyces (séquentiel). Dans
le cas de Sc PLL, la co-inoculation a uniquement été effectuée. CO,: saturation du modt en CO, avant le démarrage de la fermentation
alcoolique ; Pdt F supplémentation du mo(t avec le produit commercial F ; CO, + Pdt F : saturation du modt en CO, avant le démarrage de
la fermentation alcoolique et supplémentation du modt avec le produit commercial F. Le suivi des populations de S. cerevisiae a été
effectué par cytométrie en en flux et les résultats sont exprimés en cell/ viables/mL. Le suivi des populations des levures non-
Saccharomyces a été effectué sur milieu gélosé WL et les résultats sont exprimés en UFC/mL.
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Figure 42 (suite): Cinétiques de croissance des différentes espéces de non-Saccharomyces et S.
cerevisiae dans le cas des arréts de fermentation

Taux d’inoculation : H. uvarum (Hu) 3 .10° cell viables/mL, C. zemplinina (Cz) 10> cell viables/mL, Metschnikowia spp. (Mets) 10° cell
viables/mL, T. delbrueckii (Td) 5 .10" cell viables/mL, P. kluyveri (Td) 5 .10* cell viables/mL, S. cerevisiae (Sc) 5.10° cell viables/mL. Les
fermentations ont été effectuées en présence du mélange d’espéces non-Saccharomyces et de S. cerevisiae. Sc PLC : S. cerevisiae a phase
de latence courte ; Sc PLL: S. cerevisiae a phase de latence longue ; co-inoc : S. cerevisiae a été inoculée en méme temps que le mélange
d’espéces non-Saccharomyces ; séq : S. cerevisisaie a été inoculée 24h aprés le mélange d’espéces non-Saccharomyces (séquentiel). Dans
le cas de Sc PLL, la co-inoculation a uniquement été effectuée. CO,: saturation du modt en CO, avant le démarrage de la fermentation
alcoolique ; Pdt F supplémentation du mo(t avec le produit commercial F ; CO, + Pdt F : saturation du modt en CO, avant le démarrage de
la fermentation alcoolique et supplémentation du modt avec le produit commercial F. Le suivi des populations de S. cerevisiae a été
effectué par cytométrie en en flux et les résultats sont exprimés en cell/ viables/mL. Le suivi des populations des levures non-
Saccharomyces a été effectué sur milieu gélosé WL et les résultats sont exprimés en UFC/mL.
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2.2.3.2.2 Combinaisons permettant de réaliser des fermentations alcooliques complétes

La figure 43 présente les cinétiques de croissances de S. cerevisiae pour les 7 combinaisons pour

lesquelles la totalité des sucres est consommée.

2 1,2E+08 —e—MEL + S¢ PLC (co inoc)
S~
g LOE+08 —B—MEL + Sc PLL
Q0
-g 8,0E+07 :
= —&— MEL + CO2 + Sc PLC (co inoc)
S 6,0e+07
g MEL + Pdt F + Sc PLC (co-inoc)
£ 4,0E+07
.E —®—MEL + Pdt F + Sc PLC (séq)
g 2,0E+07
g —&—MEL + CO2 + Sc PLL
O 0,0E+00

0 100 200 300 400 MEL + Pdt F + Sc PLL

Temps (h)

Figure 43: Cinétiques de croissance de S. cerevisiae (PLC ET PLL) en présence du mélange

d'espéces non-Saccharomyces et en fonction du facteur abiotique testé

Taux d’inoculation : H. uvarum (Hu) 3 .10° cell viables/mL, C. zemplinina (Cz) 10° cell viables/mL, Metschnikowia spp. (Mets) 10° cell
viables/mL, T. delbrueckii (Td) 5 .10° cell viables/mL, P. kluyveri (Td) 5 .10" cell viables/mL, S. cerevisiae (Sc) 5.10° cell viables/mL. Les
fermentations ont été effectuées en présence du mélange d’espéces non-Saccharomyces et de S. cerevisiae. Sc PLC : S. cerevisiae a phase
de latence courte ; Sc PLL : S. cerevisiae a phase de latence longue ; co-inoc : S. cerevisiae a été inoculée en méme temps que le mélange
d’espéces non-Saccharomyces ; séq : S. cerevisisaie a été inoculée 24h apres le mélange d’espéces non-Saccharomyces (séquentiel). Dans
le cas de Sc PLL, la co-inoculation a uniquement été effectuée. CO,: saturation du mo(t en CO, avant le démarrage de la fermentation
alcoolique ; Pdt F supplémentation du modt avec le produit commercial F. Le suivi des populations de S. cerevisiae a été effectué par
cytométrie en en flux et les résultats sont exprimés en cell/ viables/mL. Le suivi des populations des levures non-Saccharomyces a été
effectué sur milieu gélosé WL et les résultats sont exprimés en UFC/mL.

* Saccharomyces cerevisiae a phase de latence courte (Sc PLC)

Lorsque S. cerevisae PLC est inoculée de facon séquentielle, 24h aprés les non-Saccharomyces,
et en présence du produit F, sa croissance est trés lente et tres faible. Sa population maximale est
de 1,5. 10’ cellules viables/mL aprés 230h de fermentation. Pour cette souche, les populations
maximales les plus élevées sont observées lorsqu’elle est co-inoculée avec le mélange de non-
Saccharomyces, avec ou sans le produit F. Les populations maximales atteintes pour ces deux
modalités sont similaires (entre 9,8.10 et 1.10° cellules viables/mL). En revanche, une chute de
viabilité plus importante est observée en présence du produit F. Lors de la saturation du mo(t en
CO,, une diminution de la vitesse de croissance, de la population maximale et du taux de mortalité
sont constatées pour Sc PLC par rapport a la modalité non saturée (conformément a ce qui a été
observé en cultures pures). La population maximale est particulierement affectée puisqu’elle

diminue de 57 % (4,3 .10’ cell viables/mL au lieu de 1. 108 cell viables/mL).
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e Saccharomyces cerevisiae a phase de latence longue (Sc PLL)

Concernant S. cerevisiae a phase de latence longue (Sc PLL), la croissance la plus rapide est
obtenue lorsque cette souche est cultivée avec le mélange de levures non-Saccharomyces (sans
saturation ni supplémentation). Sa population maximale est alors de 3,8.10" cellules viables/mL,
apreés 39h de fermentation. En présence de CO, et du produit F, les populations maximales sont
atteintes respectivement aprés 87 et 112h de fermentation (3,7.10 et 4 .10’ cell viables/mL). Ces
décalages par rapport aux cultures sans CO, et produit F avaient déja été observés en culture pure

(paragraphe 2.1).

* Cinétiques de croissance des levures non-Saccharomyces

Tout d’abord, nous allons rechercher les combinaisons permettant de stimuler les espéces de
non-Saccharomyces d’intérét (Metschnikowia spp., T. delbrueckii, P. kluyveri). Les résultats sont

présentés sur la figure 44.

Seule la supplémentation du mo(t avec le produit F et avec la souche S. cerevisiae PLC en
inoculation séquentielle (Pdt F + Sc PLC séq) permet de stimuler la croissance de Metschnikowia
spp. Dans ce cas, la population maximale est de 1,4.10° UFC/mL pour un taux d’inoculation de 1.10°
UFC/mL). Cette méme combinaison (Pdt F + Sc PLC séq) permet également un croissance plus
importante de P. kluyveri/T. delbrueckii (non différenciées sur notre milieu de culture) pour
atteindre une population maximale de 5,6 .10° UFC/mL. Lutilisation de la souche de S. cerevisiae a
phase de latence longue permet aussi une croissance importante du couple P. kluyveri/T.
delbrueckii, quand elles sont inoculées sans ou avec saturation en CO,. Dans ce dernier cas, la
population du couple P. kluyveri/T. delbrueckii est alors plus élevée (5.10° UFC/mL contre 10°
UFC/mL en absence de CO,). Ces résultats montrent que la saturation du modt en CO, stimule la
croissance de ce couple. En culture pure, la croissance de T. delbrueckii était stimulée en présence
de CO, contrairement a P. kluyveri. Ces observations permettent de supposer que T. delbrueckii a

dominé P. kluyveri dans ces conditions.

L'analyse des cinétiques de croissance a permis de mettre en évidence que 3 combinaisons
permettent de stimuler les espéces de levures non-Saccharomyces d’intérét :

* Produit F + S. cerevisiae PLC (inoculation séquentielle)

* S cerevisiae PLL

e (CO,+S. cerevisiae PLL

136



1,6E+06

1,4E+06
1,2E+06
1,0E+06
8,0E+05
6,0E+05
4,0E+05
2,0E+05
=
0,0E+00 i _*
0 100

1,6E+06
1,4E+06
1,2E+06
1,0E+06
8,0E+05
6,0E+05
4,0E+05
2,0E+05
0,0E+00 Be
0

Concentration (UFC/mL)

Concentration (UFC/mL)

6,0E+06

20
5,0E406
4,0E+06
3,0E406
2,0E406
1,0E406
0,0E+00 i %
0 100

6,0E+06
5,0E+06
4,0E+06
3,0E+06
2,0E+06
1,0E+06
0,0E+00 +=

Concentration (UFC/mL)

Concentration (UFC/mL)

200
Temps (h)

CO2 dégagé (g/L)

40
200
Temps (h)

300

60

300

400

80

400

0 20 40 60 80

CO2 dégagé (g/L)

—&— Mets + Sc PLC (co-inoc)
—8—Mets + Sc PLL

—&—Mets + CO2 + Sc PLC (co-
inoc)
Mets + Pdt F + Sc PLC (co-
inoc)

—®— Mets + Pdt F + Sc PLC
(séq)

—&—Mets + CO2 + Sc PLL

Mets + Pdt F + Sc PLL

100

——Pk+Td + Sc PLC (co-inoc)
—8—Pk+Td + Sc PLL

—&—Pk+Td + CO2 + Sc PLC (co-
inoc)
Pk+Td + Pdt F + Sc PLC (co-
inoc)

—®—Pk+Td + Pdt F + Sc PLC
(seq)

—&—Pk+Td + CO2 + Sc PLL

Pk+Td + Pdt F + Sc PLL

100

Metschnikowia spp.

P. kluyveri

+

T. delbrueckii

Figure 44: Cinétiques de croissance des espéces de non-Saccharomyces d’intérét en présence de S.

cerevisiae et en fonction du facteur abiotique testé

Taux d’inoculation : H. uvarum (Hu) 3 .10° cell viables/mL, C. zemplinina (Cz) 10° cell viables/mL, Metschnikowia spp. (Mets) 10° cell
viables/mL, T. delbrueckii (Td) 5 .10° cell viables/mL, P. kluyveri (Td) 5 .10" cell viables/mL, S. cerevisiae (Sc) 5.10° cell viables/mL. Les
fermentations ont été effectuées en présence du mélange d’espéces non-Saccharomyces et de S. cerevisiae. Sc PLC : S. cerevisiae a phase
de latence courte ; Sc PLL: S. cerevisiae a phase de latence longue ; co-inoc : S. cerevisiae a été inoculée en méme temps que le mélange
d’espéces non-Saccharomyces ; séq : S. cerevisisaie a été inoculée 24h aprés le mélange d’especes non-Saccharomyces (séquentiel). Dans
le cas de Sc PLL, la co-inoculation a uniquement été effectuée. CO,: saturation du mo(t en CO, avant le démarrage de la fermentation
alcoolique ; Pdt F supplémentation du mo(t avec le produit commercial F. Pour chaque espeéce, les résultats sont présentés en fonction

du temps et du CO, dégagé.
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Figure 45: Cinétiques de croissances des espéces de non-Saccharomyces indésirables en présence
de S. cerevisiae et en fonction du facteur abiotique testé

Taux d’inoculation : H. uvarum (Hu) 3 .10° cell viables/mL, C. zemplinina (Cz) 10° cell viables/mL, Metschnikowia spp. (Mets) 10° cell
viables/mL, T. delbrueckii (Td) 5 .10" cell viables/mL, P. kluyveri (Td) 5 .10* cell viables/mL, S. cerevisiae (Sc) 5.10° cell viables/mL. Les
fermentations ont été effectuées en présence du mélange d’especes non-Saccharomyces et de S. cerevisiae. Sc PLC : S. cerevisiae a phase
de latence courte ; Sc PLL: S. cerevisiae a phase de latence longue ; co-inoc : S. cerevisiae a été inoculée en méme temps que le mélange
d’espéces non-Saccharomyces ; séq : S. cerevisisaie a été inoculée 24h apres le mélange d’espéces non-Saccharomyces (séquentiel). Dans
le cas de Sc PLL, la co-inoculation a uniquement été effectuée. CO,: saturation du modt en CO, avant le démarrage de la fermentation
alcoolique ; Pdt F supplémentation du mo(t avec le produit commercial F. Pour chaque espece, les résultats sont présentés en fonction du
temps et du CO, dégagé. 138



Nous allons maintenant étudier I'impact de ces différentes combinaisons sur le développement

des espéces de non-Saccharomyces indésirables (C. zemplinina et H. uvarum, figure 45).

Le produit F a favorisé la croissance de C. zemplinina, indépendamment de la souche de S.
cerevisiae utilisée et du mode d’inoculation. Les populations maximales pour ces trois modalités
sont comprises entre 10’ et 5.10” UFC/mL (taux d’inoculation 10° UFC/mL), mais ces niveaux de
population chutent rapidement. Dans le cas de la modalité S. cerevisiae PLC (inoculation
séquentielle) avec le produit F, la population s’est stabilisée autour de 10" UFC/mL jusqu’a 78 g/L de
CO, dégagé.

Enfin, concernant I'espéce H. uvarum, seule la combinaison CO, + S. cerevisiae PLL permet
d’inhiber totalement sa croissance. Dans les autres modalités, ses populations maximales sont tres
variables, de 8,4.10° 4 7,2.10" UFC/mL (taux d’inoculation 3.10° UFC/mL). En présence de
S. cerevisiae a phase de latence longue, sa population maximale est la plus élevée et perdure

jusqu’a 65 g de CO, dégagé.

L'analyse des cinétiques de croissance des différentes espéces de levures non-Saccharomyces a
permis de mettre en évidence que 3 combinaisons (Produit F + S. cerevisiae PLC (inoculation
séquentielle), S. cerevisiae PLL et CO, +S. cerevisiae PLL). Or, parmi ces 3 combinaisons, 2 stimulent
le développement de C. zemplinina et H. uvarum : Produit F + S. cerevisiae PLC (inoculation
séquentielle) et S. cerevisiae PLL, elles sont donc écartées.

La combinaison restante (CO, + S. cerevisiae PLL) semble étre la plus adaptée car elle stimule la
croissance de P. kluyveri/T. delbrueckii et inhibe C. zemplinina et H. uvarum. Seule la croissance de

Metschnikowia spp. n’est pas stimulée pour cette combinaison.
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2.2.3.3 Thiols volatils

Le dosage des thiols volatils (4MSP et 3SH) a été effectué que sur les vins ayant des

concentrations en sucres résiduels inférieures a 2 g/L.
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Figure 46: Concentration en thiols volatils des différentes combinaisons ayant permis une
fermentation alcoolique compléte

Les fermentations ont été effectuées en présence du mélange d’espéces non-Saccharomyces et de S. cerevisiae. Sc PLC : S. cerevisiae a
phase de latence courte ; Sc PLL : S. cerevisiae a phase de latence longue ; co-inoc : S. cerevisiae a été inoculée en méme temps que le
mélange d’espéces non-Saccharomyces; séq: S. cerevisisaie a été inoculée 24h aprés le mélange d’espéces non-Saccharomyces
(séquentiel). Dans le cas de Sc PLL, la co-inoculation a uniquement été effectuée. CO,: saturation du mo(t en CO, avant le démarrage de
la fermentation alcoolique ; Pdt F supplémentation du modt avec le produit commercial F.

Les concentrations en 4MSP les plus élevées ont été retrouvées dans les vins issus des
combinaisons : Sc PLC (co-inoc), Sc PLL, CO; + Sc PLC (co-inoc) et CO, + Sc PLL.

La supplémentation du produit F n’a pas favorisé la libération du 4MSP. L’analyse de
corrélations (coefficient de Spearman au seuil de 5%) a en effet mis en évidence une corrélation
négative entre la quantité de 4MSP et la présence du produit F (- 0,98). En présence de ce produit,
les concentrations finales sont diminuées de 34% dans le cas de l'utilisation de Sc PLC en co-
inoculation et de 18% dans le cas de l'utilisation de Sc PLL. La plus faible concentration est
retrouvée, en présence du produit F, lorsque Sc PLC a été inoculée en séquentielle (7pg/L).

Les concentrations en 3SH les plus faibles sont retrouvées dans les vins issus des combinaisons
suivantes : S. cerevisiae PLC (co-inoculation), CO, + S. cerevisiae PLC (co-inocultation), produit F +

S. cerevisiae PLC (co-inoculation), produit F + S. cerevisiae PLC (inoculation séquentielle) et produit F
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+ S. cerevisiae PLL. Les modalités impliquant Sc PLL avec ou sans saturation en CO, permettent
d’obtenir les concentrations les plus élevées (908 et 1110 ng/L respectivement).

En conclusion, la libération des deux thiols volatils par la levure a été favorisée en présence de
S. cerevisiae a phase de latence longue, avec ou sans saturation en CO,. La combinaison retenue au
paragraphe précédent, permettant de stimuler P.kluyveri/T. delbrueckii tout en inhibant

C. zemplinina et H. uvarum (S. cerevisiae PLL + CO,) fait partie de ces modalités.

2.2.3.4  Acidité volatile

L’acidité volatile a été dosée dans les vins dont la concentration en sucres résiduels était

inférieure a 2 g/L.
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Figure 47: Acidité volatile pour les différentes modalités testées
Les fermentations ont été effectuées en présence du mélange d’espéces non-Saccharomyces et de S. cerevisiae. Sc PLC : S. cerevisiae a
phase de latence courte ; Sc PLL: S. cerevisiae a phase de latence longue ; co-inoc : S. cerevisiae a été inoculée en méme temps que le
mélange d’espéces non-Saccharomyces; séq: S. cerevisisaie a été inoculée 24h aprés le mélange d’espéces non-Saccharomyces
(séquentiel). Dans le cas de Sc PLL, la co-inoculation a uniquement été effectuée. CO,: saturation du mo(t en CO, avant le démarrage de
la fermentation alcoolique ; Pdt F supplémentation du modt avec le produit commercial F.

Les plus fortes productions d’acidité volatile (figure 47) sont obtenues pour les modalités
impliquant le produit F et la souche a phase de latence courte de S. cerevisiae (0,2 g/L H,SO,). En
effet, I'analyse de corrélations (coefficient de Spearman au seuil de 5%) a mis en évidence une
corrélation positive entre la quantité d’acidité volatile et la présence du produit F (+ 0,76) lorsque
S. cerevisiae PLC a été utilisée en co-inoculation ou en séquentiel. Les autres modalités sont
caractérisées par des concentrations plus faibles en acidité volatile comprises entre 0,08 et 0,1 g/L

H,S0,.
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2.3 Discussion

La proportion entre les levures de I'espéce S. cerevisiae et les autres genres de levure du mo(t
varie en fonction de différents facteurs. Cependant, les non-Saccharomyces sont généralement
majoritaires et les premiéres heures de la fermentation alcoolique sont propices pour les isoler et
les détecter (Combina et al., 2005; Fleet, 2003; Heard and Fleet, 1985; Jolly et al., 2003a; Li et al.,
2010; Martini et al.,, 1996; Povhe Jemec et al., 2001). Les levures appartenant aux genres
Hanseniaspora et Candida, particulierement les especes H. uvarum et C. zemplinina, sont
majoritairement isolées et peuvent représenter jusqu’a 90% de la population totale. L'espece
Metschnikowia pulcherrima est traditionnellement présente dans les molts a des niveaux de
populations inférieurs aux genres précédents (2-10% de la population totale). Enfin, de nombreuses
especes de levures minoritaires peuvent également étre isolées des modts parmi lesquelles :
Torulaspora delbrueckii, Pichia kluyveri... La population de levures totales retrouvée dans les modQts
est généralement comprise entre 10* et 10° UFC/mL (Baleiras Couto et al., 2005; Combina et al.,
2005; Fleet, 2003; Li et al., 2010; Zott et al., 2008).

Depuis quelques années, de nombreuses études se sont intéressées aux facteurs influencant le
développement des levures non-Saccharomyces retrouvées dans les modts (Andorra et al., 2011;
Mendoza et al., 2008; Pretorius, 2000). Néanmoins, la plupart des travaux réalisés étudient le
comportement des levures en cultures pures ou en co-inoculation avec S. cerevisiae mais rarement

dans un mélange complexe de différentes especes.

Dans ce travail, nous avons reconstitué un mélange de 5 espéeces de levures non-Saccharomyces
isolées fréquemment des modts. Les taux d’inoculation choisis pour les 5 espéces permettent de
recréer les proportions retrouvées dans les modts : H. uvarum (3.10° cell/viables mL, soit 50% de la
population), C. zemplinina (10° cell viables/ mL, soit 17%), Metschnikowia spp. (10° cell viables/ mL,
soit 17%), T. delbrueckii (5 .10* UFC/mL, soit 8%) et P. kluyveri (5.10"° UFC/mL, soit 8%). Deux
souches de S. cerevisiae, une a phase de latence longue et une a phase de latence courte, ont été

ajoutées a ce dispositif expérimental.

*  Cultures pures

Dans une premiére partie, deux facteurs environnementaux ont été sélectionnés du fait de leur
capacité a:
e stimuler la croissance de espéces de levures non-Saccaharomyces d’intérét de notre

mélange (T. delbrueckii, Metschnikowia spp., P. kluyveri)
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* inhiber les espéeces indésirables (C. zemplinina et H. uvarum)
* ralentir la croissance de S. cerevisiae tout en assurant le bon déroulement de la
fermentation alcoolique
Ces deux facteurs sont la saturation du mo(t en CO, avant le démarrage de la fermentation
alcoolique et la supplémentation du mo(t avec le produit commercial, a base de dérivés de levure

(produit F).

o Impact de la saturation du moit en CO, sur la croissance des levures

Lors de la saturation du mo(t en CO, (1,2 g/L), la croissance de C. zemplinina, H. uvarum et P.
kluyveri a été fortement inhibée, alors que celle de T. delbrueckii et Metschnikowia spp. a été
stimulée. Un ralentissement de la croissance des deux souches de S. cerevisiae a également été

observé, sans perturber la fin de la fermentation alcoolique.

Le CO, est connu pour son effet antimicrobien. La présence de CO, dans le milieu entraine une
acidification du fait de sa dissociation en ions bicarbonate (HCO5), carbonate (CO5>) et hydrogéne
(H"). Le CO, est capable par diffusion simple de pénétrer a travers la membrane plasmique et de s’y
accumuler entrainant des modifications structurelles et fonctionnelles au sein de la membrane. Le
CO, et ses formes dissociées entrainent une acidification intracellulaire qui altére le fonctionnement
des enzymes. L'accumulation du CO, inhibe les réactions de décarboxylation mais stimule aussi
celles de carboxylation (Castelli et al., 1969; Garcia-Gonzalez et al., 2007; Haas et al., 1989; Hutkins
and Nannen, 1993; Jones and Greenfield, 1982; Lin et al., 1994; Okamoto, 1976; Spilimbergo et al.,
2005).

En 2005, Gunes et al., (2005) avaient étudié I'effet de CO, préssurisé sur le développement de
S. cerevisiae, H. uvarum et C. stellata mettant en évidence des différences de sensibilité, entre les
especes. Les différentes espéeces étaient inoculées dans du jus de raisin puis soumises a différentes
pressions et concentrations en CO, durant 5 minutes. Aprés 1h d’incubation, le dénombrement de
chaque espéce a été effectué. Ainsi, a 25°C et a la plus faible pression testée (6,9 MPa soit prés de
70 fois la pression atmosphérique), S. cerevisiae présentait la meilleure résistance suivie de
C. stellata puis H. uvarum. Dans nos conditions expérimentales (en saturant le mo(t sans étre ne
surpression), nous avons également pu mettre en évidence des différences de comportement vis a
vis du CO, en fonction des espéces. Ainsi, H. uvarum et P. kluyveri sont les especes les plus affectées
par la présence de CO, avec une forte inhibition de leur croissance (diminution de la vitesse de
croissance et de la population maximale, augmentation du taux de mortalité) et une diminution de

la vitesse maximale de fermentation et capacité fermentaire (quantité maximale de CO, dégagé). La
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croissance de S. cerevisiae et C. zemplinina est affectée mais de fagon moins marquée. C. zemplinina
présente cependant une sensibilité plus élevée avec une augmentation du taux de mortalité et une
diminution de la vitesse et la capacité fermentaire en présence de CO, ce qui n’est pas le cas pour S.

cerevisiae.

De fagon intéressante, deux espéces étaient stimulées en présence de CO,: T. delbrueckii et
Metschnikowia spp. Si le CO, peut avoir un effet inhibiteur, il est également indispensable a la
croissance microbienne (Rockwell and Highberger, 1927). Il joue le double role de substrat des
réactions de carboxylation et de produit des réactions de décarboxylation au sein du métabolisme
cellulaire. Ces réactions jouent un réle majeur lors de la néoglucogenese et lors de la synthese des
acides nucléiques, des acides tricarboxyliques du cycle de Krebs et de certains acides aminés. Les
produits résultant de sa dissociation sont également impliqués dans des réactions métaboliques.
Particulierement, I'ion bicarbonate est nécessaire au fonctionnement de certaines enzymes et
notamment l'acétyl-CoA carboxylase et la phophoenolpyruvate carboxylase. Chez les levures,
I'anhydrase carbonique permet l'interconversion du CO, en bicarbonate (Aguilera et al., 2005; Ueda
et al., 2008). Les levures exprimant cette enzyme peuvent générer suffisamment de bicarbonate
pour leur croissance a partir de faibles concentrations en CO,. En revanche, si I'anhydrase
carbonique est peu ou pas exprimée, la croissance est fortement inhibée si le milieu n’est pas
supplémenté en ions bicarbonate, ou en CO,. En effet, la dissociation naturelle du CO, permet de
libérer des ions bicarbonates dans le milieu. Chez les especes T. delbrueckii et Metschnikowia spp.,
une augmentation de la quantité d’acides gras cellulaires a été observée en présence de CO, par
rapport a la modalité témoin (tableau 19). La composition lipidique initiale du mo(t étant identique
(saturé ou pas en CO,), 'augmentation de la quantité de lipides est bien le résultat chez ces espéeces
d’un métabolisme plus actif de la levure pouvant étre lié a une meilleure activité de I'acétyl-CoA
carboxylase nécessaire a la formation de malonyl-CoA a la base de la biosynthese des acides gras. La
stimulation de la croissance de T. delbrueckii et Metschnikowia spp. lorsque le milieu est saturé en

CO, pourrait étre expliquée par un dysfonctionnement de I'anhydrase carbonique.

o La saturation du moit en CO, diminue la capacité fermentaire des levures non-

Saccharomyces

Une diminution de la capacité fermentaire en présence de CO, a été observée pour toutes les
levures non-Saccharomyces méme si elle n’implique pas toujours une inhibition de la croissance.
C’est le cas pour les espéces T. delbrueckii et M. pulcherrima (croissance stimulée). Ce découplage

entre croissance et fermentation peut étre expliqué par la faible concentration en oxygene dissout
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disponible au cours de la fermentation alcoolique. En effet, 'oxygéne est indispensable a la
biosynthése des acides gras insaturés et des stérols a partir du squaléne (précurseur), constituants
principaux de la membrane plasmique (Larue et al., 1980; Pfisterer et al., 1977; Strydom et al.,
1982). Plusieurs études ont mis en évidence qu’au cours de la fermentation alcoolique, la
composition lipidique de la membrane plasmique de la levure évolue, notamment du fait de
I'accumulation d’éthanol dans le milieu qui est corrélée a I'augmentation de la proportion d’acides
gras insaturés chez la levure S. cerevisiae (Agudo, 1992; Alexandre et al., 1994; Beaven et al., 1982;
Ghareib et al., 1988; Mishra and Kaur, 1991; Mishra and Prasad, 1989; Sajbidor and Grego, 1992;
Thomas et al., 1978; Walker-Caprioglio et al., 1990; You et al.,, 2003) et chez la levure
H. guilliermondii (Pina et al. 2004). Ces auteurs ont en effet mis en évidence que I'augmentation de
la proportion d’acide oléique et d’ergostérol était bien corrélée a une augmentation de la résistance
a I’éthanol chez H. guilliermondii mais pas pour H. uvarum et T. delbrueckii. Si la biosynthése de ces
composés, acides gras insaturés et stérols, est moins efficace du fait de la faible concentration en
oxygene dissout, la résistance a I’éthanol des levures peut étre diminuée et donc leur capacité
fermentaire réduite.

Les variations observées en présence de CO, par rapport a la modalité témoin au niveau de la
composition en acides gras insaturés (tableau 17) et stérols (tableau 18), semblent confirmer cette
hypothése. En effet, en présence de CO,, nous avons constaté une diminution de la proportion
d’acides gras insaturés (AGI/AGS) chez C. zemplinina et Metschnikowia spp. et une diminution de la
guantité totale de stérols chez C. zemplinina, T. delbrueckii, H. uvarum et P. kluyveri. L’analyse des
corrélations a révélé que la capacité fermentaire des non-Saccharomyces était corrélée a la quantité
totale de stérols chez C. zemplinina et H. uvarum, a la proportion d’ergostérol chez T. delbrueckii, a
la proportion d’acides gras insaturés chez Metschnikowia spp., et enfin a la proportion de squaléne
chez P. kluyveri. Ces résultats soulignent que la capacité fermentaire des non-Saccharomyces était
liée a leur compostion lipidique ce qui n’a pas été observé chez les deux souches de S. cerevisiae

dans nos conditions expérimentales.

o La supplémentation du produit commercial F modifie le comportement des levures

au cours de la fermentation et leur composition lipidique

L'impact de la supplémentation du produit F a été trés variable selon les espeéeces. Sa
supplémentation au début de la fermentation a ralenti la croissance de S. cerevisiae en diminuant la
vitesse maximale de croissance (S. cerevisiae a phase de latence longue) et la capacité biotique pour

les deux souches de S. cerevisiae, sans impacter leur capacité fermentaire. Cette supplémentation a
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également ralenti la croissance des especes de non-Saccharomyces indésirables (C. zemplinina et H.
uvarum) en diminuant leur vitesse maximale de croissance et retarde le démarrage de la
fermentation (augmentation de la durée de la phase de latence de fermentation). La présence du
produit F permet d’augmenter la vitesse maximale de croissance de Metschnikowia spp. et de
diminuer sa mortalité. Enfin, malgré une diminution de leur vitesse maximale de croissance,
I’enrichissement du molt avec le produit F permet d’augmenter la capacité biotique de T.

delbrueckii et P. kluyveri et de diminuer leur taux de mortalité.

L'ajout du produit commercial F permet de supplémenter le mo(t en acides gras insaturés
(acides palmitoléique C16 :1 et oléique C18 :1), en zymostérol et ergostérol, ainsi qu’en acides gras
saturés (acide palmitique C16 et stéarique C18). L’analyse de la composition lipidique des cellules
en fin de fermentation en présence du produit F a permis de mettre en évidence des variations par
rapport a la modalité témoin (sans supplémentation), suggérant que les lipides du produit ont bien
été assimilés. Ces résultats confirment des études antérieures montrant que les levures, y compris
les non-Saccharomyces, sont capables d’assimiler les lipides exogenes au cours de la fermentation
alcoolique (Beltran et al., 2008; Landolfo et al., 2010; Luparia et al., 2004; Pina et al., 2004; Reddn et
al., 2009; Rodrigez et al. 1982; Torija et al., 2003).

Chez T. delbrueckii, Metschnikowia spp. et C. zemplinina une diminution de la quantité d’acides
gras a été observée en présence du produit F. Une diminution de la quantité de stérols (hors
squaléne) a également été observée chez C. zemplinina et S. cerevisiae. Ce phénomene avait déja
été observé par Reddn et al. (2009), qui avaient mis en évidence une diminution de la quantité
totale de lipides membranaires de S. cerevisiae lorsque le modt est supplémenté en lipides
exogénes. Une diminution de la proportion d’acides gras insaturés a été observée chez
Metschnikowia spp., C. zemplinina, P. kluyveri et S. cerevisiae. L’analyse des corrélations a permis de
mettre en évidence une corrélation positive entre la diminution de la capactié biotique de
S. cerevisiae observée en présence du produit F et la proportion des acides gras mono-insaturés

(MUFA) et le rapport AGI/AGS.

La présence du produit F a contribué a augmenter la proportion en ergostérol chez S. cerevisiae
ce qui n'est pas le cas chez C. zemplinina. En effet chez cette derniére le zymostérol a
préférentiellement été incorporé. Cette augmentation de la proportion en zymostérol chez
C. zemplinina est corrélée positivement a 'augmentation du taux de mortalité et la diminution de la
capacité fermentaire. Chez S. cerevisiae, la diminution de la capacité biotique était corrélée a

I'augmentation de la proportion en phytostérols. Ces résultats confirment des travaux précédents
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ayant mis en évidence que lI'accumuation phytostérols avaient un impact sur la croissance de
S. cerevisiae et pouvaient méme conduire a des arréts de fermentation (Luparia et al., 2004; Rozes,
1992). Chez cette espece nous avons montré qu’il existe aussi une corrélation entre la proportion
de squaléne et le taux de mortalité.

Si une diminution de la quantité de totale stérols a été observée chez C. zemplinina et
S. cerevisiae, une augmentation a été mise en évidence chez les autres espéces : T. delbrueckii,
Metschnikowia spp., P. kluyveri et H. uvarum. Chez T. delbrueckii, une augmentation de la
proportion de I'ergostérol est corrélée a I'augmentation de la capacité fermentaire de cette espéce.
Chez P. kluyveri, la vitesse maximale de croissance, qui diminue fortement en présence du produit F

est corrélé négativement a la proportion de squaléne.

Il est important de noter que le produit F est un dérivé a base de levure. Si ce produit est riche
en lipides, sa supplémentation dans le mo(t apporte également d’autres nutriments essentiels pour
la croissance (oligo-éléments, minéraux, vitamines...). La composition lipidique du produit F ne
permet pas donc d’expliquer toutes les variations observées au niveau des parametres de

croissance et de fermentation.

*  Cultures mixtes

o Le choix de la souche de S. cerevisiae et le moment d’inoculation impactent le

développement des levures non-Saccharomyces

La co-inoculation avec la souche S. cerevisiae a phase de latence courte a limité fortement le
développement levures des non-Saccharomyces. Cette inhibition a déja été observée par de
nombreux auteurs. Différents mécanismes d’interactions peuvent étre impliqués en fonction des
especes expliquant la dominance de S. cerevisiae : competition pour les nutriments, production de
composés toxiques, effet densité, cell-cell contact... (Fleet, 2003; Holm Hansen et al., 2001; Nissen
and Arneborg, 2003; Nissen et al., 2003; Renault et al., 2013; Strehaiano et al., 2008). De plus, du
fait de sa capacité a démarrer rapidement la fermentation alcoolique (moins 20h), on peut penser
qgue le CO, dégagé au début de la réaction, qui entraine une saturation, pourrait aussi contribuer a
ces inhibitions. C. zemplinina, H. uvarum et P. kluyveri qui présentaient une forte sensibilité au CO,
en culture pure pourraient donc étre inhibées. Dans le cas de la saturation du milieu en CO, via le

métabolisme de S. cerevisiae, cette saturation est plus lente (quelques heures) contrairement a nos
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conditions expérimentales ou elle était obtenue en 7 minutes par ajout de CO, gazeux exogéne, ce
qui constitue un stress plus important.

Lorsque la méme souche de S. cerevisiae est utilisée en inoculation séquentielle (addition 24h
aprées le mélange de levures non-Saccharomyces), une meilleure croissance de toutes les espéces de
non-Saccharomyces a été observée, puis leur population chute dés que S. cerevisiae commence sa
croissance. En inoculation séquentielle, les espéces H. uvarum, P.kluyveri/T. delbrueckii et
C. zemplinina présentaient une croissance plus importante que celle de Metschnikowia spp. Ces
guatres premieres espéces ayant les vitesses de croissance les plus élevées en culture pure (0,21,
0,18, 0,14 et 0,13 UFC/mL/h, annexe 2) ont donc été favorisées lors de I'inoculation tardive de
S. cerevisiae. Cependant, I'inoculation séquentielle de la souche a phase de latence courte de
S. cerevisiage n’a pas permis de terminer la fermentation dans nos conditions. Cet arrét était
sGrement d{ au développement important des levures non-Saccharomyces et donc a |'épuisement
du milieu en nutriments indispensables a S. cerevisiae.

L'utilisation de la souche a phase de latence longue de S. cerevisiae a permis a la fois de stimuler
le développement des levures non-Saccharomyces (H. uvarum et P.kluyveri/T. delbrueckii) et
d’achever la fermentation alcoolique. Cependant, une croissance plus importante de H.uvarum
(espéce non désirée) a été observée en présence de S. cerevisiae a phase de latence longue, par
rapport aux autres modalités. Cette forte croissance de H. uvarum (7,2.10” UFC/mL) en présence de
S. cerevisiae a phase de latence longue pourrait étre expliquée par le métabolisme soufré spécifique
de cette derniere. En effet S. cerevisiae a phase de latence longue posséde une pompe a sulfites
permettant de relarguer le SO, dans le milieu déficiente contrairement a la souche S. cerevisiae a
phase de latence courte (Zimmer, 2013). Cette souche est alors capable d’incorporer le SO, libre
dans sa cellule mais pas de le faire ressortir. La conséquence directe de ce dysfonctionnement est
une diminution de la concentration en SO, libre dans le milieu, ce qui est favorable pour H.uvarum,

connue pour étre sensible au SO, (Albertin et al., 2014a).

o La supplémentation du moiit avec le produit F favorise le développement de

C. zemplinina et H. uvarum

Nous avons pu constater que indépendamment de la souche de S. cerevisiae et du mode
d’inoculation, le démarrage de la fermentation alcoolique est systématiquement plus rapide en
présence du produit F seul. Cela est expliqué par le fait que le produit F stimule le développement
de deux espéces de levures non-Saccharomyces qui vont initier la fermentation alcoolique :

C. zemplinina et H. uvarum. Concernant S. cerevisiae, la supplémentation du produit F a entrainé
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une chute de viabilité plus importante de la souche a phase de latence courte et un ralentissement
de la phase de latence de la souche a phase de latence longue, sans toutefois perturber le

déroulement de la fermentation alcoolique.

o La saturation du moit en CO; associée a I'utilisation de la souche S. cerevisiae
a phase de latence longue favorise le développement des espéces non-

Saccharomyces d’intérét : P. kluyveri/T. delbrueckii

Parmi les douze combinaisons testées, associant la nature de la souche de S. cerevisiae, le mode
d’inoculation, la saturation du mo(t en CO, et la supplémentation avec le produit F, deux
combinaisons ont permis de favoriser les espéces de levure non-Saccharomyces d’intérét. Il s’agit
des modalités : S. cerevisiae a phase de latence longue avec et sans saturation en CO,. Cependant,
I'utilisation de la souche de S. cerevisiae a phase de latence longue sans saturation du milieu en CO,
a également favorisé les especes indésirables C. zemplinina et H. uvarum.

La combinaison retenue (CO, + S. cerevisiae a phase de latence longue) a permis de stimuler
P. kluyveri/T. delbrueckii (espéces non différenciées sur milieu WL) mais pas Metschnikowia spp. En
effet, en culture pure, cette derniéere, est caractérisée par une vitesse maximale de croissance plus
faible que les autres espéces ce qui la défavorise. En culture pure, la croissance de T. delbrueckii
était stimulée en présence de CO, contrairement a P. kluyveri. Ces observations permettent de

supposer que T. delbrueckii a dominé P. kluyveri dans ces conditions.

La concentration du 3SH des vins en présence de S. cerevisiae a phase de latence longue, avec
ou sans saturation en CO,, a été augmentée par rapport aux autres modalités. En effet, on peut
noter que la concentration finale en 3SH, dans le cas de la modalité S. cerevisiae a phase de latence
longue avec saturation en CO,, a doublé par rapport a la méme modalité avec la souche a phase de
latence courte (1111 ng/L avec Sc PLL et 547 ng/L avec Sc PLC). La stimulation de la croissance des
especes P. kluyveri/T.delbrueckii peut expliquer cette forte augmentation. En effet ces deux espéces
sont connues pour libérer des quantités importantes de thiols volatils (Anfang et al., 2009; Sadoudi
et al., 2012; Zott et al., 2011). De plus, comme nous |'avons évoqué précédemment, la souche T.
delbrueckii Alpha est capable de métaboliser des quantités trés importantes de précurseur
glutathionylé. Cela se traduit par une augmentation du relargage du précurseur cystéinylé dans le
milieu extracellulaire (issu de la dégradation de la forme glutathionylée), qui pourra étre métabolisé
par S. cerevisiae, expliquant probablement l'augmentation de la libération de 3SH en fin de

fermentation alcoolique.
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Conclusion générale et perspectives

La premiere partie de ce travail avait pour objectif de mieux comprendre les phénomenes
d’interactions lors de l'utilisation de multi-starters (S. cerevisiae et les levures non-Saccharomyces)
au cours de la fermentation alcoolique, en prenant comme modeéle le couple Torulaspora
delbrueckii Alpha/Saccharomyces cerevisiae X5. Les deux souches de cette étude sont
commercialisées par la société Laffort qui a financé ce travail. Dans la deuxiéme partie, nous avons
étudié I'incidence de deux facteurs environnementaux sur le développement de la communauté de

levures non-Saccharomyces.

Afin d’étudier les interactions entre T. delbrueckii et S. cerevisiae, I'’ensemble des fermentations
a été réalisé en fermenteur double compartiment, développé récemment au laboratoire (Renault et
al., 2013). Les deux compartiments sont séparés par une membrane centrale permettant le passage
du milieu mais pas des microorganismes, I'homogénéisation rapide du milieu entre les deux
compartiments étant assurée par un systeme de pompe péristaltique. La régulation de la
température et le suivi de la cinétique de fermentation se font de maniére automatisée et des
prélevements réguliers ont permis d’effectuer le suivi des populations. Cet outil a permis de
confirmer I'existence d’un phénoméne de type «cell-cell contact» entre T. delbrueckii et
S. cerevisiae, déja évoqué lors d’études précédentes (Ciani and Comitini, 2015; Fleet, 2003; Nissen
and Arneborg, 2003; Nissen et al., 2003; Renault et al., 2013), les deux espéces n’ayant pas un
comportement similaire avec ou sans séparation. De plus, par rapport aux cultures pures de
S. cerevisiae, une diminution de la concentration en 4MSP a été observée dans les cultures mixtes
et une augmentation de 3SH lorsque les deux espéeces sont cultivées séparément. Enfin, la présence
de T. delbrueckii permet également d’augmenter la note fruitée des vins du fait de 'augmentation
de certains esters mineurs tels que le propanoate d’éthyle, le dihydrocinnamate d’éthyle et
I'isobutanoate d’éthyle, confirmant les travaux récents de Renault et al. (soumis), avec le méme
couple de souches.

Afin de mieux comprendre ces phénomenes d’interactions, une analyse protéomique est en
cours. Elle devrait permettre de déterminer quelles familles ou voies métaboliques sont affectées
par la séparation. L’analyse des protéines impliquées dans le stress ou I'apoptose fera I'objet d’'une

attention particuliere.

Dans une deuxieme partie, dans un contexte ou de plus en plus d’oenologues ont fait le choix

de revenir a des fermentations spontanées, en limitant l'utilisation de levures exogénes, une
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meilleure connaissance des facteurs environnementaux influengant le développement des levures
S. cerevisiae et non-Saccharomyces dans un mélange est nécessaire. Dans ce travail, I'impact de la
saturation en CO, et de la supplémentation du moQt avec un produit commercial a base de dérivé
de levure (produit F) sur la croissance de cing especes de levures non-Saccharomyces
(T. delbrueckii, Metschnikowia spp., P. kluyveri, C. zemplinina et H. uvarum) a été étudié, en culture
pure puis en mélange. A ce dispositif deux levures S. cerevisiae ont été ajoutées : I'une ayant une
aptitude a démarrer rapidement la fermentation alcoolique (a phase de latence courte) et I'autre a
phase de latence longue.

Ces deux facteurs, étudiés séparément, ont permis de ralentir la croissance de S. cerevisiae et
celle de deux espéces indésirables C. zemplinina et H. uvarum.

Le CO, permet de stimuler la croissance de T. delbrueckii et Metschnikowia spp. et inhibe celle
de P. kluyveri. Une diminution de la capacité fermentaire de toutes les espéces de levures non-
Saccharomyces a été observée en présence de CO,, probablement liée a la diminution de Ia
proportion d’acides gras insaturés et/ou de la quantité de stérols, susceptibles d’étre impliqués
dans la résistance a |’éthanol. Concernant S. cerevisiae, sa capacité fermentaire n’a pas été
impactée.

La supplémentation du produit F a permis quant a elle de stimuler le démarrage de la croissance
de Metschnikowia spp. et d’améliorer la survie de T. delbrueckii et P. kluyveri. Une grande variabilité
est observée au niveau de la composition lipidique cellulaire des levures non-Saccharomyces. Des
corrélations positives ou négatives, ont été observées entre certains parametres de croissance et de
fermentation et la composition lipidique cellulaire des levures. Cela concerne toutes les espéces de

levures non-Saccharomyces étudiées et |'espece S. cerevisiae.

Nous avons également montré que I'utilisation d’une souche de S. cerevisiae a phase de latence
longue, en présence des cing espéces de levures non-Saccharomyces permettait a la fois de stimuler
la croissance de ces dernieres (par rapport a l'utilisation d’une souche de S. cerevisiae a phase de
latence courte), tout en sécurisant la fermentation alcoolique. Par contre, I'utilisation de la souche
de S. cerevisiae a phase de latence courte en inoculation séquentielle conduit généralement a des
arréts de fermentation, du fait du développement important des levures non-Saccharomyces (forte
compétition pour les nutriments, production de composés toxiques...). En présence de la souche
S. cerevisiae a phase de latence longue, sans saturation du mo{t en CO,, nous avons observé une
croissance importante de l'espece H. uvarum. Cela peut s’expliquer par le fait que la souche
S. cerevisiae a phase de latence longue posséde une pompe a sulfites déficiente et donc rejette peu
de SO, dans le milieu. Dans ces conditions H. uvarum, une espeéce sensible au SO, libre dans le mo(t,

est favorisée. De plus, d’autres auteurs ont suggéré que H. uvarum était capable de maintenir une
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population élevée jusqu’a ce que S. cerevisiae atteigne une certaine densité de population. D’autres

investigations sont nécessaires pour vérifier ces deux hypotheses.

Enfin, I'utilisation de la souche a phase de latence longue de S. cerevisiae couplée a la saturation
rapide du modt en CO, avant le démarrage de la fermentation a permis a la fois de stimuler
P.kluyveri/T. delbruecki, espéces présentant un intérét en cenologie (production de thiols volatils,
d’esters impliqués dans la note fruité des vins...) tout en inhibant C. zemplinina et H. uvarum,
especes pouvant impacter négativement la qualité du vin (production de composés soufrés,
d’acétate d’éthyle, d’acide acétique...). L'analyse des thiols volatils a permis également de souligner
I'intérét de cette combinaison (inoculation avec S. cerevisiae a phase de latence longue dans un
mo(t saturé en CO,). En effet, dans ces conditions, la concentration finale en 3SH dans les vins a
doublé par rapport a la méme modalité avec la souche a phase de latence courte (1111 ng/L avec Sc
PLL et 547 ng/L avec Sc PLC). Cette augmentation est expliquée par la stimulation de P.kluyveri/T.

delbrueckii, deux especes fortes productrices de thiols.

Enfin, afin de mieux comprendre I'impact du CO,, notamment lors de la stimulation de T.
delbrueckii et Metschnikowia spp., il serait intéressant d’étudier I'incidence de la supplémentation
du milieu en ions bicarbonates, afin de déterminer si la présence de CO, dans le milieu permet a la
levure de pallier a un dysfonctionnement de |'anhydrase carbonique, enzyme qui effectue
I'interconversion du CO, en bicarbonate. Les ions bicarbonates sont en effet nécessaires au
fonctionnement de certaines enzymes et notamment I'acétyl-CoA carboxylase ou la

phophoenolpyruvate carboxylase.

Ces travaux de these ouvrent de nombreuses perspectives.

En effet nous confirmons qu’il existe des interactions de type « cell-cell contact » entre les
especes S. cerevisiae et T. delbrueckii. Une meilleure connaissance de ces interactions, a 'issue de
I'analyse protéomique, devrait permettre dans l'avenir de mieux gérer les fermentations
alcooliques lors de I'utilisation de ces deux espéces (multi-starters).

Ces travaux montrent également sur un mélange de cing espéeces levures non-Saccharomyces
gu’il est possible en modifiant des facteurs environnementaux d’impacter la communauté de
levures non-Saccharomyces. Le choix de la souche de S. cerevisiae et le moment d’inoculation sont
également des parametres a prendre en considération. Une meilleure connaissance des besoins
nutritionnels des levures non-Saccharomyces, notamment des espéeces présentant un intérét, est

devenue indispensable.
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Annexe 2: Parametres de croissance et de fermentation des différentes espéces de non-Saccharomyces
et S. cerevisiae en culture pure en présence de CO,, d’azote et des produits commerciaux A, Cet F

. . Vitesse
Vitesse maximale - Phase de . X
. A Taux de mortalité maximale de | CO, maximum
. de croissance Capacité biotique latence A i )
Condition . (nombre de cellules . fermentation dégagé
(cell (cell viables/mL) mortes/h) fermentation (€O @)
viables/mL/h h 2
/mL/h) (h) dégagé/L/h)
Témoin 0,13° + o003| 1,6E+08° + 82e+06| 86E+05° + aoes0s| 17,7° + os| 1,077 : oo3| 83,0° + o0
co, 0,08° + o001| 9,6E+07° + 24e+06| 2,56+05° : 32ev04] 21,9° + 03] 086" : 002| 833 : o6
S. cerevisiage | N, 0,12° + o004 1,4E+08bc + 94£+06| 2,6E+05° + 15E408 18,6° + 13 1,07° + 004 83,0° + 00
PLC
Produit A 0,08° + o002| 1,9E+08° : s2e06| 6,3E+05° + 12e«0] 17,5° + 09| 1,007 + o00| 830" + o7
Produit C 0,14° + o002| 1,6E+08™ + a7es08| 5,3E+05° + 11es04] 20,9° : o8| 1,08 : oo1| 82,1° + 19
Produit F 0,15 + o004| 1,06+08° + 15e+08| 3,6E+0d° & 11e+0a| 31,9° + 01| 1,05 & o001 85,6° + 05
Témoin 0,09° & o01| 1,8E+08" + oart0s| 8,8E+05° + 31E+05 68,5 : 04 0,79° + 001 853" + 00
co, 0,05° + 003 1,56+08™ + a47e+06| 2,1E+05° : ese+04| 84,0° + 34| 093" : 002 8577 : o7
s. cerevisiage | N, 0,09° + o002| 1,4E+08™ + 1,0e407| 2,9E+05° + aoe+0a| 682 + 02| 0,79 & 001 853 : o0
PLL Produit A 0,05 + o002 1,4E+08™ :+ 23e+06| 6,1E+05° + 6sec04| 66,2° + 09| 0,95 : 002| 852" + o9
Produit C 013" + o001 1,56+08™ + gorios| 2,3E405° :+ 3opi0s| 8247 & 14| 092° i 02| 8247+ 04
Produit F 0,05 + o000| 1,3E+08° : s2e06| 1,3E+05° : e6e0a| 77,8 :+ 06| 0,86° : 002| 849" + 33
Témoin 0,14° + o003| 1,6E+08° : s82es05| 3,0E405" & 14ec08| 256° + 02| 0,66™ : 004| 67,76° = o2
co, 019" + o004 1,8E+408% + 22606 9,1E+05" + 76es04| 29,5° :+ 22| 0,65 + 00| 60,08 : o7
— L 005" + o002| 956407 & saee0s| 3,1E+05° + 72ee0a| 288" & 09| 059 i 002| 60,565 & 14
. u 1
Produit A 0,08 + 003 1,0e408° + a4e+08| 85E+05° + 1aee0s| 250° + 04| 0,64° + 003| 67,38° : o2
Produit C 0,14° + o003| 1,06408° + 47es08| 1,9E+05° + 22e+04| 25,3° & 04| 0,68™ + 003| 67,72° + 01
Produit F 0,07° + o003 2,06408° & ooe+00| 1,3E+05° & 3ae+04| 253° + 01| 0,68 + 002| 72,68° + 03
Témoin 011° + oo1| L,0E+08° + a47es0s| 45E405° & guevos| 222° & 21| 057 i o0s| 52,86° + 14
co, 013" + 003 1,56+08° + 77ew06| 4,7E+05" + 18es04| 459° + 10| 0,37 + oos| 3633° + 21
Metschnikowia | N, 0,06° + 003| 4,1E+07° + 376408 1,56+05° + 1se+04| 48,77 + 16| 0,20° & 001| 36,68° + 13
sPp- Produit A 0,09° + o00s| 51E+07° + ase+08| 1,9E405™ + o99e+03| 31,0° + 23| 0,27° & 002| 49,41 + 37
Produit C 0,04° + ooa| 7,96407" & soe06| 788404 1 3api0a| 339° & 04| 029 i 000| 47,40° & op
Produit F 0,13° + o002| 4,86407% + 316406 6,3E+04° : 14es0s| 233° : o8| 034" : o01| 61,93 : o6
Témoin 0,11° + o003| 1,96+08" + a7es08| 2,8E+05° + seev0a| 22,3° & 31| 0,74™ + 013| 60,06° + os
co, 0,12b + 0,06 8,7E+07f +  1,2E+06 3'»,7E+OSGI +  2,3E+04 39,5b + 40 0,36cd + 001 52,26° + 03
C. zemplinina N, 0,21° + o0s| 1,3E+08° :+ 94«06 3,4E+05d +  1,2E+04 49,8° :+ 43 0,30d + 002| 5034° &+ 13
ProduitA | 0,12° + o002 3,36+408" + 126+07| 1,4E406° : aser0a| 305 : 15| 0927 : 003| 80,32° : o5
Produit C 0,09° + o00s| 3,7E+08° + 11e+07| 9,5E+05° & 1seeos| 27,4° + 23| 0,70° & 00a| 77,27° + os
Produit F 0,09° + o001| 2,2E+08° + 14e+07| 5,0E405° + s7e+04| 30,0 + 07| 0,57 & 002| 60,83° & 02
Témoin 0,18 + o01| 46E+07° i 19me06| 7.5E+04° : 17es0s| 32,1° & os| 023 i 002 2499° + 10
Co, 0,00 + o00s| 2,56+07% + 12e+06| 9,1E+04° + 34e03| 759° + 49| 0,09° + o00| 7,99 + 11
P kiupveri | N2 0,15 + o001| 4,2E+07° + 126006 7,9E404° : soes02| 52,6° + 10| 0,09 + o01| 10,15 + o3
Produit A 0,10 + o004| 8,6E+07° + sae0| 2,06405° + 63e«0a| 458 + s2| 0,23" + o01| 36,20° + 17
Produit C 012" . 0,03 5,6E407° & 82e+05| 1,4E+05° + s50F+04 31,9° . 26| 023" & 002| 36,90° + 18
Produit F 0,12° + o009| 59E+07° + 26e+06| 4,6E+04° + 7sew03| 451 + 20| 0,11° + ooa| 37,73" + o3
Témoin 0,21° 003| 4,2E407° 1+ 12ks08| 3,5E+04° & eaps03] 321° : os| 012° & oos| 1824° + 23
co, 0,06° 0,04 7,96+06" + 37e05| 3,8E+04° . 21403|  60,0° & 32 0,04° 4 0,02 6,20° &+ 17
H. uvarum N, 0,03° + o002| 1,7E+07° + a2es08| 1,2E+05° + 14ev0a| 42,2° &+ 28] 0,05° £ 002 7,12° + 26
: ProduitA | 007" + o03| 1,86407° + 36e+05| 7,9E404° : 1se03| 14,4° + 19| 0,03° : o01| 9,85 : 3.
Produit C 0,26° + o002| 4,1E+07° + 28e+06| 4,56+04° + 23m03|  25,4% + 34| 0,12 : 00s| 26,81° + 23
Produit F 0,15° + o007 2,8E407° 4 1,3e406| 5,4E+04° + 11403 33,1° &+ 41 0,05" 4 0,03 6,43° . 1,2
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