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Nous tenons a remercier les collegues qui ont participé a faire évoluer les re-
cherches en microbiologie du vin a UInstitut Universitaire de la Vigne et du Vin
de luniversité de Bourgogne a savoir Mesdames Claudine Charpentier, Fa-
bienne Remize, Raphaélle Tourdot-Maréchal, Stéphanie Weidmann-Desroche et
Messieurs Hervé Alexandre, David Chassagne, Régis Gougeon, Jean Guzzo et
Michel Feuillat.

Introduction

1 La microbiologie a pris une part de plus en plus importante en ceno-
logie a partir des années 1980. Le nombre de chercheurs s'intéressant
a cette spécialité s'est accru et de ce fait le nombre de publications
scientifiques a beaucoup augmenté. Robert Tinlot, par sa présence au
conseil de I'Institut Universitaire de la Vigne et du Vin de l'université
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de Bourgogne depuis sa création, a participé activement a nos ré-
flexions et a émis des avis tres pertinents sur nos choix de formations
(par exemple le Master « Procédés fermentaires appliqués a l'agroali-
mentaire », la réforme du Diplome National d'(Enologue) et sur nos
orientations de recherche dans le domaine de la microbiologie ceno-
logique. Ce texte se propose de retracer rapidement I'évolution des
recherches cenologiques dans ce domaine depuis les années 1980.

Maitrise des fermentations

2 Pendant longtemps, les travaux scientifiques se sont principalement
focalisés sur la levure Saccharomyces cerevisiae qui est responsable
de la fermentation alcoolique et sur la bactérie lactique Oenococcus
oeni qui réalise la deuxieme fermentation du vin, la fermentation ma-
lolactique. Ces travaux visaient a une meilleure maitrise des proces-
sus fermentaires afin de garantir la qualité du vin produit.

3 Les buts recherchés étaient multiples : - transformer completement
les sucres lors de la fermentation alcoolique, - s’affranchir des ralen-
tissements voire des arréts de la fermentation alcoolique, - assurer
un démarrage rapide de la fermentation malolactique, - ne pas avoir
de faux gofits produits au cours de ces fermentations, pas ou peu de
synthese d’acide acétique, pas de composés odorants désagréables
(odeurs soufrées par exemple), - contribuer a la révélation des com-
posés d'aromes du raisin...

4 Pour atteindre tous ces obijectifs, il y a eu besoin de bien connaitre la
physiologie des microorganismes impliqués. Tout d’abord les caracte-
ristiques morphologiques (forme des cellules, type de reproduction),
les caractéristiques culturales (temps de génération), les caractéris-
tiques physiologiques (utilisation des composeés carbonés, fermenta-
tion des sucres, assimilation des différentes sources de carbone, utili-
sation des composés azotés, besoins en vitamines, production
d’acides organiques, de composés aromatiques...). Il a été aussi né-
cessaire de connaitre les conditions idéales de leur développement
dans le milieu (moft de raisin ou vin) a savoir la température, le pH, la
concentration en dioxyde de soufre, les teneurs des différents sub-
strats, la nature des composés activateurs ou inhibiteurs. Il a été aussi
nécessaire de comprendre les interactions entre les microorganismes
impliqués . Comme la fermentation alcoolique précéde la fermenta-
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tion malolactique, ce sont beaucoup les interactions levures sur bac-

téries lactiques qui ont été étudiées 2.

5 Toutes ces études ont conduit a la sélection de souches performantes
(levures et bactéries lactiques). Ces sélections ont été réalisées par
des laboratoires de recherche, des interprofessions, I'IFV, des pro-
ducteurs de microorganismes... Les criteres retenus pour le choix du
microorganisme ont été de plusieurs niveaux : proprietés fermen-
taires, propriétés technologiques, caractéristiques organoleptiques,
caractéristiques hygiéniques.

6 Lutilisation de microorganismes sélectionnés présente de nombreux
avantages. Le plus évident est la garantie d’avoir des fermentations
rapides, completes et sans déviation aromatique. La diminution du
risque de contaminations microbiennes ultérieures est aussi forte-
ment appréciée. Certains vinificateurs craignent cependant une cer-
taine « banalisation » du produit en recourant notamment a une seule
levure sélectionnée. En effet, les fermentations alcooliques réalisées
en flore indigene s'accompagnent le plus souvent d'une grande com-
plexité aromatique. Or on sait que dans ce mode de vinification plu-
sieurs especes de levures interviennent avant Saccharomyces cerevi-
siae, ce sont les levures dites non-Saccharomyces. Ainsi, la sélection
de microorganismes est toujours en cours et elle concerne mainte-
nant surtout des levures appartenant a des genres dits non-Saccha-
romyces car ces dernieres présentent de grands intéréts biotechnolo-
giques. Mais comme la fermentation alcoolique avec plusieurs star-
ters levuriens est caractérisée par des interactions complexes et lar-
gement inconnues entre les levures, il faut au préalable faire beau-
coup d’études, notamment sur les composés volatils produits par ces
levures dans le cas de monocultures et de co-cultures, pour faire en-
suite des choix de couples de levures pertinents. Un travail récent a
été reéalisé sur trois levures non-Saccharomyces et une Saccharo-
myces 3. Des effets synergiques sur la production de composés aro-
matiques ont été observés lorsque Metschnikowia pulcherrima est en
co-culture avec Saccharomyces cerevisiae, alors quune interaction
négative conduisant a une diminution de la teneur en terpeénes et en
lactones a été observée entre Candida zemplinina et Saccharomyces
cerevisiae. Par contre, des co-cultures de Torulaspora delbrueckii et
Saccharomyces cerevisiae ont montré une interaction neutre.
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7 Actuellement, il existe au choix des vinificateurs plusieurs levures qui
peuvent étre utilisées en co-culture (non-Saccharomyces et Saccha-
romyces cerevisiae) ou en inoculation séquentielle, d'abord les non-
Saccharomyces puis Saccharomyces cerevisiae.

8 Ces microorganismes sont admis par 'Organisation Internationale de
la Vigne et du Vin que ce soit les levures sélectionnées Saccharomyces
spp. (OIV-Oeno 576A-2017), les levures seélectionnées non-Saccharo-
myces spp. (OIV-Oeno 576B-2017) ou les bactéries lactiques apparte-
nant aux genres Oenococcus, Lactobacillus et Pediococcus (OIV-Oeno
328-2009, OIV-Oeno 494-2012). En ce qui concerne les levures, il est
admis d'utiliser des levures en culture pure, en culture mixte ne com-
prenant que des souches de levures Saccharomyces, ou en culture
mixte avec des souches de levures Saccharomyces et des souches de
levures non-Saccharomyces.

9 Le reglement de I'union européenne (1308,/2013 du 17 décembre 2013)
autorise I'emploi de levures de vinification et de bactéries lactiques
pour maitriser les fermentations alcoolique et malolactique.

Détection et quantification des
microorganismes d’altération

10 Depuis une quinzaine d’années, les travaux scientifiques portant sur
la détection et la quantification des microorganismes daltération
sont en forte augmentation avec pour but toujours la maitrise de la
qualité du vin produit. Les études portent sur les moisissures du rai-
sin, responsables de la présence dans le vin de mycotoxines, compo-
sés non hygiéniques, sur la levure Brettanomyces bruxellensis, res-
ponsable notamment des odeurs phénolées dans le vin et sur les bac-
téries acétiques qui peuvent grandement déprécier le vin pendant
son élevage en synthétisant notamment de l'acide acétique.

11 En ce qui concerne les moisissures, la PCR ITS-RFLP a été utilisée
avec succes pour identifier les isolats de champignons filamenteux se
trouvant sur les raisins 4. Aprés extraction dADN, des PCR-ITS ont été
réalisées. La digestion enzymatique avec des endonucléases a permis
d’'obtenir des profils de restriction qui, sur 43 especes étudiées ont
genéré 42 profils composites différents. Seules les especes Penicil-
lium thomii et Penicillium glabrum ont donné le méme profil compo-
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site. 96,3 % des souches testées ont pu ainsi étre différenciées au ni-
veau de l'espece avec seulement quatre endonucléases. Cette mé-
thode a alors été appliquée sur 199 souches de champignons filamen-
teux isolées de différents vignobles de Bourgogne pour connaitre la
diversité fongique au niveau des especes dans le vignoble. La prédo-
minance dans ces parcelles du genre Penicillium (58,5 %) et parmi ce
genre de l'espece Penicillium spinulosum (22,7 %) a été mise en évi-
dence avec l'absence de souches appartenant au genre Aspergillus.
Cette meéthode a ainsi permis d’'identifier des especes jusqualors ja-
mais décrites sur les baies de raisin : Fusarium oxysporum, Thanate-
phorus cucumeris et Trichoderma koningiopsis.

12 Parallelement a cette étude, une méthode d'identification et de quan-
tification rapide et précise par PCR quantitative en temps réel (QPCR)
de Botrytis cinerea, I'un des principaux agents pathogenes présents
sur le raisin, a été mise au point récemment . Cette méthode a une
efficacité élevée (97 %) et la limite de détection a été estimée a 6,3 pg
d'ADN (correspondant a 540 spores). Ce test rapide, sélectif et sen-
sible pourrait étre utilisé pour surveiller la propagation du champi-
gnon Botrytis sur les baies de raisin dans les vignobles.

13 La levure d’altération Brettanomyces bruxellensis fait I'objet de beau-
coup d’études car elle déprécie beaucoup le vin en synthétisant des
phénols volatils qui sont des composés a odeurs désagréables (sueur
de cheval, écurie, gouache, « gofit de souris ») produits suite a une
décarboxylation des acides hydroxycinnamiques issus du raisin. Dans
sa these, Serpaggi a montré que cette levure était capable de se trou-
ver dans le vin dans un état viable mais non cultivable (état VNC)S.
Cet état engendre des modifications morphologiques (diminution de
la taille des cellules de 22 %) mais elle est réversible quand les te-
neurs en dioxyde de soufre diminuent dans le vin. Lexistence de cet
état VNC chez Brettanomyces est problématique car il peut engendrer
des erreurs de détection de cette levure. Aussi des méthodes de de-
tection et de quantification sont réguliecrement mises en place : hy-
bridation in situ et lecture par cytométrie en flux, PCR quantitative
en temps réel... Pour éviter la croissance de Brettanomyces bruxellen-
sis principalement dans le vin rouge, il a été mis en évidence que la
dose de dioxyde de soufre a appliquer est fonction des souches de
Brettanomyces qui présentent en effet des niveaux variables de résis-
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tance aux sulfites. De plus, la dose d'utilisation de ce conservateur
varie aussi en fonction du niveau de population”.

14 Les bactéries acétiques se trouvent généralement dans le vin a de
faibles concentrations mais comme elles produisent beaucoup d’acide
acétique lorsqu'elles se développent, leur présence dans le vin doit
étre suivie notamment pendant le vieillissement de ce dernier. De
plus, la teneur maximale en acidité volatile (principalement due a
'acide acétique) d'un vin est fixée par la législation européenne (re-
glement CE 606,/2009). Or la proportion plus importante aujourd’hui
sur le marché de vins a faible teneur en dioxyde de soufre, donc plus
sensibles a un développement de ces bactéries, demande a avoir des
méthodes rapides, spécifiques, sensibles et fiables pour détecter ces
bactéries et cela notamment dans les vins rouges® afin de pouvoir
agir rapidement pour les éliminer avant dépréciation gustative du vin.

Ecologie microbienne de la baie
du raisin, du moit de raisin et du
vin

15 Parallelement aux travaux sur les microorganismes daltération, on
constate aussi une forte augmentation d'études sur I'écologie micro-
bienne de la baie du raisin, du mofit de raisin et/ou du vin et notam-
ment sur les levures non-Saccharomyces. Différentes méthodes mole-
culaires sont en effet actuellement disponibles pour étudier ces po-
pulations levuriennes d'un point de vue global mais aussi au niveau
inter et intra spécifique.

16 Les études récentes visent a mieux comprendre l'origine des mi-
croorganismes retrouvés dans les cuveries de vinification ou les caves
d'élevage, mais aussi leur installation et leur persistance d'un millé-
sime a l'autre dans ces environnements. Quels supports sont impli-
qués : les murs, le sol, les contenants et notamment les flts, le maté-
riel vinaire ? Les équilibres entre les différentes flores (levures, bacté-
ries, moisissures) commencent aussi a étre étudiés.

17 Quelques exemples :
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e Dans sa these de Doctorat, Cédric Grangeteau a compar¢ la biodiversité fon-
gique des populations présentes sur les baies de raisin de chardonnay en
fonction du mode de protection phytosanitaire appliqué au vignoble 9. Une
biodiversité plus faible pour les raisins de la modalité biologique a été mesu-
rée pour les trois millésimes étudiés. Les populations fongiques sont ensuite
fortement remaniées par les étapes pré-fermentaires (pressurage et clarifica-
tion) et I'influence de la flore de cuverie est confirmée. Par ailleurs, I'addition
de dioxyde de soufre dans les mofts de raisin modifie les dynamiques des
populations et favorise la domination de l'espece Saccharomyces cerevisiae.
Lanalyse chimique non-ciblée effectuée dans les vins en fin de fermentation
alcoolique montre que ces derniers peuvent étre discriminés en fonction de
la protection phytosanitaire, traduisant I'existence de signatures de diversité
chimique et microbiologique liées au mode de protection au vignoble.

e La colonisation de Saccharomyces cerevisiae dans une nouvelle cuverie a été
analysée sur trois millésimes consécutifs 1. La flore présente avant l'arrivée
de la premiere récolte a été caractérisée sur le sol, les murs et I'équipement
de cette nouvelle cuverie. Le genre Saccharomyces (<0,3%) a été détecté sur
le sol et I'équipement mais sans la présence d'especes de Saccharomyces ce-
revisiae. Des souches sauvages de Saccharomyces cerevisiae ont été isolées
d'un « Pied de Cuve » utilisé lors du premier millésime pour assurer la fer-
mentation alcoolique. Parmi 25 isolats appartenant a cette espece, 17 souches
différentes ont été identifiées mettant en évidence une grande diversité
intra-spécifique. Des souches de Saccharomyces cerevisiae ont également été
isolées de différentes cuves au cours des fermentations spontanées du pre-
mier millésime. L'année suivante, certaines de ces souches ont été isolées a
nouveau pendant la fermentation alcoolique. Quatre ont été retrouvées sur le
matériel présent dans la cuverie avant l'arrivée de la troisieme récolte sugge-
rant une colonisation potentielle par ces souches. La capacité a former un
biofilm sur des surfaces solides apparait différente selon les souches et pour-
rait expliquer en partie ce début de colonisation observée pour certaines
souches.

» Cette capacité a former un biofilm étant une stratégie de résistance mise en
ceuvre par les microorganismes, a été étudiée chez différentes souches de
Brettanomyces bruxellensis isolées de plusieurs vins Il Sur 65 isolats discrimi-
nés en 5 groupes génétiques différents, 12 souches ont été sélectionnées. Ces
12 souches ont été capables de former un biofilm dans un milieu de culture
synthétique sur une surface en polystyrene. La présence de microcolonies,
de cellules filamenteuses et de substances polymeres extracellulaires dans le
milieu a été détectée.
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Pour 2 souches, cette capacité a former un biofilm dans le vin a été révélée,
avec notamment une forte libération des cellules de ce biofilm dans le milieu
vin. Ces cellules libérées sont ensuite capables de se remultiplier dans le vin.
Cest peut-étre cette stratégie qui est mise en ceuvre par Brettanomyces
bruxellensis lui permettant ainsi de persister dans les cuveries et surtout les

caves d'¢levage.

Conclusion

18 La microbiologie dans le domaine de l'cenologie a beaucoup évolué
depuis les années 1980. Comme dans les autres domaines de la re-
cherche scientifique, les progres analytiques nous font beaucoup
progresser et les études realisées se traduisent le plus souvent par de
nouvelles questions de recherche. Ainsi, actuellement on soriente
beaucoup sur I'¢tude des consortiums microbiens (bactéries, levures,
moisissures) pour mieux caractériser les flores de nombreux environ-
nements (raisins, cuveries, caves, fits...) et tenter de comprendre la
persistance ou non de certains genres ou especes. C'est un nouveau
chapitre qui s'ouvre sur les interactions possibles entre des groupes
et especes microbiens différents mais ce chapitre reste pour l'instant
peu fourni.
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Francais

Il est retrouvé de nombreux genres et especes de levures et de bactéries
lors de I'élaboration du vin. Pendant longtemps, les travaux scientifiques se
sont principalement focalisés sur la levure Saccharomyces cerevisiae qui est
responsable de la fermentation alcoolique et sur la bactérie lactique Oeno-
coccus oent qui réalise la deuxieme fermentation, la fermentation malolac-
tique. Pour ces deux microorganismes, les conditions environnementales
permettant leur croissance et leur activité métabolique ont été définies. Par
ailleurs, des sélections de souches performantes (bonne adaptation au mi-
lieu, impact positif sur les propriétés organoleptiques du vin...) ont permis
d’'une part, d'assurer la maitrise des fermentations et d’autre part, la qualité
du vin produit.
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Depuis, une quinzaine d'années, les travaux s'orientent sur deux axes princi-
paux. Le premier axe concerne la détection et surtout la quantification des
microorganismes d’altération. Sont étudiées les moisissures du raisin, res-
ponsables de la présence dans le vin de mycotoxines, composés non hygié-
niques, mais aussi la levure Brettanomyces bruxellensis et les bactéries acé-
tiques qui peuvent grandement dépreécier le vin pendant son élevage en
synthétisant des molécules responsables d'importantes déviations organo-
leptiques. Le deuxieme axe s'intéresse a I'écologie microbienne de la baie du
raisin, du mofit de raisin et du vin et notamment aux levures dites non-Sac-
charomyces. Différentes méthodes sont en effet actuellement disponibles
pour étudier ces populations fongiques d'un point de vue global mais aussi
au niveau inter- et intra-spécifique. Les études récentes tentent de ré-
pondre a ces différentes questions :

- quelle est 'origine des levures présentes (cave, vignoble, cuverie) ?

- comment des souches persistent-elles d'un millésime a l'autre ?

- comment des souches colonisent-elles des cuveries ou des caves neuves ?
- quelle est influence de l'activité anthropique sur ces populations ?
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