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Résumé

Pour une bonne maitrise de la fermentatialolactique (FML) en vinification, il est important
d’étudier les différents types d’interactions ponivaxister entre les souches 8accharomyces
cerevisiae et d'Oenococcus oenid’identifier les phénomenes et les molécules gui sont
responsables et de définir la fagon pertinenteéderde procédé notamment pour I'inoculation de
ces souches.

Dans ce travail, nous avons testé plusieamples levure-bactérie en appliquant deux stragégie
d’inoculation différentes : cultures séquentielles co-cultures, dans des milieux synthétiques
liquides simulant les milieux naturels. Pour leftures séquentielles, les bactéries lactiques t@nt €
ensemencees a la fin de la fermentation alcookdoies que pour les cultures mixtes les levures et
les bactéries ont été ensemencées simultanément.

La réalisation des cultures séquentiellegrans de quantifier I'inhibition ou la stimulatiaie
la FML en fonction des souches sélectionnées damsuple.

Nous avons pu mettre en évidence que litioibide la FML peut étre en partie due a des
peptides inhibiteurs, piste peu exploitée jusqu'dsent. La caractérisation partielle de deux
peptides inhibiteurs synthétisés par deux souckdswlire a pu étre réalisée. Cet effet inhibiteur s
rajoute a celui de certaines molécules inhibitrid&s connues.

Comme alternative aux cultures séquentiellies, cultures mixtes de certains couples ont été
réalisées dans un bioréacteur a membrane, outiudgé dont l'avantage est de séparer
physiquement les souches tout en permettant 'hém&igation du milieu. Pour certains couples, la
co-inoculation a pu améliorer le rendement de |d_l&ins risque de déviation.

Les résultats montrent que le choix du colglare-bactérie est un critéere trés important dans
réussite de la FML. La réalisation de la co-cultpeait étre intéressante pour certains couples. En
revanche une interaction positive a pu étre obsepatir d’autres couples dans le cas de cultures
séquentielles. Cette stratégie classique peut étogsconservée.

Mots clefs :SaccharomyceserevisiaeQenococcus oenfermentation malolactique, cultures

séquentielles, co-cultures, bioréacteur a membranicules inhibitrices.



Abstract

A good control of malolactic fermentatidvil(F) during vinification, implies first to study &
different kinds of interactions which may occur weén Saccharomyces cerevisiaand
Oenococcus oersitrains, second to identify the molecules respasif these interactions and third
to define the pertinent way of running the proaasisbly in what concerns the inoculation of these
strains.

In this work, we have tested several ybasteria couples by applying two different
inoculation strategies: the sequential fermentaéiod the co-culture, using synthetic liquid media
which composition simulates natural ones. Whildrduthe sequential fermentations, the lactic acid
bacteria were inoculated at the end of the alcoh@imentation; both yeasts and bacteria were
inoculated simultaneously during the co-culture.

The sequential fermentations allowed usuangjfy the inhibition or stimulation of the MLF
depending on the choice of the strains within got®u

We have also showed that the inhibition dfAvtan be partially due to inhibitory peptides in
addition to some classical inhibitory moleculesatty described. The partial characterization of
two inhibitory peptides synthesized by two yeastiss was carried out in this work. This factor
has not been intensively investigated till now.

As an alternative for sequential fermentatjao-cultures of certain couples were carriediut
a membrane bioreactor which advantage was to Keestrains physically separated while the
medium was homogenous. For certain couples, theultore strategy improved the MLF output
without a risk of deviation.

Results show that the choice of a yeast-bacteuple constitutes an important criterion toe t
success of MLF. The co-culture can be interestiog dertain couples. However, a positive
interaction was observed with other couples indage of sequential fermentation. Therefore, this

classical strategy has to be maintained.

Keywords: SaccharomyceserevisiaeQenococcus oenmalolactic fermentation, sequential

fermentations, co-cultures, membrane bioreactbibitory molecules.
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Introduction

La vinification consiste en une biogtrmation du jus de raisin en vin et fait intemve
des phénomeénes physiques, biochimiques et biolegigomplexes ainsi que plusieurs types de
micro-organismes, chacun ayant sa spécificité er8le particulier. Elle comprend essentiellement
deux étapes biologiques ; la fermentation alcoeliqfrA) suivie dans certains cas par la
fermentation malolactique (FML). La FA consiste dém transformation par les levures,
principalementSaccharomyces cerevisig8. cerevisiag des sucres du modt (glucose et fructose)
en éthanol et en dioxyde de carbone. Puis dangriesouges et dans certains vins blancs secs de
garde et/ou trés acides, une deuxiéme étape hiplegia FML, peut avoir lieu a la fin de la FA si
les conditions sont favorables. La FML consistausa décarboxylation enzymatique de I'acide L-
malique en acide L-lactique par les bactériesdaess, principalemer®enococcus oerO. oen).

Ceci se traduit par une diminution de I'aciditéwitu qui conduit a un net assouplissement gustatif.

Cependant, la FML ne se résume pas asimple diminution de l'acidité, caD. oeni
participe également a la complexité du vin. En tefteitre I'acide malique, d’autres substrats
(glucides, acides organiques, composés azotés..t) rmétabolisés au cours de la FML. Par
exemple, l'acide citrique est métabolisé en acétt®xaloacétate. L'oxaloacétate est ensuite
transformé en pyruvate qui donne de l'acétate,adtate, du diacétyle, de I'acétoine et du 2,3-
butanediol. Ainsi le métabolisme des bactériesiaes conduit a la synthése de produits
secondaires qui ont un impact sur les qualitésnmigptiques du vin. La FML joue également un
réle dans la stabilité microbiologique du vin. Tesites caractéristiques soulignent I'importance de
cette étape dans le procédé de vinification.

Généralement, la FML est déclenchée sp@ment a la fin de la FA par les bactéries
indigenes du modt, mais le moment de son déclenehirsa durée et son accomplissement restent
aléatoires et ne sont pas toujours garantis. Cscidé a lintervention de plusieurs facteurs
inhibiteurs de la FML allant du raisin lui-méme ifgoosés phénoliques) aux conditions physico-
chimiques contraignantes du milieu a la fin de k (aible pH, température, déficience en
nutriments, molécules inhibitrices relarguées gar levures comme I'éthanol, le §Qes acides
gras saturés a chaine moyenne, les protéines, eto. ppssant par les pratiques de vinification
(pratiques de cave, sulfitage, débourbage, élesagkes, etc...).

Par ailleurs, les connaissancesiaegisur la physiologie et le métabolism®.dbeniont
permis de développer des levains bactériens denfacoontréler la population et la nature des
micro-organismes conduisant la FML. Parmi les meede sélection de ces bactéries, on trouve la
tolérance a l'acidité et a I'éthanol, la résistano& phages, la non-production d’amines biogenes et

de défauts olfactifs, une bonne croissance baot@&iaine cinétique rapide et réguliere de
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dégradation de lI'acide L-malique dans le vin, etcaidvimalgré la mise sur le marché de souches
commerciales sélectionnées adaptées aux contrai@j@sitées, et malgré les connaissances sur les
facteurs qui affectent la croissance bactérienna ebnsommation de I'acide malique, il arrive de
facon occasionnelle et tout a fait fortuite que-ML ne se déclenche pas ou qu’elle ne soit pas
completement achevée. Ceci peut étre di a un édbellensemencement souvent lié a une
mauvaise procédure de préparation ou d’inoculatiotevain. Mais d’autres raisons existent aussi,
notamment les interactions entre les bactériegjlaes et les autres micro-organismes du vin.

Plus particulierement, les interactie@rgre les souches @. oeniet les souches ds.
cerevisiaeresponsables de la FA et qui constituent le facf@incipal pouvant influencer le
déroulement de la FML, ont suscité lattention défécents chercheurs. Différents types
d’interactions ont ainsi été établis : absencetefaction, inhibition et/ou stimulation des baaéri
par les levures.

Pour leur évaluation, il existe deshiniques microbiologiques classiques sur milieux
solides, basées sur celle des antibiogrammes, ftamh@ne mise en évidence qualitative de ces
interactions. Mais les résultats de ces techniquessont pas tout le temps extrapolables en
conditions réelles de vinification. De plus, cestmées ne nous permettent pas de quantifier
l'interaction d’ou la nécessité de passer en miliguides synthétiques ou naturels. A ce niveau,
I'évolution de la biomasse bactérienne et levurgepeut étre suivie et mesurée et les molécules
responsables des interactions peuvent étre idsegifet dosées. Cependant, la compréhension de ces
interactions et l'identification des molécules gui sont responsables ainsi que leur mode d’action
ne sont pas encore toutes maitrisées.

Ce travail a pour objectif d’apportere contribution a I'étude des interactions etdse
levures S. cerevisiaeet les bactéries lactiqued. oeni en étudiant l'effet de quatre souches
cenologiques de levures sur la croissance de deushe® de bactéries lactiques et sur leur
consommation d’acide malique. Dans un premier tem@s cultures séquentielles seront realisées.
Ces cultures simulent le procédé de vinificatidmteil se déroule naturellement. Puis, des cukure
mixtes seront menées dans un bioréacteur a memabfiande tester une nouvelle stratégie de co-
inoculation. Des milieux synthétiques dont la cosipon simule celle du jus de raisin ou du vin
seront utilisés pour toutes ces études. La présgmazertaines molécules inhibitrices synthétisées
par les levures, notamment les molécules de nahatéique, piste peu exploitée jusqu'a présent,
sera investiguée. Notre travail sera ainsi divisg@atre chapitres.

Dans le premier chapitre, apresrasappelé la biochimie des fermentations alcodadigt
malolactique et I'écologie des principaux acteuss ld vinification, nous allons exposer les
principaux activateurs et inhibiteurs de la FML. udoterminerons avec une synthése sur les
différents types d’interactions rencontrés aing tgs travaux permettant de les évaluer. Nous
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décrirons alors un nouveau bioréacteur a membras@neapplication permettant la réalisation de la
culture mixte de deux souches différentes qui vaster séparées physiguement grace a une
membrane a fibres creuses.

Dans le deuxiéme chapitre, le matéet les méthodes mis en ceuvre pour les
expérimentations réalisées sont présentés.

Le troisieme chapitre montre les léssi obtenus lors de ce travail et associe égaltlae
discussions. Il est divisé en quatre parties. leampére partie nous montre les résultats des cslture
pures de levures et de bactéries dans les miligothétiques jus de raisin et vin permettant ainsi
d’établir le profil cinétique et biochimique de che souche. La deuxiéme partie porte sur I'étude
des interactions levures-bactéries pendant lesiregltséquentielles. La troisieme partie porte sur
I'identification de peptides inhibiteurs de la FNynthétisés par certaines souches de levure et qui
va contribuer a une meilleure compréhension dee datiibition. La quatrieme partie porte sur
I'étude des interactions levures-bactéries maigedeis en cultures mixtes dans un bioréacteur a
membrane en milieu synthétique jus de raisin.

Enfin, dans le quatriéme chapitre desclusions générales seront données ainsi que les
perspectives de ces travaux.
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La transformation du jus de raisin en vin fait m@ir des phénomenes biochimiques complexes et
plusieurs types de micro-organismes, chacun ayaspécificité et son rdle particulier. Le procédé

de vinification implique une premiére étape biotpg, la fermentation alcoolique, qui consiste en
la transformation par les levures, des sucres dit mo éthanol. Dans certains cas, une deuxieme
étape biologique a lieu, la fermentation malolaatiqpendant laquelle les bactéries lactiques
transforment I'acide malique du moQt en acide tami Dans ce chapitre, nous allons exposer
'écologie des principaux acteurs de la vinificatiofaire un rappel sur la biochimie des

fermentations alcoolique et malolactique, détailles facteurs influencant la réalisation de la

fermentation malolactique et les différents typé&ateraction rencontrés entre les levures et les
bactéries lactiques lors de la vinification ainsiegles différents moyens d’évaluation de ces

interactions.

I-1 Ecologie des levures et des bactéries lactiques

I-1-1 Ecologie des levures du raisin au vin

La levure de production du vin est par excelleBaecharomyces cerevisiéef figure 1.1) et plus
rarementSaccharomyces bayan(@@®ubourdieu et Frezier, 1990, Masneuf, 19%&gccharomyces
cerevisiaeest sans doute I'espéce la plus importante pdwmianité a cause de ses multiples
utilisations autant dans la fabrication de plusenroduits comme le vin, la biére ou le pain mais
aussi pour son utilité en tant que modéle pouré&ades fondamentales en biochimie, biologie
moléculaire et génétique. De trées nombreux travsant consacrés a la description et a I'écologie
des levures du vin, concernant la répartition eflecession des espéces rencontrées sur le raisin,
puis dans le vin, au cours de sa fermentation efadeonservation (Fleet al. 1984, Mooreet al.
1988, Moraet al. 1990, Romano et Suzzi, 1993, Martatial. 1996, Jolly et Pretorius, 2000). lls
montrent bien qu&accharomyces cerevisiast I'agent principal de la fermentation alcooéget
gu’un certain nombre d’autres levures rigsecharomyceg participent également.

Les levures sont présentes partout dans la natusedgles conditions sont favorables a leur
présence, leur survie et leur développement : assirsbls, a la surface des végétaux etc. Leur
dissémination est assurée par le vent, les insedtdhomme a travers ses interventions sur
'environnement comme le travail des sols, les amges etc. Le nombre d’especes présentes de
facon significative sur le raisin est limité. Lespéces ayant un métabolisme oxydatif appartenant
au genrdRhodotorulaet les espéces a faible pouvoir fermentadit@anseniaspora uvarumt sa
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forme asporogenKloeckera apiculatalevures apiculées) ainsi g@andida stellatasont les plus
représentées. Les autres especes rencontréesraigirie dans le modt et le vin se trouvent a des
proportions généralement faiblesletschnicowia pulcherrimeCandida famataCandida apicola
Pichia membranefacien®ichia guillermondij Hansenula anomalaHanseniaspora occidentalis
Dekkerasp., Kluyveromycessp., Saccharomycodesp., Schizosaccharomycep., Torulopsissp.,
Torulaspora delbrueckizygosaccharomyces fermentatygosaccharomyces balldbans son étude
taxonomique, Barnettt al. (1990) et Barnett (1992) fournissent une listesguoe complete des
levures rencontrées sur les raisins et les vins.

Les levures du genr8accharomycese trouvent sur le raisin a des pourcentages regtrént
faibles, environ 1 a 3 % de la population totala.dgrtain nombre de travaux montrent qu’on peut
trouverS. cerevisiaglans les chais de vinification, sur les murs, @ds st le matériel ou la cuverie
utilisés pour les vendanges et la vinification & dencentrations plus élevées que sur le raisin
(Poulardet al. 1985). En effet, au cours de la récolte, en fonctio matériel et des techniques
utilisées, on observe une multiplication des lesweant I'arrivée de la récolte a la cave. Penldant
pressurage, le nombre de levures a caractére feaimeeaugmente alors que celui des levures peu
fermentaires et oxydatives diminue et, par consdigues levures du genr8accharomyces
deviennent alors majoritaires.

Pendant la fermentation alcoolique, on peut obsemehangement important de la microflore. Au
début, la microflore des cuves ressemble a celleaikin. Les espéces ayant un meétabolisme
strictement oxydatif ou peu fermentaire sont parfoésponsables du déclenchement de la
fermentation mais diminuent fortement et dispasis$otalement dans la plupart des cas, surtout
guand I'éthanol dépasse les 4 a 5 % (v/v), a cdadeur faible tolérance ainsi que de la croissance
rapide deS. cerevisiagplus résistante a I'éthanol. Les conditions aideosmotiques du jus de
raisin, les conditions anaérobies, I'éthanol enpéoi du SQ limitent la croissance de la plupart des
levures, des moisissures et des bactéries de ra ifldligene du raisin autres q@e cerevisiae
Toutefois, selon des études quantitatives (Fdeel. 1984, Mooreet al. 1988, Moraet al. 1990), il
semble que les noBaccharomycesestent présentes pendant un certain temps dam®lé en
fermentation & des populations de€ 2010 cellules/mL et leur contribution & la fermentatioest

pas tout le temps négligeable (Fleet, 1990, Fleeteard, 1992 et Lemet al. 1996). Ces levures
non-Saccharomycesnterviennent soit directement en apportant unatridmution au profil
aromatique et gustatif, soit indirectement, enlidamt pour les éléments nutritifs essentiels et en
affectant ainsi la performance de la levi8e cerevisiagHeard et Fleet, 1985, 1986, Jolly et
Pretorius, 2000). Ces espéces pourraient contribaresidérablement a la production de composés

tels que I'acide acétique, le glycérol et plusieasters.
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Figure I-1. Saccharomyces cerevisiam bourgeonnement

I-1-2 Ecologie des bactéries lactiques du raisin atn

Comme les levures, les bactéries lactiques forgi nestie de la flore microbienne du raisin, du
modt et du vin. Le pH acide, la concentration dragbl et la composition des vins finis exercent
des pressions sélectives vis-a-vis des bactériegl @& petit nombre d’especes parvient a se
développer dans les modts et les vins. Les especgdus souvent rencontrées en cenologie
appartiennent aux genr@gdiococcusLeuconostocOenococcu®t Lactobacillus La présence de
ces bactéries lactiques sur les raisins est fadoli,environ 100 cellules/gramme de baie (Lafon-
Lafourcadeet al. 1983). Le niveau de population dépend fortemerst cnditions climatiques
pendant les derniers jours de maturation, de laumtétet de I'état sanitaire du raisin. Les
populations sont plus élevées sur des raisins B®tau présentant un mauvais état sanitaire.
Lorsque la maturation se termine par une périodrudd et peu pluvieuse, des bactéries sont
présentes en plus grand nombre sur les raisings Bthnt plus rares aprés une période de pluie.
Néanmoins, cette flore initiale est toujours failde complétée par des bactéries recueillies
naturellement sur le matériel vinicole au cours différentes étapes qui précedent la mise en cuve.
Bien qu'on puisse trouver dans les vins les baztéindigenes du raisin, les bactéries sont
également originaires de parties d’équipement dealee, comme dans le cas des levures. Trés
rapidement, a I'occasion des diverses opérationsujuent la cueillette et vont jusqu’a la mise en
cuve, le moQt est ensemencé, probablement partiErielavec lequel il entre en contact. Ainsi, au
fur et a mesure de la période de récolte, les bastéomme les levures colonisent le chai. Il n'est
pas encore clair laquelle des deux voies d’enseemegict naturel est la plus importante.

Tout au long de la vinification, la microflore leqpie évolue, non seulement en nombre mais aussi
en variétés d’especes. Les bactéries isolées surrdissins avant la récolte appartiennent
principalement aux especdsactobacillus plantarum L. hilgardii et L. casei (Carre, 1982).
L’espéceOenococcus oernciennement appeléeuconostoc oend®icks et al. 1995) qui devient
plus tard la plus importante, se trouve rarementesufeuilles ou les raisins et seulement a de tre
faibles concentrations ; elle est en effet peugmtessau début de la vinification. Les Lactobacides
les Pédiocoques se trouvent plus fréquemment suiaigins qudenococcus oenbe toutes ces
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especes, cette derniére est considérée comme daigirante aux conditions physico-chimiques
contraignantes du vin et est donc responsable fleri@entation malolactique dans la plupart des
cas.

Le nombre total de bactéries lactiques atteirital0d cellules/mL aprés pressurage (Costelial.
1983). Les modts de raisin juste apres leur arrlees la cuve contiennent une microflore tres
variée appartenant généralement aux espécastobacillus plantarumL. casej L. hilgardii, L.
brevis Pediococcus damnosuR. pentosacelyseuconostoc mesenteroid€enococcus oenMais
dans le cas d'un mauvais état sanitaire ou quanddaditions de transport et/ou la propreté des
équipements de la cave ne sont pas optimalest flossible d’avoir jusqu'a @ellules/mL, soit
autant qu’une population de levures en début dmdetation alcoolique, d’'ou les risques de
compétition. Par ailleurs le pH des modts de raigisa murs est genéralement plus élevé. Ce facteur
est absolument déterminant pour le niveau de lalptipn bactérienne et pour son évolution.

Dans I'élaboration des vins qui nécessitent unadeatation malolactique, la microflore bactérienne
totale passe par plusieurs phases. Pendant ledepsejours de la fermentation alcoolique, les
bactéries et les levures se multiplient. Les levungeux adaptées au modt de raisin, se développent
trés rapidement a des populations élevées. Trégesbwne premiére croissance des bactéries
lactiques peut étre observée en méme temps queitdance des levures mais elle reste limitée a
10-10° cellules/mL (Lafon-Lafourcadeet al. 1983). Cette croissance dépend des conditions
physico-chimiques du milieu et elle est d’autanispimportante que le pH est haut et que la
concentration de S{est faible (Henick-Kling et Park, 1994). La cra@isse des bactéries lactiques
au début de la fermentation alcoolique est tramsitdPendant la phase la plus active de la
fermentation alcoolique et jusqu'a I'épuisement daesres, les bactéries régressent rapidement
jusqu'a 16-10° cellules/mL ou encore plus bas & cause de la ditiopéavec les levures et des
conditions du milieu. Au cours de la fermentatidcoalique, une sélection naturelle des différentes
especes de bactéries lactiques s’opere progressinerh a la fin de la FA seules les espéces les
plus résistantes au milieu alcoolisé persistemsifies différentes especes disparaissent au profit
d’O. oeni (Lonvaud-Funel, 1992). A la fin de la fermentatiaftoolique il restera f0a 10
cellules/mL dO. oeni C’est cette espéce qui se multipliera par laeseitconstituera la microflore
responsable de la FML. Il est possible que desésgmtants d’'autres especes subsistent a des
populations résiduelles tres faibles et apres la€éaines peuvent méme se multiplier si le vin est
mal protégeé ce qui pourra l'altérer.

Concernant la transformation de I'acide maliquétecderniere est déclenchée dés que le niveau de
la population devient suffisant pour la démarrer général 19cellules/mL). Elle peut s'étendre sur
plusieurs jours ou plusieurs semaines selon lesdigspeut s’achever pendant la phase stationnaire
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ou continuer au début de la phase de déclin. Qideditions sont favorables, elle peut étre achevée
avant la fin de la croissance.
Finalement, a la fin de la FML, il est primordiad dulfiter le vin pour éliminer toute population

bactérienne viable.

I-2. Taxonomie et Morphologie des bactéries lactiggs du vin

Les bactéries lactiques appartiennent au groupenit@®-organismes Gram positifs et sont donc
colorées en violet par le test de Gram qui estifaala constitution de la paroi cellulaire. Les
Leuconostoet Oenococcugct figure 1-2) ont la forme de coques. Ce sonpdates cellules (taille
entre 0,5 et Jum) arrondies ou légérement allongées formant deegpau des chainettes. Les
Pediococcusont aussi des coques mais se développent tresrdoerv tétrades. Leésactobacillus

des bacilles, ont la forme de petits batonnetsgéls et se développent en paires ou en chainettes.

Figure I-2. Oenococcus oergn paires et en chainettes

Selon la diversité des produits du métabolismesdeses, les bactéries lactiques sont distinguées en
deux groupes :

- celles qui produisent une quantité importantecida lactique ¥ 85 %) a partir du glucose sont
appelées homofermentaires comme les espéces apgudrtau genrePediococcuset I'espece
Lactobacillus mali Ces bactéries dégradent le glucose en pyruvatargda voie classique de la
glycolyse (cf figure 1-3). Ce dernier est ensuiégluit en acide D et/ou L-Lactique suivant les
especes par les lactates déshydrogénases L et/dietiz étape permet la réoxydation des 2
molécules de NADH, Hobtenues pendant la glycolyse en NAD

- celles qui en plus de l'acide lactique, produistinl’acide acétique, de I'éthanol et du D sont

appelées hétérofermentaires. On distingue :

a- les especes hétérofermentaires strictes comittes a@ppartenant au genteeuconostocet
certaines espéces du gerractobacillus (L. brevis, L. hilgardii etc.). Elles ne possédent pas
l'aldolase de la glycolyse et donc ne peuvent ferere les sucres que suivant la voie

hétérofermentaire des pentoses-phosphates (céfigx.

8
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b- les espéces hétérofermentaires facultatives @@wnoenj Lactobacillus caseet Lactobacillus
plantarum qui possedent les enzymes des deux voies (glyEa@ygentoses-phosphates) et qui

adoptent 'une des deux voies suivant les condstotun milieu.

Au cours de la vinification, les levures intervienh généralement avant les bactéries. Dans le cas
contraire, siO. oeniinduit la FML en méme temps que la FA (pH hautplé sulfitage,
fermentation languissante), elle peut fermenter desres suivant la voie hétérofermentaire et
entrainer ainsi une augmentation de l'acidité Welgpiqlre lactique). Certains auteurs (Lafon-
Lafourcade et Ribéreau-Gayon, 1984) ont consta& l§ooculation dO. oeni en début de
fermentation peut conduire a I'inhibition des lessiet a une forte production d’acide acétique. Par
contre, d’autres auteurs ont pu effectuer avecéesuone fermentation alcoolique et malolactique
simultanées sans production excessive d’acide qaeet{Blackburn, 1984, Beelman et Kunkee,
1985). Le succes d'une telle opération dépend deotapatibilité des souches de levure et de

bactérie utilisées (Cannon et Pilone, 1993)

Comme déja citée, I'espéce la plus importante eolagie estO. oeni Sa description peut étre
résumée de la fagon suivante :

- C’est une espece acidophile qui se développe ldamaodts et les vins.

- Elle est mésophile et sa température optimalerdissance se situe entre 20 et 30°C et a 21°C
dans le cas ou on a 14 % (v/v) d’éthanol. Sa @oiss n’est pas totalement inhibée en présence de
10 % (v/v) d’éthanol.

- Elle a la forme d’une cellule arrondie ou Iégeeatrallongée, formant des paires ou des chainettes
(diamétre entre 0,5 et Oyifn et longueur entre 0,7 et Jyén).

- Elle n’est ni sporulante ni mobile.

- Elle est chimiorganotrophe et nécessite donaugresfermentescible et un milieu riche.

- Elle est capable de convertir I'acide L-maliqueaeide L-lactique.

- Elle préfére le fructose au glucose et souveméate le tréhalose.

- La fermentation du glucose conduit a la produrctitacide D-Lactique, de CGOd’acide acétique

et d’éthanol.

- Elle a un comportement variable en ce qui coredrfermentation des pentoses ; dans le vin les
pentoses comme l'arabinose et le xylose sont fetidseavant le glucose.

- C’est une espece anaeérobie facultative.

- Certaines souches hydrolysent I'arginine et d&ifermentent le citrate en présence de sucres

fermentescibles, mais ce caractére est perdu ¢ocsiltlires successives.
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I-3 Fermentation alcoolique

Les étapes biochimiques de la dégradation des susre

Le mo(t de raisin contient en général entre 16Z26tg/L de sucre dont les étapes biochimiques de
dégradation aboutissant a la fermentation alcoelgpnt détaillées dans ce qui suit :

a- La glycolyse

La glycolyse (cf figure 1-3) se fait en aérobiosemne en anaérobiose et c’est donc le point de
départ du métabolisme des sucres que ce soit paeirfiéation ou par respiration. La premiére étape
est la phosphorylation du glucose grace a la gineske en glucose-6-phosphate qui sera par la
suite isomérisé en fructose-6-phosphate par linéeliaire de la fructose isomérase. Le fructose-6-
phosphate est par la suite phosphorylé pour dolenéructose-1,6-bisphophosphate grace a la
phosphofructokinase. Il y a donc jusqu'a présensammation de deux molécules d’ATP. Ensuite
le fructose-1,6-bisphosphate se dissocie en dedgcuies de triose qui se trouvent en équilibre
entre elles, la dihydroxyacétone-phosphate (96,5e0le glycéraldéhyde-3-phosphate (3,5 %).
Cette étape est assurée par une aldolase. Toubngude la glycolyse, le dihydroxyacétone-
phosphate est converti en glycéraldéhyde-3-phospiydice a la triose phosphate isomérase. Le
glycéraldéhyde-3-phosphate sera converti en acRBidisphosphoglycérique par la
phosphoglycéraldéhyde déshydrogénase. A ce nilleaa, réduction d’une molécule de NARn
NADH, H* et formation de I'acide 3-phosphoglycérique aigae d’'une molécule d’ATP par
intervention de la phosphoglycérate kinase. Puisal formation de I'acide 2-phosphoglycérique
grace a la phosphoglycérate mutase. Ensuite I'éagdar élimination d’'une molécule d’eau, nous
donne l'acide phosphoénolpyruvique qui comporte limson riche en énergie qui permet par
réaction avec une molécule d’ADP et en présencdadpyruvate kinase la formation d'une
molécule d’ATP et de I'acide pyruvique.

En parallele a la dégradation du glucose, le faetprésent dans le modt de raisin subit une

phosphorylation pour donner le fructose-6-phospbateva rejoindre la voie de la glycolyse.

La glycolyse amene a la formation de 4 moléculésT®, 2 molécules étant consommeées pour la
phosphorylation des sucres, il y a donc un gair2daolécules d’ATP par molécule de sucre
métabolisé. De plus on a la formation de deux muidécde NADH, H qui doivent subir une

réoxydation. En aérobiose, la réoxydation du coerezg’opére par un transfert d’électrons catalysé
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par les complexes enzymatiques de la chaine résipirdocalisée au niveau de la membrane
interne des mitochondries. En anaérobiose, cetteydation s’effectue au cours de la réduction du

pyruvate ou de I'un de ses produits de transfoonati

En aérobiose (respiration), I'acide pyruvique estdg® en eau et en G@u en précurseurs pour les
réactions d’anabolisme grace a I'activation du eyi® Krebs. En anaérobiose, le pyruvate ne peut
pas étre oxydé a cause du manque d’oxygéne etrspoct® donc comme accepteur des deux
atomes d’hydrogéne provenant du NAPISi le pyruvate est directement réduit en acidédae

on parlera alors de fermentation homolactique & séduction est précédée d’'une décarboxylation

en éthanal (acétaldéhyde) on aura alors une feati@mialcoolique.

Toutefois, si les deux atomes d’hydrogene du NABBINt utilisés autrement, le pyruvate ne sera

pas réduit et pourra étre a I'origine d’'un grandhboe de produits secondaires.

11
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Figure I-3. Schéma de la glycolyse
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b- La fermentation alcoolique

Dans le cas de la fermentation alcoolique, I'aggeuvique produit a la fin de la glycolyse est
décarboxylé en éthanal (acétaldéhyde) qui esttrédutthanol grace au NADH, Hormé au cours
de I'oxydation du glycéraldéhyde-3-phosphate. Gasxdéactions sont couplées et constituent un
mécanisme d’oxydoréduction.

Pyruvate décarboxylase
(i) CH:COCOOH———» GEHO + CQ

Pyruvate Ethan:

Alcool déshydrogénase

(i) CH3CHO W CGieH,OH

Ethan: NADH. H* NAD* Ethano

La réaction (i) est assurée par la pyruvate désgthse alors que la réaction (ii) est assurée par

I'alcool déshydrogénase.

La réaction suivante de Gay-Lussac résume aingtaformation du sucre en éthanol :

CeH120s — > 2CQO, + 2CHCH,OH + 33 KCal

100 g 48, 66 ( 51, 34 ¢

Le pyruvate est a 'origine d’'une série de prodsgsondaires et donc la diversité des produits de
fermentation vient de la diversité des réactionstrdasformation du pyruvate. Ces substances
produites par des voies métaboliques différentesrgmt un réle trés important sur la qualité du vin
produit (glycérol, acétaldéhyde, acides organiquespols supérieurs, esters....). Parmi ces
produits, nous allons présenter la voie de produoatiu glycérol et de I'acide acétique qui ont été

dosés au cours de nos expériences.

c- La fermentation glycéropyruvique (figure 1-4)

Dans des milieux fortement sulfités, 'acétaldéhydenbiné au sulfite ne peut pas étre réduit en
éthanol et la dégradation des sucres passe parrteeiitation glycéropyruvique. Egalement, au
début de la fermentation du moQt de raisin, lorstim®culum est constitué par des levures
développées en présence d'oxygene, la pyruvaterliécdase et I'alcool déshydrogénase sont
faiblement exprimées. Par conséquent, 'accumulatdi® I'éthanal est limitée. L’éthanal n’est pas
présent dans le milieu et le NARKbrmé ne peut pas se réoxyder grace a lui. Paaitagglycolyse

13
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se poursuive, il faut que le NADHse réoxyde d'une facon différente. En fait c’est |
dihydroxyacétone-phosphate qui permet cette régéaagr Il va prendre I'hydrogene du NADRIgt
devient glycérophosphate puis glycérol et I'acid®gphorique généré est repris par I’ADP pour
former de I'ATP. Dans cette voie il y a donc conijét entre les deux accepteurs d’hydrogene,
I'éthanal et le dihydroxyacétone-phosphate. Le jpeemrst plus facilement réduit ce qui conduit a
une prédominance de [I'éthanol. Généralement 8 % slawes suivent la fermentation

glycéropyruvique et 92 % la fermentation alcoolique

Glycéraldéhyde-3-P +;_}€D?$> ac. 3-phosphoglycérigge—»> Pyruvate—» E;ﬁgﬁﬁzires
NAD NADH,
+ NA NAD' ¥ HPO,
Dihydroxyacétone-PM» Glycérophosphate?\%» Glycérol

ADP ATP

Figure I-4. Schéma de la fermentation glycéropyruvjue

d- Formation d’acide acétique (figure I-5)

L’'acide pyruvigue peut conduire a la formation Geibde acétique selon des voies différentes. La
premiéere est I'hydrolyse de l'acétyl-CoA issu dalécarboxylation oxydative de I'acide pyruvique
par le complexe de la pyruvate déshydrogénase, o®te réaction qui se déroule dans les
mitochondries est limitée en anaérobiose. La dewiéest I'oxydation de l'acétaldéhyde par
I'aldéhyde déshydrogénase dont le cofacteur edNA®P" et qui est trés active pendant la
fermentation alcoolique. Cette voie sert a formet’acétyl Co-A grace a I'acétyl CoA synthétase,

lorsque la pyruvate déshydrogénase est réprimée.

Ethanol
NAD (2) (1) pyruvate décarboxylase
NADH,H+ﬁ NADP 4) NADPH,H (2) alcool déshydrogénase
Acétaldéhyde + CQLLV Acétate + CoA-SH (3) pyruvate déshydrogénase

(4) aldéhyde déshydrogénase

@) | )

1
T (1) (5) acétyl CoA hydrolase
NADR3) NADPH, H

Pyruvate %%. Acétyl-CoA

CoA-SH ¢O

(6) acétyl-CoA synthétase

Figure I-5. Schéma de la production d’acide acétiqa
14



Etude bibliographique
I-4 Fermentation malolactique

I-4-1 But et importance de la FML

La fermentation malolactique qui consiste en unead#bxylation enzymatique de l'acide L-

malique en acide L-lactique est une réaction ingret réalisée par les bactéries lactiques durant la

vinification de la plupart des vins rouges et ddaies types de vin blanc comme le champagne et

les vins blancs secs de certains cépages acidesadsure :

- une diminution de l'acidité afin de produire un ylus souple et moins agressif gustativement.

- une stabilité microbiologique

- la production d’'un caractére organoleptique pluamexe par formation de certaines molécules
aromatiques ex : lactate d’éthyle, diacétyle, doéta2,3-butanediol.

La stabilité microbiologiqgue n’est bien évidemmgrats absolue car certains micro-organismes
peuvent se développer méme apres la FML. Bien @quedé malique soit transformé en acide
lactique plus stable et que des nutriments aieditcéhsommes, il reste encore des substances
nutritives pour supporter une croissance de bastéu de levures de contamination comme les
bactéries acétiques et les levures appartenardgraeBrettanomyces.

Pendant la FML, les bactéries lactiques utilisemtayme malolactique pour transformer I'acide L-
malique en acide L-lactique. La réaction est caggyen présence d'ions manganése*{Met de
NAD™ comme cofacteurs. En effet, 'enzyme est constiteiéleux ou quatre sous-unités de poids
moléculaire équivalent (60000 Da). Le NAPourrait étre impliqué dans I'association des deux
sous-unités, rendant active la conformation dezheme (Strasser de Saad, 1983). La dégradation de
'acide malique ne commence que lorsque la popmulatie bactéries lactiques atteint la valeur de
10° cellules/mL, suggérant que I'enzyme malolactigiestnpas exprimé en début de phase de
croissance (Wibowet al. 1985). Le transport de I'acide L-malique dansdliute se fait a l'aide
d'un transporteur membranaire, la malate perméasmea pH = 3,5, la forme prédominante de
'acide malique est la forme ionique (p¥3,4). 43% uniquement se trouvent sous la forme
moléculaire, non-dissociée, capable d’entrer dargllule par simple diffusion (Boret al. 1997).

Mn?*, NAD*
COOH-CH-CHOH-COOH GHCHOH-COOH + CQ

Acide L-malique Enzyme malolactiqt Acide L-Lactique

v

Les bactéries sont capables de se développer dengamme de pH assez large. Elles doivent
maintenir un pH intracellulaire (gHainsi qu’un gradient électrochimiquap) convenable. Ces

deux systemes, liés a la membrane font partie dg’'om appelle la force protomotrice. La
15
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membrane joue un role tres important ; d’'un coke €bppose a la libre diffusion de constituants
entre le milieu extracellulaire et le cytoplasmeuaant le role d’'une barriere semi-permeéable et
d’'un autre c6té c’est le lieu d’échange d’électrehsle protons. La capacité des bactéries a tolérer
des pH faibles dépend apparemment de leur capacitéaintenir un pH intracellulaire (pH
convenable. Le pH du vin est a la limite basseadgaimme tolérable par les bactéries lactiques. La
croissance s’arréte quand le;gbimbe au-dessous d’'une valeur limite. Cette valade beaucoup
avec les différentes espéces et souches de bactadgques. Le pHIlimite ne dépend pas
seulement du pH externe du milieu mais aussi dgdéaorganique impliqué (Mc Donakt al.
1990) et du pH et de la composition du milieu dpriculture O. oeniest capable de maintenir un
pH; plus haut que d’autres bactéries lactiques comameyemplel. plantaruma des pH externes
bas (3,5) (Henick-Kling, 1986). Elle est égalemeappable de maintenir un pEt unAp plus hauts

a pH externe bas (3,5) qu’a pH externe haut (&BLi peut étre la raison pour laquelle oenise

développe mieux que les Pédiocoques et les Ladtsag pH bas.

Il est difficile de comprendre l'avantage physiatpge de la FML. Pendant longtemps le seul
avantage constaté était 'augmentation du pH duemite qui favorise la croissance. Pilone et
Kunkee (1976) ont montré que pendant la FML Qaoenila vitesse de croissance a pH bas était
augmentée indépendamment du changement du pH deumbur la base d'études du pH
intracellulaire (pH) et du gradient électrochimiqug, Henick-Kling (1986) a proposé que la FML
présente un avantage énergétique a cause d'uetptpp augmentés. Il a également montré que
pendant la FML il y a production d’ATP lié au gredi électrochimiqueAp) a travers 'ATPase de
la membrane cellulaire (figure I-6).

. ATPase
3H membranaire

Malatepermnéase

COOH-CH-CHOH-COO + H* ADP +P

COOH-CH-CHOH-COO

/\ 3H*

CH;-CHOH-COO
H.CO;

L-malate

CHOH-COO + H* HLactat

L-Lactate

Figure 1-6. Modele de génération d’ATP par la trangormation de I'acide malique en acide
lactique (Henick-Kling et al. 1991).
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Le méme mécanisme est utilisé par toutes les hestgui possedent 'enzyme malolactique (Cox
et Henick-Kling, 1990). L’entrée du malate dansddlule qui ensuite est décarboxylé en lactate et
en CQ augmente le pH interne ce qui impose un influxpdaetons du milieu extérieur vers la
cellule. L'entrée du malate et la sortie du lactaigent a la création d’'une force protomotrice
permettant la synthése d’ATP par 'ATPase membran@oolman, 1993). La synthése de chaque
molécule d’ATP nécessite I'entrée de 3 ion's Notons que la sortie du L-lactate et des iohseéd
fait par un symport. Ce systéme ne fournit pasatbane pour la croissance, il faut donc que des
sucres soient utilisés comme source de carbone.|®pbactéries lactiques du vin, I'acide malique
est apparemment préféré comme source d’énergie Baphet au début de la croissance (Drichi-
Cachon, 1995). Contrairement & l'inhibition du taiésme du sucre due trés probablement a une
diminution de I'activité de la phosphofructokina@&@ebs et al. 1983), I'utilisation du malate est
maximale a pH bas (<4,5). De plus la quantité d’Adf&duite a cause de l'utilisation du malate est
deux fois plus grande a pH=3,5 qu’a pH=5,5 quiesH optimal du catabolisme du sucre et de la

croissance (Cox et Henick-Kling, 1989).

[-4-2 ATPase membranaire dO. oeni

Guzzoet al. (2000) et Carretét al. (2002) ont proposé l'existence ch@z oenide deux types
d’ATPase membranaire ; une' i F;-ATPase et une KATPase qu’on peut distinguer par leur
différente sensibilité aux inhibiteurs. En effed, H-FoF;-ATPase est sensible au DCCHN,N’-
dicyclohexylcarbodiimide) et est responsable de¥B@le I'activité ATPasique alors que la-K
ATPase est sensible au vanadate et est resportEaBlé2o de I'activité enzymatique (Guzebal.
2000).

Les H-ATPases bactériennes décrites ont une masse rfatécde 300000 a 500000 Da. Elles
sont constituées de deux parties appelgest R d’ou leur nom de §; F-ATPases. La partiegfest
une protéine intrinséque de trois sous-unités e, & Elle traverse la membrane créant ainsi un
canal a protons. La partig Est une protéine périphérique constituée de cg-snitésuzPzyds.
Elle porte 'activité catalytique de synthése dtydirolyse de 'ATP (Abrams et Smith, 1974).

La H-ATPase joue un role essentiel dans la régulatide maintien du pH intracellulaire. Le role
crucial de cette protéine dans la tolérand®. aenia I'acidité a été proposé par Tourdot-Maréchal
et al. (1999) ainsi que Guzzet al. (2002) qui ont mis en évidence cette propriétéremtrant
qu'un mutant dO. oenidéficient en H-ATPase était incapable de survivre dans un miieide.
L’extrusion des ions Hde la cellule par hydrolyse de 'ATP grace a laATPase est donc vitale
pour maintenir la force protomotrice et pour rédierpH intracellulaire dans un milieu acide
comme le vin. Cependant, d’autres ATPases coupléestransport cationique comme & K
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ATPase, pourraient participer aussi a ce mécanimnetostatique (Kroll et Booth, 1983). Galland
et al. (2003) ont également montré que des mutar@ denidéficients en HATPase étaient
incapables de consommer l'acide maliqgue méme apdkeglevés (5,3) a cause d’'une absence
d’expression du systeme malolactique (genes copant I'enzyme malolactique et la malate
perméase). Il semble que la régulation de I'expwassle I'opéron malolactique che2. oeni
implique des facteurs régulateurs dépendant deekepce d’ATP.

Carretéet al. (2002) ont montré aussi que l'activité¢ de I'ATPa=& corrélée a la croissance
cellulaire puisqu’elle augmente considérablememamniula phase exponentielle de croissance pour
atteindre une valeur maximale a la fin de cettesphpuis elle diminue pendant la phase
stationnaire. Ils ont aussi montré que lion Mgest un cofacteur important de I'activité
enzymatique de cette protéine puisque son absaméduit de 85%. Notons que le DCCD inhibe la

H*-ATPase en la privant des ions Mg

[-4-3 Métabolisme des sucres cheé2. oeni

O. oeniest une bactérie hétérofermentaire facultativepguit cataboliser les hexoses suivant la
voie classique de la glycolyse ou bien suivantda \nétérofermentaire des pentoses-phosphates
suivant les conditions du milieu. Dans le premias de métabolisme des hexoses entraine la
formation de D-Lactate et dans le deuxieme cas,obtient en plus du D-lactate (produit
majoritaire), de I'éthanol, de l'acétate et du L£@f figure I-7). Par ailleurs, les pentoses sont
toujours catabolisés suivant la voie des pentobesghates.

GénéralemenD. oenise développe lentement sur glucose, mais plussuitglucose et malate ou
glucose et fructose (Krieget al. 1992). L’hétérofermentation du glucose par la \a#s pentoses-
phosphates entraine apres décarboxylation du slecrégrmation intermédiaire d’'un pentose
phosphate (xylulose-5-P) qui est scindé par la phosétolase. On aboutit d’'une part au
glycéraldéhyde-3-phosphate, conduisant au pyrueateau lactate, et d’autre part a l'acétyl
phosphate, conduisant a I'’éthanol via I'acétaldéhgidshydrogénase et I'éthanol déshydrogénase.
En présence d'un accepteur des coenzymes réduitggdoe ou fructose), la liaison ester
phosphorique de I'acétyl phosphate est préservéelet-ci est transformé en acétate et ATP par
l'acétate kinase (cf figure I-7). La réduction dwdtose en mannitol ou de l'oxygene en eau
régénere les molécules de coenzyme nécessaire§@guiation du glucose.

Pendant la FML, les bactéries lactiques ont bedoine source de carbone pour la croissance et de
I'énergie pour la maintenance cellulaire. SelonIBaf963), les bactéries lactiques utilisent 023 a
g/L de sucre pour leur croissance et la FML dansrieet produisent 40 a 110 mg/L de biomasse.
Selon ses calculs, la production de 40 mg/L de hgs®a nécessite le métabolisme de 0,72 g/L de
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glucose. Vu les petites quantités nécessaireslpanoissance des bactéries lactiques, les sueres n
sont pas un facteur limitant. Par contre, leur oomsation peut étre a I'origine d’'une augmentation
de I'acide acétique toujours redoutée en cenologie.

Glucose

Glees6-phosphate

Glucose-6-P-déshydrogénase

A

2H"
6-phbsgluconate

" % D-gluconate-6-P déshydrogénase
Cco

Xylulos€e-5-phosphate

A

Acétylphosphate Phosphocétolase 3-phosploglycéraldéhyde
CoA l l

*AcétylCoA + PT & S Acétate + CoA
| ADP ATP 2H" + 2¢

» 2H+ *%
v

Acétaldéhyd
L » N .- Pyruvati
Ethano l

v D-Lactate
Fructose, NADH oxyda:

* - acétate kinase
** » acetaldehyde DH

*** - &éthanol DH

Figure I-7. Schéma de la fermentation du glucose pées bactéries hétérofermentaires selon la

voie des pentoses-phosphates (Cawhal. 1998)
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[-4-4 Besoins nutritionnels dO. oeni

Les sources d'azote les plus importantes pourdssance des bactéries lactiqgues sont les acides
aminés libres et les petits peptides. Plusieurdescaminés sont nécessaires a la croissance, la
plupart sont soit essentiels soit des stimulat@siller et Radler 1972). Les demandes en acides
aminés dépendent des différentes souch@s déni D’'une maniére générale, il a été montré que
'acide glutamique est un acide aminé essentiet ddférentes souches @. oenicar ces bactéries
lactiques étaient incapables de le synthétiser (Beet al. 2006, Morishiteet al. 1981, Loubiérest

al. 1996, Heberet al. 2000). Par contre I'absence de la proline, laigyet I'alanine affectent
faiblement la croissance (Garvie, 1967 et Foureassial. 1992). La valine, la leucine, le
tryptophane, l'isoleucine, I'histidine, la lysinél@arginine ne sont pas des acides aminés estentie
mais leur présence améliore considérablement lasznace (Remizet al. 2006). D’un point de vue
guantitatif, les besoins en acides amind3. @ienisont faibles. Remizet al. (2006) ont montré que

de trés faibles quantités d’azote provenant d'acideinés essentiels aussi faibles que 0,7 mg
d’azote/L dans le cas de la tyrosine étaient safiss pour assurer une bonne croissance cellulaire.
Les acides aminés a chaine hydrophobe diffusergivyessent dans la cellule alors que les
molécules polaires sont transportées par 3 typésdsport membranaire (Koningsal. 1994).

En plus des acides aminés libres, des oligopeptidds5 a 10 KDa peuvent aussi étre consommeés
parO. oeniet stimuler sa croissance. Ces peptides sontpwaiés dans la cellule ou ils sont par la
suite hydrolysés (Lemarqe al. 2004, Remizet al. 2006).

Les bactéries ont également besoin pour leur @otgsd’un certain nombre de substances comme
les bases puriques et pyrimidiques, les vitamilessacides gras ou les esters d’acides gras et les
cations (MA*, Mg®*, K*, Na") comme cofacteurs enzymatiques. lLesiconostocet O. oeniont
besoin d’acide nicotinique, de thiamine, de biottele I'acide pantothénique et de son dérivé 4'-
O-(B-D-glucopyranosyl)-DR-pantothénique (Garvie 1986). Plus spécialem®@nipenia besoin de

la guanine, de I'adénine, de la xanthine et detilr

Le phosphore est également important car il jouedlsm essentiel dans la constitution des acides

nucléiques, des phospholipides et dans le stoakagergie sous forme d’ATP.
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I-5 Facteurs influengant la FML

En vinification en rouge et pour certains types/ims blancs la FML est nécessaire. La réussite de
la FML constitue un facteur principal déterminamgualité du vin et le colt de sa production. Les
pratiques traditionnelles reposent sur la croissaraturelle de la microflore malolactique ce qui
entraine une induction spontanée de la FML aprésriaentation alcoolique (FA). Cependant les
conditions physico-chimiques stressantes du viesafa FA comme le faible pH, la concentration
élevée en éthanol, la présence d’anhydride sulkuedule déficit en nutriments constituent un
obstacle a la croissance de ces bactéries eté&aligation de la FML. Pour toutes ces raisons, on
utilise actuellement des souches malolactiquesteétmées pour supporter ces conditions difficiles
mais ceci ne garantit pas toujours le succes deMa et parfois la contamination du vin par des
micro-organismes nocifs comme les bactéries acdiqu les levures du gerBeettanomycegpeut

se produire. En effet, quand la FML est désirégylas ne sont pas protégés a la fin de la FA par
du SQ et donc un retard de la FML ou son échec favorikedéveloppement de micro-organismes
indésirables.

On s’intéresse beaucoup actuellement a I'étude inkesactions entre les souches de levures
utilisées pour réaliser la FA et les souches dééhias responsables de la FML. Ces interactions
sont dues a des métabolites levuriens et peuvetradaire soit par une inhibition, soit par une
stimulation ou bien par une neutralité. En effetiylge et I'importance de I'interaction dépendent de
plusieurs facteurs incluant la nature du coupleiefbactérie impliqué, la prise et le relargage des
nutriments dans le milieu par la levure et la capate la levure a produire des métabolites qui
peuvent étre soit stimulants soit toxiques pourdatérie. La complexité de ces interactions réside
(i) dans l'existence de certaines souches de leguieexercent en méme temps des réactions
stimulatrices et inhibitrices envers la méme baetéii) la composition du modt et les pratiques de
vinification qui ont aussi une influence sur lauratde linteraction, (iii) la présence de certaine
bactéries inhibitrices pour les levures et (lai)co-existence de plusieurs populations microkesnn
dans le milieu.Les principaux facteurs influencant la croissantéaesurvie des bactéries sont
regroupés dans le tableau I-1 :
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Tableau I-1. Facteurs influencant la croissance é& survie des bactéries

- pH
- TempératuréC
Facteurs physico-chimiques Facteurs associés a la vinification (pratiquealee, sulfitage, macération,

débourbage, élevage sur lies, etc.....)

- Ethanol

- Acides gras

- Sucres et polyols

- Acides organiques

Composition du vin - Composés phénoliques

- Composés azotés

- Facteurs de croissance : les vitamines et lgeéléments.
- Gaz (Q, CO)

- Fongicides, pesticides

Interactions avec :
- leslevures
Facteurs biologiques |- les bactéries

- les bactériophages

[-5-1 Les activateurs de la FML

v~ Les pratiques de cave

a- Débourbage

a-1 Définition

Les modts issus de raisins pressés pour la vitidican jus clair des vins blancs, roseés et clgjret

sont chargés de bourbes constituées de résiduaitiamients phytosanitaires, de débris solides de
pulpe, de particules terreuses, de levures, deétestet de colloides plus ou moins floculés. Le
débourbage est l'opération qui consiste a élimiesrbourbes par sédimentation naturelle ou par

centrifugation avant I'encuvage et le début destanentation.

a-2 Incidence du débourbage sur la FML

Le modt débourbé est appauvri en lipides et engsudes neutres (colloides) (Oliviet al. 1987,
Alexandre et al. 1994). Ces modifications de la composition du mafiectent la cinétique

fermentaire des levures. Généralement, la populédiurienne est plus faible dans un modt
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débourbé que dans un modt non débourbé et la feéatremalcoolique plus longue (Edwareisal.
1990). Ceci peut étre da a la formation dans ledtsndébourbés d’acides gras a chaine moyenne
toxiques pour les levures (Edwards al. 1990, Alexandreet al. 1994). Par conséquent, la
concentration en composés inhibiteurs des bactéigghétisés par les levures sera aussi plus
faible ce qui va favoriser la FML.

De plus, la libération de colloides par les leviaesours de la FA, et plus précisément de glucanes
et de mannoprotéines d’origine pariétale, est diatuplus importante que le débourbage du modt
est plus poussé (Guilloux-Benatiet al. 1995). Or la richesse en colloides d’'un vin infloe
positivement le déroulement de la FML (Guilloux-Bé&er et Feuillat, 1993). Les macromolécules
de levure stimulent la croissancéd’oeni En fait la phase de latence est raccourcie leblmasse
bactérienne finale formée est plus importante.

Les macromolécules de levure agiraient sur la Fidelux facons :

1- détoxification du milieu par adsorption des asigras inhibiteurs des bactéries lactiques.

2- role nutritionnel ca©. oenipossede le matériel enzymatique nécessaire agiadbiion des
macromolécules p¢glucosidase, a-glucosidase, N-acétyl-glucosaminidase, glucanasss
aminopeptidases). Les produits d’hydrolyse vontcéirrle milieu en nutriments.

Par contre les travaux de Liu et Gallander (1982} en contradiction avec ceux cités ci-dessus. lls
montrent que la FML, apres inoculation a la fina&A, est plus rapide dans un vin issu d’'un mo0Qt
non débourbé. La plus grande production de |0 les levures dans le moQt débourbé expliquerait

la différence de cinétique fermentaire des bacérie

b-Macération pelliculaire

b-1 Définition

La maceération pelliculaire est une technique @dien vinification en blanc avec des raisins sains
et surtout les années de bonne maturité. On favdaidissolution dans le modt des substances
odorantes contenues dans la pellicule et sousi&d@dopar pressurage immediat. Apres léger
foulage des raisins sains, bien mars, sans débgétaux (éraflés) et un Iéger sulfitage, on laisse
macérer plusieurs heures avant pressurage. Hdbmesit, la macération est conduite a

température ambiante pendant 10 a 24 h souvemniuind.e refroidissement par apport de neige ou

de glace carbonique assure en méme temps unetmotecntre I'oxydation.
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b-2 Incidence de la macération pelliculaire sur &ML

Le contact entre jus et pellicule modifie la compos future du moQt. Apres macération
pelliculaire, le moGt a un pH plus élevé, une dé€igilus faible liée a une extraction de potassium
plus importante. Le jus est également enrichi etlescaminés, en colloides et également en lipides
(Sapis, 1995). Les modifications apportées entrdiinee meilleure FA due surtout a une trées forte
viabilité des levures en fin de FA. La productian rdacromolécules par les levures est également

augmentée. Tout ceci favorise la croissance baatéei et donc la FML (Guillouet al. 1998).

c-Elevage sur lies

c-1 Définition

L’élevage des vins sur lies de levures est une odéthraditionnelle appliquée a certains vins
blancs dont les grands vins de Bourgogne, Muscatl€€hampagne. Il tend aujourd’hui a se
développer vers d'autres régions de productiond’atitres types de vins (rosés et rouges).
Traditionnellement pratiqué en barrique, I'élevage lies peut également étre réalisé en foudre ou
en cuve. Le batonnage est une technique assoti@ewvange sur lies. Il permet d’en optimiser les
effets. Il consiste a remettre périodiquement ies ¢én suspension dans la masse du vin, par une
agitation mécanique. L’élevage sur lies permet meéger le vin de I'oxydation grace au pouvoir
réducteur des lies. D’'un point de vue organolegtiglelevage sur lies apporterait plus de
complexité aromatique et plus de gras au vin. @é&srentes propriétés sont liées a la libération pa
les levures de composés azotés, de lipides, dminés, de glucanes et de mannoprotéines au cours
du phénoméne d’'autolyse. Ce phénoméne se caracpaid’hydrolyse de biopolyméres aprés la

mort de la cellule (Fornairon-Bonnefortal.2001).

c-2 Incidence de I'élevage sur lies

Le vieillissement sur lies de levures favorise ML Une des causes est I'enrichissement du milieu
notamment en différentes fractions azotées (Sataal. 1997, Alexandreet al. 2001). Cet
enrichissement est dépendant de la capacité aqgtmytes levures. Certaines levures de part leur
activité protéasique ont la capacité d’enrichimiieu plus que d’autres (Martinez-Rodrigueizal.
2001). La levure excrete principalement des acatemés et des peptides. L’enrichissement en

azote d’'un vin éleveé sur ses lies peut étre supéaid 00 mg/L.
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Une autre caractéristique de lautolyse est I'dnssement du milieu en glucanes et
mannoprotéines (Charpentier et Feuillat, 1993).ehaore la nature de la souche conditionne la
guantité de macromolécules libérées (Rasal. 1998) et il existe une corrélation positive enére
teneur en macromolécules du milieu et la FML conaiéja expliqué dans le paragraphe a-2.

En plus il a été montré g’ oeniest capable d’hydrolyser les parois de levure l[Guw-Benatier

et al. 2000). La bactérie sécréte des glucanases (Giiratlal. 2000) et des protéases (Farias et
Manca de Nadra, 2000). La production de ces damigrotéases apparait stimulée en conditions de
stress et de limitations nutritionnelles (Faeasl. 1996, Rollaret al. 1998).

Constitutifs de la membrane cellulaire des levulkes lipides sont libérés rapidement au cours de
'autolyse. Des acides gras libres, des mono, diiglycérides, des stérols libres ou estérifiés on
été caractérisés dans les produits de l'autolysss &cides nucléiques de la levure (acide
ribonucléique ou ARN, et acide désoxyribonucléiqueADN) sont hydrolysés aprés la mort de la
cellule. Libérés dans le vin, ils I'enrichissent muicléotides. Toutes ces molécules vont stimuler la
FML.

Récemment, Patynowsét al. (2002) ont montré que, suivant la souche de leutilisée, I'élevage
sur lies peut conduire a une stimulation de la FddiLa son inhibition. Ce dernier point rapporté
pour la premiere fois dans la littérature montre fautolyse des levures peut enrichir le milieu en
facteurs de croissance stimulant la FML mais aeissiomposeés toxiques inhibant la FML.
Compte-tenu des propriétés liées a l'autolyse, antam nombre d'adjuvants cenologiques mimant
les lies de levures ont été développés. Parmi dgwants, les autolysats de levures sont utilisés
afin d’activer les FA. lls favorisent la croissaretda viabilité deS. cerevisiagnais aussi @. oeni

Les écorces de levures sont le plus souvent @dipdur détoxifier le milieu. En effet, elles oat |
capacité d'adsorber les acides gras a chaine meyeomme l'acide décanoique (Edwards et
Beelman, 1987), la FA et la FML s’en trouvent alaslitées.

v’ Effet du CO,

La plupart des chercheurs constatent une influeaaable du C@sur la croissance des bactéries
lactiques (Mayer, 1974). D'aprés eux, il va contdb a la production d’oxaloacétate par
carboxylation du pyruvate (voie anaplérotique).eadmburrait a la fois aider a maintenir un équilibre
redox favorable et favoriser la synthese d’acidamés. Dans d’autres études, le Cest pas un
facteur stimulant ce qui fait que I'influence du £f@ste controversée (van der Westhuietl.
1981).
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[-5-2 Les inhibiteurs de la FML

Certains parametres qui contrélent la croissanagébanne dans le vin sont connus depuis
longtemps. Il s’agit du pH, de la température, detdneur en anhydride sulfureux, du titre
alcoomeétrique, de la présence de certaines mokdeNeriennes inhibitrices et la composition en
nutriments. La température et le Si2uvent étre en partie maitrisés. La présende @knicomme
souche prédominante en fin de fermentation alcaeliet pendant la fermentation malolactique est
le résultat de la pression sélective de ces faxtaleffet du degré alcoolique est plus faible que
celui du pH, lui méme beaucoup plus faible queiadua température.

Parmi les facteurs inhibiteurs déja cités, certagrent détaillés dans ce qui suit :

v~ L’éthanol

L’action de I'éthanol est un facteur qu’on ne ppas contrdler. L'éthanol produit par les levures
durant la FA affecte plutét la croissance des bastdue la FML. En fait, d’aprés Capucho et San
Roméo (1994), 8 % d’éthanol (v/v) peuvent fortetrighiber la croissance des bactéries par contre
'acide malique continue a étre dégradé a un tau@@ %. Cette remarque rejoint I'hypothése de
Manca de Nadra et Strasser de Saad (1987, 199@)anirent qu’il n’y a pas de corrélation directe
entre l'activité malolactique et la croissance Baenne. De plus, I'effet inhibiteur de I'éthanairs

la croissance semble étre accentué en présenc®Ogdal@s que le SPseul est peu actif. La
tolérance a I'éthanol dépend de la températurgHiet de la composition azotée du milieu (Britz
et Tracey, 1990). Ingramt al. (1984) et Rosat al. (1992) expliquent que l'inhibition par I'éthanol
est due a [lincorporation de cette petite molécotdaire a linterface lipido-aqueuse de la
membrane plasmique ce qui va augmenter la polaetécette zone laissant passer d’autres
molécules polaires, la barriere semi-perméable amstituait ainsi la membrane est rompue. En
effet ceci peut entrainer une augmentation deréentles ions Hdans la cellule et une perte
simultanée de certains composés du matériel intnéaiee (Da Silveiraet al. 2002). De plus
'éthanol va affecter les interactions hydrophobestre les chaines hydrocarbonées des
phospholipides membranaires et entre les protémgaseques. Le positionnement des protéines
membranaires sera affectée et par conséquent dduitég entre autres I'activité enzymatique de
'ATPase membranaire.

L’inhibition par I'éthanol de la croissanceQl’ oenipeut paraitre surprenante puisque dans les vins
la croissance des bactéries commence généralenteefinae la FA lorsqu’ils contiennent 10 a 12

% d’éthanol. Il a été montré par plusieurs autguf®. oenia besoin d’une phase d’adaptation a
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I'éthanol pour croitre dans les conditions de wwaifion. Il est d’ailleurs recommandé lors de
'emploi d’'un levain malolactique, de préparer ¢aluen le mélangeant avec le vin a traiter pour
habituer les bactéries au milieu (Peynaud 1984bé&zerx, 1998). En effet, les cellulesOd’oeni
adaptées a I'éthanol sont capables de répondreffatifluidisant de ce dernier en augmentant
I'ordre des lipides au niveau de l'interface lipidqueuse et en diminuant la perméabilité. Il a été
montré que les bactéries possedent un mécanisrdaptiaion qui permet de compenser I'effet de
'accumulation de substances toxiques amphiphitgssdeur membrane (Weber al. 1996). Ces
mécanismes impliquent la synthese de protéinedrdess(small heat shock proteins) comme la
protéine Lo18 (Jobiret al. 1997, Mantiset al. 1992, Couchenegt al. 2005). Tsvetkovaet al.
(2002) et Couchenegt al. (2005) ont montré que ces protéines interagisaeat la bicouche
lipidique et la stabilise. Un autre mécanisme ioudint des protéines et des composés
cytoplasmiques indépendants des protéines de ftagsipent également a cette stabilisation. En
effet I'éthanol va induire une augmentation defifafé de ces molécules cytoplasmiques a la
membrane en augmentant leur hydrophobicité ce guieur permettre d’'intervenir a ce niveau
(Graca Da Silveiraet al. 2003). Notons que récemment des levains de bestdactiques a

ensemencement direct ont été mis au point.

v La température

La température et I'éthanol influencent la durédadphase de latence et la vitesse de croissance et
agissent de facon synergique. La températuréusstles parametres que I'on parvient a maitriser
le mieux. A de faibles concentrations en éthanatrecO et 4 % (v/v), I'optimum de croissance se
situe a 30°C pour les souches sélectionnées. begétatures élevées diminuent la tolérance des
bactéries a I'éthanol. En fait a des concentratemgthanol élevées, une température supérieure a
25°C peut complétement inhiber la croissance. bgptrature optimale pour la FML en présence
d’éthanol entre 10 et 14 % (v/v) est de l'ordre 2k & 25 °C (Asmundson et Kelly, 1990).
L’'optimum de température pour la dégradation deidla malique est entre 30 et 35°C alors que
'optimum pour la croissance se situe entre 2052 Pour obtenir une bonne dégradation du
malate et une bonne croissance, il est conseilllaatenir la température des vins a une valeur
proche de 20°C. La température a un effet sur Imione@ne cellulaire @. oeniproche de celui
provoqué par I'éthanol. Des températures élevéad perturber I'agencement des molécules
lipidiques et entrainer une dénaturation des pregemembranaires comme '’ATPase membranaire.
Un choc thermique va induire comme pour I'éthamosynthése de protéines de stress comme la
Lo18 qui va jouer un réle dans le maintien de €grialité membranaire des cellules. Couchestey

al. (2002) ont montré que la protéine Lo18 a un eftgdifiant et qu’elle agit directement sur les
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phospholipides membranaires. Cette rigidificatioautp étre expliquée par lintervention sur
lisomérisation cis-trans des acides gras insatudé®e configuration trans stabilise les chaines
d’acides gras et les dispose d’une maniéere pagadtebrdonnée (Chu-Kst al. 2005).

Des températures inférieures a 20°C ralentissermihmuéchent le processus. Le froid n’élimine pas
les bactéries viables mais empéche leur croissahdeur activité métabolique et retarde donc
considérablement la FML. En effet le froid entraiaee rigidification de la membrane en
augmentant la configuration trans au niveau destunations des acides gras (Chu-éfyal. 2005).

De ce fait les échanges membranaires devienneitildg. Le plus souvent, la diminution de la
température du vin en cours de la fermentation lmetigue méme jusqu'a 15°C, n'arréte pas la
dégradation de I'acide malique. Il importe en it&atjue le niveau de population nécessaire ait été
préalablement atteint (Asmundson et Kelly, 1990).

La température joue également un role en ce guierae la sensibilité des bactéries vis-a-vis du
SO, (Lafon-Lafourcade, 1981).

v" Le pH

Le pH est un facteur primordial qui exerce une figs se€lective en faveur des bactéries les plus
résistantes aux pH bas com@eoeni.A des pH supérieurs a 3,5 on trouve souvent deglatpns
bactériennes plus importantes et plus diversest aoudong de I'élaboration du vin, le pH agit a
plusieurs niveaux : il participe a la sélection dspeces selon leur acido-résistance, il oriente le
métabolisme et détermine surtout leur vitesse diiptication. Généralement, dans les vins a pH
élevé (supérieur a 3,5), leésctobacilleset lesPédiocoqus sont les plus abondants alors que les
vins plus acides favorisent la présenc®.doeni.Le pH optimum de croissance est, en milieu de
laboratoire, de I'ordre de 4,8. Au-dessous de aetlteur, la croissance est d’autant plus lentelgue
pH est plus faible. Dans le vin, le pH limite estltbrdre de 3. Mais cette limite dépend des autres
caractéristiques du milieu, comme par exemple tde ilcoométrique du vin. Si les autres facteurs
sont favorables, alors la limite est abaisséeargement. La phase de latence est prolongée et la
croissance est ralentie lorsque le pH est faiblecéntraire, si le pH est tres favorable, la ptase
latence passe inapercue. Comme déja cité danasrdgmphe 1-4-2, la HATPase membranaire
joue un réle trés important dans le maintien duimpiracellulaire dans un milieu acide comme le
vin. Fortieret al. (2003) ont montré que l'activité enzymatique deHB-ATPase augmente a de
faibles pH. Elle est 1,6 fois plus élevée a pH@)®= pH 5,5. Cette augmentation est corrélée a une
augmentation de I'expression du geatp codant pour cet enzyme. Plus le pH est faiblelet p
'induction de ce géne est importante et plus Réigt ATPasique est élevée.
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Le pH joue indirectement un autre role en agissantl’équilibre de dissociation de I'anhydride
sulfureux (cf anhydride sulfureux). Bien qu’un pEstnhibe l'utilisation des sucres et la croissance
d’'O. oenj la vitesse de dégradation de I'acide maliquepkst élevée. Le pH de la préculture joue
un réle important (Henick-Kling, 1990). Les levaipduits a de faibles pH (3,5) dégradent plus
rapidement I'acide malique que ceux produits a [@é(5,5). Le pH influence I'activité spécifique

de I'enzyme malolactique qui est optimale a pH cosngntre 3-3,2 pour les souche®dbeni.
v L’anhydride sulfureux

Toutes les vendanges doivent étre sulfitées a asssccomprises entre 50 et 100 mg/L de 80 a

50 mg/L pour la vinification en rouge et 60 a 106/mpour la vinification en blanc). Le sulfitage,
outre ses effets antimicrobiens et antioxydanigriae I'extraction et la stabilisation des commosé
phénoliques et aromatiques par son effet sur lm@abilité des membranes. Le non-sulfitage n’a
pas de justification sérieuse méme avec de la vigadaés saine mais jamais exempte de bactéries
et des oxydases du raisin. De plus, le non-suffifagorise la formation de S@ndogéne par les
levures. Les propriétés anti-oxydasiques inhibewtkxytation enzymatique des composés
phénoliques de la vendange, catalysée par la hassides raisins sains et la laccase des raisins
pourris. Ces transformations préfermentaires sa@fastes a la qualité du futur vin. Depuis la
cueillette jusqu’a la fermentation alcoolique, $t @onc nécessaire de les stopper par I'apport de
SO, qui bloque I'action de ces oxydases.

Le SG est un antiseptique tres actif sur les bactéaesgues et se trouve sous différentes formes
dans le vin : libre (moléculaire et ionique) et donee (cf figure 1-8). Son action bactéricide se
manifeste qu’il soit sous sa forme libre ou combingais la forme la plus toxique ou active du, SO
est le SQ moléculaire dont la concentration dépend de akllSQ libre et du pH. Le pH régule
'équilibre entre la forme moléculaire et la formenique comme le montrent les réactions

suivantes :

e SO (g) + HO+—> HSO; (aq) (Equilibre de solubilisation du dioxyde dmufse

gazeux)

e HxSO;(ag) + HO «—» HS® + HO" pKa: (1% équilibre acido-basique entre
I'acide sulfureux, appelé dioxyde de soufre moléiral et de son ion bisulfite)

* HSGO; + HO > S + HO" pKao (2" équilibre acido-basique entre Iion
bisulfite et I'ion sulfite).
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Les constantes pl et pKa2 sont les constantes de dissociation acido-baslgu&acide sulfureux.

Les valeurs varient selon les parameétres physiooighes du milieu : température, titre
alcoométrique volumique (TAV)... Elles sont respeetnent de 1,9 et 7,2 a 20°C et pour un TAV
de 12 % (v/v). Donc dans les gammes de pH cenolegi@entre 3,3 et 4), I'équilibre majoritaire
concerne l'acide sulfureux et I'ion bisulfite ay@@dominance de I'ion bisulfite.

Les formes moléculaires et ioniques du dioxydealdre ne sont pas nécessairement libres dans le
vin, car elles peuvent se combiner avec toutefoledions carbonylées et les anthocyanes présents.
On parle de S@libre et de S@combiné. En définitive seule la partie molécdalu SQ libre est

véritablement active sur les micro-organismes.

Bilan:
SOFHO o—» bBO; «— HSQ+H «—» SG +2H

Forme libre : S@ H,S0O;, HSO; et SQ*
Forme active : S9et H,SO;
Forme combinée: RCOHSO R= O

SO, total = forme libre + forme combinée Hé@
Figure 1-8. Les différentes formes de I'anhydridesulfureux dans le vin

Le SQ actif est calculé a l'aide de la formule mathémai suivante (www.itv-midipyrenees.com):
SOy actif (mg/L) = SQlibre (mg/L) / (PP +1)

La forme active du S&Xdiffuse librement dans la cellule et se retroumessforme de HS©au pHi

qui est autour de 6,5 ce qui s'accompagne d’'unanackation de sulfite chargé (9 qui réagit
avec les constituants cellulaires et conduit a ¢at roellulaire (Gunnison, 1981). Dans la celluge, |
sulfite réagit avec les protéines, les acides myo#s et certains co-facteurs et peut inhiber les
enzymes ce qui explique la mort cellulaire (Romahdsuzzi, 1992). Carretét al. (2002) ont
montré que le SPest capable de réduire considérablement I'actsfikécifique de la HATPase,

de 63 % dans leurs conditions (40 mg/L de,SBI=5, 27°C) et par conséquent réduire la viabilit
cellulaire et l'activité malolactique. Delfini et ddsiani (1992) ont trouvé qu’'une concentration de
SO, moléculaire supérieure a 0,5 mg/L est capablener complétement la croissance cellulaire
de 10 souches deeuconostocet de 4 souches deactobacillus De plus, une population de
Leuconostodle 2x16 cellules/mL était morte 22 h aprés addition delGy)/L de S@ moléculaire.
Bien qu’il y ait une grande variation concernantsknsibilité des bactéries lactiques au,, SO

semble que les Lactobacilles et les Pédiocoquestsplus tolérants g@. oeniaux hautes
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concentrations de S@Daviset al. 1988). Cela nous conduit a la conclusion que ies & hautes
concentrations de SOont plus de chance que des bactéries indésirglhastobacilles et
Pédiocoques) soient responsables de leur FML (Deivial. 1986). Il faut aussi noter que les
bactériophages qui attaquébt oenisont inhibés par des concentrations de ®@l de l'ordre de
50 a 100 mg/L (Davist al. 1985a).

Le SQ est ajouté a la vendange et des ce moment ivietgrsur la flore lactique. Les levures étant
moins sensibles, son addition les favorisent pppae aux bactéries. Au cours de la FA, il se
combine a certains constituants du vin. En fin d¢ E SQ n’existe plus que sous sa forme
combinée qui est moins active. L'inhibition destéaes dépend du pouvoir de combinaison du vin
qui va déterminer la proportion de Sbre et du pH qui va déterminer la proportion 8@,
moléculaire. Pour la méme quantité de,$@al chaque vin aura une quantité de, &léculaire
différente. L’effet antimicrobien du S(zombiné est lié au fait que le catabolisme destanbes
lites au S@ (acétaldéhydes et d’autres composeés carbonyléd¢pbactéries libére une partie du
SO, combiné et le rend plus actif (Somers et Wescoh®@/7). Naturellement, tout sulfitage méme
faible doit étre proscrit aprés la FA si I'on soitbaine croissance bactérienne. Finalement, ala fi
de la dégradation totale de I'acide malique, Iditagle doit étre pratiqué afin d’éliminer les
populations de bactéries lactiques encore viahleset Gallander, 1983 et Wibowet al. 1988).

Une concentration de S@bre supérieure a 15 mg/L a pH= 3,5 @eoeni(Guzzoet al. 1998) Le
SO, combiné a des concentrations supérieures a 30 prglange la phase de latence et limite la
population maximale dans le vin. A plus de 50 mggL.SQ combiné ou de 100 a 150 mg/L de ;SO
total la croissance peut étre completement inhfidibowo et al. 1985). L'activité malolactique est
sensible au SOA 20 mg/L de S@combiné I'activité malolactique est réduite de%3a 50 mg/L
l'inhibition est de 50 % et a 110 mg/L elle esttet(Lafon-Lafourcade, 1970).

Les levures peuvent également produire des sufigadant la FA. Habituellement 10 a 30 mg/L de
sulfite (SQ%) sont produits au maximum (Dittrich, 1987). Lasut des souches & cerevisiae
en produisent moins de 10 mg/L (Suzti al. 1985). Néanmoins, il existe des souches qui
produisent jusqu’a 100 mg/L (Henick-Kling et Paf994). La production de sulfite varie en
fonction de la présence de nutriments (Gyllahgl. 1989), du pH, de la température (Eschenbruch
et Bonish, 1976) et du degré de clarification (etuGallander 1982). Il se lie a l'acétaldéhyde et a
d’autres substances.

Un pH bas et une quantité élevée d’éthanol agiskefdcon synergique avec le SO
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v Les acides gras

Les acides gras saturés a chaine moyenne comnueldécanoique peuvent inhiber les levures et
les bactéries en méme temps (Edwartdasl. 1990, Lonvaud-Funedt al. 1988). En fait, ils inhibent

la croissance des bactéries lactiques et leur tapmacataboliser I'acide malique mais ceci dépend
bien sir du type et de la quantité d'acide prégeafon-Lafourcadeet al. 1983, Capucho et San
Romao, 1994). Edwards et Beelman (1987) ont moomie® I'addition de 5 a 10 mg/L d’acide
décanoique au jus de raisin inhibe la croissancébenne et la FML alors que 30 mg/L sont
létales. Curieusement, Capucho et San Roméao (1&®jrouvé que les acides décanoique et
dodécanoique a des concentrations inférieures5et 2,5 mg/L respectivement, sont stimulateurs
de la FML et de la croissance bactérienne alorsdpseconcentrations plus élevées deviennent
inhibitrices. De plus I'addition combinée des asidexanoique, octanoique et décanoique entraine
une plus forte inhibition que si chacun était agotdut seul (Lonvaud-Funet al. 1988). Ces
mémes auteurs ont montré que I'addition deu®2Bde I'acide décanoique (4 mg/L), ou bien de 2,5
uM de l'acide dodécanoique (0,5 mg/L) ou bien de|@/Bde I'acide palmitoléique (0,58 mg/L)
entrainent une inhibition de la FML. L'inhibitionedla vitesse de croissance et de l'activité
malolactique par ces acides gras dépend de lewrentmation mais aussi du pH du milieu. Par
exemple, l'inhibition de l'activité malolactiqued: oenipar I'acide décanoiquest plus importante

a pH= 3 qu’a pH= 6 (Capucho et San Romao, 1994)eftat étant donné que le pKle l'acide
décanoique est de 4,9, la forme prédominante a pé¢r8 la forme non-dissociée considérée
comme étant la forme toxique ou active. Cette foesiecapable de diffuser dans la cellule et une
fois a lintérieur (phE 6,5), elle subit une déprotonation ce qui en&ratme acidification
intracellulaire et une dissipation du gradient sraembranaire de protons (Capucho et San Romao,
1994). De plus Carretét al. (2002) ont déemontré que l'inhibition de la FML das acides gras
comme l'acide décanoique et I'acide dodécanoiqgiega synergie avec I'éthanol, probablement a
cause de l'intervention de toutes ces moléculesiaau de la membrane. De plus, ils ont montré
gue l'acide décanoique agit en synergie avec leefapH et/ou I'éthanol pour inhiber 'ATPase
membranaire @. oenidont I'activité est associée a la FML (Olsetnal. 1991, Tourdot-Maréchal

et al. 1999). En effet, ceci peut étre expliqué par lpac#é de cet acide de se solubiliser dans la
partie hydrophobe de la membrane ce qui va modiiesomposition et sa perméabilité et entrainer
une augmentation de I'entrée de protons dans laleadt la perte d’acides aminés intracellulaires
(Stevens and Hofemye, 1993). De plus la positienstructure et la fonction des protéines

membranaires vont se retrouver affectées commescad la F+ ATPase.
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v Proteines

Des métabolites levuriens antibactériens de napuogeique ont été mis en évidence pour la
premiére fois par Dicket al. (1992). Ces auteurs ont pu isoler deux protéiresoraques
synthétisées par la souche R107 SlecerevisiaeL’'une d’elles posséde les caractéristiques du
lysozyme et I'autre celle d’'une petite protéineaaitpl. Récemment, Comitiei al. (2005), ont

exploré a nouveau cette piste et ont pu identleprésence d’'un composé de nature protéique
synthétisé par S. cerevisiaesouche F63 qui s’est révélé fortement inhibiteis & vis de la
croissance et de la FML menée par oeni souche CHR. Ce composé a été partiellement
caractérisé. Il présente un poids moléculaire sepea 10 KDa et son effet inhibiteur dépend de sa
dose. Il semble aussi agir sur un récepteur spéeifde la membrane cellulairead’ oenipuisque
'augmentation de sa concentration réduit la cesiss bactérienne avec une cinétique de saturation
typique de ce genre d’inhibiteurs.

Osborne et Edwards (2007) ont aussi mis en évidangeesence d’'un autre composé antibactérien
de nature protéique qui inhib®. oeni souche Viniflora oenos. Ce composé synthétisé Sar
cerevisiaesouche RUBY.ferm présente un poids moléculairé,8eKDa. Il semble que ce peptide
agit de facon synergique avec des concentrati@veé$ de Sfalors que quand le S@st présent

a de faibles concentrations, la présence du peptige plus suffisante pour entrainer une inhibitio
bactérienne (Osborne et Edwards, 2006, 2007). BP&prux, ce peptide agirait comme les
bactériocines en formant un canal ou un pore aeanivde la membrane ce qui va faciliter I'entrée
du SQ dans la cellule d’ou I'effet inhibiteur visible gnd ces deux facteurs sont associés.

D’aprés ces travaux, il semble gu'il existe difféie types de protéines/peptides antibactériens

synthétisés pa®. cerevisiaet dépendant de la souche de levure en question.

v' Déficience du milieu en nutriments

En dehors de la production de meétabolites levuriensbactériens, linhibition des bactéries
lactiques peut aussi résulter de I'épuisement diemeén nutriments par les levures au cours de la
FA (Fornachon, 1968, Beelma al. 1982, Nygaard et Prahl, 1996). En effet, a ladfinla FA, le

vin peut étre déficient en certains nutriments carigs vitamines et les acides aminés qui sont
essentiels pour la croissance et le métabolisméagéries lactiques exigeantes d’un point de vue
nutritionnel (cf paragraphe 1-4-4). Beelmanhal. (1982) ont montré que pendant la culture pure
dans un milieu synthétique, les levures consomroeriains acides aminés comme l'arginine, de
fagcon que les concentrations restantes ne soisnsyffisantes pour assurer une bonne croissance
bactérienne d’ou l'inhibition de la FML.
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v~ Composés phénoliques

Les composeés phénoliques du vin proviennent dellcple des raisins, des pépins, de la rafle et
du bois utilisé pendant le stockage du vin (Ribé@ayonet al. 2000). On les divise en deux
groupes (Macheiet al. 1990):

1- Les non-flavonoides qui comprennent les acides giligres, les aldéhydes et les alcools.
La plupart des non-flavonoides présentent unetstieisimple et possedent un ou plusieurs
groupes hydroxyle et méthoxyle directement lies@yau benzene.

2- Les flavonoides qui comprennent les anthocyanes flé&onols et les flavanols et qui
possédent I'anneaus{Cs-Cgs dans leur structure.

Les tanins sont définis comme étant des polymeéeréseptant une structure complexe capable de
réaliser des interactions stables avec les pratégted’autres polymeres des plantes comme les
polysaccharides. Selon leur unité structurale de Jdas tanins sont divisés en :
- tanins hydrolysables avec I'acide gallique, I'acallagique (acides phénoliques) ou ses dérivés
comme monomeres. Ce sont les tanins provenantidu bo
- tanins catéchiques ou condensés avec les catéadtingsicatéchines (flavanols) en tant que
monomeres. Ce sont les tanins du raisin et sost appelés pro-cyanidines.
L'influence des composés phénoliques sur les hastéactiques n’est pas trés élucidée. Alors que
certains peuvent stimuler la croissance et I'aigifsactérienne, d’autres peuvent les inhiber.
Reguantt al. (2000) et Alberteet al. (2001) ont montré que la catéchine stimule lass@anice et la
FML d’O. oeniet deLactobacillus hilgardii Vivaset al. (2000) ont par contre montré que les pro-
cyanidines (a base de catéchine et épicatéchifiedtafit négativement la viabilité @. oeni.
Certains acides phénoliques influencent négativértgemrroissance et la viabilité des bactéries
lactiques (Campost al. 2003). Les aldéhydes phénoliques exercent un teffejue sur les micro-
organismes mais il existe peu de connaissancetesuraction sur les bactéries du vin (Gill et
Holley, 2004).
Figueiredo et al. (2007) ont testé différents aldéhydes phénoliqdes cinnamaldéhydes :
coniferaldéhyde et sinapaldéhyde et les benzald&hydvanilline, syringaldéhyde, p-
hydroxybenzaldéhyde, 3,4-dihydroxybenzaldéhyde,&53rihydroxybenzaldéhyde) et ont trouvé
gue la plupart avait un effet inhibiteur. Les cimadéhydes, en particulier le sinapaldéhyde,
étaient les plus inhibiteurs de la croissance Ip@ctiée. La nature peu-polaire des cinnamaldéhydes
semble leur conférer une plus grande affinité anterw lipidique des cellules membranaires
(O’Connor et Rubino, 1991).
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Concernant les benzaldéhydes, l'effet inhibitewaitémoins marqué et le nombre de groupes
hydroxyle des dérivés benzaldéhydes était lieé & lpauvoir inhibiteur. Ainsi, les 3,4-
dihydroxybenzaldehyde et 3,4,5-trihydroxybenzaldighgvaient un effet inhibiteur plus important
gue le p-hydroxybenzaldéhyde. Ces molécules adisaenla surface externe des cellules en se
combinant aux groupes SH des protéines (Ramos-&liah 1998). La vanilline n'a montré aucun
effet inhibiteur.

Notons enfin que pour ces aldéhydes phénoliquesdecentrations normalement trouvées dans le
vin (1-2 mg/L) ne sont pas inhibitrices et qu’iufades concentrations supérieures comme celles
utilisées par Figueiredet al. (2007) pour avoir les effets inhibiteurs décrits.

Parmi les flavonols, le kaempférol et la quercétiriebent fortemenO. oeni La quercétine inhibe

la réplication de '’ADN et agit sur la membranelakglire (Cuhsnie et Lambert, 2005).

Par contre, les flavanols (catéchine et épicat@himinhibent pas la croissanceQd’ oeni aux
concentrations retrouvées habituellement dansne(10-200 mg/L) (Goldbergt al. 1998). De
plus, la catéchine stimule la croissance bactéei@D. oeniet cette stimulation augmente avec la
concentration (Reguaet al. 2000).

Alors que les catéchines et épicatéchines n’inhik@as la croissance @. oenj les tanins,
composés flavonoiques majoritaires dans les vinge® et qui sont constitués a partir de ces
monomeres, sont trés toxiques méme a de tres $atblecentrations inférieures a celles retrouvées
habituellement dans le vin (0,5 g/L) (Figueiredb al. 2007). Les tanins peuvent se lier aux
phospholipides et protéines membranaires perturbasi la fonction de la membrane (Jackson,
2000) et peuvent établir des liaisons hydrogenes #s peptidoglycanes de la paroi cellulaire des
bactéries Gram-positive (Field et Lettinga, 1998us la molécule de tanin est grande et plus son
effet inhibiteur est important.

Reguantet al. (2000) ont montré que I'acide gallique stim@e oeniet ceci est associé avec la
consommation de cet acide par la bactérie. Cetadsulété aussi constaté par Viesal. (1995)

qui ont par contre clairement démontré I'effet bitéur de I'acide vanillique, de pro-cyanidines de
pépins et des ellagitanins de bois de chéne. Régiaal. (2000) travaillant sur des milieux
modeles ont trouvé que parmi les acides hydroxyemques qu’ils ont testé, I'acide p-coumarique
avait un effet inhibiteur important a une conceimrade 100 mg/L sur la croissance bactérienne et
la FML. Camposet al. (2003) ont montré que les acides hydroxycinnanscgent des molécules
peu-polaires ce qui facilite leur transport a trada membrane cellulaire@: oeniet explique leur
effet inhibiteur. De plus leurs pKse situent entre 5 et 7 et donc a un faible pHneeroelui du vin

la forme non-dissociée toxique est la forme prédamie.
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Dans certains cas une souche de bactérie peureraméeressante pour la FML des vins blancs
mais sensible aux polyphénols et donc difficilematitisable pour une vinification en rouge
(Gerbaux, 1998).

Finalement il semble que l'inhibition ou la stimiide de la croissance bactérienne et de la FML
varie pour un méme composé phénoligue et au seiredhéme espéce de bactérie lactique suivant

la souche en question et les conditions du milel, €oncentration...).

v~ Pesticides

Dans le cas ou des pesticides ont été utiliséslpgamps avant les vendanges, il y a des risques de
les retrouver dans les vins. Bordaetsal. (1998) ont montré que pour certains pesticides (Cu
dichlofluanide) les concentrations souvent retr@svéans les vins sont de l'ordre des quantités
minimales nécessaires pour I'inhibitiorQd’oeni Un milligramme par litre de Clin’affecte pas la
FML mais 5 mg/L la retardent de 12 jours. L'inhibit par le cuivre peut étre due a sa compétition
avec le Md", cofacteur important de 'activité enzymatiqueladd’- ATPase membranaire, ce qui
va entrainer une inhibition de I'activité enzymatqde cette derniere (Carreg€ al. 2002). Ces
derniers montrent que 20 mg/L de*Créduisent I'activité spécifique de la#ATPase de 23,5 %.

Le dichlofluanide a 2 mg/L peut avoir un effet sfgratif. La sensibilité varie avec la souche et

certainsLactobacillussemblent étre plus résistants.

v~ OXxygeéne

Les bactéries lactiques sont des micro-organismniesesnent fermentaires. Elles ne respirent pas et

n’ont pas besoin de stérols ni d’acides gras iméatpour leur croissance. Les différentes espédces e

souches peuvent avoir des comportements difféuesHs-vis de I'oxygeéne. On distingue :

- les aérotolérantes : ce sont celles qui toléremiyjene mais qui sont incapables de I'utiliser.

- les anaérobies facultatives : elles se développézuix en 'absence d’oxygene mais pour elles
I'oxygéne n’est pas toxique. C’est le ca®dbenien général.

- les microaérophiles : elles ont une meilleure samse en présence de faibles quantités
d’'oxygeéne (Ribéreau-Gayaat al. 1975). Selon une hypothese, 'oxygene, en agissast les

flavoprotéines, contribue au maintien d’un équdibedox favorable.
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[-5-3 Mécanismes de résistance ch&x oeni

Plusieurs mécanismes réegulateurs répondant augretlitls stress sont connus chez les bactéries
Gram-positive (Sandemst al. 1999). Les différences entre les souchd3. dieniconcernant leur
capacité a réussir la FML peut étre reliée a lésistance aux différents stress du milieu. La
préexposition de ces cellules a un agent de sttess des conditions non-létales améliore leur
résistance lors d’'une exposition ultérieure a desés plus extrémes de ce méme genre de stress
ou bien d'autres stress. Les bactéries acquiérnest ane résistance aux différentes conditions
stressantes du milieu. Par exemple, un prétraiterd&d. oeni a un pH acide lui confere
ultérieurement une meilleure tolérance ay 8&uzzoet al. 1998). Plus la souche@: oeniutilisée

en vinification est capable de s’adapter rapidensnt conditions du milieu et plus on a des
chances de réussir la FML d’ou l'importance de cangre les différents mécanismes de
résistance chez ces bactéries lactiques.

Parmi ces mécanismes on parle souvent de « hegclt-gioteins ». En effet, tous les organismes
vivants, de la bactérie a 'lhomme, répondent aulatians de température en induisant la synthese
d'un groupe de protéines appelées ‘heat-shock’épres : HSP. Les températures induisant la
synthése des HSP sont souvent trés proches desragnmes que l'organisme concerné doit
affronter dans son environnement naturel : poub&géries thermophiles assurant des croissances
a 50°C, les HSP sont induites a partir de 60 °Qy pes poissons vivant dans I'Arctique, les
protéines sont induites a 5-10 °C. Les HSP sonsidoductibles par d'autres stress, tels que
I'éthanol, les métaux lourds, les agents oxydaliésidité, les sulfites...C'est pourquoi elles sont
appelées plus généralement des protéines de fressjue toutes sont présentes dans les cellules
non choquées ou elles jouent souvent un réle askdans les conditions physiologiques normales.
Elles sont surexprimées lors de chocs physico-chied modérés, pas nécessairement létaux, de
fagon & protéger la cellule de chocs éventuels ggusgres (Lindquist et Craig, 1988). On distingue
plusieurs familles de HSP en fonction de leur poitdéculaire. La synthese de protéines heat
shock est induite che@. oenidans un milieu stressant comme le vin. La surii@. @enidans le

vin et sa capacité de réaliser la FML sont améber@ar prétraitement des cellules a une
température de 42°C (Guzmb al. 1997). Plusieurs de ces protéines jouent le rélendlécules
chaperonnes ou de protéases qui peuvent partiifgeréparation ou a la dégradation des protéines
dénaturées de la cellule (Crapal. 1993).

Guzzoet al. (2000) ont étudié I'expression de 3 genes dete¥gis che. oeni: le génehsp 18

qui code pour une petite protéine de choc thermappelée Lol8, le gérdpX qui code pour un

composeé de régulation ATPasique de la protéase &tlfEPgendrxA qui code pour une
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thioredoxine. Ils ont constaté que le gése 18ne s’exprime que lorsque les cellules sont exmosée
a un stress comme lors d’'un choc thermique a 423G teur cas. Par contre, les géme& etclpX
s’expriment faiblement pendant les conditions pblggjiques normales mais leur expression se
trouve augmentée suite a un stress comme le chouitjue. L'expression de ces 3 génes est réglée
au niveau de la transcription et varie en fonctlerla phase de croissance. En effet le gémeest
hautement exprimé pendant la phase exponentiellerdissance et son expression diminue
progressivement pendant la phase stationnairegigparaitre a la fin de cette phase. Contrairement
aclpX le génehspl8s’exprime uniqguement pendant la phase stationehil® gendrxA s’exprime
d’'une facon identique et a des taux €élevés pertdatés les phases de croissance.

D’autres mécanismes de résistance ont été identdiéez les bactéries lactiques comme les
transporteurs de substances toxiques « multidregtamce transporters ou MDR », qui pour la
plupart utilisent la force protomotrice plutét gu&TP comme force conductrice et travaillent en
tant qu'antiports Ffsubstance toxique (ex : le transporteur Lmrd_detococcus lactisBolhuis et

al. 1995). Les transporteurs bactériens MDR ATP-dépetsddéja connus sont les LmrA de
Lactococcus lactigjui présentent une homologie structurale et foncielle avec les MDR 1 P-
glycoprotéine chez les hommes (van Vesnal. 1996) et les HorA dd.actobacillus brevis
(Sakamateet al. 2001). Bourdineaueét al. (2004) ont exploité la présence d’un tel mécanisime
résistance che@. oeniet ont pu identifier la présence d’un transporteorrA du type MDR ATP-
dépendant. lls ont montré que ce transporteur ocendO. oeni une résistance a différentes
conditions toxiques comme le vin, les chocs theumsget osmotiques etc... En plus de leur role
important dans I'élimination des substances toxaere dehors de la cellule, les transporteurs MDR
facilitent la survie dD. oenidurant les conditions stressantes en maintenargahisation des
phospholipides membranaires et par conséquentésemmant la semi-perméabilité membranaire.
Notons que les substrats de ces transporteursnpe@seine seule caractéristique commune qui est
le fait d’étre amphiphile comme par exemple I'étblan

Un mécanisme impliquant le geftsH qui code I'expression d’une protéine ancrée admbrane
ATP-dépendante a été aussi décrit par Bourdineaiat (2003). Il s’agit d’'une métalloprotéase qui
en plus de son activité de protéase participessdiablage des protéines dans la membrane et a la
translocation des protéines exportées. Son expresst induite suite a un choc thermique ou

osmotique et confere une meilleure protection @dlsles a la toxicité du vin.
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I-5-4 Fabrication de levuresS. cerevisiagransgéniques capables de réaliser la FML : une

solution alternative a la réalisation de la FML parO. oeni?

I-5-4-1 Dégradation de I'acide malique par les leues

Alors que la FML est menée par les bactéries laesgnotamment I'espec®@. oeniqui convertit
'acide L-malique en acide L-lactique et g@a fermentation maloéthanolique (FME) est menée
par certaines espéces de levure comme les levpmatanant a I'espéc8chizosaccharomyces
pombeet les levures appartenant au geBaccharomycesChez les levures, I'acide malique
consommeé est transformé en pyruvate grace a unmenigtracellulaire connu sous le nom
d’enzyme malique. Le pyruvate est par la suite itéém éthanol. Alors que les levures
Saccharomycesont les moins efficaces dans la dégradation delBamalique, les souches 8kiz.
pombesont capables de dégrader des concentrations &ssées (Taillandier et Strehaiano, 1991).
Néanmoins, il existe des difféerences remarquabié® des différentes especes Sccharomyces
concernant leur capacité a dégrader I'acide mal{gnée 0 et 3 g/L). Le métabolisme de l'acide
maligue cheSaccharomycesst lié a la température optimale de croissansdalifi&rentes especes.
Les especes cryotolérantes (8accharomyces bayanu&accharomyces pastoriarnus/nthétisent

de l'acide malique alors que les especes thermmattiés (ex :Saccharomyces cerevisjae
Saccharomyces paradojuseuvent dégrader I'acide malique jusqu'a 48 %in(Ra et al. 1998a,

b). La capacité d’'une levure a dégrader I'acideigual extracellulaire dépend de l'efficacité du
transport de cet acide ainsi que de I'efficacitd’eezyme malique intracellulaire (Volschepkal.
1997). A un pH de 3,5 et avec un pHe 3,4, 43 % de I'acide malique se trouvent sousné non-
dissociée capable de diffuser passivement a trdaemsembrane cellulaire. Etant donné dbie
cerevisiaene peut assimiler I'acide maliqgue que par diffasassive de ce dernier et que son
enzyme malique présente une faible affinité a dmstsat (K= 50 mM) (Osothsilp, 1987), I'acide
malique extracellulaire n’est pas efficacement comsé par cette levure. La faible dégradation de
'acide malique pass. cerevisiagoendant les conditions fermentaires est due aulssiocalisation
mitochondriale de I'enzyme malique et le fait qes Imitochondries sont dysfonctionnelles et
présentes en nombre réduit pendant les conditiensimfication. Par contreSHz. pombeest
capable de mieux dégrader I'acide malique en poesdiune source de carbone assimilable car elle
posséde un systeme de transport de I'acide ma(lgumalate perméase) et un enzyme malique
cytoplasmique présentant une grande affinité pewubstrat (k= 3,2 mM) (Osothsilp et Subden,
1986). Les enzymes maliques catalysent la décaldioxy oxydative du L-malate en pyruvate et
CO; en présence des co-facteurs NAD@)Mrf* ou M¢*. L'enzyme malique mitochondrial &
cerevisiaeNADP-dépendante joue un rble dans I'approvisioner@mtramitochondrial en NADPH
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et pyruvate pendant les conditions anaérobies ¢Bzilal. 1998) alors que I'enzyme malique de
SHz. pomb&AD*-dépendante joue un réle dans I'approvisionnemegitasoliqgue en NADH, H
(Groenewald et Viljoen-Bloom, 2001). Le pyruvateslae cas est réduit en éthanol. Notons aussi
gue chez les levures, le malate peut étre dégmdé@ fumarase et la malate déshydrogénase.

La FA complete paBHz. pomb@roduit des arémes indésirables (Taillandieal. 1995). De plus
cette levure est sensible a la température etthahél (Taillandieret al. 1988) d'ou le réle
préférentiel deS. cervisiaedans la réalisation de la FA. Il serait donc ieséant d’améliorer les
capacités de cette derniere a dégrader l'acideqoalgrace a la génétique en utilisant certaines
propriétés d&Hz. pombet d'O. oeni

I-5-4-2 Fabrication de levuresS. cerevisiagransgéniques capables de réaliser une meilleure
FML.

Comme déja expliqué dans la partie 1-5-2, la FMInéeepar les bactéries lactiques, est tres souvent
inhibée a cause de I'action combinée de différéaxtteurs inhibiteurs du vin ce qui méne le plus
souvent a une altération de la qualité sensoraileszin et de sa stabilité microbiologique quand
cette étape désirable n’est pas bien contr6lée.s0luion alternative a ce probleme serait I'emploi
d’'une seule souche de levure fabriqguée de facayuagir réaliser simultanément la FA et la FML.
Bony et al. (1997) ont fabriqué une levuf® cerevisiaeontenant le génmleSde Lactococcus
lactis codant pour I'enzyme malolactique et le génaelde SHz. pombe&odant pour la malate
perméase. La co-expression de ces deux génes abstiment nécessaire pour completement
dégrader le malate présent dans le milieu. Paredatprésence du genmeaelet 'absence du gene
mleSa entrainé la dégradation d’uniquement 45 % deédéamalique extracellulaire ce qui souligne
la plus grande affinité de I'enzyme malolactique raalate (K= 12 mM) comparée a celle de
'enzyme malique (kK= 50 mM). De plus pendant la présence de ces dengsy 92 % du malate
ont été dégradeés via I'enzyme malolactique confith@ncore une fois que la compétition pour le
malate est en faveur de I'enzyme malolactique. éapart, le transport du malate dans la cellule,
étape limitante dans la dégradation de l'acide gualiextracellulaire, était trés influencé par le
nombre de copies du geneel En effet, les cellules exprimant plusieurs comlesce géne, ont
montré une plus grande vitesse d’assimilation deide malique que celles contenant une seule
copie et par conséquent une dégradation rapidengplete de I'acide malique. Par contre, la méme
cinétique de dégradation de I'acide malique étasteovée quelque soit le nombre de copies du géne
mleSsuggérant que cet enzyme n’est pas limitant dangracessus et qu’une faible quantité est

suffisante pour dégrader complétement I'acide roeliq
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Les souches dé&. cerevisiaecapables de réaliser la FML sont d'un grand int&téns la
vinification. L’élimination de I'acide malique quist I'un des acides organiques principaux du jus
de raisin est essentielle pour la désacidificatibla stabilisation du vin. L'utilisation de soushde
levures malolactiques peut contrdler la réalisatigncette étape et assurer une FML rapide et
complete puisqu’elle aura lieu simultanément aeeEA dans un milieu non contraignant. Baty

al. (1997), ont trouvé dans leurs conditions expériales que le malate était compléetement
dégradé alors que 75 % du sucre du milieu n’étgiaatencore consommeés. Malgré les avantages
de cette solution alternative, des contraintestexisians la construction de souches commerciales
de levures génétiquement stables aprés intégrdgésrmgenesnleSet mael En plus du probleme
d’autorisation de commercialisation de telles seschil est important de préserver les
caractéristiques technologiques de la souche estigngBarreet al. 1993). Par exemple Borst

al. (1997) ont montré qu’une expression élevée du gée&entraine une diminution du contenu
intracellulaire en malate. Malgré que les cinétgjde croissance et de fermentation n’aient pas
changé, ils ne pouvaient pas exclure I'hypothese cpla n’affecterait pas la synthése d’autres
produits présentant un intérét organoleptiquealldfa alors faire attention a ce point et régler
'expression du génmleS Enfin, cette stratégie pourrait priver le vin aBgtaines caractéristiques
organoleptiques apportées par les bactéries ladiqu cours de la FML (Davet al. 1985b,
Henick-Kling, 1993). La comparaison des profils angleptiques des FML bactériennes et
levuriennes devrait trancher sur ce point.

Plus récemment, Husnit al. (2006) ont construit une souche industrielleSdeerevisiagviLO1,
génetiquement stable, en intégrant le géne de latenperméase d8Hz. pombeet le gene de
'enzyme malolactique @. oeni Cette souche était capable de completement dBodeb 5,5 g/L
d’acide malique du moQt Chardonnay pendant la Féur& analyses phénotypiques, génotypiques
et protéomiques ont montré que cette souche élmittigue a la souche parentale. De plus elle
répond au statut GRAS « Generally Regarded As Bafke la FDA (Food and Drug
Administration) et constitue la premiere souche leleure génétiquement modifiée qui a été
commercialisée. Parmi les avantages de la sulistitdes bactéries lactiques par cette souche, on
note I'absence de formation d’amines biogénes tedgpar les bactéries lactiques au cours de la
vinification (Santos, 1996, Soufleresal. 1998).
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|-6 Etudes des interactions levures/bactéries

Lorsque deux populations différentes de micro-oigyaas partagent le méme environnement, des
interactions peuvent s’établir entre elles. Cesnph@nes sont relativement fréquents en cenologie
en raison de la non-stérilité des milieux de ferragon. Il existe deux types d’interaction : direct

et indirecte. Les interactions directes impliquentcontact physique entre deux micro-organismes
et comprennent la prédation, le parasitisme, labsyse et I'inhibition par contact direct entre les
cellules ou « cell-cell contact mechanism ». Lderarctions indirectes sont dues a des métabolites
extracellulaires et comprennent le neutralismeylgéualisme, le commensalisme, 'amensalisme, la
compétition et le « quorum sensing » (Bailey etisDl986, Verachtentt al. 1990, Nisseret al.
2003, Kleerebezermt al. 1997).

v" Interactions directes

a- Prédation et parasitisme

Dans ce type de relation, I'une des espéces vtetmient au dépend de I'autre. La victime devient
un substrat et est totalement digérée dans leeés prédation ou bien une partie de ses tissus est
consommeée comme dans le cas du parasitisme. Amdidctéries peuvent étre parasitées par des

virus (bactériophages), comme le phage P58 €hewxeni(Arendtet al. 1991).

b- Inhibition par contact direct entre les cellulesou « cell-cell contact mechanism »

Dans ce type d’'interaction, une population de mamganismes est inhibée par une autre et ceci par
contact direct entre les cellules des deux popriatiors de leur culture mixte. L'inhibition dans c
cas ne résulte ni d'une limitation en nutrimentsdaila présence de métabolites extracellulaires
inhibiteurs mais plutdét d'un contact direct aves tllules de la population inhibitrice qui doit
présenter une concentration élevée de celluledegablisseret al. (2003) ont par exemple montré
I'inhibition de la croissance de levures nBaecharomycesommeKluyveromyces thermotolerans
et Torulaspora delbrueckiipar des cellules viables d&accharomyces cerevisiaa@ une
concentration de 5 x 1@ellules/mL pendant leur culture mixte. Ce phénoengeut étre & I'origine

de I'arrét de croissance de ces levures aBantharomyces cerevisipendant la vinification.
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v Interactions indirectes

a- Mutualisme

On distingue deux phénomenes : le mutualisme (sysebiet le synergisme (proto-coopération)
durant lesquels chaque micro-organisme est stipaida présence de l'autre. Dans le mutualisme,
la présence de chague micro-organisme est indiapknpour la survie de l'autre alors que dans la
proto-coopération 'interaction n’est pas nécesgsaifa survie des populations mais la présence des

deux micro-organismes ensemble entraine une amtdiorde leur développement.

b- Neutralisme

Aucun changement dans la croissance des populatiandieu ; la présence d’'une population
n'affecte pas l'autre. Ceci définit en fait 'absend’interaction. Ce type de relation n’est possibl
gue si aucun des substrats n’est limitant ou seg®eces ont des besoins nutritionnels totalement

différents.

c- Commensalisme

Une des populations profite de la présence deréaela peut avoir lieu si une des populations
produit une substance nécessaire pour la croissnkautre ou si elle consomme une substance

inhibitrice de la croissance de l'autre.

d- Compétition

Dans le cas de la compétition, les deux populatemsdéveloppent sur le méme substrat et
consomment toutes les deux un ou plusieurs nuttBnemmmuns nécessaires a leur croissance ce
qui aura un effet négatif sur leur vitesse de saise et celle dont la vitesse de croissance est la
plus affectée sera la plus désavantagée. On peut’exemple de la compétition entre les levures
et les bactéries lactiques au début de la FA aganivde laquelle la croissance des bactéries €arrét
rapidement aux dépens du développement des lev@ependant cet arrét de croissance peut étre
un avantage lorsque I'espéce concernée reste viddnes ['attente de nouvelles conditions
favorables aprés la mort de son concurrent. Erfiedtion, les bactéries lactiques, principalement
O. oenj se développent apres la FA, lorsdliecerevisiaentre en phase de déclin et relargue des
facteurs de croissance (Guilloux-Benageml. 1985, King et Beelman, 1986, Lonvaud-Fueiedl.
1988).
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e- Amensalisme

Une des populations produit une substance ayaetfahnégatif sur la croissance de l'autre. Cette
situation est semblable a la compétition par igterice, exceptée que dans 'amensalisme une des
populations n’est pas affectée par l'interactioa.das typique d’amensalisme chez les levures est la
toxine « killer » produite par certaines souches$Sdeerevisiaet qui entraine la mort des souches
sensibles (Carraet al. 1993, Ramon-Portugadt al. 1994). On peut aussi citer I'exemple de la
production d’éthanol pasaccharomycegqui est la principale hypothése expliquant la d@tion

de cette levure lors de la fermentation suite a s#lection des différentes especes présentes en
début de fermentation directement liée a leur &wiée a I'éthanol (Meers, 1973). L’inhibition des
bactéries lactiques par des métabolites levuriétigafol, SQ acides gras, protéines, etc...) est

aussi un exemple d’amensalisme.

f- Quorum sensing

Chez les bactéries Gram positives et Gram négatlaesapacité d’'une population bactérienne
entiere d’exprimer un phénotype spécifique en répain de petites molécules signales solubles et
dont I'expression dépend de la densité cellulage :(lactones homosérines, phéromones) est
définie comme étant le phénomene de « quorum gemrsfRuquaet al. 1996, Kleerebezerat al.
1997). Chez les levures, des phénomenes ressemblamuorum sensing » ont été décrits, comme
par exemple la croissance coordonnée de coloniasteg de différentes espéces de levures sur
gélose avec I'ammoniaque comme molécule signalkdPaet al. 1997), la stimulation de la
meiose et de la sporulation ch®zcerevisiaavec le bicarbonate comme molécule signale et bien

d’autres exemples (Hayasttial. 1998).

Dans les conditions cenologiques, les bactériegylees et les levures peuvent se développer en
cultures mixtes ou séquentielles et différents sypkinteractions peuvent avoir lieu. Parfois
différentes interactions surviennent en méme tepepslant les cultures mixtes ce qui rend difficile
la compréhension de I'évolution de telles cultuf@ans le but de mieux contréler la FML, une
meilleure compréhension des interactions existaimeda levureS. cerevisiaet la bactérie lactique

O. oeniest nécessaire. Ces interactions étudiées enumitle laboratoire sont dépendantes des
souches choisies, de la composition des milieusutterre, des conditions de culture (milieu liquide
ou gélosé, température, pH, agitation, aération.t.)des stratégies d’'inoculation (cultures

séquentielles, cultures mixtes).
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I-6-1 Différents moyens d’études des interactiongVures-bactéries.

[-6-1-1 En milieu gélosé

L'une des méthodes les plus connues et les plusrares dans I'étude des interactions levures-
bactéries est celle inspirée de la technique disi@grammes et qui a été tout d’abord développée
par Lemaresquier (1987). Elle consiste a épandeeconche uniforme de bactéries dans la masse
de la gélose d’'une boite de Pétri puis d’ensemdadevure.
Les cultures d’entretien des bactéries sont faitesouillon MRST c’est-a-dire du bouillon MRS
(de Man, Rogosa, Sharpe) qui répond a tous ledrisede croissance des bactéries lactiques (cf
partie II-1-2 du chapitre 1) et dans lequel onuagode I'acide thioglycolique. Ce produit a pour
effet de baisser le potentiel redox du bouillon M&Sle le priver en oxygene étant donné que les
bactéries lactiques comn@ oenipoussent mieux en I'absence d’oxygene. Dans um ¢ohtenant
5 mL d'agar a 0,7 % (7 g/L) maintenu en surfusiod08C, on introduit 0,1 mL de culture de
bactéries. L’ensemble est immédiatement versérseiboite de gélose MRST. Cet ensemencement
étant assez dense, aprés incubation, les colopesassent tres petites et trés serrées. Cetia fag
de faire permet donc d’observer un voile homoganmgaute la surface de la boite de Pétri apres
une incubation de minimum 5 jours en aérobie &°&€2
Les levures sont cultivées en bouillon YM a I'ektde levure et de Malt. Ensuite pour ensemencer
les levures sur la gélose, on se sert d’un inoeutatirculaire avec lequel on dépose la levure, en
deux endroits de la boite ce qui donnera aprésbaimn, deux anneaux de levures. Cette
disposition présente I'avantage de déterminer wme mtérieure fermée, si bien qu’'une éventuelle
substance diffusée par les levures va se trouamadée a cet endroit alors qu’a I'extérieur, elle
pourra diffuser librement. On obtient ainsi unetesad’effet de concentration a l'intérieur des
anneaux de levures. L'observation de la zone déacbentre levures et bactéries nous permet de
déduire s’il y a interaction ou non. Si cette zdeecontact est plus limpide, plus transparenteeue
fond bactérien, il s’agit alors d’'une inhibitioni 8u contraire, elle est plus trouble, c’est une
stimulation et s’il n'y a pas de différence aveadste de la boite, on peut conclure qu’il n’y a pa
d’interaction.
En testant différentes souches de levures et déregensemble, Lemaresquier (1987) a pu mettre
en évidence 4 types de comportement :
- absence d'interaction : présence d’'un trouble hbigctéhomogéne sur toute la surface de la
boite.
- inhibition stricte des bactéries par les levurBsins ce cas, il n'y a pas de formation de colonies

bactériennes dans la partie centrale des anneaanst’espace situé entre les deux anneaux.
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On note que la substance inhibitrice doit étressea forte concentration pour montrer un effet
puisque ce phénomeéne ne s’observe gu’entre lemarm en leur centre.

- Stimulation plus inhibition des bactéries : Dansces, on observe en plus de I'inhibition au
centre et entre les deux anneaux, une proliférates colonies bactériennes au-dessus et en
dessous de l'espace situé entre les deux anneauevdee ainsi que sur leur pourtour.
L’observation a la loupe binoculaire révéle qu'a eedroit la densité des colonies bactériennes
est beaucoup plus grande que sur le reste detka lhai conclusion est qu'une autre substance
ou catégorie de substances, qui elles, stimuleatoiasance bactérienne sont diffusées par les
levures.

- Stimulation stricte des bactéries par les levur@€s icas a déja été étudié dans la littérature et
I'explication est que la levure peut relarguer densiilieu des substances utiles a la bactérie et
peut ainsi activer sa croissance.

Notons qu'une méme souche de bactérie peut présksequatre types de comportement en

fonction de la souche levurienne testée.

Malgré le fait que cette méthode soit simple eidapplusieurs parametres opératoires peuvent

varier et des questions peuvent se poser concetifrents points :

- inoculer les levures sur la gélose ou plutét tdstsurnageant de la culture levurienne ?

- ensemencer la souche bactérienne a la surface giddse ou bien dans la gélose et a quelle
concentration initiale ?

- quel doit étre la composition du milieu utilisé pées précultures ?

- quel doit étre la composition du milieu gélosé ?

- comment fixer les conditions d’'incubation : pH, férature, durée d’incubation, etc?..

- comment quantifier I'interaction ?

Pour toutes ces raisons cette méthode reste @ificstandardiser. Toutefois, d’autres auteurs ont
essayé de l'améliorer (Gilist al. 1996, Taillandieret al. 2002). Ces derniers ont essayé de
I'optimiser en choisissant les milieux YEPD et MR&ur les précultures de levure et de bactéries
respectivement. Le milieu MRS a été complété pg/l8d’'acide malique. Le milieu MRS agar
formant la gélose a été aussi complété avec dedéamalique et son pH ajusté a 4,5. La
concentration initiale de bactéries a été ajust&@ &ellules/mL dans I'agar et 2 souches de levure
ont été testées par boite. L'incubation se fasaitdant 8 jours a 28°C.

Arnink et al. (2005) ont utilisé une autre méthode sur boit®éei inspirée des antibiogrammes,
qui consiste en une modification de la méthode ieykBauer reposant sur le principe des disques
de diffusion (Baueet al. 1996). Cette méthode est basée sur la suscaptibds bactéries vis-a-vis
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d’'une substance donnée. En effet, des disques mlerddtre imprégnés de cette substance sont

placés sur la gélose et la substance va diffuséagm radiale dans I'agar et probablement affecter

la croissance bactérienne. Dans le cas d’'une iidnibune zone claire va se former autour du
disque et dans le cas d’'une stimulation une zomsealse formera. Le diamétre de ces zones
constituera l'unité de mesure de ce test. Dansdasiy les disques ont été imprégnés par les milieux
préfermentés par les levur& cerevisiaeet déposés sur des géloses contenant les bactéries
lactiquesO. oeni

Malgré tous les efforts d’optimisation, ces teclueis| restent semi-quantitatives puisqu’elles nous

permettent d’évaluer uniqguement la croissance deghes en présence d’'une souche donnée de

levure mais ne nous permet pas de suivre la constiomnd’acide malique. Etant donné que ces
deux phénomenes sont tres souvent non corréléu¢Bapet San Romao, 1994), I'observation
d’une inhibition de la croissance bactérienne fitebde Pétri ne signifie pas nécessairement une
inhibition de la démalication et vice versa. Desplas résultats obtenus avec ces méthodes sont
difficilement extrapolables en milieux liquides ([f@andier et al. 2002, Arninket al. 2005) a cause
des raisons suivantes :

- la composition du milieu gélosé est trés dédfée de celle des milieux naturels (jus de raisin e
vin) et entraine par la suite une croissance ematabolisme différents que ce soit pour les
levures ou pour les bactéries.

- Les molécules inhibitrices produites par les lesudéfusent differemment dans la gélose
suivant leur taille et leur nature chimique ce donne des résultats différents de ceux obtenus
en milieu liquide.

- Ces méthodes ne nous permettent pas d’identifies da cas d'une inhibition ou d’une
stimulation la nature de la substance responsablttle interaction ou bien la concentration a
laquelle elle présente un effet.

Comme alternative a ces méthodes de diffusion élasg, 'emploi de milieux liquides présentant

une composition chimique simulant les milieux nalsijus de raisin et vin sera adopté dans notre

étude.
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[-6-1-2 En milieu liquide

a- Fermentations séquentielles

Ces fermentations simulent le procédé de vinifazatiaturel ; en d’autres termes la FML démarre
guand la FA est achevée. Il s’agit donc d’inocuéemilieu préfermenté par la levure avec une
souche dO. oenidans le but d’étudier I'effet de cette levure subhctérie en termes de croissance
et de consommation d’acide malique. Notons qu'en de FA, le milieu présente plusieurs

contraintes (concentration d’éthanol élevée,,S@anque de nutriments, acides gras, protéines,

etc ...) qui peuvent étre évaluées a I'aide de wffts tests et dosages.

b- Cultures mixtes ou co-cultures

Au laboratoire de Génie chimique, les fermentatiomstes ou co-cultures, sont réalisées dans un
bioréacteur a membrane qui repose sur le prinaipast: deux micro-organismes différents sont
confinés dans deux compartiments séparés par umbrage a fibres creuses mais évoluent dans le
méme milieu de culture grace a une circulatiorradtive de ce milieu d'un compartiment a l'autre.
De cette maniere, les souches se développent ssbilge de I'autre, mais toutes les interactions
indirectes ayant lieu par lI'intermédiaire de métabs extracellulaires, se produisent comme si les
souches étaient quasiment dans le méme réseninsi Un prélevement distinct de chaque souche
devient possible et I'analyse de chaque populgtamicipant a I'interaction sera identique a celle
d’'une culture pure qui est relativement simple.

Cette méthode n’a pas été utilisée jusqu’a cefjour des co-cultures levures/bactéries. Cependant,
elle peut étre envisagée pour simuler une co-iradicui du moQt de raisin. En effet, la présence des
bactéries des le début du procédé de vinificatieut pninimiser I'effet des contraintes et favoriser
donc leur croissance et surtout la consommationidéamalique. Cette nouvelle stratégie, si elle
s’averait efficace, permettrait aussi de simplifiertravail de I'cenologue en réalisant une seule

opération d’inoculation du modt de raisin.

b-1 Description du Bioréacteur a membrane (BRM)

Ce bioréacteur (cf figure 1-9), a été concu et tlyeé au laboratoire de Génie Chimique (L.G.C)
(Salgado, 1999, Albasit al. 1998, Albasiet al. 2001). Il est constitué de deux réservoirs damt I
d’eux renferme une membrane de filtration a fibmeuses. La circulation du milieu au travers de

cette membrane est assurée par une surpressicén @074bar) et contrélée par des sondes a niveau.
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Un gaz comprimé est introduit alternativement déespace téte d'un réservoir alors que le
deuxieme reste ouvert a I'atmosphere. Il en résuiedifférence de pression transmembranaire qui

induit un déplacement du milieu d'un compartimesrsu'autre.

L'entrée et la sortie des gaz dans chaque comgantinsont contrdlées par un couple
d'électrovannes: une controlant I'entrée et quneshalement fermée et l'autre contrélant la sortie
et qui est normalement ouverte. Un dispositif peérdeebasculer la mise sous tension entre les deux
couples de vannes en fonction du niveau de ligdates les deux réservoirs. Le niveau maximum
est fixé pour chacun des réservoirs par deux soel@sveau en acier inoxydable: lorsque les deux
sondes sont en contact avec le liquide, le systismmntrdle fait basculer la mise sous tension des
vannes. Les vannes qui étaient ouvertes se ferptenelles qui étaient fermées s'ouvrent. Le

réservoir qui était a pression atmosphérique passeirpression et vice versa.

La stérilité du gaz entrant est assurée par fittnasur des membranes hydrophobes en Téflon, de

seuil de coupure de Opn.

Le module de filtration a fibres creuses est foysar la société Polymem Sfrourquevaux,

France. Les fibres en polysulfone sont en forme de U aintenues ensemble a la base par une
résine Epoxy. La base du module est confinée daméaeptacle métallique et la partie filtrante est
en immersion dans le milieu de culture. Les carestidues du module de filtration sont présentées

dans le tableau I-2:

Tableau I-2. Caractéristiques du module de filtraton du BRM

Diametre nominal des pores 0,1 um

Diametre interne des fibres 0,25 mim

Diameétre externe des fibres 0,43 mm

Nombre de fibres 1314
Longueur utile des fibres 0,09 m
Surface interne 0,107°m
Surface externe 0,156'm

L'homogénéité du milieu a l'intérieur de chaqueenésir du BRM est assurée par une agitation

magneétique a l'aide de barreaux aimantés. La cammextre les deux compartiments est réalisée
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par une tuyauterie métallique. Le volume mort deespace intercompartimental est inférieur a 5

mL (soit 0,1 % du volume réactionnel total).

Gaz '

sous i
p r e S S IO n _Ei_l_l_ AT AT A i A AT AT e i m e m e e im e -

controle de
niveau

Electrovanne

Manometre

Filtre \@_ FnnTITL IR pontde
stérilisant /i

Prise
d'échantillon

sonde de
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Repére —

Barreaux

aimanté \FE /

Figure 1-9. Bioréacteur & membrane pour I'étude decultures mixtes de micro-organismes

b-2 Conditions de travail

Afin que ce réacteur puisse étre utilisé dans diétdes cultures mixtes, il doit remplir certaines
conditions :

1- L’homogénéité du milieu doit étre telle que fagro-organismes qui se trouvent dans chaque
compartiment soient soumis au méme environnemengut compte pour I'étude quantitative des
interactions, c’est linfluence des écarts de cotrations des différents solutés entre les deux
compartiments sur la dynamique de la réaction.eGaftuence est conditionnée par les temps de
réponse des micro-organismes qui dépendent des téenpelaxation des mécanismes par lesquels
ils répondent aux changements dans leur environmeni2e cette facon, on doit travailler
strictement avec des temps de mélange inférieuss tamps de relaxation des différents
mécanismes. Ainsi, I'écart de concentrations deseéservoirs serait supprimeé avant que le micro-
organisme ne modifie son métabolisme et on pouigaibrer le changement. Pourtant cela peut
s’averer trés difficile vu les temps de relaxatitencertains mécanismes (cf figure 1-10). Il faarsl

mélanger assez rapidement pour que les différesuient faibles et qu’elles n’affectent pas le
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déroulement de la fermentation. Les bactériesdaes que nous utilison®( oen) ont des temps
de relaxation beaucoup plus grands que ceux affishgla figure I-10.

Les travaux de Salgado Manjarrez (1999) montreatsjlon fixe le volume d’échange entre 100
et 200 mL et le volume dans chaque pot entre 1157k, et pour une surface d’échange de 1000
cn?, le temps de mélange sera inférieur & 10 minW@estemps défini comme étant le temps
nécessaire a obtenir une différence de conceniratitre les deux réservoirs inférieure a 5 %, est
ainsi largement inférieure au temps de réplicato@tiulaire des micro-organismes dans nos

conditions expérimentales.

Cellules animales
Levures et végétales

Bactéries l l

Temps de réplication
cellulaire

<

Réplication de

chromosomes
6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6
10 1 1C 1C 1C 1 1( 1 1 1 1( 1( 1
I I I I I I I I I I I I |
> < >
Temps de
Réactions chimiques Contréle transcriptionel relaxation (s)
élémentaires
o »
| Ll
Changements dans la
Contrdle allostérique concentration d’enzymes

<
<«

Apparition de mutants

Figure 1-10. Temps caractéristiques des réponsesdbbgiques importantes en ingénierie de

bioréacteurs (Bailey et Ollis, 1986)

2- Le volume de liquide dans chaque réservoir o le méme. Cela est aussi nécessaire pour
soumettre les deux souches au méme environnemest @ mélange est correct les teneurs de
solutés seront tres proches dans les deux résenRmur que les souches soient soumises a un
environnement similaire, leurs concentrations retipes devront avoir un méme volume de

référence.

3-La membrane doit étre inerte vis-a-vis des seldtémilieu et des micro-organismes. En plus, la

guantité de cellules adsorbées ou piegées dansrndrane devra étre négligeable par rapport a la
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population totale. Cela est indispensable pour dmedétermination quantitative de leur

concentration soit correcte.

b-3 Validation

Salgado (1999) a utilisé le réacteur pour étudies dultures mixtes entr8. cerevisiaeet
Klueveromyces marxianust entre une souch®. cerevisiaekiller et une souché. cerevisiae
sensible (cas d’amensalisme). Les expériences thngeeavec fermentation ont démontré que le
systeme est capable de maintenir a des valeuteddés différences de concentration des différents
solutés (substrats et produits) entre les deuxwess. Concernant la protéine « killer » produite
par S. cerevisiaekl, c’est une protéine globulaire de 16 KDa etale est inférieure a la taille
minimale des pores de la membrane utilisée () (Ramon-Portugal, 1995). Ainsi, une rétention
importante ne semble pas envisageable. Salgad®) &9 ailleurs vérifié son passage a travers la
membrane et la conservation de son activité ecoresstaté une évolution comparable de I'activité
killer dans les deux réservoirs. Cela nous laispérer que d’'autres types de protéines importantes
dans les phénomeénes d’interaction pourraient sepodsr de la méme fagon (exemple dans notre
cas: protéine synthétisée #rcerevisiaet inhibantO. oen).

|-7 Conclusion

La fermentation malolactique est une étape secomdai la vinification qui a souvent lieu a la fin
de la fermentation alcoolique. Elle constitue utepé importante dans la vinification de la plupart
des vins rouges et de certains types de vin blanure le champagne et les vins blancs secs de
certains cépages acides car elle assure une diorinde I'acidité et une stabilité microbiologique
du vin fini et elle améliore ses caractéristiqguagaaoleptiques. Plusieurs facteurs allant du raigin
vin en passant par les pratiques de vinificatiolegsouches de levure et de bactérie conduisaint le
fermentations alcoolique et malolactique contrblsatréalisation. Certains sont favorables a sa
réussite comme le débourbage, la macération plallieuet I'élevage sur lies alors que d’autres
peuvent exercer une action inhibitrice suivantdevaleurs et leurs concentrations. Parmi eux on
peut citer la température, le pH, le sulfitage,demposés phénoliques et les pesticides en plus de
certaines molécules relarguées dans le milieugsalelures au cours de la fermentation alcoolique
comme I'éthanol, le SPendogéene, les acides gras, les protéines, etmsi, @ie la carence du
milieu a la fin de la fermentation alcoolique erriments.

Alors que certains de ces facteurs peuvent étneaeie maitrisés par I'cenologue notamment les
pratiques de vinification, la température, le satfe et 'emploi de pesticides, d’autres dépendent
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des souches de levure responsables de la fernwmentatcoolique qui vont déterminer la
composition et les conditions physico-chimiques/otua la fin de cette fermentation. lls dépendent
aussi des exigences nutritionnelles des bactétiede deur capacité a résister aux conditions
inhibitrices du milieu préfermenté par la levure.

Bien gu’actuellement les moUlts soient ensemencesigm souches sélectionnées de levure et de
bactérie, la FML n’est pas toujours réussie. |l agmmic tres important de pouvoir comprendre les
interactions qui existent entre ces deux microHoigraes (inhibition, stimulation ou neutralité) et
de pouvoir les quantifier. Pour cela, il existe tiests simples et rapides en milieux gélosés mais
leurs résultats ne sont pas quantifiables ni ®aemps extrapolables d’ou la nécessité de travaill
avec des milieux synthétiques liquides qui simulesitmilieux naturels (jus de raisin et vin).

Dans ce travail, différents coupl&accharomyces cerevisi@enococcus oerseront étudiés en
testant différentes souches de levures et de egt@nsemble. Les interactions existant entre ces
différentes souches seront quantifiees en appliqdaox stratégies d’inoculation : les cultures
séquentielles et les cultures mixtes.

Les cultures séquentielles simulent le procédéidiéication naturel : en d’autres termes la FML
est démarrée apres achevement de la FA. Au courettie stratégie traditionnelle, un milieu
synthétique jus de raisin est tout d’abord fermgrdaé une souche d8. cerevisiaeEnsuite, le
milieu préfermenté par cette souche, sera inocale yne souche @. oeniet la croissance
cellulaire de cette derniére ainsi que sa consoiomae I'acide malique seront suivies. L'effet de
la levure sur la bactérie (inhibition, stimulation neutralité) sera évalué par comparaison a un
témoin de cette bactérie (culture pure réalisés danmilieu synthétique jus de raisin et/ou vin non
fermenté par la levure). Ceci va nous permettrequntifier I'interaction. Notons que certains
parametres du milieu a la fin de la FA seront mesar'aide de différents tests et dosages comme
les concentrations d’éthanol, de S@acides gras et d’azote assimilable. La préselecprotéines
inhibitrices, piste peu exploitée jusqu'a préssata egalement étudiée.

Une alternative a la culture séquentielle et quilasculture mixte ou co-culture est également
proposée dans ce travail. Les cultures mixtes saalisées dans un bioréacteur a membrane dans
lequel les bactéries et les levures sont inocuidesiltanément des le départ dans un milieu
synthétique jus de raisin. Ces deux micro-orgarsssent confinés dans deux compartiments
séparés par une membrane a fibres creuses maigeatvalans le méme milieu de culture grace a
une circulation alternative de ce milieu d'un cortipgent a l'autre. Ceci souligne l'intérét de cet
outil dans l'étude des cultures mixtes par rappuk cultures mixtes classiques au niveau
desquelles les micro-organismes sont mélangés iatépessitent donc des méthodes longues et
lourdes pour estimer I'évolution de la biomasseluggue souche.
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Cette méthode n’a pas été utilisée jusqu’a cepour des co-cultures levures/bactéries. Cependant,
elle peut étre envisagée pour simuler une co-iradicui du modt de raisin. En effet, la présence des
bactéries des le début du procédé de vinificatieut pinimiser I'effet des contraintes rencontrées
au cours des cultures séquentielles traditionnatefavoriser donc leur croissance et surtout la
consommation d’'acide malique. Cette nouvelle sfiatési elle s’avérait efficace, permettrait aussi
de simplifier le travail de I'cenologue en réalisamie seule opération d’inoculation du modt de

raisin.
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Matériel et Méthodes
lI- Matériel et Méthodes

lI-1 Matériel

[I-1-1 Micro-organismes

5 souches d8accharomyces cerevisiék, B, C, D et E) et 3 souches@kEnococcus oerfiX, Y et

Z) ont été utilisées dans ce travail. Toutes lagses sont des souches cenologiques produites et
commercialisées par la société Lallemand Inc. (BdagFrance).

lI-1-2 Milieux de culture

Tous les sels minéraux ainsi que le glucose eulddse utilisés dans la préparation des milieux de
culture ont été fournis par Sigma-Aldrich, Inc. i(Bd.ouis, Etats-Unis). L'extrait de levure a été
fourni par Oxoid (Hampshire-Angleterre) et la pem@@ar Biokar (Beauvais-France).

v~ Milieu de conservation et de réactivation des levias

Les souches de levure sont conservées sur un nYil D agar a 4°C dont la composition est la

suivante:

Glucose 20 g/L
Extrait de levure 10 g/L
Peptone 20 g/L
Agar 20 g/L

Ce méme milieu dépourvu d’'agar est utilisé pougketivation des souches de levures et servira de

pré-levain. Avant inoculation des levures, ce mikst autoclavé a 120°C pendant 20 minutes.

v~ Milieu de conservation et de réactivation des bacties

Le milieu MRS (de Man, Rogosa, Sharpe, Biokar, Ba@iFrance) est utilisé pour la réactivation
des bactéries. Ces dernieres sont conservées geélatmur a — 20°C dans du MRS contenant du

glycérol a 20% (v/v) et ceci dans des cryotubeslalgéne (Nalge Nunc International, New York-
Etats-Unis). Le milieu MRS est fourni sous formepdeidre dont la composition est la suivante:
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Polypeptone 10 g/L
Extrait de viande 10 g/L
Extrait de levure 59g/L
Glucose 20 g/L
Tween 80 1,08 g/L
Dipotassium phosphate 2 g/L
Acétate de sodium 5 g/L
Citrate d’ammonium 2 g/lL

Sulfate de magnésium 0,2 g/L

Sulfate de manganése 0,05 g/L

Le pH de ce milieu est de 6,4 & 25°C. Avant indioades bactéries, ce milieu est autoclavé a
120°C pendant 15 minutes. Aprés autoclavage, 3 éhahol (v/v) sont ajoutés stérilement a ce
milieu par filtration a travers des membranes d&n de seuil de coupure (Elvetec services,
Meyzieu-France).

v~ Milieu synthétique pour la préparation des levaingde levures et de bactéries

Ce milieu présente la composition suivante:

Glucose 50 g/L
Extrait de levure 1g/L
(NH4)2SOy 2g/L

Acide citrique 0,3 g/L
Acide L-malique 5g/L
Acide L-tartrique 5 g/L
MgSOy 0,4 g/L
KH2PO, 5g/L

Le pH de ce milieu est ajusté a 3,5 a l'aide d’'sakition NaOH 10 M. Aprés autoclavage a 120°C

pendant 20 minutes, 6 % d’éthanol (v/v) sont ajpstérilement au milieu si ce dernier est destiné a

servir de levain pour les bactéries.
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v Milieux synthétiques pour les cultures

a- Milieu synthétique jus de raisin

Ce milieu est utilisé pour réaliser les fermentagialcooliques et malolactiques en cultures pures e

mixtes. Sa composition qui ressemble a celle dutmeaisin est la suivante :

Glucose 100 g/L
Fructose 100 g/L
Extrait de levure 1g/L
(NH4)2SOy 2g/L

Acide citrique 0,3g/L
Acide L-malique 5g/L

Acide L-tartrique 59g/L
MgSOy 0,4 g/L
KH,PO, 5g/L

Le pH de ce milieu est ajusté a 3,5 a l'aide d’'sokition NaOH 10 M et le milieu est ensuite

autoclavé a 120°C pendant 20 minutes.

b-Milieu synthétique vin

Ce milieu dont la composition ressemble au vin, e&mpt des molécules synthétisées par les
levures a I'exception de I'éthanol. Il sera utiligéur la réalisation de la FML et servira comme
témoin ou contréle des FML réalisées dans les milgréfermentés par les levures. Sa composition

est la suivante :

Glucose 0,5¢g/L
Fructose 0,59/L
Extrait de levure 0,5g/L
(NH4)2SOy 0,2 g/L
Acide citrique 0,3 g/L
Acide L-malique 4 g/L
Acide L-tartrique 50/L
MgSOy 0,2 g/L
KH.PO, 2 g/L
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Le pH de ce milieu est ajusté a 3,5 a l'aide d’'splution NaOH 10 M et le milieu est ensuite
autoclavé a 120°C pendant 20 minutes. Apres awagty 10 % d’éthanol (v/v) soit 80 g/L seront
ajoutés stérilement au milieu par filtration & #esydes membranes de Qy& de seuil de coupure
(Elvetec services, Meyzieu-France). L’addition @hianol entraine une augmentation du pH qui
doit étre réajusté a 3,5 a I'aide d’'une solutioactle orthophosphorique a 85 %.

Notons que I'extrait de levure utilisé dans cesieuit (Oxoid, Hampshire-Angleterre) présente la
composition suivante en acides aminés : valine J1tybosine (4,95 %), tryptophane (0,85 %),
thréonine (2,73 %), sérine (3,42 %), proline (%88 phénylalanine (3,78 %), méthionine (0,8 %),
lysine (5,4 %), leucine (6,04 %), isoleucine (498}, glycine (5,95 %), acide glutamique (13,49 %),
cystine (0,76 %), acide aspartique (7,07 %), angiriB,31 %), alanine (0,91 %).

c-Milieu MRS modifié

Ce milieu est utilisé pour tester I'effet inhibitesur la croissance bactérienne et la démalicateon
différentes fractions peptidiques obtenues parfiliration (cf partie 11-2-2-10 de ce chapitre,
paragraphe b) des milieux préfermentés par cegasmiches de levureS. cerevisiae Sa

composition est la suivante :

MRS 55,3 g/L
Acide L-malique 4 g/L

Ce milieu est autoclavé a 120°C pendant 15 mindtpses autoclavage, 10 % d’éthanol (v/v) soit
80 g/L ainsi que la fraction peptidique a testertsgoutés au milieu. Le pH est ensuite ajustéa 3,
a l'aide d'une solution d’acide orthophosphorique8a % et le milieu est finalement filtré
stérilement a travers des membranes deufy2de seuil de coupure (Elvetec services, Meyzieu-
France). Les milieux filtrés sont récupérés darssfiddes d’Erlen-meyer stériles.

Notons que pour ces cultures, le pré-levain egtgggédans un milieu MRS non modifie comme
décrit précédemment. Par contre le levain de hastée se fera pas dans le milieu synthétique déja
décrit. Pour cette étape on utilisera plutét uneniMRS modifié de la fagon suivante :
MRS 55,3 g/L
Acide L-malique 4 g/L
Ethanol 6 % (v/v)
pH= 3,5
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[I-2 Méthodes

[I-2-1 Cultures de micro-organismes
[I-2-1-1 Cultures pures
a- Fermentation alcoolique (FA)

Les fermentations alcooliques menées par les diftés souches de levuse cerevisiaese font en

3 étapes. La premiére étape consiste a réactiwvéevares dans un milieu YEPD liquide pendant 24
h. On obtient ainsi notre pré-levain. La deuxiérntepé consiste a transférer un volume de 2 mL
dans 50 mL de milieu synthétique (50 g/L de glut@sequi va constituer notre levain. 24 h apres,
on passe a la troisieme étape qui consiste a ér@msdans le milieu synthétique jus de raisin (200
g/L de sucre) un certain volume du levain, calclédacon & obtenir un inoculum initial de 3 ¥ 10
cellules/mL au début de la fermentation alcooliqDette étape représente notre culture proprement
dite. Ces 3 étapes se font dans un incubateur ldaeimpérature est réglée a 22°C et la vitesse
d’agitation a 150 tours/min. La croissance destesest contrblée en réalisant deux prélevements
par jour et leur cinétigue de croissance est ansiie en mesurant a chaque prélevement des

parametres qui sont détaillés plus tard.
b- Fermentation malolactique (FML)

Le principe est le méme que celui détaillé pourléesires sauf que les bactéries sont réactivées
dans un bouillon MRS et que pour le suivi de l&tgue un prélevement par jour suffit. De plus au
début de la culture (milieu synthétique jus deima@i milieu synthétique vin) on doit avoir une

concentration initiale de 2 x $@ellules/mL.
c- Fermentations séquentielles

Pour la réalisation des fermentations séquentjeéssFA menées par les différentes souches de
levure comme décrit précédemment, sont tout d’alsonigies jusqu’a consommation totale des
sucres ou arrét de consommation (concentratioanmesinférieure a 2 g/L) qui correspond en fait a
la fin de la fermentation alcoolique. Ceci peut&walué rapidement a I'aide d’un papier Clinistix
(Bayer Diagnostics, Puteaux-France) qui sert &tegtalitativement le taux de sucre restant dans le
milieu par changement de couleur. L’évolution decdgcentration des sucres dans le milieu est
ensuite mesurée quantitativement par le test de (@N&artie [I-2-2-5 de ce chapitre) réalisé s le
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différents échantillons prélevés au cours de lenémtation alcoolique. Les milieux préfermentés
par les levures sont par la suite préparés avaitedinoculés par les bactéries. Pour cela, ces
milieux sont tout d’abord centrifugés (2000 tours‘mpendant 20 minutes a 4°C) dans le but
d’éliminer les levures et de récupérer les surnaige&nsuite la concentration d’acide maligue est
mesurée et réajustée a 5 g/L. Le milieu provenardhéique fermentation alcoolique est divisé en 2
lots. L'un des deux est additionné de 200 mg/L died® ; complément nutritionnel riche en
mannoprotéines fourni par Lallemand Inc. FinalentemH est ajusté a 3,5 et les différents milieux
sont filtrés stérilement a travers des membraneséthite de cellulose présentant un seuil de
coupure de 0,2im (Sartorius, Goettingen-Allemagne). Les milieukds sont récupérés dans des
fioles d’Erlen-meyer stériles et sont inoculés lpar bactéries (2 x fOcellules/mL). La
fermentation malolactique est suivie jusqu'a I'adé consommation d’acide malique. Elle est en
générale considérée comme achevée quand la comtcamil’acide malique devient inférieure a 0,5
o/L.

Les couples levures-bactéries étudiés en fermentaéquentielle sont les suivants :
- Saccharomyces cerevisiaeuche ADenococcus oersiouche X.
- Saccharomyces cerevisiaeuche BOenococcus oersiouche X.
- Saccharomyces cerevisiaeuche COenococcus oersiouche X.
- Saccharomyces cerevisiaeuche DOenococcus oersiouche X.
- Saccharomyces cerevisiaeuche BOenococcus oersiouche Y.
- Saccharomyces cerevisiaeuche COenococcus oersiouche Y.

- Saccharomyces cerevisiaeuche DOenococcus oersiouche Y.

[1-2-1-2 Cultures mixtes

Les cultures mixtes sont réalisées dans le bicggaét membrane (BRM). Le réservoir contenant la
membrane est inoculé par les levures alors quérdaest ensemencé avec les bactéries tout en
respectant les concentrations initiales qui doiére de 3 x 10cellules/mL pour les levures et de

2 x 10 cellules/mL pour les bactéries. Ainsi les deuxrmoHarganismes sont séparés physiquement
et ne peuvent pas étre mélangés et ceci gracemartdrane dont le seuil de coupure est deuthl
Seules les substances solubles sont mélangéesmé@ifent dans les deux réservoirs.

Le milieu de culture utilisé est le milieu syntlgte jus de raisin présentant un volume total de 4 L
(2 L/réservoir). Dans le but de réduire au maximemreéactions de Maillard qui engendrent des
molécules toxiques pour les bactéries (ex : furahes différents solutés constituants ce milientso

répartis de la fagon suivante dans les 2 réserauant autoclavage :
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- Réservoir avec membrane : glucose (200 g/L)tdsec (200 g/L), acide citrique (0,3 g/L), acide
L-malique (5 g/L), acide L-tartrique (5g/L) ; pHusté a 3,5.

- Réservoir sans membrane : extrait de levure [}, gulfate d’ammonium (2 g/L), sulfate de
magnésium (0,4 g/L), dihydrogénophosphate de potas$ g/L) ; pH ajusté a 3,5.

Apres autoclavage, le BRM est monté et les dewsrvégs sont connectés a l'aide d’une tuyauterie
meétallique et le mélange se fait pendant 6 h poen Imomogénéiser le milieu dans les deux
réservoirs avant d’inoculer les micro-organismes.

La croissance de ces deux microorganismes esteselviréalisant des prélevements chaque 24 h

pour les bactéries et chaque 12 h pour les levures.

Les couples levures-bactéries étudiés en cultuxéersont les suivants :
- Saccharomyces cerevisiaeuche ADenococcus oersiouche X.
- Saccharomyces cerevisiaeuche COenococcus oersiouche X.

- Saccharomyces cerevisiaeuche DOenococcus oersiouche X.

lI-2-2 Méthodes analytiques

[1-2-2-1 Enumération des cellules

Pour I'énumération des cellules de micro-organismidsux hématocymetres différents sont
utilisés : la cellule de Thoma pour les levuresleetPetit Salumbeni pour les bactéries. Ces
hématocymetres sont constitués d’'une lame micrégagepplane divisée en trois portions : 2
latérales et une centrale (cf Fig. 1l-1). La particentrale porte un quadrillage de dimensions
connues comportant 256 petits carrés de 1/20mndtde Ces 256 petits carrés sont regroupés en 16
grands carreaux (cf Fig. 1I-2). Sur les deux épaelets latéraux, on place une lamelle qui laisse un
intervalle de 0,1 mm pour la cellule de Toma eDdl mm pour celle du Petit Salumbeni avec la
portion centrale.

Chaque comptage est réalisé a partir de 5 grandsacx de la cellule. Il faut compter au moins
150 cellules au total sur chaque lame pour obtamipourcentage d’erreur inférieur a 10 %. Si on
obtient un nombre inférieur a 150 il faut alors qben les 16 carreaux et si au contraire on obtient

un trés grand nombre de cellules il faut diluecti@ntillon.
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La concentration des cellules est donnée par lesules suivantes :

* Pour les levures :

X (cellules/mL) = (nb de cellules comptées)/(nbgdends carreaux comptés) x D x 0,25 £ 10
* Pour les bactéries :

X (cellules/mL) = (nb de cellules comptées)/(nbgdends carreaux comptés) x D x 6,25 X 10
Avec D = Facteur de dilution

Mamelle
lame——»]|

Figure 1l-1. Représentation de la cellule de Thatdu petit

Salumbeni
Figure 11-2. Vue microscopique d’'un grand carreau
de la cellule ddhoma renfermant des levures

11-2-2-2 Viabilité des levures

La viabilité des levures est évaluée par comptagesacoloration au bleu de méthyléne (Laege

al. 1993). La suspension est mélangée volume a vohwae une solution de bleu de méthyléne

(0,1 g de bleu de méthyléne dans un litre de solude citrate de sodium a 2 %). Aprés 10 min de

contact, les cellules sont comptées au microsdoge cellules viables apparaissent incolores alors

gue les mortes sont colorées en bleu. En faitigtexdeux hypotheses qui expliquent ce mode de

coloration:

- les cellules mortes ont une membrane fragilisémgable au bleu de méthyléne.

- Le bleu de méthyléne pénetre dans toutes les eglhahis les viables le réduisent grace a leur
déshydrogénase. Celle-ci semble la plus probable.

Les résultats seront exprimés en pourcentage tldeseViables calculé par rapport au nombre total

de cellules comptées sur la lame.

[I-2-2-3 Mesure de la densité optique

La mesure de la densité optique (D.O) est faitepaectrophotométre a 620 nm dans des cuvettes en
verre de 2 mm d’épaisseur pour les levures et dasguvettes en plastiqgue de 1 cm d’épaisseur
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pour les bactéries. Pour que la corrélation emt®.O et la concentration des cellules soit liregair

il faut que I'absorbance reste inférieure ou €gale8 sinon il faut diluer.

[I-2-2-4 Mesure du poids sec

a-Mesure du poids sec des levures

La mesure du poids sec des levures est réalis@da t'une thermobalance (Precisa, Dietikon-
Suisse). A chaque prélevement, un volume de I'ddlmamest déposé dans la thermobalance qui va
chauffer et entrainer une évaporation de l'eau esarg dans cet échantillon. Le poids de
'échantillon va donc diminuer progressivement aaurs de I'évaporation de l'eau jusqu’a
stabilisation de sa valeur qui correspond a laepdetla totalité de I'eau contenue dans I'échamtill

et donc a la valeur de son poids sec. Notons cuedbantillons doivent étre centrifugés pour
éliminer le surnageant. Seul le culot est récupgtré lavé deux fois a l'eau distillée par
centrifugation pour bien éliminer les substratsdéals. Il est par la suite resuspendu dans de I'ea

distillée avant de le passer a la thermobalancerésultats sont exprimés en g/L.

b- Mesure du poids sec des bactéries

La mesure du poids sec des bactéries est réalisédtiation sous vide. Des membranes d’acétate
de cellulose de 0, 2m de seuil de coupure sont utilisées a cet effart¢8us, Goettingen-
Allemagne). Elles sont tout d’abord mises dans aegelles et déshydratées pendant 24 h dans
'étuve a 100°C et leur poids est ensuite mesurpréd filtration d'un volume donné de
I'échantillon de bactéries, elles sont a nouveahydratées pendant 24 h a 100°C et leur poids est
a nouveau mesuré. La différence de poids avanprésdiltration de I'’échantillon correspond au
poids sec des bactéries. Les résultats sont expemé/L.

[I-2-2-5 Dosage du sucre restant dans le milieu pda méthode de DNS

Cette méthode établie par Miller (1959) est utdigdur suivre la consommation de sucre pendant
les fermentations. Les sucres principaux dansdalgiraisin sont le fructose (cétose) et le glucose
(aldose) qui sont des sucres réducteurs. Cetteonetieste la présence de groupements carbonyles
libres (C=0).
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Le DNS ou réactif dinitrosalicylique est prépardaléacon suivante :

- 2,5 g d’acide 3,5-dinitrosalicylique

- 75 g de sodium potassium tartrate

- 4 g d’hydroxyde de sodium

Ces différents constituants sont dissouts suivandre indiqué dans 250 mL d’eau distillée. Le
réactif est conserveé a I'obscurité a 4°C et pré&sane durée de vie de 15 jours.

Une gamme étalon de sucre doit étre préparée ia gharie solution mére de 2 g/L constituée de 50
% glucose et de 50 % fructose. Suite a différenigions, la gamme utilisée présentera les
concentrations finales suivantes : 0; 0,5; 1; 1 5@/L.

Puisque la concentration de sucre au début dertaefeation est de 200 g/L, on doit diluer les
différents échantillons prélevés de facon a nedegmsser la limite supérieure de notre gamme
étalon soit 2 g/L de sucre. Apres dilution, on grdnmL de chaque échantillon et on leur ajoute 1
mL de DNS et on vortexe bien avant d’incuber Idsetuau bain-marie 5 minutes a 100°C. Les
tubes sont par la suite refroidis dans un bainldeeget additionnés de 10 mL d’eau distillée. La
D.O est mesurée a l'aide d’'un spectrophotométrd@rin et les différentes concentrations des

échantillons sont déterminées a partir de la gaétaien.

[I-2-2-6 Dosage du SQou anhydride sulfureux

Le SQ synthétisé par les levures au cours de la FA@&st gar iodométrie suivant la méthode de
Ripper (Recueil des méthodes analytiques de I'QB74).

Les réactifs nécessaires a ce dosage sont lesysiiva

- lode N/100

- Amidon

- HySQO, dilué au 1/3

- Potasse 1IN

Pour la préparation de I'empois d’amidon, on preceée la facon suivante :

5 g d’amidon sont pesés auxquels on ajoute 10 jaf&l. L’ensemble est dissout dans 100 mL
d’eau distillée. Le mélange est porté a ébulligmemdant 10 minutes, ensuite il est refroidi avant

utilisation.
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Ce dosage est divisé en deux étapes :

1ére

étape : dosage du S@libre

Dans cette étape, on ajoute & 50 ml du modt 2 mHx3, puis 2 mL d’empois d’amidon et on

dose a l'iode jusqu’a coloration bleu- violet. Soie volume d’iode versé a I'équivalence.

2°™ étape : dosage du SExotal

On ajoute a 50 ml de modt, 15 mL de potasse 1M ddiese agir 10 minutes. La potasse va libérer
le SGQ combiné aux aldéhydes. Ensuite, 5 mL d&®, et 2 ml d’empois d’amidon sont ajoutés
successivement. On dose a l'iode jusqu'a coloratigu-violet. Soit v', le volume versé a
I'équivalence.

D’aprés la réaction suivante :

SO+ 1h+2H0 —>  2HI+ 80,

On a a I'équivalence:

n(l) =n (SQ) n = nombre de moles
C= molarité (mole/L)
CV (I =CV (SQ) V= volume (mL)

On déduit alors la concentration de ;S@oduit par les levures. Les résultats sont exgsiran

mg/L.

[I-2-2-7 Dosage du glycérol et de I'éthanol par HEC

L’éthanol et le glycérol synthétisés par la levane cours de la FA sont dosés par HPLC. La
colonne utilisée est une Amin@HPX-87H Biorad (garnissage cationiqué) ide dimension 30 cm

x 7,8 mm, thermostatée a 40°C, précédée d’une oelde garde Biorad (M Le solvant est une
solution de HSO; 5 mM élué a un débit de 0,4 mL/min par une pomAa@0BXR Thermo
Separation Products. Le systéme est également a@ngon injecteur automatique AS100 avec
une boucle d’injection de 2QL, un refractométre IV de Thermo Separation Progligtt un
ordinateur pour lI'acquisition des données. Le lgiBorwin V 1,2 permet de calculer la surface
des pics détectés. Les concentrations sont cakpkierapport & une gamme étalon d’éthanol et de
glycérol et sont exprimées en g/L.
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[I-2-2-8 Dosage des acides gras par Chromatograph{@azeuse (GC)

Le dosage des acides gras par GC a été sousdritéaculté d’Enologie de I'Université Victor

Segalen, Bordeaux Il. Les résultats sont exprimésng/L.

lI-2-2-9 Dosage des protéines par la méthode de Loy

Principe du dosage :

La méthode consiste a former un complexe entréds®ns peptidiques et le sulfate de cuivre en
milieu alcalin. Ce complexe réduit alors les acighesphomolybdiques et phosphotungstiques du
réactif Phénol-Folin-Ciocalteu pour donner un secamomplexe de couleur bleu, mesuré au

spectrophotometre (Frolured al. 1995).

Consommables :

Réactif A :
[Na,COs]= 20 g/L.
[NaOH]= 0,1 N.

[C4sHKNaOs, 4H,0]= 1 g/L. (Tartrate de potassium et de sodium)

Réactif B :
[CuSQ, 5H;0]=5 g/L.

Réactif de Lowry : 50 mL de A + 5 mL de B.

Réactif de Folin-Ciocalteu :Ce réactif est prét a I'emploi et il doit étre dilau 2 avant utilisation.

Gamme étalon de BSA :

Cette gamme est préparée a partir d'une solutiam e BSA de 500 mg/L : 0, 50, 125, 250, 375
et 500 mg/L.

66



Matériel et Méthodes
Méthode de dosage :

Ajouter a chaque tube :

- 0,5 mL des échantillons a doser et des diffeeestdutions étalons (eau distillée pour le blanc).

- 2 mL du réactif de Lowry. Vortexer et laisserasepr 10 minutes.

- 0,2 mL du réactif de Folin-Ciocalteu. Vortexelasser reposer a I'obscurité pendant 30 minutes.
La D.O est ensuite mesurée a 691 nm et la gamriun étst etablie.

Les concentrations des difféerents échantillons ubdés par rapport a la gamme étalon sont

exprimées en mg/L.

[I-2-2-10 Dosage des mannoprotéines

Principe du dosage

Ce dosage consiste a faire précipiter les polysamds contenus dans le surnageant d’'un milieu
par addition d’acide chlorhydrique et d’éthanol. kernageant est ensuite filtré a travers des

membranes de filtration et le rétentat pesé (Viidet-Wine Internet Technical Journal, 2002).

Consommables
HCIl a 36 %.
Ethanol a 95 %.

Méthode de dosage :

- centrifuger 20 mL du milieu a analyser a 12000 gdaat 10 minutes.

- récupérer le surnageant dans une fiole d’Erlen-mege 00 mL.

- précipiter les polysaccharides en ajoutant 4 mH@¢ a 36 % dilués 1:1 et 80 mL d’éthanol a
95 %.

- agiter a 4°C pendant 24 a 48 h.

- sécher des filtres d’acétate de cellulose de 0M5le seuil de coupure (Sartorius, Goettingen-
Allemagne) a I'étuve a 40°C pendant 30 minutesesep ().

- realiser une filtration sous vide du milieu a asalya travers ces membranes apres précipitation
des polysaccharides.

- sécher de nouveau a I'étuve a 40°C pendant 30 asraitpeser les filtres séchég) (P

[Polysaccharides totaux (mg/L)] =£P1)/ Vniieu-
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[I-2-2-11 Caractérisation préliminaire d’'un agent protéique responsable de l'inhibition de la

FML dans les milieux préfermentés par certaines sazhes de levures. cerevisiae
a- Traitements thermiques et enzymatiques des milix préfermentés par les levures
a-1 Traitements thermiques

La sensibilité de I'agent inhibiteur & la chalest &stée en traitant les milieux préfermentédgmar
levures de la fagon suivante :

- Les milieux préfermentés sont tout d’abord cémgeés et leur surnageant récupére.

- Le traitement thermique est réalisé pendant 3tutes dans un bain-marie thermostaté a 100°C ou
bien par autoclavage (120°C/20 minutes).

- La concentration d’acide malique est réajustBeyA. et 200 mg/L d’Optiredisont ajoutés.

- Le pH est réajusté a 3,5 a I'aide d’'une solubi@®©H 10M.

- Les milieux sont filtrés stérilement a travers ditres de 0,2 um de seuil de coupure (Elvetec

services, Meyzieu-France) et récupérés dans des ficErlen-meyer stériles.
a-2 Traitements enzymatiques

La sensibilité de I'agent inhibiteur a I'activitégpéasique de certains enzymes est testée deola fag
suivante :

- Les milieux préfermentés sont tout d’abord cémgeés et leur surnageant récupére.

- 4 enzymes sont testés : la pepsine, la trypsanehymotrypsine et la protéase XIV. Le pH de
chaque milieu doit étre réajusté au pH optimal tiv&#é de chaque enzyme (2 pour la pepsine, 7,6
pour la trypsine, 7,8 pour la chymotrypsine etpQbir la protéase XIV). Pour augmenter le pH, une
solution de NaOH 10 M est utlisée, et pour I'abars on utilise une solution d'acide
orthophosphorique a 85 %. Ensuite les enzymesajoutés de fagcon a avoir 10 pug/pL d’enzyme
dans chaque milieu et les milieux sont incubés 2RA°E.

- A la fin du traitement enzymatique, la concembratd’acide malique est réajustée a 5 g/L et 200
mg/L d'Optired® sont ajoutés.

- Le pH est réajusté a 3,5 a l'aide d’'une soluti@®H 10 M pour le milieu traité avec la pepsine et
a l'aide de la solution d’acide orthophosphoriqse8 pour les autres.

- Les milieux sont filtrés stérilement a travers diétres de 0,2 um de porosité (Elvetec services,

Meyzieu-France) et recupérés dans des fioles dikrieyer stériles.
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Suite a ces traitements thermiques et enzymatideesilieux sont inoculés par les bactéries (2 x
1P cellules/mL). Le suivi de la FML et sa comparaisavec celle réalisée dans les milieux
préfermentés non traités nous permettra de vadassiraitements thermiques et enzymatiques vont

lever I'inhibition.

b- Méthode des puits (Well plate test)

Principe du test

Ce test consiste a évaluer I'effet inhibiteur donageant des milieux préfermentés par les levures
sur gélose. Ces surnageants sont introduits damguiés creusés dans la gélose contenant les
bactéries. Les molécules inhibitrices vont diffuderfacon radiale autour des puits et I'inhibitian

se manifester par une zone claire autour du pleitsalo d’inhibition) par rapport au fond bactérien
dense sur le reste de la boite. Le diamétre de ezette est mesuré et constitue notre unité de

mesure.

Mode opératoire

Pour réaliser ce test, une culture d’une quinzdiheures de la bactérie sensible a l'inhibition est
réalisée sur un milieu MRS (cf partie 1I-1-2 decbapitre). D’autre part le milieu gélosé est prépar
de la fagon suivante :

- 55,3 g/L de MRS

- 12 g/L d’agar

- 5 g/L d’acide malique
Apres autoclavage (120°C/15 min), le milieu estaiei dans un bain-marie thermostaté a 45°C
avant d’ajouter la souche de bactérie en questofagon a avoir une D.O initiale de 0,002 qui
correspond & une concentration initiale de 2 %cHllules/mL. Le milieu est par la suite coulé dans
les boites de Pétri et des puits de 5 mm de diamseéfnt coupés dans la gélose (2 puits/boite). Ces
puits sont remplis par 40 uL du milieu préfermepéé la levure inhibitrice filtrés stérilement a
travers des membranes de 0,2 um de seuil de co(ipluvetec services, Meyzieu-France) avant
utilisation. Un des deux puits est rempli par Idigni non traité et I'autre par le milieu traité
(traitement thermique ou enzymatique). Les boitesnt s ensuite incubées pendant
approximativement 12h au réfrigérateur a 4°C. Cétthpe sert a ralentir la croissance des bactéries
laissant le temps a la protéine de diffuser dangélase avant I'obtention d’'une forte croissance
bactérienne. Finalement les boites sont incubéd&sal20°C.
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c- Précipitation différentielle des protéines au dfate d’ammonium

Principe de cette technique

Cette technique utilise la solubilité différenteeties protéines. Comme chaque protéine est plus ou
moins soluble selon sa composition, on peut enrségdusieurs en fonction de leur tendance a
précipiter plus ou moins vite quand on change tlegf@nique de la solution qui les contient.

Une force ionique élevée peut avoir deux effets lausolubilité : neutraliser certaines charges
ioniques requises en surface pour le maintien dellzbilité, et entrainer une compétition avec les
protéines vis-a-vis des molécules d’eau disponiblesolution. Quand la concentration en sel est
assez €élevée pour priver une protéine des molédigas qui I'hydratent, celle-ci sort de solution

et précipite. C’est ce qu’on appelle le phénoménsatting-out

Les protéines sont pour la plupart précipitées pa teneur en sel assez élevée, mais certaines
d’entre elles seront remarquablement résistantes gue d’autres précipitent tres facilement. C’est
cette différence de solubilité qui permet de |gsasér.

Le sel le plus utilisé en laboratoire pour préeipites protéines est le sulfate d'ammonium. Sa
solubilisation n'affecte pas la température deolatson, il ne dénature pas les protéines et néecol

pas cher.

Mode opératoire

Les milieux préfermentés par les levures sont déathord centrifugés pour récupérer le surnageant
(2000 tours/min, 20 minutes, 4°C). 200 mL de sueaag sont utilisés pour précipiter les protéines
au sulfate d’ammonium. Afin d’atteindre un niveas shturation de 60 % a 0°C, et sachant que
dans les milieux préfermentés par les levuresyliate d’ammonium résiduel est négligeable, une
guantité de 361 g/L de (NSO, doit étre ajoutée, soit 72,2 g dans les 200 mL.suHate
d’ammonium est ajouté progressivement pendant & ame agitation continue qui va durer 5h.
Cette étape se fait a 4°C.

Ensuite, le milieu est centrifugé a 11000g pen@niminutes a 4°C. Le culot de protéines obtenu
est resuspendu dans 20 mL de tampon phosphate,(pHES1,8) et notre échantillon est ainsi 10

fois concentré.
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d- Ultrafiltration des milieux préfermentés par leslevures

Principe de l'ultrafiltration

L'ultrafiltration consiste a fractionner les milieypréfermentés par les levures en séparant leurs
différents constituants suivant leur poids moléicalat ceci grace a I'utilisation de membranes
présentant différents seuils de coupure. Elle grgraussi une concentration du rétentat calculée pa
rapport au volume initial filtré et au volume finaétenu par la membrane. Le passage des
constituants d'un c6té a l'autre de la membrane akgenu par une différence de pression.
L'ultrafiltration est généralement du type tangehtc’est-a-dire que le fluide circule paralleleren

a la membrane contrairement a la filtration classiqui est dite frontale. La filtration tangeniell

permet de limiter 'accumulation de dépbts qui odnttila surface de filtration.

Mode opératoire

Le fractionnement et la concentration des milietéfgrmentés par les levures sont réalisés a l'aide
de modules d'ultrafiltration (cf figure 11-3) munide membranes présentant différents seuils de
coupure. La séparation des constituants de cesuxiuivant leur poids moléculaire se fait grace a
la force tangentielle de centrifugation. Nous avotiksé deux modules d'ultrafiltration Centricon
Plus 70 (Millipore), présentant des seuils de coaple 5 KDa (UFC 700508) et de 10 KDa (UFC
701008) qui nous ont permis de concentrer lesifmastsupérieures a 5 et 10 KDa. Le volume
initial introduit dans ces modules doit étre au mmaxm de 70 mL. Une premiére centrifugation se
fait a 3500g pendant 45 minutes a froid. Les fi#tiaférieurs aux seuils de coupure (5 et 10 KDa)
sont ainsi récupérés. Pour récupérer le rétentadtidns supérieures a 5 et 10 KDa), il faut faire
une deuxiéme centrifugation dans les mémes conditibe volume final des différents rétentats
récupéres est de 3l et regroupe les molécules dont le poids moléoeil@st supérieur a 5 ou 10
KDa. On a ainsi concentré ces fractions de 20Q fasr effet inhibiteur est ensuite testé dans 20
mL du milieu MRS modifié dont la composition a éia décrite (cf partie 1I-1-2 de ce chapitre).
Cette étape va entrainer une dilution de ces fnastet elles seront finalement 3,5 fois concentrées
Les bactéries sont ensuite inoculées dans cesumiéela FML est suivie. L'effet inhibiteur des
différentes fractions peptidiques est évalué pppaod a un témoin réalisé dans un milieu MRS

modifié mais ne contenant pas les fractions pepies.
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Figure 11-3. Schéma illustrant les différentes

préfermentés par les levures.

etaps de [lultrafiltration des milieux

Les fractions inférieures a 5 KDa sont elles atestées en les dialysant a travers une membrane de

3,5 KDa de seuil de coupure dans le but d’élimtoete autre molécule inhibitrice comme le SO

les acides gras, I'éthanol, etc... et de ne garderlguraction peptidique comprise entre 3,5 et 5

KDa. La dialyse par contre ne concentre pas leardtlons comme ['ultrafiltration.
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e-Dialyse

Principe de la dialyse

La dialyse est un procédé de séparation des ditlEsemolécules en solution a travers une
membrane poreuse utilisant le gradient de conderriraomme force de séparation des différents

constituants.

Mode opératoire

La dialyse est réalisée dans des boudins de didlys:5 KDa de porosité (Cellu-Sep T1, # 5015-
19, MFP Inc., Texas, Etats-Unis) contre un tamploosphate (M/15, pH=4,8, V=1L) pendant 18 a
24 h a 4°C sous agitation. Pendant les dix premieeeres, le tampon est changé toutes les heures.
Avant utilisation, la membrane de dialyse doit &esnpée 20 minutes dans de I'eau distillée puis
bien rincée. La longueur de la membrane doit &leutée de la fagon suivante :

1-Vol/cm de la membrane : 1,15 mL donc pour dedyZ mL il faudra une longueur de 17,4 cm.

2-1l faut ajouter 10% en cas d’expansion ou dereatibn de I'échantillon

3-1l faut aussi ajouter 4 cm de chacun des deugsodé la membrane pour les clampes.

La longueur utilisée sera de 30 cm.

Pour tester I'effet inhibiteur des fractions dialgs (poids moléculaire compris entre 3,5 et 5 KDa),
on ajoute aux 20 mL :

- 55,3 g/L de MRS

- 4 g/L d’acide malique

- 10 % d’éthanol

- pHajusté a 3,5

Ensuite, les milieux dialysés sont filtrés stérigamna travers des membranes deyr2de seuil de
coupure (Elvetec services, Meyzieu-France) et séntpérés dans des fioles d’Erlen-meyer
stériles. Les bactéries sont ensuite inoculées étML suivie. L'effet inhibiteur de la fraction
peptidigue comprise entre 3,5 et 5 KDa est évahrérgpport a un témoin réalisé dans un milieu

MRS modifié ne contenant pas les fractions peptiek
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[I-2-2-12 Dosages enzymatiques

Les dosages enzymatiques suivants sont réaliséacda automatisée a l'aide d’une machine :
Mascott (Lisabio, Morangis-France). 460 de chaque échantillon a doser sont introduits dbes
godets déposés sur un portoir. Les réactifs enzguoest sont aussi placés dans la machine. La
pompe de la machine assure le mélange des réaatifgmatiques et des échantillons dans des
cuvettes en plastique ou se déroulent les diffésenéactions enzymatiques. Une gamme étalon
pour chaque type de dosage est préalablementé@aisenregistrée dans le programme de dosage
correspondant. Les differentes concentrations dendéecule dosée (substrat ou produit) sont

calculées par rapport a la gamme étalon et diremteaffichées sur I'écran de la machine.

a- Dosage enzymatique de I'acide L-malique

Principe du dosage

En présence de nicotinamide-adénine-dinucléotidd(N, l'acide L-malique est oxydé en
oxaloacétate par la L-malate déshydrogénase (L-MDH)

L’équilibre de la réaction est situé du c6té du ateal En éliminant I'oxaloacétate du milieu
réactionnel, on oriente la réaction (1) dans lessemalate____, oxaloaceétate.

En présence du L-glutamate, I'oxaloacétate eststoame en L-aspartate (2) par la glutamate —

oxaloacétate-transaminase (GOT).

(1) L-malate + NAD <, oxaloacétate + NADH + H

(2) oxaloacétate + L-glutamatt——* L-aspartatecétoglutarate

La formation de NADH, A, mesurée par 'augmentation de I'absorbance arlgueur d’onde de
340 nm, est proportionnelle a la quantité de L-teat@nsommée.

Composition du kit (Microdom, kit n°® 110 05 011 00)

Flacon 1 (30 mL) : Tampon en solution.

Flacon 2 (6 mL) : NAD en solution.

Flacon 3 (0,8 mL) : Suspension de GOT

Flacon 4 (0,8 mL) : Suspension de L-MDH

Flacon 5 (4 mL) : solution standard d’acide mali@.2 g/L.
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Reconstitution du monoréactif

Pour 20 mL de réactif de travail : 5 mL du flacon 1

1 mL du flacon 2

0,13 mL du flacon 3 Cg mon‘oréactif se conserve
3 jours a 4/6°C.
0,13 mL du flacon 4

14 mL d’eau distillée.

Une gamme étalon d’acide L-malique allant de O @/l6 a été préalablement introduite au

programme de dosage de cet acide.
b- Dosage enzymatique de I'acide L-Lactique
Principe du dosage

En présence de nicotinamide-adénine-dinucléotiddD(ly, I'acide L-Lactiqgue est oxydé en
pyruvate par la L-lactate déshydrogénase (L-LDHgquilibre de la réaction se situe du coté du
lactate.

En éliminant le pyruvate du milieu réactionnel,ariente la réaction (1) dans le sens

lactate ——»  pyruvate.

En présence du L-glutamate, le pyruvate est tram&f@n L-alanine grace a la glutamate-pyruvate-
transaminase (GPT) (2)

(1) L-lactate + NAD «—  pyruvate + NADH,'H

(2) pyruvate + L-glutamate——  L-alami+a-cétoglutarate

La formation de NADH, H, mesurée par 'augmentation de I'absorbance arigueur d’onde de

340 nm, est proportionnelle a la quantité de LadBectonsommeée.
Composition du kit (Microdom, kit n°® 110 05 020 00)
Flacon 1 : Tampon

Flacon 2 : GPT lyophilisé
Flacon 3 : Suspension de L-LDH
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Reconstitution des réactifs

Dissoudre 3 flacons de GPT lyophilisé avec 2 mitasepon chacun et puis les mélanger
Ajouter 60uL de L-LDH
Ajouter 12 mL d’eau déminéralisée

Durée de conservation : 3 jours.

Une gamme étalon d’acide L-lactique allant de O @&/4 a été préalablement introduite au

programme de dosage de cet acide.

c- Dosage enzymatique de I'acide D-Lactique

Principe du dosage

En présence de D-lactate déshydrogénase (D-LD&tide D-lactique est oxydé en pyruvate par la

nicotinamide-adénine-dinucléotide (NAD

(1) D-lactate + NAD «——» pyruvate + NADH, H

L’équilibre de la réaction (1) se situe du cotéDHactate. En présence du L-glutamate, le pyruvate
est transformé en L-alanine (2) par la glutamatenmte-transaminase (GPT). On oriente la
réaction (1) dans le sens lactate—>  ruyate et NADH, H.

(2) pyruvate + L-glutamatq—» L-alanihe-cétoglutarate

La quantité de NADH, Hformée au cours de la réaction (1), est propangtia a la quantité

d’acide D-lactique. L’'augmentation de I'absorbaesemesurée a la longueur d’'onde de 340 nm.

Composition du kit (Microdom kit n© 110 05 025 00)

Flacon 1 : Tampon Good (100 mL)

Flacon 2 : Solution Blanc Echantillon (100 mL)

Flacon 3 : lyophilisat (NADP/ATP) (5x Flacon 3)

Flacon 4 : Suspension de D-lactate-déshydrogé@asen()
Flacon 5 : solution standard d’acide D-lactiqué @L ; 10 mL)
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Reconstitution du réactif

Dissoudre un flacon de lyophilisat (NADP/ATP) d&tsmL de tampon Good. Agiter délicatement

jusqu'a dissolution compléte (stabilité : 1 semainie 4 et 8 °C).

Pour la préparation de 44 mL de monoréactif, maang
- 20 mL de (NADP/ATP)

- 0,5mL de D-LDH

- 20 mL de solution blanc échantillon

- 3,5 mL d'eau distillée

Conservation 2 semaines entre 4 et

Une gamme étalon d’'acide D-lactique allant de 0,& @JL a été préalablement introduite au

programme de dosage de cet acide.

d-Dosage enzymatique de I'azote ammoniacal

Principe du dosage

En présence de glutamate déshydrogénase (GIDH)eemnicotinamide-adénine-dinucléotide
(NADH, H"), 'azote ammoniacal est transformé en L-glutanpatele 2-oxoglutarate qui oxyde la
NADH, H".

2-oxiglutamate + NADH, A+ NH;" «——»  L-glutamate + NAD- H,O

La détermination est basée sur la formation de NAR diminution de I'absorbance est mesurée a
la longueur d’onde de 340 nm. La quantité de NABIHoxydée en NAD au cours de la réaction
est proportionnelle a la quantité d’ammoniaque t@ammoniacal).

Composition du kit (Microdom n°® 110 05 037 00)

2 flacons contenant chacun 50 mL de diluant durobgene.

1 flacon contenant 2,7 mL de chromogéne (NADH), H

2 flacons contenant chacun 50 mL de solution dedaghantillon.

1 flacon contenant 5,5 mL de starter (glutamatéyti®génase)

1 flacon de 10 mL d’une solution étalon de 50 mgjdzote ammoniacal.
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Reconstitution du monoréactif

Pour un volume réactionnel de 21 mL :

- 0,25 mL de chromogene
- 10 mL de diluant chromogéne Conservation deux semaines entre 4 et 8°C

- 10 mL de solution blanc échantillon

- 0,5 mL de starter

Une gamme étalon d’azote ammoniacal allant de 0 &n§/L a été préalablement introduite au

programme de dosage de cet acide.

e-Dosage de I'azote alpha-aminé

Principe du dosage

En présence de o-phtaldialdéhyde/N-acétyl-L-cystéf@®@PA/NAC), les groupements d’acides
aminés primaires réagissent pour former des dédtigésindole, stables a la longueur d’onde de
340 nm.

Composition du kit (Microdom kit n°© 110 10 110 00)

Flacon 1 : Tampon soude + acide borique + NAC (2% m

Flacon 2 : solution hydro-alcoolique d’OPA (20 mL)

Flacon 3 : NAC (5 microtubes)

Reconstitution des réactifs de travail

Réactif 1 : 25 mL R1 + 1 microtub (Conservation 1 semaine a 4°C)

Réactif 2 : réactif prét a I'emploi (Conservation 3 moia 4°C)

Une gamme étalon d’azote alpha-aminé allant de80 ang/L a été préalablement introduite au
programme de dosage de cet acide.

78



Matériel et Méthodes
f-Dosage enzymatique de I'acide acétique

Principe du dosage

L’'acide acétique est converti en acétyle-CoA ersgmée de I'acétyle-CoA synthétase (ACS), de
'adénosine-5'-triphosphate (ATP) et du coenzym@AaA) (1).

(1) Acétate + ATP + CoA , acetyle-CoA MR? + pyrophosphate

L’acétyle-CoA réagit avec I'oxaloacétate pour dande citrate en présence de la citrate synthase
(CS) (2).

(2) Acétyle-CoA + oxaloacétate 8 ——» citrate + CoA

L’oxaloacétate requis pour la réaction (2) est #®ren partir du L-malate et du nicotinamide-
adénine-dinucléotide (NAD en présence de la L-malate déshydrogénase (L-MBH)Dans cette
réaction le NAD est réduit en NADH, H

(3) L-malate + NAD <« oxaloacétate + NADH, H
Le dosage est basé sur la formation de NADHridsuré par 'augmentation de I'absorbance a 340
nm et qui est indirectement proportionnel a la eoiation d’acide acétique consommé.

Composition du kit (Boehringer Mannheim kit n° 10 148 261 035)

Flacon 1 : tampon triethanolamine pH= 8,4, acidedlique (134 mg), chlorure de magnésium (67
mg) contenus tous dans un volume de 32 mL.

Flacon 2 : 280 mg de lyophilisat contenant : ATPing), CoA (18 mg), NAD(86 mg)

Flacon 3 : 0,4 mL de suspension contenant : L-MDEDQ U), citrate synthase (270 U)

Flacon 4 : 3 flacons de lyophilisat d’acétyle-Cofthétase de 5 U chacun.

Le contenu du flacon 2 est dissous avec 7 mL dtbstillée et le contenu du flacon 4 est dissous

avec 4 mL d’eau distillée.
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Reconstitution des réactifs de travail

Réactif 1 : 10 mL du flacon 1 RiEfa2 : 4 mL du flacon 4
2,3 mL du flacon 2
0,133 mL du flacon 3

Une gamme étalon d’acide acétique allant de 0/& & gté préalablement introduite au programme

de dosage de cet acide.

g-Dosage enzymatique de 'acide citrique

Principe du dosage

L’acide citrique est transformé en oxaloacétatacétate dans une réaction catalysée par la citrate-

lyase (1).

(1) Citrate«—> oxaloacétate + acétate

En présence de L-malate déshydrogénase (2) etldetdte déshydrogénase (3), I'oxaloacétate et
son dérivé de décarboxylation, le pyruvate, somuité en L-malate et en L-lactate par le
nicotinamide-adénine-dinucléotide réduit (NADH).

(2) Oxaloacétate + NADH, H«—— L-malate + NAD

(3) Pyruvate + NADH, He_____, L-lactate + NAD

La quantité de NADH oxydé en NADest proportionnelle au citrate présent dans I'éthan.
L’oxydation du NADH est mesurée par la diminuti@gbn absorption a la longueur d’onde de 340

nm.

Composition du kit (Microdom n® 110 05 036 00)

Flacon 1 : 72 mL de tampon Tris/L-LDH/L-MDH.
Flacon 2 : 8 mL de chromogene (solution NADH)
Flacon 3 : 80 mL de blanc échantillon

Flacon 4 : citrate lyase
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Flacon 5 : 5 mL d’'une solution pour I'enzyme cigréfase

Flacon 6 : 10 mL d’une solution étalon d’acideiqite 0,8 g/L

Reconstitution du monoréactif de travail

1- Reconstitution de la solution de travail chromogerl8 mL de tampon + 2 mL de
chromogene. Solution stable 2 semaines entre 4@t 8

2- Solution starter de citrate lyase : 1 flacon deatdt lyase + 1 mL de solution pour citrate
lyase. Solution stable 1 semaine entre 4 et 8 °€ semaines a -20 °C.

3- Le monoréactif de travail est finalement préparénaslangeant 1 mL de citrate lyase

reconstitué avec 20 mL de la solution de travaibofogene.
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[1-3 Calculs

Le calcul des parametres cinétiques utilisés damallyse de nos résultats (chapitre Ill) et de

certains parametres biochimiques sont définis darggi suit :

Paramétres cinétiques :

a- Parametres cinétiques utilisés pour I'analyse derésultats des fermentations alcooliques.

La productivité définie comme étant la concentration de biomassade par unité de temps est
calculée en divisant la biomasse maximale atteinte fin de la phase active de croissance par le
temps sans prendre en considération ni la phasktdece ni la phase stationnaire. Elle est
exprimée en g/L/h.

La vitesse spécifique maximale de croissange(h™) est calculée sur Excel & I'aide d’un lisseur
automatiquelf = [Ln (X2) — Ln (X1))/ (t2 — t)]. Elle est constante et maximale au cours déé&se

exponentielle de croissance.

La vitesse globale de consommation du sucesst définie comme étant la quantité totale deesucr

consommeée divisée par la durée de la FA. Ellexgsiraée en g/L/h.

Le rendement en poids seest défini comme étant le rapport de la biomassade sur la quantité

de sucre consommeée multiplié par 100. Il est ex@iem %.

Le rendement en éthanolest défini comme étant le rapport de la quantiééhdnol formée sur la

quantité de sucre consommée multiplié par 10Gtlegprimé en %.

Le rendement en glycérolest défini comme étant le rapport de la quantdlgcérol formée sur

la quantité de sucre consommée multiplié par 1@ktlexprimé en %.

Le rendement en acide acétiquest défini comme étant le rapport de la quantaéide acétique

formée sur la quantité de sucre consommeée muliali€l00. Il est exprimé en %.

La durée de la FA(h) prend en considération le temps jusqu'a I'arré&aesommation du sucre.
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b- Paramétres cinétiques utilisés pour I'analyse derésultats des fermentations malolactiques.

La productivité (g/L/h) et la vitesse spécifique mamale de croissanca: (h™) des bactéries sont

calculées de la méme facon que pour les levures.

La vitesse globale de consommation de I'acide mailig est définie comme étant la quantité totale

d’acide malique consommeée divisée par la duréa #IL. Elle est exprimée en g/L/h.

La vitesse spécifique moyenne de consommation dadide malique (g/g/h)est calculée de la
facon suivante :

[Quantité d’acide malique consommeée (g/L) / durédadFML (h)]/ Biomasse (g/L) présente a la
fin de la FML.

Le pourcentage d’inhibition de la vitesse de démalation (%) est défini comme étant la
réduction de la vitesse de démalication de la biactians le milieu préfermenté par la levure en
comparaison avec le témoin (milieu synthétiquedisaisin) et est calculé de la fagon suivante :

[1- (vitesse de démalication dans le milieu préfamté par la levure/ vitesse de démalication dans

le milieu synthétique jus de raisin)] x 100.

Le pourcentage d’activation de la démalicationest défini comme étant 'augmentation de la
vitesse de démalication de la bactérie dans lempréfermenté par la levure en comparaison avec
le témoin (milieu synthétique jus de raisin) etadtulé de la fagon suivante :

[(vitesse de démalication dans le milieu préferréeudr la levure/ vitesse de démalication dans le
milieu témoin) - 1] x 100.

La durée de la FML (h) prend en considération le temps jusqu'a l'arrécolesommation de

I'acide malique.

Paramétres biochimiques
a- Calcul de la fraction moléculaire du SQ libre synthétisé par les levures au cours des FA

La fraction moléculaire du SQui correspond a la forme toxique est calculéaidd de la formule

suivante (www.itv-midipyrenees.com):
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SO, moléculaire (mg/L) = S@libre (mg/L) / (LFHP*D +1),

La concentration de SOmoléculaire est calculée a pH=3,5 qui correspord @aleur du pH
réajustée avant inoculation des bactéries damuilesux préfermentés par les levures.

pKa (SQ) = 2 dans nos conditions de travail qui corresigon a une température de 22°C et une
concentration d’éthanol comprise entre 9,7 et 1{vA6 dans les différents milieux préfermentés

par les levures.

b- Calcul de la fraction moléculaire des acides gesynthétisés par les levures au cours des FA

La fraction moléculaire ou non-dissociée des acgtas qui correspond a leur forme toxique est

calculée a I'aide de la formule de Henderson-Hass#l:

pH= pK+ log ([fraction ionique]/[fraction nhon-dissocige]
[acide organique total] = [fraction ionique] + [étéon non-dissociée]
pH=35
pKa (acide octanoique) = 4,89

pKa (acide décanoique) = 4,9
pKa (acide dodécanoique) = 4,8
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Cultures pures

Partie I. Cultures pures

Dans cette premiere partie de notre étude, degreslpures de 5 souchesSlecerevisia¢A, B, C,

D et E) et de 3 souchesQ@l’ oeni(X, Y et Z) ont été réalisées dans le milieu sgtifue jus de
raisin en fioles d’Erlen-meyer. Les milieux fermémtpar les levures ont servi plus tard a
'inoculation des bactéries pour la réalisation defures séquentielles. Parmi les 3 souches de
bactéries testées, on s’est surtout intéressésaulehe X dont la culture pure a été reprise dans le
milieu synthétique vin en fiole d’Erlen-meyer. @ettulture avait pour but de tester l'effet
inhibiteur de I'éthanol sur la croissance bactéreede cette souche et sa démalication. Ensuite 3
cultures pures de la souche X ont été réalisées ldarioréacteur a membrane en utilisant le milieu
synthétique jus de raisin et en testant 3 conditigazeuses différentes : air, £€&t azote. Les
cultures pures des différentes souches de bactérieservi de témoin pour les interactions
observées plus tard lors des cultures séquentlieéxtes.

I-1 Cultures pures des différentes souches d& cerevisiaen fioles d’Erlen-meyer.

Les cultures pures des différentes souches. derevisiagA, B, C, D et E) ont été réalisées dans le
milieu synthétique jus de raisin (cf partie lI-2t1du chapitre Il, paragraphe a). Les milieux
préfermentés par 4 de ces souches (A, B, C et Dyami plus tard a la réalisation des cultures
séquentielles par inoculation des différentes sesiciO. oeni Dans ce qui suit nous allons
présenter les cinétiques de croissance et de conatom de sucre chez ces levures ainsi que le
profil biochimique des milieux a la fin de la FAtabli par le dosage de certains métabolites
extracellulaires relargués par les levures (éthagbicérol, acide acétiqgue, $0Oacides gras,
protéines totales) et par le dosage de I'azotemdssile (azote ammoniacal et alpha-aminé) et de

I'acide malique consommes.
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I-1-1 Etude cinétique

Résultats :
@ (b)
8 250

=

a
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Fig. I-1 Evolution de la biomasse des difféerentmsches dé&. cerevisiada) et de la consommation
de sucre (b) au cours de la FA. &) cerevisiaesouche A, &) S. cerevisiaesouche B, ) S.

cerevisiaesouche C,&) S. cerevisiasouche D, {) S. cerevisiasouche E.

Tableau I-1. Paramétres cinétiques de la FA menéaples cing souches d8&. cerevisiae.

Souche A| Souche H Souche|C Souché D  Souche E
Biomasse initiale (g/L) 0,04 0,03 0,054 0,062 0,07
Biomasse maximale (g/L) 5,25 4,95 6,6 7,16 52
Productivité (g/L/h) 0,07 0,071 0,13 0,14 0,071
Concentration cellulaire maximale|
(cellules/mL) x 16 334 275 300 398 220
Sucre initial (g/L) 201,7 201,5 197,6 200,3 206
Sucre final (g/L) 1,58 1,16 0,45 0,65 0,45
Vitesse globale de consommation ¢lu
sucre (g/L/h) 1,67 1,62 1,66 1,64 2,1
Rendement en poids sec (%) 2,6 2,5 3,3 3,6 2.9
Durée de la FA (h) 120 124 119 122 100
Discussion :

La figure I-1 nous permet de suivre les cinétigdes croissance (a) des cing souchesSde

cerevisiaeau cours de la fermentation alcoolique ainsi quednsommation du sucre (b). Les

courbes de croissance des cing souches se casantguar une courte phase de latence, une phase

active de croissance suivie d’'une phase statioenba# phase de latence de courte durée s’explique

par le fait que les levures s’adaptent rapidemanngieu suite aux deux étapes de précultures par

lesquelles elles sont déja passées. La phase detismissance se caractérise par une prolifération
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importante de la biomasse alors qu’en phase statimle taux de bourgeonnement devient faible.
Parallelement a la croissance, nous remarquonsageensommation du sucre est plutét continue
tout au long de la fermentation. Nous constatonssiaque pour les 5 souches les phases
stationnaires sont atteintes avant consommatiatetdu sucre ce qui est classique en vinification.
Partant d’un inoculum initial presque identiquex@lentours de 3 x f0cellules/mL), les cing
souches ont atteint des populations finales difte® et ont présenté différentes vitesses de
croissance (Tableau I-1). La souche D a atteirtitenasse maximale la plus élevée et a aussi
présenté la productivité la plus élevée suivielpaouche C, alors que les 3 autres souches ;eA, B

E ont atteint des biomasses maximales moins élavées presque identiques et ont présenté la
méme productivité (Tableau I-1). En terme de biswvades souches C et D ont présenté des
biomasses maximales trés proches ; 6,6 et 7,16eagfhectivement, cependant les concentrations
cellulaires correspondantes n'étaient pas ausgiroahées (300 x £oet 398 x 16 cellules/mL
respectivement). Ceci peut étre dd a une difféerencegphologique entre ces deux souches qui se
traduit par une taille plus grande des cellulesadsouche C. Cette méme remarque peut étre faite
en comparant les biomasses maximales des soucbek £5,25 et 5,2 g/L) et leurs concentrations
cellulaires correspondantes (334 X #0220 x 18 cellules/mL). D’ailleurs les corrélations linéaire
entre la biomasse et la concentration cellulaingr phacune des cing souches dont les graphes sont
représentés en annexes de la partie I-1 (Figudedat, c-4, d-4 et e-4) nous permettent de déduire
que pour une méme concentration cellulaire, parmei® 16 cellules/mL, les biomasses

correspondantes sont différentes :

Souche A : 0,016 g/L
Souche B : 0,017 g/L
Souche C : 0,022 g/L
Souche D : 0,018 g/L
Souche E : 0,024 g/L

Ceci explique également les différences entre #suvs de biomasses initiales qui ne se traduisent

pas par une différence importante au niveau desettrations cellulaires initiales qui sont toutes

d’ailleurs aux alentours de 3 x®1€ellules/mL.
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Les cing fermentations alcooliques ont été suiyisgiu'a arrét de consommation de sucre sans
gu’'on n'observe une phase de déclin. Au contrd@® Jevures ont gardé un pourcentage élevé de
viabilité entre 70 et 95 % (cf tableaux a-1, b-1, d-1 et e-1 en annexes de la partie I-1).

La fermentation alcoolique est considérée comme\ghquand la concentration restante de sucre
devient inférieure a 2 g/L ce qui est notre cadbldau I-1). Les profils de consommation de sucre
(Fig. I-1, b) ainsi que les durées de fermentatibles vitesses globales de consommation (Tableau
I-1) nous montrent que la souche E est celle gusa@mme le plus rapidement le sucre alors que les
souches A, B, C et D consomment moins rapidemensulere mais présentent toutes un
comportement presque identique. Cependant la sdugmésente une productivité identique a celle
des souches A et B mais qui est inférieure a dke souches C et D (Tableau I-1). Ceci nous
ameéne a la conclusion que la vitesse de consommaticucre n'est pas directement liée a celle de
croissance ni a la quantité de biomasse maximtdmtet. Cette constatation peut étre expliquée par
un taux de bourgeonnement plus élevé chez les esulet D que chez la souche E ou bien par
une différence de morphologie entre les souchesejtriaduit dans ce cas par une taille plus grande
des cellules de la souche E par rapport aux astneshes. De méme, les souches A et B présentent
des productivités identiques mais inférieures #&&sales souches C et D. Par contre toutes les 4
présentent les mémes vitesses globales de cons@nrdatsucre ce qui peut aussi se traduire par
une taille plus importante des cellules des soughesB ou bien par un taux de bourgeonnement

plus élevé chez les souches C et D.

Finalement, le rendement en poids sec est appraxenaent le méme pour les souches C et D et il
est un peu plus élevé que pour les trois autresh&suqui présentent aussi un rendement en poids
sec identigue entre elles. On peut conclure qugndads différences cinétiques déja citées, les 5
souches présentent un comportement global semblable

On va passer maintenant a I'étude du comportemenhimique de ces cing souches du point de

vue consommation et production de certains métmsoli
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[-1-2 Etude biochimique

Résultats :

Tableau I-2. Profil biochimique des milieux préfernentés par les cinq souches d& cerevisiae.

Souche A Souche B Souche ¢ Souche (D Souche E
Ethanol produit (g/L) 86 (+3) 81(x2,5) 77 (x2) 882(7) 85 (+3)
Rendement en éthanol (%) 43 40 39 43 41
Glycérol produit (g/L) 6,5 (x0,23) 6,9 (x0,23) §:80,23) 6,7 (x0,23)| 6,5(%0,23
Rendement en glycérol (%) 3,2 3,44 3,2 3,36 3,2
Acide acétique produit (g/L) 0,15 (0,004 0,15,66) | 0,37(x0,006] 0,19 (+0,01) 0,4 (+0,006)
Rendement en acide acétique (%) 0,075 0,075 0,2 0,1 0,2
Acide L-malique consommé (g/L 0,84 (+0,14 0,68,t1) 0,96 (+0,13)] 0,94 (0,1 0,54 (x0,1)
SG; libre (mg/L) 8,9 (x0,6) 6 (x0,4) 8,9 (x0,1) 8,960(8) 12 (£1,2)
SO, moléculaire (mg/L) a pH=3,5 0,28 0,18 0,27 0,28 370,
SO, total (mg/L) 26,7 (£2) 13,44 (+1,2) 28,9 (+1,9) ea .4) 42 (+4,2)
Acide octanoique total (mg/L) 16,7 57 24,8 0,7 -
AC|de(%:;?C;)gq;zg?éecula|re 16 548 238 0.67 i
Acide décanoique total (mg/L) 1,9 0,5 2,9 <0,1 -
Acide ((jnftg:?Lr;oéllq;He:rgf)geculawe 18 0.48 28 <0,096 i
Acide dodécanoique total (mg/L 0,2 <0,1 0,2 <0,1 -
Acide d(onglgltlz_?n;Lqﬁ:esrgoleculalrm 0.19 <0,095 0.19 <0,095 i
Azote ammoniacal initial (mg/L) 380 (+4,54) 389 J+7 | 379 (¢4,52)| 394 (x12,6 386 (7,2
Azote ammoniacal final (mg/L) 0 0 0 0 0
Azote alpha-aminé initial (mg/L) 78 (£5,54) 94 (1) 76 (x2,7) 82 (+1,13) 83 (+4)
Azote alpha-aminé final (mg/L) 26,6 (£3,55 10,2(34) 9,3 (x1,04)( 13,4 (x0,62 15 (£2)
Protéines initiales (mg/L) 306,71 (22 306,71 (22 306,71 (+22)[ 306,71 (x22) 306,71(x2p)
Protéines finales (mg/L) 915 (+40) 1120 (42 10231) 964 (+51) 1006 (+54

Notons que les gammes étalons qui ont permis &lcdés concentrations d’éthanol, de glycérol et
de protéines se trouvent en annexes de la pattiet lque les formules qui ont permis le calcul des
rendements en éthanol, glycérol et acide acétique que le calcul des fractions moléculaires du
SO, et des acides gras se trouvent dans la partielll-¢hapitre Il de ce manuscrit.

(-) : Les concentrations des acides octanoiqueradque et dodécanoique n’ont pas été mesurées
pour la souche E.

(<) : Les concentrations des acides gras avecndale <, signifient qu’elles sont inférieures a la
limite détectable par le dosage réalisé en CG.
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Discussion :

D’aprés la réaction de Gay-Lussac, 200 g/L de swrreainent la formation de 102,68 g/L
d’éthanol. Le rendement théorigue maximal en éthestodonc de 51 %.

Cependant, le rendement en éthanol des cing featiemé est inférieur au rendement théorique
maximal. Ceci est di a la formation de biomasseéeetertains métabolites secondaires parmi
lesquels on a dosé le glycérol et I'acide acéti(pietableau I-2). La formation du glycérol est
souvent recherchée par les cenologues car il gaataiix caractéres organoleptiques du vin en lui
conférant un go(t de gras ce qui donne une rondeusouche. Par contre la formation d’acide
acétigue est indésirable puisqu’elle augmentedigEivolatile du vin. D’ailleurs les concentrations
obtenues avec les cing souches sont faibles epiaties par rapport aux criteres cenologiques et
organoleptiques puisqu’elles sont inférieures agd,.9%équ BHSO, soit 1,1 g/L d’acide acétique (cf
tableau I-2).

Les cing souches ont consommeé de faibles quanktiésde malique a partir des 5 g/L initialement
présents ce qui caractérise en général les souwh&accharomyces cerevisig@aillandier et
Strehaiano, 1991, Rainiegt al. 1998a, b). En effet, au pH des milieux de cul{ymd=3,5), 43 %

de l'acide malique (pk=3,4) se trouvent sous forme moléculaire capabldiffieser librement a
travers la membrane cellulaire (Boatyal. 1997). Ce moyen est le seul que possedent cesetevu
pour consommer l'acide malique car elles sont dépms de malate perméase. Cependant les
proportions d’acide malique consommé par les cougclses sont inférieures a 43 % et varient entre
11 et 19 %. Ceci peut étre expliqué par l'ineffitddeS. cerevisiaé dégrader I'acide malique. En
effet, 'acide malique est principalement cataliblishez S. cerevisiaepar décarboxylation
oxydative catalysée par I'enzyme malique de la deviBoleset al. 1998). Etant donné que cet
enzyme possede une faible affinité au substrat (KsB=mM) et gu'il est localisé dans les
mitochondries qui sont peu nombreuses et dysfamogiibes pendant la FA (Osothsilp, 1987), on
peut mieux comprendre pourquoi ces souches n‘anppaonsommer une plus grande quantité.
Certains métabolites produits par la levure ausderla FA peuvent avoir une grande influence sur
le déroulement de la FML menée plus tard par lesébias lactiques. Parmi ces métabolites nous
avons dosé I'éthanol, le $@t les acides gras saturés a chaine moyenne mjutageables d’agir de
facon synergique pour inhiber les bactéries.

L’inhibition par I'éthanol a été détaillée dansplartie 1-5-2 du chapitre | de ce manuscrit. Plud ta
dans ce chapitre (partie 1-2-2) nous allons exgliquomment I'éthanol produit par les différentes
souches va participer a I'inhibition de la FML.

Concernant le S©£endogene produit p&. cerevisiagDittrich, (1987) note qu’habituellement 10 &
30 mg/L sont produits au maximum ce qui correspaundconcentrations de $@tal retrouvées
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pour 4 de nos souches (cf tableau 1-2). Néanmdanspuche E a produit 42 mg/L de Stotal.
Ceci rejoint les études de Henick-Kling et Parlg94) qui ont constaté qu’il existe des souches qui
peuvent en produire jusqu’a 100 mg/L. Nous rappelgue le S@total peut se trouver sous sa
forme libre et/ou combinée. Ceci dépend du pouwdarcombinaison du milieu (présence de
composés carbonylés). Par ailleurs, le; 3iBre peut se trouver sous sa forme ionique et/ou
moléculaire en fonction du pH du milieu. La fornaeplus active contre les micro-organismes est la
forme moléculaire dont I'action inhibitrice a étécdite dans la partie 1-5-2 du chapitre | de ce
manuscrit. Les concentrations de,S@oléculaire données dans le tableau I-2 ont dtuléas a
pH=3,5 car pour la réalisation des cultures séagitag, le pH des milieux préfermentés par les
levures a été réajusté a cette valeur avant I'iladicun des bactéries (cf partie 11-2-1-1du chapitre
paragraphe c). Parmi les cinq souches testéegquiehe B est celle qui produit la plus faible
guantité de S@moléculaire alors que les quantités produitedgmsouches A, C et D sont un peu
plus élevées et identiques et celle produite pasolache E est la plus élevée (cf tableau I-2).
Cependant, ces valeurs restent inférieures auxeotrations inhibitrices retrouvées dans la
littérature. En effet, Delfini et Morsiani (1992htotrouvé qu’une concentration de Si@oléculaire
supérieure a 0,5 mg/L est capable d’'inhiber corepiént la croissance cellulaire de 10 souches de
Leuconosto@t de 4 souches dectobacillus De plus, une population deeuconostoale 2 x 18
cellules/mL était morte 22 h aprés addition de My@@FL de SQ moléculaire. Ceci nous laisse
penser que le SOmoléculaire ne constituera pas un facteur extréeménmhibiteur au cours des
prochaines cultures séquentielles réalisées damsileeux préfermentés par ces levures.

L’effet antimicrobien du S@combiné est lié au fait que le catabolisme destanbes liées au SO
(acétaldéhydes et d’autres composés carbonyléd@paactéries libere une partie du,20mbiné

et le rend plus actif (Somers et Wescombe, 198750 combiné a des concentrations supérieures
a 30 mg/L prolonge la phase de latence et limifgolaulation maximale dans le vin. Ceci peut étre
le cas d'une croissance bactérienne dans le miiéfermenté par la souche E dans lequel la
concentration de SQcombiné correspond a 30 mg/L. Pour les autresh&sula concentration du
SO, combiné varie entre 7,44 mg/L (souche B) et 20Lnfgbuche C) et donc ce risque n’existe
pas.

L’activité malolactique est aussi sensible a tolgssformes de SOA 20 mg/L de S@combiné
I'activité malolactique est réduite de 13 %, a 5§/loTinhibition est de 50 % et & 110 mg/L elle est
totale (Lafon-Lafourcade, 1970). On peut donc peasee influence négative du &ir une FML
réalisée dans des milieux préfermentés par leshesuC et E.

Les acides gras saturés a chaine moyenga (&) produits par les levures peuvent aussi avoir une
influence sur le déroulement de la FML. L'actiohilitrice de ces métabolites a été décrite dans la
partie I-5-2 du chapitre | de ce manuscrit. Ellesestout due a la fraction moléculaire de cesexcid
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qui constitue la forme prédominante dans notrecaasde pH des milieux est inférieur aux pKe

ces acides (cf partie 1I-3 du chapitre Il de ce usant). Les souches A et C ont produit les
guantités les plus élevées d’acide octanoique ndégae et dodécanoique. Cependant, ces quantités
restent inférieures aux concentrations inhibitricetsouvées dans la littérature. En effet, 2,9,8t 1
mg/L d’acide décanoique ont été produits respettarg par les souches C et A mais d’apres
Edwards et Beelman (1987), il faut ajouter 5 a IJLnd’acide décanoique au jus de raisin pour
inhiber la croissance bactérienne et la FML. L'dddide 30 mg/L est létale. Lonvaud-Fue¢lal.
(1988) ont eux aussi montré que I'addition de 4Lntjacide décanoigque entraine une inhibition de
la FML dans le vin. Concernant I'acide dodécanojques deux souches de levure ont produit
uniquement 0,2 mg/L alors que 0,5 mg/L de cet asa# nécessaires pour avoir une inhibition de
la FML dans le vin (Lonvaud-Funet al. 1988).

Malgré le fait que ces concentrations soient iefées aux valeurs inhibitrices, leur présence
simultanée avec l'acide octanoique et les autreleaul@s inhibitrices peut amplifier leur effet
inhibiteur et les rendre responsables d’'une palid’inhibition rencontrée plus tard au cours des
FML.

En plus des molécules potentiellement inhibitricelarguées par les levures, nous nous sommes
aussi intéressés a la composition en azote asblmilie ces milieux a la fin de la FA. En effet une
limitation dans les besoins en nutriments des bastdactiques constitue également un facteur
inhibiteur de la croissance bactérienne et de taatiéation. D’apres le tableau I-2, nous constatons
gue l'azote ammoniacal a été complétement consopendes levures contrairement a l'azote
alpha-aminé qui n’a pas été entierement utiliscudNetudierons dans la partie 1-2-1 de ce chapitre
la consommation d’azote assimilable par les baddactiques et nous verrons l'influence de ce
facteur sur le déroulement de la FML. Les cinétigde consommation de I'azote ammoniacal et
alpha-aminé au cours de la FA menée par ces sodehlesure sont représentées en annexes de la
partie I-1.

D’apreés le tableau I-2, nous constatons une pramhucte protéines par les 5 souches de levure au
cours de la FA. Ces protéines peuvent inclure gdegiéns peptidiques de faible poids moléculaire
stimulatrices de la FML (Guilloux-Benatier et Chagse, 2003) et des macromolécules incluant
des protéines et des mannoprotéines aussi stimektle la FML (Guilloux-Benatiest al. 1993,
1995). L’action stimulatrice de ces derniéres a dérite dans la partie I-5-1 du chapitre I,
paragraphe a-2. A co6té de ces molécules stimudairies milieux préfermentés par les levures
peuvent également contenir des peptides/proténtésieurs de la FML qui feront I'objet de notre

étude dans la partie 11l de ce chapitre.
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I-2 Cultures pures des différentes souches de bad#s lactiquesO. oeni

Trois souches @. oeniont été étudiées dans ce travail (X, Y et Z). t@sures pures de la souche
X réalisées dans les milieux synthétiques jus @@nr@t vin en fioles d’Erlen-meyer et la culture
pure de la souche Y réalisée uniguement dans leursynthétique jus de raisin en fiole d’Erlen-
meyer (cf partie 1I-2-1-1 du chapitre Il, paragragdd) ont servi de référence pour les cinétiques de
croissance cellulaire et de consommation d’aciddigoa pendant les cultures séquentielles
réalisées plus tard avec ces deux souches de ibactéa souche X a été également étudiée en
culture pure dans le bioréacteur a membrane souszaite et C@en utilisant le milieu synthétique

jus de raisin et a servi de témoin pour les cuitunéxtes réalisées dans les mémes conditions.

I-2-1 Caractéristiques cinétiques et biochimiquesek 3 souches @. oenipendant leur culture

pure dans le milieu synthétique jus de raisin réatiée en fioles d’Erlen-meyer.

a-Etude cinétique

Résultats

Acide malique (g/l)

Concentration cellulaire (cellules/ml) x

0 T T T T T T ! 0 —A T T T T T |
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Durée (h) Durée (h)

Fig. 1-2 Evolution de la concentration cellulaireesd 3 souches @. oeni (a) et de leur
consommation d’acide malique (b) pendant leur celfure dans le milieu synthétique jus de raisin

en fioles d’Erlen-meyer.o) O. oenisouche X, i) O. oenisouche Y, A) O. oenisouche Z.
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Tableau I-3. Paramétres cinétiques de la FML menégar les trois souches dD. oenidans le

milieu synthétique jus de raisin en fioles d’Erlenmeyer.

Souche X Souche Y Souche Z
Concentration initiale (cellules/mL) x 10 1,9 1,8 2,6
Concentration maximale (cellules/mL) x®1p 161,6 250 92
*Productivité (cellules/mL/h) 0,56 0,33 0,36
Vitesse spécifique max_|lmale de croissange ; 35 x 10° 14 x 10° 40 x 10°
umax (h")
Biomasse maximale (g/L) 0,7 0,1 0,6
acide malique initial (g/L) 5,2 4,9 52
acide malique final (g/L) 0 0 0
Vitesse globale (_Jle consommation de I'ac|de 18 x 10° 3.7 x 10° 20 x 10°
malique (g/L/h)
Vltesse_specmgug moyenne de 26 x 10° 37 x 10° 33 x 10°
consommation de I'acide malique (g/g/h
Durée de la FML (h) 288 1319 263

" La productivité dans ce cas est définie comme daarincentration cellulaire maximale atteinte &
la fin de la phase active de croissance divisédepmps sans prendre en considération ni la phase

de latence ni la phase stationnaire.

Discussion

Les trois FML ont été suivies jusqu'a l'arrét den@ommation de l'acide malique qui correspond
dans notre cas a une consommation compléete ddd'acalique initialement présent dans le milieu.
La figure I-2 (a) nous montre 3 profils de croissaudistincts pour les 3 souches testées. Alors que
chez la souche Y la phase active de croissancananeacé aprés une phase de latence de 165
heures, les phases de latence chez les souches 30at passées inapercues. Les FML menées par
les souches X et Z ont été achevées avant quesogssduches n’atteignent la phase stationnaire de
croissance contrairement au cas de la souche Yz Céie derniere les différentes phases de
croissance (latence, active et stationnaire) ofitbén marquées alors que la démalication a été
continue tout au long de la fermentation. D’ailleaes deux activités ne sont pas systématiquement
corrélées (Capucho et San Romao, 1994). Malgra@tlgde la souche Y ait présenté la productivité
et la vitesse spécifique de croissance les plidefgi elle a atteint le niveau de population lesplu
élevé (cf tableau I-3). Les souches X et Z ont gmis des vitesses spécifiques de croissance trés
proches ainsi qu'un profil de croissance tres pegcisqu'a 167 heures. A partir de ce moment la
croissance de la souche Z a été ralentie et dilm@ment atteint un niveau de population 1,786 foi
plus faible que celui obtenu avec la souche Xifgifre I-2 et tableau I-3). Cependant les profils de

démalication de ces deux souches ont été presgueqdes avec des vitesses globales de
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démalication trés proches (cf tableau I-3). La déaration chez la souche Y a été 5 fois plus lente
gue chez les deux autres souches alors que t®ge3 ont présenté des vitesses spécifiques de
démalication proches. Ceci s’explique par la faliittmasse formée par la souche Y (0,1 g/L). Les
corrélations linéaires entre le poids sec et laentration cellulaire de ces 3 souches représentées
par les graphes a-4, f-4 et g-4 de l'annexe dealdigpl-2 nous montre que pour une méme
concentration cellulaire, par exemple ®16ellules/mL, les biomasses correspondantes sont

différentes :

Souche X : 0,0044 g/L
Souche Y : 0,0004 g/L
Souche Z : 0,0076 g/L

Ces valeurs refletent la différence de morpholagitre les trois souches et montrent bien que la
souche Y est celle qui présente la plus petitéetalle dixieme de celle de la souche X. En effet
cette derniére a atteint une concentration maxim@l#61,6 x 1Dcellules/mL qui correspond & une
biomasse de 0,7 g/L alors que la souche Y a attgiet concentration maximale de 250 ¥ 10

cellules/mL qui correspond a une biomasse de Q,1 g/

b-Etude biochimique

Résultats

Tableau I-4. Profil biochimique des milieux synthégues jus de raisin fermentés par les trois
souches dO. oeni.

Souche X Souche Y Souche 4
Sucre initial (g/L) 198 (+4,1) 200,7 (5,1 2014(6)
Sucre consommeé (g/L) 4 (+0,64) 6 (+1,42) 4 (11
Acide D-Lactique produit (g/L) 0,56 (x0,078)  0,98(08) 0,5 (x0,1)
Acide acétique produit (g/L) 0,1 (x0) 0,66 (+0,015)0,23 (x0,03)
Azote alpha-aminé initial (mg/L) 81,2 (£3,1 82 (56) 79 (x2,8)
Azote alpha-aminé consommé (mg/l) 8,62 (x0,41) +0152) 7,4 (£0,64)

Discussion

Le tableau I-4 nous montre que la consommatiorudeegarO. oeniest faible O. oenimétabolise
les hexoses via la voie hétérofermentaire des pestphosphates avec comme produit majoritaire

le D-lactate mais aussi de I'éthanol, de I'acétteu CQ (cf partie I-4-3 du chapitre | de ce
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manuscrit). Nous n'avons pas détecté une productiéthanol lors des dosages effectués, mais
plutét une production d’'acide acétique. Ceci dépadumgbotentiel redox du milieu. En effet, vu que
les milieux utilisés contiennent du fructose (mil®ynthétique jus de raisin), les coenzymes réduits
(NADH, H") issus du métabolisme du glucose seront réoxydiEe g la réduction du fructose en
mannitol. Ceci va régénérer les molécules de gmeamnécessaires pour I'oxydation du glucose et
va orienter la réaction vers la formation d’acéfateFig. I-7 de la partie 1-4-3 du chapitre 1). On
constate d’'aprés ce tableau que les souches Xcengomment les mémes quantités de sucre et
produisent les mémes quantités d’acide D-Lactiqde.plus ces deux souches ont atteint des
biomasses maximales proches (0,7 g/L pour X egl,Gpour Z). Par contre la souche Z a produit
deux fois plus d’acide acétique que la souche Jaubk part, la souche Y qui a produit la biomasse
maximale la plus faible (0,1 g/L) a consommé unangité de sucre légérement plus élevée que
celle consommeée par les souches X et Z et a amsduip une quantité plus élevée d’acide D-
lactique et d’acide acétique. Les quantités d’afddleactique et d’acide acétique produites par les
trois souches restent cependant faibles et acdeptaé qui pourrait suggérer que I'inoculation de
ces bactéries en méme temps que les levures lone dulture mixte dans un moQt de raisin ne
risque pas d’entrainer une augmentation de I'aidilatile du vin due surtout a une production
élevée d’acide acétique. Notons que ce dernier @gaiement provenir du catabolisme de I'acide
citrigue mais les 3 cultures pures en fioles d'Eieeyer n‘'ont montré aucune consommation
d’acide citrique donc I'acide acétique provientquement du catabolisme du sucre.

Les dosages effectués ont également montré qumlehes dD. oenine consomment pas d’azote
ammoniacal. Par contre, les acides aminés constitles nutriments indispensables a la croissance
cellulaire et au métabolisme bactérien (cf parded du chapitre | de ce manuscrit). Pour cela, la
consommation d’azote alpha-aminé au cours de cemfgations a été suivie. D'aprés le tableau I-
4, nous constatons que cette consommation esefaintout dans le cas de la souche Y. Les
cinétiques correspondantes sont représentées ereande la partie 1-2.

Nous pouvons conclure d’apres les profils biochunesde ces 3 souches Quoenia besoin d'une
faible quantité de sucre pour bien se développ&zdte alpha-aminé constitue une source
nutritionnelle importante. Quantitativement, lessdias ne sont pas élevés mais qualitativement
'absence de certains acides aminés indispensgi#es affecter négativement la croissance
cellulaire et la démalication (cf partie 1-4-4 dhapitre | de ce manuscrit). Nous constatons
finalement un comportement similaire des souche®tXZ d'un point de vue cinétique et
biochimique contrairement a la souche Y qui seardjsie par sa cinétique plus lente, sa petite faille

la faible biomasse formée et sa faible consommatiaznote alpha-aminé.
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[-2-2 Comparaison du comportement dO. oeni souche X en culture pure dans les milieux

synthétiques jus de raisin et vin réalisée en fiaded’Erlen-meyer.

Le milieu synthétique vin présente une compositjoin simule celle du vin naturel mais qui est
exempte des métabolites levuriens a I'exceptioffiéieanol et qui présente une teneur réduite de
50 % en source d’'azote et de vitamines par raaonhilieu synthétique jus de raisin (cf partie Il-
1-2 du chapitre Il de ce manuscrit). Son utiligatevait pour but principal de quantifier I'effet
inhibiteur de I'éthanol sur la croissance bactérert la démalication. Les FML menées Qar
oenisouche X dans les milieux synthétiques jus denr&svin ont ainsi servi comme témoins ou
références pour les cultures séquentielles réaligiés tard avec cette méme souche de bactérie. La
guantification de I'inhibition due a I'’éthanol noasaidés a déterminer la part de I'inhibition due a
d’autres conditions inhibitrices pendant les c@tusequentielles.

Résultats
(@) (b)
0.8 - 6 -
0.7 4
5 9
0.6 4
< as
< 05 | 3
2 E
% 0.4 - Z 3/
£
S oa )
@ S 9|
Q
0.2 4 <
1 |
0.1 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Durée (h) Durée (h)

Fig. 1-3 Evolution de la biomasse@!' oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) au cours de ses cultures pures dans les miignthétiques jus de raisin et vin en fioles d’Bfle

meyer. ) Milieu synthétique jus de raisim Y Milieu synthétique vin.
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Tableau I-5. Paramétres cinétiques des FML menéesap O. oeni souche X dans les milieux

synthétiques jus de raisin et vin en fioles d’Erlermeyer.

Milieu Milieu
synthétique jus | synthétique
de raisin vin
Biomasse initiale (g/L) 0,013 0,013
Biomasse maximale (g/L) 0,7 0,29
Productivité (g/L/h) 24 x 16 8,5x 10"
Vitesse spécifique maximale de croissangmax (') 3,43 x 10 3x10°
Acide malique initial (g/L) 5,2 4
Acide malique final (g/L) 0 0
Vitesse globale de consommation de l'acide malfgtigh) 18 x 10° 6 x 10°
*Pourcentage d'inhibition de la vitesse de démttioa%o) - 67
Vitesse spécifique moyenne de consommation deléaci 26 x 10° 21 x 10°
malique (g/g/h)
Durée de la FML (h) 288 695

*Le pourcentage d’inhibition de la vitesse de daoadion est défini comme étant la réduction de la
vitesse de démalication dans le milieu synthétigmepar rapport au milieu synthétique jus de
raisin et est calculé de la fagon suivante :

[1- (vitesse de démalication dans le milieu syntjugt vin/ vitesse de démalication dans le milieu

synthétique jus de raisin)] x 100.

Discussion

En présence de 10 % d’éthanol (v/v) dans le meimthétique vin, nous remarquons que le profil
de croissance @. oenisouche X a changé (Fig. -3, a). En effet, I'étilaa entrainé I'apparition
d’'une phase de latence de 164 heures non obseandele milieu synthétique jus de raisin suivie
d’'une phase active de croissance qui a aboutifariaation d’'une biomasse maximale 2,4 fois plus
faible que celle obtenue dans le milieu synthétigisede raisin. De plus la phase stationnaire a été
atteinte alors qu'’il restait encore dans le milie@1 g/L d’acide malique contrairement a la FML
dans le milieu synthétique jus de raisin ou la dérat@on a été complétement achevée avant méme
d’observer un plateau de croissance. Enfin, layotdté dans le milieu synthétique vin était 2,8
fois plus faible que dans le milieu synthétique gigsraisin. Du point de vue croissance cellulaire,
I'éthanol a donc entrainé une prolongation de kasphde latence pendant laquelle les bactéries ont
essayé de s’adapter aux conditions stressanteslidu.nCelles qui ont réussi a s’adapter aux 10 %
d’éthanol (v/v) et sont restées vivantes, se soultipliées plus tard mais par conséquent la
biomasse maximale atteinte a été plus faible. Gie noe leur vitesse spécifique maximale de

croissance a été legerement plus faible que dangit synthétique jus de raisin.
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Dans le milieu synthétique vin, on remarque au tldbda FML une phase lente de démalication de
215 heures non observée dans le milieu synthépicpude raisin. De plus la vitesse de démalication
a été 3 fois plus lente et réduite de 67 % paradppcelle obtenue dans le milieu synthétique jus
de raisin (cf tableau I-5). Cependant les 10 %hdéol (v/v) n'ont pas empéché la consommation
complete des 4 g/L d’acide malique initialementsprés. Ceci rejoint les études de Capucho et San
Romao (1994) qui ont constaté qu’en présence dedethhanol (v/v), la croissance cellulaire est
fortement inhibée alors que I'acide malique corgirau étre dégradé a un taux de 90 %. Cette
remarque rejoint aussi I'lhypothése de Manca de &NatiStrasser de Saad (1987, 1990) qui montre
gu’il N’y a pas de corrélation directe entre I'at malolactique et la croissance bactérienne. De
plus, la vitesse spécifique de consommation dedéamalique dans le milieu synthétique vin a été
légerement plus faible que celle obtenue dans lieursynthétique jus de raisin (Tableau I-5). Nous
pouvons donc conclure que la plus longue duréa @&\IL dans le milieu synthétique vin était due
a une limitation de la biomasse formée plutbét quiée réduction importante de lactivité de
démalication.

Notons finalement que la composition en nutrimehtsmilieu synthétique vin était réduite mais
non limitante surtout en ce qui concerne I'azophataminé disponible dans le milieu (cf partie II-
1-2 du chapitre Il). En effet au début de la fertagan il y avait 25,74 mg/L d’azote alpha-aminé
provenant des 0,5 g/L de l'extrait de levure udilipour la préparation de ce milieu. Vu la
composition en acides aminés de I'extrait de lewutitesé (cf partie II-1-2 du chapitre 11) et lailfide
consommation d’azote alpha-aminé par la souchen$ & milieu synthétique jus de raisin (8,62
mg/L), nous pouvons confirmer qu’il N’y avait pas darence a ce niveau. Cependant, seuls 3,74
mg/L d’azote alpha-aminé ont été consommés damsilleu synthétique vin (cf annexes de la
partie I-2, tableau e-2). Ceci est probablemena diéction inhibitrice de I'’éthanol. Par ailleuts,
dosage des sucres a montré une consommation dgl1a/partir des 2 g/L initialement présents.
On peut conclure que malgré une consommation kdilinzote alpha-aminé et de sucre, la
consommation des 4 g/L d’acide malique a été compl@eci nous confirme encore une fois@u’

oenin’est pas quantitativement exigeante d’'un pointwk nutritionnel.

[-2-3 Comparaison du comportement dO. oeni souche X en culture pure dans le milieu

synthétique jus de raisin réalisée dans le BRM soukfférentes conditions gazeuses.

Comme déja décrit dans la partie I-6-1-2 du chapitrde ce manuscrit, paragraphe b-1,
I’lhomogénéisation du milieu synthétique jus deinatkans les deux réservoirs du BRM se fait grace
a une circulation alternative de ce milieu d'unergsir a l'autre assurée par une surpression
résultant de l'introduction d’'un gaz comprimé. Démbut d’évaluer I'effet éventuel du gaz sur la
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FML en termes de croissance cellulaire et de déatsdn, 3 gaz ont été testés : I'air, le £&
'azote. La comparaison des résultats des FML alsteau cours des 3 cultures pure®.doeni
souche X nous a permis de choisir le gaz le pluwemable a la réalisation de la FML dans des
conditions proches des conditions réelles de eaiifbn. Ce gaz a été adopté au cours des cultures
mixtes ultérieures. Les cultures pure®dbenisouche X en BRM ont servi de référence pour les
cinétiques de croissance cellulaire et de démalicggendant les cultures mixtes réalisées plus tard

en utilisant cette méme souche de bactérie.
a- Etude cinétique
Résultats

(a) (b)

0.9 4
0.8
0.7 4
0.6 4
0.5 4
0.4 4
0.3 4
0.2 4
0.1 4
0 T T T T T T T T |
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Durée (h)

(g

Biomasse
Acide malique (g/l)

Durée (h)

Fig. 1-4 Evolution de la biomasse@!' oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique

(b) au cours des 3 cultures pures réalisées dBRNe (o) air, A) CO,, (o) azote.

Tableau I-6. Paramétres cinétiques des FML menéesapO. oeni souche X dans le BRM sous
air, azote et CQ.

Air Azote (o{0}
Biomasse initiale (g/L) 0,013 0,01 0,015
Biomasse maximale (g/L) 0,33 0,9 0,8
Productivité (g/L/h) 0,93 x Id 3,36 x 1C° 3,6 x10°
Vitesse spécifique maximale de croissangmax (h") 2,82 x 10° 3,73 x 1C° 4,74 x 10°
Acide malique initial (g/L) 4,7 4,95 5,04
Acide malique final (g/L) 0,8 0 0
Vitesse globale de consommation de l'acide maligtigh) | 11,44 x 16 17,5 x 1¢° 19 x 10°
Vitesse spécifique moyenne de consommation deéaci 35 x 10° 19,4 x 16° 24 x 10°
malique (g/g/h)
Durée de la FML (h) 341 283 261
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Discussion

Partant d’'un méme inoculum initial, la souche Xtteiat différents niveaux de population et a
présenté des profils de croissance différents atiles conditions gazeuses appliquées (cf figure I-
4, a et tableau 1-6). Alors que les biomasses mabeisnobtenues sous azote et sous €@ient
proches avec une valeur légerement plus élevéeazmtis, la biomasse maximale obtenue sous air
était respectivement 2,73 et 2,43 fois plus fadple celles obtenues sous azote et sous OO
remarque aussi que la cinétigue de croissance@Opgtait plus accélérée que sous azote pendant
les premieres 120 heures de ces deux culturesit&nigs cinétiques se sont rapprochées suite a un
ralentissement de la croissance sous €©qui a aboutit a la phase stationnaire au niieage
dernier aprés 209 heures. La vitesse spécifiquemnadex de croissance était la plus élevée sous CO
et elle était respectivement 1,27 et 1,7 fois phagortante que celles obtenues sous azote et sous
air. Par ailleurs, la démalication n'a pas été detement achevée sous air et a laissé 0,8 g/L
d’acide malique dans le milieu alors qu’elle a &énplete sous azote et sous COes profils de
démalication sous C{&t sous azote étaient proches ainsi que les vitegsbales de démalication
qui étaient respectivement 1,7 et 1,53 fois plpsdes que sous air. Cependant, la vitesse spéeifiqu
de démalication sous air était respectivement tL18%efois plus élevée que sous azote et sous CO
En effet I'air a défavorisé la croissance celldgatutét que la démalication et a ainsi entrainé@ un
augmentation de l'activité spécifigue de démalaratiMalgré cela, les bactéries n'ont pas pu
entierement consommer l'acide malique.

Finalement nous pouvons conclure que malgré lesrdédgdifférences cinétiques entre le G
I'azote qui rendent le CQun peu plus favorable a la réalisation de la FEHs deux gaz semblent
étre les mieux adaptés a la croissance cellultigela démalication che@. oeni En effet,O. oeni

est une bactérie anaérobie facultative qui se dppel mieux en I'absence d’oxygene, mais pour
elle 'oxygene n’est pas toxique. Ceci explique hesilleurs résultats obtenus sous azote et sous
CO, qui assurent tous les deux a la bactérie des thomslistrictement anaérobies et qui sont
d’ailleurs plus proches des conditions qu’on retmpendant le processus naturel de vinification au
cours duquel le milieu est rapidement saturé ep CO

Pour des raisons techniques, I'azote a été reteaul@ réalisation des cultures mixtes ultérieures.
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b- Etude biochimique

Résultats

Tableau I-7. Profil biochimique des milieux synthéques jus de raisin fermentés palO. oeni

souche X dans le BRM sous air, azote et GO

Air Azote CcQO
Sucre initial (g/L) 202 (4,6) 200,7 (£5,3) 201#6(7)
Sucre consommeé (g/L) 3 (x0,22) 12 (£1,3) 8 (x0,7)
Acide D-Lactique produit (g/L) 0,47 (x0,014) 1,90(23) 1,24 (+0,036)
Acide acétique produit (g/L) 0,107 (+0,006) 0,09,306) 0,082 (+0,006)
Acide citrique consommeé (g/L) 0 0,09 (x0,011) 0,@53,004)
Azote alpha-aminé initial (mg/L) 79,22 (£1,25) ,81 (£0,85) 74 (+2,86)
Azote alpha-aminé consommé (mg/L) 4,22 (+0,82) 1@£1) 7 (£3,11)

Discussion

Comme déja expliqué dans la partie 1-2-1, la comsation de sucre pdD. oeniest faible. La
guantité consommée la plus élevée a été observéeammte au niveau duquel on avait obtenu
également la biomasse la plus élevee (cf table@u Etant donné q@. oeniest une bactérie
hétérofermentaire facultative, les sucres sont bbodites suivant la voie des pentoses-phosphates,
ce qui entraine la formation en plus du D-Lactdée|'acétate, de I'éthanol et du @@omme pour

les cultures pures des différentes souch€s deniréalisées en fioles d’Erlen-meyer, on n’a pas
détecté une production d’éthanol pour les mémesomai expliquées dans la partie I-2-1. La plus
grande quantité d’'acide D-Lactique a été prodwigssazote et des quantités trés proches d’acide
aceétique ont été détectées sous les trois conslitjapeuses avec une concentration légerement plus
élevée sous air. La faible consommation de sucia faible production d’acide acétique et d’acide
D-Lactiqgue sont encourageantes pour l'utilisatidiérieure de cette souche de bactérie lors des
cultures mixtes dans le BRM sous azote et aussitceculture pendant le procédé naturel de
vinification. Rappelons que le milieu synthétiqus ge raisin contenait initialement 0,3 g/L d’acide
citrique. Comme pour les cultures pures des diffi@® souches @. oenien fioles d’Erlen-meyer,

il N’y a pas eu de consommation d’acide citriquecaurs de la culture pure de la souche X sous air.
Cependant de faibles concentrations ont été congasipendant les cultures pures de cette souche
sous azote et sous @@a consommation d'une mole d’acide citrique dnida formation d’'une
mole d’'acétate et d’'une mole d’oxaloacétate. D@scd,09 g/L d’acide citrique consommeés sous
azote ont donné 0,03 g/L d’acide acétique et I853g/L consommeés sous gant donné 0,02 g/L
d’acide acétique. En d’autres termes l'acide aoétigroduit sous azote et sous L@e provenait

pas uniguement du métabolisme du sucre.
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Finalement nous constatons que la consommatioro®@azlpha-aminé est faible comme décrit
précédemment pour les différentes souch€s deni(cf partie 1-2-1). La quantité consommeée la
plus élevée a été obtenue pendant la culture prida douche X sous azote pendant laquelle on
avait également obtenu la consommation de sucrduls élevée ce qui d'ailleurs explique la
production la plus importante de biomasse en poesda ce gaz. L’évolution de la consommation
de l'azote alpha-aminé par la souche X en fonatiortemps est donnée pour les trois conditions
gazeuses dans les tableaux et les graphes b-&t d-2 de I'annexe de la partie I-2. Comme pour la
culture pure de cette souche en fiole d’Erlen-mela&zote alpha-aminé a été consommé pendant

les premieres 48 heures des cultures pures sqQuzaie et CQ

[-3 Conclusion

Le suivi des fermentations alcooliques nous a peme constater de faibles différences dans le
comportement cinétique des 5 souches de levuréetegtroissance et consommation de sucre)
ainsi que dans le profil biochimique des milieualdt a la fin de ces fermentations, notamment la
production de certains métabolites inhibiteursadENML (éthanol, S@et acides gras) et la quantité
d’azote assimilable restant dans le milieu (aaotenoniacal et alpha-aminég).

Les cultures pures des trois souche®.ddenidans le milieu synthétique jus de raisin en fioles
d’Erlen-meyer ont montré un comportement cinétigreeche pour les souches X et Z contrairement
a la souche Y qui s’est distinguée par sa faibbenbisse et par une lente activité de démalication.
Par ailleurs, les 3 souches ont consommeé de fagjiastités de sucre et d’azote alpha-aminé et ont
produit de faibles quantités d’'acide D-lactique déicide acétiqueO. oeni souche X a été
également testée dans un milieu synthétique via atontré que méme en présence de 10 %
d’éthanol (v/v), elle était capable de consommanmi@étement I'acide malique. Sa vitesse de
démalication était cependant réduite de 67 % pgpar a celle obtenue dans le milieu synthétique
jus de raisin. Les deux cultures pure® ddoenisouche X dans les milieux synthétiques jus derrais
et vin et celle dD. oenisouche Y dans le milieu synthétique jus de raisint servir plus tard de
référence pour les cinétigues de croissance etodsommation d’acide malique pendant leurs
cultures séquentielles. De pl@s oenisouche X a été testée en culture pure dans léadutaur a
membrane (milieu synthétique jus de raisin) ensatiit 3 gaz différents : I'air, le Gt I'azote.

Les meilleurs résultats de la FML ont été obteraus CQ et sous azote. L'azote a été finalement

adopté pour les cultures mixtes réalisées ultégiment dans ce bioréacteur.

103



Annexes de la partie I : Cultures pures

Annexes de la partie I-1 : Cultures pures des difféntes souches d&. cerevisia@lans le milieu

synthétique jus de raisin en fioles d’Erlen-meyer.

Etude cinétique

a- Culture pure de S. cerevisiasouche A en fiole d’Erlen-meyer.

Tableau a-1. Suivi cinétique de la culture pure d&. cerevisiasouche A en fiole d’Erlen-

meyer.

Durée (h) D.O C&Zﬁﬁgﬁﬁ ieilg /I\egre V'?(;: ;'te Poids sec (g/L) Sucre (g/L
0 0.035 2.95 0.04 201.7
6 0.038 3.73 0.042 200
23 0.341 36.72 0.38 190
29 0.56 83.5 0.62 161
47 2.7 192 80 3 119.4
53 3.1 220 79 3.46 106.7
77 4.4 317 77 5 39.7
120 4.7 334 76 5.25 1.58
6 + - 250 400 -
= - 200 o 30
o4 150 5 g¢ 37
83 v g2 20
g 1 50 7 g2 150 y =71.072x
&3 100 4 R? =0.9879
0- ¢ 0 g = 50 1
0 6 23 29 47 53 77 120 © 0 ® . | | | |
Duree (h) 0 1 2 3 4 5
. D.O
—=— Poids sec (g/l) —e— Sucre (g/l)

Fig. a-1 Evolution de la biomasse de la souche A et Fig. a-2 Evolution de la concentration cellulaiee d
de sa consommation de sucre au cours de sa cultul la souche A en fonction de la D.O au cours de sa
pure en Erlen-meyer. culture pure en Erlen-meyer.
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6 6 -
5 54
4 g 4
3 o y =0.0157x
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()] [%2]
ke, y =1.1225x T 2
g 21 R = 0.9998 g
1
1 4
O T T T 1
0 ; ; ; ; ‘ 0 100 200 300 400
0 1 2 3 4 5 ) .
Do Concentration cellulaire (cellules/mIl)x10"6
Fig. a-3 Evolution du poids sec de la souche A en Fig. a-4 Evolution du poids sec de la souche A
fonction de la D.O au cours de sa culture pure en en fonction de sa concentration cellulaire au
Erler-mever cours de sa culture pure en Erlen-meyer.

Tableau a-2. Evolution de la consommation de I'azetammoniacal et de I'azote alpha aminé

au cours de la culture pure déS. cerevisiasouche A en fiole d’Erlen-meyer.

Durée (h) Azote ammoniacal | Azote alpha-aminé
(mg/L) (mg/L)
0 380,12 (+ 4,54) 81,32 (x7,06)
6 372,37 (+21,45) 77,8 (£5,54)
23 296,1 (+13,3) 36,8 (+4,16)
29 274,6 (x7,3) 33,42 (x3,08)
47 75,14 (¥10,8) 26,54 (¥3,12)
53 42,72 (£5,6) 24,82 (x¥2,85)
77 0 19,8 (¥2,74)
120 0 26,6 (£3,55)
61 — 400 6 - 100
+ 350
5451 +300 § gi T8 é
\;'2 T250 g o b T60 Fo
% 3+ 7200 E2 33+ =
2P 1150 §= 8, 14 SE
81 ——100% 31—— 120 %
+50 < <
ol 1 1 Detelo0 O+t +—+—+—+—+0
0 6 23 29 47 53 77 120 0 6 23 29 47 53 77 120
Duree (h) Duree (h)

—=— Poids sec (g/l) —e— Azote ammoniacal (mg/l) —=— Poids sec (g/l) —e— Azote alpha-amine (mg/l)
Fig. a-5 Evolution de la biomasse de la souche A Fig. a-6 Evolution de la biomasse de la souche A et
et de sa consommation d’'azote ammoniacal au de sa consommation d’azote alpha-aminé au cours
cours de sa culture pure en Erlen-meyer. de sa culture pure en Erlen-meyer.
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b- Culture pure de S. cerevisiasouche B en fiole d’Erlen-meyer.

Tableau b-1. Suivi cinétique de la culture pure d&. cerevisiasouche B en fiole d’Erlen-

meyer.
Co_ncentration Viabilité .
Durée (h) D.O cellulaire (cellules/mL) (%) Poids sec (g/L) Sucre (g/L)
X 10"6
0 0,021 2,8 (x0,26) 0,03 (x0,03) 201,5(x6,1)
6 0,029 5,77 (£ 0,2) 0,1 (£ 0,037) 196,23 (£ 3]1)
23 0,352 64,33 (+ 0,76) 0,56 (+ 0,024) 178 (= 7,9)
30 0,551 87,17 (£ 0,3) 0,79 (x 0) 153,8 (£ 8,32)
48 2,04 221,33 (£ 1,63) 80,2 2,16 (£ 0,08 108,85)
54 2,48 234,33 (1) 79,53 3,16 (x 0) 78 (£ 1)
72 29 249 (x7,2) 81,67 4,76 (+ 0,034) 55,8 (46,4
100 3,4 254,33 (+ 2,32) 83,2 4,83 (£ 0,07 11,08
124 3,48 275 (£ 2) 78 4,95 (+ 0,08) 1,16 (£ 0,26)
6 - 250 350
51 1 200 . 300 A
S N = 2 250 1 . .
Py T3 B 200 ¢
@ 37 1 100 2 _g% 50 y =85.177x
2,1 a g 2 1 R2=0.9283
“1” 150 g0,
S 5, *
0 e ER T e ) ©
0 6 23 30 48 54 72 100 124 0 ‘ ‘ ‘ ‘
Temps (h) 0 ! 2 8 4
—=— Poids sec (g/l) —e— Sucre (g/l) DO

Fig. b-1 Evolution de la biomasse de la
souche B et de sa consommation de sucre au
cours de sa culture pure en Erlen-meyer.

Fig. b-2 Evolution de la concentration cellulaire
de la souche B en fonction de la D.O au cours de
sa culture pure en Erlen-meyer.

6 - 6
5 PS 5 1 ** ¢
= 41 =4
2 =
3 3 ¢ y = 1.4089x 2 3 .
(2] [72]
» R2 =0.9694 i
2, * =) y =0.0172x
o o 2
c a R?=0.9423
1 1
. *
0 0 : : : : : ‘
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DO Concentration cellulaire (cellules/ml)*10"6

Fig. b-3 Evolution du poids sec de la souche B en
fonction de la D.O au cours de sa culture pure en
Erlen-meyer.

Fig. b-4 Evolution du poids sec de la souche B en
fonction de sa concentration cellulaire au coursale
culture pure en Erlen-meyer.
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Tableau b-2. Evolution de la consommation de 'azetammoniacal et de I'azote alpha aminé

au cours de la culture pure déS. cerevisiasouche B en fiole d’Erlen-meyer.

Durée (h) Azote ammoniacal | Azote alpha-aminé
(mg/L) (mg/L)
0 388,7 (x 7) 93,52 (6)
6 363,1 (x12,7) 72,15 (+4,14)
23 321,32 (4,7) 33,93 (x2,33)
30 260,1 (£14,8) 28,7 (£3,87)
48 15,2 (£2,84) 18,12 (£3,1)
54 0 13,02 (£2,57)
72 0 9,46 (+2,73)
100 0 9,23 (x2,7)
124 0 10,15 (+2,34)
6 — 450 6T T 100
- 400 _ + 90
L 350 é 5T T8 o
3 - 300 = S 4l 70 £
2 | ﬁ b +60 & ~
8 250 & g 3t 15 £
4 L 200 é 2 I BE
S - 150 £ '0532” T30 &
+ 100 % 1L 1 20 E
- 50 + 10
-0 0 e B e | 0
0 6 23 30 48 54 72 100124 0 6 23 30 48 54 72 100 124
Duree (h) Duree (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Azote ammoniacal (mg/l) —a— Poids sec (g/l) —e— Azote alpha-amine (mg/l)

Fig. b-5 Evolution de la biomasse de la souche deetl Fig. b-6 Evolution de la biomasse de la souche B et
sa consommation d’azote ammoniacal au cours de de sa consommation d’azote alpha-aminé au cours
culture pure en Erlen-meyer. de sa culture pure en Erlen-meyer.

c- Culture pure deS. cerevisiasouche C en fiole d’Erlen-meyer.

Tableau c-1. Suivi cinétique de la culture pure d&. cerevisiasouche C en fiole d’Erlen-

meyer.
Durée (h)| D.O. C&’;flij‘érsa/“rﬁf)cf'i‘gi‘ge Viabilité (%) | Poids sec (g/ll)|  sucres (g/L)
0 0.021 2,42 ( 0,057) : 0,054 (£0,001% 197.6
6 0.026 3,975 (+ 0,57) : 0,088 (+0,0125) 183.9
23 0.266 29,33 (+ 2,65) i 0,65 (+0,0583) 165.6
30 1.21 106,8 (+ 5,75) 89.7 2,36 (0,13 141.9
47 2.85 2423 (+ 14) 77.2 5,36 (+ 0,31) 1135
53 3.22 280,5 (+ 10) 78.5 6,2 (+ 0,22) 62.4
95 4.43 206,3 (+ 6,5) 89 6,55 (+ 0,125 0.69
119 4.85 300,6 (+ 11) 88 6,6 (+ 0,242) 0.46
126 471 299 (+ 9,54) 92.5 6,6 (+ 0,21) 0.45
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Poids sec (g/l)

0 6 23 30 47 53 95 119126
Durée (h)
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y = 86.431x
R? =0.9991

D.O

Fig. c-1 Evolution de la biomasse de la souche C
et de sa consommation de sucre au cours de sa

culture pure en Erlen-meyer

culture pure en Erlen-meyer

Fig. c-2 Evolution de la concentration cellulaie d
la souche C en fonction de la D.O au cours de sa

Poids sec (g/l)

y =0.0221x
RR=1

Poids sec (gfl)

0 100

Concentration cellulaire (cellules/ml)x1076

200 300

400

y =1.911x
R?2 =0.9991

Fig. c-3 Evolution du poids sec de la souche C en
fonction de la D.O au cours de sa culture pure en

Erlen-meyer.

Fig. c-4 Evolution du poids sec de la souche C en
fonction de sa concentration cellulaire au coursale
culture pure en Erlen-meyer.

Tableau c-2. Evolution de la consommation de I'azetammoniacal et de I'azote alpha aminé

au cours de la culture pure deS. cerevisiasouche C en fiole d’Erlen-meyer.

Durée (h) Azote ammoniacal | Azote alpha-aminé
(mg/L) (mg/L)

0 379,1 (+ 4,51) 76 (£2,7)

6 368,88 (x11) 59,54 (+1,11)
23 325,93 (+7,29) 28,83 (+0,29)
30 255,07 (£3,8) 20,7 (x0,4)
47 22,8 (£2,4) 14,11 (+0,4)
53 0 9,86 (+0,61)
95 0 9,58 (x0,3)
119 0 9,5 (+1,12)
126 0 9,3 (x1,04)
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Poids sec (g/l)
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Fig. c-5 Evolution de la biomasse de la souche C et Fig. c-6 Evolution de la biomasse de la souche C et
de sa consommation d’azote ammoniacal au cours de sa consommation d’azote alpha-aminé au cours
de sa culture pure en Erlen-meyer.

de sa culture pure en Erlen-meyer.

d- Culture pure de S. cerevisiasouche D en fiole d’Erlen-meyer.

Tableau d-1. Suivi cinétique de la culture pure deS. cerevisiaesouche D en fiole d’Erlen-

meyer.
. Concentration cellulaire N .

Durée (h) D.O (cellules/mL) x 1076 Viabilité (%) Poids sec (g/L) Sucre (g/L)
0 0,033 3,45 0,062 200,3
18 0,32 36,75 0,66 168,4
26 1,26 145 (+9,54) 95 2,61 (x0,17) 137,5
42 3,33 382 (x4,58) 87 6,88 (0,082 122,1
50 3,45 398 (17) 89,4 7,16 (+0,126) 66
71 4,27 392 (x4,04) 96 7,06 (0,073 15,6
92 4,92 395 (+11,36) 94 7,11 (0,204 1,78

115 4,4 392 (+8,62) 94,5 7,06 (+0,16) 0,7
122 3,84 388,5 (+7,57) 94 7 (£0,14) 0,65
+ 250 450 -

~ 1 200 400
=) = % 350 |
§ + 150 % e é 300 4
» + 100 & 8 X 250
5 @ § £ 200 =115.05
g + 50 z 8 y = 115.05x
£ 3 150 4 R=1
0 88 100-
3 50 |
0 ; ; ; ‘
Duree (h) 0 1 2 3 4
. D.O
—a— Poids sec (g/l) —e— Sucre (g/l)

Fig. d-1 Evolution de la biomasse de la souche D et

pure en Erlen-meyer.

Fig. d-2 Evolution de la concentration cellulaire
de sa consommation de sucre au cours de sa culture de la souche D en fonction de la D.O au cours de
sa culture pure en Erlen-meyer.
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35 3 °]
2 y = 2.0709x A y =0.018x
2 34 RZ=1 2 34 R2=1
& e
2 2
1 14
0 ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 0 100 200 300 400 500

D.O Concentration cellulaire (cellules/ml)x1076

Fig. d-3 Evolution du poids sec de la souche D er Fig. d-4 Evolution du poids sec de la souche D en
fonction de la D.O au cours de sa culture pure en fonction de sa concentration cellulaire au cours de
Erlen-meyer. sa culture pure en Erlen-meyer.

Tableau d-2. Evolution de la consommation de 'azetammoniacal et de I'azote alpha aminé

au cours de la culture pure déS. cerevisiasouche D en fiole d’'Erlen-meyer.

Durée (h) Azote ammoniacal | Azote alpha-aminé
(mg/L) (mg/L)
0 393,76 (£12,6) 81,77 (+1,13)
18 347,34 (+7,18) 42,41 (x2,2)
26 260,7 (£5,35) 24,94 (+0,6)
42 13,67 (£1,95) 17,08 (+£0,63)
50 1,2 (x0,2) 14,33 (x0,61)
71 0 14,16 (£0,26)
92 0 14,106 (£0,1)
115 0 13,41 (x0,26)
122 0 13,36 (+0,62)
- 450 8 - - 90
- 400 74 180
- - 350 1 170
L 250 § € 257 Leg 8 =
g £ e, | 50 & £
2 - 200 £ E 3 140 5 8
5 - 150 g g3 s =
a - 100 g T
R 27 1208
L 50 2
L o 1+ + 10
0D o b A5 Y 0 — 0
R - NN 0 18 26 42 50 71 92 115122
Duree (h) Duree (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Azote ammoniacal (mg/l) —=— Poids sec (g/l) —e— Azote alpha-amine (mg/l)

Fig. d-5 Evolution de la biomasse de la souche @ee! Fig. d-6 Evolution de la biomasse de la souche @eet
sa consommation d’azote ammoniacal au cours de sa consommation d'azote alpha-aminé au cours de sa
culture pure en Erlen-meyer culture pure en Erlen-meyer
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e- Culture pure deS. cerevisiasouche E en fiole d’Erlen-meyer.

Tableau e-1. Suivi cinétique de la culture pure d8. cerevisiasouche E en fiole d’Erlen-

meyer.
Concentration cellulairg  Viabilité Poids sec | Sucre restan
Durée (h)| D.O| (cellules/mL) x 10"6 (%) (g/L) (g/L)
0 0,031 2,61 0,07 206
5 0,035 5,6 0,1 192
22 0,46 52,34 1,2 163,6
29 0,73 77,5 73 2,3 116
46 1,93 156,6 72 3,4 83
53 2,3 191 4.4 45,72
70 2,82 194 67 4.6 25
77 3,25 220 67 5,2 2,59
83 3,25 221 67 5,2 0,96
100 3,25 218 65 5,2 0,45
6 - + 250 300 -
5+ 1 200 250 -
=44 o °
2 150 § S g 200 o o
8 3+ © BB
g 1100 8 S E 150 | )/
g2 >l ] gl
1] 150 T %~ 05608
0 ¢~ 0 S sl .
0 5 22 29 46 53 70 77 83 100
Duree (h) ° 1 2 3 4
—a— Poids sec (g/l) —e— Sucre (g/l) bo

Fig. e-1 Evolution de la biomasse de la souche E et Fig. e-2 Evolution de la concentration cellulaiee d
de sa consommation de sucre au cours de sa cultulr la souche E en fonction de la D.O au cours de sa

pure en Erlen-meyer.

culture pure en Erlen-meyer.

Poids sec (g/l)
w

* y =1.6718x
R? =0.9529

Poids sec (g/l)

15 2 25 3

D.O

0.5 1

35

y =0.0235x
R? =0.9918

50

Concentration cellulaire (cellules/ml)x1076

100 150 200 250

Fig. e-3 Evolution du poids sec de la souche E en
fonction de la D.O au cours de sa culture pure en

Erlen-meyer.

Fig. e-4 Evolution du poids sec de la souche E en
fonction de la concentration cellulaire au cours de

sa culture pure en Erlen-meyer.
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Etude biochimique

a- Dosage des protéines par la méthode de Lowry

Gamme étalon de BSA qui a servi pour le dosage

D.O Concentration de BSA (mg/L
0,173 0
0,195 50
0,312 125
0,63 250
0,896 375
0,996 500

400
350 4§
300 +§
250
200
150 H
100 +

Concentration BSA (mg/l)

50 -

y =406.15x
R?=0.9891

0.2

0.4 0.6
D.O

0.8

b- Dosage de I'éthanol et du glycérol par HPLC

Gamme étalon qui a servi pour le dosage de I'éthaho

Surface des pics

Concentration
d’éthanol (g/L)

0
0.37
0.93
1.85
2.78

3.7

= [
oo w.:. O
N N

e N
o N £
L L )

Concentration d'ethanol (g/l)

o N (<22
I I I I

Surface des pics
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Gamme étalon qui a servi pour le dosage du glycérol

surface des pics Concentration
PICS| de glycérol (g/L)
0 0
0.9 15
3 5
4.5 7.5
6.8 11.25
9 15
16
= 14 -
o)
= 12
S 10-
o
o 8
© y = 1.6631x
-§ 67 R2=1
©
2 44
Q
2 2
S
O T T T 1
0 4 6 8 10
Surface des pics

113

Annexes de la partie I : Cultures pures



Annexes de la partie I : Cultures pures

Annexes de la partie I-2 : Cultures pures des difféntes souches de bactéries lactiques.

oeni.

Etude cinétique

a- Culture pure d’O. oenisouche X dans le milieu synthétique jus de raisian fiole d’Erlen-

meyer.

Tableau a-1. Suivi cinétique de la culture pure d. oenisouche X dans le milieu synthétique

jus de raisin en fiole d’Erlen-meyer.

Durée (h) D.O C(c::';(lﬁ T;rse;&ol_r; ieilg /I\a6|re Poids sec (g/L) acide malique (g/L)

0 0,002 1,9 0,013 5.2

24 0,017 25 0,11 5

48 0,024 35,25 0,16 4,96

72 0,036 53 0,24 4,7

120 0,045 66 0,3 4

168 0,067 98,4 0,44 3

192 0,091 133,6 0,6 2,5

288 0,11 161,6 0,7 0,12

0.8 <6 180
= 160 -
— £ 5 =
<06+ =2 o 140
= +4 0 K]
o S s & 120
» 047 133 8 X 100 |
3 12 € § E
S 0.2 © 88 % y = 1468.7x
n_ T1z £S5 60 R? = 0.9999
- | | | | | | | < 8 8 4
0 T T T T T T T O g ~ 40
0 24 48 72 120 168 192 288 © 20 1
) 0 | | |
Durée (h) 0 0.05 01 015
. . . D.O
—a—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. a-1 Evolution de la biomasse de la souche Fig. a-2 Evolution de la concentration cellulaiee d
X et de sa consommation d’acide malique au  la souche X en fonction de la D.O au cours de sa
cours de sa culture pure dans le milieu culture pure dans le milieu synthétique jus deimais
synthétique jus de raisin en Erlen-meyer en Erlen-meyer
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0.8 0.8

0.7 4
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0.5 -

0.4 4

0.3 4
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y = 6.5023x

R? =0.999
0.2 4

0.1
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Fig. a-3 Evolution du poids sec de la souche X er Fig. a-4 Evolution du poids sec de la souche X en

fonction de la D.O au cours de sa culture pure da fonction de sa concentration cellulaire au coursale

le milieu synthétique jus de raisin en Erlen-meyer culture pure dans le milieu synthétique jus deimags
Erlen-meyer.

Tableau a-2. Evolution de la consommation de I'azetalpha aminé au cours de la culture pure

d’O. oenisouche X dans le milieu synthétique jus de raisien fiole d’Erlen-meyer.

Azote alpha-aming

Durée (h) (mg/L)
0 81,2 (£3,1)
24 76,6 (x2,82)
48 72,58 (+0,61)
72 72,58 (+0,52)
120 72,6 (£3,76)
168 72,61 (£3,1)
192 73,6 (£5,4)
288 73 (¥4,12)
0.8 -+ 100
~ s
= i
3 =
v SE
=] ©
2 o
o o
<
0 24 48 72 120 168 192 288
Durée (h)
—a— Poids sec (g/l) —e— Azote alpha-amine (mg/l)

Fig. a-5 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’azote alpha-aminé au cours
de sa culture pure dans le milieu synthétique @us d
raisin en Erlen-meyer.
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b- Culture pure d’O. oenisouche X en BRM sous air.

Annexes de la partie I : Cultures pures

Tableau b-1. Suivi cinétique de la culture pure dD. oenisouche X en BRM sous air.

*Concentration cellulaire Poids sec acide maliq_ue (g/L) acide maliq_ue (o/L
Durée (h) D.O (ceIIuIes/_mL) A.076 dans | (/L) (Réservoir sans (Réservoir avec
réservoir sans membrange membrane) membrane)

0 0,006 5,8 0,026 4,64 (+ 0,085) 4,74 (= 0,16)
24 0,024 35 0,16 4,5 (x0,11) 4,62 (+0,13)
48 0,03 44,06 0,2 4,33 (+ 0,055) 4,57 (+ 0,085
96 0,039 57,28 0,26 3,65 (£ 0,12) 3,66 (£ 0,12)
120 0,041 60,22 0,27 3,28 (£ 0,17) 3,64 (£ 0,15)
168 0,063 92,52 0,42 2,7 (x0,1) 2,94 (£ 0,12)
244 0,073 107,21 0,48 2,2 (x0,13) 2,4 (+0,085)
268 0,08 117,5 0,53 1,69 (x 0,087) 1,93 (x0,1)
289 0,084 123,36 0,55 1,45 (£ 0,11) 1,64 (+ 0,073
317 0,091 133,64 0,6 1,12 (+ 0,15) 1,2 (x£0,17)
341 0,1 147 0,66 0,8 (+0,073) 0,8 (+ 0,085)
413 0,105 154,2 0,69 0,8 (+0,17) 0,8 (+0,13)

*: La concentration cellulaire représentée dangatdeau correspond a la concentration dans le
réservoir contenant les bactéries donc elle estulgd par rapport a un volume de 2L. La
concentration réelle des bactéries au cours de catture doit étre ramenée au volume total, soit
4L et donc on doit diviser les valeurs du tableauz Ceci est aussi vrai pour la D.O et le poats s

et pour toutes les cultures pure®dbenien BRM.

Remarques :

1- Notons que les corrélations entre concentrat@lulaire et D.O, poids sec et D.O et poids sec et
concentration cellulaire sont linéaires et sontrfédmes pour toutes les cultures pured.deni
souche X puisqu’il s'agit de la méme souche etrdémes conditions opératoires a I'exception du
gaz utilisé dans le BRM.

2- Les graphes montrant I'évolution du poids secladsouche X et sa consommation d’acide
malique dans les cultures en BRM sont réaliségemapt la biomasse (g/L) calculée par rapport au
volume total (4L) et la moyenne des concentrataiaside malique dans les deux réservoirs.
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Tableau b-2. Evolution de la consommation de I'azetalpha aminé au cours de la culture pure
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0.4 — 5
0.35 |- T 3-5
0.3 + T =
S + 352
< 0.25 + 13 )
?ﬁ 0.2 + +25 2
8 0.15 | +2 E
£ o1l T 1'5 8
005 T 1 05 g
0 1 0
Q A O QD > DD N N D
VP EPS GRS
Duree (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. b-1 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique au cours de sa
culture pure dans le BRM sous air.

d’O. oenisouche X en BRM sous air.

Azote alpha-aminé Azote alpha-amine Concentration|
Durée (h) | (mg/L) (Réservoir sang (mg/L) (Réservoir avec moyenne
membrane) membrane) (mg/L)

0 79,81 (x2) 78,62 (x0,5) 79.22
24 77,05 (x1,22) 75,68 (x0) 76.37
48 75,4 (¥1,13) 73,62 (x0,5) 74.5
96 75 (¥0,52) 75,43 (x0,7) 75.2
120 75,94 (x0,76) 75,3 (1) 75.62
168 77,4 (£3,1) 77,91 (x2,4) 7.7
244 73,24 (£3,4) 73,6 (£3) 73.4
268 72,38 (¥3,12) 74,7 (£3,6) 73.54
289 75,5 (¥2) 73,67 (¥1,4) 75
317 79,43 (£3,4) 73,5 (¥2,3) 76.5
341 75,74 (x0,5) 76,8 (¥1,3) 76.3
413 79,43 (£3,6) 79,6 (£3,4) 79.5

0.4 - 90
0.35 + + 80
= 03+ T70 2
2025 | T8
# 02 IFEE
3 0.15 + L e
a 01—+ 120 ‘é
0.05 + 110 <
o+ 4+—+—+—+—++++++++0
S R PO Pt {i&b\;\ P2
Duree (h)
—a— Poids sec (g/l) —e— Azote alpha-amine (mg/l)

Fig. b-2 Evolution de la biomasse de la souche deet
sa consommation d’azote alpha-aminé au cours de sa
culture pure en BRM sous air.
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Tableau b-3. Temps d’inversion du milieu d’'un résevoir a I'autre pendant la culture pure

d’O. oenisouche X dans le BRM sous air.

Annexes de la partie I : Cultures pures

Temps d'inversion (secondes)
) Reservqr sans Réservoir avec membraneRéservoir,
Durée (h) membrane>Réservoir avec
membrane sans membrane

0 10 11

24 11 12

48 11 13

96 12 14
120 12 15
168 13 17
244 14 17
268 14 18
289 15 19
317 17 20
341 18 20

c- Culture pure d’O. oenisouche X en BRM sous C®

Tableau c-1. Suivi cinétique de la culture pure d. oenisouche X en BRM sous C®

Durée Concentration Acide malique Acide malique
) D.O cellulaire Poids sec (g/L) | (g/L) (Réservoir (g/L) (Réservoir
(cellules/mL) x 106 sans membrane)| avec membrane)
0 0,005 6,97 (£1,54) 0,03 (+0,0067 5 (x0) 5,08,022)
20 0,025 36 (+4,5) 0,16 (+0,04) 5 (x0) 5 (x0)
41 0,036 52,62 (£1,5) 0,24 (£0,013) 4,32 (+0,33) 5340,17)
70 0,074 108,33 (+4,5) 0,5 (x0,038) 4,02 (+0,15) 4 @40,25)
92 0,1 150 (£6,5) 0,68 (+0,13) 3,72 (¢0,18) 3,80,10)
113 0,11 164 (£6,6) 0,74 (£0,049) 2,93 (£0,23) 34214)
137 0,14 212,5 (£5,5) 0,96 (+0,049) 2,5 (x0,39) 4X$50,47)
161 0,17 246 (£8,3) 1,11 (x0,073) 1,97 (x0,03) (20,18)
185 0,2 288 (+6,9) 1,3 (+0,024) 1,4 (+0,046) 1,50,2)
209 0,23 338 (£3,8) 1,52 (x0,09) 0,95 (+0,006) 0£812)
261 0.24 352.5 (#5,28) 1,6 (= 0,049) 0 (x0) 0 (x0)
1 -6
~ 52
= RS
RS 4 ©
[S]
o
© 2 E
g L8
<
0

Durée (h)

—a— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. c-1 Evolution de la biomasse de la souche X et
sa consommation d’acide malique au cours de sa
culture pure en BRM sous GO
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Tableau c-2. Evolution de la consommation de I'azetalpha aminé au cours de la culture pure
d’O. oenisouche X en BRM sous C®

Azote alpha-aminé Azote alpha-amine Concentration|
Durée (h) | (mg/L) (Réservoir sang (mg/L) (Réservoir avec moyenne
membrane) membrane) (mg/L)
0 76,02 (+3,28) 72 (¥2,43) 74
20 72,5 (£3,87) 68 (+2,24) 70.25
41 67,11 (£3,37) 67,7 (2,55) 67.4
70 67,6 (£3,52) 65,8 (£2,7) 66.7
92 65,33 (¥2,76) 68,7 (£3) 67
113 68 (+3,1) 65,87 (£2,4) 67
137 68 (+3,4) 66 (+2) 67
161 69 (+3,12) 64,4 (£1,6) 66.7
185 69,34 (£2) 63,5 (£1,4) 66.42
209 69,52 (£3,4) 66 (+2,3) 67.7
261 67,8 (£2,5) 64,8 (£1,3) 66.3
1+ T 80
_ 08+ I8e
f,') 0.6 + T 50 % =
2 t4 Eo
2 04 + 1130 %é
g o021t 7202
t10 %
0+*=—F—F—+—+—+—+—+—+++0
SRR Q,ﬁ,\,,\;b\,,g\@'\,@%(@q(&\,
Duree (h)
—a— Poids sec (g/l) —e— Azote alpha-amine (mg/l)

Fig. c-2 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’'azote alpha aminé au cours
de sa culture pure en BRM sous £O

Tableau c-3 Temps d’inversion du milieu d’'un réserwir a I'autre pendant la culture pure
d’O. oenisouche X dans le BRM sous CO

Temps d'inversion (secondes)
) Reservqr sans Réservoir avec membraneRéservoir,
Durée (h) membrane>Réservoir avec
membrane sans membrane

0 16 20

20 20 24

41 22 27

70 25 30

92 26 32
113 30 35
137 32 37
161 33 39
185 35 42
261 36 45
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d- Culture pure d’O. oenisouche X en BRM sous azote.

de la partie I : Cultures pures

Tableau d-1. Suivi cinétique de la culture pure dD. oenisouche X en BRM sous azote.

. Concentration cellulaire . Acidg maliqlue (g/L) Acidg malique (g/L)
Durée (h) D.O Poids sec (g/L) (Réservoir sans (Réservoir avec
(cellules/mL) x 10"6
membrane) membrane)

0 0,003 4,1 (£0,27) 0,02 (+ 0,004 5(x0,32) ¢D,27)
19 0,004 5,77 (+ 0,35) 0,026 (+ 0,002) 4,94 (£ 0,04 4,8 (£ 0,44)
47 0,012 18 (+ 0,43) 0,08 (+ 0,002 4,75 (£ 0,042) 4,74 (+0,032)
69 0,017 25 (£ 4,3) 0,11(x 0,02) 4,44 (£ 0,64) 7450,1)
97 0,042 61,25 (+ 1,15) 0,28 (+ 0,006 4,37 (£ 9,12 4,4 (£ 0,05)
116 0,061 90 (£ 5) 0,4 (£ 0,025) 3,85 (+ 0,056 9@0,1)
139 0,114 167,4 (£ 5) 0,75 (£ 0,045 3,43 (£ 0,061 3,25 (£ 0,23)
164 0,16 235 (+ 2,52) 1,06 (+ 0,01) 2,15 (+ 0,087 2,36 (+ 0,08)
187 0,195 285 (£ 2) 1,29 (+ 0,01) 1,6 (+ 0,061) 81(¥ 0,07)
211 0,24 352 (£ 6) 1,58 (+ 0,02) 0,8 (£ 0,02) 10(1)
283 0,27 396 (£ 2,7) 1,78 (+ 0,007 0(x0) 0(x0)

Tableau d-2. Evolution de la consommation de I'azetalpha aminé au cours de la culture pure

Poids sec (g/l)

Acide malique (g/l)

Durée (h)

—a— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. d-1 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique au cours de sa
culture pure en BRM sous azote.

d’O. oenisouche X en BRM sous azote.

Azote alpha-aminé Azote alpha-aminé Concentration|
Durée (h) | (mg/L) (Réservoir sang (mg/L) (Réservoir avec moyenne
membrane) membrane) (mg/L)
0 81,61 (+1,46) 80,6 (+0,23) 81.11
19 79 (x2) 77,14 (x2,43) 78.1
47 70,36 (£0,25) 70,43 (£1,7) 70.4
69 70,36 (£0,52) 70,74 (£0,7) 70.6
97 70,6 (£0,76) 70,7 (£1,3) 70.7
116 70,42 (£1,1) 70,2 (£1,4) 70.3
139 70,23 (¥1,4) 70 (x0,2) 70
164 70,83 (¥1,12) 70,6 (+1,6) 70.72
187 73,16 (¥2) 73,3 (£1,4) 73.23
211 73,1 (£2,4) 73,31 (x2,3) 73.2
283 73,16 (£2,5) 73,11 (£1,3) 73.14
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Fig. d-2 Evolution de la biomasse de la souche
X et de sa consommation d’azote alpha-aminé
au cours de sa culture pure en BRM sous azote.

Tableau d-3 Temps d’inversion du milieu d’'un résereir a I'autre pendant la culture pure
d’O. oenisouche X dans le BRM sous azote.

Temps d'inversion (secondes)
Réservoir sans Réservoir avec
Durée (h) membrane>Réservoir avec membrane>Réservoir sans
membrane membrane
0 9 9
19 12 13
47 15 18
69 25 30
97 21 17
116 21 25
139 24 27
164 28 32
187 32 35
211 37 40
283 40 42
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e- Culture pure d’O. oenisouche X dans le milieu synthétique vin en fioleErlen-meyer.

Tableau e-1. Suivi cinétique de la culture pure @. oenisouche X dans le milieu synthétique

vin en fiole d’Erlen-meyer.

Durée (h) C(Ocl(lﬁ Térse/\:;]ol_r; ieilg/l\zzre Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 2,8 (x0,14) 0,0126 (+0,0006) 4 (+0,021)
19 4,54 (+0,27) 0,02 (x0,0015 3,91 (+0,01)
47 6,7 (£0,17) 0,03 (x0,0012) 3,84 (+£0,025)

122 7,5 (x0,27) 0,034 (+0,0012 3,8 (20,02)
164 8,5 (%0,23) 0,038 (+0,0015 3,7 (£0,06)
215 19,45 (+0,13) 0,086 (+0,000€) 3,66 (+0,012)
313 38 (0,12) 0,17 (x0) 3,27 (x0,02)
355 50,2 (+1,38) 0,23 (+0,006) 2,93 (+0,04)
450 63,3 (+3,5) 0,28 (x0,015) 1,91 (x0,076)
525 63,07 (2) 0,28 (x0,06) 1,36 (+0,006)
623 59,8 (x0,54) 0,27 (x0) 0,8 (£0,006)
695 64,43 (+1) 0,29 (x0,006) 0 (x0)
0.35 T - 45
03+ 4
=025+ g
E) 3
o 02+ L 25 2
2 0.15 + 2 E
2 01l 58
0.05 Log
0 Pet 0

Durée (h)

0 19 47 122164 215 313 355 450 525 623 695

—=—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Fig. e-1 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique au cours de sa
culture pure dans le milieu synthétique vin en iErle

meyer.
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Tableau e-2. Evolution de la consommation de I'azetalpha aminé au cours de la culture pure

d’O. oenisouche X dans le milieu synthétique vin en fioleErlen-meyer.

Durée (h) | Azote alpha-aminé (mg/L|
0 25,74 (1,46)
19 24,02 (+1,46)
47 21,44 (+1)
122 22 (+0,73)
164 22,13 (1)
215 22,19 (1)
313 22,67 (+1,4)
355 22,81 (+1,12)
450 22,64 (+0,62)
525 22,16 (+0,73)
623 22,2 (+0,54)
695 22,16 (+0,76)
0.35 - T30
0.3 1 125
< 0251 1 % é
o 0.2 =
2 0.15 T %E
S 014 1102
0.05 15 <
0 —t —t 0

—a— Poids sec (g/l) —e— Azote alpha-amine (mg/l)

Fig. e-2 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’azote alpha-aminé au cours
de sa culture pure dans le milieu synthétique win e
Erlen-meyer.
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f- Culture pure d’ O. oenisouche Y dans le milieu synthétique jus de raisien fiole d’'Erlen-

meyer.

Tableau f-1. Suivi cinétique de la culture pure dD. oenisouche Y dans le milieu synthétique

jus de raisin en fiole d’Erlen-meyer.

Concentration cellulaire
Durée (h) D.O (cellules/mL) x 10"6 Poids sec (g/ll) Acide maliqigél)
0 0.001 1.8 0.0007 4.88
72 0.004 5.3 0.0026 4.67
120 0.005 7.57 0.0033 4.23
165 0.007 10.6 0.0046 3.96
237 0.01 16.5 0.007 3.83
285 0.014 225 0.0091 3.6
333 0.027 44.6 0.018 3.3
404 0.037 59.5 0.024 3
452 0.048 87.33 0.035 2.7
501 0.053 91 0.035 2.55
579 0.08 137.3 0.055 2.39
619 0.095 163 0.062 2.03
672 0.119 204.2 0.082 1.8
744 0.124 213 0.085 1.63
792 0.128 220 0.088 1.49
863 0.14 240 0.096 1.25
915 0.142 244 0.098 1.05
962 0.144 247.1 0.099 0.94
1077 0.144 247.1 0.099 0.76
1128 0.145 249 0.1 0.57
1172 0.147 252 0.1 0.32
1319 0.145 249 0.1 0
012 1 6 300
5 = 250 -
142 o
e S 9 200
T35 23
1, £ 5 % 150
2 ] y =1716.4x
112 g % 100 | R? = 0.9998
0 8 50 |
0 T T T |
0 0.05 0.1 0.15 0.2
D.O
—a—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/)

Fig. f-1 Evolution de la biomasse de la souche Y et Fig. f-2 Evolution de la concentration cellulaire d
de sa consommation d’acide malique au cours de sa la souche Y en fonction de la D.O au cours de sa
culture pure dans le milieu synthétique jus demais culture pure dans le milieu synthétique jus deimais
en Erlen-meyer. en Erlen-meyer.
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0.02 4

y = 0.0004x
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Fig. f-3 Evolution du poids sec de la souche Y en
fonction de la D.O au cours de sa culture pure dans
le milieu synthétique jus de raisin en Erlen-meyer.

raisin en Erlen-meyer.

Fig. f-4 Evolution du poids sec de la souche Y en
fonction de sa concentration cellulaire au cours de
sa culture pure dans le milieu synthétique jus de

g- Culture pure d’'O. oenisouche Z dans le milieu synthétique jus de raisien fiole d’Erlen-

meyer.

Tableau g-1. Suivi cinétique de la culture pure dD. oenisouche Z dans le milieu synthétique

jus de raisin en fiole d’Erlen-meyer.

Durée (h) D.O (ceﬁ:lj)lgglerqlt_r)agolré)"6 Poids sec (g/L) | Acide Malique (g/L)

0 0,008 2,6 0,044 5,2

22 0,016 5 0,09 5,14

47 0,027 12 0,16 5,08

71 0,042 32 0,24 5

120 0,06 52 0,4 3,6

167 0,09 68 0,52 2,1

191 0,098 76 0,56 1

263 0,11 92 0,6 0
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Fig. g-1 Evolution de la biomasse de la souche Z Fig. g-2 Evolution de la concentration cellulaire

et de sa consommation d’acide malique au cours
de sa culture pure dans le milieu synthétique jus

de raisin en Erlen-meyer.

de la souche Z en fonction de la D.O au cours de
sa culture pure dans le milieu synthétique jus de
raisin en Erle-meyer
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Cultures séquentielles

Partie Il. Cultures séquentielles.

Les cultures séquentielles réalisées au cours deaeail ont simulé le procédé de vinification
naturel. En d’autres termes la FML a commencé qlaieh a été achevée. Pour cela, les milieux
synthétiques jus de raisin préfermentés par |ggrdiites souches de levuge cerevisiaesont
passés par differentes étapes comme décrit dgmastla I1-2-1-1 du chapitre I, paragraphe c, avant
d’étre inoculés par les bactéries. Les FML ont ré#isées en fioles d’Erlen-meyer et ont été
suivies jusqu'a l'arrét de consommation de l'agitique. Les couples levure-bactérie étudiés en
culture séquentielle sont les suivants :

- S. cerevisiasouche AD. oenisouche X
. cerevisiasouche BD. oenisouche X

. cerevisiasouche GD. oenisouche X

S
S

- S. cerevisiasouche DD. oenisouche X
S. cerevisiasouche BD. oenisouche Y
S. cerevisiasouche QD. oenisouche Y
S

. cerevisiasouche DD. oenisouche Y
[I-1 Cultures séquentielles réalisées ave®d. oenisouche X

lI-1-1 Optimisation des conditions de réalisation ds cultures séquentielles : adaptation des

bactéries a I'’éthanol et emploi d’'un complément nuttionnel.

Dans le but d’assurer des conditions favorables @dlisation des FML, deux conditions ont été
testées : adaptation des bactéries a I'éthanoltdeaninoculation dans les milieux préfermentés
par les levures et addition d’un complément natnitiel aux milieux préfermentés.

Les milieux préfermentés par les différentes sosiote levure contiennent entre 9,7 et 11 %
d’éthanol (v/v) (cf tableau I-2 de la partie |-1d2 ce chapitre). Une adaptation des bactéries a
I'éthanol par augmentation progressive de la temgugéthanol des précultures pourrait aider les
bactéries a mieux résister aux conditions stregsatdgs milieux préfermentés par les levures. Nous
avons vérifié cette hypothese en ajoutant 3 % di@h(v/v) au milieu MRS servant de prélevain et
6 % d’éthanol (v/v) au milieu synthétique servaatevain.

De plus, 200 mg/L d’'un complément nutritionnel cén mannoprotéines (Optifdd fourni par
Lallemand Inc., ont été ajoutés aux milieux préfemms par les levures et leur impact sur le

déroulement de la FML a été évalué.

127



Cultures séquentielles

Le coupleS. cerevisiasouche GD. oenisouche X a été étudié en testant les 4 conditions
suivantes :

- Témoin : sans adaptation des bactéries a I'éthetrezins Optiréd

- Adaptation des bactéries & I'éthanol et absencetitéf®.

- Sans adaptation des bactéries a I'éthanol et additOptired.

- Adaptation des bactéries a I'éthanol et additiddpdired’.

Ces 4 conditions sont illustrées dans la figure suivante :

ﬁ O. oen souche ’

Prélevain: MRS + 3 %éthano Prélevain MR¢ i
Les 2 étapes de
l l > préculture
Levain + 6 % éthanol Levair /

Milieu FML
préfermenté par
la souche C

+ 200 mg/L sans sans + 200 mg/L

d'Optired” Optired®  Optired® d'Optired®

Témoin

Figure II-1. FML menées parO. oenisouche X dans le milieu préfermenté
par S. cerevisiasouche C dans 4 conditions différentes.
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Résultats
(a) (b)
6 .
2 Q
g g 3
:
g 2]
&
1 -
6 260 460 660 860 1600 0

400 600 800 1000

Durée (h)

0o 200
Durée (h)

Fig. 11-2 Evolution de la biomasse@. oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide maliqu
(b) pendant les FML réalisées dans le milieu preémté palS. cerevisiasouche C. (x) Témoin :
sans adaptation & I'éthanol et sans Optiréd) adaptation & I'éthanol et absence d’Opfiteh)
sans adaptation a I'éthanol et addition d’Opfitgd) adaptation & I'éthanol et addition d’Optifed

Tableau II-1. Parameétres cinétiques des FML menégsar O. oenisouche X dans le milieu

préfermenté par S. cerevisiasouche C suivant les 4 conditions testées.

Adaptation a | Sans adaptation  Adaptation a
Témoin I'éthanol et a I’éth_a_nol et I'étha_n_ol et
absence addition addition
d’Optired” d'Optired d'Optired
Biomasse initiale (g/L) 0,011 0,011 0,01 0,008
Biomasse maximale (g/L) 0,037 0,045 0,047 0,057
Productivité (g/L/h) 7,8 x 10 12 x 10° 12 x 10° 13,6 x 10°
Vitesse_ spécifiq.ue max_ilmale de 211x 10° 6.1 x 10° 27x10° 7% 10°
croissance pmax (h°)
Acide malique initial (g/L) 5 5 4,95 5,05
Acide malique final (g/L) 4,5 4,24 3,8 3,5
Vitesscl? gl_obale d_e consommation de 10° 14x10° 1,01 x 16° 283 x 10°
acide malique (g/L/h)
Vitesse spécifique moyenne de | ,¢\ 13 | 35y 103 41 x 10° 50 x 10°
démalication (g/g/h)
Durée de la FML (h) 483 550 603 548

Discussion

La figure II-2 et le tableau 1l-1 nous permetterdvaluer I'effet de I'adaptation des bactéries a
I'éthanol avant leur inoculation dans le milieufprénenté pafS. cerevisiasouche C et I'effet de
'addition a ce milieu d’'un complément nutritionmathe en mannoprotéines reconnu sous le nom
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d’Optired®. Nous constatons une nette amélioration de Issaoice cellulaire des bactéries quand
elles sont uniqguement adaptées a I'éthanol. Dagagdes bactéries se multiplient rapidement pour
atteindre une biomasse de 0,04 g/L (9,2 %cBllules/mL) aprés 120 heures, alors que ces mémes
bactéries dans le milieu témoin n'avaient atteintuge biomasse de 0,016 g/L (3,44 x°10
cellules/mL) pendant la méme durée. Ensuite lassamice cellulaire des bactéries adaptées
continue & évoluer jusqu'a I'obtention d’une bioseade 0,045 g/L (9,92 x i@ellules/mL) aprés
287 heures suivie d'une phase de déclin aboutissamie biomasse de 0,037 g/L (8,3 ¥ 10
cellules/mL) aprés 673 heures. Quant aux bactéres adaptées, elles ont aussi poursuivi leur
croissance cellulaire mais plus lentement et deirdtune biomasse maximale de 0,037 g/L (8,2 x
10° cellules/mL) aprés 335 heures suivie d’'une phaseétlin beaucoup plus marquée que celle
observée avec les bactéries adaptées et aboutidsane biomasse de 0,027 g/L (6 x°10
cellules/mL) apres 603 heures. La productivitéaetitesse spécifique de croissance des bactéries
adaptées a I'éthanol étaient respectivement 1,52,%®tfois plus élevées que celles du témoin
(Tableau 11-1).

En ce qui concerne I'addition de 200 mg/L d’Optitedous avons également observé une nette
amélioration de la croissance cellulaire. En effgtes 335 heures de suivi de la fermentation, la
biomasse maximale atteinte en présence d'Offtiétdit de 0,047 g/L (10,4 x i@ellules/mL)
alors que celle obtenue avec le témoin était d870giL (8,3 x 18 cellules/mL). De plus, aprés ces
335 heures les bactéries ont atteint la phasestetire en présence d’Optifedui a été maintenue
tout au long de la fermentation et on n’a obsen@un déclin contrairement au témoin (Fig. 11-2).
La productivité et la vitesse spécifique maximadectbissance en présence d'Opfftédaient 1,54

et 1,3 fois plus élevées que celles du témoin @aabll-1).

On peut conclure que ces deux facteurs ont un pfisitif sur 'amélioration de la croissance
cellulaire avec un impact plus important de l'adéiph a I'éthanol sur la vitesse spécifique
maximale de croissance.

L’application de ces deux facteurs ensemble augsiaamélioré nettement la croissance cellulaire
des bactéries. On a ainsi obtenu la biomasse mbir@aproductivité et la vitesse spécifique
maximale de croissance les plus élevées. La privitécet la vitesse spécifigue maximale de
croissance ont été 1,74 et 3,32 fois plus impogtaque celles du témoin. Ces deux facteurs réunis
ensemble avaient ainsi un effet cumulatif mais additif sur la croissance cellulaire.

Parallelement a la croissance cellulaire, la dératitin a aussi été améliorée par ces deux facteurs.
L’adaptation a I'éthanol a amélioré les vitessesbgle et spécifigue de démalication de 1,4 fois.
L’'Optired®les a améliorées de 1,91 et 1,6 fois respectivenhestdeux facteurs ensemble les ont
ameliorées de 2,83 et 1,92 fois. On peut conclanenee pour la croissance cellulaire, que ces deux
facteurs ensemble avaient un effet cumulatif maisadditif sur I'amélioration de la démalication.
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De plus leffet de I'Optired était plus important que celui de I'adaptation’éthlnol sur la
démalication contrairement a la croissance cetlellau I'effet de I'adaptation a I'éthanol était plu
marquant.

L’amélioration de la FML par adaptation des baerm I'éthanol et addition d’Optir@dians le
milieu préfermenté peut étre expliquée de la faguomante :

Il a été montré par plusieurs auteurs@uoenia besoin d’'une phase d’adaptation a I'éthanol pour
croitre dans les conditions de vinification et b@st recommandé lors de I'emploi d’'un levain
malolactigue comme dans notre cas, de prépareraeatn le mélangeant avec le vin a traiter pour
habituer les bactéries au milieu (Peynaud 1984bé&zerx, 1998). En effet, les cellulesOd’oeni
adaptées a I'éthanol sont capables de répondreffatifluidisant de ce dernier en augmentant
I'ordre des lipides au niveau de l'interface lipidqueuse et en diminuant la perméabilité. Il a été
aussi montré que les bactéries possedent un memam@daptation qui permet de compenser
I'effet de 'accumulation de substances toxiqueglaiphiles comme I'éthanol dans leur membrane
(Weber et al. 1996). Ces mécanismes impliquent la synthése detipes de stress comme la
protéine Lol8 (Jobiret al. 1997, Mantiset al. 1992, Couchenewt al. 2005). Tsvetkovaet al.
(2002) et Couchenegt al. (2005) ont montré que ces protéines interagisaeat la bicouche
lipidique et la stabilise. Un autre mécanisme iouydint des protéines et des composeés
cytoplasmiques indépendants des protéines de gpasisipent eégalement a cette stabilisation
(Graca Da Silveirat al. 2003).

Donc I'amélioration de la croissance bactérienngedia démalication dans notre cas a été sirement
due a des mécanismes similaires. Notons que cesanmséwes ont probablement renforcé la
résistance des bactéries a I'éthanol (9,7 % (vhagis aussi a d’autres facteurs inhibiteurs du mnilie
comme le SQet les acides gras dont les concentrations preglpiarS. cerevisiasouche C sont
représentées dans le tableau I-2 de la partie #id-@& chapitre.

Par ailleurs, leffet positif de I'Optirétl utilisé est probablement dii & sa composition en
mannoprotéines. Le dosage de ces derniéres a mqueéles 200 mg/L d'Optiréd utilisés
renfermaient 95 mg/L de mannoprotéines. Ces dewigont capables d’améliorer la FML en
agissant de deux facons (Guilloux-Benatier et Fauil 993):

1- détoxification du milieu par adsorption des asigras inhibiteurs des bactéries lactiques.

2- role nutritionnel ca©. oenipossede le matériel enzymatique nécessaire agiadbdion des
macromolécules p¢glucosidase, a-glucosidase, N-acétyl-glucosaminidase, glucanasss
aminopeptidases). Les produits d’hydrolyse vontcéirrle milieu en nutriments.

Rappelons ques. cerevisiaesouche C a produit les concentrations les plusééke d’acide

octanoique, décanoique et dodécanoique parmiffésedites souches testées (cf tableau I-2 de la
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partie I-1-2 de ce chapitre). L’adsorption de ceisles gras par les mannoprotéines de I'Optirad

probablement joué un role positif dans 'améliaratde la FML.

Suite aux résultats obtenus avec le copleerevisiassouche GD. oenisouche X, nous avons
décidé d’adapter toujours les bactéries a I'éthawvahnt inoculation dans les milieux préfermentés
par les différentes souches de levure testéessst auant utilisation de ces bactéries en cultures
mixtes. Nous avons également décidé de rajoutem@§@ d’Optired® aux milieux préfermentés
par les levures avant la réalisation des cultutgsiantielles.

[I-1-2 Comparaison des résultats des FML menées paD. oeni souche X dans le milieu
préfermenté par S. cerevisiassouche C en présence de 200 mg/L d’'Optir€dd’Optimalo® ou

d’Extrait de levure.

Ces FML ont été réalisées en fioles d’Erlen-meyédesbactéries ont été adaptées a I'’éthanol avant
leur inoculation dans le milieu préfermenté [&r cerevisiaesouche C. L'Optimaf® comme
I'Optired® est un complément nutritionnel commercial fourar fLallemand Inc., mais qui ne
contient pas de mannoprotéines. Il est rajouté railleux préfermentés par les levures avant
'inoculation des bactéries. Son addition a pout tfaméliorer la FML par enrichissement du
milieu en nutriments. Sa composition en nutrimamsnous a pas été fournie. En rajoutant des
quantités identiques (200 mg/L) d’Optifedi’Optimald® et d’extrait de levure (le méme extrait de
levure employé dans la préparation des milieuxulei®), au milieu préfermenté p&r cerevisiae
souche C, nous avons voulu comparer I'effet decoaspléments nutritionnels sur la FML menée

parO. oenisouche X.
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Résultats

(@) (b)

Biomasse (g/l)
Acide malique (g/l)
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Fig. 1I-3 Evolution de la biomasse@: oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) dans le milieu préfermenté p@r cerevisiassouche C en présence de différents compléments
nutritionnels. ¢) Optired, (A) Optimald®, (o) Extrait de levure.

Tableau II-2. Parameétres cinétiques des FML menéggar O. oenisouche X dans le milieu
préfermenté par S. cerevisiassouche C en présence de 200 mg/L d'Optir€dd'Optimalo® ou
d’Extrait de levure.

Optired® Optimald® | Extrait de levure

Biomasse initiale (g/L) 0,008 0,009 0,018

Biomasse maximale (g/L) 0,057 0,14 0,095
Productivité (g/L/h) 13,6 x 10 | 25x10° 22 x 10°
Acide malique initial (g/L) 5,05 4,9 5,07
Acide malique final (g/L) 3,5 1,98 1,83

Vitesse globale de consommation de I'acide maliqye

(g/L/h) 283x10 | 3,4x10° 3,9x10°
Vitesse spécifique moyenne de démalication (g/g/ff) 50 x 10° 24 x 10° 43 x 10°
Durée de la FML (h) T 548 863 836

Discussion

La croissance cellulaire et la démalication ontrébde meilleurs résultats en présence de 200 mg/L
d’Optimald® et d’extrait de levure par rapport & ceux obteensprésence de la méme quantité
d’Optired®. Nous remarquons que la meilleure croissance lagua été obtenue en présence
d'Optimald®. En effet, dans ce cas la biomasse maximale téimit 2,5 et 1,5 fois plus élevée
que celles obtenues en présence d’Optietdi’extrait de levure. La productivité était 188
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plus importante que celle obtenue en présence u&Pt Par contre elle était proche de celle
obtenue en présence d’extrait de levure.

Alors que la croissance cellulaire était le plusofisée en présence d’Optim&jda démalication a
donné des résultats proches en présence d’Opfinetld’extrait de levure en termes de vitesse
globale de démalication et de quantité d’acide qualiconsommeée avec des valeurs un peu plus
elevées en présence d’extrait de levure (Table&). ILa vitesse spécifique de démalication en
présence d’extrait de levure était également li8fius importante.

Malgré les différences cinétiques observées lor§utiéisation de I'Optimal§ et de I'extrait de
levure, ces deux compléments nutritionnels sembfambriser la FML beaucoup plus que
I'Optired®. Etant donné que les dosages effectués avaientréngme ces deux compléments
nutritionnels ne contenaient pas de mannoprotéites, activation de la FML était donc
probablement due a la présence dans leur compogiocertains nutriments reconnus comme
stimulateurs de la FML comme les acides aminéspéggides, les vitamines, les sels minéraux,
etc...En effet I'extrait de levure est une sourc&ei@n nutriments azotés puisque les 200 mg/L
renferment 26,7 mg/L d’azote alpha-aminé et 61,4Lndg protéines. Cependant, la démalication
est restée incomplete en présence de ces deux @oenis nutritionnels. Ceci veut dire que le
milieu préfermenté pa8. cerevisiasouche C contenait des molécules inhibitricesrstrgees par
cette levure dont l'effet inhibiteur ne peut pag &ompletement levé par enrichissement du milieu
en nutriments. Il ne s’agit donc pas uniguemennhé’déficience en nutriments mais bien d’autres
éléments pourraient étre impliqués dans l'inhibitib’étude de certains d’entre eux sera détaillée
plus tard dans ce chapitre.

Finalement, malgré leurs effets positifs, I'Optifesera définitivement retenu pour le reste des
cultures séquentielles étudiées. D’une part panee'@ptired® et 'Optimald® ont été tous les deux
fournis par Lallemand Inc. qui nous a recommandtesier I'effet de I'Optirel sur les FML plutét
que celui de I'Optimal® déja connu. En effet, I'addition d’Optir®dux modts de raisin n’avait pas
initialement pour objectif d’améliorer la FML. llegtait plutét assurer un réle organoleptique grace
a ses polysaccharides capables de se complexgroagphénols empéchant ainsi leur précipitation
et attribuant alors au vin une couleur plus interdes polysaccharides améliorent également le
godt en conférant une rondeur au vin. L'amélioratie la FML par addition d’Optir&da été donc
validée grace a nos essais sur les difféerentesfgations séquentielles.

D’autre part la Iégislation francaise interdit Itition de I'extrait de levure au modt de raisin
comme activateur des fermentations. Sa compositihie en acides aminés pourrait engendrer la
formation d’amines biogenes toxiques pour 'homi8antos, 1996, Souflered al. 1998) et ceci

par décarboxylation des acides aminés par lesre{@x : I'histamine provenant de I'histidine
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responsable de réactions allergiques) ainsi quetré® molécules toxiques comme le carbamate

d’éthyle qui est cancérigene et qui provient dedgradation de l'arginine.

[I-1-3 Comparaison des résultats des FML menées paD. oeni souche X dans les milieux

préfermentés parS. cerevisiasouches A, B, C et D en fioles d’Erlen-meyer.

Les milieux synthétiques jus de raisin préfermeipi@sS. cerevisiasouches A, B, C et D ont été
préparés comme décrit dans la partie 11-2-1-1 chpitte Il, paragraphe c, avant d’étre inoculés par
O. oenisouche X. Rappelons que pour ces cultures ségllegtiles bactéries ont été adaptées a
I’éthanol avant inoculation dans les milieux préfentés. Dans ce qui suit nous allons présenter les
résultats des FML réalisées en présence de 200 a@fitired®. Les résultats de celles réalisées en
I'absence d’Optired avec ces mémes milieux seront présentés dansekande la partie 11-1-3.
Comme référence pour les cinétiques de croissaelb@laire et de démalication, deux témoins
seront utilisés comme déja annoncé dans la pa2t2 tle ce chapitre. Le premier est la culture pure
d’'O. oenisouche X dans le milieu synthétique jus de raisile deuxiéeme est sa culture pure dans

le milieu synthétique vin.

Résultats
(@) (b)
0.8 -
0.7
0.6
S 05+ 3
2 04 qf;
£ E
'[% 0.3 g
0.2 1 W <
0.1 - ;

0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Durée (h) Durée (h)

Fig. II-4 Evolution de la biomasse@:. oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) dans les milieux préfermentés par quatre saudesS. cerevisiaainsi que dans les milieux
témoins. A) milieu préfermenté pa®. cerevisiasouche A, (x) milieu préfermenté par cerevisiae
souche B, if) milieu préfermenté paB. cerevisiaesouche C, ) milieu préfermenté pab.
cerevisiaesouche D, €) Témoin 1: milieu synthétique jus de raisinh)( Témoin 2 : milieu
synthétique vin.
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Tableau 11-3. Paramétres cinétiques des FML menégzar O. oenisouche X dans les milieux

préfermentés parS. cerevisiasouches A, B, C et D ainsi que dans les milieuxnéins.

Milieu Milieu Milieu Milieu
préfermenté| préfermenté| préfermenté| préfermenté
Témoin | Témoin | par la souchg par la souchg par la souche par la souchg

1 2 A B C D

Biomasse initiale (g/L) 0,013 0,013 0,01 0,01 0,008 0,011
Biomasse maximale (g/L) 0,7 0,29 0,19 0,11 0,057 030,

Acide malique initial (g/L) 52 4 5,05 4,82 5,05 5
Acide malique final (g/L) 0 0 0 11 3,5 4,63

Vitesse globale de
démalication (g/L/h) 18 x 1d| 6 x 10° 6 x 10° 5,2 x 10° 2,8x10° 2x10°
Pourcentage d'inhibition de la

vitesse de démalication (% - 67 67 71 84 89

Vitesse spécifique moyenng
de démalication (g/g/h) 26 x £q 21 x10°| 32 x10° 47 x 106° 50 x 10° 74 x 10°

Durée de la FML (h) 288 695 840 715 548 187

Discussion

La figure 1lI-4 nous permet de comparer I'évolutiaa la biomasse @. oenisouche X (a) et de sa
consommation d’acide malique (b) dans les miliertéfggmentés pa8. cerevisiasouches A, B, C

et D. Elle nous permet également de les comparedaux témoins utilisés : culture puredd’oeni
souche X dans les milieux synthétiques jus derrasivin, ce qui nous permettra de quantifier
l'interaction. Les résultats nous montrent une bitlon de la croissance bactérienne et de la
démalication qui varie largement d’'un milieu a ti®uet qui dépend étroitement de la souche de
levure choisie. L'utilisation du témoin 2 (miliewyrghétique vin), avait pour but principal de
guantifier lI'inhibition due a la présence de 10 %tldanol et ceci en comparant les résultats de la
FML a ceux obtenus avec le témoin 1 (milieu syntjuét jus de raisin). La plus grande inhibition
de la croissance bactérienne et de la démalicaliservée dans les milieux préfermentés ar
cerevisiaesouches A, B, C et D a été ainsi due en pluséatledhol a d’autres conditions inhibitrices
gue nous détaillerons par la suite. Cette figungsnmermet aussi de constater que la démalication a
été completement achevée uniqguement dans le rpilefarmenté pas. cerevisiasouche A.

D’aprés le tableau 11-3, nous remarquons que padam méme inoculum initial, les biomasses
maximales atteintes étaient différentes et redaiees,7, 6,4, 12,5 et 23,3 fois par rapport au témo

1 en allant respectivement du milieu préfermentélaaouche A a celui préfermenté par la souche
D. Dans le témoin 2, la biomasse maximale obtenai¢ @us élevée que ces derniéres mais elle

était toujours 2,4 fois inférieure a celle obtedaes le témoin 1.
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Les vitesses globales de consommation de I'acidejneaétaient plus lentes que celle du témoin 1
et réduites a différents niveaux comme le montienpourcentages d’inhibition de la démalication
dans le tableau 11-3. Nous constatons égalemeatraveau que les vitesses de démalication étaient
les mémes dans le milieu préfermenté par la soAckele témoin 2 et qu’elles étaient 3 fois plus
lentes que celle du témoin 1, cependant la déntialicatait compléte.

Les résultats de ces FML nous montrent que l'itimbide la croissance bactérienne a évolué de la
méme facon que celle de la démalication en allantndieu préfermenté par la souche A a celui
préfermenté par la souche D. En d'autres termes fal biomasse formée était faible et plus la
guantité d’acide malique consommeée ainsi que &s8é globale de démalication étaient faibles. Par
contre, les vitesses spécifiques de démalicatibmogmenté quand la biomasse maximale formée a
diminué. Ceci veut dire que la limitation dans laantité d’acide malique consommée était en
guelque sorte due a une limitation de la biomassade plutdt qu’a une inhibition de l'activité de
démalication.

Pour mieux comprendre les résultats que nous vetierposer, le profil biochimique des milieux
préfermentés par les 4 souches de levure a étié &talfin de la FA (cf tableau I-2 de la partid-

2 de ce chapitre) en dosant certaines moléculégitintes de la FML comme I'éthanol, le 3@t

les acides gras saturés a chaine moyenne et ent gggdement I'azote assimilable restant dans le
milieu.

Comme déja détaillé dans la partie I-2-2 de ceitdeagt repris dans la figure II-4 et le tableaB Il
ci-dessus, les 10 % d’éthanol (v/v) du témoin 2enmitainé une prolongation de la phase de latence,
une diminution de la biomasse maximale formée etréduction de la vitesse de démalication de
67 % mais ils n'ont pas empéché la consommatiotadetalité de I'acide malique initialement
présent dans le milieu. Le contenu en éthanol diésux préfermentés par les quatre souches de
levure était proche de celui du témoin 2 et vagaire 9,7 et 11 % (v/v), (77 a 86 g/L). Cependant
les biomasses maximales obtenues étaient pluesailds vitesses globales de démalication plus
lentes et réduites a des niveaux supérieurs a 63t %s démalications étaient incomplétes a
I'exception de celle réalisée dans le milieu pnéfienté par la souche A. Ces résultats nous montrent
que I'éthanol a contribué a Il'inhibition observéand ces milieux mais n’était pas a lui seul
responsable des démalications incompletes obsergdaas les milieux préfermentés pé&r
cerevisiaesouches B, C et D. On peut donc penser a I'imjtinad’autres molécules inhibitrices
qui vont agir de fagon synergique avec I'éthanohot le SG.

L’action inhibitrice du S@ a été déja détaillée dans la partie 1-5-2 du ¢repide ce manuscrit et
les concentrations du $Q@bre, moléculaire et combiné ont été données darableau 1-2 de la
partie I-1-2 de ce chapitre. Nous rappelons quétme la plus toxique du SQest la forme
moléculaire et qu8. cerevisiasouches A, C et D ont produit des quantités idels égales a 0,28
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mg/L alors que la souche B a produit une quantité faible égale a 0,18 mg/L. Cependant ces
valeurs sont inférieures aux concentrations inhdas retrouvées dans la littérature. En effet
d’apres Delfini et Morsiani (1992), il nous fautsdeoncentrations comprises entre 0,5 et 0,84 mg/L
suivant les souches et les espéces pour inhibepletament la croissance bactérienne. De plus, la
concentration du SOmoléculaire varie en fonction du pH. Hors, au sodes 4 FML, le pH a
augmenté dans les milieux préfermentésSacerevisiasouches A, B, C et D de 3,5 a 3,9, 3,86,
3,6 et 3,55 respectivement ce qui a entrainé unendtion des concentrations de Sfoléculaire

et les valeurs finales dans ces milieux étaiergagtsvement de 0,11, 0,08, 0,21 et 0,25 mg/L a la
fin des FML.

En plus du S@moléculaire, il ne faut pas négliger le S@mbiné dont I'effet antimicrobien est di
au catabolisme des substances auxquelles il gstcétaldéhydes et d’autres composés carbonylés)
par les bactéries ce qui libere une partie dg &mnbiné et le rend plus actif (Somers et Wescombe,
1987). A 20 mg/L de SOcombiné I'activité malolactique est réduite de%3Lafon-Lafourcade,
1970). On peut donc penser a une participation 2lesng/L de S@ combiné produits pas.
cerevisiaesouche C a la réduction de I'activité malolactiqli®. oenisouche X (84 %) dans le
milieu préfermenté par cette souche de levure.

Nous pouvons conclure que malgré les faibles cdretgins de S@qui ne le rendent pas a lui seul
extrémement inhibiteur, son action inhibitrice @ étirement amplifiée en présence de I'éthanol.
L’action synergique de ces deux molécules a éti di&grite (Carretét al. 2002).

En plus de I'éthanol et du $SOnous nous sommes également intéressés a la fmddacides
gras par ces souches. Les concentrations totaleslétulaires des acides octanoique, décanoique
et dodécanoique produits par ces 4 souches sagsegpées dans le tableau I-2 de la partie I-1-2 de
ce chapitre. Leur action inhibitrice a été détailtians la partie 1-5-2 du chapitre | de ce manuscri
Elle est surtout due a la fraction moléculaire ég acides qui constitue la forme prédominante dans
notre cas car le pH des milieux est inférieur akix pe ces acides (cf partie II-3 du chapitre 8).
cerevisiaesouches A et C ont produit les quantités les glegées d’acide octanoique, décanoique
et dodécanoique. Cependant, ces quantités resté#rieures aux concentrations inhibitrices
retrouvées dans la littérature (cf partie I-1-2cgechapitre). De plus, nous rappelons que l'effet
inhibiteur de ces acides gras a été probablememimisié par adsorption aux mannoprotéines de
I'Optired® ajouté. Donc finalement on peut penser que ceesdras ont faiblement participé a
I'inhibition.

En plus de la production de molécules inhibitripes les levures, l'inhibition de la croissance
bactérienne et de la démalication peut aussi e¥sd# la déficience du milieu en nutriments. En
effet, a la fin de la FA, le vin peut étre défidiem certains nutriments comme les vitamines et les
acides aminés qui sont essentiels a la survie algéres et a leur métabolisme. Le tableau I-Zade |
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partie 1-1-2 de ce chapitre nous montre les comagohs en azote ammoniacal et alpha-aminé
restantes dans le milieu a la fin des FA menéeslgmrquatre souches de levure. L'azote
ammoniacal a été complétement consommé par leselevioiais comme on I'a déja montré dans la
partie 1-2-1 de ce chapitre, les bactéries ne consent pas I'azote ammoniacal et donc on peut
exclure ce facteur des conditions défavorableslipatation nutritionnelle. D’autre part si nous
comparons les concentrations restantes d’azota-aptiné dans les milieux a la fin de la FA a la
faible quantité consommée par oenisouche X pendant sa culture pure dans le miliathsyique

jus de raisin (8,62 mg d’azote/L), nous constatuns d’'un point de vue quantitatif, il n’y avait pas
de carence a ce niveau. Remézal. (2006) ont également montré Qu’ oeniavait besoin de trés
faibles concentrations d’azote alpha-aminé provedactides aminés essentiels aussi faibles que
0,7 mg d'azote/L dans le cas de la tyrosine (9,XLndp tyrosine) pour assurer une bonne
croissance et une bonne activité métabolique. Qlgrenles levures peuvent avoir consommeé
certains acides aminés essentiels en laissantateemrations insuffisantes a la croissance et au
meétabolisme bactériens (Beelmeinal. 1982). Donc d’'un point de vue qualitatif nous roeiyons
pas exclure ce facteur des conditions inhibitridémus pouvons également penser a un manque de
vitamines ou de sels minéraux dont on n'a pas slaivconsommation. Rappelons aussi que
I'Optired® peut avoir amélioré le contenu du milieu en nuérits si la souche X a pu efficacement
utiliser son bagage enzymatique, chose que nopsunens pas confirmer.

Finalement nous pouvons conclure que I'éthano6@ et les acides gras produits ainsi que la
composition réduite en nutriments des milieux préntés par les quatre souches de levure
avaient un effet inhibiteur synergique qui expliqueetiellement I'inhibition de la FML observée
dans ces milieux mais ne la clarifient pas compiet&. En effetS. cerevisiasouche D qui a été

la plus inhibitrice enver®. oenisouche X n’a pas présenté un profil biochimiques glontraignant
gue les trois autres du point de vue productionhdi#ol et de S® Elle a produit la plus faible
guantité d’acides gras et elle a terminé la FAasshnt dans le milieu 13,4 mg/L d’azote alpha-
aminé. De plus, le milieu MRS qui est un milieutigaierement riche et adapté aux bactéries
lactiques, a été reconstitué en utilisant le mipegéfermenté par la souche D a la place de I'eau. L
pH a été ajusté a 3,5 avant inoculation des bastétila FML a été suivie. Malgré cela I'inhibition
n'a pas été levée (cf annexes de la partie Il-1aBleau et figure c-3). Ceci confirme que
I'inhibition dans ce milieu n’est pas due a unei@déhce en nutriments mais plutot a la présence de
certaines molécules inhibitrices jusqu'a présentidentifiées.

Enfin, S. cerevisiaesouche C, qui elle aussi a été fortement inhdgtria présenté un profil
biochimique comparable a celui de la souche A. Raurl'acide malique a été completement

consommeé dans le milieu préfermenté par la souch®oAr toutes ces raisons, NOUS avons pense a
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limplication d’autres molécules inhibitrices dadies milieux préfermentés p&t cerevisiasouches
C et D. Ces molécules pourraient étre de naturigree, piste peu exploitée jusqu'a présent, et que

nous étudierons dans la partie lll de ce chapitre.
[I-2 Cultures séquentielles réalisées aved. oenisouche Y

Etant donné que les démalications ont été incoepléans les milieux synthétiques jus de raisin
préfermentés paB. cerevisiaesouches B, C et D, on a décidé de tester I'eféetces milieux
contraignants sur une autre souche de bactérie ymousi cette derniére sera plus inhibée@u’
oenisouche X ou au contraire plus résistante. Damgicsuit nous allons présenter les résultats des
FML réalisées paD. oenisouche Y dans ces trois milieux. Nous rappelomslesi bactéries ont été
adaptées a I'éthanol et que les résultats préssatdéseux résultant des FML réalisées en présence
de 200 mg/L d'Optirel. Les résultats des FML réalisées en I'absenceti@f§ seront présentés

dans I'annexe de cette partie.

Résultats
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Fig. II-5 Evolution de la biomasse@:. oenisouche Y (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) dans les milieux préfermentés par les troisckes deS. cerevisiaainsi que dans le milieu
témoin. (A) milieu préfermenté pa8. cerevisiasouche B, %) milieu préfermenté pa8. cerevisiae
souche C, (x) milieu préfermenté far cerevisiasouche D, €) témoin : culture pure @. oeni

souche Y dans le milieu synthétique jus de raisin.
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Tableau I1-4. Paramétres cinétiques des FML menégzar O. oenisouche Y dans les milieux

préfermentés parS. cerevisiasouches B, C et D ainsi que dans le milieu témaoin.

Milieu préfermenté| Milieu préfermenté| Milieu préfermenté

Témoin par la souche B par la souche C par la souche D
Biomasse initiale (g/L) 0,0007 0,0006 0,0015 0,001
Biomasse maximale (g/L 0,1 0,084 0,02 0,095
Productivité (g/L/h) 1,34 x 1 3,4x10 0,4 x 10 1,21 x 10
Acide malique initial
(g/L) 4,88 4,96 4,72 4,84
Acide malique final (g/L) 0 0 0 0
Vitesse globale de
démalication (g/L/h) | 3,7 x 10° 9,6 x 10° 5,3 x 10° 3,7x10

Pourcentage d’activatior]

de la démalication (%) - 160 43 0

Vitesse spécifique

moyenne de démalicatiop
(g/g/h) 0,04 0,11 0,27 0,04

Durée de la FML (h) 1319 518 886 1300

Discussion

La figure 1I-5 et le tableau 1I-4 nous montrent effet stimulateur dé&. cerevisiasouche B sur la
croissance cellulaire @. oenisouche Y. En effet la productivité dans le mil@éfermenté par la
souche B était 2,4 fois plus élevée que celle damsilieu témoin. Nous remarquons aussi@u’
oenisouche Y a présenté une longue phase de laterk&bdeeures dans ces deux milieux avant de
démarrer la phase active de croissance. Rappeloasaytes les fermentations ont été suivies
jusqu'a I'arrét de consommation de I'acide maliquecorrespond dans le cagdd’oenisouche Y a
une consommation totale de cet acide. Par constéqgaaa remarquons que la démalication dans le
milieu préfermenté peB. cerevisiasouche B a été achevée avanjuoenisouche Y n’atteigne la
phase stationnaire contrairement au milieu témainsdequel il restait encore 1,25 g/L d’acide
malique au début de la phase stationnaire. Coein@nt au milieu préfermenté p@r cerevisiae
souche B, la croissance cellulair®©doenisouche Y a été inhibée dans le milieu préfermpat§&.
cerevisiae souche C et la biomasse maximale obtenue ainsi lgugroductivité étaient
respectivement 5 et 3,35 fois plus faibles queesedu témoin. Dans ce cas nous avons constaté que
la phase de latence était plus courte (70 heutels) ghase stationnaire a été atteinte alors qu'il
restait encore 2,2 g/L d’acide malique dans le euiliConcernant le milieu préfermenté |@ar
cerevisiaesouche D, le profil de croissance était presgartique a celui du témoin avec une phase
de latence dans le milieu préfermenté par la solicha peu plus courte (216 heures). De plus les
biomasses maximales obtenues ainsi que les prodéstétaient presque identiques (Tableau II-4)

ce qui montre une neutralité de ce milieu vis-aeda croissance cellulaire@’ oenisouche Y.
141



Cultures séquentielles

Parallelement a la croissance cellulaire, la dasattin a été également stimulée dans le milieu
préfermenté pa6. cerevisiaesouche B et la vitesse globale de démalicationéa2@ fois plus
rapide que dans le témoin. Nous avons aussi obseréhase de latence de 285 heures comme
pour la croissance cellulaire alors que la démidinaa été continue chez le témoin. Contrairement
a la croissance cellulaire qui a été inhibée damailieu préfermenté p&. cerevisiasouche C, la
démalication a été stimulée dans ce méme milieun&tBes apres le démarrage de la fermentation
et la vitesse globale de démalication a été 1,48 fgtus rapide que dans le témoin. Ceci nous
montre que ces deux activités ont été non-corréeaes ce cas.

Comme pour la croissance cellulaire, la démalicatlans le milieu préfermenté p&r cerevisiae
souche D n’a pas été affectée et la vitesse glamtemalication a été identique a celle du témoin
soulignant ainsi la résistance '’ oeni souche Y aux conditions contraignantes du milieu
préfermenté par la souche D qui a été le plus itgibenver. oenisouche X.

Finalement nous remarquons que les valeurs dessegespécifiques de démalication accentuent la
stimulation de la FML dans les milieux préfermentésS. cerevisiasouches B et C et soulignent
également la nette dissociation entre la croissaaltelaire et la démalication ch€x oenisouche

Y.

D’aprés ces résultats nous constaton®©gwenisouche Y contrairement@. oenisouche X a été
plus résistante aux conditions inhibitrices desstmmilieux testés et sa consommation d’acide
malique a été compléete et 2 fois plus rapide guez €h oenisouche X si nous comparons les
vitesses globales de démalication de ces 2 soutdresles trois milieux testés (cf tableaux 11-3 et
11-4).

Certains auteurs ont essaye d’expliquer la résistde certaines souche$d’oeniaux conditions
stressantes du milieu en investiguant la présehee ces souches de mécanismes de résistance
impliquant des genes dont I'expression est augreeet® réponse a différents stress comme
I'éthanol, le SQ, les acides gras, la température, I'acidité , etees. mécanismes de résistance chez
O. oeniont été détaillés dans la partie 1-5-3 du chapitfte ce manuscrit. lls impliquent des génes
codant pour des protéines de choc thermique (Iheakgproteins) largement étudiées par différents
auteurs (Lindquist et Craig, 1988, Cragal. 1993, Guzzeet al. 1997 et Guzzet al. 2000). Plus
récemment, Bourdineaugt al. (2003, 2004) ont étudié I'implication d’autres ragismes comme
les transporteurs de substances toxiques « mudtidesistance transporters ou MDR ». Des
mécanismes similaires ont pu étre mieux expriméz €h oenisouche Y que che2. oenisouche

X ce qui lui a conféré une meilleure résistance @nditions inhibitrices du milieu.

En plus de sa résistance, cette souche a été &dmal les milieux préfermentés @rcerevisiae
souches B et C. En effet certaines molécules nedmgpar les levures dans le milieu pendant la FA
principalement les composés azotés comme les ammiees (Fourcassier, 1992), les peptides
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(Guilloux-Benatier et Chassagne, 2003) et méme aices macromolécules comme les
mannoprotéines (Guilloux-Benatiet al. 1993, 1995) jouent un rble activateur de la cerisg
cellulaire et de la démalication. D’autres compgs&svent également stimuler la FML comme les
vitamines, les nucléotides et les lipides inclubeg acides gras a longue chaine dont I'effet
stimulateur a été peu étudié jusqu'a présent (Aldreset al. 2004). Dans notre cas nous pouvons
suggérer l'implication de I'une ou de plusieursa#s molécules dans I'activation de la FML chez
O. oenisouche Y. Par contre, on n'a pas pu détecterddegage de mannoprotéines dans le milieu
au cours des FA menées par les souches de leviae B Cependant les mannoprotéines de
I'Optired® ajouté aux milieux testés ont probablement jouérdie activateur. En effet nous
pouvons penser g@. oenisouche Y ayant résisté aux conditions inhibitridesnilieu, a pu mieux
profiter de ces molécules d’un point de vue natnitiel, beaucoup plus dD. oenisouche X. On
peut supposer également que son bagage enzymaicité mieux exprimé. Finalement, les
concentrations en protéines et en azote alpha-adaing ces deux milieux a la fin de la FA ont été
données dans le tableau I-2 de la partie I-1-2edehapitre. Nous pouvons supposer que certains de
ces composés ont participé a la stimulation deMa.FCependant cette piste n'a pas été exploitée
dans cette étude.

[1-3 Conclusion

Dans cette partie, nous avons, dans un premierstemip en évidence I'effet positif et cumulatif de
'adaptation des bactéries a I'éthanol et de I'iddi d’'un complément nutritionnel riche en
mannoprotéines (Optir&) sur la croissance bactérienne et la démalicatienr utilisation a été
adoptée pour toutes les cultures séquentielles Raolis avons comparé les résultats des FML
menées paD. oenisouche X dans les milieux préfermentésacerevisiasouches A, B, C et D.
Ceci nous a permis de constater @uoenisouche X a été inhibée par tous ces milieux mais
l'intensité de I'inhibition dépendait étroitemeng da souche de levure en question. La souche la
plus inhibitrice a été la souche D suivie par lesches C, B puis A. Les profils biochimiques des
guatre milieux préfermentés par ces levures efairtament établis dans la partie | nous ont montré
gue I'éthanol, le S@et les acides gras produits par ces souches @uesi’azote alpha-aminé
restant n'ont pu étre responsables des différedtekibition observées. Nous avons notamment
constaté qué. cerevisiasouche D qui était la plus inhibitrice a produgsdjuantités trés proches
d’éthanol et de S@Omoléculaire que les autres souches ainsi que Issfaibles quantités d’'acides
gras. Quantitativement l'azote alpha-aminé restagtait pas non plus limitant. Le milieu
préfermenté pa6. cerevisiaesouche C qui a été aussi fortement inhibiteur ésgmté un profil
biochimique comparable a celui du milieu préfermaguarS. cerevisiasouche A au niveau duquel
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'acide malique a été complétement consommeé. Cadtas nous ont encouragés a exploiter la
présence d’autres molécules inhibitrices synthésigiar ces deux souches comme les molécules de
nature protéique.

Contrairement aux résultats obtenwsc&. oenisouche X, la souche Y testée dans les
milieux préfermentés pa8. cerevisiaesouches B, C et D s’est révélée résistante auditooms
inhibitrices de ces milieux et sa croissance ajos son activité de démalication ont été toutes les
deux stimulées dans le milieu préfermenté par lecls® B alors que seule la démalication a été
stimulée dans le milieu préfermenté par la souchd €erait donc intéressant pour la suite des
recherches d’exploiter la présence de certains msoas de résistance chez cette souche et
d’identifier la nature des molécules stimulatricglarguées par ces levures.

Ces résultats nous poussent a congjuee le choix du couple levure-bactérie est trés
important vis-a-vis de I'échec ou de la réussitelal&ML, bien qu'a ce jour nous n'ayons pas
encore identifié toutes les molécules responsatiedinhibition et de la stimulation de cette

fermentation.
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Annexes de la partie II-1-1: Optimisation des conitions de réalisation des cultures

séquentielles : adaptation des bactéries a I'éthahet emploi d’'un complément nutritionnel.

a- Culture séquentielle réalisée avec le coupl®. cerevisiaesouche CD. oeni souche X en

présence d’Optired® et avec adaptation des bactéries a I'éthanol.

Tableau a-1. Suivi cinétique de la culture séquerdile réalisée par le coupleS. cerevisiae

souche CD. oeni souche X, phase FML, en présence d’Optirédet avec adaptation des

bactéries a I'éthanol.

. Concentration cellulaire . . .

Durée (h) D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) | acide malique (g/L)
0 0,027 1,8 (+0,13) 0,008 (+ 0,0006) 5,05 (£ 0)035
72 0,038 5,5 (£ 0,49) 0,025 (+ 0,002) 4,87 (+ 0,06)

116 0,05 9,5(x0,9 0,043 (+ 0,004 4,71 (+ 0,087
168 0,05 11,11 (¢ 1) 0,05 (+ 0,0049) 4,53 (+ 0,07)
212 0,052 11,8 (x0,9) 0,053 (+ 0,004) 4,34 (0,14
286 0,052 12,22 (£ 0,54) 0,055 (+ 0,0024) 4,060
361 0,052 12,7 (+ 1,55) 0,057 (£ 0,007) 3,85(40,2
480 0,055 12,7 (£ 1,6) 0,057 (+ 0,007) 3,61 (x0,11
548 0,055 12,6 (+ 0,54) 0,057 (+ 0,0024) 3,51 120,
668 0,055 12,44 (£ 0,63) 0,056 (+ 0,003) 3,5 (#0,1
796 0,058 12,43 (£ 0,49) 0,056 (+ 0,002) 3,5 (#0,1
866 0,058 12,5 (£ 2,8) 0,0563 (= 0,01B) 3,54 (60,1
958 0,058 12,74 (£ 1) 0,057 (+ 0,008) 3,47 (+ 0,03)
1053 0,058 12,7 (+ 0,61) 0,057 (+ 0,003) 3,5 (80,1
0.06 + -6
0.05 + +5 _
S 0.04 148
% !
% 0.03 -+ Y-
5 002t 12 §
om .
0.01 1, 118
0 1 0
Q ,\'1,\/,\/‘2) '&%y &@%@» o &%@%«q@%bbq%% &
Durée (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. a-1 Evolution de la biomasse de la souche deeta
consommation d’acide malique en présence d’Optired
et avec adaptation des bactéries a I'éthanol.
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b- Culture séquentielle réalisée avec le coupl8. cerevisiaesouche CD. oeni souche X en

présence d’Optired® mais sans adaptation des bactéries & I'éthanol.

Tableau b-1. Suivi cinétique de la culture séquerdlle réalisée par le coupleS. cerevisiae

souche CD. oenisouche X, phase FML, en présence d’Optirédmais sans adaptation des

bactéries a I'éthanol.

Durée(h po | Concentration celulairel  poigs sec gy | e maliaue
0 0,029 2,11 (+0,11) 0,01 (+ 0,0005) 4,95 (+ 0,04)
73 0,039 5,7 (x 0,63) 0,026 (+ 0,003) 4,66 (+x 0)094
121 0,045 6,28 (= 0,49) 0,028 (= 0,002) 4,47 (89,1
165 0,047 7 (+0,98) 0,032 (+ 0,005) 4,38 (+ 0,12
239 0,052 8,67 (+ 0,73) 0,039 (+ 0,003) 4,25 (20,1
287 0,055 9,97 (+ 0,49) 0,045 (+ 0,002) 4,14 (3),1
338 0,055 10 (+ 1,04) 0,045 (+ 0,005) 4,07 (+ 0)09%
408 0,055 10,36 (+ 0,98) 0,047 (x 0,004) 4 (£ 0,15)
484 0,056 10,42 (£ 1,1) 0,047 (= 0,005) 3,87 (#60)0
603 0,056 10,5 (£ 0,49) 0,0473 (= 0,002) 3,8 (18,1
671 0,048 10,57 (£ 0,65) 0,0476 (= 0,003) 3,8 ),
791 0,048 10,6 (+ 0,4) 0,0477 ( 0,002) 3,83 (480)0
919 0,051 10,75 (+ 0,5) 0,0484 (+ 0,002) 3,83 (388)
989 0,042 10,82 (£ 0,63) 0,049 (= 0,003) 3,81 19,
1081 0,048 10,97 (£ 0,6) 0,0494 (= 0,003) 3,85,330)
0.06 + T 6
0.05 + +5 2
g 0.04 + 142
2 0.03 + 13 ;f
€002+ T2 E
® .01 + 113
<
0 —t—t—t——t—t—t—t—t—Ft 0
QD> '{J/'» '&‘o q:bo’ r&’\%,b% @% @b}&’b é\\'/\%\'q\qq%(ig e
Durée (h)
—=— Biomasse (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. b-1 Evolution de la biomasse de la souche Heeta
consommation d’acide malique en présence d'Optired
mais sans adaptation des bactéries a I'éthanol.
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c- Culture séquentielle réalisée avec le coupl®. cerevisiaesouche CD. oeni souche X en

absence d’Optired® mais avec adaptation des bactéries a I'éthanol.

Tableau c-1. Suivi cinétique de la culture séquertdile réalisée par le coupleS. cerevisiae
souche CD. oenisouche X, phase FML, en absence d’Optir€dmais avec adaptation des

bactéries a I'éthanol.

. Concentration cellulairg . acide malique
Durée(h) D.O (cellules/mL) X 16 Poids sec (g/L) (g/L)

0 0,029 2,34 (£ 0,49) 0,011 (+ 0,0023) 5 (x0,02)
75 0,046 5,5(x0,4) 0,025 (+ 0,002) 5(x0,02)
119 0,05 9,16 (= 0,44) 0,04 (x0,002 4,94 (10,1
171 0,052 9,5 (x0,24) 0,043 (= 0,001 4,81 (40,1
215 0,054 9,76 (+0,61) 0,044 (+ 0,00298) 4,68 (48)
287 0,054 9,92 (+ 0,89) 0,045 (+ 0,004 4,47 (40,1
363 0,056 9,36 (+ 0,33) 0,042 (x 0,0015) 4,36 70,
483 0,054 8,88 (+ 0,76) 0,04 (+ 0,0034 4,3 (9,11
550 0,053 8,85 (+ 0,52) 0,04 (+ 0,0024 4,24 (80,1
673 0,05 8,3 (x0,37) 0,037 (x 0,0017 4,24 (+ 9,18
798 0,049 8,6 (x1,67) 0,039 (= 0,008 4,26 (9,23
868 0,048 8,3 (x0,37) 0,037 (= 0,0017 4,24 (£9,2
960 0,048 8 (+ 0,23) 0,036 (£ 0,001) 4,22 (+ 0,33

1053 0,048 7,8 (£ 0,24) 0,035 (x 0,001 4,22 (#60)0
0.05 + -6
0.045 +

0.04 | TS5
< 0.035 ¢ 142
< 003+ e
@ 0.025 + +3 5
€ 002+ g
S 0015 T
0.01 + 1.3
0.005 1<

0 11— 0

O PP PP CESE S
Durée (h)
—=— Biomasse (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Fig. c-1 Evolution de la biomasse de la souche Heesa
consommation d'acide malique en absence d'Optired
mais avec adaptation des bactéries a I'éthanol.
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d- Culture séquentielle réalisée avec le coupl8. cerevisiaesouche CD. oeni souche X en

absence d’Optired® et sans adaptation des bactéries & I'éthanol.

Tableau d-1. Suivi cinétique de la culture séquerdlle réalisée par le coupleS. cerevisiae

souche CD. oeni souche X, phase FML, en absence d'Optirédet sans adaptation des

bactéries a I'éthanol.

Durée(h) D.O C(Zzgﬁg;{ézmt)cfullga”e Poids sec (g/L) acide malique (g/
0 0,029 2,4 (x0,24) 0,011 (+ 0,001) 5(x0,11)
73 0,041 3,44 (£ 0,49) 0,016 (+ 0,0023) 4,87 (19,1

121 0,042 3,44 (£ 0,73) 0,016 (+ 0,0034) 4,72 @8,
165 0,043 4,84 (£ 0,37) 0,022 (+ 0,0017) 4,67 (73)
239 0,047 6,8 (+ 0,49) 0,031 (x 0,002) 4,64 (9,11
287 0,048 7,06 (+ 0,49) 0,032 (x 0,002) 4,6 (09,15
335 0,047 8,18 (+ 0,23) 0,037 (+ 0,001) 4,57 (#3)0
407 0,047 8,26 (= 0,8) 0,037 (+ 0,004) 4,53 (+ 6)09
483 0,052 8,38 (= 0,6) 0,038 (+ 0,003) 4,5 (+ 0,05)
603 0,05 5,96 (£ 1,1) 0,027 (+ 0,005) 4,5 (x0,11)
670 0,038 5,9 (+0,73) 0,027 (+ 0,0033) 4,48 (#9,0
793 0,038 5,7 (x0,73) 0,026 (+ 0,0033) 4,47 (66)0
918 0,045 5,5 (x0,24) 0,025 (+ 0,0011) 4,44 (69,0
988 0,044 5,42 (£ 0,34) 0,024 (+ 0,0015) 4,53 ®B),
1080 0,054 3,87 (£ 0,62) 0,017 (+ 0,003) 4,48 @6),
0.04 ¢ 16
0.035 + ls

~ 003+ =

20025 | T4

% 0.02 + 13 %’

g 0.015 + 1o i

@ 001+ S

0.005 + T1<
0 1 0
O NS FEF S @%@&6\0’\&@'&@@@@
Durée (h)

—=— Biomasse (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Fig. d-1 Evolution de la biomasse de la souche Heet
consommation
d’Optired® et sans adaptation des bactéries a I'éthanol.
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Annexes de la partie 11-1-2 : Comparaison des réstdts des FML menées paO. oenisouche X
dans le milieu préfermenté parS. cerevisiaesouche C en présence de 200 mg/L d'Optir&d

d’Optimalo ® ou d’Extrait de levure.

a- FML menée parO. oenisouche X dans le milieu préfermenté pa$. cerevisiasouche C en

présence de 200 mg/L d'Optimal8.

Tableau a-1. Suivi cinétique de la culture séquentielle réaliséear le couple S. cerevisiae
souche CO. oenisouche X, phase FML, en présence de 200 mg/L d'Gpialo®.

—=—Poids sec (g/l) —— Acide malique (g/l)

0 23 98 143 288 335 431 480 527 626 696 815 863 963
Durée (h)

Durée (h) D.O Cczggﬁgltézﬁ:s]rc)c)?llluelawe Poids sec (g/L) acide malique (g/L
0 0,012 2 (£0,3) 0,009 (+0,0014 4,9 (+0,08)
23 0,014 4,14 (+0) 0,013 (+0) 4,83 (+0,052)
98 0,016 5,13 (x0,46) 0,023 (+0,002 4,73 (£0,032)

143 0,018 6,2 (£0,44) 0.028 (+0,002 4,63 (+0,021)
288 0,022 10,65 (+0,31) 0,048 (+0,0014) 4,5 (x0,07)
335 0,025 13,46 (£0,31) 0,061 (+0,0014) 4,2 (+0,15)
431 0,028 24,75 (+1,64) 0,11 (x0,0073) 3,9 (x0,06)
480 0,03 29 (20,38) 0,13 (x0,0017 3,68 (+0,035)
527 0,032 30,33 (+1,54) 0,14 (0,007 3,45 (x0,047)
626 0,033 30,25 (+1,98) 0,14 (0,009 3,1 (x0,06)
696 0,035 30,2 (%1,18) 0,14 (0,006 2,35 (+0,09)
815 0,035 30,9 (£1,7) 0,14 (x0,008) 2,1 (x0,05)
863 0,031 30,6 (x0,52) 0,14 (x0,0024 1,98 (+0,1)
963 0,033 28,9 (x0,8) 0,13 (x0,004) 1,98 (+0,035)
0.16 - 16
0.14 1 ls
_01 =
:? 01 T4 7;
2 0.08 3=
= 0.06 1,k
e 0.04 2
002 | TiE
0 0

Fig. a-1 Evolution de la biomasse de la souche X
et de sa consommation d’acide malique en
présence de 200 mg/l d’Optimé&lo
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b- FML menée parO. oenisouche X dans le milieu préfermenté pas. cerevisiasouche C en

présence de 200 mg/L d’Extrait de levure.

Tableau b-1.Suivi cinétique de la culture séquentielle réaliségar le coupleS. cerevisiae

souche COD. oenisouche X, phase FML, en présence de 200 mg/L d’Ezxit de levure.

~

Durée (h) D.O Cczzgﬁlr}ltézﬁlrﬂrﬂ)c)?llluelalre Poids sec (g/L) acide malique (g/
0 0,014 4,06 (£0,3) 0,018 (+0.0013 5,07 (£0,23)
19 0,025 8,7 (x0,27) 0,039 (+0.0012 5(%0,18)
48 0,026 11,2 (+0,27) 0,05 (+0.0012) 4,95 (0,057
68 0,031 12,42 (x1.23) 0,056 (+0.006) 4,65 (+0,16)

115 0,033 14,5 (x0,66) 0,065 (+0.003) 4,32 (+0,24)
139 0,033 15,8 (x0,95) 0,07 (+0.004) 4,08 (x0,14)
186 0,034 18 (£1.25) 0,08 (£0.006) 4,05 (+0,087)
290 0,035 20 (+2.95) 0,09 (+0.013) 3,45 (+0,13)
357 0,033 21,42 (£2.1) 0,096 (+0.009) 3,1 (x0,14)
454 0,033 21,1 (£1.53) 0,095 (+0.007) 2,42 (+0,11)
498 0,037 20,8 (£0.52) 0,094 (+0.0024 2,32 (+0,06)
645 0,033 20,33 (¥1.51) 0,091 (x0.007), 2,04 (+0,16)
691 0,037 20 (+0,43) 0,09 (£0.002) 1,92 (x0,13)
787 0,034 20,2 (£0.95) 0,091 (+0.0043 1,91 (x0,03)
836 0,034 20,1 (+0.38) 0,09 (£0.002) 1,83 (x0,11)
884 0,034 20,7 (+0,58) 0,093 (+0.0025 1,82 (0,01)
983 0,034 20,33 (x0,3) 0,091 (+0.0013 1,84 (x0)016
012 1 6
01+ 5
S008 | ta2
20061 13 éf
2004+ 12 ;
"ol 118
0 +—+—+— 0
© P R @R S TFSE TS

Durée (h)

—=—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. b-1 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d'acide malique en présence de

200 mg/l d’Extrait de levure.
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Annexes de la partie 11-1-3 : Comparaison des réstdts des FML menées paO. oenisouche X

dans les milieux préfermentés pa6. cerevisiasouches A, B, C et D en fioles d’Erlen-meyer.

a- FML menée parO. oenisouche X dans le milieu préfermenté pa8. cerevisiasouche A en

présence et en absence de 200 mg/L d’Optired

Tableau a-1. Suivi cinétique de la culture séquentielle réaliséear le couple S. cerevisiae

souche AD. oenisouche X, phase FML, en absence d’Optiréd

Concentration cellulairg
Durée (h) D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 0,04 3 0,0135 5,22 (£ 0,12)
19 0,077 5,6 0,025 5,22 (£ 0,18)
49 0,08 6 0,027 5,22 (£ 0,13)
93 0,1 7,34 0,033 5,06 (£ 0,1)
143 0,12 8,9 0,04 4,88 (+ 0,085)
194 0,18 12,96 0,058 4,81 (+ 0,054)
261 0,185 13,44 0,061 4,26 (+ 0,15)
333 0,22 16,17 0,073 3,56 (= 0,17)
429 0,22 18,24 0,082 3,25 (= 0,18)
525 0,28 20,75 0,093 2,69 (= 0,11)
600 0,28 21 0,095 2,2 (+0,037)
696 0,28 215 0,097 1,8(x0,1)
768 0,28 22,4 0,1 1,3 (£0,16)
840 0,26 23 0,104 1,2 (+0,085)
900 0,27 22 0,1 1,22 (£ 0,07)
0.12 T 6
0.1 + 5 _
S 0.08 + 1+ 4 ?
§ 0.06 + t32
g 0.04 + 12 £
o ke,
0.02 | JRER
0+ttt bttt 0

OrD 1D D> DDy 50D
N WD ORI @ CLPS

> Q0L

Durée (h)

—m— Series2 —e— Seriesl

Fig. a-1 Evolution de la biomasse de la souche deet
sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche A en I'absence d’Optired
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Annexes de la partie 1T : Cultures séquentielles

Tableau a-2. Suivi cinétique de la culture séquentielle réalisépar le couple S. cerevisiae
souche AD. oenisouche X, phase FML, en présence de 200 mg/L d'Gnetd®.

. Concentration cellulairg . . .

Durée (h)] D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L)
0 0,029 2,11 0,0095 5,05 (+ 0,18)
19 0,048 3,5 0,016 5,04 (x0,12)
49 0,12 8,6 0,039 5,02 (+ 0,15)
93 0,17 12,6 0,057 4,65 (£ 0,13)

143 0,21 15,4 0,07 4,04 (x0,1)
194 0,24 17,65 0,08 3,62 (£ 0,061)
261 0,26 19,25 0,087 2,74 (£ 0,087)
333 0,34 245 0,11 1,92 (+0,11)
429 0,36 26 0,117 1,44 (£ 0,12)
525 0,46 33,75 0,15 0,86 (+ 0,15)
600 0,49 36 0,16 0,71 (x0,17)
696 0,53 38,6 0,174 0,56 (+0,13)
768 0,54 39 0,18 0,3 (+ 0,054)
840 0,56 41 0,185 0(x0)
0.2 1 +6
0.18 +
0.16 + TS o
S 014+ 142
<0124 2
g 01+ 132
2008+ £
S 0.06 | T2
0.04 + 118
0.02 +
0 "ttt —+—+—Te+ 0
O ® PP PSS
Durée (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Fig. a-2 Evolution de la biomasse de la souche deet
sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche A en présence d'Ofstired
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Annexes de la partie 1T : Cultures séquentielles

b- FML menée parO. oenisouche X dans le milieu préfermenté pa$. cerevisiaesouche B en
présence et en absence de 200 mg/L d’Optiréd

Tableau b-1. Suivi cinétiqgue de la culture séquentielle réalisépar le couple S. cerevisiae
souche BD. oenisouche X, phase FML, en absence d’Optir&d

Durée (h)| D.O Cczzgﬁlr}ltézﬁlrarﬂ)c)?llluelalre Poids sec (g/L) acide malique (g/L
0 0.013 2.16 (+0.085) 0.01 (+0.0004) 4.92 (+0.25)
18 0.015 2.5 (x0.23) 0.011 (x0.001) 4.82 (+0.15)
42 0.015 2.8 (+0.057) 0.013 (+0.0003 4.8 (x0.22)
71 0.018 3 (x0.6) 0.014 (x0.003) 4.79 (+0.33)

114 0.023 4.44 (+0.39) 0.02 (£0.0018) 4.74 (+0.35)
162 0.026 5.6 (x0.2) 0.025 (+0.0009 4.71 (x0.42)
210 0.03 6.7 (x0.046) 0.03 (+0.0002) 4.69 (x0.52)
282 0.036 8.2 (x0.2) 0.037 (+0.0009 4.56 (+0.26)
328 0.04 9.3 (x0.39) 0.042 (+0.0018 4.4 (x0.11)
374 0.044 10 (£0.04) 0.045 (+0,0002 4.3 (x0.34)
445 0.044 10 (£0.36) 0.045 (+0.0016 4 (+0.16)
493 0.045 10.2 (x0.36) 0.046 (+0.0016 3.7 (x0.11)
541 0.045 10.3 (x0.08) 0.0463 (+0.0004) 3.5 (x0)023
612 0.043 10 (+0.08) 0.046 (+0.0004 3(x0.16)
715 0.044 10.4 (x0.05) 0.047 (+0.0002 2.6 (x0.11)
789 0.044 10 (£0.08) 0.046 (+0.0004 2 (x0.16)
850 0.043 10 (£0.1) 0.046 (+0.0005 1.8 (x0.2)
900 0.044 10 (+0.11) 0.046 (+0.0005 1.8 (#0.2)

Poids sec (g/l)

0.05 +
0.045 -
0.04 -
0.035 +
0.03 -
0.025 +
0.02
0.015 +
0.01 -
0.005 +
0

02 A DT Qo DA B DD OO
N DALY A AN WA AR

Durée (h)

—a— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Acide malique (g/l)

Fig. b-1 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique dans le milieu

préfermenté par la souche B en absence d’Offtired
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Annexes de la partie 1T : Cultures séquentielles

Tableau b-2. Suivi cinétiqgue de la culture séquentielle réalisépar le couple S. cerevisiae
souche BD. oenisouche X, phase FML, en présence de 200 mg/L Opetif®.

Durée (h) D.O C?ggﬁggzmt)cf”llgaw Poids sec (g/L) acide malique (g/L
0 0.016 2.31 (+0.16) 0.01 (+0.0007) 4.82 (+0.15)
18 0.018 3.73 (x0.12) 0.017(+0.0006) 4.75 (x0.2)
42 0.02 4.61 (+0.45) 0.021(+0.002) 4.66 (+0.087)
71 0.024 6.87 (+0.8) 0.031(+0.004) 4.62 (+0.36)

114 0.026 10.6 (x0.6) 0.048(+0.003) 4.33 (+0.36)
162 0.028 14 (+0.66) 0.063(+0.003) 4.02 (+0.12)
210 0.03 17.83 (x0.9) 0.08 (£0.004) 3.7 (x0.07)
282 0.035 20.4 (£0.95) 0.092(+0.004) 3.29 (20.33)
328 0.04 22.33 (x0.13) 0.1 (+0.0006) 2.9 (x0.18)
374 0.04 23.25 (x0.64) 0.105(+0.003) 2.57 (x0.11)
445 0.04 23.25 (x0.25) 0.105(+0.0012 2.36 (+0.053)
493 0.041 23.25 (x0.46) 0.105(+0.002) 2.09 (+0.046)
541 0.045 23.25 (%1.3) 0.105(+0.006) 1.86 (x0.017)
612 0.04 23.25 (x0.25) 0.105(+0.0012 1.47 (£0.074)
715 0.04 23.25 (x0.16) 0.105(+0.0008 1.05 (x0.12)
789 0.044 23 (+0.16) 0.104 (+0.0008 1.1 (£0.04)
0.12 ¢ -6
0.1+ +5 _
S 0.08 | 1a %
% 0.06 -+ +3 %
3 0.04 + T2
. 3
0.02 + 1<
0 o 0

Durée (h)

—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. b-2 Evolution de la biomasse de la souche aeet
sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche B en présence d’Offtired
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Annexes de la partie 1T : Cultures séquentielles

c- FML menée parO. oenisouche X dans le milieu préfermenté pa8. cerevisiasouche D en
présence et en absence de 200 mg/L d'Optir@eét en présence de MRS.

Tableau c-1. Suivi cinétiqgue de la culture séquentielle réalisépar le couple S. cerevisiae
souche DD. oenisouche X, phase FML, en absence d’Optiréd

Concentration cellulaire
Durée (h) D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 0,031 2,15 (#0,28) 0,01 (+0,0014) 5,01 (+0,023)
19 0,03 3,07 (+0,02) 0,014 (+0) 5,05 (+0,023)
43 0,026 3,47 (+0,28) 0,016 (+0,0014 4,95 (+0,047)
67 0,029 4,04 (+0,36) 0,018 (+0,0016 4,9 (x0,09)
139 0,031 4,22 (x0,24) 0,019 (+0,001) 4,83 (+0,012)
187 0,038 4,98 (+0,1) 0,022 (+0,0004 4,68 (+0,07)
241 0,02 5,1 (x0,12) 0,023 (+0,0006 4,75 (+0,05)
307 0,032 4,9 (x0) 0,022 (x0) 4,74 (+0,036)
355 0,038 4,92 (+0,43) 0,022 (+0,002) 4,71 (+0,046)
409 0,021 5,1 (x0,053) 0,023 (x0) 4,65 (+0,04)
476 0,034 4,91 (x0,17) 0,022 (+0,0008 4,72 (x0)015
525 0,031 4,92 (x0,31) 0,022 (x0,0014 4,65 (+0)023
645 0,035 4,45 (x0,41) 0,02 (+0,002) 4,74 (x0,031)
0.025 + 5
0.02 + T4

Poids sec (g/l)

0.015 +

0.01 +
0.005 +

—s—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Acide malique (g/l)

Fig. c-1 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche D en absence d’Offtired
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Tableau c-2. Suivi cinétiqgue de la culture séquentielle réalisépar le couple S. cerevisiae

Annexes de la partie 1T : Cultures séquentielles

souche DD. oenisouche X, phase FML, en présence d'Optiréd

Concentration cellulaire

Durée (h) D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 0,033 2,43 (20,33) 0,011 (+0,0016 5 (20,14)
19 0,027 3,07 (£0,014) 0,014 (x0) 5 (x0)

43 0,026 3,62 (+0,092) 0,016 (+0,0004 4,94 (x0)012
67 0,032 4,17 (x0,2) 0,019 (+0,001) 4,86 (+0,03)
139 0,036 5,21 (+0,25) 0,023 (x0,0012 4,76 (x0)015
187 0,042 6 (x0,19) 0,027 (+0,00086) 4,63 (x0)
241 0,024 6,51 (+0,25) 0,026 (+0,001) 4,44 (+0,12)
307 0,05 6,72 (x0,08) 0,03 (x0,0004) 4,69 (x0,042)
355 0,046 6,6 (x0,32) 0,03 (x0,0014) 4,62 (+0,046)
409 0,026 6,6 (x0,1) 0,03 (+0,00046 4,67 (x0,03)
476 0,035 6,39 (+0,23) 0,029 (+0,001) 4,73 (x0,035)
525 0,032 5,47 (£0,14) 0,025 (+0,0006 4,43 (x0)081
645 0,042 5,6 (x0,32) 0,025 (+0,0014 4,7 (£0,064)
0.035 + T5
S oos | BE
Che °
8 0.02 + T3 E;
«n 0.015 + 1o @
3 001+ £
® 0.005 | 1713
<C
0 +—F+—+—+—+—+—+—++—+—++++0
NG \,,bq q,b‘\’ nggo b,‘\b Q)bfc
Durée (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. c-2 Evolution de la biomasse de la souche deet
sa consommation d'acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche D en présence d'Oftired
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Tableau c-3. Suivi cinétiqgue de la culture séquentielle réalisépar le couple S. cerevisiae

Annexes de la partie 1T : Cultures séquentielles

souche DD. oenisouche X, phase FML, en présence de MRS.

Dans cette culture, I'Optir&da été remplacé par 55,3 g/L de MRS.

Durée (h) Co(r‘cceflﬂtlre"’}f,'nog ‘;ﬂ'g'a‘re Poids sec (g/L) | Acide malique (g/L)
0 2.66 (%) 0,012 (3) 4.88 (£0,02)
23 3,86 (+0,078) 0,0174 (+0,0007) 4,76 (£0,042)

163 5,3 (+0,26) 0,024 (+0,0014) 4,78 (+0)
260 4,95 (+0,071) 0,022 (+0,0007) 4,64 (£0,092)
332 5,23 (+0,46) 0,024 (+0,002) 4,52 (+0,13)
432 5,3 (+0) 0,024 (+0) 4,41 (£0,036)
480 5,5 (+0,3) 0,025 (+0,0014) 4,47 (0,03)
530 5,34 (+0,16) 0,024 (+0,0007) 4.5 (20)
650 5,3 (+0,2) 0,024 (+0,0009) 4,51 (£0,02)
0.03 + -6
0.025 + 152
S 002+ 4T
2 0.015 | 13 %
S 001+ 12 E
o R
0.005 + +1 2
0+t 0

0 23 163 260 332 432 480 530 650

Durée (h)

—=—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. c-3 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche D en présence de MRS.
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Annexes de la partie 1T : Cultures séquentielles

Annexes de la partie 1I-2 : Cultures séquentielles2alisées ave®©. oenisouche Y

a- FML menée parO. oenisouche Y dans le milieu préfermenté pa$. cerevisiasouche B en

présence et en absence de 200 mg/L d’Optiréd

Tableau a-1. Suivi cinétique de la culture séquentielle réalisépar le couple S. cerevisiae

souche BD. oenisouche Y, phase FML, en absence d’Optir&d

Concentration cellulaire

~

0 15 87 183282351471518618

Temps (h)

—s— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Durée (h) D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/
0 0,003 1,8 (+0,07) 0,00072 (+0) 4,98 (+0,17)
15 0,009 2,11 (0,1) 0,00084 (+0,00004) 4,96 (+0,04)
87 0,013 3,6 (x0,11) 0,0014 (+0,00004) 4,93 (+x0)076

183 0,017 4,86 (+0,14) 0,002 (+0,00008) 4,87 (¥p,11
282 0,018 7,3 (+0,28) 0,0029 (+0,0001p) 4,74 (9,15
351 0,024 15,5 (+0,71) 0,062 (+0,003) 4,4 (+0,12)
471 0,081 87,5 (+2,7) 0,035 (+0,001) 2,8 (+0,045)
518 0,1 106,5 (+4,95) 0,043 (+0,002) 0,78 (+0,072
618 0,105 113,43 0,0454 0
0,05 + -6
~ 0,04 | I
< 003 T4
3 13
2 0,02 + 1, g
@] ()
[a N 0,01 -+ 11 =
Q
<
0 *+ 0
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Fig. a-1 Evolution de la biomasse de la souche Y et
de sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche B en absence d’Offtired



Tableau a-2. Suivi cinétique de la culture séquentielle réaliséear le couple S. cerevisiae

Annexes de la partie 1T : Cultures séquentielles

souche BD. oenisouche Y, phase FML, en présence d'Optiréd

Concentration cellulaire

Durée (h) D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 0,003 1,6 (0) 0,00064 (+0) 4,96 (+0,05)

15 0,009 2,3 (x0,06) 0,00092 (+0,000024) 4,9 (#,13
87 0,012 4,38 (+0,03) 0,0018 (+0) 4,77 (x0,16)
183 0,015 5,22 (+0,33) 0,002 (+0,00012 4,47 (£D,13
282 0,017 9,3 (x0,14) 0,0037 (+0,00006 4,3 (x0)025
351 0,024 38,5 (+2,47) 0,0154 (+0,001) 3,25 (+0,09)
471 0,094 187,5 (+14,14) 0,075 (+0,006) 0,15 (p,03
518 0,123 208,75 (+26,5) 0,084 (+0,01) 0 (x0)

0 15

87 183 282 351 471 518

Temps (h)

—=—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Acide malique (g/l)

Fig. a-2 Evolution de la biomasse de la souche tfeet
sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche B en présence d’Offtired
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b- FML menée parO. oenisouche Y dans le milieu préfermenté pa8. cerevisiasouche C en

présence de 200 mg/L d’Optiref.

Tableau b-1.Suivi cinétique de la culture séquentielle réaliségar le coupleS. cerevisiae

Annexes de la partie 1T : Cultures séquentielles

souche CD. oenisouche Y, phase FML, en présence d’Optiréd

Concentration cellulairg

Durée (h) D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 0,01 3,75 (+0,36) 0,0015 (x0,00014) 4,72 (+0,032)
22 0,011 4,09 (+0,12) 0,0016 (+0,00004) 4,63 (¥B)03
46 0,018 5,76 (£0,2) 0,0023 (+0,00008) 4,46 (+0)086
70 0,022 5,95 (+0,06) 0,0024 (+0) 4,26 (+0,01)

142 0,027 8,73 (£0,23) 0,0035 (+0,0001) 3,92 (#p,07
209 0,026 12,75 (+0,25) 0,0051 (+0,0001) 3,65 (2p,0
309 0,045 21,92 (+1) 0,0088 (+0,0004 3,35 (+0,07)
378 0,07 42,75 (£3,2) 0,017 (+0,0013 3,02 (+0,08)
474 0,17 51,2 (6,3) 0,02 (+0,0024) 2,2 (x0,1)
551 0,057 51,7 (£3,13) 0,021(+0,0013 1,25 (x0,06)
645 0,042 51,72 (¥2,53) 0,021 (x0,001) 0,8 (x0,023)
714 0,064 49,85 (£1,76) 0,02 (+0,0008) 0,57 (+0)035
800 0,07 50 (+1,8) 0,02 (+0,0008) 0,3 (x0,05)
886 0,073 52 (+2,6) 0,02 (+0,001) 0 (x0)

0.025 +

0.02 +

0.015 +

0.01 +

Poids sec (g/l)

0.005 +

0

g

Q Wl 10 A O B ADAX D D K O O
VR AP AN PN SR
Durée (h)

—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

N
(6]
Acide malique (g/l)

Fig. b-1 Evolution de la biomasse de la souche deet
sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche C en présence d’Offtired
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Annexes de la partie 1T : Cultures séquentielles

c- FML menée parO. oenisouche Y dans le milieu préfermenté pa8. cerevisiasouche D en
présence de 200 mg/L d’Optiref.

Tableau c-1. Suivi cinétique de la culture séquentielle réalisépar le couple S. cerevisiae
souche DO. oenisouche Y, phase FML, en présence d'Optiréd

Durée (h) Co(zgﬁﬂltéz;'r?]rﬂ)cfnllgam Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 2,42 (+0,085) 0,001 (x0,00004) 4,84 (+0,027)
17 4,96 (+0,17) 0,002 (+0,00008) 4,75 (+0,04)
46 8,22 (+0,12) 0,0033 (+0,00006 4,67 (x0,012)

113 8,84 (+0,25) 0,0035 (+0,0001) 4,33 (x0,012)
192 12,2 (1) 0,005 (+0,0004) 4,2 (x0,015)
216 13 (+1,1) 0,0052 (+0,0004) 4,06 (+0,021)
360 30,4 (+2,3) 0,012 (+0,001) 3,64 (+0,09)
452 51,4 (+0,18) 0,021 (+0,00008) 3,16 (+0,14)
524 92 (0) 0,037 (x0) 2,62 (+0,023)
622 145 (£3,54) 0,058 (+0,0014) 1,84 (+0,02)
691 188 (+4,6) 0,075 (x0,002) 1,5 (0,02)
835 212,5 (¥3,7) 0,085 (+0,0014) 1 (x0,05)
962 238 (+4,3) 0,095 (x0,002) 0,6 (x0,07)
1172 240 (+4,54) 0,095 (x0,002) 0,2 (x0,04)
1300 242 (£5,7) 0,095 (+0,002) 0 (x0)

Poids sec (g/I
o
o
(5}
w
Acide malique (g/l)

123456 7 8 9101112131415
Durée (h)

—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. c-1 Evolution de la biomasse de la souche teet
sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche D en présence d’Offtired
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Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

Partie Ill. Caractérisation partielle d’'un métaboli te levurien inhibiteur de nature protéique.

Les milieux synthétiques jus de raisin préfermergésS. cerevisiaesouches D et C ont été
fortement inhibiteurs vis-a-vis de la croissancet®denne et de la démalication ch@z oeni
souche X. Comme déja expliqué dans la partie ll-de3ce chapitre, les molécules inhibitrices
dosées (éthanol, S@t acides gras) ainsi que la composition azotéendkeux a la fin de la FA
n’expliquent que partiellement I'inhibition de IME observée dans ces deux milieux. Pour cela, on
a décidé d'investiguer la présence d’autres moéscirhibitrices et de vérifier si une molécule de
nature protéique était impliquée dans l'inhibitiddans ce qui suit nous procéderons a une

caractérisation partielle de ces molécules progsqu

l1I-1 Etude faite sur le milieu synthétique jus deraisin préfermenté par S. cerevisiasouche D.

[1I-1-1 Traitements thermique et enzymatique.

Un traitement thermique (100°C/30 minutes) et wmitédment enzymatique avec des enzymes
protéolytiques (1Qug/uL d’enzyme) ont été effectués sur le milieu préfemté parS. cerevisiae
souche D comme déja décrit dans la partie II-2-2HdlThapitre Il, paragraphe a. Dans ce qui suit
nous présenterons les résultats obtenus suit@iéentent thermique et au traitement enzymatique a
la pepsine. Les traitements enzymatiques utiliattypsine, la chymotrypsine et la protéase XIV
ont conduit & des problemes expérimentaux (prétipit) ce qui a perturbé le déroulement de la
FML. Les résultats de ces manipulations seront deunéme donnés en annexes de la partie Ill-1-
1.
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Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

Résultats

(@) (b)

Biomasse (g/l)
Acide malique (g/l)

o T : : ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

Durée (h) Durée (h)

Fig. lll-1 Evolution de la biomasse@:. oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) dans le milieu préfermenté far cerevisiasouche D traité a la chaleur et a la pepsine ginsi
dans les milieux témoinsa) traitement enzymatique : 10g/uL de pepsine, &) traitement
thermique : 100°C/30 minutegy)(témoin 1 : milieu synthétique jus de raisin) {¢moin 2 : milieu

synthétique vin,€) témoin 3 : milieu préfermenté p&r cerevisiasouche D et non traité.

Tableau llI-1. Parametres cinétiques des FML menéepar O. oenisouche X dans le milieu

préfermenté par S. cerevisiaesouche D traité a la chaleur et a la pepsine et da les milieux

témoins.

Traitement & Traitement a

Témoin 1| Témoin 2 Témoin 3 la pepsine | la chaleur

Biomasse initiale (g/L) 0,013 0,013 0,011 0,009 00,0
Biomasse maximale (g/L) 0,7 0,29 0,03 0,26 0,24

Productivité (g/L/h) 240x 10| 85x10° | 8x10° 137 x 10° 121 x 10°

Acide malique initial (g/L) 5,2 4 5 4,85 4,75

Acide malique final (g/L) 0 0 4,63 0 0

Vitesse globale de démalication (g/L/h) 18 10 6 x 10° 2x10° 6,2 x 10° 5,3 x 10°
Pourcentage d’inhibition de la vitess

D

de démalication (%) - 67 89 65 70
Vitesse spécifique moyenne de

démalication (g/g/h) 26 x10| 21x10° | 74x10° 24 x 16° 22 x 10°

Durée de la FML (h) 288 695 187 784 900

163



Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

Discussion

Les résultats illustrés dans la figure Ill-1 nousntnent une nette amélioration de la croissance
bactérienne et une consommation compléte de I'atidique suite aux traitements thermique et
enzymatique du milieu préfermenté @rcerevisiasouche D. Ces résultats sont indicateurs de la
nature protéigue de la molécule inhibitrice en tjoas Cependant si nous comparons ces résultats a
ceux obtenus dans le milieu synthétique jus dénréi@moin 1), nous constatons que les biomasses
maximales obtenues ainsi que les productivitée®tvitesses globales de démalication dans les
milieux traités restent plus faibles (cf tabledtdll. Ceci veut dire que I'agent protéique en gioest

est responsable d’'une partie de l'inhibition etilgagit de facon synergique avec les autres
conditions inhibitrices du milieu pour amplifieridhibition. D’aprés le tableau I1ll-1, nous
remarquons gue les biomasses maximales ainsi guprdeluctivités obtenues dans les milieux
traités a la chaleur et a la pepsine étaient poehdortement améliorées par rapport a celles du
milieu préfermenté pa®. cerevisiaesouche D mais non traité (témoin 3). En effet, akeurs
obtenues suite au traitement a la pepsine étagmpectivement 8,7 et 17 fois plus élevées que
celles du témoin 3. Néanmoins elles restaient 2,7,% fois inférieures a celles du témoin 1.
Parallelement a la croissance cellulaire, la déaratdéin était compléte et les vitesses globales de
démalication étaient proches dans les deux milireaités avec une valeur 1,2 fois plus élevée suite
au traitement a la pepsine. Cette démalicatiort 8tdois plus rapide dans le milieu traité a la
pepsine que dans le témoin 3 au niveau duquel @B7d’acide malique ont été uniquement
consommeés. Cependant les vitesses globales deidétioal dans les milieux traités a la pepsine et
a la chaleur restaient toujours 2,9 et 3,4 fois jdntes que celle du témoin 1.

D’autre part, la comparaison des résultats obteniis aux traitements a la pepsine et a la chaleur
avec ceux obtenus dans le milieu synthétiqgue @mg¢in 2) nous montre une certaine ressemblance
dans le comportement@: oenisouche X. En effet, les biomasses maximales obtedans ces 3
milieux étaient trés proches bien que la produgidans le témoin 2 était respectivement 1,6 et 1,4
fois plus faible que dans les milieux traités @égsine et a la chaleur et ceci a cause de ladongu
phase de latence présente dans ce témoin. Delgdusitesses globales de démalication étaient
proches et la démalication était complete. Les geniages d’inhibition de la démalication étaient
presque identigues ce qui suggere que linhibitiestante dans le milieu préfermenté @ar
cerevisiaesouche D apres traitements enzymatique et theenigfait surtout due a la présence de
'éthanol. Nous rappelons que ce dernier était aesable de la réduction de la vitesse de
démalication de 67 %. La comparaison des pourcestdgnhibition de la démalication des milieux
traités a celui du milieu non traité (témoin 3)usgoermet d’estimer la participation de I'agent
protéique a I'inhibition a 22 %. On peut ainsi déduwjue I'inhibition dO. oenisouche X dans le
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milieu préfermenté paf. cerevisiaesouche D était principalement due a I'éthanol #45de
l'inhibition totale) et a un métabolite de naturetgique (25 % de I'inhibition totale).

Finalement, les vitesses spécifiques de démalitatéms les milieux traités et le témoin 2 étaient
proches de celle du témoin 1 ce qui veut dire caeplus longue durée requise pour
'accomplissement de la FML dans ces milieux et lpasuite la plus faible vitesse globale de
démalication étaient dues a une limitation danditanasse formée plutét qu’a une inhibition
directe de la consommation de I'acide malique. @stirenforcé par 'augmentation de la vitesse
spécifique dans le milieu non traité suite a umaiglition importante de la biomasse.

L'implication de molécules protéiques dans lintidm de la FML a été peu exploitée jusqu'a
présent. En plus de l'identification par Diekal. (1992) de deux protéines cationiques synthétisées
parS. cerevisiasouche R107, les travaux récents de Constiral. (2004) et Osborne et Edwards
(2007) ont permis la caractérisation partielle dexdpeptides inhibiteurs de la FML. Alors que le
peptide étudié par Comitirgt al. (2004) était synthétisé p&. cerevisiasouche F63 et présentait
un poids moléculaire supérieur a 10 KDa, celui c#@résé par Osborne et Edwards (2007) était
synthétisée paB. cerevisiasouche RUBY.ferm et présentait un poids molécelde 5,9 KDa (cf
partie 1-5-2 du chapitre | de ce manuscrit). D'apceés auteurs, il semble que la nature du peptide
inhibiteur est étroitement liée a la souche de rfewen question. Les résultats obtenus suite au
fractionnement du milieu préfermenté @Earcerevisiasouche D par ultrafiltration et dialyse nous
permettront d’avoir une idée sur la taille de laléoale produite par cette souche et de voir
desquels des deux peptides identifiés par cesrawéia est le plus rapprochée.

Notons que la méthode des puits (cf partie 11-2t2eli chapitre Il, paragraphe b), réalisée par
utilisation du surnageant du milieu préfermenté $acerevisiasouche D et de la bactéfe oeni
souche X n’a pas entrainé la formation d’'un halatdbition. En effet, ceci peut s’expliquer par le
fait gue méme pendant la culture séquentielle tanslieu préfermenté pa8. cerevisiasouche D

on n'a pas observé un déclin de la population biactée aprés inoculation des 2 > tellules/mL.

Au contraire, on a observé une faible croissandialaiee aboutissant a la formation de 6,6 ¥ 10
cellules/mL suivie d'une phase stationnaire et digébut de déclin (cf annexes de la partie II-1-3,
paragraphe c). Ce test n’est donc pas pertinentgsiumer I'effet inhibiteur d&. cerevisiasouche

D sur la FML puisqu’il ne se base que sur l'inhinit de la croissance bactérienne. Nous rappelons
gue ces deux activités ne sont pas systématiquerogstées.

Par ailleurs, on n’a pas non plus réussi a prégigitficacement les protéines du milieu préfermenté
par S. cerevisiaesouche D au sulfate d’ammonium comme décrit danpartie 11-2-2-11 du
chapitre Il, paragraphe c. En effet, a 60 % deraatm en sulfate d’ammonium, le culot de
protéines obtenu aprés centrifugation se détatd@iement en récupérant le surnageant. Méme en
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augmentant le pourcentage de saturation en sudfatamonium a 75 %, le résultat n’était pas
meilleur. On a donc finalement décidé de passerctiment a l'ultrafiltration et a la dialyse (cf

partie 11-2-2-11 du chapitre II, paragraphes d)et e

[1I-1-2 Fractionnement du milieu préfermenté par S. cerevisiaesouche D par ultrafiltration et

dialyse.

L'ultrafiltration et la dialyse nous ont permis ftactionner le milieu préfermenté p&r cerevisiae
souche D et les fractions obtenues étaient lesstes :
- Fraction 1 : poids moléculaire compris entre 3,5 EDa.
- Fraction 2 : poids moléculaire supérieure a 5 Kb#&action 3,5 fois concentrée dans le
milieu MRS.
- Fraction 3 : poids moléculaire supérieure a 10 Kb#&action 3,5 fois concentrée dans le
milieu MRS.

Dans ce qui suit nous présenterons les résultatd-it. menées paD. oenisouche X dans les
milieux MRS modifiés contenant les 3 fractions jdigties citées ci-dessus ainsi que dans le
milieu MRS témoin (milieu MRS modifié, cf compositi partie 11-1-2 du chapitre Il de ce
manuscrit). En annexes de la partie IlI-1-2 sepvé@sentés les tableaux et les figures représdetant

suivi cinétique de chacune de ces FML.

166



Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

Résultats

(@) (b)

Biomasse (g/l)
Acide malique (g/l)
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Fig. Ill-2 Evolution de la biomasse@:. oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) dans les milieux MRS contenant les différeritastions peptidiques du milieu préfermenté par
S. cerevisiasouche D ainsi que dans le milieu MRS témaos).témoin : milieu MRS modifié,x)
fraction peptidique entre 3,5 et 5 KDah ) fraction peptidique supérieure a 5 KDa, (x) fract
peptidique supérieure a 10 KDa.

Tableau IlI-2. Parametres cinétiques des FML menéegar O. oenisouche X dans les milieux
MRS contenant les différentes fractions peptidiquesiu milieu préfermenté par S. cerevisiae

souche D ainsi que dans le milieu témoin.

Fraction . - . -
Témoin peptidique entre Fracppn peptldlqu% Fra9t!on pe‘pt|d|que’
35 et5 KDa supérieure a 5 KDa supérieure a 10 KDa
Biomasse initiale (g/L) 0,009 0,011 0,009 0,009
Biomasse finale (g/L) 5,76 5,04 0,0054 3,7
Productivité (g/L/h) 23x 10 20 x 10° - 14 x 10°
Acide malique initial (g/L) 4 4,07 4,04 4,07
Acide malique final (g/L) 0 0 4 0
Vitesse globale de
démalication (g/L/h) 11x10° 11x10° - 11 x10°
Vitessg spé_cifique moyenne ; g, 13 29y 10° i 3 x 10°
de démalication (g/g/h) ' '
Durée de la FML (h) 360 360 618 360

Discussion

La figure 1ll-2 et le tableau IlI-2 nous montreni’@. oenisouche X a présenté le méme profil

cinétique de croissance et de démalication damslieu MRS contenant la fraction peptidique
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comprise entre 3,5 et 5 KDa et dans le milieu témbe profil de démalication dans le milieu
contenant la fraction peptidique supérieure a 10akdiait identique aux deux premiers mais la
croissance cellulaire était légérement plus failter contre, le milieu contenant la fraction
peptidique supérieure a 5 KDa a été fortement itéhib En effet dans ce milieu il n'y a pas eu de
croissance cellulaire ni de démalication. Au cargran a observé une mort cellulaire aprés 260
heures qui n’est pas visible sur la figure llI-2isngqu’on peut visualiser sur la figure ¢ de I'anaex
llI-1-2. Ces résultats nous ménent a la conclugjoe le milieu préfermenté p&. cerevisiae
souche D contient un peptide inhibiteur qui possédepoids moléculaire compris entre 5 et 10
KDa. Etant donné que la fraction peptidique supeeer 5 KDa a été 3,5 fois concentrée suite a
notre démarche expérimentale, et prenant en coasioié les 10 % d’éthanol présents dans le
milieu MRS, on peut mieux comprendre cette inhilmitdrastique de la croissance cellulaire et de la
démalication. Ce peptide inhibiteur, de part sketasemble étre plus proche de celui identifié par
Osborne et Edwards (2007) (5,9 KDa) que de cekntiflé par Comitiniet al. (2004) (supérieur a
10 KDa). Osborne et Edwards (2007) avaient proposéanécanisme d’action de leur peptide
semblable a celui des bactériocines vu sa petile t&ors que Comitiniet al. (2004) avaient
montré que leur peptide agissait vraisemblableraentes récepteurs spécifiqgues de la membrane
cellulaire qui se saturaient au fur et a mesure lgusoncentration du peptide augmentait ce qui
expliquait 'augmentation de l'inhibition. Des mé&tsmes similaires pourraient étre impliqués dans
l'inhibition observée dans notre cas.

Finalement des tests supplémentaires sont encoessaires pour déterminer le poids moléculaire
exact de ce peptide, son mode et son seuil d’aciiosi que le moment de son relargage dans le

milieu par la levure au cours de la FA.

l1I-2 Etude faite sur le milieu synthétique jus deraisin préfermenté par S. cerevisiasouche C.

[1I-2-1 Traitements thermique et enzymatique.

La méme démarche expérimentale utilisée avec lieundréfermenté pad. cerevisiasouche D a
été adoptée pour tester la présence d’'un agerdtiguetinhibiteur dans le milieu préfermenté Bar
cerevisiaesouche C. Dans ce cas, seule la pepsine a és&afdour le traitement enzymatique. Par
contre, deux traitements thermiques ont été ré&alisg effet, aprés chauffage pendant 30 minutes
dans un bain-marie thermostaté a 100°C, l'inhibitio’a pas été levée alors que lactivité
enzymatique de la pepsine avait partiellement Iéudgbition. Pour cela, on a autoclavé le milieu
préfermenté pas. cerevisiasouche C (120°C /20 minutes). Les résultats déxeintes FML
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meneées paD. oenisouche X dans les milieux traités et les miliegmains sont donnés dans ce qui
suit.

Résultats

(@)
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0.7

0.6 §

0.5 4

0.4 4

0.3

Biomasse (g/l)
Acide malique (g/l)
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0 ; . —
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Fig. 11l-3 Evolution de la biomasse@:. oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) dans le milieu préfermenté p&. cerevisiaesouche C apres traitements enzymatique et
thermique ainsi que dans les milieux témoins. QggluL de pepsine,dq) autoclavage (120°C/20
minutes), A) témoin 1 : milieu synthétique jus de raisin) {¢moin 2 : milieu synthétique vine)

témoin 3 : milieu préfermenté p&r cerevisiasouche C et non-traité.

Tableau 11I-3. Parametres cinétiques des FML menéepar O. oenisouche X dans le milieu

préfermenté par S. cerevisiassouche C apres traitement a la pepsine et autockaye ainsi que

dans les milieux témoins.

Traitement a
Témoin 1 Témoin 2 Témoin 3| la pepsine Autoclavagsg
Biomasse initiale (g/L) 0,013 0,013 0,008 0,018 18,0
Biomasse maximale (g/L) 0,7 0,29 0,057 0,22 0,11
Productivité (g/L/h) 240x 10| 85x10° 13,6 x 10 78 x 10° 28 x 10°
Acide malique initial (g/L) 52 4 5,05 4,73 5
Acide malique final (g/L) 0 0 3,5 0 2,8
Vitesse globale de démalicatioh
(g/L/h) 18 x 10° 6 x 10° 2,83x10 | 4,83x10° 3,86 x 10°
Pourcentage d’inhibition de la
vitesse de démalication (%) - 67 84 73 79
Vitesse spécifique moyenne dg
démalication (g/g/h) 26x10| 21x10° 50 x 10° 21 x10° 35 x 10°
Durée de la FML (h) 288 695 548 980 570
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Discussion

Le traitement a la pepsine a amélioré la croissatathilaire et a entrainé une démalication
compléete. En effet, la biomasse maximale forméa @roductivité ont été respectivement 3,86 et
5,74 fois plus élevées que dans le milieu préfeténarais non traité (témoin 3). La démalication a
été complétement achevée et la vitesse global@maldtation a été 1,71 fois plus rapide que celle
du témoin 3 au niveau duquel 1,55 g/L d’acide madignt été uniquement consommeés. Cependant,
la comparaison de ces résultats avec le témoin ftrendbien que linhibition n'a été que
partiellement levée. La biomasse maximale et lalyetvité étaient toujours 3,2 et 3,1 fois plus
faibles que celles du témoin 1 et la vitesse gwloE démalication était 3,73 fois plus lente. De
méme, si nous comparons les résultats a ceux duinémous constatons que l'inhibition restante
dans le milieu aprés traitement enzymatique éajbtirs plus élevée (cf tableau IlI-3). L'ensemble
de ces résultats nous aménent a penser qu’une utebfE nature protéique pourrait étre impliquée
dans l'inhibition. La comparaison du pourcentagmtdbition de la démalication du témoin 3 a
celui du milieu traité a la pepsine nous laissespeque cette molécule protéique serait responsable
de 11 % de l'inhibition. De plus la comparaison@ie pourcentage d’inhibition du témoin 2 nous
permet de dire qu’aprés traitement a la pepsiigibition restante n’était pas uniquement due a
I'éthanol mais a d’autres molécules également iguges.

Concernant le traitement thermique, deux étapesétintréalisées. Dans un premier temps, un
chauffage du milieu a 100°C pendant 30 minutegpa&levé l'inhibition (cf tableau a-1 et figure a-
1, annexes de la partie 11I-2-1) ce qui peut éwe d une thermostabilité de I'inhibiteur a cette
température. Pour cela on a autoclavé le milieanBjue la biomasse formée, la productivité et la
vitesse globale de démalication aient été amékoréspectivement de 1,93, 2,1 et 1,36 fois par
rapport au milieu non traité (témoin 3), la dénetiien est restée incompléte et uniquement 2,2 g/L
d’acide malique ont été consommés. La comparaisopadircentage d’inhibition avec celui du
témoin 2 nous montre qu’en plus de I'éthanol, steedans le milieu des molécules inhibitrices non
sensibles a la chaleur et qui sont responsablesnd@ns 12 % de la réduction de la démalication.
D’autre part la comparaison avec celui du témamo@s montre que I'inhibition levée constituait au
maximum 5 % de I'ensemble de l'inhibition. Notonsed’autoclavage pourrait avoir entrainé une

évaporation d’'une certaine quantité d’éthanol.

Finalement, les résultats obtenus aprés traitentbetsnique et enzymatique nous amenent a 2
conclusions possibles :
- il existe une molécule protéique inhibitrice, thestable a 100°C mais sensible a
l'autoclavage, qui participe faiblement a l'inhibit en réduisant la vitesse de démalication
de maximum 5 %. Suite a sa dénaturation par amagés I'inhibition reste importante et la
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démalication incompléte car d’autres moléculeshithices sont impliquées (éthanol, O
acides gras, molécules non identifiées, etc....nkedleur résultat obtenu suite a I'action de
la pepsine pourrait étre due en plus de I'élimoratie la molécule protéique en question, a
I'enrichissement du milieu en acides aminés stiteuls de la FML par dégradation des
protéines de ce milieu (1023 mg/L).

- la protéine en question est thermostable méme apuésclavage et donc lactivité
inhibitrice résiduelle dans ce cas est due entiesua cette protéine. Elle a été uniquement
dénaturée suite a I'action de la pepsine et awatiqipé a I'inhibition en réduisant la vitesse
de démalication de maximum 11 %.

On a finalement décidé de fractionner le milieufgn@éenté parS. cerevisiaesouche C par
ultrafiltration et dialyse comme on avait procédéeale milieu préfermenté pa&. cerevisiae
souche D pour veérifier si effectivement une molécde nature protéique était impliguée dans

I'inhibition et pour essayer de déterminer son paitbléculaire.

llI-2-2 Fractionnement du milieu synthétique jus deraisin préfermenté par S. cerevisiae
souche C par ultrafiltration et dialyse.

Dans ce qui suit nous présenterons les résultatd-M. menées paD. oenisouche X dans les
milieux MRS modifiés contenant les 3 fractions jigties provenant du milieu préfermenté gar
cerevisiaesouche C (entre 3,5 et 5 KDa, supérieure a 5 KD@erieure a 10 KDa) ainsi que dans le
milieu MRS témoin (milieu MRS modifié, cf compositi partie 11-1-2 du chapitre Il de ce
manuscrit). En annexes de la partie 111-2-2 sepré@sentés les tableaux et les figures représdetant

suivi cinétique de chacune de ces FML.
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Résultats
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Fig. lll-4 Evolution de la biomasse@:. oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique

(b) dans les milieux MRS contenant les différeritastions peptidiques du milieu préfermenté par

S. cerevisiasouche C ainsi que dans le milieu MRS témaitémoin : milieu MRS modifié,x)
fraction peptidique entre 3,5 et 5 KDah ) fraction peptidique supérieure a 5 KDa, (x) fiact
peptidique supérieure a 10 KDa.

Tableau IlI-4. Parametres cinétiques des FML menéegar O. oenisouche X dans les milieux

MRS contenant les différentes fractions peptidiquesiu milieu préfermenté par S. cerevisiae

souche C ainsi que dans le milieu témoin.

A F_rgction Fraction peptidiqug Fraction peptidique
Témoin | peptidique entre supérieure a 5 KDasupérieure a 10 KDa
3,5 et 5 KDa
Biomasse initiale (g/L) 0,009 0,009 0,013 0,013
Biomasse maximale (g/L) 5,76 6,68 2,7 5,36
Productivité (g/L/h) 23x 10 27 x 10° 5,4 x 10° 21 x 10°
Acide malique initial (g/L) 4 4,07 4,07 4,04
Acide malique final (g/L) 0 0 0 0
d\élrfqeaslfc?afi]l)onb?gl;li(/jﬁ) 11 x 10° 11 x 10° 5,5 x 10° 11 x 10°
Vitdesse, specifique moyenne, g9, 1 | 1 7x10° 2 x 10° 2,1x 10°
e démalication (g/g/h)
Durée de la FML (h) 360 360 740 360

Discussion

Dans les milieux MRS contenant les fractions peégtels comprises entre 3,5 et 5 KDa et

supérieures a 10 KD#&). oenisouche X a présenté des profils de croissance etéchalication

identiques a ceux du témoin (Figure 1l1-4 et tabléd&4). Une croissance légerement plus élevée a
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ete détectée en présence de la fraction peptidigogrise entre 3,5 et 5 KDa. Par contre, dans le
milieu contenant la fraction peptidique supérieaure KDa, la croissance cellulaire était plus faible
et la démalication plus lente & s’accomplir. Enegffla biomasse maximale obtenue et la
productivité étaient respectivement 2 et 4,3 fdissfaibles que celles du témoin. De plus la
démalication était completement achevée mais 2pis lente que celle du témoin. Ces résultats
nous confirment la présence d’'un peptide inhibitéerpoids moléculaire compris entre 5 et 10
KDa. Ce peptide, méme lorsqu’il est 3,5 fois comienn’empéche pas I'obtention d’'une bonne
croissance cellulaire et la consommation completéatide malique. On peut donc suggérer que
ce peptide est faiblement produit #&rcerevisiassouche C ou bien g@. oenisouche X est peu
sensible a son action inhibitrice. Ce peptide sengle différent de celui produit p&r cerevisiae
souche D car contrairement a ce dernier, il egirtbstable & 100°C et son action inhibitrice est
moins importante (cf partie 11l-1). Nous pouvonsndaonclure que ces peptides inhibiteurs sont
spécifiqgues de la souche de levure en question.n@pour le peptide produit p&. cerevisiae
souche D, des tests supplémentaires sont encoessades pour déterminer le poids moléculaire
exact du peptide produit p&t cerevisiasouche C, son mode et son seuil d’action et le embie
son relargage dans le milieu par la levure au cdersa FA. Vu que la démalication peut étre
completement achevée en présence de ce peptideuIMiRS, peptide 3,5 fois concentré) et en son
absence (milieu préfermenté frcerevisiasouche C traité a la pepsine), on peut suggérecgue
peptide n'a un effet que lorsqu’il est associé aukres molécules inhibitrices du milieu. On peut
donc supposer gu’il a une action semblable a cafebactériocines comme dans le cas du peptide
identifié par Osborne et Edwards (2007). Il forniteeansi un pore membranaire et permettrait
I'entrée des autres molécules inhibitrices entteeade SQ (28,9 mg/L de Setotal dont 8,9 mg/L

de SQ libre produits pa6. cerevisiasouche C) d'ou la forte action inhibitrice lorsij@’st associé
aux autres facteurs du milieu. Cependant ceci reste hypothése et d’autres modes d’action

peuvent étre impliqués.
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[11-3 Conclusion

Dans cette partie, nous avons essayé de rechdache¥sence de molécules inhibitrices de nature
protéigue dans les milieux préfermentés acerevisiasouches C et D. Les résultats ont montré
que l'inhibition exercée par la souche D était iplegment due a un peptide de poids moléculaire
compris entre 5 et 10 KDa capable de réduire lassg de démalication de 25 %. Il agit
principalement avec I'éthanol responsable de laigigon de la vitesse de démalication de 75 %
mais sa présence semble étre essentielle pouremfoktement la démalication. D’autre part les
résultats obtenus ave8. cerevisiaesouche C ont également montré la présence d’utidpep
inhibiteur de poids moléculaire compris entre 516t KDa capable de réduire la vitesse de
démalication de 5 a 11 %. Ces deux peptides neleatnias étre les mémes car celui synthétisé
par la souche C est thermostable a 100°C contraiteau peptide synthétisé par la souche D. De
plus son action inhibitrice sur la réalisation dd-ML n’est pas aussi importante que celle exercée
par le peptide synthétisé par la souche D. En,effé@me quand il est 3,5 fois concentré, la
démalication est 2 fois ralentie mais elle est&athent achevée contrairement au peptide produit

par la souche D qui inhibe completement la démtédicalans ce cas.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

Annexes de la partie IlI-1-1 : Traitements thermigque et enzymatique du milieu synthétique

jus de raisin préfermenté parS. cerevisiasouche D.

a-Traitement thermique du milieu préfermenté parS. cerevisiaesouche D.

Tableau a-1. Suivi cinétigue de la FML réalisée parO. oeni souche X dans le milieu

préfermenté par S. cerevisiasouche D et traité a la chaleur (100°C/30 minutes)

Concentration cellulairg
Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 2 (x0,2) 0,009 (x0,001) 4,75 (+0,05)
16 4,09 (+0,2) 0,018 (x0,0009) 4,8 (x0,05)
113 35,13 (¥1,24) 0,16 (+0,006) 4,5 (x0,06)
183 51,6 (x1,5) 0,23 (+0,007) 3,71 (+0,02)
281 51,83 (1) 0,23 (+0,0044) 3,15 (+0,02)
352 53 (+2,3) 0,24 (+0,01) 2,86 (+0,06)
477 53,13 (£2) 0,24 (+0,009) 2,2 (+0,13)
545 54 (+2,7) 0,24 (£0,012) 1,8 (£0,08)
646 54,3 (£3,1) 0,24 (+0,014) 1,2 (+0,05)
784 53 (¥2,3) 0,24 (+0,01) 0,6 (x0,07)
900 53,7 (£2) 0,24 (£0,009) 0 (x0)
0.3 7 -6
0.25 + +5 _
S 02+ La %
§ 0.15 + 13 i;j
3 01+ 125
. 3
0.05 + 118
0 } } } } } } —e— 0

© D D oYy S H O > O
M RRTARTATRPT A P
Durée (h)

—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. a-1 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche D et traité a la chaleur.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

b-Traitements enzymatiques du milieu préfermenté paS. cerevisiasouche D.

b-1 Pepsine

Tableau b-1. Suivi cinétigue de la FML réalisée parO. oeni souche X dans le milieu

préfermenté par S. cerevisiasouche D et traité a la pepsine.

. Concentration cellulaire . . .
Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 2 (+0,06) 0,009 (+0,0003 4,85 (+0,06)
16 4,89 (+0,044) 0,022 (+0,0002) 4,86 (+0,06)
113 37 (£3,36) 0,17 (x0,015) 4,3 (£0,11)
183 56,6 (+1,94) 0,26 (+0,009) 3,47 (x0,006)
281 53,7 (£3) 0,24 (+0,013) 2,84 (+£0,044)
352 58,1 (£3,1) 0,26 (x0,014) 2,47 (x0,02)
477 58,4 (+2,8) 0,26 (+0,0125 1,9 (x0,006)
545 58,4 (+2,3) 0,26 (+0,01) 1,53 (x0,07)
646 58,6 (+2,3) 0,26 (+0,01) 1,1 (x0,04)
784 58 (+2) 0,26 (x0,009) 0 (x0)
03 -6
0.25 + 15
S 02t 42
8 015+ 132
» ©
k=] e
S 01+ 12
& 2
0.05 + 11 <
0 } } } } } } } } —o— 0

0 16 113 183 281 352 477 545 646 784

Durée (h)

—=—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Fig. b-1 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche D et traité a la pepsine.
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b-2 Trypsine

Tableau b-2. Suivi cinétigue de la FML réalisée parO. oeni souche X dans le milieu

Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

préfermenté par S. cerevisiaesouche D et traité a la trypsine.

Concentration cellulaire
Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 2,52 (+0,11) 0,011 (+0,0005 4,76 (x0,06)
89 13,5 (x0,65) 0,061 (+0,003 4,47 (x0,06)
159 25,25 (+2) 0,11 (+0,009) 4,05 (x0,015)
257 22,8 (£3,2) 0,1 (x0,01) 3,6 (+0,064)
329 19,75 (+0,9) 0,09 (+0,004) 3,43 (+0,05)
454 23,8 (£2,7) 0,11 (x0,012) 3,14 (+0,06)
522 21,15 (#1,5) 0,1 (x0,007) 2,97 (x0,07)
623 22 (¥1,7) 0,1 (x0,008) 2,43 (£0,04)
784 20 (x0,7) 0,09 (x0,0032) 2,4 (x0,03)
900 22,23 (+2,3) 0,1 (x0,01) 2,42 (+0,04)
0.12 + -5
145
0.1+ L4
S 008+ T353
P 3 g
% 0.06 - +25 2
©
3 +2 E
8 0.04 + 115 %
0.02 + T2
+05
0 } } } } } } } } } 0
0 89 159 257 329 454 522 623 784 900
Durée (h)
—a— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Fig. b-2 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche D et traité a la trypsine
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

b-3 Chymotrypsine

Tableau b-3. Suivi cinétigue de la FML réalisée parO. oeni souche X dans le milieu

préfermenté par S. cerevisiaesouche D et traité a la chymotrypsine.

Durée (h) Co(zgﬁﬂltéz;'r?]rﬂ)cfnllgalre Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 2,66 (+0,23) 0,012 (+0,001) 4,77 (+0,08)
89 8,83 (20,6) 0,04 (+0,003) 4,64 (+0,085)

159 14,5 (+0,43) 0,065 (+0,002 4,3 (x0,06)
257 13,92 (+0,8) 0,063 (0,004 4,14 (+0,03)
329 13,2 (#0,72) 0,06 (+0,0033 3,94 (x0,046)
454 13,25 (+0,6) 0,06 (+0,003) 3,81 (+0,023)
522 13,1 (x0,6) 0,06 (+0,003) 3,7 (x0,07)
623 13 (+0,4) 0,06 (+0,002) 3,75 (20,04)
0.07 + -6
0.06 + 1
g 0.05 + 14 %
o 0.04 + g
% oad I
3 =
S 002t T2 3
0.01 | i<
0 | | | | | | | 0
0 89 159 257 329 454 522 623
Durée (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Fig. b-3 Evolution de la biomasse de la souche deet
sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche D et ftraité a la
chymotrypsine.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

b-4 Protéase XIV

Tableau b-4. Suivi cinétigue de la FML réalisée parO. oeni souche X dans le milieu

préfermenté par S. cerevisiaesouche D et traité a la protéase XIV.

Durée (h) C(Zzgﬁg;{ézmt)cfullga”e Poids sec (g/L) Acide malique (g/L)
0 2 (x0) 0,009 (+0) 4,72 (+0,09)
16 3,4 (x0,2) 0,015 (+0,0009) 4,73 (x0,08)

113 8 (x0,4) 0,036 (+0,002) 4,62 (x0,11)
183 7,32 (20,16) 0,033 (+0,0007) 4,26 (+0,064)
281 7,4 (x0,18) 0,033 (+0,0008) 4,05 (x0,09)
352 7,4 (x0) 0,033 (x0) 3,83 (+0,053)
477 7,55 (+0,35) 0,034 (+0,0016) 3,75 (x0,07)
545 7,4 (x0,42) 0,033 (+0,002) 3,58 (+0,05)
646 7,5 (x0,33) 0,034 (+0,0015) 3,6 (x0,03)
0.04 -5
0.035 + T 2-5
= 0037 1353
2 0.025 + 13 g
g 002 +25 %
3 0.015 + t2 £
£ 001/ TL® %
4 1 <
0.005 1 Los
0 —t 0
0 16 113 183 281 352 477 545 646
Durée (h)
—a— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. b-4 Evolution de la biomasse de la souche deet

sa consommation d'acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche D et traité a la protéase
XIV.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

Annexes de la partie IlI-1-2 : Fractionnement du miieu préfermenté par S. cerevisiaesouche

D par ultrafiltration et dialyse.

a-Témoin

Tableau a. Suivi cinétigue de la FML réalisée pa®. oenisouche X dans le milieu témoin
(milieu MRS modifié).

Durée (h) C(Zggﬁgrézmt)cflkga”e Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 2 (+0,2) 0.009 (+0,0009 4 (+0,04)
18 9.6 (x0,8) 0.043 (+0,004) 3.93 (x0,07)
114 36 (£3,2) 0.16 (+0,0014) 3.3 (20,02)
260 1067 (£8,5) 4.8 (x0,04) 0.8 (x0,04)
360 1280 (x12,7) 5.76 (+0,06) 0 (x0)

7T T 4.5
6L 14
5 T35 2
5 T3 2
o 4t g
é T25 3
4 -+ ®
g3 2 g
© +15 o
a2+ . 2
-+ [}
<
Lt 105
0 = | e 0
0 18 114 260 360
Durée (h)
—a— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. a Evolution de la biomasse de la souche Xeet d
sa consommation d’acide malique dans le milieu
témoin MRS
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

b- Milieu MRS contenant la fraction peptidique du mlieu préfermenté par la souche D
comprise entre 3,5 et 5 KDa.

Tableau b. Suivi cinétique de la FML réalisée paf. oenisouche X en présence de la fraction
peptidiqgue du milieu préfermenté par la souche D amprise entre 3,5 et 5 KDa.

Concentration cellulaire
Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 2.4 (x0,23) 0.011 (x0,001) 4.07 (+0,03)
18 3.33 (x0,4) 0.015 (x0,002) 4.07 (x0,07)
114 33 (+3,2) 0.15 (+0,015) 3.44 (+0,11)
260 1000 (+7,6) 4.5 (x0,034) 0.94 (+0,05)
360 1120 (+13,8) 5.04 (+0,062) 0 (x0)
6 - 45
-4
5 +
35 =
Sa+ L3 2
ey 25 3
ol 2 3
k=] 1S
S 2+ - 15
o 9
14 o2
05
0 0
0 18 114 260 360
Durée (h)

—a— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. b Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique en présence
de la fraction peptidique du milieu préfermenté
par la souche D comprise entre 3,5 et 5 KDa.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

c- Milieu MRS contenant la fraction peptidique du milieu préfermenté par la souche D

supérieure a 5 KDa.

Tableau c. Suivi cinétique de la FML réalisée paO. oenisouche X en présence de la fraction
peptidigue du milieu préfermenté par la souche D suérieure a 5 KDa.

. Concentration cellulaire . . .
Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 2 (z0) 0.009 (+0) 4.04 (+0,08)
18 2,22 (+0,12) 0.01 (x0,00054 4 (+0,03)

114 2,11 (+0) 0.0095 (+0) 4 (+0,05)
260 2,1 (+0,03) 0.0093 (+0,0001) 3.95 (+0,07)
360 1,8 (+0,06) 0.008 (+0,0003 3.97 (+0,1)
618 1,2 (£0,01) 0.0054 (+0) 3.97 (x0,07)
0.012 + — 4.5
—— o o o +4
0.01 +
+35 =
S 0.008 ¢ 3 2
I3) T+25 32
§ 0.006 | 1, =
k=l 1S
S 0.004 1 115 o
s 11 g
0.002 | <
+05
0 } } } } } 0
0 18 114 260 360 618
Durée (h)
—a— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Fig. c Evolution de la biomasse de la souche Xeet d
sa consommation d'acide malique en présence de la
fraction peptidique provenant du milieu préfermenté
par la souche D et supérieure a 5 KDa.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

d- Milieu MRS contenant la fraction peptidigue du nilieu préfermenté par la souche D
supérieure a 10 KDa.

Tableau d. Suivi cinétique de la FML réalisée paf. oenisouche X en présence de la fraction
peptidiqgue du milieu préfermenté par la souche D suérieure a 10 KDa.

Durée (h) C?ggﬁﬂgi}ﬁtfi"{gawe Poids sec (g/L) Acide malique (g/L)
0 2 (x0) 0.009 (+0) 4.07 (x0,1)
18 3.64 (x0,22) 0.016 (x0,001) 4.05 (+0,04)

114 38 (£2,7) 0.17 (x0,012) 3.6 (x0,08)
260 630 (¥5,8) 2.84 (x0,026) 1.2 (x0,01)
360 820 (x10,4) 3.7 (0,047) 0 (x0)
4- T 45
3.5 1 T4
3 17352
3251 T3 o
] T25 3
2 2 12 S
3 197 115 5
o | °
1 TN
0.5 +05
0+—= : % 0
0 18 114 260 360
Durée (h)

—=—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. d Evolution de la biomasse de la souche Xeet d
sa consommation d'acide malique en présence de la
fraction peptidique provenant du milieu préfermenté
par la souche D et supérieure a 10 KDa.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

Annexes de la partie IlI-2-1 : Traitements thermique et enzymatique du milieu synthétique

jus de raisin préfermenté parS. cerevisiasouche C.

a-Traitement thermique du milieu préfermenté parS. cerevisiasouche C.

Tableau a-1. Suivi cinétigue de la FML réalisée parO. oeni souche X dans le milieu

préfermenté par S. cerevisiaesouche C apres chauffage de ce dernier a 100°C plamt 30

minutes.

. Concentration cellulaire . . .
Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L)
0 2 (x0,22) 0.009 (+0,001) 5 (x0,04)
23 2.22 (+0,12) 0.01 (+0,0005 4.95 (+0,06)
163 12.2 (+0,16) 0.055 (+0,0007) 4.4 (£0,13)
260 14 (+0,08) 0.063 (+0,0004 4.1 (x0,054)
332 15.6 (+0,43) 0.07 (x0,002) 3.8 (x0,16)
432 15.8 (+0,55) 0.071(+0,0025 3.6 (+0,08)
500 15 (20,7) 0.067 (+0,003) 3.53 (x0,04)
570 16 (£0,4) 0.071 (x0,0018 3.47 (x0,022)
640 16.4 (+0,32) 0.074 (x0,0014) 3.43 (x0,01)
712 15.6 (£0,25) 0.07 (x0,001) 3.45 (+0,07)
840 16.3 (x0,4) 0.073 (x0,0018 3.46 (20,11)
900 16 (+0,7) 0.071 (+0,003) 3.42 (x0,04)

0.08 6
0.07 15

0.06 - e
= 3
S 005 T4 9
% 0.04 + T332
8 003 | , E
€ 002+ I
0.01 + 1<
0 —t —t } —t F—F— } 0
© PPtV PSS GO FO S
Durée (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. a-1 Evolution de la biomasse de la souche X et
de sa consommation d’acide malique dans le milieu
préfermenté par la souche C et chauffé a 100°C
pendant 30 minutes.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

Tableau a-2. Suivi cinétigue de la FML réalisée parO. oeni souche X dans le milieu

préfermenté par S. cerevisiasouche C et autoclavé (120°C/20 minutes).

. Concentration cellulaire . . .

Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 3,98 (+0,24) 0,018 (+0,001) 5 (x0,06)
23 5 (x0,12) 0,023 (+0,000¢) 4,95 (x0,11)

163 15,6 (+0,07) 0,07 (x0,0003) 4,43 (+0,03)
260 19 (+0,35) 0,085 (+0,001b) 4 (+0,025)
332 24,4 (+0,42) 0,11 (+0,002 3,8 (x0,027)
432 23,3 (x0) 0,105 (x0) 3,4 (£0,1)
500 24 (+0,7) 0,108 (+0,003p) 3,1 (x0,06)
570 24,3 (x0,9) 0,11 (0,004 2,8 (£0,11)
640 24,5 (+0,14) 0,11 (+0,0006B) 2,86 (+0,14)
712 24,7 (£0,43) 0,11 (+0,002 2,82 (+0,08)
840 23 (x0,64) 0,103 (+0,003) 2,76 (+0,08)
900 22,7 (x0,7) 0,1 (x0,003) 2,82 (+0,1)
012 6
01+ 15 =
=008 14
2006 - t3 2
Som | 12 E
“ 002t 115
<<
0 R e R L
0 23 163 260 332 432 500 570 640 712 840 900
Durée (h)
—a—Poids sec (g/l) ——Acide malique (g/l)

Fig. a-2 Evolution de la biomasse de la souche X
et de sa consommation d’acide malique dans le
milieu préfermenté par la souche C et autoclavé.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

b- Traitement enzymatique du milieu préfermenté parS. cerevisiasouche C.

Tableau b. Suivi cinétique de la FML réalisée pa®. oenisouche X dans le milieu préfermenté

par S. cerevisiasouche C et traité a la pepsine.

Concentration cellulaire
Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) | Acide malique (g/L)
0 3,98 (x0,4) 0,018 (+0,002) 4,73 (x0,027)
23 7,26 (x0,21) 0,033 (+0,001 4,53 (+0,12)
163 33 (+0,35) 0,15 (+0,0016) 3,47 (+0,027)
260 49,1 (+2,26) 0,22 (+0,01) 2,59 (+0,025)
332 48,13 (+1,24) 0,22 (+0,006) 2,3 (x0,021)
432 49 (+0,8) 0,22 (+0,004) 1,86 (+0,006)
500 49,7 (+1,6) 0,22 (+0,007) 1,5 (0,02)
570 50 (+0,76) 0,23 (x0,0035) 1,3 (£0,06)
640 49,6 (+1,2) 0,22 (+0,005) 0,9 (x0,004)
712 50,4 (+1,6) 0,23 (+0,007) 0,6 (x0)
840 49,4 (x0,7) 0,22 (+0,003) 0,25 (+0,02)
910 49,7 (¥1,1) 0,22 (+0,005) 0,12 (+0,007)
980 50,7 (£1,4) 0,23 (x0,0064 0 (x0)
0,25 ~ T5
~ 021 145
? 0,15 - 135
g g
2 014 +2 g
[«] [}
a 0,05 + +1 g
<
0 +—F—F—+——F+—+—F+—F+—+—+— o+ 0
Q \335 %(,;1, (OQQ O %@ @9
Durée (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Fig. b Evolution de la biomasse de la souche Xeeta
consommation d'acide malique dans le milieu prééar@
par la souche C et traité a la pepsine.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

Annexes de la partie IlI-2-2 : Fractionnement du niieu préfermenté par S. cerevisiassouche

C par ultrafiltration et dialyse.

a- Milieu MRS contenant la fraction peptidique du milieu préfermenté par S. cerevisiae
souche C comprise entre 3,5 et 5 KDa.

Tableau a. Suivi cinétique de la FML réalisée pa®. oenisouche X en présence de la fraction

peptidigue du milieu préfermenté parS. cerevisiassouche C comprise entre 3,5 et 5 KDa.

Concentration cellulaire
Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) | Acide malique (g/L)
0 2,07 (#0,13) 0,0093 (+0,0006) 4,07 (+0,03)
18 2,86 (x0,22) 0,013 (x0,001) 4,07 (x0,03)
114 35 (+0,57) 0,16 (x0,0026) 3,54 (x0,07)
260 1040 (+16,4) 4,68 (+0,074) 0,92 (+0,08)
360 1485 (x22) 6,68 (+0,1) 0 (x0)
8+ +5
o 3=
G4 £5
%) +2 i“’
327 S
a Tl Z
0+—8——m=n 1 —e 0
0 18 114 260 360
Durée (h)
—a—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. a Evolution de la biomasse de la souche Xeet d
sa consommation d’acide malique en présence de la
fraction peptidique du milieu préfermenté par la
souche C comprise entre 3,5 et 5 KDa.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

b- Milieu MRS contenant la fraction peptidique du mnilieu préfermenté par S. cerevisiae

souche C supérieure a 5 KDa.

Tableau b. Suivi cinétique de la FML réalisée paf. oenisouche X en présence de la fraction
peptidigue du milieu préfermenté parS. cerevisiasouche C supérieure a 5 KDa.

. Concentration cellulaire . . .
Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L
0 2,93 (+0,16) 0,013 (x0,0007 4,07
18 3,73 (x0,05) 0,017 (x0,0003 4,07
114 19,45 (£1,2) 0,088 (+0,005 4,03
260 28,41 (+2,7) 0,13 (+0,012) 3,9
450 410 (8,6) 1,85 (+0,04) 2,9
618 510 (+7,5) 2,3 (x0,034) 1,45
740 600 (£15) 2,7 (£0,07) 0
3+ + 4,5
+4
_ 2,5 + l3s<
3 21 130G
o +25 =
= +15 £
* 05+ I
’ +05 <
0 +—=— | ‘ | | Fe— 0
0 18 114 260 450 618 740
Durée (h)
—a—Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/)

Fig. b Evolution de la biomasse de la souche Xeet d
sa consommation d'acide malique en présence de la
fraction peptidique du milieu préfermenté par la
souche C supérieure a 5 KDa.
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Annexes de la partie 111 : Métabolite levurien inhibiteur de nature protéique

c- Milieu MRS contenant la fraction peptidique du milieu préfermenté par S. cerevisiae
souche C supérieure a 10 KDa.

Tableau c. Suivi cinétique de la FML réalisée paD. oenisouche X en présence de la fraction

peptidiqgue du milieu préfermenté parS. cerevisiasouche C supérieure a 10 KDa.

Concentration cellulaire
Durée (h) (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) Acide malique (g/L)
0 2,85 (+0,16) 0,013 (+0,0007) 4,04 (x0,02)
18 5,55 (+0,11) 0,025 (+0,0006) 4 (x0)
114 36 (+0,74) 0,16 (x0,0033) 3,8 (x0,12)
260 1087 (£12,7) 4,9 (x0,06) 0,96 (+0,08)
360 1190 (+20) 5,36 (+0,09) 0 (x0)
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Fig. c Evolution de la biomasse de la souche Xeet d
sa consommation d’acide malique en présence de la
fraction peptidique du milieu préfermenté par la
souche C supérieure a 10 KDa.
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Cultures mixtes

Partie IV. Etude d’'une nouvelle stratégie d’inoculdion : cultures mixtes, et comparaison avec

la stratégie classique de cultures séquentielles.

Dans la partie 1l de ce chapitre, différents cosiflecerevisial®. oeniont été étudiés en appliquant
la stratégie classique de cultures séquentie@lesoenisouche X a été testée avBc cerevisiae
souches A, B, C et D et a été plus ou moins inhs#udeant la souche de levure choisie. Par contre
O. oenisouche Y qui a été testée av®ccerevisiasouches B, C et D, a été plus résistante aux
conditions inhibitrices et méme stimulée par lefieuk préfermentés par les souches B et C. Ces
résultats nous montrent que la réalisation de ld EMpend fortement du choix des souches de
levure et de bactérie dans un couple. Parmi lesesauches de levure testées @eoenisouche

X, S. cerevisiasouches C et D ont été les plus inhibitrices. Damite partie de notre étude, nous
avons décidé d'étudier a nouveau les couBeserevisiaesouche GD. oeni souche X etS.
cerevisiaesouche DD. oenisouche X en testant cette fois une nouvelle sfiatginoculation qui

est la culture mixte dans le but d’évaluer sontedte la réalisation de la FML. La comparaison des
résultats de la FML obtenus pour un méme coupls t& sa culture mixte et de sa culture
séquentielle nous permettra de déduire laquell@des stratégies est la plus avantageuse en termes
de croissance bactérienne et de démalication. @wartrent aux cultures séquentielles pendant
lesquelles la FML est démarrée apres achévementadeA, ces deux fermentations sont
déclenchées en méme temps lors d’'une culture maténoculation simultanée des levures et des
bactéries dans un bioréacteur a membrane (BRM)péfie II-2-1-2 du chapitre 1l de ce
manuscrit). Nous rappelons que dans la partie ld&3e chapitre, 3 gaz ont été testés sur des
cultures pures @. oenisouche X en BRM (air, C{et azote) dans le but de choisir le gaz le plus
convenable a la réalisation de la FML dans desitiond proches de celles rencontrées pendant le
procédé naturel de vinification. Suite aux réssl@btenus, 'azote a été retenu pour la réalisation
des cultures mixtes. Notons qu’un bullage d’'air3@eminutes par jour a été realisé les 3 premiers
jours de toutes les cultures mixtes sous azote l@aréservoir contenant les levures avec un débit
d'air de 1,8 vwvm (volume dair/volume de liquidefmte), étape qui rappelle la pratique de
remontage utilisée pendant le processus de vitiditaet qui vise entre autres a oxygéner les
levures pour améliorer la teneur en acides gragunss et la biomasse formeée.

Dans ce qui suit nous présenterons en premietdgetesultats obtenus pendant la culture mixte du
coupleS. cerevisiasouche DD. oenisouche X dans le BRM sous air et sous azote @abstide
souligner encore une fois I'importance du gaz dhsis la réalisation de la FML et d’étudier aussi
son effet sur le déroulement de la FA. Ensuite réudierons le coupl8. cerevisiasouche CGD.
oenisouche X en culture mixte dans le BRM sous azot®eparant dans un premier temps les deux
micro-organismes (levures dans le réservoir avaolmane et bactéries dans I'autre) puis en les
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meélangeant dans chacun des deux réservoirs dans de voir si un contact direct entre les cellules
des deux populations de micro-organismes induinaé inhibition de la croissance et de l'activité
métaboligue de l'une ou l'autre des deux popul&ioRour chacun des deux couples, nous
comparerons les résultats de la FML obtenus emreuthixte a ceux obtenus pendant la culture
séquentielle correspondante dans le but d’évalnegpdrtance de la stratégie d’inoculation choisie.
Notons que toutes les cultures mixtes ont étés@&adi dans le milieu synthétique jus de raisin en

BRM et ont été suivies jusqu'a I'arrét de consonimnade I'acide malique.

IV-1. Cultures mixtes réalisées avec le coupl®. cerevisiaesouche DD. oenisouche X dans le

milieu synthétique jus de raisin en BRM.

IV-1-1. Comparaison des résultats des FML et des FAbtenus pendant les cultures mixtes du

coupleS. cerevisiasouche DD. oenisouche X sous air et sous azote.

a- Fermentation malolactique (FML)

Résultats
() (b)
0.04 - 6 -
0.035 4 o o o o o o
0.03 -
g
< 0.025 - RS
2 g
% 0.02 1 g
g g
5 0.015 - ©
g e
0.01 <
0.005 |
0 ‘ : : : : : 0 : : : : : ‘
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Durée (h) Durée (h)

Fig. IV-1 Evolution de la biomasse@. oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) au cours des cultures mixtes agecerevisiasouche D dans le BRM sous air et sous azaoje. (

azote, ¢) air.
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Tableau IV-1. Paramétres cinétiques des FML menégsar O. oeni souche X pendant les

cultures mixtes avecS. cerevisiasouche D dans le BRM sous air et sous azote.

Azote Air

Biomasse initiale (g/L) 0,009 0,008
Biomasse maximale (g/L) 0,034 0,017
Productivité (g/L/h) 2,07x 10| 1,51x10

Acide malique initial (g/L) 5,03 5,07

Acide malique final (g/L) 1,34 3,4

Vitesse globale de démalication (g/L/h) 71%10 6,5x10°
Vitesse spécifique moyenne de démalication (g/g/h)209 x 10° 542 x 10°

Durée de la FML (h) 520 257

Discussion

La figure IV-1 et le tableau IV-1 nous montrent umeite amélioration de la croissance cellulaire
d’O. oenisouche X et de sa consommation d’acide maliquaedjoa utilise I'azote a la place de
l'air. En effet, I'utilisation de I'azote a augmeéntle deux fois la biomasse maximale formée et de
1,4 fois la productivité. Le profil de croissanamis air montre une courte phase de latence de 43
heures non observée sous azote, suivie d'une coliaise de croissance de 53 heures. Ensuite nous
distinguons le début d’'une phase de déclin qui cenum a 116 heures et pendant laquelle la
démalication se poursuit. En effet, a son débuestait encore dans le milieu 4,06 g/L d’acide
malique mais la démalication va continuer et valément durer 257 heures et s’arréter en laissant
dans le milieu 3,4 g/L d’acide malique. Par contiajs azote on n’observe pas de phase de déclin.
La phase de croissance est suivie d’'une phaserstatre qui est maintenue tout au long de la
démalication qui a duré 520 heures et s’est arrétédaissant dans le milieu 1,34 g/L d’acide
malique. Nous remarquons que les vitesses globalegmalication étaient trés proches sous air et
sous azote et que les profils de démalication t@emblables jusqu'a 300 heures. A partir de ce
moment, la démalication sous air s’est arrétéesatpre celle sous azote s’est poursuivie. Ces
résultats soulignent I'importance du gaz choisiegpignent ceux obtenus avec les cultures pures
d’O. oenisouche X sous air et sous azote et qui avaientréngue I'utilisation de I'azote était
avantageuse (cf partie 1-2-3 de ce chapitre). Nappelons gqu). oeniest une bactérie anaérobie
facultative qui se développe mieux en I'absencexydjene. L'utilisation de l'azote a assuré des
conditions anaérobies et un environnement plusherde celui qu’on retrouve pendant le processus
naturel de vinification au cours duquel le milieat eapidement saturé en €O

Malgré I'amélioration de la croissance bactérieande la démalication sous azote, I'acide malique
n'a pas été complétement consommé. Nous rappelo@degmilieu fermenté pab. cerevisiae
souche D s’est révélé fortement inhibiteur vis&-tlO. oenisouche X (cf partie II-1-3 de ce
chapitre) et que cette souche de levure produitamide inhibiteur dont I'élimination par
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traitements enzymatique et thermique entraine onea@nmation complete de I'acide malique (cf
partie IlI-1 de ce chapitre). Nous détailleronssphlard dans cette partie 'importance de cette

culture mixte sous azote et ses avantages parntapfmculture séquentielle réalisée avec ce méme

couple.

b-Fermentation alcoolique (FA)

Résultats
(@) (b)

9 4 250
e
200 ¢
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Fig. IV-2 Evolution de la biomasse & cerevisiasouche D (a) et de sa consommation de sucre

(b) au cours de la culture mixte av®c oenisouche X dans le BRM sous air et sous azate. (
azote, ¢) air.

Tableau IV-2. Paramétres cinétiques des FA menéesapS. cerevisiaessouche D pendant les

cultures mixtes aved). oenisouche X dans le BRM sous air et sous azote.

Air Azote
Biomasse initiale (g/L) 0,063 0,08
Biomasse maximale (g/L) 7,6 2,61
Productivité (g/L/h) 154 x 10 | 21 x 10°
Sucre initial (g/L) 200 211
Sucre final (g/L) 0,6 1,2
Vitesse globale de consommation du sucre (g/L/h) 7 1, 1,53
Durée de la FA (h) 119 137

Discussion

Alors que l'utilisation de I'azote a été avantagepsur la croissance cellulaire et la démalication

chezO. oenisouche X, elle a considérablement réduit la bicmae levure formée malgré le
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bullage réalisé mais n’a que peu affecté la consatiom du sucre. La biomasse formée et la
productivité ont été 2,9 et 7,3 fois plus élevéesssair que sous azote (cf tableau IV-2). La
formation de biomasse chez les levures a été sjusgu'a I'arrét de consommation de I'acide
malique qui correspond au critére principal utiléaé cours des cultures séquentielles et mixtes et
qui détermine la fin de ces cultures. Ceci nousadsn a I'observation d’'un début de déclin chez les
levures aprés 160 heures du début de la cultureerabus azote qui s’est poursuivi jusqu'a I'arrét
de cette culture et qui était accompagné d’unerdition du pourcentage de viabilité jusqu'a 15 %
(cf tableau b-2 de l'annexe de la partie 1V-1). Bantre, sous air la phase stationnaire a été
maintenue jusqu'a I'arrét de la culture mixte efaleéx de viabilité est resté élevé (70%) (cf tablea
a-2 de l'annexe de la partie IV-1). La plus gramid@masse formée sous air s’explique par une
activation du cycle de Krebs et de la chaine raspie. La respiration d’'une méme quantité de
sucre produit 18 a 19 fois plus d’énergie (molésWd®ATP) que la fermentation, biologiquement
utilisable, d’ou la production d’une plus grandentité de biomasse.

Concernant la consommation du sucre, les vitedsbslgs de consommation étaient tres proches
avec une valeur Iégérement plus élevée sous aisgue azote (cf tableau 1V-2) et le sucre a été

presque entierement consommé dans les deux cas.

Finalement, les conditions de co-culture sous aawée apport ponctuel d’air ont été retenues car

elles se rapprochent le plus des conditions réd#egnification.

Notons que le coupl8. cerevisiasouche AD. oenisouche X a été aussi étudié en culture mixte
dans le BRM mais uniquement sous air. Seule I'éimiude la consommation du sucre et de I'acide
malique a été suivie au cours de cette culture. réssltats sont rapportés dans la partie ¢ de
'annexe de la partie IV-1. Les 5,04 g/L d’acideliopae ont été completement consommeés en 18
jours. Nous rappelons qu’avec ce couple, la démaiidic a été également compléte pendant la
culture séquentielle. L'avantage de la culture mid été d'avoir accélérer la vitesse de

démalication de 1,9 fois.

IV-1-2 Etude du comportement deS. cerevisiaesouche D et dO. oenisouche X pendant leur

culture mixte dans le BRM sous azote

Dans ce qui suit nous étudierons dans un premigogde comportement d& cerevisiasouche D
pendant sa culture mixte avec oenisouche X et ceci en le comparant a sa culture gams le
BRM réalisée dans les mémes conditions (azotellsigeuponctuel d’air). Ceci nous aidera a voir si
la présence de la bactérie pendant la culture raitéete le déroulement de la FA. Ensuite nous
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comparerons les résultats de la FML menée(pavenisouche X pendant sa culture mixte agec
cerevisiaesouche D a ceux obtenus pendant sa culture pu® ldaBRM sous azote. Ceci nous
permettra d’évaluer I'effet inhibiteur d& cerevisiasouche D sur la croissance cellulair® doeni
souche X et sa démalication. Ces résultats seumsi aomparés a ceux obtenus pendant sa culture
séquentielle réalisée dans le milieu préfermentéSpaerevisiaessouche D ce qui hous permettra

d’évaluer I'importance de la stratégie d’inoculatichoisie sur la réalisation de la FML.

IV-1-2-1 Comparaison des résultats de la FA menéeap S. cerevisiaesouche D pendant sa

culture pure et sa culture mixte aved. oenisouche X dans le BRM sous azote.

a- Etude cinétique

Résultats
(a) (b)
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4 [
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Fig. IV-3 Evolution de la biomasse & cerevisiasouche D (a) et de sa consommation de sucre
(b) pendant sa culture pure et sa culture mixte &veoenisouche X dans le BRM sous azow) (

culture pure, ) culture mixte.

Discussion

Nous constatons d’apres la figure IV-3 que lesifgrainétiques de croissance et de consommation
de sucre che3. cerevisiasouche D sont identiques pendant sa culture fwsa eulture mixte en
présence @. oenisouche X. Nous pouvons donc conclure §ueerevisiasouche D n’est pas du
tout affectée par la présence de la bactérie ars cmileur culture mixte.
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b- Etude biochimique

Le tableau V-3 suivant présente certains parammédirechimiques mesurés a la fin de la culture
mixte deS. cerevisiaessouche DD. oenisouche X et a la fin de la culture pure Slecerevisiae

souche D.

Résultats

Tableau IV-3. Quelques parameétres biochimiques dawilieux fermentés a la fin de la culture
mixte de S. cerevisiasouche DO. oenisouche Xet de la culture pure deS. cerevisiasouche D

dans le BRM sous azote.

Cultgrg mixte de Culture pure de
S. cerevisiasouche DO. -
oenisouche X S. cerevisiasouche D
Sucre consommeé (g/L) 210 210
Ethanol produit (g/L) 86 86
Glycérol produit (g/L) 6 6
Acide acétique produit (g/L) 0,97 0,96
Azote alpha-aminé initial (mg/L) 67,8 72,6
Azote alpha-aminé consommé (mg/L 58,1 61,6
Azote ammoniacal initial (mg/L) 466 436,3
Azote ammoniacal consommé (mg/L) 330,5 330
Discussion

Le tableau 1V-3 nous montre que le profil biochimeégdu milieu synthétique jus de raisin fermenté
parS. cerevisiasouche D a la fin de sa culture pure dans le BB :izote est presque identique
a celui obtenu a la fin de la culture mixte deestbuche de levure av€r oenisouche X. Ceci
nous confirme encore une fois que le métabolismia devure n’est pas affecté par la présence de
la bactérie. Notons que I'évolution de la consoniomatde I'azote alpha-aminé et de l'azote
ammoniacal se trouvent dans les tableaux b-3 etlé-Hannexe de la partie IV-1 pour la culture

mixte et dans les tableaux d-2 et d-3 de 'annexigbartie 1V-1 pour la culture pure.

IV-1-2-2 Comparaison des résultats de la FML mené@ar O. oeni souche X pendant sa
culture mixte avecS. cerevisiasouche D a ceux obtenus pendant sa culture purerale BRM
sous azote et pendant sa culture séquentielle dales milieu préfermenté par S. cerevisiae

souche D.

Dans cette partie nous allons évaluer l'importaglee la stratégie d’inoculation choisie sur

I'amélioration du rendement de la FML et ceci emparant les résultats de la FML menéeQ@ar
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oenisouche X pendant les cultures mixte et sequentiéllisées ave8. cerevisiasouche D. On
évaluera également l'inhibition exercée farcerevisiasouche D su®. oenisouche X au cours de
la culture mixte en utilisant comme témoin, la grdtpure dO. oenisouche X dans le BRM sous

azote.

a- Etude cinétique

Résultats

(@)
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Fig. IV-4 Evolution de la biomasse@:. oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) au cours de la culture mixte av®ccerevisiasouche D et la culture séquentielle réalisée dans

le milieu préfermenté par cette méme souche dedeya) culture mixte, €) culture séquentielle.

Tableau IV-4. Paramétres cinétiques de la FML menégar O. oeni souche X pendant ses
cultures mixte et séquentielle ave&. cerevisiaesouche D et pendant sa culture pure dans le

BRM sous azote (témoin).

Culture mixte deS. Culture séquentielle
Témoin cerevisiaesouche deS. cerevisiae
D/O. oenisouche X, souche DD. oeni
phase FML souche X, phase FM
Biomasse initiale (g/L) 0,01 0,009 0,011
Biomasse maximale (g/L) 0,9 0,034 0,03
Productivité (g/L/h) 33,6 x1b 2,07 x 1¢* 0,8 x 10*
Acide malique initial (g/L) 4,95 5,03 5
Acide malique final (g/L) 0 1,34 4,63
Vitesse globale de démalication (g/L/h 17,5 £1( 7,1x10° 2 x10°
Vltesse’z spe_cmque moyenne de 19.4 x 10° 209 x 16 74 % 10°
démalication (g/g/h)
Durée de la FML (h) 283 520 187
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Discussion

La figure IV-4 nous montre une nette amélioratianla croissance bactérienne et surtout de la
démalication quand la culture mixte est appliqugeeffet la productivité pendant la culture mixte
est 2,6 fois plus importante que celle obtenue @ehth culture séquentielle (cf tableau 1V-4).
Cependant les biomasses maximales formées sonpriveBes. De plus, la démalication est 3,55
fois plus rapide mais malgré cette amélioraticagile malique n’est pas completement consommé.
La vitesse spécifique de démalication est 2,82 fhis élevée pendant la culture mixte ce qui
montre que les bactéries se trouvent dans destaorlplus favorables a leur activité métabolique.
Ces résultats nous montrent que pour le coupledévactérie en question, la stratégie de co-culture
est avantageuse puisqu’elle permet la consommadtiome plus grande quantité d’acide malique
(3,69 g/L contre 0,37 g/L pendant la culture sétjel@) en un temps relativement court (520
heures soit 22 jours). Ceci s’explique par la pnésedes bactéries des le début avec les levures
dans un milieu riche en nutriments (milieu syntipédi jus de raisin) et ne contenant pas les
métabolites levuriens inhibiteurs. Ces dernierst san contraire déja présents dans le milieu
préfermenté pa®. cerevisiasouche D lorsqu'il est utilisé pour la culture séqtielle. Certains de
ces métabolites ont été mesurés comme I'éthan@Oeet les acides gras (cf tableau I-2 de la
partie | de ce chapitre). De plus le contenu emiments du milieu préfermenté p8r cerevisiae
souche D était réduit, notamment la quantité dezalpha-aminé, substrat indispensable a la
bactérie (cf tableau I-2 de la partie | de ce dnepiOn a également identifié la synthése paecett
souche de levure d’'un peptide de poids moléculzorapris entre 5 et 10 KDa dont la présence
inhibe fortement la croissance bactérienr@.denisouche X et sa démalication pendant la culture
séquentielle. Par contre, sa dénaturation paretngibts enzymatique et thermique entraine une
amélioration de la croissance bactérienne et pefaatevement de la démalication (cf partie 111-1
de ce chapitre). Pour mieux comprendre le meillésultat de la FML obtenu avec la culture mixte
de ces mémes micro-organismes, et prenant en éoasah que la présence de ce peptide semble
affecter considérablement 'accomplissement detlaalication pendant la culture séquentielle, on
peut supposer que ce dernier n'était pas suffisathrmecumulé dans le milieu au début de la
culture mixte. En effet on peut penser que sa curaton a augmenté progressivement au cours de
la FA (la FA a duré 137 heures pendant la cultupden A la fin de la FA, vu que les bactéries
s'étaient développées (0,034 g/L formée ou 7,5 % ddlules/mL) et avaient déja entamé la
démalication (1 g/L déja consommé) on peut suppmsela quantité de ce peptide n’était pas assez
suffisante pour exercer une inhibition aussi imaaie que celle observée pendant la culture

séquentielle pour laquelle on avait au départ OgJlL e bactéries soit 2,4 x %Léellules/mL.
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Malgré les avantages de la culture mixte, nous rgnwas que l'inhibition de la croissance
bactérienne et de la démalication reste importsinb®us les comparons a la culture pui@.deni
souche X dans le BRM (témoin). En effet, la biorealsactérienne formée et la productivité sont
26,5 et 16,2 fois inférieures a celles du témoia.dus la démalication est incompléte et 2,5 fois
plus lente que celle du témoin (cf tableau 1V-48ci’explique par I'apparition progressive dans le
milieu des métabolites inhibiteurs synthétisésSarerevisiasouche D.

Nous avons aussi montré dans la partie 1-2-3 deheitre quO. oenisouche X a consommé
uniguement 10,7 mg/L d’azote alpha-aminé pendanpiemieres 48 heures de sa culture pure dans
le BRM sous azote et a pu consommer entieremend,@s g/L d’acide malique initialement
présents dans le milieu en formant une biomas$gag/L et ceci en 12 jours. Par conséquent on
peut supposer que les besoins en azote alpha-almifeé bactérie étaient couverts au début de la
culture mixte (cf tableau 1V-3). Cependant, 48 lesuaprés le début de la culture mixte, les levures
étaient au milieu de leur phase active de croisséricfigure IV-3) tandis que les bactéries avaient
atteint la fin de cette phase (cf figure IV-4) algu’il restait encore dans le milieu 11 mg/L d&zo
alpha-aminé (cf tableau b-3 de l'annexe de la @aMi-1). Ces résultats nous montrent que
'incapacité des bactéries a consommer les 10,1 m@zote alpha-aminé nécessaires pour leur
croissance et leur activité optimales n’était pas d un manque de nutriments mais plutét a une
apparition progressive des métabolites levuriehiiteurs qui les ont empéchées de profiter de ces

nutriments.

Finalement, malgré I'inhibition observée par congson au témoin, on peut conclure que pour le
coupleS. cerevisiasouche DD. oenisouche X, la culture mixte reste la stratégieatiration la

plus avantageuse puisqu’elle assure une améliardéda FML.

b- Etude biochimique

Malgré les avantages que peut présenter la cuttinee, cette stratégie n’'a pas encore été adoptée
par les viticulteurs et ceci pour éviter tout risgd’acidification du vin pouvant résulter d’'une
consommation importante de sucre Qaroenientrainant ainsi une production élevée d’acide D-
Lactique et d’'acide acétique. De plus, nous avodja grésenté la quantité d’acide L-malique
consommeée au cours de la culture mixte (3,69 g/alsmous n'avons pas déterminé la quantité
consommeée par la bactérie et celle consommée pewdee. Pour expliciter ces deux points, nous
présenterons dans le tableau IV-5 suivant les carat®ns de sucre et d'acide L-malique

consommes ainsi que les concentrations des acitlastique, D-Lactique et acétique produits,
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mesurées a la fin de la culture mixte $lecerevisiassouche DD. oenisouche X et a la fin des

cultures pures de ces souches dans le BRM sous. azot
Résultats
Tableau IV-5. Composition du milieu a la fin de laculture mixte de S. cerevisiaesouche DO.

oenisouche X et a la fin des cultures pures de ces shas dans le BRM sous azote, en sucre et

en acides L-malique, L-Lactique, D-Lactique et acéque.

Culture mixte des. Culture pure de
- Culture pure dD. "
cerevisiaesouche DO. . S. cerevisiae
; oenisouche X
oenisouche X souche D
Sucre consommé (mM) 1167 67 1167
Acide L-maliqgue consommé (mM) 27,5 37 2,54
Acide L-lactique produit (mM) 25 37 -
Acide acétique produit (mM) 16,2 15 16
Acide D-lactique produit (mM) 6 21 -
Discussion

D’apreés le tableau V-5, nous remarquons que lemiigs d'acide acétique et d’acide D-Lactique
produites au cours de la culture mixte Slecerevisiassouche DD. oenisouche X sont faibles et
acceptables par rapport aux critéres cenologiquesgaholeptiques. L’acide acétique produit dans
ce cas, constitue principalement un métabolite remioe de la FA puisqu'on a retrouvé
pratiguement les mémes concentrations pendanttireumixte et la culture pure d& cerevisiae
souche D (16 mM ou 0,97 g/L). Ces résultats repigries travaux de Beelman et Kunkee (1985),
qui avaient constaté que dans le cas de certaupdelevure-bactérie, lorsque la FML et la FA
sont menées simultanément, la production d’acidgiqaee par la bactérie est faible et méme
inexistante. De plus, nous rappelons que le mésbeldu glucose pdd. oenise fait suivant la
voie hétérofermentaire des pentoses phosphate® etams ce cas, une mole de glucose
consommeée entraine la formation d'une mole de OdtacPendant la culture mixte, nous avons
détecté la formation de 6 mM de D-Lactate (0,53 gjli correspondent donc a la consommation
de 6 mM de glucose par la bactérie, soit 1,08 Nus pouvons donc conclure que la quantité de
sucre consommeée par cette souche est faible elapswite exclure tout risque d’acidification
pendant les cultures mixtes, du moins qu&hdoeni souche X est employée. Dailleurs les
concentrations de sucre consommées au cours deltlaecmixte et de la culture pure &
cerevisiaesouche D, nous montrent que le sucre a été palerigent consommeé par la levure. De
plus, nous avons déja constaté au niveau desatitls cultures pures@. oenisouche X que les

guantités de sucre consommeées ainsi que les gisdtitcide acétique et d’acide D-Lactique
200



Cultures mixtes

produites étaient toujours faibles malgré la présesiune concentration initiale de sucre de 200
g/L (cf partie I-2 de ce chapitre) comme dans ke dala culture pure de cette souche dans le BRM
sous azote représentée dans le tableau I1V-5.

Concernant la consommation d’acide malique, la entration de L-Lacate mesurée a la fin de la
culture mixte nous permet de déduire que la déatadic a été principalement réalisée @aroeni

et gu'une faible quantité a été consommée paredasrés. Nous rappelons que la décarboxylation
de l'acide L-malique en acide L-Lactique fiaroenise fait mole a mole (cf partie 1-4-1 du chapitre
| de ce manuscrit). Dans notre cas, les 27,5 mMidial -malique consommeé (3,69 g/L) ont donné
25 mM d’acide L-Lactique. Ceci signifie 0. oenisouche X a consommé 25 mM d’acide L-
malique (3,35 g/L) et que les 2,5 mM restants (@849 ont été consommés p&. cerevisiae
souche D ce qui correspond effectivement a la déagti’elle avait consommée au cours de sa
culture pure dans le BRM (tableau IV-5).

IV-2. Cultures mixtes réalisées avec le coupk. cerevisiasouche CD. oenisouche X.

La culture mixte deS. cerevisiaesouche GD. oeni souche X a été réalisée dans le milieu
synthétique jus de raisin en BRM sous azote enragpaans un premier temps les micro-
organismes comme pour la culture mixteSdeerevisiasouche DD. oenisouche X (levures dans

le réservoir avec membrane et bactéries dansdpptris en les mélangeant dans chacun des deux
réservoirs tout en respectant les mémes conditlertsavail. En d’autres termes les levures ont été
inoculées dans les deux réservoirs en partant ddeneentration initiale de 3 x i@ellules/mL
dans chacun des deux et les bactéries ont ellss @igsinoculées en partant d’'une concentration
initiale de 2 x 18 cellules/mL dans chaque réservoir. Le bullagerdia@té également pratiqué mais
cette fois au niveau des deux réservoirs (15 mifdtservoir) les 3 premiers jours de la culture. Le
but de la culture mixte réalisée en mélangeantiées micro-organismes était de voir si le contact
direct entre les cellules des deux populationstsesponsable d’une inhibition de la croissance
cellulaire ou du métabolisme de I'une ou l'autre deux populations. On s’intéresse surtout dans
notre cas a une inhibition des bactéries par lagrdés puisque le cas inverse n'a pas été constaté
jusqu'a présent dans notre étude. Un tel mécanisomanu également sous le nom de « cell-cell
contact-mediated mechanism » a déja été impliqné tahibition de levures noaccharomyces
comme les espécdéduyveromyces thermotolerams Torulaspora delbrueckipar Saccharomyces
cerevisiaeen cultures mixtes (Nissest al. 2003). Ce mécanisme a requis la présence deesllul
viables deSaccharomyces cerevisiae des concentrations cellulaires assez élevées (® x
cellules/mL dans leurs conditions de travail). Gefaat la compréhension de ce mécanisme a
I'échelle moléculaire et sa relation avec la dénesdllulaire restent a expliciter. Nous rappelons

201



Cultures mixtes

€galement que dans notre étude nous avons déjtatoose inhibition des bactéries par les levures
due a des métabolites levuriens extracellulairésbbes dont on a identifié certains (éthanol,,SO
acides gras et peptides) et qui sont donc capalldsaverser la membrane du BRM pendant les
cultures mixtes pour exercer leur effet inhibiteDans ce qui suit nous verrons si en plus de ces
meédiateurs chimiques extracellulaires, un contdotctl entre les cellules doit étre pris en

considération dans les causes de I'inhibition.

IV-2-1. Comparaison des résultats des deux culturesiixtes réalisées avec le coupl8.
cerevisiaesouche CD. oenisouche X avec et sans séparation des deux micraanismes dans
les deux réservoirs du BRM sous azote.

a- Etude cinétique

Résultats

a- Fermentation alcoolique (FA)

() (b)
3.5 4 250 -
3 L
200 &
2.5 -
;g 2 - g 150
o
15 g
E @ 100
]
1 4
50 -
0.5
0 o oo o

o m

50 100 150 200 250 300 0 100 200 300 400 500
Durée (h) Durée (h)

Fig. IV-5 Evolution de la biomasse & cerevisiasouche C (a) et de sa consommation de sucre
(b) au cours des cultures mixtes en présenCe dénisouche X avec et sans séparation des deux
micro-organismes dans les deux réservoirs du BRNI.nficro-organismes séparés;) (micro-

organismes meélangés.
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b- Fermentation malolactique (FML)

(@) (b)

0.07 - 6 -

0.06 5§
0.05
4 4

0.04
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Acide malique (g/l)

0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Durée (h) Durée (h)

Fig. IV-6 Evolution de la biomasse@:. oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) au cours des cultures mixtes en présence. @erevisiasouche C avec et sans séparation des
deux micro-organismes dans les deux réservoirsRIM.Be) micro-organismes séparés) fnicro-

organismes mélanges.

Discussion

Les figures IV-5 et IV-6 nous montrent que les deuigro-organismes ont gardé les mémes profils
cinétiques de croissance cellulaire et de consoromate sucre et d’acide malique dans les deux
cas. Nous rappelons que ces deux cultures mixtet@uivies jusqu'a I'arrét de consommation de
I'acide malique qui correspond a une consommat®f,d g/L dans les deux cas et qui s’est arrétée
apres 164 heures. L’évolution de la biomasse baotée a été difficile a suivre par comptage sur le
Petit Salumbeni quand les deux micro-organismeasrétenélangés. On a suivi uniquement dans ce
cas la démalication. La fermentation alcooliqgudéaaghevée en 140 heures laissant dans le milieu
une concentration de sucre inférieure a 2 g/L.

Les résultats de ces deux cultures nous permeatierbnclure qu’une inhibition de l'une ou de
'autre de ces deux populations par contact dieette les cellules est a exclure. En d’autres terme
le bioréacteur a membrane reste dans notre castiipertinent pour I'étude des interactions entre
les micro-organismes puisqu’il prend en considératous les facteurs qui peuvent étre impliqués
dans ces interactions et qui se résument aux ne@dsathimiques extracellulaires solubles et a une
eventuelle compétition pour les nutriments. Cepehdaserait intéressant de valider ce résultat
avec d’'autres souches de levures et de bactéaegxBmple Nisseat al. (2003) ont étudié I'effet

de différentes souches &e cerevisiaesur I'inhibition de la croissance cellulaire @iedelbrueckii

en cultures mixtes et ils ont constaté qu’il y a&t@ailjours une inhibition due & un contact cellidai
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direct quelque soit la souche 8ecerevisiaaitilisée. Ceci veut dire que c’est une caractgustde
'espece en géneéral et qu’elle n'est pas spécifequae souche donnée. Dans notre cas ceci reste a

valider.

b- Etude biochimique

Résultats

Tableau IV-6. Caractéristiques biochimiques des migux fermentés a la fin des deux cultures

mixtes deS. cerevisiasouche CD. oenisouche X.

Micro-organismes | Micro-organismes
séparés mélangés
Sucre consommeé (g/L) 207 197
Ethanol produit (g/L) 81 81
Glycérol produit (g/L) 6,3 6
Acide acétique produit (g/L) 0,6 0,45
Azote alpha-aminé initial (mg/L) 68 69
Azote alpha-aminé consommé (mg/L 59 60
Azote ammoniacal initial (mg/L) 425 431
Azote ammoniacal consommé (mg/L 307 312
Acide L-malique consommé (g/L) 1,1 1,1
Acide L-Lactique produit (g/L) 0,59 0,54
Acide D-Lactique produit (g/L) 0,26 0,28

Discussion

Le tableau IV-6 nous montre que les milieux fermdend la fin des deux cultures mixtes ont
présenté une composition biochimique semblableuc@ruve encore une fois que le métabolisme
des deux micro-organismes n’a pas été affectémpaontact direct entre les cellules bactériennes et
levuriennes. Les mémes quantités d’acide L-maligpieété consommeées dans les deux cas. De
plus les quantités d’acide L-Lactique produitesegiatreés proches et correspondaient en molarité,
avec et sans séparation des micro-organismes, atéémM respectivement. Etant donné que
chaque mole d’acide L-malique donne une mole d&atid.actique nous pouvons déduire que les
bactéries dans les deux cas ont consommeé a peleprg®mes quantités d’acide L-malique, soit
0,88 et 0,8 g/L respectivement. Le reste, soit @2@,3 g/L, a été consommé par la levure ce qui
correspond effectivement a la quantité d’acide Lligoa consommeée pa8. cerevisiasouche C
pendant sa culture pure dans le BRM sous azotalftdau 1V-7). Les quantités d’acide D-Lactique

produites étaient également tres proches ce deteedfussi un comportement similaire de la
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bactérie dans les deux cas. Ces quantités étaibhed et correspondaient en molarité, avec et sans
séparation des micro-organismes, a 2,9 et 3,11 pgyectivement. Etant donné qu’'une mole de
glucose donne une mole de D-Lactate par la voiérbiermentaire des pentoses phosphates, nous
pouvons déduire que les quantités de glucose cansespalO. oenisouche X au cours de ces
deux cultures mixtes sont faibles et correspondante valeur moyenne de 0,54 g/L.

Nous constatons également que les quantités d’awdaque produites étaient faibles avec une
valeur un peu plus élevée quand les micro-orgarsissoat séparés qui peut étre expliquée par la
guantité totale de sucre consommeée et qui est gige dans ce cas. Notons que la quantité
d’acide acétique produite au cours de la culture pieS. cerevisiasouche C dans le BRM sous
azote était proche de celle produite au cours des dultures mixtes et a présenté une valeur de
0,53 g/L. Etant donné q@. oenisouche X au cours de sa culture pure dans le BRI azote n'a
produit que 0,09 g/L d'acide acétique a partir d@8sg/L de sucre consommés, nous pouvons
déduire que l'acide acétique produit au cours dedeeix cultures mixtes est surtout un métabolite

secondaire de la fermentation alcoolique.

Finalement nous pouvons conclure comme pour lai@ihixte deS. cerevisiasouche DD. oeni
souche X que l'acide L-malique est surtout consonp@eéla bactérie et que les quantités de D-

lactate et d’acétate produites sont faibles et@abées ce qui écarte tout risque d’acidification.

IV-2-2. Etude du comportement deS. cerevisiaesouche C et dO. oenisouche X au cours de

leur culture mixte dans le BRM sous azote.

Dans ce qui suit nous étudierons le comporteme&. derevisiasouche C et @. oeni souche X

au cours de leur culture mixte dans le BRM soudeaz@alisée en séparant les deux micro-
organismes. On comparera dans un premier tempédakats de la FA avec ceux obtenus pendant
la culture pure dé&. cerevisiasouche C dans le BRM sous azote. Ensuite nous arengms les
résultats de la FML pendant la culture mixte a cebtenus pendant la culture pureédoeni
souche X dans le BRM sous azote (témoin) et a obtenus au cours de la culture séquentielle de
cette bactérie dans le milieu préfermenté pacerevisiassouche C. Ceci nous aidera a évaluer

I'utilité de la stratégie de co-culture dans le dasce couple.
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IV-2-2-1. Comparaison des résultats de la FA mengmr S. cerevisiaesouche C au cours de sa
culture mixte avecO. oenisouche X a ceux obtenus au cours de sa culture putans le BRM

Sous azote.

a- Etude cinétique

Résultats
(a) (b)
35 250 -
3 4
200 1
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Fig. IV-7 Evolution de la biomasse & cerevisiasouche C (a) et de sa consommation de sucre
(b) au cours de sa culture mixte a¥®coenisouche X et pendant sa culture pure dans le BRIM so

azote. ¢) culture mixte, 1) culture pure.
b- Etude biochimique
Tableau IV-7. Caractéristiqgues biochimiques des miux fermentés a la fin de la culture mixte

de S. cerevisiasouche C/O. oenisouche X et de la culture pure d&. cerevisiasouche C dans

le BRM sous azote.

Culture mixte de
L Culture pure de
S. cerew_smsouche S. cerevisiasouche C
C/O. oenisouche X '
Sucre consommeé (g/L) 207 205
Ethanol produit (g/L) 81 81
Glycérol produit (g/L) 6,3 5,94
Acide acétique produit (g/L) 0,6 0,53
Azote alpha-aminé initial (mg/L) 68 75,2
Azote alpha-aminé consommé (mg/L 59 65
Azote ammoniacal initial (mg/L) 425 437
Azote ammoniacal consommeé (mg/L 307 317
Acide L-malique consommé (g/L) 1,1 0,22
Acide L-Lactique produit (g/L) 0,59 -
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Discussion

La figure IV-7 et le tableau IV-7 nous montrent q8e cerevisiaesouche C présente un

comportement cinétique et biochimique similairerglialle est en culture pure et en culture mixte
avecO. oenisouche X. Comme dans le casSlecerevisiasouche D, la présence de la bactérie
n'affecte pas la levure. L'évolution de la consoniora de l'azote alpha-aminé et de I'azote
ammoniacal se trouvent dans les tableaux a-3 etl@¥#annexe de la partie IV-2 pour la culture

mixte et dans les tableaux c-2 et ¢-3 de 'annexgbartie 1V-2 pour la culture pure.

IV-2-2-2. Comparaison des résultats de la FML menépar O. oenisouche X au cours de sa
culture mixte avecS. cerevisiaesouche C a ceux obtenus au cours de sa culture putdans le

BRM sous azote (témoin) et au cours de sa culturéguentielle dans le milieu préfermenté par
S. cerevisiasouche C.

Résultats
@ (b)
0.07 - 6 -

0.06 | 51
0.05 |

4 |
0.04

0.08 4§

Biomasse (g/l)
Acide malique (g/l)
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Fig. IV-8 Evolution de la biomasse@:. oenisouche X (a) et de sa consommation d’acide malique
(b) au cours de la culture mixte av8c cerevisiaesouche C et au cours de la culture séquentielle
dans le milieu préfermenté par cette méme souchéewdee. ©) culture mixte, ) culture
séquentielle.
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Tableau IV-8. Paramétres cinétiques de la FML menégar O. oeni souche X pendant ses
cultures mixte et séquentielle ave&. cerevisiaesouche C et pendant sa culture pure dans le

BRM sous azote (témoin).

Culture mixte de Culture séquentielle de
Témoin S. cerevisiasouche | S. cerevisiasouche GD.
C/O. oenisouche X, oenisouche X, phase
phase FML FML
Biomasse initiale (g/L) 0,01 0,013 0,008
Biomasse maximale (g/L) 0,9 0,058 0,057
Productivité (g/L/h) 33,6 x1b 6 x 10* 2,12 x 10
Acide malique initial (g/L) 4,95 5,05 5,05
Acide malique final (g/L) 0 3,95 3,5
Vitesse globale de démalicatioh 17,5 x 10° 6.7 x 10° 28x10°
(g/L/h)
V|tessg spgcmque moyenne dg 19.4 x 10° 116 x 10° 50 x 10°
démalication (g/g/h)
Durée de la FML (h) 283 164 548

Discussion

La figure IV-8 et le tableau V-8 nous montrent waraélioration de la productivité au cours de la
culture mixte qui a été 2,83 fois plus élevée geiembtenue pendant la culture séquentielle. Par
contre, les biomasses maximales atteintes étagmntmriémes. Concernant la démalication, on
observe également une augmentation des vitesseasl@let spécifique de démalication qui ont été
2,4 et 2,32 fois plus rapide pendant la culture tenixXCependant on n’a pas constaté une
augmentation de la quantité d’acide malique conséearAu contraire, alors que 1,55 g/L ont été
consommeés pendant la culture séquentielle, selilg/L, ont été consommés pendant la culture
mixte dont 0,88 g/L par la bactérie et le restelpdevure (cf tableaux 1V-6 et IV-7). Ces résudtat
nous amenent a la conclusion que pour ce coupledéhactérie, le seul avantage de la culture
mixte a été 'amélioration de la vitesse de déna#itim. Cependant, I'inhibition @. oenisouche X

est restée importante. En effet, comparées au ténmai biomasse maximale formée et la
productivité sont restées 15,52 et 5,6 fois plisdda. De méme, la vitesse globale de démalication
était 2,6 fois plus lente. Nous rappelons que oertsamolécules inhibitrices synthétisées Sar
cerevisiaesouche C ont été mesurées comme I'éthanol, lkeeb@s acides gras saturés a chaine
moyenne dont les concentrations sont rapportées lgatableau I-2 de la partie | de ce chapitre.
Cette souche avait produit les concentrations d&scigras les plus élevées. On peut suggérer que
I'addition de 200 mg/L d’Optiret au milieu préfermenté par cette souche avait nigénieffet
inhibiteur de ces molécules par adsorption aux mparotéines ce qui n'est pas le cas dans la

culture mixte d’ou la plus faible consommation dccmalique. On a également identifié la
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synthese par cette souche de levure d'un pepthdbiiaur de poids moléculaire compris entre 5 et
10 KDa. On peut également supposer que ce pepsideekargué dans le milieu au début de la
fermentation alcoolique. Ces deux facteurs assozid€thanol et au SQainsi qu’'a d’autres
facteurs non identifiés peuvent expliquer l'inhidit importante observée méme pendant la culture
mixte. Concernant les besoins en nutriments notarhree azote alpha-aminé (10,7 mg/L), ils
étaient couverts au début de la culture mixte, rmpgaremmen®. oenisouche X n’a pas pu en

profiter a cause de son inhibition précoce acerevisiasouche C.

[V-3. Conclusion

Les cultures mixtes ont été étudiées comme aligmat la stratégie classique de cultures
séquentielles dans le cas de levures fortemenbitribes. Elles ont été réalisées dans le milieu
synthétique jus de raisin en BRM sous azote avporaponctuel d’air pour se rapprocher le plus
possible des conditions réelles de vinifications késultats obtenus avec les cou@eserevisiae
souche DD. oenisouche X etS. cerevisiaesouche GD. oenisouche X, nous ont permis de
conclure que la stratégie de co-inoculation petdt Btéressante et peut améliorer le rendement de
la FML mais ceci dépend également du choix destssude levure et de bactérie dans un couple
donné qui reste un facteur important a controler plis nous avons montré que le BRM constitue
un outil pertinent pour I'étude des interactiongule-bactérie au cours de la culture mixte carsseul
des métabolites levuriens extracellulaires et detutsont impliqués dans I'inhibition et une

inhibition par contact direct entre les celluleguléennes et bactériennes est a exclure.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Annexes de la partie 1V-1: Cultures mixtes réaliséeavec le couples. cerevisiaesouche DO.

oenisouche X dans le milieu synthétique jus de raisien BRM.

a- Culture mixte du coupleS. cerevisiasouche DD. oenisouche X sous air.

Tableau a-1. Suivi cinétique de la FML menée paD. oenisouche X pendant sa culture mixte

avecsS. cerevisiasouche D sous air.

*Concentration *Poids sec | Acide malique
Durée (h) *D.O (cellules/mL) x 16 (g/L) restant (g/L)
0 0,003 3,6 0,016 5,07
19 0,003 3,64 0,0164 4,98
43 0,003 3,8 0,017 4,98
67 0,004 5,3 0,024 4,87
96 0,005 7,6 0,034 4,3
116 0,0053 7,6 0,034 4,06
139 0,005 6,7 0,03 3,95
162 0,005 5,8 0,026 3,8
192 0,0054 5,3 0,024 3,65
210 0,0055 5,8 0,026 3,54
237 0,0054 5,8 0,026 35
Rupture des fibres de la
257 0,0056 membrane 3,4
305 3,4
0.018 T -6
0.016 | 5
0.014 | T° =
3 0.012 + 14 %
o 001+ =
§ 0.008 + T3 E
S 0.006 + 12
% 0.004 + L 3
0.002 + Tt
0 —t— 0

—a— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/1)

Fig. a-1 Evolution du poids sec de la souche Xeet d
sa consommation d’'acide malique pendant sa
culture mixte avec la souche D sous air.

*. Les valeurs de ces parameétres correspondentwdlume de 2 L (volume du réservoir contenant
les bactéries). On doit donc les diviser par 2 pesiramener au volume total du BRM soit 4 L. Ceci
s’appligue également pour les valeurs de D.O, éexentrations et les poids sec des levures et des
bactéries pendant toutes les cultures mixtes.
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Tableau a-2. Suivi cinétique de la FA menée pdaB. cerevisiassouche D pendant sa culture

mixte avecO. oenisouche X sous air.

Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Duree Concentration Viabilit¢ | Poids sec| Sucre restant
(h) D.O (cellules/mL) x 16 (%) (g/L) (g/L)
0 0,062 7,22 0,13 200,4
18 0,7 78 1,4 170
25 2,5 289 5,2 160
42 6,7 778 14 122
49 7,24 844 83 15,2 70
66 7,4 860 81,8 15,48 25
73 7,4 833 78,6 15 16
119 7,4 844,4 72 15,2 2
139 7,8 844 71,5 15,2 0,6
144 7,6 844 71,3 15,2 0,6
162 7,5 843 70 15,2
185 7,4 844 70 15,2
215 7 811 70 14,6
233 7,1 811 70 14,6
308 7,1 809 69 14,6
329 7 789 68 14,2
377 7 790 68 14,2
- 250
R - 200
? - 150
2 - 100 §
2 =
* - 50
0

Durée (h)

SR RN BRGNS

—a— Poids sec (g/l) —e— Sucre (g/l)

Fig. a-2 Evolution du poids sec de la souche Deet d

sa consommation de sucre au cours de sa culture

mixte avec la souche X sous air.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

b- Culture mixte du coupleS. cerevisiasouche DD. oenisouche X sous azote.

Tableau b-1. Suivi cinétique de la FML menée paD. oenisouche X pendant sa culture mixte

avecsS. cerevisiasouche D sous azote.

Acide malique (g/L) | Acide malique (g/L)
Concentration cellulairg dans le réservoir avet dans le réservoir san
Durée (h) D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) membrane membrane
0 0,007 3,8 (x0,2) 0,017 (x0,001 5,01 (x0,12) 5:6@,09)
17 0,01 6,17 (+0,28) 0,028 (+0,001%) 4,97 (x0,13) ,914+0,2)
44 0,016 12 (+0,3) 0,054 (+0,0013) 4,78 (x0,076) 844(+0,092)
69 0,018 12,8 (£0,72) 0,058 (+0,003%) 4,54 (+0,22) 4,56 (+0,26)
91 0,016 13,53 (x0,21) 0,061 (+0,001 4,34 (+0,035) 4,32 (+0,03)
116 0,02 14,42 (£0,38) 0,065 (+0,001%) 4,06 (+0,29) 4,13 (x0,12)
137 0,016 14,08 (+0,14) 0,063 (+0,0006) 4,02 (+p,14 4,07 (x0,1)
160 0,018 14,42 (+0,63) 0,065 (+0,0028) 3,98 (P,05 4,03 (x0,15)
184 0,02 14,85 (+£0,41) 0,067 (x0,0021) 3,85 (x0)042 3,86 (+0,036)
256 0,02 14,7 (£0,12) 0,066 (+0,0006) 3,66 (+0,17) 3,62 (+0,13)
304 0,02 15,1 (+0,53) 0,068 (+0,0027) 3,35 (+0,15) 3,25 (+0,3)
352 0,022 15 (+0,53) 0,068 (+0,0024) 2,93 (+0,06) ,752+0,015)
424 0,022 15,2 (+0,47) 0,068 (+0,002 2,13 (+0,082) 2,32 (+0,06)
472 0,023 15 (+0,55) 0,068 (+0,002%) 1,58 (£0,1) 7 (0,05)
520 0,024 15,2 (+0,36) 0,068 (+0,0016¢) 1,27 (+0)038 1,41 (+0,015)
570 0,024 15,1 (x0,5) 0,068 (+0,0023) 1,34 (+0,03) 1,34 (x0)
0.04 + -6
0.035 + ls
~ 003+ =
?? 0.025 | T4 @
& 002+ 13Z
» @©
b= 0.015 + 1, i
o 0.014 2
0.005 + T1l<
0 —tttt—t—t—t 0
O W @ PR SRk ke
Durée (h)
—s— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. b-1 Evolution du poids sec de Is souche X
et de sa consommation d’acide malique pendant
sa culture mixte avec la souche D sous azote.
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Tableau b-2. Suivi cinétigue de la FA menée pab. cerevisiaesouche D pendant sa culture

mixte avecO. oenisouche X sous azote.

Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Concentration Sucre (g/L) dans| Sucre (g/L) dans
cellulaire Viabilité | le réservoir avec| le réservoir sang

Durée (h) D.O | (cellules/mL) x 16 | Poids sec (g/L (%) membrane membrane

0 0,07 8,6 (£0,5) 0,155 (+0,011) 208,2 213

17 0,2 21,7 (x0,79) 0,39 (0,015 193 199,9

23 0,5 57,47 (x0,75) 1,04 (0,015 185 185

44 1,41 142,8 (£1,6) 2,57 (0,03 149,2 157,3

69 1,8 210,23 (#1,7) 3,78 (0,03 60,2 64

91 2,2 258 (+1,73) 4,64 (0,03 78 9,7 12,8

116 2,4 278,7 (£3,51) 5,02 (+0,06 78 1,81 1,56

137 2,4 280 (£3) 5,04 (x0,05) 62,4 1,09 1,25

160 2,7 290 (+0,58) 5,22 (0,01 50,2 1,2 1,2

184 2,7 274 (£3,6) 4,93 (x0,073) 50

256 2,2 260 (£3,5) 4,68 (0,06 42

304 2 237 (£2,4) 4,27 (x0,05) 33

352 2 215 (#1,5) 3,87 (x0,11) 31,5

424 1,8 200 (x1,73) 3,6 (£0,07) 18,4

472 1,83 185 (£3,14) 3,33 (+0,043) 15,2

520 1,8 167 (x0,9) 3 (£0,03) 14,7

570 1,8 159 (£1,2) 2,86 (+0,02 14,8

N
Noo
| |

Poids sec (g/l)
=
(8}

—=— Poids sec (g/l) —e— Sucre (g/l)

T 250

r 200

r 150

r 100

r 50

Sucre (g/l)

Fig. b-2 Evolution du poids sec de la souche Deet d
sa consommation de sucre au cours de sa culture
mixte avec la souche X sous azote.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Tableau b-3. Evolution de la consommation de l'azet alpha-aminé au cours de la culture

mixte de S. cerevisiasouche DD. oenisouche X dans le BRM sous azote.

Azote alpha-aminé | Azote alpha-aming Valeurs
Durée (h) (mg/L) Réservoir (mg/L) Réservoir | moyennes
avec membrane sans membrane | (mg/L)

0 66,3 69,23 67,8
17 32,44 33,44 33
23 23,16 - 23,16
44 11,47 10,44 11
69 9,92 9,46 9,7
91 18,69 14,74 16,72
116 15,94 20,58 18,3
137 20,75 24,19 22,5
160 29,17 26,94 28
184 34,16 29,69 32
256 40,35 41,21 41
304 45,16 45,33 45,25
352 52,04 55,13 53,6
424 56,68 64,93 61
472 60,8 61,84 61,32

37 - 80
2.5 - 70
= - 60 2
8151 L2
g 1 o0y
o 20 ©
0.5 |10
0 0

—=— Poids sec (g/l) —e— Azote alpha-amine (mg/l)

Fig. b-3 Evolution du poids sec de la souche Deet d
la consommation d'azote alpha-aminé au cours de

sa culturemixte avec la souche X sous a..
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Tableau b-4. Evolution de la consommation de I'azet ammoniacal au cours de la culture

mixte de S. cerevisiasouche DD. oenisouche X dans le BRM sous azote.

. Azote ammoniacal (mg/L) Azote ammoniacal (mg/L) Valeurs moyenned
Durée (h) A . ) :
Réservoir avec membrarjeRéservoir sans membrarje (mg/L)
0 464 467,6 466
17 469,8 465,5 468
23 377,7 - 377,7
44 273,7 283,2 279
69 168,8 182,2 176
91 142,5 138,3 140
116 133,25 137,7 135.5
137 138,6 144.8 141,7
160 148,8 143,5 146,2
184 157,3 140,25 149
256 146,15 140,4 143,3
304 139,6 137 138,3
352 149,4 141,15 1453
424 152,55 144,2 148,4
472 142 144,9 143,5
520 142,4 133,8 138,1
31 T 500

+ 450
T+ 400
+ 350
+ 300
+ 250
+ 200
+ 150
+ 100
+ 50

15+

[N
I
t

Poids sec (g/l)

05+

Azote ammoniacal (mg/l)

o

—a— Poids sec (g/l) —e— Azote ammoniacal (mg/l)

Fig. b-4 Evolution du poids sec de la souche Deet d
la consommation d’azote ammoniacal au cours de
sa culture mixte avec la souche X sous azote.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

c- Culture mixte du coupleS. cerevisiasouche AD. oenisouche X sous air.

Tableau c. Suivi cinétigue de la consommation du ste et de I'acide malique au cours de la

culture mixte de S. cerevisiasouche AD. oenisouche X sous air.

Durée (h) Sucre (g/L) Acide malique (g/L
0 195 5.04
50 144.5 4.36
141 1.2 2.69
213 0 1.84
441 0 0
(a) (b)
250 - 6 -
200 4 51
< 44
g 150 - %
@ 100 4 g
B 27
<
50 14
0 T T o< —— | 0 T T T T 4 |
0 50 100 150 200 250 0 100 200 300 400 500
Durée (h) Durée (h)

Fig. ¢ Evolution de la consommation du sucre (ajest'acide malique (b) au cours de la culture

mixte deS. cerevisiasouche AD. oenisouche X dans le BRM sous air.

216



Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

d- Culture pure de S. cerevisiasouche D dans le BRM sous azote.

Tableau d-1. Suivi cinétigue de la FA menée pab. cerevisiaesouche D pendant sa culture
pure dans le BRM sous azote.

Concentration Sucre (g/L) Sucre (g/L)
Durée cellulaire Poids sec | Réservoir avec | Réservoir sans
(h) D.O | (cellules/mL) x 16 (g/L) membrane membrane
0 0.07 8.2 0.145 210.6 2115
10 0.18 20.55 0.37 205.3 207.4
27 0.44 51 0.9 195.1 197.6
32 0.69 96.2 1.43 183.6 189.7
51 1.38 157.8 2.86 161.5 160.3
98 2.3 267 4.8 45.5 47.2
105 2.4 275 5 6.9 115
127 | 2.53 277 5 1.38 1.32
147 2.4 276 5 1.31 1.42

37 T 250

T 200

+ 150

+ 100

Poids sec (g/l)
-
o
Sucre (g/l)

+50

0 } f f f f f F———
0 10 27 32 51 98 105 127 147
Durée (h)

—a—Poids sec (g/l) —e— Sucre (g/l)

Fig. d-1 Evolution du poids sec de la souche D et
de sa consommation de sucre au cours de sa culture
pure dans le BRM sous azote.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Tableau d-2. Evolution de la consommation de I'azetalpha-aminé au cours de la culture

pure de S. cerevisiasouche D dans le BRM sous azote.

Durée (h)

Azote alpha-aminé | Azote alpha-aming Valeurs
Durée (h) (mg/L) Réservoir (mg/L) Réservoir | moyennes|
avec membrane sans membrane | (mg/L)
0 72,6 72,6 72,6
10 27 27 27
27 17 17 17
32 11 10,7 11
51 15,68 12,67 14,2
98 18,43 14 16,2
105 17,07 18,7 18
127 16,6 18,26 17,43
37 - 80
25+ 7o
~ -60 @
3 27 50 E
§ 15+ L 40 _‘:{’ B
[%2) ng
€] 0S
a -20 9
057 30 <
0 R 0
0 10 27 32 51 98 105 127

—=— Poids sec (g/L) —e— Azote alpha-amine (mg/L)

Fig. d-2 Evolution du poids sec de la souche Deet d
sa consommation d'azote alpha-aminé au cours de
sa culture pure sous azote.
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Tableau d-3. Evolution de la consommation de 'azetammoniacal au cours de la culture pure

deS. cerevisiasouche D dans le BRM sous azote.

Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Azote ammoniacal Azote ammoniacal Valeurs moyennes
Durée (h) | (mg/L) Réservoir avec| (mg/L) Réservoir sans (mg/L)
membrane membrane
0 436,3 436,3 436,3
10 375,7 430 403
27 373,7 384 379
32 291,3 338 315
51 205 206 206
98 119 103,1 1111
105 111.4 101.2 106,3
127 105 106 106
3+ + 500
+ 450 __
257 {400 B
= 5. 1350 €
2 1300 8
8 15 + 250 g
3 +200 g
e 17 1150 §
05 | 100 £
+50 X
0 } } } } } } } 0
0 10 27 32 51 98 105 127
Durée (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Azote ammoniacal (mg/l)

Fig. d-3 Evolution du poids sec de la souche Deet d
sa consommation d’azote ammoniacal au cours de sa
culture pure sous azote.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Annexe de la partie IV-2: Cultures mixtes réaliséesvec le coupleS. cerevisiaesouche CO.

oenisouche X.

a- Culture mixte du coupleS. cerevisiaesouche CD. oenisouche X dans le BRM sous azote

avec séparation des deux micro-organismes.

Tableau a-1. Suivi cinétigue de la FML menée paD. oenisouche X pendant sa culture mixte

en présence dé&. cerevisiasouche C avec séparation des deux micro-organismes

Acide malique (g/L) Acide malique (g/L)
Durée Concentration cellulairg réservoir sans réservoir avec
(h) D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L membrane membrane
0 0,003 5,625 (x0,15) 0,025 (+0,005) 5,02 (+0,13) ,055+0,083)
21 0,005 7,6 (x0,23) 0,034 (x0,001) 4,95 (+0,01) 874+0,015)
44 0,039 20,08 (¥1,51) 0,09 (+0,008) 4,83 (+0,08) ,724+0,13)
68 0,014 23,6 (+1,01) 0,106 (+0,005) 4,38 (+0,15) ,384+0,092)
116 0,032 25 (+0,63) 0,112 (+0,003) 4,24 (x0,1) 24£0,072)
140 0,026 25,33 (20,25) 0,114 (+0,0006) 4,17 (+0,035) 4,29 (£0,021)
164 0,033 25,8 (+0,5) 0,116 (+0,0036) 3,97 (+0,071) 3,97 (£0,086)
191 0,037 26 (+0,14) 0,116 (+0,0006) 3,97 (x0,017) 4 (+0,03)
239 0,034 25,9 (+0,58) 0,116 (+0,0036) 4,08 (+0,22) 4,03 (+0,09)
284 0,048 25,8 (+0,63) 0,116 (+0,0025) 4,02 (+0,16) 4,05 (+0,17)
356 0,03 25,5 (#0,25) 0,116 (+0,000) 4,05 (0,042 4 (x0,2)

0.07 +
0.06 +

)

o
o
a
|
t

0.04 +
0.03 +

Poids sec (g/l

0.02 +
0.01 +

0 f f f

Acide malique (g/1)

f f 0

0 21 44 68 116 140 164 191 239 284 356

Durée (h)

—=— Poids sec (g/l) —e— Acide malique (g/l)

Fig. a-1 Evolution du poids sec de la souche Xeet d
sa consommation d’'acide malique pendant sa
culture mixte en présence de la souche C avec
séparation des deux micro-organismes.
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Tableau a-2. Suivi cinétique de la FA menée pdaB. cerevisiassouche C pendant sa culture

Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

mixte en présence dD. oenisouche X avec séparation des deux micro-organismes

Sucre (g/L) Sucre (g/L)
Durée Concentration cellulaire Viabilité | réservoir avec | réservoir sans
(h) D.O (cellules/mL) x 16 Poids sec (g/L) (%) membrane membrane
0 0,07 5,86 (+0,15) 0,13 (x0,15 207,5 209
21 0,21 26 (x0,42) 0,575 (+0,01 202 202,7
26 0,31 41,32 (+0,58) 0,91 (x0,01 187,7 -
44 2 100,8 (£1,38) 2,23 (0,032 157,5 160,5
50 2,38 145 (+0,62) 3,2 (0,035 125,4 -
68 3,77 226,24 (£2,52) 5 (+0,06) 66,3 68,7
116 5,03 261 (x2,52) 5,77 (0,06 93,8 3,3 3,7
140 5,14 290 (+1,73) 6,41 (+0,023) 94,8 1,6 1,9
164 5,19 298 (x3) 6,6 (£0,07) 85 1,72 2,18
191 4,87 289 (x2,52) 6,4 (+0,05) 86
239 4,63 275 (£2,52) 6,08 (0,05 75
284 4,33 267 (+1,16) 5,9 (£0,03) 68
335 4,17 258 (+0) 5,68 (+0) 14
356 4,12 238 (+0) 5,24 (+0) 4,2
35 + 250
37 + 200

=254

2, 1150 F

2157 100 8

§ 11 g

0.5+ T
0 -t ——— 0
O oy 40t @ a0 T DR
Durée (h)

—a— Poids sec (g/l) —e— Sucre (g/l)

Fig. a-2 Evolution du poids sec de la souche Geet d
sa consommation de sucre pendant sa culture mixte
en présence de la souche X avec séparation des
deux micro-organismes.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Tableau a-3. Evolution de la consommation de l'azetalpha-aminé au cours de la culture

mixte de S. cerevisiaesouche CD. oeni souche X réalisée en séparant les deux micro-

organismes.
] Azpt(,e alpha- Azptg alpha- Valeurs
Durée aminé (mg/L) | aminé (mg/L)
(h) Réservoir aved Réservoir sans| ToYENNes
membrane membrane (mg/L)
0 65,62 70,43 68
21 49,63 47,22 48,43
26 35,71 - 35,71
44 18,52 11,47 15
50 15,08 - 15,08
68 9,41 9,06 9,24
116 18,17 17,14 17,7
140 15,42 20,06 17,74
164 16,8 19,72 18,3
191 22,47 23,5 23
239 29 28,32 29
284 29,17 32,61 31
335 59,26 52,55 56
356 59,94 60,12 60

Poids sec (g/l
Azote alpha-amine
(malt)

—=— Poids sec (g/l) —e— Azote alpha-amine (mg/l)

Fig. a-3 Evolution de la biomasse de la souche dzet

la consommation d’'azote alpha-aminé au cours de sa
culture mixte en présence de la souche X avec
séparation des deux micro-organismes.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Tableau a-4. Evolution de la consommation de I'azetammoniacal au cours de la culture

mixte de S. cerevisiaesouche CD. oeni souche X réalisée en séparant les deux micro-

organismes.
Azote ammoniacal| Azote ammoniacal Valeurs
Durée (h) (mg/L) Réservoir (mg/L) Réservoir moyennes
avec membrane sans membrane (mg/L)
0 429,3 421,1 425,2
21 396,6 419 408
26 406,5 - 406,5
44 298,5 326,7 313
50 263,2 - 263,2
68 160 190,6 175,3
116 118,7 1239 121,3
140 113,5 122 118
164 121,3 137,7 130
191 122,4 124,15 123,3
239 125,9 131,1 129
284 118,7 131,8 125,3
335 118 130 124
356 116 135,7 126
- 450
- 400 =
_ - 350 g
3 - 300 =
3 - 250 &
o L 200 &
S L 150 E
o 100
Ls0 9
0 <
—=—Poids sec (g/l) —e— Azote ammoniacal (mg/l)

Fig. a-4 Evolution de la biomasse de la souche dzet
la consommation d’azote ammoniacal au cours de sa
culture mixte en présence de la souche X avec

séparation des deux micro-organismes.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

b- Culture mixte du couple S. cerevisiaessouche CD. oenisouche X dans le BRM sous azote

sans séparation des deux micro-organismes.

Tableau b-1. Suivi cinétique de la FML menée paD. oenisouche X pendant sa culture mixte

avecS. cerevisiasouche C sans séparation des deux micro-organismes

acide malique (g/L)| acide malique (g/L)
Durée (h) (réservoir sans (réservoir avec
membrane) membrane)
0 5,08 (+0,058) 5,08 (+0,061)
15 4,9 (x0,01) 4,91 (20,017)
24 4,78 (£0,021) 4,71 (£0,015)
41 4,66 (£0,042) 4,55 (£0,057)
47 4,6 (x0,015) 4,52 (+0,023)
69 4,51 (£0,012) 4,49 (£0,032)
90 4,32 (+0,04) 4,37 (+0,045)
114 4,14 (x0,07) 4,29 (x0,02)
160 4 (£0,03) 4 (£0,053)
188 4,01 (x0,027) 4,03 (£0,035)
210 4,03 (+0,027) 4,04 (£0,046)
256 4,05 (+0,025) 4,03 (£0,015)
288 4,06 (+0,035) 4,05 (£0,017)
333 4,06 (+0,038) 4,05 (£0,018)
432 4,01 (x0,025) 4,03 (£0,017)

o
I

(3]
>

R T

1
[ w ~

Acide malique (g

-
L

o

0 100 200 300 400 500
Durée (h)

Fig. b-1 Evolution de la consommation de I'acideliquae
par la souche X au cours de sa culture mixte agec |
souche C sans séparation des deux micro-organismes.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Tableau b-2. Suivi cinétigue de la FA menée pab. cerevisiaessouche C pendant sa culture

mixte avecO. oenisouche X sans séparation des deux micro-organismes

Sucre (g/L) Sucre (g/L)
Concentration cellulaire Poids sec | Viabilité | (réservoir sans| (réservoir avec
Durée (h)] D.O (cellules/mL) x 16 (g/l) (%) membrane) membrane)
0 0,07 2,84 0,063 197,4 198,2
15 0,23 9,9 0,22 186,3 185
24 0,47 20,16 0,45 157,7 1543
41 1,18 50,2 1,11 99 125,3 127,3
47 1,8 76,73 1,7 99 95,9 109,2
69 2,67 114,5 2,52 95 36,9 24,9
920 3,23 138,5 3,06 98,15 18 12
114 3,38 145,5 3,22 97,1 1,13 1,06
160 3,46 148,5 3,27 89,11 0,96 0,9
188 3,46 148,3 3,26 86,73 0,95 0,94
210 3.4 146,5 3,24 87,7
256 3,14 134,5 2,96 79,4
288 3,04 130 2,88 65
333 2,8 120,4 2,66 59,3
432 2,54 109 2,4 57,2
T 250
1 200
= 1150 5
b o
P 1100 S
2 2
- 1 50
0

Durée (h)

—=— Poids sec (g/l) —e— Sucre (g/l)

Fig. b-2 Evolution de la biomasse de la souche C
et de sa consommation de sucre au cours de sa
culture mixte avec la souche X sans séparation
des deux micro-organismes.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Tableau b-3. Evolution de la consommation de l'azet alpha-aminé au cours de la culture

mixte de S. cerevisiaesouche CD. oeni souche X reéalisée sans séparation des deux micro-

organismes.
Azote alpha- Azote alpha- valeurs
Durée | aminé (mg/L) | aminé (mg/L)
. . . . moyennes
(h) Réservoir avec| Réservoir sans
(mg/L)
membrane membrane
0 67 71 69
15 50 48 49
24 37 39 38
41 19 13 16
47 16 11 13,5
69 9,4 9,6 9,5
90 19 17 18
114 16 21 19
160 17 20 19
188 23 24 24
210 29 28 29
256 30 33 32
288 60 53 57
333 60 61 60,5
35 7 80
34 + 70
=251 T 60 é
2 150§
g 2 T4 S E
g 157 lpSE
c 17 120 ‘%
0.5 1 L0 <
0 0
—a— Poids sec (g/l) —— Azote alpha-amine (mg/l)

Fig. b-3 Evolution de la biomasse de la souche C et
de la consommation de I'azote alpha-aminé au cours
de sa culture mixte avec la souche X sans séparatio
des deux micro-organismes.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

Tableau b-4. Evolution de la consommation de I'azet ammoniacal au cours de la culture

mixte de S. cerevisiaesouche CD. oeni souche X reéalisée sans séparation des deux micro-

organismes.
Azote ammoniacal| Azote ammoniacal Valeurs
Durée (h) (mg/L) Réservoir (mg/L) Réservoir moyennes
avec membrane sans membrane (mg/L)
0 430 432 431
15 400 420 410
24 390 387 389
41 300 330 315
47 265 268 267
69 180 191 186
90 120 124 122
114 115 122 119
160 123 138 131
188 123 125 124
210 129 132 131
256 120 132 126
288 120 130 125
333 126 136 131
35 — 500

31 - 450 =

L 400 ®

=257 - 350 §

2, - 300 §

2 L 250 =

ﬁ 15 + L 200 g

5 14 - 150 £

os | 10

0 0o <

Q
Durée (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Azote ammoniacal (mg/l)

Fig. b-4 Evolution de la biomasse de la souche d:da
consommation de l'azote ammoniacal au cours de sa
culture mixte avec la souche X sans séparatiorddas

micro-organismes.
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Annexes de la partie IV : Cultures mixtes

c-Culture pure de S. cerevisiasouche C dans le BRM sous azote.

Tableau c-1. Suivi cinétique de la culture pure dé. cerevisiaesouche C dans le BRM sous

azote.
. Concentration cellulairg Poids sec §ucre _(g/L) §ucre _(g/L)
Durée (h) D.O réservoir avec| réservoir sans
(cellules/mL) x 16 (g/L)
membrane membrane
0 0,12 6,8 0,154 207,5 206,9
17 0,25 14,23 0,32 198,3 194,6
24 0,43 24,75 0,55 168,3 170,3
40 2,53 146 3,24 147,7 146,8
47 3,24 187 4,15 118,2 92,5
92 4.4 260 5,6 57,7 45
138 4,44 267 5,7 2,04 2,01
160 4,8 300 6 2 2
35T - 250
3 4
1 200
=25+
2 5] 1150 §
& o
g 15T +100 §
£ 1t ?
1 50
0.5 +
0 i — | | e——e | 0
0 17 24 40 47 92 138 160
Durée (h)
—=—Poids sec (g/l) —e— Sucre (g/l)

Fig. c-1 Evolution de la biomasse de la souche C et
de sa consommation de sucre au cours de sa culture
pure dans le BRM sous azote.
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Tableau c-2. Evolution de la consommation de I'azetalpha-aminé au cours de la culture pure

de S. cerevisiasouche C dans le BRM sous azote.

Azote alpha-aming Azote alpha-aminé  Valeurs

DEJhr)e € (mg/L) Réservoir | (mg/L) Réservoir | moyennes
avec membrane sans membrane (mg/L)
0 74 76,3 75,2
17 53,24 54 53,62
24 35,88 41,38 38,63
40 12,73 12,5 12,62
47 8,4 7,34 7,87
92 11,81 8,55 10,2
138 8,46 12,5 10,5

w
|
|
®
o

25 | -+ 70
=, reoe
S +50 §
[3) c =
8 15+ +40 c ©
« S g
h=l 130 ®
e 7 g

120 ©

il 2
0.5 1 10
0 : : : : : : 0

0 17 24 40 47 92 138
Durée (h)

—a— Poids sec (g/l) —e— Azote alpha-amine (mg/l)

Fig. c-2 Evolution de la biomasse de la souche @:et
sa consommation d'azote alpha-aminé au cours de sa
culture pure dans le BRM sous azote.
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Tableau c-3. Evolution de la consommation de I'azetammoniacal au cours de la culture pure

de S. cerevisiasouche C dans le BRM sous azote.

Durée Azote ammoniacal Azote ammoniacal Valeurs
) (mg/L) Réservoir aved (mg/L) Réservoir sans| moyennes
membrane membrane (mg/L)
0 430,5 443 437
17 428 426,5 427,3
24 419 413,7 416,4
40 302 326 314
47 267,2 277,6 272,4
92 118 119.2 119
138 118 118 118
3+ — 500
1450 _
2571 1400 5
= L 1350 €
2 300 §
8 15+ + 250 €
8 1 200 &
e 7 1150 §
05 | T 100 2
' +50 §
0 } } } } } } 0
0 17 24 40 47 92 138
Durée (h)
—=— Poids sec (g/l) —e— Azote ammoniacal (mg/l)

Fig. c-3 Evolution de la biomasse de la souche C et
de sa consommation d’azote ammoniacal au cours
de sa culture pure dans le BRM sous azote.
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IV- Conclusion générale et perspectives

La réalisation de la fermentation malatpast en vinification n’est pas toujours couronnée d
succes. Les causes d'échec les plus fréquemmentéas sont la teneur élevée en éthanol du
milieu a la fin de la fermentation alcoolique, guction par certaines souches de levures d’autres
meétabolites inhibiteurs comme le $€ndogene et les acides gras, le sulfitage, I'sciglevée du
vin et sa carence en nutriments indispensables@issance bactérienne comme les acides aminés.
L’échec de la réalisation de la fermentation maitidme peut ainsi entrainer dans certains cas une
dépréciation de la qualité du produit final.

Pour une meilleure compréhension des maistiéchec ou de succés de la fermentation
malolactique, il est important d’étudier les intr@ans qui peuvent exister entre les levuges
cerevisiae principal agent de la fermentation alcoolique les bactéries lactique®. oenj
responsables de la fermentation malolactique. [iffis chercheurs se sont intéressés a I'étude de
ces interactions dont on distingue : absence dact®n (neutralité), inhibition et/ou stimulation.
Cependant la plupart de ces chercheurs ont suutdi#e des méthodes qualitatives sur gélose,
inspirées de la méthode des antibiogrammes, demésiltats concernent uniquement la croissance
cellulaire. Ces résultats n’étaient pas tout lepemeproductibles en milieu liquide (synthétique ou
naturel) et ne permettaient pas la quantificatienl'mhteraction. De plus l'activité malolactique
recherchée n’est pas toujours corrélée a celleraissance. Il est donc important d’acquérir une
description précise de ces interactions en lestizant.

Dans ce travail nous avons testé diff@®sbuches d8. cerevisia@vec difféerentes souches
d’O. oenidans des milieux liquides synthétiques simulasinhdieux naturels (jus de raisin ou vin)
et nous avons quantifié les interactions en testaok stratégies d’inoculation : les fermentations
séquentielles et les cultures mixtes. Nous avordegment essayé d'identifier dans le cas d'une

inhibition certaines molécules qui en sont respblesa

La premiére partie de notre travail a ébdsacrée a I'étude des cultures pures de cing
souches de levure et de trois souches de bacténg an milieu synthétique jus de raisin. Les
milieux fermentés par les levures ont servi plud tal'inoculation des bactéries lactiques pour la
réalisation des cultures séquentielles. Le suid figmentations alcooliques nous a permis de
constater de faibles différences dans le comporierométique des souches de levure testées
(croissance et consommation de sucre) ainsi que leéaprofil biochimique des milieux établi a la

fin de ces fermentations, notamment la product®geattains métabolites inhibiteurs de la FML
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(éthanol, S@ et acides gras) et la quantité d’azote assimilabgtant dans le milieu (azote
ammoniacal et alpha-aminé).

D’autre part les cultures pures des tsoisches d. oenidans le milieu synthétique jus de
raisin en fioles d’Erlen-meyer ont montré un cont@aent cinétiqgue proche pour les souches X et
Z contrairement a la souche Y qui s’est distingogesa faible biomasse et par une lente activité de
démalication. Par ailleurs les 3 souches ont consdrde faibles quantités de sucre et d’azote
alpha-aminé et ont produit de faibles quantitésid&a D-lactique et d’acide acétiqué. oeni
souche X a été également testée dans un miliebé&tjopie vin et a montré que méme en présence
de 10 % d’éthanol (v/v), elle était capable de commer completement I'acide malique. Sa vitesse
de démalication était cependant réduite de 67 %rppport a celle obtenue dans le milieu
synthétique jus de raisin. Les deux cultures pdi€s oenisouche X dans les milieux synthétiques
jus de raisin et vin et celle@’ oenisouche Y dans le milieu synthétique jus de rasitnservi plus
tard de référence pour les cinétiques de croissahde consommation d’acide malique pendant
leurs cultures séquentielles. De plds oeni souche X a été testée en culture pure dans le
bioréacteur a membrane (milieu synthétique jusag) en utilisant 3 gaz différents : I'air, le €O
et I'azote. Les meilleurs résultats de la FML otd @btenus sous G@t sous azote. L'azote a été

finalement adopté pour les cultures mixtes réadisderieurement dans ce bioréacteur.

La deuxiéme partie de notre travail acgbésacrée a I'étude des cultures séquentielless Nou
avons, dans un premier temps, mis en évidenceet'gfbsitif et cumulatif de I'adaptation des
bactéries a I'éthanol et de l'addition d’'un compéérh nutritionnel riche en mannoprotéines
(Optired®) sur la croissance bactérienne et la démalicatienr utilisation a été adoptée pour toutes
les cultures séquentielles. Puis nous avons comlparéésultats des FML menées f@ar oeni
souche X dans les milieux préfermentés $acerevisiasouches A, B, C et D. Ceci nous a permis
de constater q@. oenisouche X a été inhibée par tous ces milieux maidelgré d’inhibition
dépendait étroitement de la souche de levure estique La souche la plus inhibitrice a été la
souche D suivie par les souches C, B puis A. Ledilprbiochimiques des quatre milieux
préfermentés par ces levures et préalablementigtibis la partie | nous ont montré que I'éthanol,
le SQ et les acides gras produits par ces souchesaiadiazote alpha-aminé restant n’ont pu étre
responsables des différences d’inhibition observéésus avons notamment constaté dsie
cerevisiaesouche D qui était la plus inhibitrice a prodwsdjuantités tres proches d’éthanol et de
SO, moléculaire que les autres souches ainsi que las fdibles quantités d’acides gras.
Quantitativement l'azote alpha-aminé restant nigtas non plus limitant. Le milieu préfermenté
par S. cerevisiaessouche C qui a été aussi fortement inhibiteur é&sgmté un profil biochimique
comparable a celui du milieu préfermenté pacerevisiasouche A au niveau duquel I'acide
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malique a été completement consommeé. Ces résuabats ont encouragés a exploiter la présence
d’autres molécules inhibitrices synthétisées pardmux souches comme les molécules de nature
protéigue. Cette étude constituera la troisieméede notre travail.

Contrairement aux résultats obtenusc &Y. oenisouche X, la souche Y testée dans les
milieux préfermentés pa8. cerevisiaesouches B, C et D s’est révélée résistante augitooms
inhibitrices de ces milieux et sa croissance ajos son activité de démalication ont été toutes les
deux stimulées dans le milieu préfermenté par lecls® B alors que seule la démalication a été
stimulée dans le milieu préfermenté par la souchd €erait donc intéressant pour la suite des
recherches d’exploiter la présence de certains msoas de résistance chez cette souche et
d’identifier la nature des molécules stimulatricglarguées par ces levures.

Ces résultats nous poussent a congjuee le choix du couple levure-bactérie est trés
important vis-a-vis de I'échec ou de la réussitelal&ML, bien qu'a ce jour nous n'ayons pas
encore identifié toutes les molécules responsatiedinhibition et de la stimulation de cette

fermentation.

Dans la troisieme partie de notre travadus avons essayé de rechercher la présence de
molécules inhibitrices de nature protéique dansnidigux préfermentés p&. cerevisiasouches C
et D. Les résultats ont montré que l'inhibition eée par la souche D était partiellement due a un
peptide de poids moléculaire compris entre 5 etKIa capable de réduire la vitesse de
démalication de 25 %. Il agit principalement avéthianol responsable de la réduction de la vitesse
de démalication de 75 % mais sa présence semldeesentielle pour inhiber fortement la
démalication. D’autre part les résultats obtenwes&v cerevisiasouche C ont également montré la
présence d’'un peptide inhibiteur de poids moléocell@dmpris entre 5 et 10 KDa capable de réduire
la vitesse de démalication de 5 a 11 %. Ces deptides ne semblent pas étre les mémes car celui
synthétisé par la souche C est thermostable a 180nh@airement au peptide synthétisé par la
souche D. De plus son action inhibitrice sur ldisation de la FML n’est pas aussi importante que
celle exercée par le peptide synthétisé par latsou@. En effet, méme quand il est 3,5 fois
concentré, la démalication est 2 fois ralentie nedlis est entierement achevée contrairement au
peptide produit par la souche D qui inhibe compietet la démalication dans ce cas.

Il serait intéressant pour la suite decherches de connaitre le poids moléculairet @eac
ces deux peptides, de les purifier, d’identifieurlenode et leur seuil d’action, le moment de leur
relargage, de savoir si différentes souche$sdeerevisiaseraient capables de les synthétiser et
d’étudier la sensibilité de différentes souchedaetéries lactiques a leur égard. Il serait égatéme
intéressant de remonter aux genes codant ces dsptidgs et de suivre leur expression dans
différentes conditions.
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La quatrieme partie de notre travaiété consacrée a I'étude d’'une nouvelle stratégie
d’inoculation alternative aux cultures séquentglliés’agit de la co-culture levure-bactérie read
dans le bioréacteur a membrane sous azote dandide synthétique jus de raisiis. cerevisiae
souches C et D qui ont été les plus inhibitriceseenO. oeni souche X lors des cultures
séquentielles ont été testées de nouveau avecnoétte souche de bactérie mais cette fois en co-
culture. Cette stratégie s’est avérée intéresgamibe le coupleS. cerevisiaesouche D/O. oeni
souche X puisque la productivité et la vitesse @émalication ont été améliorées respectivement de
2,6 et 3,55 fois ainsi que la quantité d’acide i consommeée qui a été 10 fois plus importante.
De plus il n’y avait aucun risque de déviation (e lactique) puisque les concentrations d’acide
D-lactique et d’acide acétique produites étaiertiléa. Cependant avec le couf@e cerevisiae
souche C/O. oeni souche X, malgré I'amélioration de la productivité de la vitesse de
démalication, la quantité d’acide malique consommiétit pas meilleure et I'inhibition est restée
importante.

La stratégie de co-culture peut étrériggsante dans le cas de certains couples levure-
bactérie mais le choix des souches reste un ciitgpertant pour la réussite de la FML. Il serait
intéressant de tester cette stratégie a I'écheltustrielle et de voir si les résultats sont

extrapolables.

En définitive, ce travail a permis les avancéegasues :

- mise en évidence de différents types d’interackmure-bactérie (inhibition, stimulation et
neutralité) en testant plusieurs couples dans didisum liquides synthétiques dont la
composition simule celle des milieux naturels eiwamt a la fois la croissance bactérienne
et la démalication.

- guantification de l'inhibition et de la stimulatiate la FML par comparaison a des témoins.

- mise en évidence de I'implication de molécules diure protéique dans linhibition de la
FML en plus des molécules classiques rencontréas ba littérature et caractérisation
partielle de ces molécules protéiques.

- utilisation d’'un bioréacteur a membrane pour I'é&ulks cultures mixtes levure-bactérie ce
qui a facilité le suivi de I'évolution de chacunesddeux populations et la quantification de
leur biomasse, parametre important dans la compsébre de I'interaction. Cet outil nous a
ainsi permis d’évaluer les avantages de la cultoisee sur la croissance bactérienne et la
démalication par comparaison des résultats a cbtenos lors des cultures séquentielles

corres pondantes.
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Finalement, les recherches sont a poursuivre sunt@écules responsables de I'inhibition de la
FML et sur I'étude de la sensibilité des soucheddsgennes vis-a-vis de l'inhibition. Il serait
également intéressant d’appliquer les cultures enixt I'échelle industrielle pour voir si elles

restent avantageuses pour la réalisation de la &afhis ces conditions.
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