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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

_ _ _ Diversité microbienne variable
Microorganismes du vin

»i -
A A

o Au cours de maturation de la baie
o Cépage

o Millésime

o Létat sanitaire de la baie

o Pratiques culturales

o Traitement phytosanitaire
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Il existe une grande diversité de la flore levurienne :

29 genres et 90 especes sur 44 cépages dans 21 pays
(Renouf et al., 2007; Barata et al., 2012)

Aureobasidium pullulans Pichia guillermondii
Candida stellata Saccharomyces cerevisiae
Candida steatolytica Saccharomyces bayanus
Dekkera bruxellensis Saccharomyces paradoxus
Debaromyces hansenii Saccharomyces pastorianus
b Hanseniaspora uvarum Schizosaccharomyces pombe
—> Lachancea thermotolerans Saccharomycodes ludwigii
Lachancea fermentati Torulaspora delbrueckii
Metschnikowia pulcherrima  Zygosaccharomyces bailii
Pichia anomala Zygosaccharomyces bisporus
Pichia membranifaciens Zygosaccharomyces rouxii

. . (Barata et al., 2012)
Intérét d’explorer le potentiel cenologique

de nouvelles souches de levures
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[evures ind1 g ENES . Diversité et métabolismes

Diversité microbienne

Ol oo 10° E

' “ (] © | vou 10°

v Q | — 10*
__________ e o 102

Espéces non-fermentaires :
Cryptococcus sp., Rhodotorula sp.,
A. pullulans, Serratia sp., B. vietnamiensis

Mi-FA Fin FA

Processus d'élaboration du vin

Bouteille

© Espéces fermentaires mais
faiblement tolérantes a I'¢thanol :
Candida sp., Pichia sp., Lactobacillus sp.,
G.oxydans

>

© Espéces fermentaires relativement
tolérantes a Iéthanol mais sensible
au SO, et a la présence des nutriments 100 WC. stellata
(sucres fermentescibles, acide-L-malique) :

S. cerevisiae, O. oeni W H. guillermondii

80

') Espéces résistantes : tolérantes a I'éthanol, W H. uvarum

4 |'absence d'oxygéne, de nutriments et SO;
B. bruxellensis, P. parvulus

60
B K. marxianus
40
M K. thermotolerans

Relative amount (%)

20 T. delbrusckii

: i icrobi ’ ; ; e unidentitied
FIGURE 1. Evolution globale de la diversité microbienne dans I'élaboration du vin (adapté de Renouf, 2006) 0 12 24 72 101

M 5. cerevisiae

(Xufre et al., 2006)
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Pourquoi la levure Saccharomyces domine ?

VAN
.\\ ‘g
*Meilleure tolérance a l'alcool AN

* Meilleure tolérance aux sulfites
*Levure fortement fermentaire
* Taux de croissance plus élevée

* Production de toxines killer

*Production de métabolites inhibiteurs (SO,, acides gras, acide acétique...)
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Levures non-Saccharomyces, levures indésirables?

La plupart produisent : Acides acétique, acétaldéhyde, acétoine,
éthyle acétate, vinyl et éthyl phénols

Croyances

* Levures faiblement fermentaires
* Sensible a I'éthanol

* Sensible aux sulfites . Inutiles
e Disparaissent au cours de la FA

* Forte production d’acidité volatile
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

La mise en ceuvre d’une souche unique permet-elle
I'expression de la complexité aromatique du vin ?
(Ciani et al., 2010)

Les adeptes des fermentations naturelles :
* Vins plus complexes
e Plus structurées
* Plus typique

PC2 (21%) ©
88 %

e
&

0.0

Impacts positifs de la présence des levures indigenes non-

Saccharomyces sur la qualité organoleptique du vin ?

* Esters * Terpénes
* Alcools supérieurs * Polysaccharides
* Acétate * Glycéro

(Egli et al., 1998; Soden et al., 2000; Viana et al., 2008; Rodriguez et al., 2010; Jolly et al., 2008, 2013)
7
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Sulfate \/ \

. sulfite )\ !

Diacétyle Acides N /
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Glycérol @

Glycérol
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Acétaldéhyde Acide cétyl-CoA Krebs |
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Ethanol
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R
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Activités enzymatiques d’intérét
(estérases, B-glucosidases, protéases, B-lyase...)
(Jolly et al., 2013)

Révélation d’aromes variétaux

(thiols volatils, terpenes)
(Rodriguez et al., 2004; Zott et al., 2010)

Précurseurs d’arébmes du raisin

levures
Composés volatils du vin
, B-lyase . . .
Cys-thiols > 4MMP, 3MH, 3MHA (Buis, fruit de la passion, agrumes..
B-glucosidases _ o _
sucre-aglycone > Linallol, Géraniol... (fleur et fruits)
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[evures indi g ENES . Diversité et métabolismes

Phénols Volatils

Acides Phénol Acides coumarique &
férulique

Saccharomyces [
Brettanomyces | } Cinnamate décarboxylase

Notes

Vinyls Phénol

pharmaceutiques
épicées

Brettanomyces D’ } Vinyl-Phénol Réductase

Phénols Volatils

Ethyl-4-Phénol & Ethyl-4-Gaiacol
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

(Zott, 2011) 3SH

N puicherdrma LeTlT

H. wwarum Lmdl T40

!oonenfalis LmZ2LT54 | |D/E
T dalhroackll Lm2LT?

P omembranifaciens QF INS4

5. corsvisiaa X5 P BIC

K. thermofolerans LmSLTH | AIBIC

N puicherrima Le3LT30 AlBIC
M pulchemmima Q4LTH AIB

N puichernima Lm TLT22  HEETH A H PP PP PP PR H PP PR PP AlB

T delhruecki LmfLT{40 AB

W pulcherrima QGLTZG A

0 30 100 150 200 250 300
ng/L

Figure 1 : Libération de la 3MSF par les levures non-Saccharomyces et une souche de 5. cerevisiae dans des molits de Sauvi-
gnon blanc a mi-fermentation, moyenne des repétitions, analyse de vanance, a=0,05.
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Biais rencontrés lors des fermentations naturelles !!

Risque
d’arrét de
fermentation

Fermentations languissantes
et/ou arrét de fermentation

* Faible tolérance a I’éthanol
* Faible tolérance aux sulfites

(Ciani et al., 2010)
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Déviations organoleptiques

Production d’acidité volatile
Production d’acétate d’éthyle
Production de 4-ethyl phénol
et 4-vinyl phénol

(Swiegers et al., 2005; Stayger et al., 2010)
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Les Non-Saccharomyces, une arme a double tranchant!

Complexité ce a |'alcool

Faible tolé a%‘a_e au SO2
Levurés non-fefmentaires
Ethdnal *,

Aci

aromatique

La solution? La sélection
L'inoculation séquentielle ou co-inoculation
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Avantages

Complexité

To@(?aspora selbrueckii
aromatique

Candida stellata
Pichia fermentans
Pichia kluyveri s
Hanseniaspora uvarum

N Acidité volatile
Ethanol

’ Tordtaspora delbrueckii

Candida Rg)plin@a
S Metschnikowia pulcher(":n'\ma
Q° ‘o
— Candida stellata o A3
Candida cantarelli &
)
Désacidification
> NS
© U o 0Issa(tchenkf&,grienfglis
Kluyveromyces : Schizosaccharomyces pombe
thermotolerans 0% ES)

(Soden et al., 2000; Toro et Vazquez, 2002; Strehaiano et al., 2006; Bely et al., 2007; Kapsopoulou et al., 2007; Fleet et al., 2008; Comitini et al., 2011; Rantsiou et al., 2012
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Interactions levure-levure

Biplot (PC1 vs PC2 : 83.71 %)
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Component 1 (69.34 %) (Sadoudi et al., 2012)

Biplot de I’ACP (PC 1 vs. PC 2) des metabolites normalisés a la biomasse. Les élipses représentent les clusters
obtenus par une Analyse Hiérarchique des clusters (AHC).
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Etude de l'interaction levure-levure

Le cas M. pulcherrima > Chute de la production finale de l'acide
acétique en culture séquentielle

0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 A
0,25 |

0,2 A

Acetic acid (g I'Y)
Glycerol (g I'Y)

0,15 A

0,1 -

0,05 -/

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (days)

2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (days)

(Sadoudi et al., 2012)

Modification de la voie métabolique de 'acide acétique et du glycérol chez

6 S. cerevisiae induite par la présence de M. pulcherrima ? R
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Etude de l'interaction levure-levure

Glucose
Glycolyse Ethanol

Dihydroxyacetone ) Glycerolaldehyde ADH1

phosphate NAD* 3phosphate Alcohol dehydrogenase
Glycerol 3-phosphate dehydrogenase NADH,H* ADH2 NADH,H*
Pyruvate decarboxylase
GPD1 NADH,H*
NAD* PDC5, PDC1 NAD*
Glycerol 3-
phosphat Pyruvate '\ > Acetaldehyde
Glycerol 3-phosphatase
Y/ phosp co,
NADP*
. - H,O
Glycerol Mitochondrioa v
Pyruvate Aldehyde dehydrogenase NADPH,H*
ALD6
CO, v
Pyruvate dehydrogenase Acetate
NADPH,H ﬁ
ALD4 COA-SH—\ (» CoA-SH
ALDS CoA-SH
Aldehyde dehydrogenase Acetyl-CoA synthase
NADP* ACS2
v
TCAcycle &&= Acetyl-CoA <€ Acetyl-CoA
Carnithin acetyl transferase So ~
~
CAT2 SA Fatty acids
Stérols
Principaux genes impliqués dans la voie PDH by-pass et la production du glycérol I{
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Surexpression des génes PDC1, PDC5, ALD6, ADH2 chez S. cerevisiae en culture séquentielle/monoculture S.
cerevisiae

Glucose

Glycolyse Ethanol

Dihydroxyacetone phosphate e Glycerolaldehyde 3phosphate ADH1

NAD* Alcohol dehydrg
Glycerol 3-phosphate dehydrogenase NADH,H* NADH,H*
Pyruvate decarboxylase
GPD1 NADH,H*
NAD* PDC5, PDC1 NAD*

Glycerol 3-phosphate

Pyruvate
Glycerol 3-phosphatase l
Glycerol Mitochondrioa v
Pyruvate
Pyruvate dehydrogenase
NADPH,H ﬁ
ALD4 COA-SH'—\I K CoA-SH
ALDS CoA-SH
Aldehyde dehydrogenase Acetyl-CoA synthase
NADP* ACS2
v
TCA cycle € Acetyl-CoA € Acetyl-CoA
Carnithin acetyl transferase \\~
~
CAT2 SA Fatty acid
Principaux genes impliqués dans la voie PDH by-pass et la production du glycérol Stérols

s R

s Y vins-rhone.com Département Technique -2015 INTER RHO%



[evures indi géneS . Diversité et métabolismes

Surexpression du gene GPD1 chez S. cerevisiae en culture séquentielle

NAD*
Glycerol 3-phosphate dehydrogenase
NADH,H*

Hypotheése : une partie du glucose serait irréversiblement transformé en glycérol

Glucose
Glycolyse Ethanol
Dihydroxyacetone phosphate == Glycerolaldehyde 3phosphate ADH1
Alcohol dehydrogenase
NADH,H* NADH,H*
Pyruvate decarboxylase ADH2
NAD* PDC5, PDC1 NAD*

Glycerol 3-phosphate

Glycerol 3-phosphatase

Pyruvate
y w > Acetaldehyde
co,
NADP*
Mitochondrioa v H,0
N
Pyruvate Aldehyde dehydrogenase NADPH.H
ALDG6
co, v
Acetate
Pyruvate dehydrogenase
NADPH,H A
ALD4 CoA-SH=—~ -+ CoA-SH
ALD5 CoA-SH
Aldehyde dehydrogenase Acetyl-CoA synthase
NADP* ACS2
A\ 4
TCA cycle € Acetyl-CoA € Acetyl-CoA
Carnithin acetyl transferase \~\
~
CAT2 Sa Fatty acid
Stérols

Principaux génes impliqués dans la voie PDH by-pass et la production du glycérol
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Effet antagoniste : M. pulcherrima/B. bruxellensis

(a) 8
7
T 6
€ 5
o 4
O
o 3
Q 2
1
O 1 L A L L 1 L ‘ 1 ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (days)
: Sans ajout de fer dans le mo(t
.... . Avec ajout de fer
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

Attention!

1-La compétition entre les espéces de levures et/ou entre les souches peut
favoriser les individus indésirables

2-La souche qui domine la fermentation n’est pas forcément celle qui
donne le meilleur vin
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[evures indi g ENES - Diversité et métabolismes

A étudier

1-Existence d’interactions levures-levures
phénomenes synergiques
Antagonisme
2-La maitrise des fermentations avec des non-Saccharomyces

compréhension des mécanismes d’interactions
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