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Résumé

L'intérét pour la bioprospection ne cesse de croitre dans
le domaine de I'cenologie. Cette pratique consiste a
identifier des micro-organismes (levures, bactéries) pré-
sentant des propriétés utiles pour la vinification, comme
la protection du modt, I'acidification naturelle ou I'enri-
chissement aromatique, tout en préservant la typicité des
vins. A ce propos, de précédents travaux de recherche ont
montré que |'utilisation de levures non-Saccharomyces
telles que Metschnikowia pulcherrima permet a la fois

de protéger les molits contre I'altération microbienne

et d’influencer le profil aromatique des vins. Cet article
décrit I'isolement, la caractérisation et l'utilisation en
vinification d’une souche autochtone de Metschnikowia
pulcherrima. Les essais ont été réalisés a deux échelles: en
laboratoire en 2021 et a la cave expérimentale au cours

du millésime 2022 sur du moat de chasselas. Les résultats
obtenus par cytométrie en flux montrent que Metschni-
kowia pulcherrima a une activité métabolique élevée et
qu’elle n'empéche pas la fermentation de S. cerevisiae.
Apres les essais a I'échelle cave, I'analyse sensorielle met
en évidence une légére contribution positive de cette
levure au profil aromatique du vin (arémes fruités et lac-
tiques plus prononcés) par rapport a la vinification du té-
moin. Les résultats globaux suggérent que notre stratégie
de bioprospection pour guider la sélection de micro-orga-
nismes indigénes peut étre efficacement utilisée dans le
processus de vinification.

Key words: non-Saccharomyces yeasts, flow cytometry,
bioprospection, chasselas, Metschnikowia pulcherrima.
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La bioprospection est définie comme «la recherche sys-
tématique et organisée de produits utiles dérivés de
bioressources, notamment des plantes, des micro-or-
ganismes et des animaux, qui peuvent étre développés
en vue d'une commercialisation et d'un bénéfice global
pour la société» (Oyemitan., 2017).

En vinification, I'approche de la bioprospection peut
étre utilisée pour différents objectifs. Par exemple, cer-
taines levures non-Saccharomyces, comme Lachancea
thermotolerans, ont été isolées, caractérisées et com-
mercialisées pour leur capacité a produire de I'acide lac-
tique, ce qui permet d’augmenter |'acidité du vin dans
les millésimes chauds (Morata et al., 2018).

Un autre objectif est d’identifier et de caractériser de
nouveaux micro-organismes afin de créer une complexi-
té aromatique caractéristique de certaines fermenta-
tions spontanées (Chen et al., 2022). A ce propos, I'uti-
lisation de levures non-Saccharomyces comme Candida
zemplinina en fermentation séquentielle (FS) avec S.
cerevisiae peut entrainer une augmentation quantita-
tive des terpénols et une diminution des concentrations
d'esters d'acétate et d'aldéhydes, comme I'ont montré
Sadoudi et al., (2012). En outre, les espéces de levures et
le rapport entre les genres non-Saccharomyces/Saccha-
romyces peuvent influencer les propriétés organolep-
tiques du produit final (Renault et al., 2015; Fleet et al.,
1993).

Par conséquent, la bioprospection de levures non-Saccha-
romyces semble étre une stratégie intéressante pour
garantir la qualité du vin et éviter les problémes d’alté-
ration potentiels tout en apportant des caractéristiques
aromatiques favorables au vin fini.

Parmi les non-Saccharomyces, une levure d’intérét ceno-
logique, Metschnikowia pulcherrima (Mp), est générale-
ment détectée dans les moUGts de raisin a des concentra-
tions allant de 5% a 40 %, et présente généralement un
faible pouvoir fermentaire (Combina et al., 2005; Prior
et al,, 2019; Capozzi et al., 2015; Zott et al.,, 2011). Il a
été démontré que Mp a un impact sur la fermentation
en raison de la libération de composés aromatiques tels
que les thiols variétaux et les alcools supérieurs, avec
une faible production d’acétate, d’éthanol et d’acides
(Rodriguez et al., 2010; Comitini et al., 2011). Dans cet
article, nous décrivons le processus de bioprospection
d'une souche de Mp et son utilisation dans la vinification
du mo0t de chasselas en laboratoire (2021) et ensuite en
cave expérimentale (durant le millésime 2022). L'objectif
était d'étudier si cette levure pouvait contribuer a I'enri-
chissement aromatique des vins de chasselas.

Isolement et identification génétique

de micro-organismes

L'isolement des micro-organismes a été effectué de mai
a octobre 2021 dans huit domaines situés dans quatre
cantons suisses (Genéve, Vaud, Neuchatel et Valais), aus-
si bien a la vigne qu‘a la cave. Dans le vignoble, diffé-
rentes parties de la plante (écorce de la vigne, fleurs et
baies entieres) et différentes zones de la parcelle ont été
prélevées a l'aide de ciseaux désinfectés.

En cave, I'échantillonnage a été effectué par frottis avec
des écouvillons stériles sur I'équipement dans différents
endroits du chai. Ensuite, les échantillons prélevés ont
été placés dans des tubes stériles, puis apportés au la-
boratoire pour identifier génétiquement les espéces
récoltées.

Les échantillons prélevés ont permis d’isoler environ
300 différentes levures Saccharomyces et non-Saccha-
romyces. Ces derniéres ont été multipliées sur un milieu
YPD enrichi en éthanol a 3% ou 6% ainsi qu’en anti-
biotiques pour inhiber la croissance des bactéries. Les
colonies obtenues ont été isolées selon leur morpholo-
gie, puis purifiées et cultivées sur gélose YPD pendant
deux jours. Leur ADN a ensuite été extrait et le domaine
D1/D2 du géne de I’ARNr 26s a été amplifié par PCR et
séquencé. Ensuite, les séquences obtenues ont été com-
parées a la base de données génétiques Nucleotide da-
tabase (NCBI, USA) afin d'identifier les especes de le-
vures (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Fermentations en laboratoire et en cave

Parmi la collection des levures sélectionnées, une souche
de Mp a été choisie pour tester sa compatibilité avec S.
cerevisiae (Sc) en FS. A ce propos, nous avons réalisé une
micro-vinification a I'échelle laboratoire a partir d'un
mout de chasselas congelé (millésime 2021). Le mo(lt a
été pasteurisé a 60°C pendant 20 minutes, puis rapide-
ment refroidi. Deux conditions ont été comparées: une
fermentation classique (CC) avec ensemencement de Sc
commerciale seule (Lalvin CY3079, Lallemand, France),
réhydratée et inoculée dans le mout selon les instruc-
tions du fabricant (20g/hL), et une FS dans laquelle la
Mp a été inoculée cinq jours avant la Sc. Pour pouvoir
inoculer le moUt avec la Mp isolée, une colonie de le-
vure a été prélevée sur une culture en boite de Petri,
inoculée en milieu YPD liquide et multipliée pendant
24 heures a 30°C sous agitation. Apreés avoir déterminé
la viabilité des cellules par cytométrie en flux (FCM), la
culture a été centrifugée, puis remise en suspension dans
le mo(t (bouteilles de 500mL). Les densités (exprimées

Recherche Agronomique Suisse 16: 111-117, 2025

112


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Bioprospection de Metschnikowia pulcherrima pour la vinification du chasselas | Production végétale

en degrés Oechsle) ont été mesurées quotidiennement
a l'aide d'un densimetre portable.

Les fermentations ont été considérées comme terminées
aprés au moins cing lectures négatives consécutives. Pa-
rallélement, des échantillons ont été prélevés pour la dé-
termination des principaux paramétres biochimiques par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC).
Dans le cadre de I'expérience en cave, les raisins de chas-
selas du domaine Agroscope de Pully (Suisse) du millé-
sime 2022 ont été récoltés, foulés, pressés, puis traités
avec du bisulfite d'ammonium et de la pectinase. Aprés
clarification au moyen de bentonite et une décantation
de 24 heures, le moUt a été réparti dans trois cuves de
100L. Une supplémentation avec du phosphate d’ammo-
nium (30g/hL) a été effectuée afin de fournir 60 mg/L
d'azote assimilable. La fermentation a été réalisée dans
trois conditions: classique cuve (CC) avec inoculation de
Sc, fermentation séquentielle (FS) avec inoculation de Mp
suivie de Sc aprés quatre jours, et pied de cuve (PDC) réa-
lisé a I'aide d'un starter préparé a partir de raisins traités
une semaine avant la récolte. La fermentation alcoolique
(FA) a eu lieu a 20°C et s'est terminée au bout de 5a 7
jours, le sucre résiduel étant inférieur a 1g/L. A diffé-
rentes étapes de la FA (moUt en cuve, 1/3, 2/3, fin FA), les
levures ont été isolées par centrifugation, puis, apres ex-
traction de I’ADN, I'amplification et le séquencage d'un
partie du géne TEF1-a ont été effectués. L'utilisation du
programme Blast (NCBI, USA) a permis d’identifier les dif-
férentes espéces. Une fermentation malolactique a en-
suite été réalisée avec I'inoculation de Oenococcus oeni
afin d'éliminer I'acide malique (taux résiduel <0,1g/L).
Enfin, le vin a été stabilisé chimiquement et refroidi a
1°C pendant un mois. Aprés une filtration finale, le vin
a été mis en bouteille et celles-ci ont été stockées a une
température comprise entre 10 et 12°C avant analyse.

Analyse des molts et des vins

Pendant la FA (en laboratoire ou en cave), le suivi mi-
crobiologique a été effectué par FCM, dont le moUt en
fermentation a été dilué dans du phosphate buffer sa-
line (PBS) et coloré avec des réactifs fluorescents. Apres
15 minutes d'incubation, les échantillons ont été ana-
lysés a I'aide d'un analyseur MACSQuant 10 (Miltenyi,
Allemagne). Les données ont été traitées avec le logiciel
Flow Logic (Inivai Technologies, Australie) en mesurant
le nombre de cellules/mL et I'intensité de fluorescence
relative a la médiane d’intensité de fluorescence (MFI)
du Carboxyfluorescéine-diacétate, acétoxyméthyl-ester
(CFDA) qui refléte I'activité métabolique cellulaire.
Concernant I'aspect sensoriel, aprées la mise en bouteille,
les vins ont fait I'objet d'une analyse sensorielle par un

panel de 12 dégustateurs d’Agroscope a l'aide du lo-
giciel Redjade (Redjade Sensory Solutions, Etats-Unis).
L'intensité de 22 critéres a été évaluée sur une échelle de
1 (faible/mauvais) a 7 (élevé/excellent). Les trois modali-
tés anonymisées ont été dégustées de maniére compa-
rative dans un ordre aléatoire. L'analyse statistique a été
réalisée avec le logiciel Prism 10 (GraphPad, Etats-Unis).
Des analyses de variance (ANOVA) a une voie ou a deux
voies avec des post-tests appropriés ont été utilisées.

Résultats

Caractérisation d'une souche de Mp isolée

dans le canton de Vaud

A la suite de la bioprospection, sept genres de levures
différents ont été isolés, dont le genre Metschnikowia,
qui représentait 24 % de la population totale de levures
(Figure 1). L'analyse moléculaire a permis d'identifier
cing especes de Metschnikowia, notamment: M. pulcher-
rima, M. reukaufii, M. fructicola, M. gruessi et M. vitico-
la. Apres I'isolement et |la constitution d'une bio banque,
les souches de Metschnikowia identifiées ont été testées
en conditions de fermentation afin de mesurer les para-
métres biochimiques et les composés volatils. L'objectif
était de trouver une levure a faible pouvoir fermentaire
produisant d'importantes quantités d'alcool supérieur
(comme le 2-phényléthanol) et de faibles niveaux de
composés indésirables tels que 'acide acétique ou I'acé-
taldéhyde. Les résultats ont montré une grande varia-
bilité entre les isolats, notamment pour I'acétaldéhyde,
I'acétate d'éthyle et le phényléthanol. Cependant, le
pouvoir fermentaire des différentes espéces de Metsch-
nikowia s'est révélé limité, avec une production médiane
d’éthanol d’environ 2,5 % vol. Une douzaine d’isolats de
Metschnikowia spp. ont été identifiés comme produc-
teurs de 2-phényléthanol (>90mg/L), et plusieurs ont

B 24% Metschnikowia
11% Hanseniaspora

W 4% Pichia

W 13% Starmerella
5% Torulaspora

W 12% Saccharomyces
5% Rhodotorula

B 26% Autres

Figure 1 | Les sept principaux genres de levures isolées
par bioprospection dans les quatre cantons de la Suisse romande.
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également produit des niveaux élevés d'acétaldéhyde
et d'acétate d'éthyle (jusqu’a 100 et 500 mg/L, respec-
tivement). A I'issue du processus de sélection, la meil-
leure souche pour la vinification était la souche de Mp
isolée dans le canton de Vaud (identifiée par le code
UASWS2926 VBI-A02), étant la plus grande productrice
de 2-phényléthanol parmi les levures testées (142mg/L),
tout en produisant de faibles niveaux d’'acétaldéhyde et
d’acétate d'éthyle (15 et 35 mg/L, respectivement). Cette
souche a donc été retenue pour poursuivre les expéri-
mentations.

Mp ne fermente pas les sucres et est utilisable

avec S. cerevisiae

Selon le suivi densitométrique de I'expérience en labo-
ratoire, aucun changement significatif n'a été relevé
pour Mp dans la consommation des sucres pendant les
premiers jours d'incubation (Figure 2A). D'autre part,
I'analyse microbiologique par FCM a révélé que Mp a
proliféré pendant les premiers jours, puis que son acti-
vité a diminué aprés I'inoculation de Sc (Figure 2B). L'ac-
tivité métabolique de Mp a suivi un modeéle similaire a

B
10°
108
E W0
g 100
@ SC
10° = MP
-4 SCseq
104 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15

Jours

Figure 2 | A. Analyse densitométrique a I'échelle du laboratoire. Sc:
Sc; MP + Sc seq: Mp et Sc en FS. B. Cinétique de croissance cellulaire
de Sc et Mp a I'échelle du laboratoire obtenue par analyse FCM. Sc:
Sc; MP: Mp; Sc seq: Sc en FS. C. Fluorescence CFDA a I'échelle labo-
ratoire obtenue par analyse FCM. Sc: Sc; MP: Mp; Sc seq: Sc en FS.

celui de Sc qui a montré une croissance rapide et une
forte activité métabolique (Figure 2C).

Pour étudier I'influence en FS de Mp et Sc sur les princi-
paux parametres biochimiques comparé a une fermen-
tation classique de Sc, nous avons réalisé une analyse
HPLC, qui a permis de mettre en évidence que le vin issu
de la FS présentait une quantité de tartrate significati-
vement plus faible et une teneur en glycérol plus impor-
tante que le vin issu de la fermentation classique avec Sc.
Ces résultats suggérent que Mp pourrait apporter des
composants organoleptiques différents lors de la vini-
fication et qu’elle pourrait étre utilisée a plus grande
échelle pour la vinification du chasselas. A ce propos,
pour confirmer ces observations, un essai de vinification
a I'échelle de la cave a été réalisé a partir du raisin de
chasselas du millésime 2022.

L'essai en cave révéle une grande variabilité

des communautés microbiennes

A I'échelle de la cave, Mp a montré peu d'activité fer-
mentaire avant I'inoculation de Sc au jour quatre comme
le montrent les données densitométriques (Figure 3A).
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Selon les résultats obtenus par FCM (en mesurant le
nombre de cellules/mL), Mp proliférait et restait viable,
bien qu’en faible nombre, jusqu’a la fin de la FA (Figure
3B). De plus, comme pour les résultats en laboratoire,
son activité métabolique est restée élevée jusqu’a l'ino-
culation de Sc (Figure 3C). Nos résultats a I'échelle de la
cave reprennent globalement les résultats des fermen-
tations a I'échelle du laboratoire, en particulier en ce
qui concerne |'activité métabolique cellulaire CFDA et
surtout la quantité des cellules qui diminue a l'inocula-
tion de Sc.

Pour s'assurer de la bonne implantation de notre levure
Mp et évaluer la présence d'autres genres/espéces de
levures dans la cuve, nous avons recueilli des échantillons
a différents stades de la FA pour obtenir des données
moléculaires sur la composition des communautés mi-
crobiennes présentes dans le mo(t de chasselas. Nos ré-
sultats ont montré une grande variabilité parmi les trois
conditions testées (Figure 4). Il est intéressant de noter
qu’apres l'inoculation de Mp dans le mo(t, I'abondance
relative des levures indigenes telles que Hanseniaspora

B
‘IOB .
107 ,
— 106 n
£
3
o 105
S
-@ Classique Cuve
10¢{ ¥ Pied-de-Cuve
= MP
-4 SCseq
10° T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20

Figure 3 | A. Analyse densitométrique des fermentations en cave.
Classique Cuve: Sc; Pied-de-Cuve: PDC; MP + Sc seq: Mp/Sc en FS.

B. Cinétique de croissance cellulaire de Sc et Mp a I'échelle de cave
obtenue par analyse FCM. Classique Cuve: Sc; Pied-de-Cuve: PDC;
MP: Mp; Sc seq: Sc en FS. C. Fluorescence CFDA dans différentes
conditions a I'échelle de la cave obtenue par analyse FCM. Classique
Cuve: Sc; Pied-de-Cuve: PDC; MP: Mp; Sc seq: Sc en FS.

uvarum ou des champignons tels que Aureobasidium
pullulans a diminué par rapport a la condition PDC. Il est
ainsi a remarquer que dans la condition PDC, H. uvarum
et d'autres levures ont persisté avec Sc tout au long du
processus de fermentation.

Analyse sensorielle:

note aromatique apportée par Mp

L'analyse biochimique des vins par FT-IR (Winescan) n‘a
révélé aucune différence importante en termes de com-
position des paramétres biochimiques entre les diffé-
rentes conditions, bien qu‘une tendance a une produc-
tion plus faible d'acide acétique ait été observée dans
la condition de FS.

En revanche, I'analyse sensorielle a révélé un caractere
légerement plus «floral» dans le vin FS par rapport au
vin PDC, sans différence statistiquement significative
entre les vins finis. Enfin, une différence significative a
été notée pour un caractere plus «lactique» dans le vin
FS, et une préférence pour le vin des conditions CC et FS
a été observée par rapport au vin PDC (Figure 5).
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1 «Classique Cuve» «Pied de Cuve» «Fermentation séquentielle»

100 ¥ = [ H. uvarum
: S. bacillaris
i I A. pullulans
E M. aff. pulcherrim
1 W A. niger
1 A. alternata
i Cladosporium sp.
: A. uvarum

S. cerevisiae
P. brevicompactum

u
o
|

W Autres

Abondance relative (%)

CC (av. inoc.)
CC (ap. inoc.)
CC1/3FA
CC2/3FA
CCfin FA

PDC

PDC (av. inoc.)
PDC (ap. inoc.)
PDC1/3 FA
PDC2/3 FA
PDC fin FA

FS

FS (av. inoc.)
FS (ap. inoc.)
FS1/3 FA
FS2/3 FA

FS fin FA

Figure 4 | Abondance relative des levures en fermentation a différents moments de la fermentation en cave. CC (avant inoc.): classique cuve
avant l'inoculation du Sc; CC (ap. inoc.): classique cuve aprés I'inoculation du Sc; CC 1/3, 2/3, fin FA: classique cuve a 1/3, 2/3 et alafinde la
FA. PDC: PDC; PDC (av. inoc.): condition avant I'inoculation du PDC. PDC (ap. inoc.): condition aprés I'inoculation par le PDC. PDC 1/3, 2/3, fin
FA: cuve inoculée par le PDC a 1/3, 2/3 et a la fin de la FA. FS: Mp seul; FS (av. inoc.): état avant I'inoculation de Mp. FS (ap. inoc.): état aprés
I'inoculation de Mp. FS 1/3, 2/3, fin de la FA: Modalité avec FS a 1/3, 2/3 et a la fin de la FA.

Fruité

Préférence globale Floral

Amertume Végetal
Equilibre Minéral
Acidité . == (lassique Cuve (CC)
Lactique
=== Pjed de Cuve (PDC)
Volume Empyreumatic === Fermentation Séquentielle (FS)

Figure 5 | Graphique radar montrant les résultats de I'analyse sensorielle. Pour la préférence globale: *p <0,05 CC vs PDC; p=0,09 FS
vs PDC; pour le lactique: *p <0,005 CC vs FS; p <0,005 PDC vs FS. ANOVA a deux facteurs avec test post-hoc de Tukey.
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Conclusions

e La souche indigéne de Metschnikowia isolée dans le
canton de Vaud et utilisée en fermentation séquen-
tielle avec S. cerevisiae ne fermente pas les sucres et
n‘interfere pas avec la fermentation conduite par S.
cerevisiae.

¢ Notre outil de cytométrie en flux nous a permis de
réaliser un suivi précis de l'activité métabolique cel-
lulaire des espéces présentes au cours de la fermenta-
tion alcoolique. De plus, les résultats du séquencage
par biologie moléculaire en cave, effectué a différents
moments de la fermentation, ont révélé une grande
variabilité microbienne parmi les conditions testées.

¢ Notre stratégie de bioprospection a l'aide de Metsch-
nikowia pulcherrima en fermentation séquentielle a
permis d’obtenir des vins de chasselas avec des ardbmes
floraux et lactiques plus marqués sans altérer leur
profil. [
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