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Introduction genécrale

Depuis des millénaires, la fermentation a été utilisée de facon empirique pour conserver
les aliments. Parmi les aliments transformés par la fermentation nous pouvons retrouver les
légumes, les fruits et les céréales qui combinent de nombreux avantages sanitaires et
nutritionnels, mais aussi la viande, les produits laitiers, le cacao ou encore le café. Les produits
fermentés sont consommés dans quasi toutes les zones géographiques du monde. La
fermentation est soit alcoolique (production d’éthanol et de gaz carbonique), lactique
(production d’acide lactique), ou encore acétique (production d’acide acétique). La
fermentation est un processus d’oxydation des composés organiques n’impliquant pas d’agent
oxydant exogene et elle est principalement réalisée par la population microbienne indigene. Un
grand nombre de parametres physico-chimiques, largement étudiés, influent sur le processus de
fermentation (ex : température, taux de sucres, d’azote assimilable etc...). De plus, la
connaissance de la composition microbienne des écosystemes dans les aliments est maintenant
largement accessible grace aux méthodes moléculaires et non culturales qui se sont récemment
développées et 1’étude globale des interactions entre micro-organismes est rendue possible.
Ainsi, comprendre les liens et mécanismes entre fermentation et amélioration de la qualité

sensorielle du produit est devenue accessible via des méthodes globales d’analyse robustes.

Le calvados est une eau-de-vie de Normandie fabriquée par la distillation de cidre. Son
élaboration est un processus complexe impliquant différents facteurs comprenant la matiere
premiere, la distillation mais aussi le processus de vieillissement. Bien que les pratiques et les
choix des producteurs puissent influencer le profil aromatique du cidre destiné a la distillation,
les différences aromatiques sont principalement dues aux activités microbiennes qui ont lieu
aux différents stades de fermentation. Ainsi, identifier les micro-organismes présents aux
différents stades de I’¢élaboration des cidres de distillation et distinguer ceux qui sont bénéfiques
(flore technologique) de ceux qui sont indésirables (flore d’altération) est une étape clé pour
améliorer la qualité aromatique de ces produits. De la surface de la pomme en passant par le
systtme de pressage, beaucoup d’¢études ont été effectuées pour déterminer la diversité
microbienne tout au long du procédé d’élaboration du cidre (Valles et al., 2007; Yashiro et al.,
2011). Cependant, contrairement au domaine vinicole, peu se sont focalisées sur la composition
des communautés microbiennes lors de la fermentation des cidres de distillation. La question

est de savoir quels sont les principaux agents microbiens responsables



de D’apparition (ou la disparition) de certains composés, leur abondance mais aussi leurs
dynamiques dans le cidre voué a la distillation. L’objectif final de ce travail est de connaitre
I’impact de cette diversité et de ces dynamiques sur la qualité organoleptique du calvados un

fois le cidre distillé.

La fermentation alcoolique et la transformation malolactique sont les deux processus
majeurs pouvant conduire a des modifications organoleptiques par un apport de saveurs fruitées
ou florales. Ces processus impliquent la flore levurienne mais aussi lactique. Parmi les levures,
nous pouvons distinguer les Saccharomyces des non-Saccharomyces. La TML, quant a elle, est
principalement réalisée par les bactéries lactiques (LAB, Lactic Acid Bacteria) appartenant aux
genres Oenococcus, Pediococcus, Leuconostoc et Lactobacillus. Bien que I’ensemble de cet
écosysteme participe a la qualité organoleptique du cidre de distillation, certaines LAB peuvent
¢galement Etre responsables de la production d’ardmes indésirables. La “piqlire acroléique” est
une des plus importantes altérations du cidre principalement due a des LAB, appartenant
majoritairement au genre Lactobacillus. Cette piqare résulte de la production d’acroléine, un
aldéhyde connu pour ses propriétés irritantes a 1’origine d’une odeur et d’un gotit acres. Limiter
la production de cette molécule dans les cidres reste un enjeu décisif pour les producteurs et la

filiere cidricole.

Les produits cidricoles francais ont un fort impact territorial et sont tres divers selon les
terroirs, les pommes utilisées ou encore les pratiques des producteurs. La filiere cidricole,
notamment celle des calvados, est une petite filiere au regard d’autres secteurs des boissons.
Du fait de la baisse continue des ventes depuis quelques années, les producteurs souhaitent
aujourd’hui rajeunir I’image du calvados souvent per¢u comme un produit agressif. En effet,
les attentes des consommateurs ont évolué vers des eaux-de-vie plus jeunes et surtout plus
fruitées. Ces constatations ont amené a une récente révision des cahiers des charges des
différentes AOC existantes, ouvrant de nouvelles perspectives d’études. Les producteurs
souhaitent disposer d’outils d’aide a la décision pour assurer un meilleur suivi des cidres de
distillation par le contrdle de la fermentation, de la température ou d’ajouts de ferments et ainsi
avoir des réponses sur les conduites possibles d’optimisation sur le moment de distillation en
fonction de la qualité du cidre a distiller. Ainsi, les questionnements soulevés s’intégrent dans
le projet MONATC (Modulation des Notes Aromatiques des Calvados). Ce projet a pour objectif
de dégager des leviers technologiques en vue d’un pilotage spécifique de 1’élaboration des

cidres de distillation, mais également d’orienter le choix du moment de distillation. Ainsi, ces



outils permettront de mieux répondre aux attentes du marché en augmentant le caractere fruité

des calvados pour produire une eau-de-vie qualité, haut de gamme avec une image rajeunie.

Mes travaux de these présentés ici sont structurés autour d’une étude bibliographique et de
quatre chapitres de résultats sous forme d’articles scientifiques. La syntheése bibliographique
aborde une vue d’ensemble des connaissances sur le cidre suivie d’un état de I’art de la
biodiversité microbienne dans les produits fermentés en lien avec les méthodes d’études
utilisées. Enfin, la derniere partie se focalisera sur les mécanismes de la piqlire acroléique, le
métabolisme et ’exploration génomique de L. collinoides, agent principal de cette altération.
Les chapitres I & II présentent sous le format de publications scientifiques les résultats relatifs
a la diversité microbienne des cidres de distillation, son évolution et les proportions des flores
microbiennes aux différentes €tapes du processus de fermentation, couplées avec les
caractéristiques physico-chimiques et aromatiques de chacun des produits étudiés. Une analyse
du bouquet aromatique des différents calvados ainsi produits est également présentée. Le
chapitre III présente sous le format de notre la comparaison des fermentations des cidres de
distillation et des distillats en essai pilote. Les chapitres IV et V aborderont I’impact de
différents parameétres environnementaux sur 1’apparition de la piqlire acroléique chez L.
collinoides a 1’aide d’un plan d’expérience. Enfin, nous présenterons les caractéristiques

physiologiques de L. collinoides, corrélés avec I’exploration génétique de son génome.



I.

Etude bibliographique

Le cidre a distiller et le calvados

1. Histoire et origine de la fermentation de la pomme

L’origine du cidre remonte au ler siécle avant 1’ére chrétienne. On trouve la trace de ce
“vin de pomme” dés 1’Antiquité chez les Hébreux, les Romains et les Grecs. Un breuvage
obtenu en faisant bouillir des morceaux de pomme et du miel dans de 1I’eau nommé Phitarra au
Pays Basque a méme été mentionné. C’est a la fin du Moyen-Age que I’invention de la presse
va marquer I’histoire du cidre, permettant le développement de la production et de la
commercialisation du cidre. Les progres apportés dans la sélection des especes de pommiers,
des pommes a cidres et des méthodes de fabrication vont permettre I’essor du cidre. Du fait de
son faible colit et de son nombre important de producteurs locaux, le cidre tient une place
importante dans la région normande puisqu’elle devient une boisson régionale. Le cidre est
¢galement produit dans d’autres régions frangaises, comme la Bretagne mais aussi au Pays
Basque. De nos jours, la consommation est largement inférieure a celle du vin ou de la biere,
malgré les efforts de commercialisation a destination d’un public jeune en proposant de

nouveaux cidres aromatisés (Cousin et al., 2017).

Le cidre est produit dans plus de 25 pays a travers le monde, notamment en Europe
(France, Angleterre, Espagne, Suisse, Belgique, Allemagne), aux Etats-Unis mais aussi en
Amérique du Sud (Chili, Paraguay, Argentine et Brésil). La définition du terme “cidre” varie
cependant d’un pays a ’autre, selon les réglementations, les standards de qualité de la pomme
mais aussi de la biogéographie. Une fois les pommes pressées, le molit va subir des
transformations sous 1’action d’une microflore complexe et aboutir a deux types de cidres : le
cidre de consommation et le cidre de distillation. Les modes de fabrication du cidre de
consommation divergent selon les pays en raison des différences culturelles. Par exemple, le
mout fraichement pressé est directement traité au SOz au Royaume-Uni, et il est aussi possible
de diluer le cidre avec du jus de pomme. L’ajout de sulfite permet de controler la flore
microbienne au sein du cidre et d’obtenir une fermentation plus lente. D’autres ajouts comme
des colorants ou des édulcorants sont possibles. Du gaz carbonique ou du sucre peuvent étre
ajoutés dans les cidres espagnols (ex : “sparkling ciders”). La différence entre le cidre francais

et les cidres étrangers réside dans 1’utilisation de variétés de pommes dont I’acidité de titration



et la teneur en tanins restent des caractéristiques influencant la fabrication des cidres. Le choix
de la variété de la pomme et les propriétés propres a chacune (acidité, douceur etc.) vont
déterminer les qualités sensorielles de la boisson (Tableau 1). En France, plus de 300 variétés

ont été listées et caractérisées par Boré et al. (1997).

Contrairement au cidre de consommation, le cidre de distillation est caractérisé par une
fermentation spontanée non maitrisée (“naturelle”) et une consommation totale des sucres. Les
variétés recommandées pour 1’¢élaboration des cidres de distillation vont étre les pommes
douces- ameres et ameres. D’apres le cahier des charges pour les calvados, un cidre voué a la
distillation ne doit subir aucune intervention de la part des producteurs (ajout de sucres, de
levures, de SO2). Ainsi, assurer un meilleur suivi de la fermentation des cidres de distillation
est déterminant dans le choix du moment de distillation en vue d’une amélioration de la qualité

organoleptique du calvados.
2. La fermentation et la distillation des cidres

Les pommes a cidre dites précoces sont généralement récoltées entre septembre et octobre
alors que les pommes a cidre plus tardives le sont jusqu’a mi-décembre et peuvent miirir a 1’abri
pendant 3 a 4 semaines (Figure 1). Les pommes sont par la suite acheminées jusqu’au pressoir
ou elles sont lavées, égouttées et tries. Le pressage va permettre de séparer la partie solide,
“marc de pommes”, de la partie liquide le “moit de pommes”. Le mofit est ensuite stocké en
cuve et les pectines (principalement 1’acide galacturonique) vont coaguler naturellement pour
former une opacité dans le cidre. D’aprées les cahiers des charges, la teneur en sucres du mofit
initial représente 1’unique caractéristique physico-chimique a respecter (>78 g/L). Les étapes
de défécation (clarification du mott pour ralentir la fermentation des sucres) ou encore 1’ajout
de levure ou de sulfite (30-80 mg/L) ne concernent que les cidres de consommation. La
fermentation alcoolique, conversion des sucres du mofit en éthanol et CO; se fait naturellement
via la flore levurienne indigene présente sur les fruits et/ou dans I’environnement (systeme de
pressage, cuves etc.). Les levures a I’origine de la fermentation alcoolique peuvent étre classées
en deux catégories: les levures Saccharomyces (prédominantes durant la fermentation
alcoolique) et les non-Saccharomyces (présentes au début de la fermentation alcoolique) et
seront présentées plus tard aux chapitres I, II et III. La fermentation du mout de pomme sera
interrompue en fonction de la quantité de sucres résiduels et le degré alcoolique du produit
désiré (Figure 1). Les cidres voués a la distillation ne doivent plus présenter aucun sucre

résiduel, atteignant jusqu’a 8% (v/v) d’alcool. En fin de fermentation, le sucre résiduel principal



est le fructose. Méme si les producteurs préferent attendre la consommation totale des sucres,

le fructose reste souvent présent en faible quantité dans les cidres a distiller.

L’autre processus qui intervient dans 1’¢laboration des cidres de distillation est la
transformation malolactique (TML) qui implique la conversion de 1’acide malique en acide
lactique via la flore lactique. L’acide lactique, possédant un pKa plus faible que celui de 1’acide
malique entraine une augmentation du pH et donc une baisse de 1’acidité de 30 a 50%. Dans
les cidres de distillation, la TML reste une problématique majeure pour les producteurs puisque
cette conversion peut entrainer des modifications organoleptiques désirables et indésirables
dans le produit final. En effet, la désacidification du milieu et la production plus importante
d’ardémes font que la TML est recherchée par les producteurs (Sanchez et al., 2014). Cependant,
I’augmentation du pH peut favoriser le développement de micro-organismes responsables
d’altération du cidre. Dans le vin, la TML intervient aprés la fermentation alcoolique et est un
processus particuliecrement bien maitrisé. Cependant, son intervention ainsi que son impact sur

I’élaboration du cidre a distiller restent encore mal connus dans le domaine cidricole.

Tableau 1. Variétés de pomme utilisées pour les cidres de distillation et leurs caractéristiques.

AMERE AIGRE AMERE DOUCE AMERE DOUCE
C'Huero Briz (4.67/30.65) 1056 Cazo Jaune (3.28/196.2) 1054  Antoinette (2.73/36.79) 1050 Belle Fille de la Manche Blanchet (1.28/71.4) 1050
Chevalier Jaune (3.79/33.09) 1053 Argile Rouge Bruyére Douce Coetligné (1.83/29.09) 1051
Cidor (4.02/25.9) 1055 Bedan (2.27/22.04) 1056 Doux Evéque Jaune (1.96/24.25) 1052
Domaines (3.6/31.81) 1067 Binet Blanc (2.52/26.5) 1060 Doux Normandie (1.42/24.56) 1065
Doux Joseph (3.61/31.04) 1058 Binet Rouge (2.41/26.54) 1063 Doux Veret de Carrouges (1.77/24.62) 1055
Fréquin Rouge Petit (5.06/ 36.35) 1065 Binet Violet (2.62/24.93) 1050 Muscadet Petit de I'Orne (1.9/24.23) 1061
Jeanne Renard (4.23/25.35) 1065 Bisquet (2.12/31.31) 1045 Queue Torte
Kermerrien (4.32/22.17) 1062 C'Huero Ru Rouge Duret (1.65/25.3) 1049
Marie Ménard (4.82/32.78) 1061 Cartigny (2.21/31.26) 1051 Rousse de la Sarthe (1.64/25.22) 1056
Marin Onfroy (3.25/25.5) 1059 Clos Renaux (2.2 /36.91) 1052
Mettais (3.78/25.61) 1063 Clozette Douce (2.32/33.25) 1054
Petit Amer (4.43/29.65) 1055 Douce Moen (2.43/31.85) 1061
Tardive de la Sarthe (3.68/29.51) 1059 Doux Lozon (2.13/21.21)1053

Gros Bois (2.86/42.15) 1050

Gros Oeillet

Moulina Vent (2.7/38.96) 1061
Muscadet de Dieppe (2.54/30.95) 1055
Noél des Champs (2.33/22.6) 1050
Omont (2.2 /29) 1063

Peau de Chien (2.95/32.25) 1065

Saint Martin (2.27/30.09) 1055

Polyphénols (g/L d'acide tannique), Acidité (méq/L), Masse volumique (kg/m3)

Source “Pommiers a cidre - Variétés de France”, .M. Bore et J. Fleckinger (1997)



Enfin, I’eau-de-vie est obtenue apres distillation des cidres au moyen d’un alambic. De
nos jours, trois types d’alambic sont utilisés : 1’alambic a colonne, I’alambic charentais et
I’alquitara (Madrera et al., 2003 ; Rodriguez Madrera et al., 2006). En France, 1’utilisation du
type d’alambic va dépendre du cahier des charges des AOC mais aussi des pratiques des
producteurs pour la production de calvados non AOC (disponibilité, achat etc...). Par exemple,
pour obtenir un “calvados Pays d’Auge”, I'utilisation d’un alambic charentais est primordiale
alors que le cidre doit étre distillé dans un alambic a colonne pour obtenir I’AOC “calvados
Domfrontais”. Une fois distillé, le calvados avoisine les 70° en alcool et va subir un processus

de vieillissement en fit.

Récolte (De Septembre a Décembre)

Broyage Jnettoyage

Pasteurisation

Marc 4 SE—— Pressage

-

Moiit de pomme

<4

Fermentation (De Novembre i Mars)

Cidre doux

Cidre demi-brut
Cidre brut Filtration ou centrifugation
Cidre extra-brut
Cidre a distiller

Distillation
(Calvados)

Figure 1. Processus de production industrielle de cidre et de calvados, d’apres Cousin et

al. (2017). Légende :



3. Parametres biotiques et abiotiques de fermentation du cidre a distiller

1.3.1. Les flores indigenes

[.3.1.1.Les levures

L’écosystéme microbien cidricole se caractérise par des mélanges de populations de
genres, especes et souches différents provenant du sol, de 1’eau, des fruits, du matériel ou encore
de la cave des producteurs. La surface de la pomme apparait comme un réservoir naturel
comprenant 3,6-7,1 log UFC/g (Unités formant des colonies) de levures. Cette flore complexe
est composée majoritairement par des especes comme Hanseniaspora valbyensis,
Metschikowia  pulcherrima,  Pichia  anomala, Sacharomyces  cerevisiaeluvarum,
DekkeralBrettanomyces et d’autres champignons phytopathogenes. Metschikowia pulcherrima
et Pichia anomala sont des levures fréquemment retrouvées sur les pommes méme si elles ne
sont pas les principales actrices de la fermentation du cidre (Tableau 2). Le début de
fermentation du cidre est caractérisé par la présence de levures dites non-Saccharomyces
comme Kloeckera, Hanseniaspora et Candida (Valles et al., 2007). La diminution progressive
de la quantité d’oxygene lors de la fermentation entraine le remplacement progressif de cette
flore oxydative par les levures du genre Saccharomyces dont 1’origine est principalement la
surface de la pomme, méme si elle serait considérée comme un contaminant naturel des
matériels de pressage. Saccharomyces est la levure non-oxydative majoritaire lors du processus
de fermentation du cidre, avec une population pouvant atteindre entre 107 et 10¥ UFC/mL
(Morrissey et al., 2004). Cette levure joue le role principal de convertir les sucres en éthanol
dans le cidre. La présence naturelle de Dekkeral/Brettanomyces sur les pommes et son impact
sur la qualité organoleptique du cidre sont un probleme récurrent pour les producteurs. Ce genre
levurien est présent en plus grande quantité lors de la phase de maturation et est connu pour

nuire a la qualité aromatique du cidre (Buron et al., 2011a ; Guichard ez al., 2019).

1.3.1.2. La flore bactérienne
La diversité bactérienne dans les cides est representée par un large panel de genres et d’especes
bactériens se succédant de la surface de la pomme jusqu’a la fermentation compléte du moft
de pomme. Les principales études sur la flore bactérienne dans le cidre portent sur les
entérobactéries ou encore la flore d’altération (ex : Zymomonas mobilis), mais peu se
concentrent sur les dynamiques associées au processus d’élaboration du cidre. Les bactéries
présentes dans le cidre peuvent étre divisé€es en trois grands groupes : les bactéries lactiques,

les bactéries acétiques et les bactéries d’altération et Cousin et al. (2017) ont proposé un tableau



récapitulatif des différentes espéces retrouvées dans 1’environnement cidricole (Tableau 2). Le

groupe des bactéries lactiques présent lors de la fermentation de la pomme comprend 4 genres

: Lactobacillus, Oenococcus, Leuconostoc et Pediococcus (Cousin et al., 2017).

Tableau 2. Diversité microbienne identifiée lors du processus d’élaboration du cidre.

Famille

Origine

Genres/espéces

Références

Fleur de la pomme

Lactobacillus brevis,
Lactobacillus
(para)collinoides,
Lactobacillus casei,

Claisse et al., (2001);
Garai et al.. (2007);

Lactobacillaceae Pomme Lactobacillus diolivorans, Graca et al.. (2015);
Cidre Lactobacillus hilgardii, Tung et al.. (2010);
Lactobacillus sicerae Puertas ef al.. (2014);
Lactobacillus suebicus, Sanchez et al., (2010)
Pediococcus ethanolidurans
Pediococcus parvulus
o ancita . El Kh tal.,
Diversité . Oenococciis oemi, Om? era
- Leuconostocaceae Cidre . (2017); Sanchez et
bactérienne Leuconostoc mesenteroides
al.. (2012)
Fleur de | Acetobacter sp.,
eur de la pomme cetobacter sp Shade ef al.. (2013):
Acetobacteraceae Cidre Komagataeibacter sp., B}
L Tréek et al., (2016)
Vinaigre Gluconobacter sp.
Sporolactobacilliaceae Cidre Sporolactobacillus sp. Coton et al., (2010)
Bauduin ef al.,
Sphingomonadaceae Cidre Zyvmomonas mobilis (2006); Cotoner al.,
(2006D)
Enterobacteriacece Surface de la pomme Coliformes et Gragaet al.. (2015);
Fleur de la pomme Enterobacteriaceae Shade ef al.. (2013)
Hanseniasporavalbyensis,
Hanseniaspora uvarum
H 1 ’ hila,
anseniaspora osmophila, Cabranes ef al..
Sacchamomyces bayaniis
y C (1997); Cotonet al.,
Surface dela pomme Saccharomyces cerevisiae, .
Saccharomyeetaceae . . (2006a); Kurtzman ef
-’ Cidre Saccharomyees uvarum dl.. 2005): Valles f
Kloeckera apiculata, Candida : al h(2.007)
Diversité sp., Khuvveromyces sp., h
we_l site Lachancea sp., Debarvomyces
levurienne p.,
. o ) Coton et al., (2006a);
Metschnikowiidae Cidre Metschnikowia pulchervima Valles e al. ( 200 7))
Pichia anomala,
Delkera/Brettanomyces Buron et al., (2011b);
Pichiaceae Cidre anomala Coton ef al.. (2006a);

Delkera/Brettanomyces
bruxellensis

Gray et al., (2011)

Trichocomacece

Surface de la pomme

Penicilium sp.

Tancinova ef al.,
(2015)

La plupart des LAB sont anaérobies facultatives, acidotolérantes et développent un
métabolisme strictement fermentaire. Les travaux de Carr et Davies (1970) ont montré que dans
les premiers temps de la fermentation, les bactéries comme Lactobacillus plantarum et

Lactobacillus mali se développent puis disparaissent pour laisser la place a Lactobacillus
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collinoides. Lors de la fermentation alcoolique, la diversité bactérienne chute et les bactéries
lactiques sont les mieux adaptées a survivre dans les conditions imposées par la fermentation
du cidre (anaérobiose, acidité élevée, tolérance a 1’alcool etc.) et a supporter la compétition avec
les levures (Bartowsky et al., 2005). G-Alegria et al. (2004) ont également montré que les
souches d’Oenococcus oeni et de Lactobacillus sont capables de se développer a pH faible et
avec une teneur élevée en alcool dans le vin. La présence des Leuconostoc est généralement
associée aux conditions de stockage de la matiere premiere et ces bactéries sont principalement
retrouvées en début de la fermentation du cidre. Enfin, Pediococcus est aussi retrouvé dans le
mout de pomme mais en plus faible abondance. Les genres Oenococcus et Lactobacillus sont
les principaux genres bactériens qui participent a la TML, les bactéries du genre Leuconostoc
n’y contribuant que marginalement (Bartowsky et al., 2005 ; Jung et al., 2010 ; Salih et al.,

1990 ; Sanchez et al., 2010). Le genre Pediococcus ne participe pas ou peu a la TML.

Les bactéries acétiques sont principalement retrouvées dans le mofit fraichement pressé.
Parmi elles sont retrouvés principalement les genres Gluconobacter, Komagataeibacter et
Acetobacter. Lors de la fermentation alcoolique, le développement de la flore acétique reste
relativement faible. En fin de fermentation, le cidre est majoritairement dominé par la flore
lactique et les bactéries acétiques. Des travaux de Passmore et al. (1975) ont montré que les
bactéries acétiques, bien qu’aérobies et donc incapables de survivre dans les conditions
anaérobies, peuvent néanmoins se développer et survivre dans le moit lors de la fermentation
et se développer davantage lors de la phase de maturation. Les bactéries acétiques peuvent
devenir une flore responsable d’altération dans les cidres (piqiire acétique), entrainant la perte

de la production vers du vinaigre, économiquement moins rentable.

1.3.1.3.La flore d’altération

Une fois le cidre stocké en cuve ou en tonneau, le développement de bactéries acétiques
peut gravement altérer sa qualité en le rendant impropre a la consommation. Cette altération est
liée a I’oxydation par des bactéries telles que Acetobacter et Gluconobacter de 1’éthanol en
acide acétique et acétate d’éthyle, ce qui implique qu’elle s’opere en fin de fermentation
alcoolique et de maturation (De Roos et al., 2018 ; Passmore et al., 1975). Les conditions de
contamination menant a de la piqiire acétique dans le cidre sont principalement 1’utilisation de
fruits de mauvaise qualité et le matériel de stockage (tonneaux, futaille) non désinfecté. C’est
le contact du cidre avec de l’air (ex : une cuve insuffisamment remplie) qui favorise la
croissance des Acetobacter ou Gluconobacter. Les levures appartenant aux genres

Brettanomyces et Dekkera sont aussi connues pour la production d’acide acétique (Freer et al.,
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2002). Une teneur trop importante en acétate d’éthyle (120-150 mg/L) entraine une odeur
désagréable. Les autres conséquences sur le cidre sont une baisse du pH par une augmentation

de I’acidité totale et volatile.

Les cidres étant riches en sucres et ayant un pH compris entre 3,3 a 4,3, sont sensibles
a la prolifération d’une flore d’altération. Un des principaux problémes organoleptiques
rencontré dans le cidre est la “maladie du framboisé”. Cette altération a souvent été observée
dans les cidres contenant des sucres résiduels avec un pH supérieur a 3,7. Ces conditions
favorisent le développement de Zymomonas mobilis. Cette bactérie a Gram négatif est capable
de produire de I’éthanol a partir du glucose, du fructose et du saccharose via la voie d’Entner-
Doudoroff et sa présence est associée a une altération dans la biere ou le poiré (Ingledew et al.,
1979 ; Jespersen et al., 1996 ; Swings et al., 1977). La croissance de Z. mobilis a été corrélée
avec une forte production en acétaldéhyde, rendant le cidre non commercialisable. Les
conditions favorisant le développement de Zymomonas mobilis sont multiples. Le role de
I’azote assimilable comme facteur favorisant le risque de framboisé est clairement montré
(Bauduin et al., 2006). De plus, un pH bas permet de ralentir la croissance de Zymomonas, mais
n’influe pas sur les niveaux de populations maximales et la quantité d’éthanal produit. La TML
via la production d’acide lactique peut avoir un effet favorisant de fagon indirecte

(augmentation du pH) la maladie du framboisé.

Enfin, le développement de la flore lactique peut entrainer des désordres
organoleptiques notamment via la dégradation du glycérol par le genre Lactobacillus. Cette

altération, connue sous le nom de piqlire acroléique, sera discutée dans le chapitre I'V.

[.3.2. Composition physico-chimique du cidre

La pomme est naturellement riche en sucres (environ 10 a 15 % de sucres) et la teneur
totale dans les mouts est dépendante des variétés de pommes utilisées (Keller ez al., 2004). Les
sucres majoritaires dans le cidre de distillation sont le fructose (80 %), le glucose (15 %) et le
saccharose (5 %). Lors de la fermentation alcoolique, ces sucres sont dans la quasi-totalité
consommés par la flore indigene, notamment par les levures. Préférentiellement, le glucose et
le saccharose vont €tre rapidement consommés et le fructose restera le dernier sucre présent
lors de la fermentation. Des mélanges de variétés de pommes sucrées et acides sont utilisés pour
I’¢laboration des cidres de distillation, complexifiant ainsi la composition physico-chimique du

milieu.

11



Les acides organiques sont multiples et sont principalement présents dans la pulpe. Dans
le mott, les principaux acides identifiés sont 1’acide malique (représentant 90 % des acides
présents), 1’acide lactique, I’acide quinique, 1’acide succinique ou encore 1’acide citrique. En
terme quantitatif, la teneur en acide malique varie de 2 a 6 g/L dans le moft. Son pouvoir
acidifiant joue un role important dans la stabilité bactériologique des produits, notamment dans
la limitation du développement de la flore d’altération (exemple : certains genres de la flore
lactique, Zymomonas mobilis etc.). Outre I’inhibition du développement de la flore d’altération,

les acides présents dans le mofit participent a la limitation des risques de casse ferrique.

Les composés phénoliques se distribuent en 3 grandes classes: les flavonoides
(flavanols, (pro)anthocyanidines), les tanins et les acides hydroxycinnamiques (ex : acide
chlorogénique). Leur concentration varie fortement selon les variétés de pommes (plus
abondants dans les mofits de pommes ameres), pouvant atteindre 200 mg/L dans les jus
(Wicklund et al., 2020). IIs sont tres importants lors de la fermentation des pommes puisqu’ils
participent grandement a I’astringence du produit. Cependant, une métabolisation des composés
phénoliques par certaines levures (Brettanomyces) peut conduire a la formation de phénols

volatils, composés indésirables dans le cidre (Sucur et al., 2016).

Les substances azotées jouent un role important dans la biosynthese des protéines et
représentent un des composants essentiels a la croissance et au bon développement des levures
(Mendes-Ferreira et al., 2011). L’azote est souvent un facteur limitant dans les mofits, avec une
concentration pouvant varier de 40 mg/L a plus de 150 mg/L et il joue donc un rdle primordial
dans la cinétique fermentaire (Bell et al., 2005). En effet, un taux trop faible en azote conduit a
une fermentation rapide et incomplete alors qu’un trop fort taux peut entrainer une fermentation
plus longue dans le temps et entrainer des interventions humaines (ex : clarification). L’azote
est présent sous deux formes différentes : sous forme minérale (représenté majoritairement par
de I’azote ammoniacal NH3) ou sous forme organique (acides aminés). Parmi ces acides aminés
nous pouvons noter 1’asparagine, la glutamine, 1’acide aspartique, 1’acide glutamique et la
sérine qui représentent environ 90 % des acides aminés du moft et peuvent étre utilisés par les
levures. Durant la fermentation alcoolique, les levures vont utiliser la grande majorité de 1’azote
présent dans le moat. Une fois la fermentation alcoolique terminée, la flore meurt et libére par
la suite les différents acides aminés pouvant étre réutilisés par les bactéries (ex : acide
glutamique, valine). La composition en acides aminés change ensuite puisque le développement

de la flore lactique conduit a la libération d’alanine, phénylalanine dans le mofit. En plus de
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jouer un role important pour le développement microbien, ce parametre physico-chimique peut

aussi influencer la composition aromatique lors de la fermentation des pommes.
4. La composition aromatique des cidres

La composition des composés volatils dans le cidre dépend des pratiques des producteurs,
du choix des variétés de pommes, des conditions de stockage mais surtout du métabolisme
microbien (Rosend et al., 2019). Les précurseurs aromatiques sont des composés non volatils
comme les précurseurs glycosylés, les acides phénols (formation de phénol volatils) et les
acides gras insaturés (formation d’hexanol). En comparaison avec le vin, peu d’études ont été
axées sur la qualité organoleptique mais des travaux amorcés par I’IFPC (Institut Francais des
Productions Cidricoles) ont pu mettre en évidence plusieurs composés volatils impliqués dans
la perception aromatique des cidres de consommation (Tableau 3). Les composés les plus
aromatiques présents dans les cidres sont les esters (78 a 92 % des composés volatiles totaux),

les alcools (6 a 16 % des composés volatiles totaux) et les aldéhydes.

Dans les calvados, les composés aromatiques principaux sont les esters, les alcools et
les aldéhydes (Guichard et al., 2003). Les travaux de Ledauphin ef al. (2010) ont montré la
différence de composition aromatique entre 4 eaux-de-vie produites en France (Armagnac,
Cognac, Calvados et Mirabelle). Les eaux-de-vie de calvados possedent des caractéristiques
aromatiques propres et se caractérisent par des concentrations plus importantes en 3-
ethoxypropanal, en 1,1,3-triethoxypropane, en alcool allylique, en 3,3-diethoxypropanol, en

acroléine, en butan-2-ol et en ethyl 2-methylbutyrate.

Meéme si les pratiques et les choix des producteurs influent le profil aromatique du cidre
de consommations (ajout de sucres, SO2, levure, variétés de pomme, température de
fermentation), les différences perceptibles des ardmes sont aussi attribuées aux différentes
étapes de fermentation de la pomme, ce qui est d’autant plus vrai pour le cas d’une fermentation
spontanée non maitrisée comme le cas des cidres de distillation (Rita et al., 2011). En effet, la
fermentation représente un écosysteme complexe mettant en avant de nombreuses interactions
bactériennes et fongiques et est liée a diverses propriétés sensorielles (Bokulich et al., 2016).
Sans aucune intervention de la part des producteurs, la plupart des ardmes sont produits pendant
la fermentation du cidre de distillation et des précurseurs aromatiques vont donc directement

provenir de 1’activité microbienne.

La fermentation alcoolique conduit a la formation d’alcool, d’esters et de phénols

(Alvarez-Pérez et al., 2012). La transformation malolactique entraine un des changements
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majeurs organoleptiques du cidre (Bae ef al., 2006 ; Cousin ef al., 2017 ; Lonvaud-Funel et al.,
2009). Certains ardmes présents ou produits lors de la fermentation alcoolique disparaissent ou
changent apres la fermentation malolactique (Lonvaud-Funel et al., 1999 ; de Revel et al.,
1999). Une étude de Maicas et al. (1999) montre que la TML permet une production plus
importante d’alcools, d’esters et d’acides. Les LAB peuvent également produire des alcools,
des acides gras, des lactones et des composés sulfurés et azotés (Swiegers et al., 2005). Les

différents ardmes produits ont été identifiés et décrits sensoriellement (Table 3).
1.4.1. Les esters

Les esters sont connus pour participer a la complexité aromatique du cidre et du vin
(Sumby et al., 2010). Ces composés sont des produits de I’estérification formés par réaction
d’un oxacide (acide contenant de I’oxygeéne) avec de 1’alcool et sont particulierement
intéressants puisqu’ils ont des seuils de perception bas (0,1 a 4 mg/L). La réaction
d’estérification peut se faire sur des acides par 1’éthanol (esters éthyliques) ou sur des alcools
supérieurs par 1’acetyl-CoA (esters d’acétate). Dans les cidres de distillation et les calvados, les
esters sont retrouvés en grande quantité par rapport aux autres molécules aromatiques (alcools
supérieurs, phénols volatils etc.), suggérant un pouvoir d’estérification important. Les esters
présents lors de la fermentation du mofit de pomme sont divers. Bien que 1’acétate d’éthyle
représente jusqu’a 90 % des esters totaux, une quinzaine de ces molécules ont été identifiées
(ex : caprylate, laurate d’isoamyle etc.) (Lilly et al., 2000 ; Xu et al., 2006). La forte production
de ces esters a été notamment retrouvée chez une flore secondaire de la fermentation,
Hanseniaspora valbiensys (Wei et al., 2019, 2020). Avec ’acétate d’éthyle, le lactate et le
succinate d’éthyle sont les principaux esters dont la présence n’est pas souhaitée dans les cidres
de distillation et dans le calvados. En effet, si une production trop élevée est constatée et dépasse
le seuil de perception aromatique, ces molécules peuvent avoir un effet masquant d’autres
aromes. Avec un seuil de perception a 150 mg/1 et ’apparition possible de notes lactées voire
de lait aigre, ’exceés de lactate d’éthyle est parfois responsable de défauts olfactifs dans les vins.
Pourtant, les travaux de Mosciano et al. (1993) portant sur la description de cet ardme
définissent le lactate d’éthyle comme étant doux, fruité, apportant des notes d’ananas et de
caramel. Cet ardme est méme considéré comme un marqueur de 1’activité¢ de la TML et la
présence de la flore lactique dans le vin (Kaunzinger et al., 1996). La filiere cidricole préconise
la limitation de cette molécule et caractérise cet arome comme indésirable dans les cidres de

distillation.
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Tableau 3. Liste de quelques esters, alcools supérieurs et phénols volatiles avec leurs
descripteurs associés, le seuil de perception analysé dans les vins et la biere, et les
concentrations maximales retrouvées lors de la fermentation des pommes adaptée d’une fiche

technique de I’'IFPC.

. Seuil de Quantité
" Descripteurs . . .
Aromes Noms . .. perception maximale Reféerences
sensoriels associés
(mg/L) (mg/T)
2-Phényléthanol Rose 125 112.9
3-méthylbutan-1-ol Whisky 70 190.5
Alcools 2-méthylbutan-1-ol Vineux 65 38,7 Meilgaard ef al., (1975)
supérieurs Isobutanol Vineux 200 49.3 Tan et al..(2004)
Pentanol Alcool de fusel 80 0,07
Hexanol Vert, herbacé 4 36
Acétate de 2-phényléthyle Rose 3.8 3.5
Acetate d'isoamyle Banane 1.2 2.7
Ethyl 3-méthylbutanoate Pomme 1.3 0.3 Meilgaard ef al., (1975)
Esters Ethyl 2-méthylbutanoate Pomme 0.3 0.4 Tan et al., (2004) Boelens
Ethyl 2-meéthylpropanoate Fruité, doux 0.1 0.1 et al. (1993)
Acétate de pentyle Banane, poire ? 0.1
Acétate d'hexyle Poire 35 3.9
4-éthylphénol Gouache, cuir =2 5.6
4-vinylphénol Sparadr: ? 3.0
,‘ ny'p feno Ffm ap Buron et al., (2012) ;
Phénols 4-éthylcatéchol Fumé, camphre =20 104.3 .
| . . Simon et al., (2006)
volatils 4-éthylgaiacol Clou de girofle 0.8 1.1
4-vinylgaiacol Sparadrap ? 0.1
Sulfure d'hydrogene (Euf pourri 0.8 ?
Meéthanetiol Putréfaction 0.3 ?
Ethanetiol Putréfacti 0.1 ?
Composés ae .lo, peacton. Mestres ef al.. (2000)
. Sulfure de diméthyle Truffe, framboise 5 ?
soufiés . . (2000) ; Bertrand et al..
volatils Sulfure de diéthyle Choux cuits, 6 ? (2010)
Disulfure de carbone Caoutchouc 110 ?
Disulfure de diéthyle Caoutchouc 20 7
Disulfure de diméthyle Choux cuits 2,5 ?

[.4.2. Les alcools supérieurs

Les alcools supérieurs sont des alcools avec plus de deux atomes de carbone, excluant
ainsi le méthanol et I’éthanol (Pires et al., 2014 ; Stribny et al., 2015). Les alcools supérieurs
regroupent 1’isobutanol 1, le propanol 1, les pentanols (méthyl-2-butanol-1, méthyl-3-butanol-
1), ’hexanol, le phényl-2-éthanol et les butanols 1 et 2 (Herrero et al., 2006) . D’une maniére
générale, les alcools supérieurs sont plutdt jugés négativement, masquant le fruité et apportant
de la lourdeur bien qu’une corrélation positive ait été rapportée entre le n-butanol, le
phényléthanol et la qualité aromatique (Pires et al., 2014). Cependant, leur seuil de détection
est bien plus important que celui des esters (4-200mg/L). Leur production est liée au
métabolisme des produits azotés présents dans le mofit de pomme (Pires et al., 2014). Les

travaux de Kanter et al. (2020) ont montré qu’une surproduction des alcools supérieures
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pourrait impacter le profil aromatique du vin. Du fait du faible taux en azote assimilable
(maximum 100-150mg/L) dans les cidres de distillation, la production d’alcool supérieur est
bien moins importante que dans le vin. Le microorganisme responsable de cette production
reste en majorité le genre Saccharomyces (uvarum/cerevisiae) (Pires et al., 2014 ; Stribny et
al., 2015). Du fait de leur faible taux dans le cidre et du seuil de perception relativement élevé,
ces arOmes bien que produits ne permettent pas de jouer un rdle prédominant sur la qualité
sensorielle du cidre. Seul le phényléthanol présente des taux similaires et reste une molécule
intéressante dans la qualité aromatique du cidre puisqu’elle apporterait des notes de rose (Xu et

al., 2006).
1.4.3. Les phénols volatils

Les phénols volatils regroupent un ensemble de molécules qui proviennent de la
transformation des acides cinnamiques de la matiere premiere. Ces composés peuvent étre
divisés en 2 sous-groupes : les vinyls-phénols et les éthyls-phénols. Les phénols volatils
regroupent principalement le vinyl et I’éthylphénol, le vinyl et 1’éthylgaiacol, et I’éthylcatéchol.
Ces molécules ne sont pas souhaitées dans les cidres de distillation puisqu’elles sont associées
a des descripteurs défavorables, comme des notes “animales”, de “cuir”, de “gouache” ou
encore de “sparadrap”. Les phénols volatils sont d’autant plus indésirables du fait d’une
suspicion d’un potentiel effet masquant de certains esters, voire de leur potentiel a engendrer
un défaut aromatique (Le Quéré et al., 2006). Différents acteurs microbiens sont impliqués dans
leur production. La production de ces composés est principalement effectuée via le métabolisme
de I’azote et du soufre par les levures (Landaud et al., 2008; Ugliano et al., 2009). Le principal
acteur impliqué dans la production de phénols volatils est la levure Brettanomyces/Dekkera,
naturellement présente dans les mofits de cidre. Son impact sur la qualité organoleptique du
cidre est double : cette levure est capable de synthétiser les phénols volatils et, d’un autre coté,
a une activité estérase capable d’augmenter la teneur en lactate d’éthyle et en acétate d’éthyle
et de dégrader 1’acétate d’isoamyle (Buron et al., 2011a ; Guichard et al., 2019). Des travaux
sur les conditions de développement de Dekkera/Brettanomyces ont été réalisés. Le premier
parametre est la qualité de la matieére premiere puisqu’une pomme de mauvaise qualité est une
source plus importante de Dekkera/Brettanomyces. Améliorer 1’hygiéne du matériel de
pressage et des cuves limiterait son développement. Lors de la fermentation du cidre, une
température inférieure a 6°C entraine une réduction significative du taux de croissance de
Brettanomyces (Suéur et al., 2016). D’autres paramétres comme la présence d’oxygéne ou

encore la matiere azotée pourraient influer le développement de Brettanomyces.
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Les bactéries lactiques, en moindre mesure, sont, elles aussi, capables de produire des
phénols volatils. Le travail de Buron ef al. (2012) a montré la capacité de L. collinoides a
produire du 4-éthyl-catéchol, du 4-éthylphénol, et du 4-éthylparagiacol a partir d’acides
caféique, p-coumarique et férulique respectivement. De méme, le travail de Couto et al. (2006)
a montré que des souches de L. brevis, L. collinoides et L. plantarum sont capables de produire
le 4-éthylphénol alors que certaines souches de pédiocoques ont pu produire du 4-vinylphénol.
Les souches d’Oenococcus oeni et Leuconostoc mesenteroides étudiées n’ont produit aucun des

phénols volatils a partir des différents acides (p-coumarique et acide férulique).
[.4.4. Les composés soufrés volatils

Largement étudiés dans les modeles viticoles et autres produits fermentés, les composés
soufrés volatils (CSV) se répartissent en 2 catégories selon leur volatilité : les composés soufrés
“légers” et “lourds”. Dans le cidre, les CSV “légers” sont représentés par le sulfure de
dihygrogeéne (H2S), le disulfure de carbone, le diméthylesulfure, le méthanéthiol et 1’éthanetiol.
Ces composés sont associés a des défauts sensoriels (notes d’“ceuf pourri”) lorsqu’ils atteignent
leur seuil de perception, de I’ordre du pg/L. Les principaux CSV “lourds” identifiés dans le
cidre sont le méthionol, I’acide 3-méthylthiopropanoique et le 3-méthylthiopropanoate d’éthyle
et sont aussi associés a des odeurs défavorables. Leur production est principalement réalisée
par les levures, via leur métabolisme de I’azote et du soufre (Arfi ef al., 2006 ; Sreekumar et
al.,2009). L’étude de Vallet et al. (2008) a également montré qu’Oenococcus oeni était capable

de produire des CSV a partir de méthionine dans le vin.
[.4.5. Les aldéhydes

Parmi I’ensemble des aldéhydes présents lors de la fermentation du moiit de pomme,
I’éthanal et les acétals sont les plus importants. On les associe a des notes éthérées, herbacées
avec un descripteur aromatique de type “alcool a brller” qui participent a 1’agressivité des
produits. Une forte production en aldéhyde engendrera une tendance a masquer le fruité. Encore
une fois, les pratiques des producteurs peuvent influer la production de ces composés. Dans le
cas du cidre de consommation, 1’ajout de sulfites (SO2) provoque une augmentation
significative de la formation d’acétaldéhyde (Li et al., 2017). Le cidre de distillation ne
subissant aucune intervention de la part des producteurs, la formation de ces composés
indésirables reste totalement dépendante du développement et du métabolisme des
microorganismes. Par exemple, 1’oxydation de 1’éthanol par des levures non-Saccharomyces

(Candida, Hanseniaspora) et par Saccharomyces entraine la production d’acétaldéhyde,
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IL.

causant des défauts de vinification (Li et al., 2017). Dans le cas particulier du cidre de
distillation, I’éthanal peut étre également produit par la bactérie Zymomonas mobilis a partir

des sucres résiduels mais aussi de 1’éthanol déja présent (Coton et al., 2006b).

Dans le cadre du projet MoNArC, les travaux ont porté sur 1’identification de 67 composés

aromatiques (Tableau 4).

Tableau 4. Liste des composés aromatiques (désirables, incertains, indésirables) analysés
dans les cidres de distillation.

Esters Alcools

Nom de la molécule N° CAS Méthode d'identification Nom de la molécule N°CAS Méthode d'identification
Ethyl propionate 105-37-3 GC-MS 6-methyl-5-hepten-2-ol 1569-60-4 GC-MS
Methyl butyrate 623-42-7 GC-MS 4-vinyl anisol 637-69-4 GC-MS
Ethyl isobufyrate 97-62-1 GC-MS 1-Octanol 111-87-5 GC-MS
Ethyl 2-met e 7452-79-1 GC-MS 3-Pentanol 584-02-1 GC-FID
Ethyl isovalerate 108-64-5 GC-MS 1-Pentanol 71-41-0 GC-FID
i 628-63-7 GC-MS 1-Octen-3-ol 3301-80-4 GC-FID
Ethyl caproate 123-66-0 GC-MS Cis-3-hexen-1-ol 928-96-1 GC-FID
Cis-hexenyl acetate 3681-71-8 GC-MS Butanol-2 78-92-2 GC-FID
C 2035-99-6 GC-MS Propanol-1 71-23-8 GC-FID
6309-51-9 GC-MS Isobutano! 78-83-1 GC-FID
5457-70-5 GC-MS Allvlic alcoho! 107-18-6 GC-FID
Ethyl palmitate 628-97-7 GC-MS Butanol-1 71-36-3 GC-FID
Ethyl stearate 111-61-5 GC-MS Methyl-2-butanol-1 137-32-6 GC-FID
Phenylethyl caproate 6290-37-5 GC-MS Methyl-3-butanol-1 123-51-3 GC-FID
[sobutyl acetate 110-19-0 GC-MS Hexanol-1 203-852-3 GC-FID

Ethyl valerate 539-82-2 GC-MS Phenyl-2-éthanol 60-12-8 GC-FID
thyl heptanoate 106-30-9 GC-MS Aldehydes
Ethyl benzoate 93-89-0 GC-MS Nom de la molécule N° CAS Méthode d'identification
Ethyl 3-(methylthio)propionate 13327-56-5 GC-MS Nonanal 124-19-6 GC-MS
Butyl acetate 123-86-4 GC-FID Decanal 112-31-2 GC-MS
Ethyl-3-hydroxyutyrate 5405-41-4 GC-FID Isobutanal 78-84-2 GC-FID
Ethyl-2-hydroxycaproate 52089-55-1 GC-FID Ethanal 75-07-0 GC-FID
2-Phenylethyl acetate 103-45-7 GC-FID Acrolein 107-02-8 GC-FID
Isoamy] caprate 2306-91-4 GC-FID Acetal GC-FID
Isobutyl caprate 30673-38-2 GC-FID Methanol 67-56-1 GC-FID
Ethyl acetate 141-78-6 GC-FID Furfural 98-01-1 GC-FID
Ethyl butyrate 105-54-4 GC-FID Phénols volatiles
Hexyl acetate 142-92-7 GC-FID Nom de la molécule N°CAS Meéthode d'identification
Ethyl lactate 687-47-8 GC-FID Ethylguaiacol 2785-89-9 LC-UV
[soamyl acetate 123-92-2 GC-FID 1-Ethylphenol 123-07-9 LC-UV
Diethyl succinate 123-25-1 GC-FID {-Ethylcatechol 1124-39-6 LC-uv
Ethyl furoate 614-99-3 GC-FID Vinylguaiacol 7786-61-0 LC-UV
Ethyl caprylate 106-32-1 GC-FID 4-Vinylphenol 2628-17-3 Lc-uv
Ethyl caprate 110-38-3 GC-FID
Ethyl laurate 106-33-2 GC-FID
Ethyl myristate 124-06-1 GC-FID
Ethyl formate 109-94-4 GC-FID
Phenylethy| acetate 103-45-7 GC-FID

Diversité microbienne et maitrise de la fermentation

1. Maitrise de la qualité sanitaire et organoleptique par la fermentation

II.1.1. Amélioration de la qualité sensorielle et nutritionnelle

Le processus de fermentation modifie les propriétés organoleptiques de la matiere premiere. Il
peut améliorer le gotit, la couleur, I’astringence, la saveur et méme la texture (Cocolin et al.,
2009). De nos jours, les boissons fermentées sont connues pour favoriser la digestion
(décomposition des protéines en acides aminés), préserver la flore intestinale et améliorer le

systtme immunitaire (Marco et al., 2017). L’intolérance au gluten ou au lactose peut étre
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contournée par de nouvelles stratégies d’¢laboration de boissons fermentées (Shah ez al., 2013).
D’autres études ont rapporté les activités anti-oxydantes au sein des produits fermentés (Park
et al., 2011 ; Thokchom et al., 2012). Lors de la fermentation, 1’activité microbienne peut
entrainer une dégradation de matieres dites non-nutritives et un enrichissement en substrats
comme des vitamines et des acides aminés (Tamang et al., 2015; Tamang et al., 2016). Les
¢tudes récentes montrent 1’intérét de caractériser la communauté microbienne et les composés
aromatiques associés (Antalick et al., 2012 ; Comitini et al., 2017 ; De Roos et al., 2019 ;
Guichard et al., 2019 ; Lonvaud-Funel et al., 1999 ; Morrison-Whittle et al., 2018 ; de Revel et
al., 1999). La plupart mettent en évidence la capacité des levures a produire des ardmes,

notamment des esters, mais aussi a dégrader certains composés aromatiques.
I1.1.2. Maitrise et qualité sanitaire

Dans un écosysteme complexe, la flore microbienne responsable de la fermentation peut
entrainer des changements majeurs et favoriser la conservation des aliments par son potentiel
antimicrobien (Adams et al., 1997 ; Adams et al., 2002). Certains micro-organismes pathogenes
et d’altération naturellement présents peuvent étre inhibés par la production de métabolites
acides(ex : acide lactique, acide acétique, etc.), la transformation de produits chimiques ou

composés toxiques (ex : acide malique/lactique, glycérol) (Hammes et al., 1994).

Les activités antagonistes des levures envers les bactéries indésirables et les autres
champignons sont largement connues (Hatoum ef al., 2012 ; Mendoza et al., 2010 ;
Mufandaedza et al., 2006). Ces activités sont principalement associées a leur compétition pour
les nutriments, a I’acidification du milieu de croissance, a leur tolérance a des concentrations
¢levées d’éthanol et a la libération de composés antimicrobiens comme les toxines
antifongiques et antibactériennes (Golubev er al., 2006 ; Young et al., 1978). L’effet
antimicrobien d’un grand nombre de bactéries lactiques est également connu. Depuis les années
1980, plusieurs especes de Lactobacillus isolées de produits fermentés ont montré une capacité
de production d’agents anti-microbiens comme la réutérine, et sont étudiées pour de multiples
utilisations industrielles (Asare et al., 2020 ; Axelsson et al., 2009 ; Gonzales et al., 2019 ;
Saranraj et al., 2010 ; Schaefer et al., 2010 ; Talarico et al., 1988). D’autres bactériocines
provenant d’isolats de bactéries lactiques ont suscité beaucoup d’attention pour le contrdle des
agents pathogenes dans les aliments. Parmi elles, la nisine ou encore la pediocine produites
respectivement par Lactococcus lactis et Pediococcus sp. sont actives contre un large spectre

de bactéries (Elyas et al., 2015 ; Oliveira et al., 2020). Outre la production d’agents anti-
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microbiens, la principale activité antimicrobienne des lactobacilles est liée a la production
d’acide lactique et a la baisse du pH qui en résulte. Cette modification physico-chimique, en
plus de limiter la prolifération bactérienne néfaste au produit, permet une amélioration de la

qualité organoleptique du produit (Lombardi et al., 2020).
II.1.3. Autres fonctionnalités

Les fruits et les 1égumes contiennent des acides aminés, des acides gras, des vitamines
(C, B et E), des flavonoides, des stérols, de 1’acide phénolique pouvant avoir un effet protecteur
contre certaines maladies comme le cancer, le diabéte, I’obésité etc... (Schrezenmeir et al.,
2001). Les produits fermentés naturellement riches en probiotiques contribuent a I’amélioration
du bien-&tre général et de la santé. Les probiotiques sont désignés comme des microorganismes
qui, consommés en quantités suffisantes, ont une influence positive sur la physiologie et la santé
de I’hdte, notamment en équilibrant la microflore dans le tube digestif (Schrezenmeir et al.,
2001). Une revue a recensé les études montrant 1’efficacité des mélanges probiotiques
(principalement des LAB) plutét que 1’administration d’une seule souche (Timmerman e al.,
2004). Les recherches actuelles visent a comprendre les dynamiques impliquées lors de la
progression de la fermentation pour assurer des propriétés sensorielles constantes ou nouvelles
et améliorer la qualité du produit en limitant les altérations (Belda et al., 2015 ; Egli et al.,

1998).
2. Outils d’étude de la biodiversité microbienne

L’¢étude de I’écologie microbienne au sein des aliments a radicalement changé depuis
quelques années. Des applications récentes portant sur la transcriptomique, la protéomique, la
métabolomique ainsi que sur la génomique fonctionnelle ont été utilisées de facon a mieux
comprendre le comportement des micro-organismes lors du processus de fermentation des
aliments. Ces techniques permettent d’aller plus loin dans I’étude de la physiologie bactérienne
mais aussi de mettre au point des méthodes d’identification et de détection des microorganismes
associés aux aliments. Pendant des décennies, les approches classiques de microbiologie basées
sur la culture sont restées le meilleur moyen d’identifier, de quantifier et de sélectionner les
levures et les bactéries dominant les produits fermentés. Ces techniques révelent des limites en
termes de seuil de détection ou d’appréciation de la diversité “réelle” (ex: 0,1 a 10 % de
bactéries cultivables d’une communauté microbienne totale selon le biotope étudi¢). C’est
pourquoi de nouvelles stratégies ont été élaborées pour mettre en évidence les groupes

taxonomiques non observables par les méthodes traditionnelles (Juste et al., 2008). Les
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principales sont basées sur le ciblage de ’ADN (PCR, DGGE, T-RFLP, métagénomique) et

sont présentées dans le Tableau 5.
[1.2.1. PCR-DGGE

La PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis / électrophorese sur gel en
gradient dénaturant) consiste en une séparation électrophorétique des produits PCR dans un gel
de polyacrylamide contenant un gradient d’agents dénaturant chimiques permettant ainsi de
distinguer des produits PCR qui different dans leur composition en bases. La DGGE est une
technique d’analyse de profils de communautés microbiennes et a ét¢ menée dans de
nombreuses recherches sur la fermentation. La DGGE a été appliquée sur des produits laitiers
(Quigley et al., 2012), sur les grappes de raisin (Barata et al., 2012), dans la fermentation du
vin et de la biere (Bokulich et al., 2012 ; Cocolin et al., 2011) et dans I’étude de ’altération des
produits fermentés comme la biere (Spitaels et al., 2014 ; Stratford et al., 2006). Méme si cette
méthode se révele appropriée pour 1’étude de 1’écologie microbienne au sein des produits
fermentés, il convient de préciser que cette méthode n’est pas quantitative (Ercolini et al.,
2004). Selon Cocolin et al., (2001), le seuil de détection serait 2 10° UFC/mL ou g. A cela
s’ajoutent les difficultés techniques (expérimentation longue), la nécessité d’utiliser d’autres
techniques comme le séquencage pour identifier les bandes mais aussi le colit non négligeable.
Cocolin et al. (2013b) ont démontré le potentiel de cette technique pour suivre les dynamiques
bactériennes pendant la fermentation, mettant en évidence les populations microbiennes
dominantes et proposent de nombreuses optimisations. Malgré la faible sensibilité de la PCR-
DGGE et son incapacité a analyser les environnements a forte diversité au niveau de I’espece,
cette technique, peu adaptée aux analyses a haut débit, reste néanmoins un outil complémentaire

dans I’analyse des communautés microbiennes (Andorra et al., 2010).
I1.2.2. T-RFLP

Le polymorphisme de longueur des fragments de restriction terminaux (T-RFLP) est
une méthode d’analyse des communautés basée sur la digestion de fragments PCR d’un gene
(amorces universelles ciblant I’ARNr 16S pour les bactéries ou espaceur transcrit interne (ITS)
pour les champignons et les levures) en utilisant des enzymes de restriction et en détectant les
fragments terminaux de chaque organisme a 1’aide d’un séquenceur d’ADN (Liu et al., 1997 ;
Marsh et al., 1999). Comme cette approche nécessite d’extraire et d’amplifier par PCR ’ADN,
les biais inhérents a ces techniques auront une incidence sur les résultats de 1’analyse. Deux

séquences distinctes pouvant partager un site de restriction de terminal similaire menent a un
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méme pic. Méme en appliquant plusieurs enzymes de restriction, donner une estimation de
I’abondance relative des phylotypes dans une communauté conduit a une appréciation
inappropriée de la diversité totale dans le biotope étudié et revient a simplifier la structure de la
communauté. Ainsi, la résolution est compromise dans des échantillons trés divers. Cette
méthode a été principalement utilisée sur les dynamiques microbiennes de la fermentation de
vins altérés (Bokulich et al., 2012), du thé kombucha (Chakravorty et al., 2016) ou pour la

caractérisation de la flore lactique dans le suan-tsai (Chen et al., 2006).
I1.2.3. PCR quantitative (qPCR)

La PCR quantitative en temps réel (qQPCR) est considérée comme 1’une des meilleures
méthodes de détection et de quantification des microorganismes et plus particulierement en
mettant 1’accent sur les principaux pathogénes responsables de défauts alimentaires
(Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus
aureus) (Postollec et al., 2011). De plus, la plupart des études basées sur la composition
microbienne des aliments fermentés ont utilisé la qPCR. Cette application a été principalement
utilisée dans le fromage, le vin et le kimchi (Grattepanche et al., 2005 ; Hierro et al., 2006 ;
Park et al., 2010). La diversité de la flore lactique lors de la fermentation du fromage a été
identifiée et quantifiée par cette méthode (Grattepanche et al., 2005). Le travail de Zago et al.
(2009) a permis d’identifier et de quantifier la présence bénéfique d’Enterococcus gilvus dans
le fromage en ciblant le geéne codant pour la phénylalanine-tRNA synthase (pheS). Selon Hierro
et al., (2006), cette méthode est tres sensible pour suivre quantitativement la population
levurienne lors du processus de vinification. Plus récemment, cette méthode a été utilisée pour
la quantification de probiotiques et a été appliquée a I’étude de la dynamique de croissance
microbienne au sein des produits fermentés (Le Dréan et al., 2010 ; Masco et al., 2007).
Cependant, I’utilisation d’amorces spécifiques ne permet pas d’obtenir une image globale de la
diversité des aliments fermentés. Pour minimiser ces inconvénients, Bokulich et Mills (2018)
ont proposé une sélection d’amorces ITS spécifiques afin d’explorer le biais d’amplification lié
a D’analyse des profils des communautés fongiques en comparant les amorces a une
communauté fictive, la “mock community” (une composition théorique connue d’ADNg de
plusieurs genres levuriens). La qPCR peut alors proposer plusieurs quantifications des
différents membres individuels de la communauté mais la RT-qPCR est maintenant la
technique la plus utilisée pour étudier la croissance microbienne et les dynamiques

microbiennes.
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Tableau 5. Résumé des avantages et des inconvénients des méthodes d’identification des
communautés microbiennes dans les produits fermentés.

Référencesdans les

Meéthode Principe Avantages Inconvénients | N
produits fermentés

Techniquement difficile;
nécessitéde refaire du
séquencage pour identifier les
bandes; cher et long &

Séparation des séquences

hétérologues par Séparation d'amplicons “single

Besteretal. (2016)

DGGE A . . base-pair™; ciblage de 'ADN et L o Milanovic ef al.
dénaturation chimique ou _ expérimenter; la co-migration
de 'ARN . L (2018)
par la chaleur de séquences similaires peut
induire des erreurs
d'identification
Quantificationde la Demande des amorces
séquence cible specifique pour une population;
basé sur le seuil exponentiel La quantificationde Hierro et al. (2006)
qPCR amplification du double Quantitative et précise I'abondance influencée parles  Postolleceral
brin différences (2011)
ADN lié par un colorant d'expression a différents états
reporter physiologiques
digestion de fr: ts PCR . . . Résoluti i ds .
I?ES ton.de tragments Sensible; rapide; peu colteuse; esolulion compromise par aes Morgan et al. (2017)
T-RFLP d'un géne et détection des . e échantillons avec une forte ‘ X
. facile d'utilisation . e Martin et al. (2005)
fragments terminaux diversite
Grande résolution; moins chére
Séquengage par synthése que le pyroséquengage; Cofiteuse; Moins bonne Morgan et al. (2019)
[lumina Sequencing reposant sur la meilleure couverturesde résolution que le Bokulich er al.
détection de fluorescence séquences que le pvroséquencgage (2015)
pyroséquencage
Sé .
. equencage pat Plus cotliteuse que le , .
, , incorporation de base et . . Koyanagi eral.
454 Life Sciences o - . . séquencage par Illumina et g
Pyrosequencin détection par libération de Hautement résolutive moins bonne couverture que le (2011)
! a4 € pyrophosphate q Nam et al. (2012)

et 'activité de luciférase séquencage [llumina

I1.2.4. Apport de I’approche par métagénomique comme outil de surveillance du

processus de fermentation

La description des communautés microbiennes lors de la fermentation souleve plusieurs
questionnements scientifiques. La caractérisation approfondie des communautés microbiennes
ainsi que leurs dynamiques vont alors permettre d’évaluer les biomarqueurs du produit de
qualité ou de détérioration et permettre de mieux controler les conditions de fermentation pour
améliorer le contrdle du processus. De nombreuses études ont montré I’impact des interactions
microbiennes sur la qualité et la stabilité des produits fermentés. Pourtant, ces produits révelent
des écosystémes microbiens complexes dont la diversité et le niveau d’organisation demeurent
largement sous-estimés (Botta et al., 2012). Tous les inconvénients des méthodes précédentes
ont mené a de nouvelles stratégies comme le séquencage NGS (Next Generation Sequencing),
qui est devenu une véritable révolution dans 1’analyse des écosystemes biologiques. Jusqu’a
présent, les plateformes de pyroséquencage (454) et de séquengage Illumina sont les plus

couramment utilisées pour les études écologiques dans les produits fermentés (Tableau 6). Bien
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que ces deux plateformes operent sur un séquencgage par synthese, la chimie utilisée differe.
Ces approches impliquent principalement 1’utilisation du géne d’ARN ribosomal de la petite
sous-unité bactérienne (ARNr 16S) et des Internal Transcribed Spacer chez les levures (ITS),
en raison de leur validation respective comme marqueur universel de 1’évolution des eubactéries
et des champignons (Cocolin et al., 2013a ; Juste et al., 2008 ; Sun et al., 2014 ; Woese et al.,
1998). L’approche par NGS permet de déterminer le nombre d’unités taxonomiques
opérationnelles (OTUs : Operationnal Taxonomic Units) présentes dans un écosystéme et d’en
estimer la composition microbienne. La littérature portant sur les communautés microbiennes
alimentaires évaluées par I’approche par métagénomique montre que son application est a la

fois quantitative (via le nombre de séquences, d’OTUs) et descriptive.

Tableau 6. Etudes de I’écologie microbienne de divers produits alimentaires fermentés par
approche métagénomique.

Produits fermentes Méthode Reégions hypervariables utilisées Références

Liqueur moutai Séquencage Illumina V6 Wang et al., 2015
Biére Séquengage Illumina V4 /1TS1 Bokulich et al.,2015
Cheonggukjang Pyroséquencage 454 Roche V1-V2 Nam ef al., 2012b
Féve de cacao fermentée Pyroséquencage 454 Roche 168 Illeghems ef al., 2012
Fromage Nlumina MiSeq V4 Bokulich et al.,2013
Fromage Pyroséquencage 454 Roche V4 Quigley et al., 2012
Kefir Pyroséquencage 454 Roche V4 Dobsonet al., 2011
Kefir Pyroséquencage 454 Roche V1-V2 Jung ef al., 2011
Kimchi Pyroséquencage 454 Roche 168 Tung et al., 2011
Kimchi Pyroséquencage 454 Roche V1-V3 Park ef al., 2012
Kombucha Séquencage Illumina V4-V5/ ITS1 Marsh ef al.,2014
Lait fermenté Pyroséquencage 454 Roche V1-V3 Liu ef al., 2015
Narezushi Pyroséquencage 454 Roche V1-V2 Kiyohara et al.,2012
Pomme Pyroséquencage 454 Roche V2 Ottesen ef al., 2009
Pomme Pyroséquencage 454 Roche V1-V3 Glenn et al., 2015
Vin Sequencage Illumina V5 -V6 Marzano et al., 2016
Vin Pyroséquencage 454 Roche 165 and 18S Portillo ef al., 2016
Vin Séquencage Illumina V4-Vs Bokulich et al.,2012
Vin Ilumina MiSeq %! Bokulich et al..2013
Vin Nlumina MiSeq V4 Zarraonaindia et al., 2015
Vin Pyroséquencage 454 Roche V1-V3 Piao et al., 2015
Vin Pyroséquencage 454 Roche V6 /ITS2 Pinto, 2015
Vin Nlumina MiSeq V3-V4 Milanovi¢ et al., 2018
Vin Pyroséquencage 454 Roche V3/ V4 /V5 et Vo Campanaro et al., 2014
Vin / Vinaigre Nlumina MiSeq Vi—Vv4 Tréek et al., 2016
Vin deriz Nlumina MiSeq Vi-Vi4 Cai et al., 2018
Vinaigre Liangzhou Pyroséquencage 454 Roche %! Yun et al., 2019
Vinaigre Tianjin duliu Séquencage Illumina V3 Nie et al., 2013

Les connaissances sur la dynamique des communautés microbiennes lors des processus
de fermentation ont été largement décrites (Kergourlay et al., 2015; Smid and Hugenholtz,

2010). Le secteur laitier est de loin I’environnement le plus exploré par I’approche
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métagénomique. Cette approche a notamment été utilisée pour suivre la distribution spatiale
des communautés microbiennes dans les différentes parties du fromage, mais aussi des
dynamiques microbiennes lors de la fermentation du lait (De Pasquale et al., 2016 ; O’Sullivan
et al., 2015). Elle demeure 1’une des derniéres approches utilisées pour définir la dynamique
de fermentation microbienne des boissons alcoolisées (Dobson et al., 2011 ; Nalbantoglu et al.,
2014 ; Nam et al., 2012a ; Park et al., 2012). Les principaux objectifs étaient une meilleure
caractérisation de la flore microbienne et de prévoir son implication fonctionnelle dans le
processus de fermentation. Cette compréhension des interactions entre les communautés de
microorganismes permet de mieux contrdler la contamination microbienne dans les boissons
fermentées (Bokulich ef al., 2015). Dans de nombreux cas, I’étude de la structure/dynamique
de la communauté microbienne par la métagénomique a pu étre mise en lien avec les parametres
physicochimiques, comme les sources carbonées, le pH, ’acidité, I’oxygéne ou encore la
température (Bessmeltseva et al., 2014 ; Chakravorty et al., 2016 ; De Filippis et al., 2016 ;
Ercolini et al., 2018a ; Laureys et al., 2018 ; Minervini et al., 2015). Une analyse du processus
de fermentation du kéfir par Laureys ef al. (2014) s’est basée sur la diversité, la dynamique des
communautés microbiennes mais aussi la consommation et la production des métabolites.
Grace a cette approche, d’autres études ont montré le lien entre le microbiote et la matiere
premiere ou encore la qualité du produit fini (Bokulich et al., 2013 ; De Pasquale et al., 2014,
2016 ; O’Sullivan et al., 2015). De plus, les produits fermentés abritent des micro-organismes
bénéfiques ou responsables de défauts pouvant se développer et étre identifi€és par cette
approche lors du processus de fermentation (Ercolini ez al., 2018b ; Gorni et al., 2015). Un autre
avantage de la métagénomique est son utilisation comme outil de surveillance des populations
microbiennes. En effet, les geénes spécifiques d’une espeéce bactérienne ou d’une voie
métabolique particuliere peuvent étre sélectionnés pour discriminer et suivre des populations
particulieres au sein de 1’écosysteme alimentaire (De Filippis et al., 2014 ; Ercolini et al., 2013
; Parente et al., 2016, 2019). Bien que cette approche puisse rendre compte de la diversité
microbienne globale au sein des produits fermentés, la métagénomique présente certaines
limites. Les premieres se basent sur la qualité d’extraction d’ADN, la conservation des
échantillons et la matrice analysée (Desneux et al., 2014 ; Kergourlay et al., 2015 ; Knauth et
al., 2013 ; Lazarevic et al., 2013 ; Psifidi et al., 2015 ; Rubin et al., 2013 ; Starke et al., 2014).
De plus, le ciblage des différentes régions de I’ADN ribosomique 16S peut donner des résultats
différents en terme de proportion et de diversité bactérienne (Cocolin et al., 2013b). Enfin, en
raison du nombre de copies et de la grande conservation des séquences de rrs, leur classification

ne peut pas étre robuste a une échelle plus fine que celle du genre (Pei et al., 2010). Diverses
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régions du geéne codant I’ARNr 16S ont été utilisées chez les bactéries. Au total, neuf régions
hypervariables ont été décrites parmi les bactéries V1 a V9, completement amplifiées par les
amorces 27F et 1492R. L’approche de métagénomique implique [’utilisation de banque de
données et de logiciels/analyses bio-informatiques qui donneront des résultats de diversité et
d’abondance différentes (Lazarevic et al., 2013; Morgan et al., 2017; Petrosino et al., 2009).
De nos jours, la base de données de séquences 16S contient presque toutes les especes connues
de bactéries et d’archées, mais des efforts restent a faire pour celles des séquences fongiques.
Ainsi, le nombre d’études relatives a la description des communautés fongiques par 1’approche

métagénomique est beaucoup moins important que celui relatif aux communautés bactériennes.

Enfin, en raison du biais lié au séquencage et de la faible capacité a identifier au-dela
du niveau du genre, cette technique ne permet pas de spécifier des sous-populations
potentiellement responsables de la production d’aromes ou d’autres modifications

organoleptiques du produit.

Ces différentes techniques ont permis d’étudier plus finement I’écologie microbienne associée

au processus de fermentation et le rOle de la diversité dans la maitrise du produit.
3. Lerole de la diversité dans la maitrise du produit

I1.3.1. Les dynamiques microbiennes

Les écosystemes microbiens fermentaires sont complexes en diversité et interactions :
il existe des interactions levures-levures, des interactions bactéries-levures, des interactions
bactéries-bactéries et des interactions champignons filamenteux-levures (Nissen et al., 2003).
Ces différentes interactions peuvent étre positives (mutualisme, commensalisme), neutres
(neutralisme) ou négatives (amensalisme et compétition). Une grande partie des produits
fermentés ont suscité 1’intérét des scientifiques sur I’impact des communautés microbiennes sur
la qualité du kimchi, du fromage, du salami, du kefir, du cheonggukjang, du vin ou des olives
fermentées (Cocolin et al., 2013b ; Dobson et al., 2011 ; Ercolini et al., 2012 ; He et al., 2017
;Jung et al., 2011 ; Nam et al., 2012b ; Park et al., 2012 ; Portillo et al., 2016 ; Rebecchi et al.,
2015 ; Yun et al., 2019). Dans le vin, la biere ou encore le cidre, les interactions levures-
champignons filamenteux inhibent le développement des champignons lors du processus de
fermentation par les levures produisant de nombreux composés inhibiteurs (Bleve ez al., 2006
; Cubaiu et al., 2012 ; Fleet et al., 2003 ; Kapetanakou et al., 2012 ; Ponsone et al., 2016). Ces

mémes produits fermentés impliquent des consortia de levures complexes naturels ou ajoutés
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se développant simultanément lors de la fermentation et présentant de nombreuses interactions
(Bagheri et al., 2020). Dans les boissons alcoolisés, 1’éthanol produit lors de la fermentation est
le principal composé diminuant et sélectionnant la diversité bactérienne et levurienne (Beltran
et al., 2002 ; Combina et al., 2005 ; G-Alegria et al., 2004 ; Jolly et al., 2014). La production
d’éthanol dans le cidre et le vin permet de limiter le développement bactérien au profit d’autres
especes bactériennes plus tolérantes comme Oenococcus et Lactobacillus. L’ interaction entre
les levures et les bactéries lactiques module fortement le progres de la conversion malolactique
et donc la stabilité et la qualité du vin (Alexandre et al., 2004). D’autres composés formés
pendant la fermentation peuvent également affecter le développement microbien. Les travaux
de Fleet et al. (2003) et de Giannattasio et al. (2005) ont montré le role antagoniste de la
production d’acide acétique ou encore d’acétaldéhyde par Saccharomyces cerevisiae. Une
revue de Jespersen et al. (1996) a fait ’état de I’art des aspects positifs et négatifs des levures
dans les produits laitiers. Teoh et al. (2004) ont également détaillé 1a communauté levurienne et
son implication physico-chimique et aromatique dans le kombucha, avec des espéces comme
Brettanomyces bruxellensis, Candida stellata, Schizosaccharomyces pombe,

Torulaspora delbrueckii et Zygosaccharomyces bailii.

Les communautés bactériennes interagissent elles aussi entre elles via la compétition
nutritionnelle ou par inhibition. Dans les produits fermentés, les bactéries lactiques représentent
une communauté microbienne importante (Lindgren et al., 1990). Les genres et especes
bactériens ainsi que leurs propriétés different selon les produits fermentés. Le role des LAB
dans le processus de fermentation est double : d’une part elles participent grandement a la
consommation des sucres présents dans la matrice et d’autre part elles entrainent une
acidification par la conversion des sucres en acide acétique, lactique et éthanol. Ces deux
facteurs entrainent des changements physico-chimiques importants sur la matrice alimentaire,
sélectionnant ainsi les bactéries les plus adaptées a des environnements stressants et participant
a la stabilité et a la qualité du produit. Ces especes sont capables de survivre a un pH faible (pH
3,2) et une teneur élevée en alcool dans le vin (13% v/v). Dans le kimchi, produit lacto-fermenté
coréen, des souches de Lactobacillus sakei et Lactobacillus plantarum ayant une activité anti-

microbienne ont été isolées (Lee et al., 2011).

Ainsi, les principaux agents participant a la qualité du produit sont connus mais les
différentes interactions microbiennes restent complexes et difficiles a appréhender pour

proposer de nouvelles stratégies d’amélioration organoleptiques. De plus, ces activités
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dépendent fortement de la qualité du produit et des parametres physico-chimiques associés

susceptibles de limiter le développement des microorganismes.
I1.3.2. Les particularités de 1’écosystéme cidricole

A ce jour, les études scientifiques ont majoritairement porté sur I’impact des parametres
physico-chimiques sur la qualité et la maitrise de la fermentation du cidre. Les nombreux
travaux portant sur le vin, les similitudes de processus de fermentation, de diversité microbienne
et les caractéristiques “nutritionnelles” entre le raisin et la pomme nous amenent naturellement
a comparer le vin au cidre. Ainsi, les moiits, leurs traitements, le mécanisme de fermentation et
les conditions influant sur le processus sont a étudier. Les modes de conduite de fermentation
sont relativement différents. En effet, certains vins subissent une fermentation totale et rapide
(une semaine), alors que dans le cidre il y a une réglementation visant a laisser des sucres
résiduels pour le cidre de consommation (mais pas pour le cidre de distillation) et la
fermentation est plus longue (3 semaines). De plus, les températures de fermentation sont plus
élevées pour les vins (15°C pour le vin blanc, 25°C pour le vin rouge) que pour les cidres (10°C
- 15°C). Certains composés naturellement produits en début de fermentation (acétaldéhyde,

diacétyl, acétoine) sont moins produits en températures basses et avec une fermentation lente.

Les grandes différences entre le vin et le cidre résident dans la composition du moft. En
terme quantitatif, la teneur initiale en azote dans les mofits de raisin varie entre 100 a 1100 mg/L
contre 40 a 150 mg/L d’azote dans le molit de pomme. Un pourcentage plus important en NH3
par rapport a 1’azote total est retrouvé dans le raisin (3 @ 10 % raisin contre 2 % pour la
pomme). De plus, les motts de raisin posseédent un plus haut taux (jusqu’a 1000 mg/L) et une
plus large gamme d’acides aminés que les molts de pomme. Le taux de sucre d’un moft de
pomme est de I’ordre de 120 g/L, tandis qu’un mofit de raison en possede 200 a 240 g/L. Cela
a pour conséquence une production plus importante d’alcool et de gaz carbonique dans le vin.
En terme d’ardmes, des composés volatils dans les mofts ont été répertoriés dans le vin alors

que peu sont connus dans le cidre.

Parmi les études portant sur les parametres physico-chimiques qui influent la
fermentation du cidre, peu se sont focalisées sur les indicateurs microbiologiques, leurs
dynamiques et leur physiologie, la plupart se limitant a une étude des flores d’altération et
technologique. Contrairement au cidre, beaucoup d’études ont apporté des connaissances sur la
composition microbienne du vin tant en microbiologie classique que moléculaire lors du

processus de fermentation, en allant méme jusqu’a proposer de nouvelles approches
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biotechnologiques et des solutions techniques en vue d’une amélioration de la qualité du vin
(Perez-Gonzalez et al., 1993). D’autres approches se basent sur I’influence de I’environnement
(matieres premieres, cuves, géographie, climat, cultivar, pratiques des producteurs) sur la
diversité microbienne et les différences de processus de fermentation (Bokulich et al., 2015 ;
David et al., 2014 ; De Filippis et al., 2017 ; Gilbert et al., 2013 ; Pinto et al., 2015 ; Setati et
al., 2015 ; Zarraonaindia et al., 2015). Ces connaissances en écologie microbienne sur la
fermentation du vin ont permis d’apporter des solutions techniques applicables en vue d’une

amélioration de la qualité organoleptique.

Pour le cidre, des études ont été menées pour déterminer la diversité microbienne tout
au long de la fabrication du cidre, de la surface de la pomme au systeme de pressage (Valles et
al., 2007 ; Yashiro et al., 2011). Les principales études portent sur les micro-organismes
responsables de I’altération du cidre, comme Zymomonas mobilis, Lactobacillus collinoides ou
encore Brettanomyces anomala (Coton et al., 2005, 2006b ; Guichard et al., 2019 ; Sauvageot
et al.,2000). Ainsi, analyser les dynamiques microbiennes au sein du processus de fermentation
et les corréler aux parametres physico-chimiques et aromatiques permettrait de donner une

image globale des interactions microbiennes positives et négatives sur la qualité du cidre.
I1.3.3. Les leviers technologiques dans la maitrise de la fermentation

Les sucres sont utilisés par les levures et les bactéries, entrainant la production d’une
large gamme de composés (éthanol, acides etc.) et modifiant la composition physico-chimique
et microbienne du produit. Les glucides initialement présents dans la matiere premiere des
produits fermentés sont divers : parmi eux nous pouvons noter les hexoses, I’amidon ou encore
I’inuline. Lors de la fermentation, une concentration trop élevée en sucres peut exercer une
inhibition du processus de fermentation. A I’inverse, un milieu pauvre en sucres entraine une
sélection microbienne des micro-organismes capables de dégrader d’autres sources carbonées.
Dans le cidre et le vin, les bactéries lactiques vont convertir, méme en présence de sucres
résiduels, I’acide malique en acide lactique via la TML. La problématique soulevée dans le
cidre est en lien avec le développement de bactéries capables de dégrader le glycérol comme
unique source de carbone, puisqu’un cidre a une masse volumique de 1000 g/cm? ne contient
plus de sucre. Ainsi, la consommation de glucose et de fructose (sucre principal restant en fin
de fermentation) est a analyser de pres pour évaluer les risques de consommation d’autres

sources carbonées défavorables a la qualité du cidre.
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L’oxygene joue un réle important sur la modulation des processus fermentaires et sur le
maintien de la viabilité des levures en fin de fermentation (Sablayrolles et al., 1996). Dans le
vin comme dans le cidre, un minimum de 10 mg/L d’oxygéne est nécessaire au bon déroulement
de la fermentation (Sablayrolles et al., 1996). Cet apport exogene permet a la fois de jouer sur
la viabilité des levures mais aussi sur leur métabolisme aromatique. Une étude de Blateyron et
Sablayrolles (2001) a montré que ’apport d’oxygeéne joue sur le métabolisme levurien et sur
les concentrations finales d’alcools supérieurs et d’esters. A I’inverse, un apport trop important
en oxygene (> 50 mg/L) entrainera une oxydation du vin et du cidre et aura un impact négatif
sur la qualité aromatique du produit. Une étude de Morales et al. (2015) a montré 1’influence
de différents taux d’oxygénation sur la physiologie des levures et la teneur finale en éthanol.
Plus le taux d’oxygéne est élevé moins les taux d’éthanol sont importants. L’oxygene influence
la diversité et/ou le métabolisme des especes microbiennes pendant la fermentation (Laureys et
al., 2018 ; Morales et al., 2015). Dans le vin ou encore le cidre, les levures naturellement
présentes en début de fermentation (dites non-Saccharomyces) comme Hanseniaspora,
Candida, Pichia, Kluyveromyces, Metschnikowia et Issatchenkia ont un métabolisme oxydatif
important et 1’appauvrissement graduel du milieu en oxygene entralne un remplacement
progressif de ces levures par le genre Saccharomyces entrainant un déclin de la biodiversité
levurienne. A des niveaux bas d’oxygéne, le remplacement des souches de Metschnikowia
pulcherrima par Saccharomyces cerevisiae dans le vin est plus rapide. Lors de la fermentation
du kefir, une concentration d’oxygene relativement élevée entraine une prolifération de
bactéries acétiques, amenant a des concentrations ¢levées d’acide acétique et a une diminution

de I’abondance relative de bactéries comme Bifidobacterium aquikefiri (Laureys et al., 2018).

La température influence grandement la vitesse de fermentation, ce qui aura pour
conséquence de modifier les caractéristiques physico-chimiques et aromatiques du produit
(Mouret et al., 2014 ; Peng et al., 2015). Dans I’exemple du vin, une température €levée
entrainera une perte en composés volatils (Morakul et al., 2011 ; Mouret et al., 2014). Les
travaux de Masneuf-Pomarede e al. (2006) ont également montré 1’influence de la température
de fermentation sur la quantité de thiols volatils, les teneurs étant plus élevées a 20 °C qu’a
13 °C. Les températures de fermentation des cidres de distillation ne sont actuellement pas
controlées et les fermentations se déroulent dans des cuves souvent en extérieur. Contrairement
au vin ou la température de fermentation est relativement élevée (environ 25°C), la fermentation
du cidre se fait donc a basse température (10 a 15°C), ralentissant considérablement le

processus. Ces basses températures permettent la formation d’ardmes d’intérét tels que les
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esters via des levures cryotolérantes comme Saccharomyces uvarum et certaines especes de S.
cerevisiae (Gamero et al., 2013 ; Guerzoni et al., 1999 ; Saerens et al., 2010 ; Su et al., 2019 ;
Torija et al., 2003). La fermentation lente permet également de controler le développement des
flores bactériennes d’intérét et des flores d’altération. Pour la population levurienne, les basses
températures lors de la fermentation du cidre assurent une meilleure viabilité des levures et
permet de moduler leurs besoins en azote et donc les caractéristiques aromatiques (Beltran et

al., 2007).

Dans la plupart des produits fermentés, le pH joue un role central dans la conservation
du produit. Lors de la fermentation, le métabolisme des composés azotés (acides aminés ou
azote ammoniacal) entraine une augmentation de pH, directement liée a la production d’alcool.
Le principal effet du pH dans les produits fermentés est la biopréservation du produit et le
contrdle de la flore d’altération. Le pH affecte le taux de croissance ainsi que le métabolisme
des micro-organimes et entraine des variations du nombre d’espéces dans une population
microbienne hétérogene (Temudo et al., 2008). Dans le vin ou encore le cidre, la conversion de
I’acide L-malique en acide D-L-lactique lors de la transformation malo-lactique entraine aussi
une augmentation de pH, variant d’une valeur de pH de 3,3 a 4,3. Cependant, des études sur le
vin ont montré que la TML influencait peu 1’évolution du pH en comparaison de 1’assimilation
des substrats azotés (Salmon et al, 2008). Le pH module grandement la communauté
bactérienne et les métabolismes associ€s lors du processus de fermentation (Ye et al., 2007).
Laureys et al. (2014) ont montré que la majeure partie des métabolites (glycérol, acide acétique
et le mannitol) produits lors de la fermentation du kefir est concomitante avec la dynamique du

pH.
III. Lactobacillus collinoides et la piqiire acroléique
1. La piqlre acroléique

Au cours de la transformation du mo(it de pomme en cidre, de nombreux composés libérés
peuvent servir de substrats pour différentes activités microbiennes. Le glycérol est un des
produits du métabolisme des levures lors de la fermentation alcoolique et sa teneur dans les
cidres de distillation atteint environ 5 g/L.. Ce composé peut étre dégradé en fin de fermentation
alcoolique par certaines LAB (Butzke et al., 1990 ; Drilleau et al., 1991). Cette dégradation du
glycérol entraine des désordres organoleptiques en développant un golit d’amertume connu sous

le nom de piqiire acroléique.
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La production d’acroléine a été initialement associ¢e a la présence de Clostridium
perfringens aussi bien dans le vin que dans le cidre (Voisinet et al., 1910 ; Warcollier et al.,
1932 ; Warcollier et al., 1934). Cette production se retrouve également dans les eaux-de-vie
produites a partir de céréales (Serjak et al., 1953 ; Butzke et al., 1990). Outre C. perfringens,
d’autres espéces bactériennes responsables de la production d’acroléine ont pu €tre mises en
évidence. Parmi elles nous pouvons citer Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, K. terrigena et
Citrobacter freundii, toutefois, le genre Lactobacillus reste le genre majoritairement impliqué

dans la production d’acroléine (Forage et al., 1982 ; Serjak et al., 1953 ; Seyfried et al., 1996).

Dans le cidre, la production d’acroléine résulte de la transformation chimique du 3-
hydroxypropionaldéhyde (3-HPA), précurseur de 1’acroléine, est directement issu du
métabolisme du glycérol. En conditions de pH acide et/ou de température élevée (ex : lors de
la distillation des cidres pour les eaux-de-vie), le 3-HPA est transformé en acroléine par

déshydratation (Figure 2).

0

Levures (Saccharomyces sp.) Lactobacillus sp. Acroléine
H,0
Hautes
Glucose—*— » Ethanol Conditi i
. onditions acides
1 Glycerol déshydratase temperature

I--->Glycérol —*Tr 3-Hydroxypropionaldéhyde

Coenzyme B12
H,0

Figure 2. Voie métabolique shématique de production de I’acroléine a partir du glycérol chez

Lactobacillus sp..
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2. Lactobacillus collinoides

I11.2.1. Caractéristiques générales

L. collinoides, une bactérie initialement isolée d’un cidre anglais et décrite pour la premiére fois
par Carr et al. (1972), a été retrouvée dans de nombreux écosysteémes comme la nourriture,
I’alimentation, le sol, plantes, animaux vertébrés et invertébrés. Sa taille varie entre 0,6 et 0,8
pum de largeur et 3 a 5 um de longueur. Sur milieu gélosé, elle se présente sous la forme d’une
petite colline, de couleur creme, a bords étoilés (Carr et al., 1972). Elle possede un pourcentage
moyen en guanine-cytosine G+C % de 45 %. Certaines souches de cette espece ont été décrites
comme responsables de la maladie de la graisse, du fait de leur capacité a produire des
exopolysaccharides dans le cidre (Carr ef al., 1957). Bien que L. collinoides ait été isolé pour
la premiére fois d’une cidre altéré, ce n’est qu’a partir des années 2000 que plusieurs études ont
démontré le lien entre la piqlire acroléique et la présence de L. collinoides via la dégradation du

glycérol et la production de 3-HPA (Claisse et al., 2000, 2001 ; Sauvageot et al., 2000).

[I1.2.2. Physiologie

N

L. collinoides peut se multiplier a des températures allant de 15 a 40°C mais sa
température optimale de croissance est de 30°C. Cette bactérie possede une paroi
peptidoglycanique contenant les acides aminés lysine et D-aspartate. Ce sont des
bactéries hétérofermentaires stricts qui fermentent les hexoses en acide lactique, acide acétique
et/ou éthanol accompagné d’une production de CO». Son métabolisme hétérolactique conduit a
la synthese des isomeres D et L de I’acide lactique. Comme tout organisme vivant,
L. collinoides est particulierement adaptée a son environnement comme 1’a montré 1’étude de
Laplace et al. (1999) en évaluant la réponse de L. collinoides aux différents stress physico-
chimiques imposés par I’environnement cidricole (concentration en éthanol et tolérance a
I’acidité). D’autres travaux effectués sur cette bactérie ont révélé sa participation a la
transformation des principaux acides présents dans le cidre. D’une part, L. collinoides est
capable de dégrader I’acide malique en acide lactique (transformation malo-lactique) mais aussi
de transformer 1’acide quinique en acide dihydroshikimique. Des études ont montré toute
I’étendue de sa capacité a utiliser d’autres acides organiques, comme les acides chlorogénique,
caféique (Whiting et al., 1957), shikimique (Whiting e? al., 1969), cinnamique et p-coumarique
(Whiting et al., 1959). Les premiers travaux portant sur les caractéristiques biochimiques de

cette bactérie ont été effectués par Carr et al. (1972) (Tableau 7).
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Tableau 7. Caracteres biochimiques de L. collinoides (Carr et al., 1972).

Substrats Fermentation

Acide citrique +
Acide Malique +
Acide Quinique +
Amygdaline
Arabinose +
Cellobiose
Esculine +
Fructose +
Galactose +
Ghiconate +
Glucose +
Glvcérol
Lactose v
Maltose +
Mannitol
Mannose
Mélézitose
Melibiose +
Raffinose
Rhamnose
Ribose +
Salicine v
Sorbitol
Sucrose
Tréhalose
Kylose +

a-Meéthvl glucoside

+ : plus de 90 % de réactions positives
- : moins de 10 % de réactions positives
V : plus de 10 % et moins de 90 % de réactions positives

[I1.2.3. Génomique

Le groupe des bactéries lactiques réunit a ce jour 16 genres : Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus et Weissella. Leur classification taxonomique est en constante évolution.
Traditionnellement, elle se basait sur leurs propriétés phénotypiques, physiologiques et

biochimiques mais se fait désormais via I’analyse comparative des séquences d’ARN 16S
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ribosomiques. Les récentes analyses phylogénétiques sur 29 protéines ribosomiques et 12 genes
domestiques ont permis d’affiner et de reclassifier les différents phylogroupes au sein du genre
Lactobacillus. Actuellement, il comprend a lui seul 232 especes et le nombre d’espéces décrites
est en continuelle augmentation (Puertas et al., 2014 ; Salvetti et al., 2018). Depuis 2020, la
taxonomie du genre Lactobacillus a été remaniée et Lactobacillus collinoides est désormais
nommé Secundilactobacillus collinoides. A ce jour, peu de génomes de L. collinoides ont été
séquencés afin d’analyser plus finement les différences intra-spécifiques (Puertas et al., 2016 ;
Sun et al., 2015). Deux séquencages préliminaires de deux souches sont a disposition :
L. collinoides DSM20515" et L. collinoides CUPV237. L’exploration génomique et
phénotypique du potentiel de ces bactéries s’est strictement limitée a la capacité a produire des
exopolyssacharides, la riboflavine et sur leur capacité a dégrader le glycérol (Puertas et al.,

2016).
3. Le métabolisme du glycérol et la piqlire acroléique

IT1.3.1. Les différentes voies métaboliques

Plusieurs genres bactériens ont la capacité d’utiliser le glycérol comme source de
carbone via la glycolyse. De nombreuses voies permettent 1’entrée et 1’utilisation du glycérol
(Figure 3). La premicere est le systeme glp, ou le glycérol est phosphorylé par 1’enzyme glycérol
kinase en glycérol 3-phosphate (G3P). Le G3P est ensuite transformé en dihydroxyacétone
phosphate DHAP, le produit final de la dégradation du glycérol. La deuxieéme voie est le
systeme dha, ou le glycérol est directement converti en dihydroxyacétone DHA via I’enzyme
glycérol déshydrogénase puis est phosphorylé en DHAP par la DHA kinase. Enfin, une
troisieme voie de dégradation du glycérol a ét€ mise en évidence chez de nombreux micro-
organismes. Cette voie consiste en la conversion du glycérol en 3-hydroxypropionaldéhyde (3-
HPA) sous I’action d’une glycérol déshydratase coenzyme B12-dépendante dans des conditions
particulieres (de Fouchécour et al., 2018 ; Garai-Ibabe et al., 2008 ; Sauvageot et al., 2000). Le
3-HPA ainsi produit s’accumule et est excrété dans le milieu extérieur (Axelsson et al., 1989).
L’aldéhyde est ensuite réduit en 1,3-propanediol par la 1,3-propanediol déshydrogénase. En
condition de températures ¢levées ou d’acidité, le 3-HPA est spontanément déshydraté en
acroléine. Ce systeme de conversion du glycérol a été retrouvé chez K. pneumoniae,
Citrobacter freundii, Clostridium pasteurianum, Clostridium butyricum,
Enterobacter agglomerans et L. reuteri (Abbad-Andaloussi ef al., 1996 ; Barbirato et al., 1996
; Biebl; Forage et al., 1982 ; Luers et al., 2006 ; Talarico et al., 1990 ; Toraya et al., 1980). La
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dégradation du glycérol chez le genre Lactobacillus a été mise en évidence pour la premiere
fois par Sobolov et al. en 1960. La souche utilisée, Lactobacillus sp 208-A est capable de
dégrader le glycérol en 1,3-propanediol et en acide 3-hydroxypropionique en absence de
glucose. En présence de glucose, seul le 1,3-propanediol est produit a partir du glycérol. Le
métabolisme du glycérol chez les lactobacilles differe selon les especes en fonction des hexoses
présents (glucose, fructose etc...) et son taux de conversion en 3-HPA est influencé par un ratio
sucre/glycérol dans le milieu (Sauvageot er al, 2000). Cette troisiecme voie implique
majoritairement I’enzyme glycérol déhydratase (nommée parfois diol deshydratase), dont

I’environnement génétique opéron pdu a été étudié.

HOC HzCHC HzOH gh'cé;‘of
|

OH
glycérol déshydrogénase \ﬁd déshydratase
H,O
DHA HOCHzlﬁCHzOH NAD* HOCH,CH,CHO 3-HP4
O
ATP NADH )
DHA kinase ) +H 1,3-propanediol
ADP déshydrogénase
DHAP HOCHQ(]:ICHQOP 032' HOCH,CH,CH,OH 1.3-propanediol
o
nADP)
nATP
Glycolyse

Figure 3. Voies métaboliques de dégradation du glycérol selon Toraya et al. (1999) et
Sauvageot et al. (2000).

I11.3.2. Structure génétique de 1I’opéron pdu

La présence de I’enzyme glycérol déshydratase dépendante du coenzyme B12 chez le
genre Lactobacillus a été grandement rapportée (Smiley et al., 1962 ; Schiitz et al., 1984 ;
Talarico et al., 1988). Cette enzyme d’une masse moléculaire d’environ 200 kDa, est constituée
de quatre sous-unités (Talarico et al., 1990). Génétiquement, les premieres séquences codant
pour la diol déshydratase ont été caractérisées chez K. oxyfoca (Tobimatsu et al., 1995), S.

enterica LT2 (Bobik et al., 1997) et K. pneumoniae (Tobimatsu et al., 1998). Dans les années
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2000, les travaux de Sauvageot et al. (2000) et Claisse et al. (2001) ont porté sur 1’identification
et la caractérisation de I’intégralit¢ de 1’opéron codantla diol déshydratase chez
L. collinoides. Le nombre de genes et leur organisation dans cet opéron, présentés sur la Figure
4 varient selon le genre bactérien (21 genes chez S. enterica, 8 chez Lactobacilles). Chez
L. collinoides, le premier gene en amont est le gene pocR, un régulateur transcriptionnel de
I’opéron pdu. Les geénes pduA et pduB codent pour des protéines impliquées dans la formation
de carboxysomes micropartiment bactérien. Les genes pduCDE codent respectivement pour la
large, moyenne et petite sous-unité de la diol désydratase, responsables de D’activité
enzymatique de la dégradation du glycérol. Le gene pduG code pour la sous-unité alpha
réactivase de la diol déshydratase. Le dernier gene est le géne pduH, pour lequel aucune
homologie n’a été retrouvée et dont la fonction demeure inconnue. Cet opéron a été retrouvé

avec une forte similarité chez L. diolivorans, L. brevis et L. reuteri (Lindlbauer et al., 2017).
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Figure 4. Organisation génétique de 1I’opéron pdu chez Lactobacillus collinoides.

I11.3.3. Molécules issues du métabolisme du glycérol

II.3.3.1. Le 3-hydroxypropionaldéhyde : précurseur de 1’acroléine

Le 3-hydroxypropionaldéhyde (3-HPA), ou réutérine, est une molécule produite par
quelques bactéries lactiques appartenant au genre Lactobacillus (Schiitz et al., 1984 ; Claisse et
al., 2000 ; Gémez-Torres et al., 2014). La purification et la caractérisation biochimique ont été

révélées par les travaux de Talarico et al. (1988). Le 3-HPA est une molécule a faible poids
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moléculaire (74,08 g/mol), soluble dans I’eau, thermostable, active dans une large gamme de
pH 2-8 qui possede des propriétés antimicrobiennes (El-Ziney et al., 1998). Elle a un large
spectre d’action agissant sur des bactéries a Gram positif appartenant aux genres
Staphylococcus, Bacillus, Clostridium et Gram négatif comme Escherichia, Salmonella,
Proteus et Pseudomonas (Arqués et al., 2004 ; Axelsson et al., 2009 ; Bian et al., 2011 ; Cleusix
et al., 2007 ; El-Ziney et al. 1998 ; Rasch et al, 2002 ; Spinler et al., 2008). Les
propriétés antimicrobiennes de la réutérine s’étendent aux organismes fongiques dont
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Pichia sp., Kluyveromyces sp., Aspergillus
Sflavus et Penicillium sp.. Le 3-HPA présente en outre des propriétés antivirales et elle inhibe
méme le développement de certains protozoaires comme Trypanosoma cruzi (Axelsson et al.,
1989 ; Tanaka et al., 2009). Sa capacité d’inhibition réside en la diminution de I’activité de la
sous-unité de la ribonucléotide réductase, enzyme impliquée dans la synthese des nucléotides
(Schaefer et al., 2010 ; Talarico et al., 1989). Les propriétés antimicrobiennes du 3-HPA ont
été exploitées dans 1’industrie agro-alimentaire. Des études préliminaires de 1’utilisation de la
réutérine sur le controle du développement des bactéries Listeria monocytogenes et
Escherichia coli O157:H7 ont été effectuées sur de la viande et des produits laitiers (El-Ziney
et al., 1998). Asare et al. (2020) ont montré 1’effet bactéricide de la réutérine contre des
Campylobacter isolées d’échantillons de viande de poulet et de selles humaines. Des tests de
production in situ de réutérine a partir de glycérol ont montré un intérét particulier de
Lactobacillus reuteri dans le contrdle du développement de germes pathogeénes pour la
conservation des produits laitiers. De la méme facon, I’utilisation de Lactobacillus coryniformis
et de glycérol dans 1’ensilage de la paille du riz a montré une inhibition de la fermentation
butyrique et un retard de la croissance de certains champignons phytopathogenes (Tanaka et
al., 2009). D’autres lactobacilles comme L. delbrueckii, L. acidophilus et L. plantarum peuvent
utiliser efficacement le glycérol dérivé du biodiesel comme source de carbone pour la
production de biomasse et d’énergie, mais la voie réductrice impliquée dans la synthese de
réutérine n’est pas exprimée chez ces bactéries (Rivaldi et al., 2013). L’inhibition du
développement d’un large panel de micro-organismes fait de la réutérine une molécule
prometteuse dans la bioconservation, la décontamination, ou la stabilisation d’un produit ou de

sa matiere premiere.

II1.3.3.2. L’acroléine
L’acroléine est une substance chimique connue sous divers noms : 2-propénal, aldéhyde

acrylique ou encore acrylaldéhyde. Cet aldéhyde, de formule brute C3H4O, se présente sous la
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forme d’un liquide légérement jaunatre et d’une odeur désagréable. Dans les cidres, 1’acroléine
a pour origine la dégradation du glycérol par la flore lactique. Le glycérol est premicrement
converti en 3-hydroxypropionaldéhyde 3-HPA puis ce composé peut subir, sous des conditions
particulieres (acidité €élevée, forte température), une déshydratation spontanée ou facilitée par
la distillation pour donner de I’acroléine (Drilleau et al., 1997). La fraction obtenue apres la
distillation peut se transformer en alcool allylique et étre utilisée comme traceur de la “piqlre
acroléique” (Tourliere et al., 1977). Pour Tourliere et al., (1977), ’apparition d’acroléine dans
les cidres est favorisée par les faibles teneurs en alcool, les pH et les températures élevées. Des
travaux menés par 1’Adria Normandie (1998) ont permis de conclure que la bactérie
Lactobacillus collinoides étaient majoritairement responsable de la production d’acroléine dans
le cidre. Tres bien adaptées a I’environnement cidricole, la limitation du développement de ces
bactéries au sein de la matrice cidricole est tres difficile en conditions normales. Au pH du
cidre, seule une température inférieure a 6/7 °C est capable d’assurer ce résultat pour quelques
mois. La présence d’acroléine dans les eaux-de-vie nouvelles de calvados est assez limitée
puisque 70 % d’entre elles n’atteignent pas le seuil de quantification, tandis que 95 % présentent
des concentrations tres faibles, inférieures a 1 g/hl d’alcool pur (IDAC, 2007). Au contraire, 90
% des échantillons contiennent de ’alcool allylique et/ou de ’acroléine, ce qui indique une

piqtre acroléique plus ou moins prononcée (IDAC, 2007).

IV. Objectifs de la these

La these s’est inscrite dans le cadre du projet MoNArC qui a pour but de dégager des leviers
technologiques pour une élaboration spécifique des cidres de distillation et du calvados. Au
cours de ces travaux de recherche, nous nous sommes intéressés aux dynamiques microbiennes
régissant la fermentation et a leur impact sur la qualité organoleptique et sanitaires de cidres de
distillation. L’objectif premier est d’apporter des solutions technologiques applicables aux

producteurs grace a un meilleur suivi des cidres de distillation par le controle de la fermentation.

En conséquence, la mise en évidence de la diversité et des dynamiques microbiennes lors
du processus de fermentation va nous amener a répondre a plusieurs questions : quelles
diversités et dynamiques microbiennes interviennent lors du processus de fermentation des
cidres a distiller ? Y a-t-il des différences de diversité microbienne entre différents cidres de

distillation ? Si oui, quels sont les parametres influant sur les dynamiques ?
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L’analyse de cette diversité par approche métagénomique est couplée aux caractéristiques
physico-chimiques et organoleptiques du cidre de distillation. Ainsi, I’analyse des interactions
microbiennes avec les composés volatils associées aux cidres de distillation et des calvados
produits va nous permettre de répondre aux questions suivantes : Y a-t-il des différences de
composition aromatique entre les différents calvados produits ? Si oui, est-ce qu’il y a un lien
entre les dynamiques microbiennes et la complexité aromatiques des calvados ? De plus, est-ce
que la maturation des cidres de distillation a un impact sur le bouquet aromatique final du

calvados ?

Ces informations nous donnerons dans un premier temps des informations sur les
interactions la communauté levurienne et bactérienne avec les particularités physico-chimiques
des cidres, ce qui permettra ensuite d’aborder la problématique des défauts organoleptiques
occasionnés par Lactobacillus collinoides. Pour cela, une exploration génomique de
L. collinoides et des différents traits métaboliques associés a la fermentation sont présentés. La
diversité de I’opéron pdu entre des souches de L. collinoides isolées des cidres de distillation a
été également analysée dans le but de comprendre s’il y a un lien génétique avec la dégradation
du glycérol. Enfin, nous proposerons une étude portant sur I’influence des conditions

environnementales sur la dégradation du glycérol via I’utilisation d’un plan expérimental.
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Chapitre I

Diversité et dynamique des communautés
bactériennes et fongiques lors de la fermentation du

cidre de distillation
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L’évaluation de la dynamique des populations microbiennes des produits fermentés est
essentielle pour appréhender et maitriser le processus de fermentation. L’émergence récente de
nouvelles stratégies basées sur le séquencage a supplanté les approches dites cultivables

traditionnellement utilisées pour évaluer la diversité microbienne d'un écosysteéme.

Les cidres voués a la distillation résultent d’une fermentation spontanée sans aucune
intervention humaine, laissant place a toutes les interactions possibles entre les différentes
communautés microbiennes. Une connaissance fine de ces écosysteémes est alors déterminante
pour mieux cerner les étapes critiques de la fermentation et par la suite améliorer la qualité du
calvados. Dans le cas du cidre de distillation, peu d’études portent sur 1’é¢tude des écosystémes
microbiens, se limitant & [’analyse d’une communauté microbienne comme la flore
technologique ou d’altération (Coton et al., 2006a, 2006b ; Valles et al., 2007 ; Yashiro et al.,
2011). Contrairement au vin, aucune étude ne porte sur 1’étude des dynamiques et des
interactions microbiennes lors de la fermentation du cidre de distillation (Berbegal et al., 2019
; Boraeral., 2016 ; Hong et al., 2016). Ces travaux basés sur une approche par métagénomique
apportent une réelle nouveauté dans I’étude de la diversité du vin et pourraient se révéler comme
une méthodologie puissante pour la détection et 1’identification des écosystémes microbiens

impliqués dans le cidre de distillation.

Dans ce contexte, ce premier chapitre présente I’étude par séquencgage a haut débit de la
diversité microbienne de cidres destinés a la distillation issus de quatre producteurs normands
a différentes étapes du processus d’élaboration : début de fermentation (I), fin de fermentation
alcoolique (F) et fin de période de maturation (M). En parallele chaque échantillon de cidre a
fait I’objet d’une caractérisation physico-chimique (teneurs en alcool, en glycérol, en azote, en
acides malique et lactique, en sucre, pH, acidités totale et volatile). L analyse par séquencage
haut débit a été couplée aux techniques de microbiologie culturale pour sélectionner et isoler

les principaux genres de bactéries et levures représentatifs des écosystemes étudiés.

L’approche par métagénomique a permis de mettre en évidence plus de 40 genres
bactériens et fongiques dans le cidre a distiller. En début de fermentation (I), la communauté
fongique est représentée par des levures dites non Sacchararomyces, notamment les genres
Hanseniaspora, Candida et des levures phytopathogenes tandis que le genre Saccharomyces
domine lors de la fermentation alcoolique (F). La période de maturation (M) entraine une
augmentation de la population de Dekkeral/Brettanomyces, levure responsable de la production

d’ardmes indésirables dans le cidre. Les genres bactériens associés a la transformation
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malolactique (Oenococcus sp., Lactobacillus sp., Leuconostoc sp.,) étaient les plus abondants
en F et M. Des bactéries acétiques (Acetobacter sp., Komagataeibacter sp. et Gluconobacter
sp.) ont également été détectées en faible quantité tout au long du processus d’¢élaboration du

cidre.

Des différences significatives ont été constatées au sein des populations fongiques et
bactériennes entre les quatre producteurs au cours du processus de fermentation. Les cidres de
distillation des producteurs A et C sont dominés par les levures Saccharomyces uvarum et
Dekkera anomala, tandis que les cuves des producteurs B et D sont enrichies en Saccharomyces
cerevisiae et Dekkera bruxellensis. Ces résultats ont été confirmés par I’identification des
levures isolées des différentes cuves. Au sein de la communauté bactérienne, les différences
entre les producteurs résident dans la présence de Zymomonas mobilis et la faible proportion en
bactéries lactiques dans les 2 cuves du producteur C. Une valeur de pH plus élevée (>4) a
également été constatée dans ces 2 cuves. Cela pourrait favoriser le développement de
Zymomonas mobilis et entrainer des désordres organoleptiques, notamment en produisant de
grandes quantités d’acétaldéhyde. Enfin, la présence de micro-organismes associés a
I’altération du cidre tels que Zymomonas mobilis, Lactobacillus collinoides ou

Brettanomyces/Dekkera sp. a été détectée par I’analyse métagénomique.

Ce travail constitue la toute premicre étude de diversité d’un écosysteme cidricole par
une approche de métagénomique. L’analyse du microbiome des cidres de distillation des quatre
producteurs suggere que les pratiques d’¢laboration meénent a une typicité du cidre, et donc a
une typicité du calvados. L’analyse par métagénomique montre également qu’il est possible
d’anticiper la détection de la flore d’altération, notamment de Zymomonas mobilis. La
complémentarité du séquencage et des méthodes traditionnelles nous a permis d’obtenir une
image globale de la diversité microbienne au sein de cidres de distillation ouvrant des

perspectives d'amélioration de la qualité de 1’eau-de-vie calvados.
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Diversity and dynamics of bacterial and fungal communities in
cider for distillation
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4 Institut Francais des Produits Cidricoles (IFPC), Domaine de la Motte 35653 Le Rheu, France

Bacterial and fungal population dynamics in cider for distillation have so far been explored by
culture-dependant methods. Cider for distillation can be produced by the spontaneous
fermentation of apples that do not undergo any intervention during the process. In this study,
cider microbiomes extracted from six tanks containing ciders for distillation from four
producers in Normandy were characterized at three main stages of the fermentation process:
fermentation Initiation (I), end of the alcoholic Fermentation (F) and end of the Maturation
period (M). Cider samples were subjected to [llumina MiSeq sequencing (rRNA 16S V1-V3
and ITS1 region targeting) to determine bacterial and fungal communities. Yeasts (YGC),
Zymomonas (mZPP) and lactic acid bacteria selective media (mMRS, mMLO, mPSM) were
also used to collect 807 isolates. Alcoholic levels, glycerol, sugar content (glucose, fructose and
sucrose), pH, total and volatile acidity, nitrogen, malic and lactic acid contents were determined
at all sampling points. Alpha diversity indexes show significant differences (p<0.05) in
microbial populations between I, F and M. Fungal communities were characterized by
microorganisms from the environment and phytopathogens at I followed by the association of
yearsts with alcoholic fermentation like Saccharomyces and non-Saccharomyces yeasts
(Hanseniaspora, Candida). A maturation period for cider leads to an increase of the
DekkeralBrettanomyces population, which is responsible for off-flavors in cider for all
producers. Among bacterial communities, the genera community associated to malolactic
fermentation (Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Oenococcus sp.) was the most abundant at F
and M. Acetic acid bacteria such as Acetobacter sp., Komagataeibacter sp. and Gluconobacter
sp. were also detected during the process. Significant differences (p<0.05) were found in fungal
and bacterial populations between the four producers and during the fermentation process. The

development of microorganisms associated with cider spoilage such as Zymomonas mobilis,
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Lactobacillus collinoides or Brettanomyces/Dekkera sp. was anticipated by a metagenomic
approach. The monitoring of microbial diversity via high throughput sequencing combined with
physical-chemical analysis is an interesting approach to improve the fermentation performance

of cider for distillation and therefore, the quality of Calvados.

Keywords: Cider for distillation, 16S and ITS metagenomics, Microbial diversity, Lactic acid

bacteria, Dekkera/Brettanomyces, Apple fermentation
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The assessment of microbial population dynamics in fermented food and beverages is essential
to increase the characteristics of the fermentation performance. For decades, cultivable
approaches - although limited in the case of bacterial diversity assessment — were used until
new strategies emerged based on Next Generation Sequencing (NGS) (Juste et al., 2008). This
approach is one of the most efficient technique to monitor temporal microbial succession and
has been applied to samples from various environments (Bigot et al., 2015; Vasileiadis et al.,
2012). As for food, many metagenomic approaches were applied to summarise the state-of-the-
art of microbial succession in the fermentation process of products such as kimchi, cheese,
salami, kefir, cheonggukjang, wine or in table olive fermentation (Cocolin e? al., 2013; Dobson
et al., 2011; Ercolini et al., 2012; He et al., 2017; Jung et al., 2011; Nam et al., 2012; Park et
al., 2012; Potka et al., 2015; Portillo et al., 2016; Yun et al., 2019). In recent years,
metagenomic approaches have been mainly used to correlate indigenous microbiota, food
quality and product signatures. Hong et al. (2016) conducted investigations focusing on the
implication of Lactobacillus brevis in wine spoilage by means of a metagenomic approach.
Another study from Pinto (2015) revealed specific microbiota dynamics in spontaneous wine
fermentations and unveiled a biogeographical correlation between the various regional wines.
To date, the composition of microbial communities in ciders intends to be distilled and its
microbial signature have scarcely been investigated (Coton et al., 2006a; Cousin, et al., 2017).
Metagenomic studies can also be used to predict a contamination of microbial dynamics in food
(Jung et al., 2018; Langille et al., 2013; Zhang et al, 2016), to search for microbial
contamination sources and to define critical control points (Doyle et al., 2017). Zhao et al.
(2015) highlighted the need for control key points to ensure product quality when microbial
diversity drastically changes.

Calvados is an apple brandy from Normandy made by distilling cider. Calvados has three
protected designations of origin: the PDO “Calvados” (74% of the total Calvados production),
“Calvados du Pays-d'Auge” (25%), “Calvados-Domfrontais” (1%), each having its own
sensory properties. The cider used in Calvados elaboration is produced from the spontaneous
fermentation of apple must by indigenous microbial population. Ciders for distillation do not
undergo any intervention during the fermentation process. The distillation of ciders can be
performed between one month and one year after the end of the alcoholic fermentation process.
Studies have been conducted to determine microbial diversity throughout cider-making, from

the apple surface to the pressing system (Cousin et al., 2017; Lorenzini et al., 2018; Lorenzini
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etal.,2019; Valles et al., 2007; Wei et al., 2019; Yashiro et al., 2011). Alcoholic fermentation
is initially driven by non-Saccharomyces yeasts such as Hanseniaspora uvarum followed by
Saccharomyces yeasts with a production of alcohol, lactic acid, metabolites, esters, higher
alcohols and phenolic compounds which provide floral or fruity notes in cider (Coton et al.,
2006). Wine mycobiome is thought to be closely related to cider mycobiome as they share the
same fermentation practices. The richness of yeast species of wine has been evaluated by NGS
(Setati et al., 2015) with a special focus on the differences of yeast diversity between vineyards.
Although bacteria seem to have a smaller role in cider-making, their dynamics can favour
flavouring and cider safety. For instance, some lactic acid bacteria (LAB) can convert L-malic
acid to L-lactic acid through another fermentation process called the malolactic fermentation
that leads to a deacidification. Four genus of LAB responsible for malolactic fermentation were
described: Oenococcus, Lactobacillus, Pediococcus and Leuconostoc (Lonvaud-Funel et al.,
1999; Salih et al.,1990; Sanchez et al., 2010). This conversion step can occur during or after
the alcoholic fermentation process and impacts flavour complexity and global microbial
dynamics. The monitoring of microbial communities during cider fermentation is crucial to
predict and control cider quality. In this study, we conducted the first metagenomics analysis
on ciders for distillation in order to evaluate microbial diversity, the dynamics and proportions
in relation with the physical-chemical characteristics of the fermentation process and to

determine control points for a better quality of cider.

2.1. Sample collection and workflow analysis

A total of six tanks from four producers (A, B, C and D) located in Normandy (France) were
sampled weekly from October 2017 to June 2018. The apple harvest period lied between
October/November 2017. Two tanks from producers C and D (C2 and D2) were monitored 3
weeks after the other tanks A, B, C1, D1. The workflow of cider analysis is resumed in Figure
1. Table 1 indicates the duration of the fermentation process, the duration of the maturation
period, the volumes of the tanks and the producer location. Three temperatures were calculated
as monthly average of outside temperatures at the beginning of the fermentation (I), the end of
alcoholic fermentation (F) and the end of the maturation (M). A blending of different apple
varieties were used for the elaboration of these ciders. The fermentation processes were
performed by spontaneous fermentation, without using SO; or antimicrobial agents. Samples
were taken from apples pressing and tank filling (I for fermentation Initiation) until a maximum

of three months after the end of the alcoholic fermentation process (F); the sampling time was
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Figure 1. Diagram of cider analysis workflow. Modified (m) MRS, MLO, PSM and ZPP media were supplemented with 100 mg.L! pimaricin and 7 mg.L! cycloheximide.

Yeast, lactic acid bacteria selection and isolation Control of fermentation process rate and cider quality
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determined according to the decrease of the yeast population. A final sample was collected at
the end of the maturation period (M). For each sample, physical-chemical, metagenomics and

culture-dependent approaches were performed.

Table 1. Duration, average outside temperature, volume data and location of cider tanks A, B,
Cl1,C2,D1 and D2.

Fermentation Alcoholic Maturation Temperature | Temperature F Temperature M  1anks volume ,
Tanks e . Location
initiation (1) fermentation (F) period (M) (°C) (°C) (°C) (hL)
A 25/10/2017 8 weeks 11 weeks 13.7 6.3 16.8 7500 Calvados
B 26/10/2017 6 weeks 14 weeks 13.7 6.3 16.8 1300 Orne
C1 23/10/2017 9 weeks 6 weeks 13.4 7.2 153 60 Manche
(@] 08/11/2017 6 weeks 7 weeks 13.4 7.2 153 60 Manche
D1 19/10/2017 6 weeks 11 weeks 13.8 7.1 18.2 1200 Manche
D2 09/11/2017 7 weeks 22 weeks 13.8 7.1 18.2 1200 Manche

2.2. Physical-chemical analyses

The alcoholic levels were obtained by density measurement of distillates after steam distillation
(reference OIV-MA-AS312-01A). Glycerol and sugar contents (Glucose, fructose and sucrose)
were quantified by means of high performance liquid chromatography (HPLC Agilent 1100)
using quaternary pump equipped with a Phenomenex Luna NH2 column. The column
temperature was set to 28 °C and the mobile phase was a mix of acetonitrile/ultra-pure water
(85/15, v/v) at a flow rate of 3 mL.min"!. The detection and quantification stages were
performed by refractive index detector. Organics acids (D- and L-Lactic acid and L-malic acid)
were quantified using enzymatic kits (Megazyme). Total and volatile acidity were determined
by acid/base titration with a standard solution of NaOH, after steam distillation for the volatile
acidity (references OIV-MA-AS313-01 and OIV-MA-AS313-02). Nitrogen was quantified
using the Kjeldahl method (reference OIV-MA-AS323-02A).

2.3. Microbial enumeration and isolation

For each sample, LAB and microorganisms affiliated to Oenococcus sp., Pediococcus sp. and
Zymomonas were enumerated respectively on MRS (Fisher Scientific, France), MLO, PSM
and ZPP media (Claus et al., 1983; Coton et al., 2006; Leuschner et al., 2003) supplemented
with 100 mg.L"!' pimaricin and 7 mg.L! cycloheximide after 72 h incubation at 30 °C in
anaerobic conditions. Yeasts were enumerated on YGC (Biokar Diagnostics, France), after a

period of incubation of 48 h at 25 °C. A collection of lactic acid bacteria (LAB) and yeasts was
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carried out (807 isolates). Eight LAB and five yeasts isolates per tank and date were picked on
the basis of their morphologies and identified by multiplex PCR according to Cousin et al.
(2019).

2.4. DNA extraction

For each tank, the DNA was extracted from the cider samples at the beginning of the
fermentation process (I), at the end of the alcoholic fermentation (F, yeast population decrease)
and at the end of the maturation (M), depending on the producer practices. Depending on the
fermentation rate, two samples were also extracted, before F and after F. 5 to 7 samples were
extracted per tank, depending on the duration of the alcoholic fermentation process and the
maturation period. For each sample, 50 mL of cider were centrifuged at 4700 rpm, 20 °C and
stored at -80 °C before DNA extraction. Total DNA was extracted from the cider samples and
purified using the NucleoSpin soil kit (Macherey Nagel, France), according to the
manufacturer’s instructions. DNA concentration and quality were determined with 0.8%

agarose gel electrophoresis and quantified using the Picogreen assay (Fisher Scientific, France).
2.5. DNA Sequencing of bacterial rRNA 16S fragments / fungal ITS1 fragments

The high-throughput sequencing of the V1-V3 hypervariable region of the bacterial 16S rRNA
gene was performed using Eurofins Genomics on an Illumina MiSeq platform according to the
manufactures’ instructions. Amplicons were generated using a two-step PCR protocol. Briefly,
the V1-V3 regions were PCR-amplified using template specific primers (V1V3 -F,
AGAGTTTGATCATGGCTCAG, (Weisburg et al., 1991); VIV3-R,
GTATTACCGCGGCTGCTG, (Leser et al., 2002), containing a universal overhang. The
sequencing primers used for fungal were ITS1-F, GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ;
ITSI-R, GCTGCGTTCTTCATCGATGC, (White et al., 1990). The amplicons were cleaned
up and set up for the PCR index, with specific primers directed to universal overhangs. Final
amplicon libraries were cleaned up, quantified and pooled equimolar. The resulting final library

pool was quantified and sequenced using the v3 chemistry (2 x 300 bp paired-end reads).
2.6. Bioinformatic analyses

Paired-end reads obtained from MiSeq sequencing were analysed using the Galaxy supported
pipeline named Find Rapidly Operational Taxonomic Units (OTUs) with Galaxy Solution
(FROGS) (Escudié et al., 2018), using the dedicated guidelines for 16S and ITS data. A

taxonomic assignment was performed using Silval32 16S pintail 100 (bacteria,
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https://www.arb-silva.de) and Unite7.1_ITS (yeasts/molds) (Nilsson et al., 2019). The
distribution of the sampling points (calculated from the OTU contingency table) was displayed
in MDS/PCoA ordination by R software (3.5.4) to compare global microbial community

structures during the fermentation process and between the producers.
2.7. Statistical analyses

Shannon, Inverse Simpson, and Chaol estimators, statistical analysis of alpha and beta diversity
indexes used to evaluate sample differences in species complexity were performed using the
Phyloseq R package implemented in FROGS (FROGSSTAT) (McMurdie et al., 2013). The
statistical analyses carried out on physical-chemical parameters were calculated using the R
software (3.5.4). The physical-chemical differences between tanks were tested using the
Kruskall Wallis test. Differences within physical-chemical parameters at I, F and M were
analysed using the Friedmann test. The physical-chemical data collected at I, F and M for each
tank were subjected to principal component analyses (PCA) using the R software (3.5.4). All

parameters are listed in Table 1.

3.1. Characteristics of cider for distillation

The characteristics of ciders for distillation (pH, alcohol, total and volatile acidity, glycerol,
sugars, malic and lactic acid contents) are shown in Table 2. Cider samples were collected from
4 producers each week, A/B/C and D (Table 1) and a total of 6 tanks (2 tanks for each producer
C and D). At the beginning of fermentation (I), the density values ranged from 1039.54 kg/m’
to 1052.38 kg/m® with the two higher values for tanks of producer C and sugar content shifting
from 88.55 g.L"! to 118.88 g.L"!. An alcohol rate of 0.6% was observed for tank D2 at I while
the other tanks displayed a rate of 0. No glycerol was measured for A, C1 and D2 whereas it
was of 1.3 g.L'! for B, C2, D1. The pH ranged from 3.8 to 4.1. Nitrogen amounts at I varied
from 20 mg.L"! for D2 tank to 77 mg.L"! for tank B. The total acidity rate ranged between 1.35
g.L'' and 1.69 g.L'! HxSO4 while the volatile acidity rate ranged between 0.04 and 0.23 g.L!
H,SO0s4. The initial L-malic acid content varied between 2.31 g. L' and 3.46 g.L'! and L-lactic
and D-lactic acid amounts were <0.10 g.L"!, except for tank C2 with 0.18 g.L"! of initial L-
lactic acid.

At the end of alcoholic fermentation (F), the density values reached 1000 kg/m? for tanks B,
C1, C2 and respectively by 1003.30 kg/m?, 1002.37 kg/m? and 1011.50 kg/m? for tanks A, D1
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Table 2. Ciders characteristics of producers A, B, C, and D. Different letters signify differences within physical-chemical amounts between tanks
and during fermentation according to Kruskal-Wallis test and Friedman test respectively.
All physical-chemical parameters were tested with Kruskal-Wallis and Friedman test.

¢ corresponds to Kruskal-Wallis test between tanks. No difference was significant except for pH and D-lactic acid content.

b
corresponds to Friedman test between I, F, M. Only pH was not significantly different.

Density® Fructose®” Glucose® Sucrose®  Total sugar® Allz?rr;?lt.'c Glycerol ® pH® Nitrogen®  Total acidity ® :;Lﬂgleh L-malic acid ®  L-lactic acid ® D-Lactic acid *°
Parameters
(kg.m) (gL (gL (gL  (gL7'sucrose) (% viv) (gL (UpH) (mgL") (9L "Hz504) (g.L"H2504) (g.L") (o.L") (g-L")
A 1044.57 67.50 21.30 17.90 102.26 0.12 <10 3.94 46.23 1.5 0.11 221 <040 <040
1047.61 64.00 20.90 26.70 107.35 0.14 13 3.99 76.77 149 0.15 254 <040 <040
c1 1050.08 7050 21.90 3110 118.88 0.08 <10 407 48.75 146 0.16 555 <040 <040
Fermentation initiation (1) i : :
c2 1052.38 72.90 19.60 30.20 118.08 0.03 13 3.96 67.81 169 0.04 546 <040 <040
D1 1042.03 61.40 1750 22.30 97.26 0.12 1.1 393 56.04 157 0.12 574 <040 <040
D2 1039 54 6150 1760 1340 88.55 058 <10 385 19.89 163 023 5 47 018 <010
1003.30 12.40 <10 <10 11.80 541 380 394 0 201 0.64 <040 129 0.79
99970 410 <10 <10 390 6.21 438 3.99 0 2.29 0.5 <040 197 139
c1 997 82 <10 <10 <10 <10 6.80 333 404 0 315 0.90 <040 105 011
Alcoholic Fermentation (F) i : i
c2 1039.97 6750 17.90 460 85.74 6.80 220 429 0 2.59 1.02 <010 045 <010
D1 1002.37 1060 <10 <10 10.08 527 420 393 0 267 1.14 <040 T 157
D2 1011.50 18.60 160 <10 21.01 no data 189 3.99 0 145 0.2 <010 162 507
99978 530 <10 <10 50 576 380 394 0 253 125 <040 123 03
998 43 140 <10 <10 133 639 5.00 3.94 0 261 123 <040 157 76
(o4 ] 997.71 <1.0 <1.0 =10 =10 6.81 3.20 4.02 3.14 1.28
Maturation Period (M) 0 <010 1.02 013
c2 99978 <10 <10 <10 =29 6.80 240 426 0 280 1.09 <040 0.14 <040
D1 1000.77 730 <10 <10 693 5.46 460 369 0 280 120 <040 181 184
D2 1003.20 1250 <10 <10 11.88 5.17 324 380 0 3.02 147 <00 166 0.56
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and D2. The sugar content of each tank dropped below 21 g.L"! except for tank C1 (85.74 g.L°
1. No more glucose and sucrose were quantified for these ciders, except for tank C2. The
alcohol level reached respectively to 5.3, 5.4, 6.2% v/v for tanks D1, A and B and 6.8% v/v for
the producer of tank C. pH values remained stable for tanks A, B, C1, D1 and D2 (3.94 - 3.99)
but increased to 4.29 for C2. No nitrogen was quantified at F for all tanks. The total acidity rate
ranged from 2.01 (A) to 3.15 g.L ! HoSO4 (C1) whereas the volatile acidity rate ranged from
0.64-1.14 g.L'! H,SO4 During fermentation (F), no more L-malic acid was quantified for all
ciders, and L-lactic content varied from 1.05 g.L‘1 to 1.71 g.L'l, with the exception of C2 cider
(0.15 g.L'Y). D-lactic acid amounts ranged from 0.11 g.L"! for C1/C2 to 2.07 g.L"! for tank D2.
At the end of the maturation (M), glucose and sucrose were totally consumed for all tanks.
Fructose was almost totally consumed except for A, B and D2. The alcoholic level of tanks A,
B, D1 and D2 ranged between 5.2% and 6.4% (v/v) while C1 and C2 tanks reached 6.8% (v/v).
Glycerol content remained stable for tank A, increases for B (5 g.L'!), C2 (2.4 g/L), D1 (4.6
g.L'") and D2 (3.34 g.L'!) but decreases to 4.02 g.L"! for C1. The total acidity reached values
between 2.53 g.L'! and 3.14 g.L"! H,SO4 at M. Volatile acidity increased above 1 g.L"! H2SO4
for all tanks, except for tank C2 that has a lower production of L-lactic and D-lactic acid (0.14
g.L ' and <0.10 g.L'!). For the other tanks, the acid amount varied between 1.02 g.L'! to 1.81
gL ! and 0.56 g.L'! to 1.76 gL' respectively.

The fourteen physical-chemical parameters of ciders were reduced in two dimensions (Dim1
and Dim?2). Dim1 accounted for 78.54% and Dim2 accounted for 12.99% of the total variations
(Supplemental data, Figure A.1). Sugars (glucose, fructose, sucrose), density, total sugar,
nitrogen, L-malic acid content, glycerol, ethanol, total acidity, volatile acidity L-lactic, D-lactic
acid were displayed on Dim1, indicating a strong correlation between these parameters. Lactic
acid and pH were displayed on Dim2. The plot showed that cider samples at I are differently
distributed than those at F and M. F and M data are grouped. Only parameters of tanks C1 and

C2 were differently distributed than those of the other tanks.

3.2. Microbial kinetics in cider for distillation

Yeast and LAB populations showed similar dynamics for all tanks (Figure 2). A high
prevalence of the initial yeast population was observed at I, followed by a decrease after 6 to 9
weeks, which is where we observed a gradual increase in the LAB population. For A, B, C1,
D1 and D2, the LAB population increased by approximatively 1.5x10® UFC.mL™"! (I) to 4.7x10’
UFC.mL"!' (M) whereas LAB population in tank C2 increased from 4.0x10* UFC.mL! to
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2.55x10° UFC.mL"!. A slight decrease of the LAB population was observed between F and M
in all tanks. The presumed Oenococcus numerations in mMLO at I was higher than in mMRS.
The dynamics of Oenococcus followed the same dynamics as LAB from F to M in mMRS
except for tank C2. Apart from tanks of producer C, the yeast population tends to decrease from

1.0x107 UFC.mL"! to 1.0x10*- 1.0x10° UFC.mL", starting from 2 to 3 weeks of fermentation.
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Figure 2. Density, lactic acid bacteria (1), Oenococcus (m), yeasts (A) countings during cider

fermentation of producer tanks A, B,C1 and C2, D1 and D2.
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For tanks C1 and C2, the yeasts population decreased later on 9 weeks of fermentation or
remained stable during the fermentation process. Zymomonas isolates were only suspected on
ZPP plates in tanks C1 and C2 after four weeks of fermentation (1.2x10’ UFC.mL"! for C1 tank,
9.6x10° UFC.mL"! for C1 tank). Zymomonas could still be found at M for tank C2 (3.2x10*
UFC.mL") but no longer for tank C1 (data not shown).

LAB isolates from ciders at [ and M were identified by multiplex PCR (Cousin et al. 2019) and
the results obtained are shown in Figure 3. At the beginning of fermentation (I), the majority of
the bacteria isolated from MRS and MLO media were not identified as LAB for all tanks. At
the end of maturation (M), bacteria isolated from MLO medium were identified as Oenococcus
sp. Some Lactobacillus sp. and Oenococcus sp. were isolated from MRS medium. In mPSM
media, no Pediococcus sp. were isolated but the isolated bacteria were mainly affiliated to
Lactobacillus and Oenococcus sp. In tanks B, C1 and C2, some bacteria isolated from all media

were not identified as LAB at M.

3.3. Cider microbial communities using high throughput sequencing

To describe bacterial diversity, high-throughput sequencing of the V1-V3 hypervariable region
of the bacterial 16S rRNA gene came to a total of 1,478,552 sequences with an average length
of 300 nts (length filter with minimum 100 nts and maximum 580 nts). The sequence abundance
and presence were filtered in multiple samples. Sequence proportion in samples was kept at a
minimum of 0.0005% and Operational Taxonomic Units (OTUs), present in at least three
samples, were preserved. The final OTU table contained 196 bacterial OTUs. In order to verify
the representativeness of the obtained sequences, rarefaction curves were generated.
Rarefaction curves were saturated, showing a good depth of sequencing (Figure A.2). Inverse
Simpson, Chao and Shannon diversity indices calculated from these datasets confirmed this
trend (Figure A.3, A.4). A standardization of the number of sequences per DNA extracted was
performed on the basis of a sample with the lowest number of sequences (19,973 sequences).
Community richness was lower at F and P than at the early stage of fermentation according to
the analysis of the OTU profiles (Figure A.2, A.3).

The most abundant bacterial taxonomic groups were Enterobacteriacae, Lactobacillaceae and
Leuconostocaceae, representing respectively to 32.78%, 25.83% and 16.03% of the sequences,
and 22% of sequences affiliated to a multi-affiliation. Lactobacillaceae combine Lactobacillus

mali, Lactobacillus collinoides and Lactobacillus suebicus. Oenococcus oeni and Leuconostoc
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Figure 3. Identification of lactic acid bacteria from mMRS, mMLO, mPSM media at different steps of cider elaboration (I and M).
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pseudomesenteroidetes were the only species of Leuconostocaceae. Multi-affiliated sequences
were related up to 99% to Enterobacteriaceae and up to 0.33% to Acetobacteriacae (other
sequences were affiliated to microorganisms related to plant and soil). Enterobacteriaceae
included Rahnella, Buttiauxella, Erwinia, Raoultella, Serratia, Gibbsiella, Kluyvera, Lelliottia,
Lonsdalia, Pantoea, Tatumella and several other unidentified genera.

The fermentation initiation (I) was characterized by the abundance of Pseudomonas, Serratia,
Erwinia, Rahnella and acetic acid bacteria (AAB). Gluconobacter (1 to 19%) and Acetobacter
(1 to 7%) were present at I, with a higher proportion in tank D1. Step F was dominated by a
higher abundance of Lactobacillus and Oenococcus. The AAB proportion was lower at F than
at I. The maturation (M) presented a similar bacterial composition to that at F, but with a higher
abundance of Oenococcus than Lactobacillus. Acetobacter and Gluconobacter sp. were in
lower abundance than in F but still present during the ripening period. The lowest bacterial
diversity was observed at M.

A total of 4,094,918 sequences with an average length of 300 nts were obtained by sequencing
the ITS1 region to describe fungal diversity. After cleaning, 3,495,759 sequences were analysed
and the final OTU table contained 161 eukaryotic clusters. According to the Inverse Simpson,
Chao and Shannon diversity indices, the fungal richness was relatively stable during the
fermentation process. In this study, 38 families, 48 genera, 82 species were detected, including:
Saccharomyces uvarum (38.13%), Saccharomyces cerevisiae (21.44%), Dekkera anomala
(7.98%). Less than 2% of all sequences could be attributed to filamentous fungi, such as
Sarocladium strictum. Moreover, some phytopathogenic fungi were described, belonging to
Mucor sp., Didymella sp, Acremonium alternatum, Monographella cucumerina, Diplodia
intermedia and Botrytis caroliniana, which are the causal agents of the gray mold disease or
apple tree disease (Li et al.,2012). In a general way, the most abundant eukaryotic genera were
Metschnikowia, Hanseniaspora, Saccharomyces and Pichia at 1. Their abundance decreased
thereafter and Saccharomyces cerevisiae/uvarum and Dekkera anomala/bruxellensis
represented the most abundant species at F and M. The dominant genera during the maturation

(M) were Saccharomyces and Dekkera /Brettanomyces.

3.4. Comparison of microbial diversity

A microbial profile comparison was performed by MDS/PCoA, according to the fermentation

steps (Figure 4). For each tank, the fungal and bacterial composition was significantly different
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at I, F and M. In the MDS, ellipses representing fermentation key points F and M merged.
Chao’s alpha, Shannon’s diversity, and Inverse Simpson’s diversity indices were higher at I in
comparison to F and P (p-value<0.005), suggesting a more diverse microbial ecology at the
start of the fermentation process (Figure A.3, A.4). For bacterial diversity, the Shannon’s
diversity index value was of 3.73 at I and dropped to 1.58 at M. Shannon’s diversity index was
higher in A (2.81) and lower in C2 (1.04). The other tanks were approximatively similar judging
from this index (1.60 to 1.79). Performed ANOVA on Simpson and Chao’s indexes showed
differences in the bacterial composition between tanks (p-value=0.008 and p-value=0.021
respectively). For fungal diversity, the alpha-diversity distribution shows differences between
the relative abundance during the fermentation process (p-value<0.005). The performance of
the ANOVA test on Shannon and Chao’s indexes highlighted a similar fungal composition
between tanks C1 and C2, D1 and D2. We also used a MDS/PCoA to assess the differences in
bacterial composition between producers (Figure 4). Tanks C1 and C2 presented bacterial
composition differences while A, B, D1 and D2 showed similar profiles (Figure 4.C). The MDS
in Figure 4.D represents the sample distribution according to the abundance of the observed
OTUS and shows yeast composition of the producers. A variation of the fungal composition
between C/A producers and B/D was found. No difference in bacterial and fungal composition
was found between tanks C1/C2 and D1/D2. Microbial diversity for tanks A, B, C1, C2, D1
and D2 are shown in Figure 5. In tanks A, B and D1, a decrease in the bacterial diversity was
observed during F, especially for microorganisms that represent the indigenous microbial
community related to soil and fruit surface. An increase of LAB proportion was observed at the
same time. Sequences belonging to the genus Lactobacillus and Oenococcus were rare at I
(<0.02%) but were, respectively, of 25-61% and 15-40% at F. Bacterial diversity tended to be
stable during the maturation period although we observed a decrease in Lactobacillus related
sequences (32-49%) and an increase in Oenococcus related sequences (42-52%). For producer
C, the bacterial communities were different from those observed in all other producers. C1 and
C2 tanks were dominated by Enterobacteriacae and Pseudomonas, with a lower observed
bacterial diversity than for the other producers. In these tanks, and during the fermentation
process, a low proportion of the genera Lactobacillus and Oenococcus was observed at F and
P, unlike in ciders coming from other producers. The proportion of the sequences belonging to
Zymomonas sp. was of 17% at F for tank C1 and of more than 90% for tank C2 after F.
Zymomonas sp. proportion at M was of 23% whereas Lactobacillus sp. proportion was of 19%

in tank C2. A low proportion of Oenococcus was found in C1 and C2 tanks at M (1%).
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As for the AAB population dynamics at I, Gluconobacter and Acetobacter proportions
represented less than 20% and reached 1% for tanks B, C1, C2, D1 and D2. The AAB proportion
in A at M remained high, unlike in other tanks. Komagataeibacter, previously described as
Gluconoacetobacter genus, remained present in tank D1. In tanks A, B and C1, we observed a
decrease in the Saccharomyces proportion from 75% to about 50% during the fermentation
process whereas Dekkera/Brettanomyces increased in proportion from 0% to 40% (Figure 6).
Fungal dynamics was slower in tanks C1 and C2. The fungal biodiversity in musts of producer
C was significantly different from that of other producers’ musts. While the Saccharomyces
proportion decreased to 50% during the fermentation process for all tanks, this proportion
decreased from 96% at I to 77% at M in tanks C1 and C2. As for the species, a high presence
of Dekkera anomala and Saccharomyces uvarum was described in producers A and C whereas
Dekkera bruxellensis and Saccharomyces cerevisiae were found in tanks B and DI.
Hanseniaspora sequences proportion decreased drastically from 50% at I to less than 2% at F

in all tanks.

Microbial diversity is a key parameter for the fermentation performance and quality of ciders.
Yeast and bacterial species are also a signature of the expertise of cider producers. In our study,
40 and 48 bacterial and fungal genera, as well as 30 bacterial species and 82 fungal species
were identified during the fermentation process of cider for distillation. Fungal and bacterial
richness at [ was higher than during the fermentation process. This study confirmed the presence
of non-Saccharomyces yeasts like Hanseniaspora and Metschnikowia in musts. A study from
Valles et al. (2007) reported that pneumatic pressing were dominated by Hanseniaspora,
highlighting the farm environment origin of this population. In wine, a prevalence of Candida
at the beginning of the fermentation process, of Hanseniaspora during the fermentation process
and an increase of Saccharomyces after 10 days has been described (David et al., 2014; Portillo
and Mas, 2016). Our study confirmed the same succession of yeasts in cider with a slower
dynamic in cider (around 7 weeks) than described in wine (12 days). This behaviour is directly
associated to the fermentation temperature, which is lower in cider (6.3-18.3°C) than in wine
(25°C). A larger yeast diversity at the beginning of the fermentation process was found in our
study with the presence of Pichia and Sarocladium. On the contrary, few microbial species
specific to cider for distillation were identified in this study. Proteobacteria was the only

phylum present at I for producers A, B and D whereas more diversity was observed for producer
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Figure 6. Phylogenetic taxonomy for fungal communities showing dynamic changes at the
genus level during cider fermentation of producer tanks A, B, C1, C2, D1 and D2.
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C with phyla such as Actinobacteria, Tenericutes and Proteobacteria. Proteobacteria includes
Enterobacteriacae (among genera Serratia, Tolumonas, Erwinia), some Acetobacteraceae and
Pseudomonas. They mainly come from soil or human practices (fruits collection, pressing
system, tank material) and remain the natural dominant microbial family on apple surface
(Glenn et al., 2011; Yashiro et al., 2011). Firmicutes replaced Proteobacteria during the
fermentation process due to higher alcoholic level and acidification. This replacement was
similar to the one present in wine fermentation but happened to a lesser extent (Portillo et al.,
2016). G-Alegria et al. (2004) showed that Oenococcus oeni and Lactobacillus strains cope
with stressful environment such as low pH and high alcohol content in wine. Interestingly, pH
dynamics were significantly different depending on the tanks: A is stable, B decreases at M and
D tanks decreases throughout the process. The pH values of the tanks from producer C at F and
M were higher than for the other tanks. These differences in pH may explain the differences in
diversity between producer C and the three others. High proportions of the spoiling bacteria
Zymomonas mobilis were found at F and M. This bacterium is responsible for “cider sickness”
by producing high amounts of acetaldehyde from residual sugars or ethanol present in cider
(Coton et al., 2006b). The high sugar content, a low initial yeast population and a higher pH
than in others tanks may have promoted its growth (Coton et al., 2006; Wecker and Zall, 1987).
Culture dependent and culture independent methods lead to a better detection of Zymomonas
development in cider for distillation. Surrounding microflora remarkably affects microbial
composition in cider. This study shows a difference between producer tanks according to the

microbial composition.

In the past few years, many researches were conducted in order to underline the factors leading
to the existence of “microbial terroir” and product quality. An article from Gilbert et al. (2013)
spotlighted the terroir concept by summarizing the state of art of all parameters which can
influence microbial ecology for wine grapes. Kemp et al. (2019) highlighted the influence of
the different viticulture practices leading to fermentation characteristics variations as well as a
variation in microbial composition. Climatic conditions, cultivar or the choice of grapes
varieties drive the grape microbial diversity and the fermentation process. In another way, Setati
et al. (2015) demonstrated that microclimate and farming practices influenced grape-surface
microbiota. pH, Brix, titratable acidity, sugars and aromas content are different depending on
the apple variety, influencing microbial composition during the fermentation process or in the
contamination of the initial musts (Keller et al., 2004). “Microbial terroir” is a notion related to

microbial species found in a particular product and geographical area. Here, our metagenomics
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approach gave a global appreciation of microbial diversity, even if only at the genus level
because of the high conservation of DNA targeted regions. At this level of identification, only
the pH emerged as one of the factors determining the role of microbial diversity and cider
signature. In our work, the microbial ecosystems of producer C stand out from those of others
producers. The volumes of the tanks from this producer were smaller (60hL) than that of the
other tanks (up to 7500hL) and the maturation period is shortened in his practices. These
highlighted differences are worth to be investigated in a complementary study, that also

includes apple varieties, focused on this particular matter.

Saccharomyces population levels in cider for distillation is a key characteristic for the
monitoring of the fermentation process. At the end of fermentation (F), the proportion of
Saccharomyces represents 51% to 96% of the total yeasts composition depending on the tank
and is closely related to nitrogen amounts, while this proportion decreases during M (34% to
74%). As for LAB in Figure2, yeast isolates were sequenced to evaluate the yeast diversity
obtained by culture dependant method (data not shown). The identification of yeasts isolates by
NLI1-NL4 region sequencing revealed two clusters of Saccharomyces within tanks. The first
one is associated to Saccharomyces cerevisiae for producers B and D. The second cluster was
closed to Saccharomyces uvarum/bayanus/cerevisiae for producers A and C. These results
confirm that Saccharomyces species are different between producers B/D and A/C as revealed
by the metagenomic approach. S. uvarum is a cryotolerant yeast species that dominate low
temperature fermentations of ciders. Some studies have shown differences between
Saccharomyces species concerning their contribution to aroma and chemical profiles during the
fermentation process (Kanter et al., 2020; Liu et al., 2020). Coupled with climatic conditions,
our study presents possible natural hybrids from Saccharomyces species (S. uvarum, S. bayanus
and S. cerevisiae) or natural species such as S. uvarum in low temperature cider fermentations
of producers A and C.

For all tanks, our final sample collected at the end of the maturation (M) exhibited a higher
prevalence of Dekkera/Brettanomyces (23% to 60%) than at F (2% to 26%). Temporal
succession of Saccharomyces to Dekkera anomala/bruxellensis during the maturation remains
a strong subject of interest in cider. Brettanomyces/Dekkera is responsible for off-flavors such
as “animal aromas” that severely decrease the product market’s value in wine, cider or beer
(Colomer et al., 2019; Guichard et al., 2019; Vigentini et al., 2008). It can synthetize unwanted
volatile phenols but also its esterase activity is capable of increasing ethyl lactate and ethyl

acetate contents and to degrade isoamyl acetate (Buron et al., 2011; Guichard et al., 2019).
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Volatile phenols production is unintended in cider because of the ester perception cover-up (Le
Quéré et al., 2006). However, several studies showed that aroma profiles complexity was not
only due to microbial biodiversity but also to other environmental factors including farming,
specific product choices and initial product quality (Ercolini et al., 2012). Our study validated
that a non-intervention on tanks after the alcoholic fermentation process leads to a higher
prevalence of Brettanomyces/Dekkera, confirming that the maturation must be closely
monitored for cider aromatic quality.

LAB presence is double-edged in cider-making. They can be beneficial by decreasing cider
acidity via malic acid transformation and aroma production but this deacidification can lead to
a higher susceptibility to bacterial alteration and organoleptic defects. In our study, all
malolactic fermentations were completed between the first and the fifth weeks. However, at the
end of cidermaking (M), the lactic acid content differed between producer C’s tank and the
others. This finding is consistent with the microbial dynamics of the LAB, which is poorly
represented in these ciders at M. In tank C2, the high pH value, the low lactic acid levels and
the low proportion of LAB show that the imbalances in acidity and in malolactic fermentation
efficiency promote a higher proliferation of bacterial alteration and organoleptic defects. In
addition, the high proportion of D-lactic acid in C tanks shows the need of quality control in
cider to avoid the risk of lactic spoilage. Other consequences on organoleptic defects can
sometimes be caused by specific LAB species such as Lactobacillus collinoides. Lactobacillus
collinoides 1s responsible for the conversion of glycerol into 3-hydroxypropionaldehyde, an
aldehyde leading to organoleptic disorders in cider (Sauvageot et al., 2000).1In this study, culture
dependent and culture independent methods were applied to specifically analyse LAB
population diversity and dynamics. Oenococcus and Lactobacillus were the two major genera
that were isolated during the fermentation process by culture-dependant method (only a few
were represented in producer C’s tanks). In our study, LAB isolation was hampered by the
richness of microbial diversity at [ while the mMLO medium was efficient for Oenococcus sp.
enumeration since 90% bacteria were isolated in mMLO at M. Oenococcus oeni is known to
be the dominant species in beverages such as wine and plays an important role on product
quality (Bartowsky et al., 2005).

The same trend was observed in the analysis of LAB sequences. Lactobacillus were the
dominant LAB flora during the fermentation process, even if its proportion decreased in favour
of Oenococcus oeni at M. Lactobacillus sequences obtained by NGS sequencing were
compared to sequences from the NCBI database and other sequences data to obtain a closer

affiliation to the species. The results revealed 11 different clusters, including 3 clusters of
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known species (Lactobacillus collinoides, Lactobacillus mali, Lactobacillus suebicus, with
respectively 100%, 99.8% and 98.81% sequence identity) and 2 clusters of Lactobacillus sp.
Indeed, the proportion of these species varied depending on the tanks. For example, L.
collinoides was present at M in tanks A (30%), B (29%), D1 (25%) and D2 (51%) but not in
C1/C2 tanks. The sequence analysis showed that Leuconostoc were present at F (1%) and some
isolated bacteria in mMLO and mMRS confirmed this trend. No Pediococcus were found either
by culture method or by metagenomic analysis. This could be explained either by the minor
quantities of these populations in cider or by the specificity of the 16S rDNA region targeted,
leading to a underestimation of the present subpopulations (Ercolini et al.,2003; Quigley et
al.,2012). The overall diversity of the LAB detected with culture dependant methods was
similar to the findings obtained by metagenomic analysis even if LAB identification highlighted
the lack of selectivity of our media throughout the fermentation process. LAB enumeration
must be interpreted carefully as selective media for Lactobacillus and Leuconostoc are more
reliable than those for Pediococcus and Oenococcus. However, the coupling of these two
methods gave a consistent global image of microbial diversity within cider for distillation
showing that a deeper knowledge of LAB diversity, abundance and dynamics is of interest for
the improvement of the Calvados-beverage quality. The diversity and the proportion of LAB
are important to understand how to control MLF in cider for distillation. The malic acid was
rapidly consumed in all monitored tanks. The consumption of malic acid was not always
correlated to D-L-lactic acid production (C1 and C2). Malic acid can also be consumed by
yeasts as alcoholic and malolactic fermentations occurred simultaneously in all tanks of the
study. The lower production of D-L-Lactic acid in tanks C1 and C2 may be explained by the
low proportion of LAB in these tanks which cannot compete with yeasts for malic acid
consumption. A better understanding of the dynamics of LAB during cider fermentation and

maturation will lead to specific technical guidance for producers for a better control of MLF.

A metagenomic analysis was used for the first time on apple fermentation microbial
communities to unveil microbial population dynamics during cider-making. Our study
successfully highlighted the diversity and temporal changes of these microbial communities.
The analysis of the cider for distillation microbiome structure of the four producers suggested
that cider-making practices lead to cider typicity, and therefore to Calvados typicity. The
coupling of culture dependant and independent methods gave a consistent global image of

microbial diversity within cider for distillation showing that a deeper knowledge of LAB
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diversity, abundance and dynamics is of interest for the improvement of Calvados quality. High
throughput sequencing can also anticipate the development of microorganisms associated with
cider spoilage microorganisms such as Zymomonas mobilis, several Lactobacillus sp. or
Brettanomyces/Dekkera sp.. A better evaluation of the practices that lead to an improvement of
quality is an achievable goal. The monitoring of microbial diversity, and especially LAB
diversity, by high throughput sequencing combined with physical-chemical analysis, including

aromas, will lead to new tools for monitoring the fermentation process of cider for distillation.
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Figure A1. Principal component analysis of physicochemical parameters of ciders for distillation (A). The distribution of cider samples was displayed
according to (B) fermentation, (C) tanks and (D) producers.
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Figure A2. Rarefaction curves according to A) Fermentation initiation (I), B) end of alcoholic fermentation (F), C) maturation period (M).
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Chapitre 11

Liens entre les écosystemes microbiens et la
composition aromatique des cidres de distillation et

du calvados.
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L’¢laboration du calvados reléve d’un processus complexe impliquant différents
facteurs dont la matiere premiere, les techniques de distillation ou encore les processus de
vieillissement. Bien que les pratiques des producteurs puissent influencer le bouquet
aromatique des calvados, la composition aromatique est avant tout dépendante de 1’activité des
écosystemes microbiens présents lors de la fermentation du cidre. Ainsi, suivre 1’évolution de
la composition aromatique en lien avec la composition microbienne constitue un préalable

indispensable en vue de la maitrise du bouquet aromatique du calvados.

Le chapitre II est une étude de la composition des communautés microbiennes en lien
avec la composition aromatique des cidres de distillation lors du processus de fermentation. Les
cidres ont subi par la suite une micro-distillation dont les composés volatiles ont été analysés.
Quatre nouvelles cuves de cidres de distillation ont été intégrées a 1’é¢tude. Ces cuves ont été
suivies I’année suivante par rapport aux cuves du chapitre I. Aux cuves A, B, C1, C2, D1 et D2
s’ajoutent les cuves C3 (provenant du méme producteur C), E1, E2 et F (autres producteurs
cidricoles). Les microbiotes bactériens et fongiques ainsi que les composés volatils ont été
analysés lors de la fermentation du cidre de distillation par séquencage Illumina MiSeq combiné
a la chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse (GC-MS), a la détection par
ionisation de flamme (GC-FID) et a la chromatographie liquide haute performance/UV-DAD
(HPLC-UV-DAD). Ces trois méthodes analytiques ont également été utilisées afin de décrire

la composition aromatique des eaux-de-vie distillées a 1’issue du processus de fermentation.

Parmi les dix cuves analysées, trois groupes de dynamiques et compositions
microbiennes, directement liées aux producteurs, ont été observés conduisant a des
compositions aromatiques différentes. Lors de la fermentation, la flore lactique, principalement
Lactobacillus et Oenococcus, domine dans les cidres de distillation des cuves A/B/D1/D2 tandis
que dans les cuves E2 et F le genre Serratia est majoritairement identifié. Les cuves
E1/C1/C2/C3 présentent des proportions quasi identiques en flore lactique et en Serratia. De
plus, les résultats montrent que la transformation malolactique se produit en méme temps que
la fermentation alcoolique, sauf dans les cuves qui renferment une faible proportion de bactéries
lactiques ou la TML n’a pas lieu comme en attestent les dosages des acides malique et lactique.

Ces résultats sont en accord avec ceux présentés dans le chapitre 1

En conséquence, la composition aromatique globale differe entre les cidres des

différents producteurs. Au sein de la communauté fongique les différences entre les producteurs
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se limitent & une diversité d’espéces au sein du genre Saccharomyces (S. cerevisiae, S. uvarum

et S. cariocanus) selon les cuves.

Au niveau aromatique, les cidres a distiller des producteurs B et D ont des
concentrations en hexanol-1, éthyl-2-méthylbutyrate et en lactate d’éthyle plus importantes que
celles trouvées dans les autres cuves tandis que le cidre du producteur F est caractérisé par de
fortes concentrations en 2-méthylbutanol-1. Les cuves El, F, A et D2 se distinguent par une
concentration plus élevée en éthyguaiacol que celle des autres cuves. De fortes concentrations
en phényl-2-éthanol ont été retrouvées dans les cuves F et E2. Enfin, lors de la maturation seule

la concentration en éthyl caproate tend a diminuer.

Les distillats obtenus a partir de ces cidres présentent des profils aromatiques
intéressants qui se répartissent en plusieurs groupes selon leur bouquet aromatique : les cuves
A/B/D1/D2, E1/C1/C2/C3, E2 et F. Les cuves A/B/D1/D2 présentent une composition
aromatique complexe, comprenant des esters, des alcools, des phénols volatils mais aussi de
I’acroléine. Les cuves E1/C1/C2/C3 sont caractérisées par de fortes concentrations en
aldéhydes (acétaldéhyde et acétal), composés jugés indésirables dans le calvados. Le laurate
d’isoamyle et le caproate d’éthyle sont les deux composés permettant de distinguer le calvados
du producteur E2. Enfin, le distillat du producteur F présente lui aussi une large gamme de
composés aromatiques, principalement des esters. Les résultats montrent que les groupes de
cuves distingués par métagénomique sont les mémes que ceux étudiés dans la composition

volatile des micro-distillats.

Dans cette étude, plusieurs relations entre le microbiote et la composition aromatique
des cidres de distillation ont pu étre établies. La flore lactique (Lactobacillus sp. et Oenococcus
oeni) est positivement corrélée au lactate d’éthyle et a I’éthyl-2-méthylbutyrate. En outre, la
présence d’Oenococcus oeni est également corrélée a une douzaine de composés aromatiques.
Au niveau fongique, peu de relations entre la composition aromatique et les especes de
Saccharomyces ont pu étre mises en évidence. Seul un lien entre 1’acétate d’hexyle et
Saccharomyces cerevisiae a pu étre établi. Cependant, des interactions entre les genres Dekkera
sp. et les phénols volatiles mais aussi 1’acidité totale ont été observées. De plus, I’acétate
d’hexyle mais aussi I’isobutyrate d’éthyle sont corrélés positivement avec la présence du genre

Hanseniaspora.

Les concentrations ainsi que la diversité des composés aromatiques sont influencées

par les interactions métaboliques microbiennes. L’interaction entre la flore lactique et les
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levures favorise la production d’une plus large gamme d’ardmes pouvant étre potentiellement
intéressants. Ainsi, la présence de LAB en grande quantité au sein de cuves qui se distinguent
par leur complexité aromatique suggere que la transformation malolactique joue un role
important dans la qualit¢ du calvados. Bien que le lactate d’éthyle soit considéré comme
indésirable dans les cidres par la filiere cidricole, sa présence en forte concentration pourrait
étre utilisée comme marqueur de la TML et d’une complexité aromatique plus importante dans
les cidres de distillation. Ces travaux ouvrent la voie a des études d’interactions entre le

microbiote et la composition aromatique lors de 1'élaboration du cidre de distillation.
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Impact of maturation and contribution of microbial ecosystem on

aromatic compounds of cider for distillation and calvados.

B. MISERY?, P. LEGENDRE", V. BOUCHART®, H. GUICHARD®, A. SESBOUE! JM.
LAPLACE?and M. CRETENET*

4 Normandie Univ, UNICAEN, UNIROUEN, ABTE ,14000 Caen, France

> LABEO Frank Duncombe, 1 Route de Rosel, 14053 Caen Cedex 4, France

¢ Institut Francais des Produits Cidricoles (IFPC), Domaine de la Motte 35653 Le Rheu, France
4 Normandie Univ., UNICAEN, LMNO, UMR CNRS 6139, 14000 Caen, France

Calvados is an apple brandy from Normandy made by distilling cider. In order to better control
the calvados quality, the aim of this study was to correlate microbial and physical-chemical
interactions during the fermentation process with aromatic profile of ciders intended to be
distilled. Bacterial and fungal diversities and volatile organic compounds were investigated
from ten ciders for distillation using Illumina MiSeq sequencing technology, gas
chromatography/mass spectrometry (GC-MS), -flame-ionization detection (GC-FID) and high
performance liquid chromatography/UV-DAD (HPLC-UV-DAD). The main physical chemical
parameters of fermentation (sugars, glycerol, acids, pH, total and volatile acidity) were also
monitored. The study resulted in the observation of three microbial dynamics and composition
directly linked to the producers and leading to different aromatic compositions. Lactobacillus
and Oenococcus, were found to be the main genera during cider fermentation for the tanks
A/B/D1/D2 while the other tanks were dominated by Serratia sp.. Malolactic fermentation
occurred concomitantly with the alcoholic fermentation, except for tanks with low proportions
of lactic acid bacteria where it did not take place. The relationships between microbiome and
flavour dynamics were constructed by the Cytoscape software, which identified interactions
between bacterial and fungal clusters and aromatic compounds. Lactobacillus sp. was positively
correlated with the ethyl lactate, while Oenococcus sp. was positively correlated with twelve
aromatic compounds. Dekkera sp. was also positively correlated to high level of phenol
volatiles and the volatile acidity. This study sets the path for a better understanding of the

interactions between microbial ecosystem and aromatic composition in cider fermentation.

Keywords: Cider; Calvados; Interactions; Aroma; Yeasts; Saccharomyces, Dekkera,

Oenococcus;, Lactobacillus
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Calvados is an apple brandy from Normandy made from apple fermentation that does not
undergo any human intervention. Brandies are mainly produced by the distillation of alcoholic
beverages such as wine, cider or fermented malt. For example, the Cognac wine spirit is
characterised by a high aromatic complexity, combining esters, aldehydes, norisoprenoids, and
terpenes (Awad et al., 2017). Whisky is one of the most popular spirit made by fermentation of
malt and has been widely studied for its aromatic composition (Wisniewska et al., 2015). In
calvados brandy, the aromatic compounds most frequently detected are esters, alcohols and
aldehydes (Guichard et al., 2003). Analysis of volatile organic compounds of four brandies
produced in France (Armagnac, Cognac, Calvados, and Mirabelle) highlighted a specific
aromatic pattern for each of them (Ledauphin er al., 2010). The elaboration of calvados is a
complex process involving different factors including quality of raw material, distillation and
aging processes. Few studies have been performed on the impact of the maturation period on
the chemical composition of cider distillates. The study of Madrera et al., (2008) showed that
the cider maturation leads to an increase of ethyl esters levels and others aromas such as 2-
butanol, 2-propen-1-ol and 4-ethylguaiacol but the indigenous flora was not studied in parallel.
To date, few studies were based on the link between microbial populations and the evolution of
aroma during the fermentation process of cider for distillation and were limited to the study of
few strains or predefined mixture (Coton et al., 2006; Guichard et al., 2019; Li et al., 2020; Xu
et al., 2006). Recent studies based on metagenomics approaches coupled with physical-
chemical and aroma analyses can help decipher the links between aroma and microorganism

activities.

The two main processes involved in cider are the alcoholic and malolactic fermentation leading
to the formation of alcohol, esters, acids and phenolic content (Alvarez-Pérez etal., 2012). A
better knowledge of the temporal evolution of microbial communities during fermentation and
their impact on the evolution of aroma could improve practices of the producers to ensure a
stable quality of end-products. The study of De Roos et al. (2020) and Guichard et al. (2019)
showed that some functional properties were closely correlated with the presence of
Brettanomyces sp. in beer and cider, leading to aromatic and economic repercussions. The
impact of the microbial composition on flavour compounds of rice wine was studied by Ly et
al. (2018) combining high throughput sequencing with aromatic analyses. The presence of
Weissella, Pediococcus, Lactobacillus genera was correlated with most of flavour compounds

detected.
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In chapter 1, we showed that the monitoring of the microbial diversity via high throughput
sequencing combined with physical-chemical analysis led respectively to 40 and 48 bacterial
and fungal genera in cider for distillation that determine a specific microbial ecosystem
composition to producers. Here, we included four new tanks of ciders for distillation to obtain
a more complete study of the microbial composition and correlate them with analyses of the
aromatic compounds of the ten ciders. The objective of this study was to investigate the link
between the microbial composition and the evolution of aromatic compounds of ciders for
distillation from different producers and the impact on the quality of the end-product distillates.
The aim of this approach is to give some guidance on fermentation of cider for distillation to

conduct the aromatic composition of calvados.

2. Material and methods

2.1 Monitoring of the fermentation of ciders

A total of ten tanks from six producers (A, B, C, D, E, F) located in Normandy (France) were
monitored (Table 1). Six tanks (A, B, C1, C2, D1, D2) were sampled weekly from October
2017 to June 2018, and four tanks (C3, E1, E2, F) were sampled weekly from October 2018 to
June 2019. A blending of different apple varieties was used for the elaboration of these ciders.
All fermentations were carried out by the indigenous microflora, without using SO> or
antimicrobial agents. Samples were taken from apples pressing and tank filling (I for
fermentation Initiation) until a maximum of three months after the end of the alcoholic
fermentation process (F). A final sample was collected at the end of the maturation period (M),
corresponding to the time at which producers decided to distilled the ciders. For each sample,
physical-chemical, aroma analyses and high throughput sequencing (16S and ITS1) were

performed.

Table 1. Duration, average outside temperature, volume data and location of cider tanks A, B,

Cl1,C2,DI1,D2,El,E2 and F.

. Temperature Temperature Temperature  Tanks
Fermentation Alcoholic Maturation I F M

Tanks Initiation (I) Fermentation (F) period (M) volume Location
(K9] (9] C) (hL)

A 25/10/2017 8 weeks 11 weeks 13.7 6.3 16.8 7500  Pays d’Auge. Calvados
B 26/10/2017 6 weeks 14 weeks 13.7 6.3 16.8 1300 Pays d’Auge. Orne
C1 23/10/2017 9 weeks 6 weeks 134 7.2 153 60 Cotentin. Manche
C2 08/11/2017 6 weeks 7 weeks 134 7.2 153 60 Cotentin. Manche
C3 19/11/2018 16 weeks 14 weeks 12.57 7.81 11.52 60 Cotentin. Manche
D1 19/10/2017 6 weeks 11 weeks 13.8 7.1 18.2 1200 Sud Manche

D2 09/11/2017 7 weeks 22 weeks 13.8 7.1 18.2 1200 Sud Manche

E1l 05/10/2018 11 weeks 12 weeks 12.91 7.51 7.58 60 Pays d’Auge. Calvados
E2 23/11/2018 12 weeks 6 weeks 12.91 7.51 8.72 57 Pays d’Auge. Calvados
F 16/11/2018 22 weeks 2 weeks 12.89 8.94 9.76 100 Bessin. Calvados
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2.2. Physical-chemical analyses

Analyses of sugars and polyalcohols (fructose, glucose, saccharose, glycerol, and sorbitol) in
ciders were performed by means of high performance liquid chromatography (HPLC Agilent
1100) using quaternary pump equipped with a Phenomenex Luna NH2 column. The column
temperature was set to 28°C and the mobile phase was a mix of acetonitrile/ultra-pure water
(85/15, v/v) at a flow rate of 3 mL.min!. The detection and quantification stages were
performed by refractive index detector. Organics acids (D- and L-Lactic acid and L-malic acid)
were quantified using enzymatic kits (Megazyme). Total and volatile acidity were determined
by acid/base titration with a standard solution of NaOH, after steam distillation for the volatile
acidity (references OIV-MA-AS313-01 and OIV-MA-AS313-02). Nitrogen was quantified
using the Kjeldahl method (reference OIV-MA-AS323-02A).

2.3. Aromatic analyses

A total of 67 volatile compounds of ciders and distillates of the ciders after the maturation (M)
were analysed by three methods (Table Al). The first method was GC-MS after liquid/liquid
extraction of the distilled solutions obtained after laboratory distillation. The second method
was GC-FID with direct injection of ciders. The ciders were added with ethanol absolute to
reach an alcoholic strength of 7% vol. The third method was direct injection on HPLC UV-
DAD. The laboratory distillation was conducted according to the collection of international
method for spirituous beverages (OIV-MA-BS-02) with a test sample of 100 mL. All these
analyses were performed by an accredited laboratory (Labéo) with all standards for the
quantification and identification of volatile compounds. Due to a large number of identified
aromas in cider for distillation, only those with a production above their detection threshold and
organoleptic interest were treated. The statistical analyses carried out on physical-chemical and
aromatic parameters were calculated using the R software (3.5.4). The differences of these
parameters between the cider producers and the variables at F and M were analysed using the
Scheirer—-Ray—Hare test. The metadata collected at I, F and M for each tank were subjected to
principal component analyses (PCA) using the R software (3.5.4). In the same way, the aromatic
data of the distillates of the ciders of all producers at M were subjected to principal component

analyses (PCA) using the R software (3.5.4).

2.3.1. Gas-chromatography mass spectrometry analyses (GC-MS)
The GC-MS analysis was carried out on an HP 6890 GC System (Agilent Technologies)

coupled with a split injector and a mass detector HP 5973. Separation was performed using
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Rxi_XLB capillary column (30 m x 0.25 mm, film thickness 0.25 uM, Restek) and helium as
carrier gas at a constant flow of 1.0 mL/min. The injector was heated at 280°C with a split value
of 20:1. The GC oven was programmed as follow: initial at 40°C for 5 min, raised at 10 °C.min
! to 300 °C maintained 5 min. Mass spectrometer operated in electron ionisation (EI) at 70 eV
with ion source temperature at 280 °C and quadrupole temperature at 150 °C. For quantification
mass spectra were acquired in Selected Ion Monitoring (SIM) mode. Volatile compounds
identification and quantification were carried out using commercial standard. Calibration was
performed after extraction of standard range synthetic solutions containing higher alcohols to

simulate a sample and spiked with each commercial standard.

2.3.2. Gas chromatography-flame-ionization detection (GC-FID)
The GC-FID analysis was carried out on an 7890B GC System (Agilent Technologies) coupled

with a split injector and a flame ionization detector. Separation was performed using
CPWAXS7 CB capillary column (50m x 0.25 mm, 0.20 pm film thickness, Agilent
Technologies) and nitrogen as carrier gas at a constant flow of 1.0 mL/min. The injector was
heated at 220°C with a split value of 25 :1. The GC oven was programmed as follow: initial at
35 °C for 5 min, raised at 3 °C.min"! to 110 °C maintained 2 min then 15°C.min"! to 200 °C
maintained 12 min. Detector was heated at 250 °C. Compounds identification was carried out
using commercial standard retention times. Quantitative determination was performed using

linear calibration curves with internal standard (2-methyl-4-pentanol) added before injection.

2.3.3. Analysis of volatile phenols

The volatiles phenols were quantified by direct injection using Agilent 1100 HPLC system
equipped with UV-DAD. Prior to analysis the samples were filtered through 0,45um PVDF
filter (Millipore) and diluted twice. S0uL were injected into a RAPTOR ARC-18 column (5um,
100 x 3.0mm, Restek) kept at 40°C. The separation was performed by gradient elution using a
mobile phase water/acetonitrile acidified with 0,1% phosphoric acid from 20 % to 90 % of
acidified acetonitrile at the flow rate of 0.4 mL.min"'. The acidified acetonitrile gradient was
programmed as follow: 30% at 4.25 min, 50% at 8.5 min and 90% at 12.75 min maintained
2.25 min. Identification of the compounds were based on the retention time for each peak and
their UV spectra in comparison with those of 4-Ethyl catechol (Alfa Aesar), 4-Ethylphenol, 4-
Ethylguaiacol, 4-Vinylphenol, 4-Vinylgaiacol (Sigma-Aldrich) standards. Quantitative

determination was performed using the calibration curves ranging from 0.05 to 5.00 mg/L.
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2.4. 16S and ITS1 rDNA sequencing and bioinformatics analysis
For each sample, 50 mL of cider were centrifuged at 4700 rpm, 20°C and stored at -80°C before

DNA extraction. Total DNA was extracted from the cider samples and purified using the
NucleoSpin soil kit (Macherey Nagel, France), according to the manufacturer’s instructions.
DNA concentration and quality were determined with 0.8% agarose gel electrophoresis and
quantified using the Picogreen assay (Fisher Scientific, France). The high-throughput
sequencing of the V1-V3 hypervariable region of the bacterial 16S rRNA gene was performed
using Eurofins Genomics on an Illumina MiSeq platform according to the manufacturer’
instructions. Amplicons were generated using a two-step PCR protocol. Briefly, the V1-V3
regions were PCR-amplified using template specific primers (VIV3 -F,
AGAGTTTGATCATGGCTCAG, (Weisburg et al., 1991); VIV3-R,
GTATTACCGCGGCTGCTG, (Leser et al., 2002), containing a universal overhang. The
sequencing primers used for fungal were ITS1-F, GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ;
ITS1-R, GCTGCGTTCTTCATCGATGC, (White et al., 1990). The amplicons were cleaned
up and set up for the PCR index, with specific primers directed to universal overhangs. Final
amplicon libraries were cleaned up, quantified and pooled equimolar. The resulting final library
pool was quantified and sequenced using the v3 chemistry (2x300 bp paired-end reads). Paired-
end reads obtained from MiSeq sequencing were analysed using the Galaxy supported pipeline
named Find Rapidly Operational Taxonomic Units (OTUs) with Galaxy Solution (FROGS)
(Escudié et al., 2018), using the dedicated guidelines for 16S and ITS data. A taxonomic
assignment was performed using Silval32 16S pintail 100 (bacteria, https://www.arb-silva.de)
and ITS_UNITE_Fungi_8.0 (yeasts/molds) (Nilsson et al., 2019). The OTUs tables were used
for bioinformatical analyses. Subsequent analyses and data visualization were then performed
using the R packages Phyloseq (McMurdie et al., 2013), DeSeq2 (Love et al., 2014) and
Ggplot2 (Gémez-Rubio et al., 2017). The distribution of the sampling points (calculated from
the OTU contingency table) was displayed in MDS/PCoA ordination by R software (3.5.4) to
compare global microbial community structures during the fermentation process and between

the producers.

2.5. Microbial and aromas interaction networks
The CoNet application implemented in the Cytoscape software (3.8.1) was used to highlight
correlations between microbial OTUs, physical-chemical and aromatic parameters (Faust et al.,
2012). Correlations were computed using Spearman correlation tests (r > 0.6). Strength of the

correlations were tested by 1,000 bootstrap and the Benjamini Hochberg multi-test correction
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(set at p<0.05). Only 25 bacterial and 32 yeast species were analysed due to limited value
observed in the OTUs table (>10000 total of the sequences observed).

3.1. General features of the High Throughput Sequencing (ITS/V1-V3)

The high-throughput sequencing of the V1-V3 hypervariable region of the bacterial 16S rRNA
gene led to a total of 733,8141 sequences (average length) after filtering. The analysis of the
ten ciders presents a final OTU table containing 141 bacterial OTUs, compared to 196 bacterial
OTUs observed with six tanks. By adding four new tanks, the number of bacterial and yeast
genera analysed was similar to the previous work. The core bacteriome analysis showed a
prevalence of Proteobacteria (58% of the total bacteriome), followed by Firmicutes (41%). The
Proteobacteria were mainly found at the beginning of the fermentation (I), represented by the
Enterobacteriales (42%), the Pseudomonadales (3%), the Sphyngomonadales (6%) and the
Acteobacteriales (3%). Enterobacteriales combine mainly Serratia sp. and Pseudomonadales
unite mostly Pseudomonas sp.. The Sphyngomonadales are represented by Zymomonas sp. and
Acetobacteriales by Acterobacter sp., Gluconobacter sp. and Komatagaeibacter sp.. The
Firmicutes were divided into two genera: Lactobacillus sp. (25%) with two species (L.
collinoides and L. mali) and Oenococcus sp. (16%) and their presence was higher at F and M.
Among LAB, Leuconostoc species represented 0.2% of the total bacteriome in these ciders.
The high-throughput sequencing of the ITS1 hypervariable region came to a total of 1,804,771
sequences (average length) after filtering. The final OTU table contained 98 fungal OTUs. The
global yeasts composition in ciders revealed three main classes, including Saccharomycetes
(99%), Lecanoromycetes (1%). Saccharomycetes was the dominant class comprising
Saccharomyces sp. (69%), Dekkera/Brettanomyces sp. (24%), Hanseniaspora sp. (4%), and
Kregervanrija sp. (0.5%).

3.2. Microbial dynamics in ciders for distillation
A microbial profile comparison was performed by MDS/PCoA according to the fermentation
steps (Figure 1). The fungal and bacterial composition was significantly different at I, F and M
for all tanks. In the MDS, ellipses representing fermentation key points F and M merged.
Microbial compositions of all ten tanks at I, F and M were displayed in Figure 2 and Figure 3.
The fermentation initiation (I) was characterized by the abundance of Pseudomonas, Serratia,

Tatumella and acetic acid bacteria (AAB) such as Gluconobacter and Acetobacter (Figure 2).
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Figure 1. MDS/PCoA representing A) bacterial and B) fungal OTUS distribution according

to fermentation steps.

The R packages DeSeq2 was used to underline significant fold change of fungal or bacterial
taxa between tanks at I, F and M. All differences of microbial proportions between tanks quoted
in this paragraph correspond to fold change > 2 with a pvalue <0.001. At I, the tanks C1, C3
and F were enriched with Serratia sp., while the other tanks were enriched with Pseudomonas
sp.. The yeast composition of the tanks at I was highly diverse. The tanks A, B, D1 and F were
enriched with Hanseniaspora sp., while Saccharomyces sp. dominated the yeast composition
of tanks C1 and D2 (Figure 3). The tanks E1 and E2 were enriched with Metschnikowia sp. and

C2/ C3 tanks were characterized by a higher diversity of unknown yeast genus.
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Figure 2. Phylogenetic taxonomy for bacterial communities showing dynamic changes at the

genus level during cider fermentation of producer tanks A, B, C1, C2, D1, D2, E1, E2 and F.

Microbial composition at step F and M was different between the tanks. The Figure 4C displays
the differences of bacterial composition between tanks according to F and M. The tanks were
grouped according to their bacterial composition found at F and M: A/B/D1/D2, C1/C2/C3/E1,
and E2/F. The first group of tanks combined the A, B, D1 and D2 tanks with a higher abundance
of LAB (Lactobacillus sp., Oenococcus sp.) during F and M than in the other tanks. The second
regroups C1, C2 C3 and E1 tanks and was characterized by a higher presence of Lactobacillus
sp. than in the group of tanks E2/F. A lower proportion of Oenococcus sp. was also observed
in tanks C1, C2 C3 and E1 than in tanks E2/F. This third group combined E2 and F tanks, with
a higher presence of Oenococcus than in the second group but a lower proportion of

Lactobacillus sp. and Serratia sp. was still present during the fermentation in this group.
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Figure 3. Phylogenetic taxonomy for fungal communities showing dynamic changes at the

genus level during cider fermentation of producer tanks A, B, C1, C2, D1, D2, E1, E2 and F.

A highest abundance of Lactobacillus sp. and Oenococcus sp. was found for the tanks A, B, D1

and D2 while tanks C1, C2, C3, E1, E2 and F were still dominated by Serratia sp.. Zymomonas

mobilis was present in the three tanks of the producer C (C1/C2/C3) but not in all other tanks.

Serratia sp. represented respectively 55% and 70% of the global abundance at F for tanks E1

and E2 while the proportion of LAB represented respectively 40% and 23%. A higher

proportion of Lactobacillus sp. was observed in tank E1 than in E2 tank. In contrast, a higher

proportion of Oenococcus sp. was described for the tank E2 compared to tank El. The

maturation (M) displayed a lower abundance of Serratia sp. in all tanks compared to F while

Oenococcus sp., Gluconobacter sp., Acetobacter sp., Komagataeibacter sp., Lactobacillus sp.,

were in higher abundance.
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The Figure 4D displayed the differences of the fungal communities within the ten tanks at F
and M. Three groups of tanks were observed according to their fungal compositions. The first
one combined B, D1 and D2 tanks, which presented an abundance of S. cerevisiae while the
tanks A, C1, C2, C3 and E1 were dominated by S. uvarum. The presence of another cluster of
Saccharomyces genus constitutes the third group for the tank E2. No differences of fungal
composition were found at genus level between the tanks at F. At level species, the tanks B, D1
and D2 were dominated by S. cerevisiae, S. uvarum, Dekkera anomala and Dekkera
bruxellensis while the tanks A, C1, C2, C3 and E2 were dominated by S. uvarum and D.
anomala. The tank E1 was dominated by another cluster of Saccharomyces, S. cariocanus.
Compared to F, the maturation (M) was enriched with Dekkera sp. for all tanks except F tank.
In contrast, a lower abundance of Saccharomyces sp. and Hanseniaspora sp. was found at M

than at F.

3.3. Physical-chemical differences between producers during cider fermentation

The Table 2 presents the physical-chemical parameters of the ten ciders. The density value of
the tank F at I was higher than in the other tanks (1061.70 kg/m?) and the initial sugar contents
exceeded 120 g/L. The pH value of the four tanks newly added in this analysis ranged from 4.1
to 4.3 compared to all 6 others ranging from 3.85 to 4.07. Nitrogen amount was higher for tank
E2 (129 mg/L) than in other tanks (20-67mg/L). The alcohol level at F was of 5.3, 5.4, 6.2%
v/v for tanks D1, A and B respectively, 6.6, 6.8 and 6.8% v/v for the tanks C1, C2, E1 and 7.30,
7.60 and 8.30% v/v in the tanks E2, C3, F tanks. The pH value of the tank E1 increased between
I and F from 4.11 to 4.28 while this value decreased for tanks E2 and F from 4.22 to 3.90 and
4.30 to 4.20 respectively. The nitrogen was totally consumed during the fermentation for the
tanks A, B, C1, C2, C3, D1 and D2 while approximately 20 mg/L remained in tanks E1, E2 and
F. A higher total acidity rate was observed to the tank F (3.70 g/L H>SO4) whereas the volatile
acidity rate was lower for the tanks C3, E2 and F (<0.27g/L H>SO4) than in other tanks. No
more L-malic acid was quantified at F in all tanks except for E2 (1.50 g/L) and F (2.40 g/L)
tanks. The final alcoholic levels at F of tanks E1, C3, E2 and F, were respectively 6.67%, 7.3%,
7.40% and 7.80% (v/v). Glycerol content was higher in tank F (6.01 g/L) than in the other tanks
(3-5g/L). Nitrogen amounts were stable at M compared to F for the tanks El1, E2 and F
(20mg/L). The total acidity reached to 3.46 g/LL H>SO4 at M for the tank E1 while the volatile
acidity was lower for the tanks E2, F and C3 (0.23-0.44 g/LL H>SOys) than in other tanks (more
than 1g/L). Malic acid was still present at M for the tanks E2 and F.
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Table 2. Ciders characteristics of producers A, B, C, D, E and F. All data with significant differences between the first six tanks presented in the
chapter I are in bold.

Density Fructose Glucose Sucrose Sorbitol Total sugar Alcoholic Glycerol pH Nitrogen Total acidity Vo!a?ile L-malic acid L-lactic acid D-Lactic acid
Parameters level content acidity
(kg/m?) (giL) (/L) (g/L) (g/L)  (g/Lsucrose) (%viv) (g/L) (UpH) (mg/lL)  (g/L H2504) (g/L H2S04) (g/L) (g/L) (g/L)
A 1044 57 67.50 21.30 17.90 578 102.26 0.12 <1.0 3.04 46.23 1.35 0.1 231 <0.10 <0.10
B 1047 61 64.00 20.90 26.70 750 107.35 0.14 1.30 3.99 76.77 1.49 0.15 254 <0.10 <0.10
c1 1050.08 7050 21.90 3110 557 118.68 0.08 <10 4.07 4875 146 016 2.55 <0.10 <0.10
c2 1052.38 72.90 19.60 30.20 4.99 118.08 0.03 1.30 3.96 67.81 169 0.04 3.46 <0.10 <0.10
Fermentation c3 1055,22 79.90 18.50 24 90 7.50 118.40 0.10 <10 4.30 55.00 0.88 0.05 170 <0.10 <0.10
initiation (1) D1 1042.03 61.40 17.50 2230 6.43 97.26 0.12 1.10 393 56.04 1.57 0.12 274 <0.10 <0.10
D2 1039.54 61.50 17.60 13.40 539 88.55 0.58 <10 3.85 19.89 163 0.23 2.47 0.18 <0.10
E1 1052.75 85.02 19.44 15.97 6.87 116.10 0.06 <10 411 61.00 2.01 0.06 3.60 <0.10 <0.10
E2 1057 59 69.60 22 40 29.90 13.10 117.30 0.10 <10 422 129.00 151 0.06 2380 <0.10 <0.10
F 1061.70 92 60 2510 16.30 10.10 128.10 0.10 <10 4.30 56.00 107 0.08 2.11 <0.10 <0.10
A 1003.3 12.40 <10 <10 575 11.80 5.41 3.80 3.94 0 2.01 0.64 <0.10 1.29 079
B 999.7 4.10 <10 <10 7.94 3.90 6.21 438 3.00 0 2.29 0.65 <0.10 1.37 139
c1 997 82 <1.0 <1.0 <10 7.37 <1.0 6.80 333 4.04 0 3.15 0.9 <0.10 1.05 0.1
c2 1039.97 67.50 17.90 460 564 85.74 6.80 220 429 0 2.59 1.02 <010 0.15 <0.10
Alcoholic c3 997.12 <10 <1.0 <10 8.80 <10 7.60 350 410 0 268 0.24 <010 0.90 <010
Fermentation
I3 D1 1002.37 10.60 <10 <10 856 10.05 5.27 420 3.93 0 267 1.14 <0.10 171 157
D2 10115 18.60 1.60 <10 360 21.01 no data 1.89 3.99 0 145 0.32 <0.10 1.62 2.07
E1 1001.05 3.64 <1.0 <1.0 8.37 3.45 6.60 3.04 428 15.00 2.77 0.88 <0.10 1.45 0.36
E2 1001.31 250 <10 <10 13.50 2.40 7.30 4.80 3.90 24.00 2.86 0.14 1.50 1.46 0.20
F 1000.33 4.80 <1.0 <10 9.40 460 8.20 570 420 27.00 3.70 0.27 2.40 0.60 0.30
999.78 5.30 <10 <10 6.20 5.00 5.76 3.80 3.94 0 253 1.25 <0.10 1.23 103
B 993 43 1.40 <10 <10 8.13 1.33 6.39 5.00 3.04 0 2.61 123 <0.10 1.57 176
c1 997 .71 <10 <10 <10 7.40 <10 6.81 3.20 4.02 0 3.14 1.28 <0.10 1.02 013
c2 999.78 <1.0 <1.0 <10 5.30 29 6.80 2.40 4.26 0 238 1.09 <0.10 0.14 <0.10
Maturation c3 997 08 <10 <1.0 <10 88 <10 7.30 350 41 0 3.21 0.44 <0.10 0.80 <0.10
(M) D1 1000.77 7.30 <10 <10 12.40 6.93 5.46 460 368 0 28 1.2 <0.10 1.81 184
D2 1003.20 12.50 <10 <10 5.87 11.88 517 3.34 38 0 3.02 1.47 <0.10 1.66 0.56
E1 999 65 <1.0 <10 <10 8.54 <10 6.67 3.86 422 14.00 3.46 15 <0.10 1.37 0.41
E2 1000.58 1.30 <10 <10 13.7 1.20 7.40 4.80 4.00 21.00 2.69 0.23 0.70 1.95 0.20
F 998.82 2.00 <10 <10 10.00 1.90 8.40 6.01 3.80 23.00 3.20 0.27 1.90 0.90 020
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A Kruskall-Wallis test at I, F and M was used to analyse differences between the physical-
chemical parameters between the 3 groups of tanks defined above by their differences in
microbial composition (A/B/D1/D2, C1/C2/C3/E1, and E2/F). pH remains the only factor at I
significantly different between the tanks (p-value<0.05). pH values at I were highest for F and
E2 tanks (4.30 and 4.22 respectively) while the tanks A, B, D1 and D2 had the lowest pH values
ranging from 3.85 to 3.96. During fermentation and maturation, the volatile acidity, the pH
value, the L-malic, D-lactic acid, total sugars contents and the alcohol level were significantly
different between the three groups of tanks. Volatile acidity level was lower for the group of
tanks E2/F (0.14-0.27) g/l H2SO4) than the others (0.44-1.47 g/l H>SO4) and the total acidity
level followed the same trend. The D-lactic content for the group of tanks E2/F (0.20 g/L) and
C1/C2/C3/E1 (0.10-0.44g/L) was lower than in the group of tanks A/B/D1/D2 (0.56-1.76 g/L).
The residual sugars levels at F and M were higher for tanks A/B/D1/D2 (10-20g/L) than for
tanks C1/C2/C3/E1 (<1.0g to 2.9g/L) and tanks E2/F (<2g/L). In consequence, the alcoholic
level was higher for the group of tanks E2/F (7.60-8.20% v/v) than in the tanks A/B/D1/D2 (5-
6% v/v). L-malic acid was only observed in tanks E2 and F (1.50-2.40 g/L) during fermentation
and maturation. However, the rate of the malic acid consumption in tank E2 was faster than in

tank F and the production of L-lactic acid was higher.

A non-parametric analysis was performed to compare physical-chemical parameters between
producers (Table 4). The concentration of glycerol in ciders varies according to producers (p-
value<0.05). Glycerol values found for the three tanks of producer C ranged from 2.40 g/L and
3.50 g/L, while it reached to approximatively 4-6g/L for the other tanks and 3.34g/L for tank
D2. The impact of the maturation (differences between F and M) on the physical-chemical of
ciders was also highlighted by the difference of the volatile acidity content, with higher values

at M compared to F.

3.4. Evolution and differences of the aromatic composition during fermentation
3.4.1 Aromatic composition of ciders for distillation

Table 3 presents the sixteen volatile compounds among the 67 detected that could be used for
statistical analyses. For the others, too many values under the detection threshold prevent it
from using them. The sixteen aromatic compounds and the physical-chemical parameters of

each tanks at I, F and M were displayed by Principal Component Analysis (PCA) (Figure 5).
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Table 3. Aromatic compounds of interest in ciders of producers A, B, C, D, E and F.

Odor description minimum in samples maximum in samples Means
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

Alcohols
Methanol 22,49 204,83 70,88
Butanol-1 Balsamic 2,33 13,79 7,38
Methyl-2-butanol-1 Wine, fruity 2,46 99,38 19,89
Methyl-3-butanol-1 Cognac, banana, fruity 5,54 157,16 63,28
Hexanol-1 Green, pungent 1,84 5.84 3,90
Isobutanol 2,56 37.31 16,20
Phenyl-2-ethanol Floral, rose 1,11 55,64 18,65
Esters
Ethyl acetate Fruity, green, off flavor 4,90 194,76 51,72
Ethyl-2-methylbutyrate Wine, fruity 0,01 0,75 0,17
Ethyl lactate oft-flavor 3,65 120,09 25,81
Ethyl succinate Fruity 0,02 7,61 0,97
Ethyl caproate Fruity 0,01 0,72 0,26
Ethyl palmitate Fruity 0,02 0,64 0,30
Volatils phenols
Ethylcatechol burnt plastic.horse sweat 0,02 64,30 11.14
Ethylphenol burnt plastic.horse sweat 0,02 8,22 1,75
Ethylguaiacol burnt plastic.horse sweat 0,02 1,71 0,41

The two principal components, Dim1 and Dim2, accounted for 61.84% of total variance (52%
and 9.84% respectively). Ethyl-2-methylbutyrate, ethyl lactate and hexanol were displayed on
Dim?2 while the other parameters were displayed on Dim1. Hexanol-1 and butanol-1 were the
only aromas found at I. The butanol-1 values at I ranged from 2 mg/L for tank E1 to 13 mg/L.
for tank C3. The hexanol-1 concentrations varied significantly between tanks (p<0.05). These
values ranged from 2 mg/L for tank E1 to 5 mg/L for tank C3. No significant decrease of the
concentration of these aromas was found in the tanks during F and M. A PCA was displayed
and a non-parametric analysis was performed on aromatic compositions of ciders (Figure 5 and

Table 4).

Seven aroma concentrations varied between producers (hexanol-1, ethyl-2-methylbutyrate,
ethyl lactate, 2-methylbutanol-1, ethylguaiacol, isobutanol, and phenyl-2-ethanol). The tanks
of producers B and D (D1/D2) in this PCA were differently distributed than those of the other
producers according to higher values of hexanol-1 (3.6-5.78 mg/L at F), ethyl-2-methylbutyrate
(0.30-0.70 mg/L at F), and ethyl lactate (56-120 mg/L at F). For the tank F, the concentrations
of 2-methylbutanol-1 were higher (23-41mg/L) than in other tanks (less than 24 mg/L). For
tanks E1, F, A, and D2, ethylguaiacol concentration was higher (ranging between 0.7-1.7mg/L)
than in others tanks (less than 0.3 mg/L). The tanks F and E2 had higher phenyl-2-ethanol
(about 50mg/L) than the other tanks, reaching approximatively 20 mg/L.
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Table 4. Scheirer—Ray—Hare analysis results of physical-chemical and aromatic parameters in 10 tanks distributed at F and M.

*n-value<0.05, **p-value<0.01, ***p-value<0.001

. Alcoholic fermentation (n=10tanks) Maturation (n=10tanks) Fermentation (F between M) Differencesbetween ciders of producer Interaction Fermentation X producer ciders

Aromatic compound Mean concentrations (mg/L) Mean concentrations (mg/L) H-value Probability (>H) H-value Probability (>H) H-value Probability (>H)
2-methylbutanol-1 31.15 23,68 0.0914 0.76237 12.7929 0.0254 0+ 1.2062 0.94428
Isobutanol 23,07 22,65 0.0514 0.82060 144762 0.01285%* 0.1771 0.99934
Ethyl-2-methylbutyrate .22 0.17 0.3657 0.54535 16.9833 0.00453%%* 1.903 0.1996
Ethyl lactate 3193 41,61 0.8229 0.36435 17.1833 0.00416%*+* 0.1890 0.99923
Ethyl caproate 0.46 031 58514 0.01556%* 5.9643 0.30971 1.2843 0.93654
Ethylguaiacol 10,82 22,57 0.816 0.3928 4.065 0.0392* 0.091 0.9913
Phenyl-2-ethanol 2697 27.62 25319 0.70408 193548 0.00006%** 0.1762 0.99935
Hexanoll 3.62 3.80 3.5002 0.51501 16.1958 0.0063 1%* 0.6697 0.99997

Other compound Mean concentrations (g/L) Mean concentrations (g/L) H-value Probability (=H) H-value Probability (=H) H-value Probability (=H)
Glycerol 3,79 3.80 0.0057 0.93974 11.0476 0.0456* 2.2800 0.80920

Acidity Mean concentrations (g/L H2S04) Mean concentrations (g/L H2S04)

Volatile acidity 0,55 1.03 7.8229 0.00516%%* 5.4500 0.36346 0.8271 0.97527
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Figure 5. Principal component analysis of physicochemical parameters of ciders for
distillation (A). The distribution of cider samples was displayed according to (B)

fermentation, (C) tanks.

Differences between F and M on the physical-chemical and aromatic composition of ciders
were highlighted by PCA and by Scheirer—-Ray—Hare analysis (Figure 5 and Table 4). The ethyl
caproate content differed only between F and M. The ethyl caproate values decreased at M

(0.25-0.72 mg/L) compared to F (0.19-0.37 mg/L).
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3.4.2. Aromatic composition of the distillates

After the maturation (M), the ciders were distillate and the aromatical analyses on the calvados
produced were performed. The differences in aromatic composition according to the tanks are
presented in Figure 6. Since distillation results in a concentration of flavours, 45 aromatic
compounds can be studied compared to 16 in ciders for distillation. The two principal
components, Dim1 and Dim2, accounted for 48.80% of total variance (28.46% and 20.34%
respectively). The distillates of these ciders were grouped according to their aromatic
composition, with the tanks A/B/D1/D2, C1/C2/C3/E1 and E2/F. The group of tanks
C1/C2/C3/E1 were distributed according to higher values of aldehydes (ethanal and acetal),
ethyl formate and ethyl acetate. The tank F was differently distributed according to higher
values of ethyl caproate, phenylethyl caprylate, isobutyl acetate, ethyl palmitate, allylic alcohol,
1-octanol, ethyl caprylate, isoamyl caprate, methanol and ethyl propionate. The tank E2 was
characterised by high level of isoamyl laurate and ethyl caproate. The tanks A/B/D1/D2 had the
higher aromatic complexity, mixing higher values of esters (isoamyl laurate, ethyl-3-
hydroxybutyrate, butyl acetate, ethyl butanoate, hexyl acetate, ethyl furoate, ethyl succinate,
ethyl 2-methylbutyrate, ethyl lactate, ethyl isobutyrate), alcohols (propanol-1, butanol-2,
butanol-1, 6-methyl-5-hepten-2-ol, cis-hexenol, hexanol-1, isobutanol), phenol volatiles

(ethylphenol, ethylguaiacol) and acrolein.

3.5. Links between microbial compositions, physical-chemical and aromatic
parameters in ciders for distillation and distillates

Correlation analysis was performed between aromatic compounds of the ciders for distillation
and microbiota composition (Figure 7). Spearman's correlation analysis revealed that the
population of several microorganisms was significantly correlated with volatile compounds and
physical-chemical parameters. Among them, Oenococcus sp. (Cluster-B2) was significantly
positively correlated with several volatile compounds such as ethyl lactate, ethyl acetate, 2-
phenylethanol, methyl-2-butanol-1, ethyl palmitate, ethyl succinate, ethylcatechol,
ethylguaiacol, methyl-3-butanol-1, ethylphenol, isobutanol-1 and ethyl caproate. In addition,
Oenococcus sp. was positively correlated with the presence of Lactobacillus collinoides
(Cluster-B3), Saccharomyces cerevisiae (Cluster-L6) and Dekkera sp. (Cluster-L12 and
Cluster-LL14). In contrast, this bacterium was negatively correlated to L-malic acid and
Hanseniaspora sp. (Cluster L-20). Lactobacillus collinoides (Cluster-B3) was the third most
abundant cluster found in this analysis. This bacterium is positively correlated with only one

aroma, the ethyl lactate. Lactobacillus collinoides is positively correlated to Saccharomyces
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Figure 6. Principal component analysis of A) the 45 aromatic compounds of the microdistillates of ciders of the ten tanks. B)
Distribution of the tanks according to the aromatic complexity. The correspondence of the name of aromatic compounds were
in supplemental data. VI: Ethanal, V2: Ethyl formate, V3: Acrolein, V4: Ethyl acetate, V5: Acetal, V6: Methanol, V7: Ethyl butanoate,
V8: Butanol-2, V9: Propanol-1, V10 :Isobutanol, V11: Isoamyl acetate, V12: Allylique alcohol, V13: Butanol-1, V14: Methyl-2 butanol-1,
V15: Methyl-3 butanol-1, V16: Ethyl lactate, V17: Hexanol-1, VI18: Cis-Hexenol, V19: Ethyl caprylate, V20: Furfural, V21: Ethyl caprate,
V22: Ethyl succinate, V23: Phenylethyl acetate, V24: Ethyl laurate, V25: Phenyl-2 éthanol, V26: Total aldehydes, V27: Isobutanal, V28: 1-
Pentanol, V29: 1-Octen-3-ol, V30: Ethyl-3-hydroxybutyrate, V31: Ethyl-2-hydroxycaproate, V32: Ethyl furoate, V33: 3-pentanol, V34: Ethyl
propionate, V35: Ethyl isobutyrate, V36: Isobutyl acetate, V37: Butyl acetate, V38: Ethyl 2-methylbutyrate, V39: Ethyl isovalerate, V40:
Ethyl valerate, V41: Pentyl acetate, V42: 6-methyl-5-hepten-2-ol, V43: Ethyl caproate, V44: Cis-hexenyl acetate, V45: Hexyl acetate, V46:
1-Octanol, V47: Ethyl heptanoate, V48: Ethyl 3-(methylthio)propionate, V49: Nonanal, V50: 4-vinyl anisol, V51: Ethyl benzoate, V52:
Decanal, V53: 2-phenylethyl acetate, V54: Isoamyl caprylate, V55: Isobutyl caprate, V56: Isoamyl caprate, V57: Phenylethyl caproate, V58:
Ethyl myristate, V59: Isoamyl laurate, V60: Phenylethyl caprylate, V61: Ethyl palmitate, V62: Ethyl stearate, V63: Ethylcatéchol, V64:
Vinylphénol, V65: Vinylguaiacol, V66: Ethylphénol, V67: Ethylguaiacol.

(Cluster-L3, Cluster-L56), Kazachstania (Cluster-L24), Pichia (Cluster-LL35) and Dekkera
species (Cluster-LL12, Cluster-L.14). Dekkera sp. was positively correlated with ethyl lactate,
ethyl acetate, ethyl succinate, ethylcatechol, ethylguaiacol, ethylphenol, isobutanol-1 and ethyl
caproate and the volatile acidity. No interactions between aroma and clusters of Saccharomyces

species were found. In distillates, few interactions between the aroma and the microbial
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composition were observed. Oenococcus oeni was positively correlated to ethyl-2-
methylbutyrate, ethyl lactate and ethyl isobutyrate. The hexyl acetate was also positively
correlated to Kazachstania bulderi, Saccharomyces cerevisiae and Hanseniaspora valbyensis

(data not shown). The ethyl isobutyrate was positively correlated to Hanseniaspora uvarum.
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Figure 7. Network analysis based on the co-occurrence of physical-chemical and aromatic characteristics and
the microbial communities. Relationships between a) Oenococcus oeni (Cluster-B2) b) Lactobacillus collinoides
(Cluster-B3) c¢) Dekkera sp. (Cluster-L12/L.14) d) volatile acidity with the physical-chemical and aromatic
parameters analysed in the ten ciders. 4 connection represents a significant positive correlation (p < 0.05)
according to Spearman’s rank analysis (r > 0.6). The red lines mean positive correlations between microbial
clusters and physico-chemical/aromatic characteristics and the green lines mean positive correlation between
microbial clusters and physico-chemical/aromatic characteristics in cider. Cluster-B2: Oenococcus oeni,
Cluster-B3: Lactobacillus collinoides, Cluster-B4: Lactobacillus mali, Cluster-B7: Zymomonas mobilis, Cluster-
B19: Pseudomonas sp., Cluster-L4: Kregervanrija fluxuum, Cluster-L3/L6/L56: Saccharomyces sp., Cluster—
L13: Unknown fungi, Cluster-L20: Metschnikowia sp., Cluster-L24: Kazachstania sp., Cluster-L35: Pichia sp..
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4.1. Construction of microbial communities in ciders for distillation

Compared to chapter I, four tanks of a second sampling campaign were added for analysis. Two
new producers (tanks E1, E2 and F) and a third tank for producer C were followed, completing
the analysis of ciders for distillation to 10 tanks over two years. Microbial dynamics and
compositions were analysed for the 10 tanks to strengthen the study and to link it to aroma
composition. We also wanted to check the tendencies found in Chapter I and focused on

microbial diversity at I, F and M.

Microbial compositions in the must depend on many parameters, such as the environment or
practices of the producers (choice of apple varieties, blending, harvesting time ...). The impact
of the raw material variety on the conditions of aroma production, physical-chemical and
microbial composition was particularly studied (Al Daccache et al., 2020; Alberti et al., 2016;
Rita et al., 2011; Rosend et al., 2019). The initial concentrations of sugars and amino acids in
the must influence the final product (Al Daccache et al., 2020). The effect of nitrogenous
nutrient levels in must on volatile compounds formation during the alcoholic fermentation has
been widely studied (Bell et al., 2005; Beltran et al., 2007; Lytra et al., 2020; Mendes-Ferreira
et al.; Ugliano et al., 2009). In musts (at I), high proportion of Serratia sp. were found in tanks
C1, C3 and F while a greater bacterial diversity (including Pseudomonas sp.) was observed in
the other tanks. Abundance of Serratia sp in tanks may be linked to a higher pH in C1, C3, and
F tanks compared to other tanks. No groups of tanks emerged from the MDS/PCoA
representation of bacterial and fungal distributions at I. The groups of tanks distinguished at F
and M (A/B/D1/D2, C1/C2/C3/E1 and E2/F) were not found at I leading to the conclusion that
no prediction of the dynamics of the microbial ecosystem can be done from I to F globally but
also at the producer level. For fungal diversity, tanks A, B, D1, D2 and F had higher proportion
of Hanseniaspora sp., while tanks E1 and E2 were dominated by Pichia sp. and tanks C1, C2
and C3 were highly diverse.

On the other end, at F and M, differences of microbial composition in the ten tanks were
represented by three distinct groups of tanks (A/B/D1/D2, C1/C2/C3/E1 and E2/F). For
bacterial communities, the tanks A, B, D1 and D2 were characterized by a majority of LAB
(Oenococcus sp. and Lactobacillus sp.), while tanks E2 and F still had a high proportion of
Serratia sp. (found at I) during the fermentation (step F). The tanks C1, C2 C3 and E1 had a

more diverse profile, with LAB (but mainly Lactobacillus sp.), Serratia sp. and Zymomonas
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mobilis. Zymomonas mobilis was found at F in the three tanks of the producer C at two different
harvests and fermentation times (C1/C2 in 2017 and C3 in 2018). A high pH cannot be the only
factor incriminated for the presence of Zymomonas mobilis or Serratia sp. as in tanks E2 and
F, Zymomonas mobilis was not detected. A high pH value promotes the development of spoilage
and Gram negative bacteria such as Zymomonas mobilis in cider (Swings et al., 1977) and
modulates the microbial dynamics and composition during the fermentation process (Laureys
etal.,2014; Temudo et al., 2008; Ye et al., 2007). In our study, pH dynamics were significantly
different depending on the three groups (Tanks A/B/D1/D2, E2/F and C1/C2/C3/E1). These
differences in pH may explain the differences in Gram-negative bacteria (such as Serratia sp.
and Zymomonas mobilis) and LAB abundances between the tanks (Misery et al., 2021). In this
second analysis with 10 tanks, the tanks E2 and F contradict the above affirmation with high
pH and absence of Zymomonas mobilis, suggesting that other parameters must be taken into
account such as the size of the tanks. For example, differences of microbial composition
between the tanks C1/C2/C3/E1/E2/F with high proportion of Serratia sp. and few LAB can be
linked to the size of the tanks. The capacity of these tanks did not exceed 100hL while the size
of the tanks A/B/D1/D2 was from 1200 to 7500hL. Smaller tanks may be more oxygenated
enabling Gram-negative bacteria to grow better than LAB. As in other studies, we showed here
that the construction of a spontaneous fermentation microbial community depends on raw
material and environment enrichment/contamination during the process (Bokulich et al., 2013;

Quigley et al., 2012).

Studying ten tanks, we confirmed our first observation that malolactic fermentation occurred
(if so) concomitantly with the alcoholic fermentation in ciders for distillation. In 8 out of 10
tanks, malic acid is completely consumed in the first 3-4 weeks of fermentation. The low
consumption rate of malic acid content in tanks E2 and F is in accordance with the low
proportion of LAB in these tanks and malolactic fermentation didn’t occur for the tanks E2/F.
An exception was the tank C3 that had a lower proportion of LAB than the tanks E2 and F
whereas malic acid was totally consumed at F and the residual sugars were totally consumed,
leading to a higher alcohol level. This could be explained by the lower initial malic acid content
of C3 tank (1.70g/L) than in the other tanks (2-3g/L). Even if Oenococcus oeni is the the most
efficient species to perform malolactic fermentation (Bartowsky et al., 2005; Salih et al., 1990;
Sanchez et al., 2012), Lactobacillus sp. must not be underestimated in this process (Cappello
etal.,2017; Lombardi et al., 2020). In wine, the malolactic fermentation occurs more frequently

after the alcoholic fermentation even if this process can take place at early stage of the
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fermentation (Comitini et al., 2005). Contrarily to wine, ciders for distillation result of a
spontaneous fermentation not controlled by producers. Thus, this fermentation represents a
complex ecosystem with numerous interactions, that could explain that the two processes are

done simultaneously in this case.

As for fungal communities, the microbial succession of Hanseniaspora sp., and Pichia sp. by
Saccharomyces sp. and Dekkera sp. from I to F was observed in all tanks. No differences of
fungal composition were found at genus level at F. However, identification of Saccharomyces
clusters led to separate tanks B, D1 and D2 from the others. This study confirms the occurrence
of different Saccharomyces species according to the tanks of producers. Several studies have
shown the differences of contribution of Saccharomyces species to the contribution of aroma
and chemical profiles during the fermentation process (Kanter et al., 2020; Liu et al., 2020).
Compared to the bacterial dynamics, difference of fungal composition was found at F and M.
The analysis of a larger number of tanks confirms that the temporal succession of
Saccharomyces sp. to Dekkera anomalalbruxellensis during the maturation remains a
problematic in cider, due to its ability to produce off-flavours aroma (Colomer et al., 2019;

Guichard et al., 2019; Vigentini et al., 2008).

4.2. Microbial and aroma interactions in ciders for distillation and distillates

The composition of volatiles compounds depends on the practices of the producers, including
the technology, the choice of apple varieties, the ageing and storage conditions (Rosend et al.,
2019). Major aromatic compounds in ciders for distillation are esters (78-92% of total
volatiles), alcohols (6—-16% of total volatiles) and aldehydes. Our study showed that seven
aroma concentrations varied between producers (hexanol-1, ethyl-2-methylbutyrate, ethyl
lactate, 2-methylbutanol-1, ethylguaiacol, isobutanol, and phenyl-2-ethanol). The tanks of the
producers B and D (D1/D2) were differently distributed than those of the other producers,
mainly because of higher values of hexanol-1, ethyl-2-methylbutyrate and ethyl lactate.
Moreover 4-ethylguaiacol and phenyl-2-ethanol contents were different between producers.
Higher levels of volatile compounds were directly linked to a higher amino acid content. The
tank F had higher nitrogen content (129 mg/L) than the other tanks (ranging from 20 to 76
mg/mL) and its concentrations of 2-methylbutanol-1, phenyl-2-ethanol and ethylguaiacol were

also higher than in other tanks.

The ciders of the ten tanks were distilled after alcoholic fermentation (at F) and after maturation

(at M) and their aromatic composition was analysed. Only the concentrations of ethyl caproate
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and the volatile acidity were different between F and M. During maturation (M), the ethyl ester
content decreased while the volatile acidity increased. Few studies have been performed on the
impact of the cider maturation on the chemical composition of cider distillates. Cider maturation
was shown to lead to an increase of ethyl esters and others aromas such as 2-butanol, 2-propen-
1-ol and 4-ethylguaiacol (Madrera et al., 2008) and the final product (calvados) made from the
most matured cider (volatile acidity 1.5 g acetic acid/L) scored better for ‘‘odour quality”. In
our study, the final volatile acidity level ranged from 1.09 g/L to 1.47 g/L for the tanks A, B,
D1, D2, C1, C2 and E1 while the level of volatile acidity of the tanks E2, C3 and F was lower
(0.23-0.44 g/L). Thus, we can suggest that the distillation of these ciders might be of lower
“odour quality”. In addition, these differences can be explained by the specific microbial

composition of these three tanks.

In our study, the aromatic complexity is directly link to the microbial composition. Indeed, the
tanks C1/C2/C3/E1, A/B/D1/D2 and E2/F were grouped according to their aromatic complexity
as they were for their bacterial diversity. The tanks C1/C2/C3/E1 were mainly characterized by
high level of aldehydes (ethanol, acetal). These aroma compounds contribute to the sensory
properties of ciders and can affect aging and color stability for the brandy. An excess of
acetaldehyde (more than 30 mg/L) in cider for distillation imparts an undesirable green-like
aroma (Williams et al., 1974). In contrast, the tanks A/B/D1/D2 present a larger aromatic
complexity, with the identification of ester, alcohols and phenols volatiles. The tanks E2 and F
were distributed differently than the others, each with specific aromas. This study shows a direct

link between the dynamics and microbial composition and the aromatic complexity.

First, results confirm the interactions between Dekkera sp. with the phenol volatiles (4-
ethylguaiacol, ethylphenol and ethylcatechol) and ethyl esters. Many studies were conducted in
order to understand the implication of this yeast on the aroma quality (Buron et al., 2011;
Colomer Serra et al., 2019; Guichard et al., 2019; Sucur et al., 2016). The development of
Dekkera sp. during maturation leads to a disappearance of ethyl esters and an occurrence of
volatile phenols. Indeed, the interactions between Dekkera sp. with the ethyl lactate and ethyl
acetate contents confirms the ability of this yeast to produce these aromas by its esterase activity
(Buron et al., 2011; Guichard et al., 2019). However, no negative correlation between Dekkera
sp. and isoamyl acetate was found (data not shown), as shown by Buron ef al. (2011) and
Guichard et al. (2019). In cider for distillation, volatile phenols production is unintended
because of the ester perception cover-up (Le Quéré et al., 2006). Dekkera sp. was positively

correlated with LAB, especially with Lactobacillus sp. and Oenococcus sp.. Studies have
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shown the ability of the LAB to cope to stressful environment, especially during the maturation
since almost all the carbon sources are used (Bartowsky et al., 2005; G-Alegria et al., 2004).
Thus, studying the interactions between the LAB, Saccharomyces sp. and Dekkera sp. is an
interesting topic in order to better control this microbiota present at maturation in cider.
Secondly, as for fungal composition, the interactions between the hexyl acetate and
Saccharomyces (S. cerevisiae) and non-Saccharomyces clusters (Kazachstania bulderi and
Hanseniaspora valbyensis) are interesting to note. The genus Hanseniaspora was also
correlated to the ethyl isobutyrate content. Many studies were conducted in order to a better
understanding of the implication of non-Saccharomyces species in the aromatic complexity
(Belda et al., 2015; Ciani et al., 2010; Escribano-Viana et al., 2018; Soden et al., 2000; Wei et
al., 2019). H. uvarum was also known to affect the chemical and sensory profiles of wines (Hu
et al., 2018). The implication of non-Saccharomyces yeasts in cider for distillation in calvados

is to be further investigated.

Compared to yeast, few studies deal with the involvement of the LAB on the aromatic quality
of cider for distillation. A study from Maicas et al. (1999) shows the potential of the MLF in a
higher production of total higher alcohols, esters and acids. LAB can also produce higher
alcohols, fatty acids, lactones and sulfur and nitrogen compounds (Swiegers et al., 2005). The
esterase activity and amino acid metabolism of LAB have also been demonstrated in wine
(Moreno-Arribas et al., 2009). Some studies based on wine and beer show that the control of
the malolactic fermentation can lead to a better production of interesting aromas while others
show the implication of the development of LAB in organoleptic disorder (Li et al., 2020; Lytra
et al., 2020; Nsogning Dongmo et al., 2016, 2017; Sauvageot et al., 2000). In our study, the
tanks B, D1 and D2 were dominated at F and M by LAB, and some aromas such as ethyl-2-
methylbutyrate and ethyl lactate were in higher concentrations. The Cytoscape software showed
many interactions between LAB, aromas and physical-chemical parameters, especially with
Oenococcus oeni. Indeed, the Lactobacillus sp. interactions were found with ethyl lactate,
Saccharomyces sp. and Dekkera sp., while the Oenococcus oeni interactions were with ethyl
esters (ethyl lactate, ethyl acetate, ethylcaproate, ethyl palmitate, ethyl succinate), phenol
volatiles (ethylcatechol, ethylphenol, ethylguaiacol) and alcohols (2-phenylethanol, methyl-2-
butanol-1, methyl-3-butanol-1, isobutanol). The study of Nsogning Dongmo et al., (2016)
showed that Lactobacillus strains significantly affect the concentration of ethyl-2-
methylbutyrate even if it does not modulate the global aromatic composition of the product. In

cider for distillation, we showed that this compound is produced at low level and is not
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correlated to Lactobacillus sp.. The implication of Oenococcus sp. in the biochemical changes
during malolactic fermentation was widely studied (Bartowsky et al., 2005). Many studies deal
with Oenococcus sp. metabolic activity and their potential to produce aromas such as lactic
acid, acetic acid, ethyl lactate and acetate esters and as 4-ethylguaiacol and ethylphenol that are
undesirable in cider (Bartowsky et al., 2005; Li et al., 2020). In wine, Ugliano et al. (2006)
showed that the malolactic fermentation by O. oeni strain influences the production of 2-
phenylethanol, as found in our study. The link of ethyl lactate, ethyl acetate and the LAB is of
particular interest here. While these two molecules are undesirable aroma in ciders for
distillation many studies show the implication of the LAB in their production (Li et al., 2020,
2019; Madrera et al., 2008; Mukisa et al., 2017; Tristezza et al., 2016). The work of Mosciano
et al. (1993) on the description of ethyl lactate defined ethyl lactate as sweet, fruity, bringing
notes of pineapple and caramel. This aroma is a desirable marker of the activity of TML in wine
and is known to alteration in organoleptic properties (Kaunzinger et al., 1996). Even if the cider
industry tends to limit the production of this molecule in ciders for distillation, its implications
in the global complexity aromatic and fruitiness, depending on level of perception and

interaction with other aroma, should be further investigated.

Cider for distillation and calvados are complex alcoholic beverages produced by fermentation
of apple must. Our study highlighted the links between physical-chemical, aromatic and
microbial compositions and showed how the spontaneous fermentation was affected by raw
material, practices of the producers (size of tanks, choice of apple varieties) and the
environment. This work also underlined the impact of the microbial ecosystem of musts in the
quality of cider-making, leading to a better understanding of the influence and contribution of
yeast and LAB metabolic activities in aroma composition. Additional work on microbial
interactions between Oenococcus oeni, Lactobacillus sp., Saccharomyces and Dekkera should

be further investigated.
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Table A1. List of aromatic compounds analysed in this study.

Identification
method
LC-uv
LC-UV
LC-uv
LC-uv
LC-UV

Esters Alcohols Aldehydes Phenols volatils
molecule name N°CAS Identification method molecule name N° CAS Identification molecule name N° CAS Identification molecule name N° CAS
method method
Ethyl propionate 105-37-3 GC-MS 6-methyl-5-hepten-2-0l  1569-60-4 GC-MS Nonanal 124-19-6 GC-MS Ethylguaiacol 2785-89-9
Methyl butyrate 623-42-7 GC-MS 4-vinyl anisol 637-69-4 GC-MS Decanal 112-31-2 GC-MS 4-Ethylphenol  123-07-9
Ethyl isobutyrate 97-62-1 GC-MS 1-Octanol 111-87-5 GC-MS Isobutanal 78-84-2 GC-FID 4-Ethylcatechol 1124-39-6
Ethyl 2-methylbutyrate 7452-79-1 GC-MS 3-Pentanol 584-02-1 GC-FID Ethanal 75-07-0 GC-FID Vinylguaiacol 7786-61-0
Ethyl isovalerate 108-64-5 GC-MS 1-Pentanol 71-41-0 GC-FID Acrolein 107-02-8 GC-FID 4-Vinylphenel 2628-17-3
Pentyl acetate 628-63-7 GC-MS 1-Octen-3-ol 3391-86-4 GC-FID Acetal GC-FID
Ethyl caproate 123-66-0 GC-MS Cis-3-hexen-1-ol 928-96-1 GC-FID Methanol 67-56-1 GC-FID
Cis-hexenyl acetate 3681-71-8 GC-MS Butanol-2 78-92-2 GC-FID Furfural 98-01-1 GC-FID
Isoamyl caprylate 2035-99-6 GC-MS Propanol-1 71-23-8 GC-FID
Isoamyl laurate 6309-51-9 GC-MS Isobutanol 78-83-1 GC-FID
Phenylethyl caprylate 5457-70-5 GC-MS Allylic alcohol 107-18-6 GC-FID
Ethyl palmitate 628-97-7 GC-MS Butanol-1 71-36-3 GC-FID
Ethyl stearate 111-61-5 GC-MS Methyl-2-butanol-1 137-32-6 GC-FID
Phenylethyl caproate 6290-37-5 GC-MS Methyl-3-butanol-1 123-51-3 GC-FID
Isobutyl acetate 110-19-0 GC-MS Hexanol-1 203-852-3 GC-FID
Ethyl valerate 539-82-2 GC-MS Phenyl-2-éthanol 60-12-8 GC-FID
Ethyl heptanoate 106-30-9 GC-MS
Ethyl benzoate 93-89-0 GC-MS
Ethyl 3-(methylthio)propicnate 13327-56-5 GC-MS
Butyl acetate 123-86-4 GC-FID
Ethyl-3-hydroxyutyrate 5405-41-4 GC-FID
Ethyl-2-hydroxycaproate 52089-55-1 GC-FID
2-Phenylethyl acetate 103-45-7 GC-FID
Iscamyl caprate 2306-91-4 GC-FID
Isobutyl caprate 30673-38-2 GC-FID
Ethyl acetate 141-78-6 GC-FID
Ethyl butyrate 105-54-4 GC-FID
Hexyl acetate 142-92-7 GC-FID
Ethyl lactate 687-47-8 GC-FID
Isoamyl acetate 123-92-2 GC-FID
Diethyl succinate 123-25-1 GC-FID
Ethyl furoate 614-99-3 GC-FID
Ethyl caprylate 106-32-1 GC-FID
Ethyl caprate 110-38-3 GC-FID
Ethyl laurate 106-33-2 GC-FID
Ethyl myristate 124-06-1 GC-FID
Ethyl formate 109-94-4 GC-FID
Phenylethyl acetate 103-45-7 GC-FID
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Chapitre 111

Comparaison des productions
cidricoles chez les producteurs et en
atelier pilote
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Un des objectifs du projet MoNArC était de comparer 1’évolution de cidres de
distillation a partir du méme moft mais fermenté selon deux conditions différentes : 10 cuves
chez les producteurs et 10 cuves contrdlées a I’ARAC (Association de Recherche Appliquée a
la transformation Cidricoles) dans un plan pilote. Pour cela, 200 litres de mofits de chaque cuve
des dix producteurs ont été collectés au moment du pressage et stockés dans des conditions
contrdlées en laboratoire (ARAC) jusqu’a un minimum de 3 mois apres la fin de la fermentation
alcoolique. Les cuves contrdlées ont été nommées Ab, Bb, C1b, C2b, D1b, D2b, C3b, Elb,
E2b, Fb. Les mémes analyses microbiennes, physico-chimiques et aromatiques ont été

effectuées pendant la fermentation, comme décrites dans les chapitres I et 1.

Aucune différence entre les compositions bactériennes des cuves des producteurs et
celles de ’ARAC n’a été constatée en début de fermentation. Cependant, des différences de
composition levuriennes ont été observées en début de fermentation, suggérant que le transfert
dans une nouvelle cuve a I’ARAC aurait permis une oxygénation du mot. Cette oxygénation
peut expliquer en partie le ralentissement de la fermentation des cuves a I’ARAC en

comparaison des fermentations observées dans les cuves des producteurs.

En fin de fermentation alcoolique, les compositions bactériennes entre les cuves des
producteurs et de celles de ’ARAC ne différent pas. Quant aux levures, la fermentation
alcoolique a eu tendance a effacer les différences de diversité entre les producteurs et les cuves
ARAC observées en début de fermentation par I’implantation de Saccharomyces sp. et Dekkera
sp.. Une proportion plus élevée de Kazachstania sp. a été néanmoins observée pour les cuves
D1b et D2b par rapport aux cuves D1 et D2. De plus, une augmentation de la proportion en
Dekkera sp. pour les cuves Ab, C2b, E1b et Fb. En fin de maturation, une plus grande proportion
en bactéries acétiques (Gluconobacter sp., Acetobacter sp. et Komagateibacter sp.) et en
Dekkera sp. a été constatée pour les cuves de ’ARAC. Lors de cette période, une proportion
en Kregervanrija sp. a été€ observée en plus grande abondance dans toutes les cuves de ’ARAC
par rapport a celles des producteurs. Cette spécificité peut indiquer que ces levures proviennent
de I’environnement de travail a I’ARAC plutét que du modt. La distribution des cuves de
I’ARAC selon leur composition bactérienne est similaire a celle obtenue avec les cuves des
producteurs, sauf pour les cuves E1/E1b et E2/E2b. En effet, une proportion plus élevée en

LAB pour les cuves E1b et E2b que pour les cuves E1 et E2 a été constatée.

Aucune différence physico-chimique entre les cuves des producteurs et celles des

laboratoires n’a été observée. Méme si la composition aromatique parait différente entre les
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deux conditions, la grande variabilité entre les cuves ne nous a pas permis d’établir de liens

entre la composition microbienne et la complexité aromatique des cuves.

Cette étude a permis de confirmer les résultats du chapitre II en confortant nos
découvertes en étudiant le méme motit dans deux conditions de fermentation. Peu de différences
entre la fermentation controlée a I’ARAC et celle chez les producteurs ont été observées. Les
quelques différences soulignées peuvent avoir pour origine 1’oxygénation suite au transfert du
moit ou encore de 1’ensemencement microbien lié a I’environnement de travail a ’ARAC, mais
d’autres travaux doivent étre effectués pour explorer ces deux parameétres. Enfin, la modulation
de la température ou de la taille de la cuve n’a pas suffi a contréler la fermentation spontanée
qui a eu lieu soulignant I’importance de la qualité et du choix du mélange de pommes dans la

production de calvados.
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Comparison of microbial dynamics and distillates at laboratory

and industrial scales

B. MISERY?, P. LEGENDRE®, JC. DECHATRES, JP. SIMON¢, V. BOUCHART®, H.
GUICHARDY, JM. LAPLACE® and M. CRETENET?

2 Normandie Univ, UNICAEN, UNIROUEN, ABTE ,14000 Caen, France

b LABEO Frank Duncombe, 1 Route de Rosel, 14053 Caen Cedex 4, France

¢ Association de Recherche Appliquée a la transformation Cidricoles, Le Robillard 14170
L'Oudon, France

d Institut Francais des Produits Cidricoles (IFPC), Domaine de la Motte 35653 Le Rheu, France

One of the objectives of the MoNArC project was to compare the evolution of ciders for
distillation starting from the same must but fermented at two different scales and conditions:
10 tanks at the producers and 10 tanks controlled by ARAC in their pilot plan. 200L of musts
of each tank from the ten producers were collected at pressing time and stored in controlled
condition in ARAC laboratory until a minimum of 3 months after the end of the alcoholic
fermentation. These tanks were named Ab, Bb, C1b, C2b, D1b, D2b, C3b, E1b, E2b, Fb. The
same microbial, physical-chemical and aromatic analyses during fermentation were performed
as described in the Chapter II. The duration of the fermentation process, the duration of the
maturation period, the volumes of the tanks and the producer location are given in Table 1.
Tanks from ARAC had a higher fermentation rate until the end of alcoholic fermentation

compared to those of producers, except for the tanks E1b and E2b.
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Table 1. Duration, average outside temperature, volume data and location of cider tanks from

producers and in controlled condition.

Fermentation Alcoholic Maturation lemperature I Temperature F Temperature M Tanks volume
Tanks Location
Initiation () Fermentation (F) period (M) °C) ©C) °C) (hL)

A 25/10/2017 8 weeks 11 weeks 13.7 6.3 16.8 7500 Pays d’Auge. Calvados

Ab 25/10/2017 4 weeks 12 weeks 15.0 82 20 2

B 26/10/2017 6 weeks 14 weeks 13.7 6.3 16.8 1300 Pays d’Auge. Ome

Bb 26/10/2017 6 weeks 12 weeks 15.0 6.3 20 2

C1 23/10/2017 9 weeks 6 weeks 13.4 7.2 15.3 60 Cotentin. Manche
Ci1b 23/10/2017 6 weeks 12 weeks 15.0 72 20 2

C2 08/11/2017 6 weeks 7 weeks 13.4 7.2 153 60 Cotentin. Manche
C2b 08/11/2017 7 weeks 21 weeks 15.0 15 20 2

C3 19/11/2018 16 weeks 14 weeks 12.57 7.81 11.52 60 Cotentin. Manche
C3b 19/11/2018 8 weeks 22 weeks 12.57 11.52 14,16 2)

D1 19/10/2017 6 weeks 11 weeks 13.8 7.1 18.2 1200 Sud Manche
D1b 19/10/2017 6 weeks 20 weeks 15.0 8.7 20 2

D2 09/11/2017 7 weeks 22 weeks 13.8 7.1 18.2 1200 Sud Manche
D2b 09/11/2017 6 weeks 21 weeks 15.0 7.1 20 2

E1l 05/10/2018 11 weeks 12 weeks 129 7.51 7.58 60 Pays d’Auge. Calvados
Elb 05/10/2018 30 weeks 2 weeks 12.9 751 16.61

E2 23/11/2018 12 weeks 6 weeks 129 7.51 8.72 57 Pays d’Auge. Calvados
E2b 23/11/2018 16 weeks 12 weeks 12.9 8.72 16.61

F 16/11/2018 22 weeks 2 weeks 129 8.04 976 100 Bessin. Calvados

Fb 16/11/2018 26 weeks 8 weeks 12.9 10.42 15.27 2

Outside temperatures for the controlled tanks were similar to those of the producers at I and F.
The temperature was higher in controlled tanks than from the tanks of producers at M. The
Figure 1 and 2 presents the bacterial and fungal composition of all the 20 tanks (10 from the
producers and 10 from ARAC).

No difference between bacterial compositions of the producers tanks and the ones from ARAC
was found at I (Figure 1). On the other end, fungal communities from the same must were
different between producer and ARAC tanks at I (Figure 2). This result may indicate that, even
if we took all the precautions possible, the transfer of the must from the producer to the ARAC
site was too long between allowing a greater oxygenation. Yeast were more sensitive to these
modifications and therefore, it was only visible at their level. This oxygenation during transfer
can also explained that the duration until fermentations rates until the end of alcoholic
fermentation were superior in ARAC tanks. At F and M, no significant differences were found
in bacterial composition between the condition except for the tanks E1/E1b and D2/D2b. A
lower proportion of Serratia sp. and a higher proportion of Oenococcus sp. were found in tank
E1b than in tank E1. A higher proportion of Oenococcus sp. was observed in tank D2b at F than
in the tank D2 with higher proportion of the acetic acid bacteria at M for the tank D2b. At M,
all ARAC tanks had a higher proportion of acetic acid bacteria (AAB) such as Gluconobacter,
Acetobacter and Komagateibacter sp. compared to their counterpart from the producer. As for

the yeasts, alcoholic fermentation tended to erase the differences of diversity between producers
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and ARAC tanks observed at I with the implantation of Saccharomyces sp. and Dekkera sp..

However, at F, a higher proportion of Kazachstania sp. was observed for the tanks D1b and

D2b compared to D1 and D2 tanks and increase of Dekkera sp. population was observed for

the ARAC tanks Ab, C2b, E1b and Fb, while this proportion remains stable for tanks Bb, D1b,

D2b and E2b. This tendency is reinforced at M with a higher proportion of Dekkera sp. for all

ARAC tanks, except the C1b tank. Interestingly, Kregervanrija sp. was in higher abundance in

all ARAC tanks compared to those from producers. Its specific abundance in all ARAC tanks

may indicate that these yeast came from the ARAC environment rather than the must.
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Figure 1. Phylogenetic taxonomy for bacterial communities showing dynamic changes at the

genus level during cider fermentation of producer tanks (A, B, C1, C2, D1, D2, El, E2 and F)

and the cider fermentation in controlled-temperature conditions (Ab, Bb, C1b, C2b, D1b,

D2b, El1b, E2b and Fb.)
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The distribution of the controlled tanks and the tanks from producers according their microbial
composition was displayed in MDS/PCoA (Figure 3). According to the bacterial composition,
the tanks A/Ab/B/Bb/D1/D1b/D2/D2b/E1b/E2b were differently distributed than tanks
E1/E2/C1/C1b/C2/C2b/C3/C3b/F/Fb. The difference between these two groups was a higher
abundance of lactic acid bacteria (LAB) for the first group and of Enterobacteriaceae (Serratia
sp.) for the second group. The distribution of ARAC tanks according to their bacterial
composition is similar as the one obtained with the producer tanks only, except for the tanks
E1/E1b and E2/E2b. A higher presence of LAB was found for E1b and E2b compared to the
tanks E1 and E2. A higher proportion of the AAB was observed at M for ARAC tanks. As
assumed at I, a higher oxygenation in the smaller tanks of ARAC seemed to encourage the

growth of AAB, even if the global bacterial dynamics between the two conditions were similar.
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Figure 2. Phylogenetic taxonomy for fungal communities showing dynamic changes at the
genus level during cider fermentation of producer tanks (A, B, C1, C2, D1, D2, E1, E2 and F)
and the cider fermentation in controlled-temperature conditions (Ab, Bb, Cl1b, C2b, D1b,
D2b, Elb, E2b and Fb).
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tanks and C) microbial composition according to the two conditions of fermentation.
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The Kruskall-Wallis test was performed in order to establish the differences of physical
chemical composition between the tanks of producers and those in laboratory. As for microbial
communities, no significant difference in aromatic composition and physical-chemical
characteristics of ciders for distillation was observed between the ARAC and producer tanks at
F and M. The distribution of the tanks according to their aroma composition and physical-
chemical characteristics was displayed by PCA and did not show significant differences
between the ARAC and producer tanks (Figure 4). The tanks Ab, Clb, E1b and Fb were
differently distributed than the other tanks. As found in the Chapter II, the tanks A/B/D2 were
differently distributed according to higher values of ethyl lactate and D-lactic acid. However,
the tank D1 was not grouped with these three tanks. No correlation was found between the high
proportion of Dekkera sp. and phenol volatile in tanks Ab, Clb, E1b and Fb. When aromatic
composition of the distillates is compared rather than the one from ciders for distillation, the
tanks of the producers A/B/D producers are grouped with a larger aromatic complexity and
confirm the link with the higher proportion of LAB in these tanks (Figure 5). A difference in
aromatic composition may be distinguished between ARAC and producer tanks but the
variables on the PCA explained only 38% of the variability that made difficult to go further in

this comparison.

The objective of the comparison between ARAC and producer tank was to observe the
differences of microbial, physical-chemical and aromatic composition of ciders for distillation
and distillates. On one hand, the study confirmed the results of chapter II comforting our
findings when studying the same must in two fermentations conditions. On the other hand, few
differences between more controlled conditions at ARAC and the ones at producers could be
highlighted. These differences may have for origin oxygenation and microbial enrichment but
further work needs to be done to explore these two parameters. Finally, the modulation of the
temperature or the size of the tank were not enough to control the spontaneous fermentation
that took place stressing the importance of the quality and choice of apple blend in the

production of calvados.
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characteristics of ciders for distillation. The distribution of cider samples was displayed
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123



Supplemental data: Ciders characteristics of ciders in controlled condition Ab, Bb, C1b, C2b, C3b, D1b, D2b, E1b, E2b and Fb.

Density Fructose Glucose Sucrose  Total sugar Alfohuhc Glycerol pH Nitrogen Total acidity Vol_at_lle L-malic acid L-lactic acid D-Lactic acid
Parameters evel content acidity
(kg/m®) (a/L) (alL) (giL) sug‘:‘s e) (% viv) (giL) (UpH) (mgiL) (g/L H2504) (g/L H2S04) (giL) (giL) (g/L)
Ab 1043.40 68.90 23.70 10.20 98.17 =1.0 0.26 3.95 353 1.51 0.15 227 =01 =01
Bb 1047.57 63.90 20.50 2560 105.78 =1.0 0.15 3.98 77.34 1.47 0.12 259 0.074 =01
Cib 1049.96 68.00 20.70 29.30 113.57 <1.0 <1.0 4.01 53.80 1.43 0.12 242 =01 =01
C2b 1052.40 71.80 19.70 29.80 16.73 1.1 <1.0 3.93 67.53 1.69 0.03 351 =01 =01
Fermentation initiation (1) C3b 1055.22 79.87 18.53 24.94 118.43 <1.0 =1.0 4.28 55.00 0.88 0.05 1.74 =041 =01
D1b 1039.32 58.10 16.60 18.10 89.07 =10 057 3.82 23.26 1.72 0.21 252 021 0.08
D2b 1035.42 57.80 16.90 9.40 80.37 1.1 1.03 38 16.81 1.75 0.27 2.14 0.42 0.14
E1b 1052.58 86.11 21.51 16.25 118.49 <1.0 <1.0 412 61.00 1.95 0.05 3.66 =041 =01
E2b 1068.01 68 85 2160 2868 114.61 <1.0 <10 428 113.00 1.38 0.05 281 <01 <01
Fb 1061.68 91.78 24.99 16.32 127.25 <1.0 <1.0 427 53.00 1.07 0.08 2.00 =01 =01
Ab 99872 210 <10 =10 1.09 460 508 39 841 1.95 043 =01 1.28 1.26
Bb 1004.20 12.51 <10 <1.0 11.88 4.06 567 39 0 249 0.56 =01 1.44 1.58
Cib 1002.72 - - - - - 6.24 41 0 2.56 X =0.1 1.07 0.15
C2b 1031.24 5927 1047 =10 6625 230 270 394 0 245 051 =01 0.40 =01
Alcoholic Fermentation (F) C3b 1046.37 77.64 20.67 713 100.52 1.09 1.61 428 30.00 1.53 0.35 <01 027 0.03
D1b 1006.09 17.24 1.34 <1.0 17.65 425 477 3.90 0 25 0.81 =0.1 1.65 1.48
D2b 1009.98 26 50 250 =10 2755 3.00 428 397 6.16 212 046 =01 1.84 0.59
E1b 1001.47 5.32 <1.0 =1.0 5.05 464 6.64 416 25.00 2.05 0.54 =01 228 0.33
E2b 1001.93 4.51 =1.0 =1.0 428 489 7.26 3.08 22.00 259 0.19 0.48 232 0.27
Fb 998.88 4.27 <10 =10 4.06 4.99 8.38 4.22 31.00 217 0.29 = 0.1 1.77 0.21
Ab 997.10 =1.0 <10 <1.0 <1.0 3.20 6.03 3.83 0 319 1.18 =0.1 1.45 2.02
Bb 998.86 1.80 =1.0 =1.0 1.80 430 6.31 3.86 0 3.38 1.26 =0.1 1.95 221
Cib 998.04 1.10 <10 <1.0 1.04 3.70 687 407 0 268 0.50 <01 124 025
C2b 1004.86 13.20 <10 <1.0 12.60 3.50 6.13 412 0 3.37 1.10 =0.1 0.66 0.40
Maturation (M) C3b 999.58 6.06 =1.0 =1.0 5.76 368 7.26 4.07 32.00 281 0.91 =01 0.77 0.35
D1b 999.17 2.88 <10 <1.0 274 488 546 373 0 3.94 1.65 <01 176 243
D2b 997.16 =1.0 <10 <1.0 <1.0 2.73 5.62 377 0 421 232 =0.1 1.63 1.87
E1b 999.45 <1.0 =1.0 =1.0 =1.0 489 6.93 415 12.00 2.04 0.82 =01 217 0.76
E2b 998 52 =1.0 <1.0 <1.0 <1.0 206 755 382 23.00 385 1.59 =01 264 1.82
Fb 997.08 =1.0 =1.0 =1.0 =1.0 527 8.61 4.08 18.00 2.28 0.42 < 0.1 2.00 0.40
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Chapitre IV

Dégradation du glycérol chez les
souches de Lactobacillus isolées de

cidre de distillation
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A l'issue de la fermentation alcoolique et de la transformation malolactique, les cidres
arborent une flore lactique abondante et diversifiée. Cette flore lactique peut alors métaboliser
les sources de carbone résiduelles, qu'il s'agisse du fructose du glycérol ou de l'acide lactique,
et ainsi étre a l'origine d'altérations dont la piqlire acroléique. La piqlire acroléique demeure
l'une des principales préoccupations de la filiere cidricole. Comprendre et définir les conditions
d'apparition de cette altération constituent donc un enjeu majeur pour les producteurs de cidre.
La production d'acroléine est étroitement liée au métabolisme du glycérol par des LAB
appartenant majoritairement au genre Lactobacillus. Bien que L. collinoides soit décrite comme
la principale bactérie responsable de la dégradation du glycérol dans les cidres, 1’opéron
responsable de cette activité (opéron pdu) est retrouvé avec une forte similarité chez

L. diolivorans et L. brevis.

Une collection de souches de Lactobacillus isolées des cidres de distillation a été
générée. Parmi elles, une grande majorité a été identifiée comme L. collinoides (70 souches sur
72), suivie par une souche de L. brevis et une souche de L. diolivorans. Nous avons pu identifier
deux types d’opéron pdu : 1'un similaire a celui de la souche de L. collinoides de référence
LMG18850 (qualifié de type I), connue pour dégrader le glycérol et le second (qualifié de type
II) associé a la souche de L. collinoides de référence DSM20515", qui ne dégrade pas le
glycérol. Parmi les 70 souches de L. collinoides, 41 souches possédent 1’opéron de type I et 39
le type I1. Toutes les souches possédant I’opéron de type I sont capables de dégrader le glycérol
alors que 31% des souches possédant I’opéron de type II en sont totalement incapables. Ainsi,
3 profils génétiques et métaboliques ont pu étre mis en évidence. Les souches L. diolivorans
UCMA16955 et L. brevis UCMA20661 (opéron de type I) sont également capables de

métaboliser le glycérol.

Les premiers travaux de ce chapitre présentent les liens entre la production d’acroléine
et la présence de L. collinoides lors de la fermentation des dix cidres a distiller analysés (les
mémes que ceux du chapitre II). Un lien se dégage entre la présence de L. collinoides lors de la
fermentation et la production d’acroléine dans les distillats. Cependant, le faible taux
d’acroléine et les différents profils de L. collinoides observés nous amenent a penser que la
présence de cette espece au sein du cidre ne suffit pas a évaluer le risque de piqiire acroléique.
De plus, les quantités en acroléine observées dans certains distillats peuvent étre parfois plus

importantes en fin de fermentation alcoolique qu’en fin de maturation. Ainsi la dégradation du
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glycérol, bien que souvent annoncée en fin de maturation, pourrait avoir lieu plus précocement

dans certaines conditions.

Ces travaux nous ont naturellement amenés a étudier I’impact des parameétres physico-
chimiques sur le métabolisme du glycérol pour les trois profils. Les souches de L. collinoides
UCMA15355 (opéron type 11, capable de dégrader le glycérol), UCMA20075 (opéron type I,
incapable de dégrader le glycérol), L. collinoides UCMA20009, L. diolivorans UCMA16955 et
L. brevis UCMA20661 (type I, dégradant le glycérol) ont été choisies dans la construction d’un
plan expérimental (D-optimal) a 6 facteurs (glucose, fructose, azote, éthanol, acide malique,

pH) et trois niveaux.

Les résultats montrent que la souche L. collinoides UCMA20009 (type I) est capable de
dégrader le glycérol tant dans des conditions favorables (pH élevé, fortes concentrations en
sucre, présence d'azote et d'acide malique, peu d’éthanol), que défavorables (faible
concentration de sucres, fort taux d’éthanol, pH relativement bas). La dégradation du glycérol
par l'enzyme glycérol déshydratase est confirmée par la production de 1,3-propanediol (1,3-
PDL), produit final du métabolisme du glycérol. Pour les souches possédant I’opéron de type
IT, les résultats montrent que ce profil génétique est moins “efficace” quant a la dégradation du
glycérol. Dans toutes les conditions testées, la souche L. collinoides UCMA20075 (type II) est
incapable de métaboliser le glycérol. Cependant, la souche L. collinoides UCMA15355 (type
IT) est malgré tout capable de dégrader le glycérol mais dans des conditions particulieres
réunissant de fortes concentrations en sucres, azote et acide malique, un pH élevé et sans
éthanol. De plus, la consommation en glycérol dans ces uniques conditions ne dépasse pas les

36 % pour cette souche alors qu’elle peut étre compléte chez la souche possédant I’opéron de

type L.

Ce travail montre que la compréhension des mécanismes de production en acroléine
dans les cidres reste une réelle problématique. En effet, ’apparition d’acroléine peut aussi bien
avoir lieu lors de la fermentation alcoolique que lors de la maturation et la grande diversité
génétique et métabolique de L. collinoides pouvant se retrouver dans un méme cidre explique

en partie la difficulté des producteurs a maitriser le risque de piqlire acroléique.
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Genetic and metabolic diversity of the degradation of

glycerol by Lactobacillus species isolated from ciders

B. MISERY?, F. COUSIN? D. HENNEQUIN®, JM. LAPLACE?and M. CRETENET*
4 Normandie Univ, UNICAEN, UNIROUEN, ABTE ,14000 Caen, France
"TUT-UFR Sciences, ERPCB, 14000 Caen, France

This study consisted in a screening of degrading-glycerol and non-degrading glycerol
Lactobacillus strains isolated from ciders for distillation. Their ability to consume the glycerol
was assessed by genetic (screening of the operon pdu, encoding for the glycerol deshydratase)
and metabolic experiences in conditions enhancing the glycerol deshydratase metabolic
pathway. The glycerol deshydratase is responsible for the formation of 3-HPA, a precursor of
acrolein leading to bitterness in calvados. In order to analyse the glycerol metabolism under
cider-like conditions, an experimental design was constructed to analyse the physical-chemical
parameters that can influence L. collinoides strains (concentrations of glucose, fructose, malic
acid, ethanol, pH). The presence of L. collinoides was always associated with a production of
acrolein in ciders. However, not all Lactobacillus strains were able to degrade glycerol. Our
collection of Lactobacillus strains was composed of 70 strains of L. collinoides, 1 L. brevis and
1 L. diolivorans. Three genetic and metabolic profiles were observed: all the strains harbouring
the operon pdu type I were able to degrade the glycerol while 31% of the strains possessing the
operon pdu type Il were unable. pH appears as one of the major physical-chemical parameters
that control the ability of L. collinoides to degrade glycerol doe both pdu type. The monitoring
of acrolein level in ciders for distillation and distillates showed that a high production of
acrolein can be observed both at the end of alcoholic fermentation and maturation. This work
shows that a better monitoring of the Lactobacillus strains harbouring the operon type I would

be necessary to better understand their implication in acrolein spoilage.

Keywords: glycerol metabolism, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus brevis, Lactobacillus

diolivorans, acrolein, nitrogen, ethanol, sugar, pH
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Glycerol is a by-product of alcoholic fermentation in beverages such as wine and cider
that when degraded can be responsible for an unpleasant bitter taste. Lactobacillus sp. convert
glycerol in 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA) that can be further transform in acrolein
spontaneously by thermal dehydratation and spoils the quality of the cider or the calvados
brandy. Several Lactobacillus species such as Lactobacillus brevis, L. (para)collinoides,
L. casei, L. diolivorans, L. hilgardii, L. sicerae and L. suebicus were identified in cider but the
degradation of glycerol is documented to be mainly achieved by L. collinoides (Claisse and
Lonvaud-Funel, 2001; Cousin et al., 2017; Puertas et al., 2014). However, the enzyme
responsible for the formation of 3-HPA, a glycerol dehydratase coenzyme B12-dependent (EC
4.2.1.30), was also described in Lactobacillus brevis and Lactobacillus diolivorans (Claisse et
al., 2001; Garai-Ibabe et al., 2008; Sauvageot et al., 2000; Schiitz et al. 1983). In L. collinoides,
this enzyme 1s encoded by the operon pdu but its diversity within this species remains poorly

known (Sauvageot et al., 2000).

The incidence of fructose, pH and storage temperature on glycerol metabolism has been
studied by Garai-Ibabe et al. (2008). This work supports that L. collinoides cannot grow with
glycerol as sole carbon source and the addition of fructose is necessary to enhance glycerol
degradation. The glycerol was not consumed at low pH (3.3 and 3.6) whereas the temperature
has no impact of this metabolic pathway. At pH 3.6, the 3-HPA can be maintained in the
medium, which can lead to its accumulation and further transformation to acrolein during
distillation. The study of Sauvageot et al. (2000) evaluates the stimulation of the glycerol
metabolism by the presence of glucose in L. collinoides. The results have shown that a specific
ratio glucose/glycerol promotes the production of 3-HPA and therefore, acrolein. In cider, the
distillation step has an influence on the final acrolein content in calvados (Ledauphin et al.,
2006). Legislative constraints limit acrolein content in calvados to 0.15g/hL. However,
Ledauphin et al. (2006) identified that acrolein content ranged between 0.7 and 5.2 mg/l in
samples of “good quality” freshly distilled calvados whereas it was between 7 and 15 pg/l in
samples of cider. Other physical-chemical parameters may also influence glycerol metabolism
such as other sources of carbon (glucose or malic acid). In addition, a high concentration of
nitrogen in cider could also promote the growth of lactic acid bacteria, and therefore the glycerol
metabolism during the fermentation. The alcohol level can also inhibit the growth and the

metabolism of this bacterium.
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In this context, genetic and metabolic diversity of the conversion of glycerol in 3-HPA
were studied using a threefold strategy. First, the genetic diversity of the operon pdu of
Lactobacillus species and a metabolic screening of glycerol-degrading lactobacilli strains in
favourable laboratory conditions (Lactobacillus collinoides, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus diolivorans) were performed. Then, presence of L. collinoides and acrolein were
followed in a field study in tanks of 10 producers of cider for distillation. Finally, an
experimental plan was designed to evaluate the influence of pH value, carbon source (fructose,
glucose, acid malic), ethanol and nitrogen contents on the glycerol metabolism in three strains
of L. collinoides (representing three different genetic and metabolic profiles), one of L. brevis

and one of L. diolivorans.

2.1. Screening of Lactobacillus species

Lactobacillus strains were isolated from ciders using different selective media listed in Table
Al. Lactobacillus species were described by a multiplex PCR for the selection of Lactobacillus
collinoides, L. diolivorans and L. brevis species. Briefly, couple of primers were generated to
target 16S TRNA sequences of Lactobacillus collinoides, L. diolivorans and L. brevis (Table
A2). PCR amplifications were performed in a Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems)
under the following conditions: 3 min at 95 °C for initial denaturation, 35 cycles of 15 s at
95 °C for denaturation, annealing for 15 s at 53 °C, and elongation at 72 °C for 20 s, then a final
extension 5 min at 72 °C. Amplicons were analysed by gel electrophoresis on 2 % agarose gel
for 45 min at 100 V. The molecular size marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder (ThermoFisher
Scientific) was used. The PCR amplification patterns were documented by a gel-doc system. A
collection of 72 strains of Lactobacillus was built, with the addition of the reference strains of
L collinoides (LMG18850, DSM20515"), L. diolivorans DSM144217 and L. brevis
DSM20054" (Tablel). Their ability to degrade the glycerol was evaluated according to
Sauvageot et al., (2000). Briefly, cultures were grown in MRS media (De Man, Rogosa and
Sharpe, Difco) supplemented with 54 mM of glycerol and 16 mM of glucose at pH 6.5 at 30 °C
with 5% COa.
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Table 1. Genetic profiles of the operon pdu in Lactobacillus strains isolated from ciders. Their ability to degrade the glycerol was previously
tested according to Sauvageot et al. (2000). (*: type strain; UCMA: Université de Caen Microbiologie Alimentaire). Strains in grey were used for

the study using an experimental design.

UCMA Identification Operon pdutype I |Glycerol consumption UCMA Identification Operon pdu type I | Glycerol consumption

LMGI18850 Lactobacillus collinoides + + DEM20515T Lactobaciilus collinsides N -
UCMA_14441 Lactobacilius collinoides + +
UCMA_14449 Lactobacilius collinoides + —+ UCMA_14627 Lactobaciilus collinoides + -
UCMA_14462 Lactobacilius collinoides + + UCMA 14628 Lactobaciilus collinoides N )
UCMA_14464 Lactobacilius collinoides —+ + -
UCMA_14465 Lactobacilius collinoides + + UCMA_ 14669 Lactobacillus collincides + -
UCMA_14467 Lactobacilius collinoides + + - - ) .
TUCMA_13468 | Lactobacilius collinoides ¥ ¥ UCMA_15257 | Lacrobacillus collimoides N -
UCMA_14472 Lacrobacillus collinoides + + UCMA_15355 Lactobacillus collinoides + +
UCMA_14474 Lactobacilius collinoides + —+
UCMA 14478 | Lactobacillus collnoides ¥ ¥ UCMA 15366 | Lactobaciilus collinoides - -
UCMA_14479 Lactobacilius collinoides + + UCMA 15429 Lactobacillus collincides + -
UCMA_14480 Lactobacilius collinoides + + —
UCMA_14507 Lactobacillus collinoides + + UCMA_15454 | Laciobacillus collincides - -
UCMA 14508 Lactobacillus collinoides + + UCMA 15569 TLactobaciilus collincides . .
UCMA_14517 Lactobacilius collinoides —+ +
UCMA 14518 Lactobacilius collinoides + + UCMA_15701 Lactobaciilus collinoides + -
UCMA_14355 Lactobacilius collinoides + —+ UCMA 15777 Lactobaciilus collinoides N N
UCMA_14572 Lactobacilius collinoides + + —
UCMA_14748 Lactobacilius collinoides + + UCMA_15966 Lactobacillus collinoides + +
UCMA_14772 Lactobacillus collinoides + + - - . .
UCMA_15364 | Zactobacilius collimoides ¥ 5 UCMA_16035 | Lacrobacillus collmoides N -
UCMA_15531 Lactobacilius collinoides + + UCMA_16155 Lactobactilus collinoides + -
UCMA_15677 Lacrobacillus collinoides + +
UCMA 16983 | Laciobacillus collnoides ¥ ¥ UCMA_16566 | Lactobaciilus collinoides - -
UCMA_10361 Lactobacilius collinoides + + UCMA 16931 Lactebacillus collincides + -
UCMA_15979 Lactobacilius collinoides + —+
TUCMA_16041 Lactobacillus collinoides T T UCMA_1693¢ | Lactobacillus collinoides + +
UCMA_16159 Lactobacillus collinoides + + UCMA 17176 [Lactobacillus collincides - ~
UCMA_19813 Lactobacilius collinoides + + —
UCMA_19814 Lactobacillus collinoides + + UCMA_19074 Lactobaciilus collincides + -
UCMA_19815 Lactobacilius collinoides + + TCMA 19380 Lactobacillus eollinoides N R
UCMA_19816 Lactobacilius collinoides + —+ -
UCMA_19976 Lactobacillus collinoides + + UCMA_19381 Lactobacillus collincides + -
UCMA_19977 Lacrobacillus collinoides + + - . .
UCMA 19978 TLactobacillus collinoides T T UCMA 19979 | ZLactobacillus collinaides N '
UCMA_19336 Lactobacilius collinoides + + UCMA_19400 Lactobactilus collinoides + +
UCMA_20009 Lactobacilius collinoides + + - B} .
TUCMA 20010 | Lactobacillus colloides ¥ ¥ UCMA_20068 | Lactobaciilus collinoides = =
UCMA_20072 Lactebacillus collinoides + + UCMA_20070 Tactebacillus callingides + +
UCMA 20074 Lactobacillus collinoides + +
DSM 2 00547 Tactobacillus bravis T T UCMA_20071 Lactobaciilus collinoides + -
UCMA 20661 Lactobacillus brevis his his UCMA_20073 Lactobacillus collinoides + +
UCMA_16955 Lactobacillus diolivorans + +
DSM_14421" Lactobacillus diolivorans + + UCMA_20075 Lactobaciilus collincides + -
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2.2. PCR screening of glycerol dehydratase gene

Sequences encoding the glycerol dehydratase units (pduC, pduD and pduE) from several
lactobacilli species (L. collinoides | L. paracollinoides | L. hilgardii / L. diolivorans | L. brevis)
were recovered via Blast on the NCBI site (http://www.ncbi.nih.gov). Sequences alignment was
performed by MUSCLE according to the MEGA7 software (Kumar et al., 2016). Specific
primers were deduced and performed on Lactobacillus sp. strains (Table 2). Couple of primers
were generated to target the pduC sequence of the two reference strains
Lactobacillus collinoides LMG18850 and Lactobacillus collinoides DSM20515". All PCR
primers were purchased from Eurofins (France). PCR amplifications were performed in a Veriti
Thermal Cycler (Applied Biosystems) under the following conditions: 3 min at 95 °C for initial
denaturation, 35 cycles of 15 s at 95 °C for denaturation, annealing for 15 s at 53 °C, and
elongation at 72 °C for 20 s, then a final extension Smin at 72 °C. Amplicons were analysed by
gel electrophoresis on 2 % agarose gels for 45 min at 100 V. The molecular size marker
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (ThermoFisher Scientific) was used. The PCR amplification
patterns were documented by a gel-doc system. As expected, a 711 pb fragment was amplified
for the first PCR designed for the pduC gene of L. collinoides LMG18850 and a 321 pb was
amplified for the PCR targetting the pduC of L. collinoides DSM205157T (data not shown). PCR
amplifications of the pduC gene of the strains LMG18850, UCMA20009, UCMA19813,
UCMAZ20072 presented a 711pb fragment and a 321pb fragment for the strains UCMA 20075,
UCMA15355, UCMA16566, UCMAI15777, showing a similarity with L. collinoides
DSM20515". L. brevis UCMA20661 and L. diolivorans UCMA16955 showed a 711pb PCR
amplification fragment like the strains LMGI18850, UCMA20009, UCMA19813,
UCMA20072.

Table 2. List of the primers used in this study.

Primer names Locus Species targeted Sequence (5°;-3%) Amplicon size (bp)
pauC L.collinoides LMG18850 /L. paracollinoides
pduC_F1 (type D DSMI155027/ L.diolivorans DSM144217/ CYGAAACNATTTCHGTTTATGG
L.brevis DSM20054T/ L. panis PMI1T
711pb
A L.collinoides LMG 188507 /L. hilgardii/ L.
pduC_R1 (fn)e D diolivorans DSMI144217/ L paracollinoides ~ ATATCTTGMACCATGTCACG
DSM15502%/L.brevis DSM200547
pduC L
DSM_pduC_F1 (type ) L.collinoides DSM205157 CTGATGTCCATGAGGATATGC
321pb
duC
DSM_pduC_R1 (fyps in L.collinoides DSM205157 TIGTGGAATATCAGTAACTTIC

132



2.3. Acrolein and L. collinoides monitoring in cider for distillation and distillates of ten
producers

The monitoring of the acrolein production was evaluated in the 10 ciders for distillation at the
end of the alcoholic fermentation (F) and the end of maturation (M). The ciders were
subsequently micro-distilled and the acrolein was also analysed. The acrolein quantification
was performed by GC-FID analysis carried out on an 7890B GC System (Agilent Technologies)
coupled with a split injector and a flame ionization detector. The glycerol was analysed by
means of high performance liquid chromatography (HPLC Agilent 1100) using quaternary
pump equipped with a Phenomenex Luna NH2 column. The presence of L. collinoides in the
ten tanks of cider for distillation was evaluated by culture-independent (High throughput

sequencing 16S) and culture- dependant methods as explained in Misery et al. (2021).

2.4. Factors influencing glycerol metabolism in Lactobacillus species

Lactobacillus collinoides UCMA15355, UCMA20009, UCMA20075, L. diolivorans
UCMA16955 and L. brevis UCMA20661 strains were selected for the study using an

experimental design (Table 3).

Table 3. Bacterial strains used in this study (UCMA: Université de Caen Microbiologie
Alimentaire).

Strain name Identification Source Operon pdu type Deggr;(z?:_:]oln of
UCMA15355 Lactobacillus collinoides Cider Ir* +
UCMA20009 Lactobacillus collinocides Cider I* +
UCMA20075 Lactobacillus collinoides Cider IT* -
UCMA16955 Lactobacillus diolivorans Cider I* +
UCMA20661 Lactobacillus brevis Cider I* +

A D-optimal experimental design was performed in order to evaluate the influence of ethanol
(0%, 2.5%, 5% v/v), malic acid (0 mM, 20 mM, 40 mM), sugars (0 mM, 10 mM,100 mM),
nitrogen concentrations (0 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L) and pH values (3.5, 4, 4.5) on the glycerol
metabolism in Lactobacilli (Table 4). The ability to degrade the glycerol was evaluated in 29
different conditions using a common base medium (Meat extract 10 g/L, Yeast extract 5 g/L,
Tween 80 1 g/L, K:HPO4 2 g/L, Sodium acetate 5 g/L., Diammonium citrate 2 g/L., MgSO4 0.2
g/L, MnSO4 0.05 g/L) supplemented with 5 g/L of glycerol. The strains were first cultivated at
30 °C with 5% CO, in MRS medium (De Man, Rogosa and Sharpe, Difco) and used as
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preculture to inoculate the fermentation media at 1%. The strains were then cultivated at 30°C
with 5% CO> during 96 h. The conditions N27, N28 and N29 were replicates media in order to

verify the reproducibility of our experimental design.

For each condition, 2mL of culture were filtered with a 0.22 um filter and store at -20°C. Sugars,
glycerol, 1,3 propanediol and lactic acid were quantified using high performance liquid
chromatography (HPLC Agilent) 1100 using quaternary pump equipped with a Carbomix
column. Samples were diluted at 1/10 with HoSO4 at SmM. The column temperature was set to
40°C and mobile phase was H>SO4 at SmM at a flow rate of 0.6 mL.min"!. Lactic acid, sugars,
glycerol and 1,3 propanediol were detected by a refractometer (Waters). L-malic acid was

quantified using enzymatic kits (Megazyme, Ireland).

The data of the experimental design were analysed using Modde12.0 software (Sartorius Stedim

Data Analytics AB Malmo, Sweden).

3.1. Genetic and metabolic profiles of glycerol metabolism in Lactobacillus isolated
from ciders
A total of 72 Lacobacillus strains were isolated from ciders and tested for their ability to degrade
glycerol (MRS supplemented with 16 mM glucose and 54 mM glycerol at pH 6.5). Among the
70 strains of L. collinoides identified, 41 strains had the pdu operon of type I while 29 had the
pdu operon of type II (Figure 1). All Lactobacillus collinoides with the operon pdu type I were
able to degrade glycerol at pH 6.5. In addition, L. diolivorans UCMA16955 and L. brevis
UCMA20661 isolated from ciders also possess the pdu operon of type I and were also able to
degrade the glycerol at pH 6.5. In contrast, 31% of L. collinoides strains with the operon type
IT were unable to degrade the glycerol at pH 6.5.

3.2. Acrolein content in ciders for distillation and distillates

The Table 4 presents the main physical-chemical features at the beginning of the fermentation
(D), at the end of alcoholic fermentation (F) and the presence of acrolein in the ten ciders for
distillation and in the micro-distillates temperatures at the end of the maturation (M). At the end
of the alcoholic fermentation (at F), the ciders of distillation of the tanks D2 and B had 0.44
mg/L and 0.50 mg/L of acrolein respectively whereas this molecule was not detected in the
other tanks. This presence at F did not necessarily lead to acrolein in the distillates as seen for

producer B.
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Figure 1. Metabolic and genetic profiles of glycerol metabolism in Lactobacillus species.

Lactobacillus sp. g

On the contrary, acrolein was detected in the tank D1 at a concentration of 1.43 mg/L in
distillates while no acrolein was detected in the cider for distillation. No acrolein was detected
in all ciders for distillation at the end of the maturation (at M). However, acrolein was detected
after distillation of the ciders at M. Four distillates contained acrolein (A/B/D1/D2) at
concentrations ranging from 0.44 to 4.13 mg/L, with the two higher values for the tanks A and
B (3.49 and 4.13 mg/L respectively). For all tanks, no “piqlre acroléique” was detected

(<0.15g/L of acrolein) and the distillates was considered as a “good quality” of calvados.

L. collinoides was identified in tanks A, B, D1 and D2. These ciders had an initial pH value
under 4.0 compared to the other tanks whose pH ranged from 4.07 to 4.30. In addition, in these
tanks, L-malic acid, glucose and the nitrogen were totally consumed at F. A lower alcoholic
level (ranging from 5.17 — 6.22 % (v/v)) at F was observed in the tanks A/B/D1/D2 compared
to that of other tanks varying (6.60 to 8.20% (v/v)).

3.3. Influence of physical-chemical parameters on the glycerol metabolism of

Lactobacillus sp.

After a first screening of glycerol-degrading Lactobacillus in laboratory conditions, the ability
Lactobacillus strains to degrade glycerol according to their genetic and metabolic profile was
assessed in environmental conditions closer to that encountered in cider. Lactobacillus
collinoides UCMA15355, UCMA20009, UCMA20075, L. diolivorans UCMA16955 and
L. brevis UCMA20661 strains were selected to study the influence of pH, sugars, malic acid,

ethanol, and nitrogen contents on glycerol metabolism.
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Table 4. Main physical-chemical features, presence of acrolein and L. collinoides in the ten ciders for distillation and microdistillates. ND: non

determined
pH Fructose Glucose L-malic acid Nitrogen Alcohol Glycérol Acrolein L. collinoides *
(g/L) (g/L) (g/L) (mg/L) (% viv) (g/L) (mg/L)
Cider Cider Microdistillate Microdistillate
Tanks I F I F I F I F I F F F atF at M atF at M
A 3.94 3.94 67.50 12.40 21.30 <1.0 2.31 <0.10 46.23 0 541 3.80 <0.20 <0.20 4.13 ND +
B 3.99 3.99 64.00 4.10 20.90 <1.0 2.54 <0.10 76.77 0 6.21 4.38 0.50 <0.20 <0.20 3.49 +
C1 4.07 4.04 70.50 <1.0 21.90 <1.0 2.55 <0.10 48.75 0 6.80 3.33 <0.20 <0.20 <0.20 <0.20 -
c2 3.96 4.29 72.90 67.50 19.60 17.90 346 <0.10 67.81 0 6.80 220 <0.20 <0.20 <0.20 <0.20 -
c3 4.30 4.10 79.90 <1.0 18.50 <1.0 1.70 <0.10 55.00 0 7.60 3.50 <0.20 <0.20 <0.20 <0.20 -
D1 3.93 3.93 61.40 10.60 17.50 <1.0 2.74 <0.10 56.04 0 5.27 4.20 <0.20 <0.20 1.43 0.44 +
D2 3.85 3.99 61.50 18.60 17.60 1.60 247 <0.10 19.89 0 5.17 1.89 0.44 <0.20 1.73 ND +
E1l 4.11 4.28 85.92 3.64 19.44 <1.0 3.60 <0.10 61.00 15.00 6.60 3.94 <0.20 <0.20 <0.20 <0.20 -
E2 422 3.90 69.60 2.50 22.40 <1.0 2.80 1.50 129.00 24.00 7.30 4.80 <0.20 <0.20 <0.20 <0.20 -
F 4.30 4.20 92.60 4.80 25.10 <1.0 2.11 2.40 56.00 27.00 8.20 5.70 <0.20 <0.20 <0.20 <0.20 -

* L. collinoides was evaluated in cider by means of high throughput sequencing and culture-dependant media.
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The Table 5 presents the rate of glycerol consumption and of 1,3 propanediol production in

these five Lactobacillus species.

Firstly, we focused on the glycerol metabolism in Lactobacillus strains possessing the pdu
operon of type I, that, as shown previously, are able to use this compound. The L. collinoides
UCMA20009 and L. diolivorans UCMA16955 strains (operon pdu type I) were the main
glycerol-degrading strains with a rate of glycerol degradation ranging from O to 100%
depending on the physical-chemical conditions. For the strain L. collinoides UCMA20009, only
a low rate of glycerol degradation was observed at conditions N1, N4, N9, N13, N14, N16 N18
and N20, involved in low pH value (3.5). Statistical analysis showed that the pH has a positive
effect on the glycerol metabolism of this strain. Higher pH value strengthens the ability to
degrade glycerol. The production of 1,3 propanediol varied from 0.82 to 4.41 g/L in these

conditions.

L. diolivorans UCMA16955 totally degraded glycerol under conditions N8, N10, N17, N19,
N21, N23, N26 to N29. These conditions were characterised by a pH ranging from 4 to 4.5, a
low alcoholic level and high concentrations of sugars. Glycerol consumption rates ranged from
36% and 80% in the conditions N12, N15, N22, N24, N25, and N29. For this strain, only the
pH value had a positive effect on the glycerol metabolism. The production of 1,3 propanediol
varied from 0.75 to 5.22 g/L. On the contrary, whatever the conditions, glycerol consumption
rates remained low in L. brevis UCMA?20661 strain (operon pdu type 1), except in condition
N19 (pH at 4.5, with 40mM of malic acid and 100mM of fructose and glucose) where it reached
35%. The highest production of 1,3 propanediol was 0.57 g/L.. Compared to the previous results
at pH 6.5, L. brevis did not particularly consume glycerol.

Compared to the L. collinoides UCMA?20009 strain (operon pdu of type I), the glycerol
degradation was less important in the L. collinoides strain possessing the pdu operon of type 1.
We confirmed that the strain UCMA20075 (pdu operon of type II) was unable to degrade
glycerol in all tested conditions (consumption ranged from 0% to 7%). The statistical analyses
showed that a high level of ethanol had a negative impact on the glycerol metabolism in this
strain. In contrast, as expected, the L. collinoides UCMA15355 strain (pdu operon of type II)
was able to degrade the glycerol (rate between 10 to 34 %) in conditions N2, N8, N10, N12,
N14, N23, N24 and N25. 1,3 propanediol was produced but in smaller quantities (0.44-1.32
g/L) compared to the production in L. collinoides UCMA20009 and in L. diolivorans
UCMA16955.
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Table 5. Glycerol degradation and 1,3 propanediol production by Lactobacillus species. N27, N28 and N29 are replicates.

Lactobacillus Lactobaciilus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
collinoides collinoides collinoides diolivorans brevis
UCMA15355 UCMA20009 UCMA20075 UCMA16955 UCMA20661
- 1.3 1.3 1.3 13 1.3
Exp Name pH m‘:‘;::se Azote Ethanol Glucose  Fructose co(n;sll}l'ljle;?ilnn pr.opane.ﬂinl cn(l;jsll}l'lcne;:ilon pr.npane[_lial co(n;sll}l'ljle;-:ilan pr-clpaneFliol cn(li:::'lclje;:il(]n pr.clpanec.liol m(l;’:ﬁ':;-:ilon prf]pane[.linl
(mM) (mg/L) (% v/v) (mMm) (mMm) %) pr o(tigl}iglon %) pr Oél;]c_;mn (%) pr 0((;;{1;10'] %) pr O(ﬂgl/l-l(-f(;loll %) pr o(t;l;{;mn

N1 3.5 40 0 0 0 0 0% 0.00 2% 0.00 3% 0.00 0% 0.00 1% 0.57
N2 4.5 0 0 0 0 0 18% 0.00 27% 0.00 7% 0.00 0% 0.00 0% 0.00
N3 35 0 100 0 0 0 6% 0.00 0% 0.00 0% 0.00 0% 0.00 0% 0.00
N4 35 40 100 5 0 0 0% 0.00 9% 0.00 0% 0.00 0% 0.00 2% 0.00
N5 45 0 100 5 0 0 4% 0.04 17% 0.00 5% 0.00 5% 0.00 0% 0.00
N6 3.5 0 0 0 100 0 0% 0.00 30% 1.03 0% 0.00 0% 0.00 0% 0.00
N7 3.5 40 0 5 100 0 5% 0.00 8% 0.00 0% 0.00 1% 0.00 0% 0.00
N8 4.5 0 0 5 100 0 11% 0.18 97% 3.51 0% 0.00 100% 3.15 0% 0.00
N9 3.5 0 100 5 100 0 0% 0.00 6% 0.00 2% 0.00 0% 0.00 6% 0.00
N10 45 40 100 0 100 0 10% 0.07 94% 4.08 9% 0.00 100% 4.12 0% 0.00
Ni11 35 0 0 5 10 0 8% 0.00 11% 0.00 0% 0.00 4% 0.00 0% 0.00
Niz 4.5 40 0 5 10 0 15% 0.44 85% 1.61 0% 0.00 37% 0.92 0% 0.00
N13 35 0 0 0 0 100 0% 0.00 0% 0.00 5% 0.00 0% 0.00 2% 0.00
Ni4 3.5 40 0 5 0 100 13% 0.00 0% 0.00 0% 0.00 0% 0.00 0% 0.00
N15 4.5 0 0 5 0 100 0% 0.00 100% 441 2% 0.00 71% 4.51 0% 0.00
Ni6 3.5 0 100 5 0 100 3% 0.00 2% 0.00 3% 0.00 5% 0.00 4% 0.00
N17 4.5 40 100 0 0 100 0% 0.00 24% 0.82 1% 0.00 100% 3.39 4% 0.00
N18 3.5 0 0 5 100 100 9% 0.00 4% 0.00 2% 0.00 0% 0.00 0% 0.00
N19 4.5 40 0 0 100 100 1% 0.00 97% 3.26 0% 0.00 100% 4.07 35% 0.00
N20 35 40 100 0 100 100 0% 0.00 15% 0.00 5% 0.00 0% 0.00 0% 0.00
N21 4.5 0 100 0 100 100 0% 0.00 100% 2.98 3% 0.00 100% 3.25 0% 0.00
N22 4.5 40 100 5 100 100 0% 0.00 100% 3.14 0% 0.00 40% 2.08 0% 0.00
N23 4.5 20 50 2.5 10 100 12% 0.64 100% 4.23 3% 0.00 100% 5.22 0% 0.00
N24 4 20 0 2.5 0 10 27% 0.39 84% 1.72 0% 0.00 36% 0.75 2% 0.44
N25 4.5 40 50 5 0 10 34% 1.32 62% 1.59 0% 0.00 42% 1.02 3% 0.22
N26 4 40 100 0 10 10 4% 0.00 63% 1.17 5% 0.00 100% 3.31 3% 0.00
N27 4 20 50 2.5 10 10 0% 0.00 93% 2.14 0% 0.00 100% 3.14 0% 0.00
N28 k! 20 50 2.5 10 10 5% 0.00 82% 1.53 0% 0.00 100% 3.22 4% 0.00
N29 4 20 50 2.5 10 10 0% 0.03 61% 1.36 2% 0.45 80% 2.99 0% 0.00
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High amounts of lactic acid bacteria are usually found in ciders. L. collinoides and
L. diolivorans are the main predominant glycerol-degrading species in spoiled cider and wines,
although L. diolivorans is in lower quantity than L. collinoides (Gorga et al. 2002, Garai-Ibabe
et al., 2008). Moreover, many studies deal with the implication of L. brevis in beer and wine
spoilage and its ability to degrade glycerol (Coton et al., 2010; Feyereisen et al., 2020; Schiitz
et al., 1984). Our strain diversity study confirmed the results of Garai-Ibabe et al. (2008), as
only two strains of L. diolivorans and one of L. brevis were isolated in all the screened ciders
and the three strains were able to degrade glycerol in laboratory conditions. Claisse et al. (2000)
showed that the L. collinoides glycerol pathway functions were similar to that described in
L. brevis and L. reuteri. This is in accordance with our results that showed the same type of
operon pdu in L. brevis than L. collinoides pdu type 1. In L. diolivorans, pdu type I was also
found but not type II. However, we cannot exclude that pdu type 11 did not exist in those two
species due to the the small number of strains isolated. On the contrary, we observed a genetic
diversity within pdu operon in L. collinoides. The first type was similar to that of the reference
strain L. collinoides LMG18850 (type I), known to degrade glycerol and the second one (type
II) is associated with the reference strain L. collinoides DSM205157, unable to degrade
glycerol. The gene pdu type I was more represented in L. collinoides that pdu type 11 but further

investigation is needed to evaluate this proportion.

When analysing metabolic profile, we first tested glycerol degradation in laboratory conditions
using MRS medium supplemented with glycerol at pH 6.5. In this condition, Lactobacillus
diolivorans UCMA16955 and L. brevis UCMA20661 were able to degrade the glycerol and
results showed three metabolic and genetic profiles related to glycerol metabolism in
L. collinoides. An experimental plan was designed and set up to further investigate the ability
to degrade glycerol in conditions closer to the one of ciders for distillation. L. collinoides with
pdu type 1 was always able to degrade glycerol except at pH 3.5 (lower than usual in ciders
closer to 4). Strains possessing the pdu operon of type I could be able to degrade glycerol in a
lesser extent in the conditions tested. Indeed, one hundred per cent of the glycerol was
consumed by L. collinoides (pdu type I) with high concentrations of nitrogen, sugars, malic
acid, a high pH and low alcoholic level (conditions associated to the initiation of the must
fermentation). Moreover L. collinoides UCMA20009 strain was also able to degrade the

glycerol with low level of sugars, nitrogen or malic acid and a high level of ethanol (5% v/v).
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However, this strain was not able to consume the glycerol in the conditions N2, N3, N4, N7,

N9, N13, N14 N16 and N18 that are characterised by a low pH (3.5).

L. collinoides UCMA15355 (pdu type 11, able to degrade the glycerol at pH 6.5) consumed
glycerol only under few conditions, and in a lesser extent than L. collinoides UCMA20009.
Higher pH value (4- 4.5), high amounts of sugars, nitrogen, malic acid content and no ethanol
promoted glycerol degradation for strain the L. collinoides UCMA15355.The strain
L. collinoides UCMA20075 (pdu operon of type II no glycerol degradation at pH 6.5) was
unable to degrade the glycerol whatever the conditions, confirming our results at pH 6.5. In
conclusion, this experimental plan showed that the presence of L. collinoides in ciders is not
sufficient to assess the risk of glycerol degradation, and therefore the risk of acrolein spoilage.
L. collinoides pdu type I was able to degrade glycerol in all tested conditions and therefore,
seemed to be the most problematic profile for the production of 3-HPA, while L. collinoides
pdu type Il was able to degrade in conditions closer to that of the beginning of the fermentation
rather than in the maturation period. In general, high pH value promoted the degradation of
glycerol in the conditions tested. According to Garai-Ibabe et al. (2008), the pH is a strong
parameter influencing 3-HPA accumulation, and therefore a potentially high production of
acrolein in distillates. This is in accordance with our study, showing that a low pH impacts the
glycerol metabolism for both Lactobacillus species harbouring the pdu operon type I and II. On
the other hand, a high pH promotes the glycerol degradation during the elaboration of the ciders
by L. collinoides harbouring the pdu operon type I and a slight stimulation of the glycerol
conversion for some strains possessing the type II, contributing to a higher risk of acrolein
spoilage. In our study, the four main tanks with acrolein exhibited the lowest pH values. The
risk of the acrolein spoilage is often associated with the presence of L. collinoides in cider
(Table 3). Low acrolein concentration was found in ciders for distillation, but micro-distillates
from tanks A/B/D1/D2 contained acrolein at higher level. Our results were within the ranges
quoted/detected in Ledauphin et al. (2006). It is to note that in none of the monitored tanks of
our study an acrolein spoilage was found in our distillates. The link between the threshold
amount of acrolein in ciders and the risk of acrolein spoilage bringing bitterness in calvados
has never been clearly established but the legal limit of this molecule in calvados was to
0.15g/hL.

It was therefore difficult to establish what trigger the acrolein spoilage and further evaluate this
risk. The metabolic study of glycerol degradation in Lactobacillus sp. Shows that glycerol can

be converted in 1,3 propanediol during both fermentation and maturation periods while
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previous works placed it rather during the maturation period (Duefias et al., 2002, Garai-Ibabe
et al., 2008)) Interestingly, both of L. collinoides with the operon pdu type 1 and II were
isolated from the same cider tanks, enhancing the complexity to evaluate the risk of glycerol

degradation by L. collinoides in cider.

One difficulty of our study is that 3-HPA cannot be detected by HPLC limiting the possibility
to correlate degradation of glycerol to the production of acrolein. Only the production of 1,3
propanediol was monitored. In some conditions, a degradation of glycerol was observed but no
1,3 propanediol was quantified, suggesting that the 3-HPA produced was still present in the
media and was not yet converted to 1,3 propanediol. Sugar content and pH influence 3-HPA
accumulation (Garai-Ibabe et al., 2008) so our results on 1,3 propanediol must be carefully used
when evaluating the risk of acrolein spoilage. Furthermore, acrolein is highly volatile and can
react with other molecules (Ledauphin et al., 2006), limiting its concentration in distillates, as
seen in our study for tank at F for the tank D1. Our study gave new results on the genetic and
metabolic diversity of Lactobacillus sp. in glycerol degradation leading to the possibility that
the risk of acrolein spoilage took place during the alcoholic fermentation and the maturation
periods. Further investigation is needed to evaluate the risk of acrolein spoilage in relation to

3-HPA production and accumulation as shown by our laboratory and field studies.

In this work, Lactobacillus strains isolated from ciders for distillation were mainly L.
collinoides, followed by two strains of L. brevis and diolivorans. Their ability to degrade
glycerol under cider-like conditions showed that three genetic and metabolic profiles could be
distinguished. Strains with pdu operon of type I are able to degrade glycerol whatever the
conditions imposed, except in a high acidic condition (pH 3.5). In contrast, L. collinoides strains
belonging to the type II degrade glycerol only under high concentrations of sugars, malic acid
and nitrogen, with low ethanol level and a high pH value. This implies that more accurate
monitoring of strains with type I operon is required to better control the glycerol metabolism

with this profile.
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Table Al. List of media used for the selection of Lactobacillus strains in ciders.

Quantity (2/L)

MRS

Rogosa RogosaSL

Tomato
juice

Raka-Ray
No. 3

MLO PSM

ZPP

Casein peptone. tryptic
digest

Meat extract

Yeast extract

Glucose

Dextrose

Tween 80

K2ZHPO4

Na-acetate

(NH4)2 citrate
MgSO4 x 7TH20
MnSO4 x H20
Ferrous sulphate
Glacial acetic acid
Arabinose
Saccharose

Tomato juice

Orange extract

Malt extract

Liver concentrate
Betaine hydrochloride
Potassium aspartate
N-Acetyl glucosamine
Potassium glutamate
Vancomycin hydrochloride
Penicillin

Pimaricine
Novobiocine
Nystatine

Fructose

Maltose

Cysteine -HCI

Malic acid
Cycloheximide 0.1%
solution

LV SV

3]

0.05

7 mg

10 10

20

17 15

0.575 0.57
0.12 0.12
0.034 0.03
1.32 1.32

7 mg 7 mg

10

7 mg

20

10

0.98
0.42

[ SRR oV
th o tn in

10

7 mg

10 10
10

10 20

LV SV

3]

3.5
0.2 0.2
0.05 0.05

100

0.01

100 pg
50000 U

7 mg

20

0.03
0.1

pH

5.2

5.4 5.4
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Table A2. List of primers used for the identification of Lactobacillus species.

Amplicon size

Primer names Locus Species targeted Sequence (5°;-3") (bp)
Lb.colli 16S F2 ) o GGAGTAATGGTTCACCAAG
Lb.colli 165 R2 165  Lactobacillus collinoides GAATACCGTCAACGTCTGAA 234
Lodiol 165 F1 .~ GATTTTAGGTGCTTGCACTTG 178
Lb.diol 16S Rl ActobActiitls GOTvorars T A AGCGATAGCCGAAGC
Lb.brevis 16S F ) . GCTTCCGTTGAATGACGTG
Lb.brevis 165 R 16S Lactobacillus brevis ATTAGCTTAGCCTCACGAC 1234-1239
23S F . ) TTGTCGGGTAAGTTCCGAC
23S R 238 Bacteria (universal) ) T TTTATCCGTTGAGCGA 300
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Chapitre V

Comparaison génomique de huit souches de
Lactobacillus collinoides isolées du cidre de
distillation et déterminants génétiques du

métabolisme du glycérol.
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Nous présentons ici une analyse comparative de huit génomes de souches de
Lactobacillus collinoides isolées a partir de cidres de distillation. L’étude porte sur la
comparaison des différents métabolismes associés a la fermentation (sucre, azote, etc.), ainsi
que sur la capacité des souches a métaboliser le glycérol et a répondre aux stress
environnementaux qu’impose le cidre de distillation (oxygeéne, métabolites anti-microbiens). A
l'aide d'amorces spécifiques ciblant I’opéron pdu (structure génétique codant pour I'enzyme
glycérol déshydratase responsable du métabolisme du glycérol), deux types d’opéron pdu se
profilent : le premier correspond a 1’opéron pdu de la souche de référence LMG18850 (capable
de dégrader le glycérol et de produire du 3-HPA) et le second associé a la souche de référence
DSM205157, souche incapable de dégrader le glycérol. En fonction de la présence de 1'un ou
l'autre type d’opéron, huit souches de L. collinoides ont alors été choisies (LMG18850,
UCMA15355, UCMA15777, UCMA16566, UCMA19813, UCMA20009, UCMA20072 et
UMCAZ20075) pour analyser leur génome.

Les analyses génomiques montrent une faible variabilité des principales caractéristiques
génomiques entre les souches (%G+C, taille des génomes). De plus, 81 % des genes sont
partagés entre ces souches (core-génome), ce qui reflete une faible variabilité génomique
intraspécifique. Le génome accessoire révele des différences au niveau de 1'opéron pdu et de
genes codant pour des enzymes liées a la transformation malolactique comme la malate
perméase et la fumarate réductase. Les analyses sur les prédictions génétiques pour les voies
métaboliques associées a la fermentation montrent que les souches sont toutes capables de
cataboliser les sucres présents dans la matrice cidre (fructose, glucose et saccharose). La
tolérance potentielle au stress induit par les radicaux superoxyde a ét€ évaluée chez les huit
souches de L. collinoides. Seule la souche L. collinoides UCMA15777 possede le gene codant
pour l'enzyme superoxyde dismutase. Les voies de dégradation et de biosynthese de plus de 20
acides aminés et/ou amines biogenes sont retrouvées chez les huit souches de L. collinoides.
Les voies incomplétes de biosynthese de la cystéine, de I’histidine, de la lysine ou encore de la

tyrosine impliquent que ces acides aminés sont essentiels au développement de ces souches.

Outre I’analyse comparative des génomes, nous avons évalué la diversité génomique
des souches de L. collinoides vis-a-vis de la dégradation du glycérol. La différence majeure
dans I'organisation de ces deux types d'opérons réside dans le type de régulateur transcriptionnel
situé en amont de I’opéron : pour le premier type d’opéron, le régulateur est identifi¢ comme

PocR, alors qu'il s'agit d'un régulateur de la famille des AraC dans le cas du second type
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d'opéron. Pour les autres génes de 1I’opéron pdu (ex : pduCDE), seules les séquences varient, ce

qui est confirmé par le test PCR via les amorces générées.

Cette étude présente 1’environnement génétique de 1’espeéce L. collinoides, les
différences associées au génome accessoire afin de mieux comprendre le métabolisme de cette
bactérie dans le cidre. De plus, la variabilité génétique observée au sein de 1’opéron pdu entre

les souches de L. collinoides suggere des capacités différentes de dégradation du glycérol.
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Comparative genomics of Lactobacillus collinoides strains isolated
from cider reveals different genetic determinants of glycerol

degradation

B. MISERY?, F. COUSIN?, JM. LAPLACE?® and M. CRETENET?
2 Normandie Univ, UNICAEN, UNIROUEN, ABTE ,14000 Caen, France

Lactobacillus collinoides is a bacterium responsible for alteration in ciders. It capacity to
degrade glycerol to 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA) is due to the presence of the operon
pdu, encoding for the enzyme glycerol deshydratase. Eight strains of Lactobacillus collinoides
were sequenced for a comparative genomics analysis. An extensive synteny of the genome
sequences of these eight lactobacilli was found. A total of 2858 orthologues common to the
eight strains were identified, representing 81% of the pan-genome. Differences in accessory
genes between L. collinoides strains were CDS coding for malolactic enzymes, malate
permease, fumarate reductase and the pdu operon. Nitrogen and carbohydrate metabolism were
analysed. This whole genome analysis led to further insight in genetic determinant of glycerol
metabolism in L. collinoides focusing on the diversity of the pdu operon between the eight
strains of L. collinoides and two Lactobacillus (L. diolivorans and L. brevis) was performed.
The analysis of the variable genome shows a diversity of pdu operon between L. collinoides
LMG18850, UCMA20009, UCMA19813, UCMA20072 (affiliated to the operon pdu type I)
and L. collinoides UCMA20075, UCMA15355, UCMA16566, UCMA15777 (affiliated to the
operon pdu type II). The putative transcriptional regulator of the operon pdu type I was
identified as pocR gene, while it was identified as an AraC family transcriptional regulator for

the strains with the operon pdu type 11.

Keywords: Lactobacillus collinoides, comparative genomics, pdu operon, glycerol metabolism
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L. collinoides is a Gram-positive, non-motile, non-sporulant, rod-shaped bacterium commonly
found in naturally found in nutrient-rich habitats, especially fermented beverages (Carr et al.,
1972). This lactic acid bacterium (LAB) is responsible for acrolein spoilage in ciders used for
apple brandy production. L. collinoides strains are morphologically and metabolically diverse,

displaying different colony phenotypes and can metabolize a wide range of carbohydrates.

The presence of this microorganism in spoiled cider and beer during fermentation aroused
interest for the study of L. collinoides metabolism (Arthurs et al., 1999; Funahashi et al., 1998),
particularly its ability to degrade glycerol. Glycerol and ethanol result from sugar metabolism
during alcoholic fermentation by yeasts and are essential for cider quality. Indeed, glycerol
plays an important role on sensory qualities in cider by adding roundness to the cider. Acrolein
spoilage is a consequence of the conversion of glycerol into 3-hydroxypropionaldehyde (3-
HPA), a precursor of acrolein. This conversion leads to bitter tastes in cider and calvados
brandy. The enzyme responsible for the formation of 3-HPA is a glycerol dehydratase
coenzyme Bl12-dependent (EC 4.2.1.30). This enzyme was also described in LAB strains
belonging to the genus Lactobacillus, especially Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus diolivorans and L. collinoides (Claisse et al., 2001; Garai-Ibabe et al., 2008;
Sauvageot et al., 2002; Schiitz et al., 1983). This enzyme has also been described in several
microorganisms such as Klebsiella sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp., Salmonella sp.,
Clostridium sp. (Bobik et al., 1997; Forage and Foster, 1982; Macis et al., 1998; Seyfried et
al., 1996; Toraya et al., 1980). The glycerol/diol dehydratase enzyme of L. collinoides consists
of 3 subunits a, B and y corresponding respectively to the large, medium and small subunits,
encoded by 3 genes (pduCDE) grouped in an operon structure of at least 7 genes (Sauvageot et
al., 2000). To date, the studies carried out on L. collinoides have been mainly based on the
analysis and the identification of the glycerol deshydratase, but genomic comparative remained
to be done to better understand its metabolism. Characterised in 1972 by Carr et al., its genome
was described in 2015 (Sun et al., 2015). To date, few genomes of L. collinoides have been
sequenced in order to analyse intra-specific differences (Puertas et al., 2016; Sun et al., 2015).
Comparative genomics of Lactobacillus genus can lead to the identification of genetic elements
for metabolic control and environmental adaptation (Nethery et al., 2019 ; Eisenbach et al.

2018; Rodrigo-Torres et al., 2019).
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This work presents the comparative genomic analysis of eight genomes of Lactobacillus
collinoides 1solated from ciders. Up-stream work on L. collinoides and the operon pdu diversity
lead us to discriminate two types of operon pdu : the first one (type I) corresponded to the pdu
operon of the reference strain LMG18850 (able to degrade the glycerol) and the second one
(type II) was associated with the reference strain DSM20515" (unable to degrade glycerol).
When their capacity to degrade glycerol was studied, we found that the Lactobacillus strains
with the operon pdu type I were always able to degrade glycerol whereas some strains with
strains with the operon pdu type Il could or could not degrade it. Thus, a focused comparative
analysis on the genomic diversity of L. collinoides of these three genetic and metabolic profiles
was carried out in order to better understand the diversity of genetic elements that trigger the

degradation of glycerol.

2.1. Lactobacillus collinoides strains used in this study

Lactobacillus collinoides used in this study were selected according to their genetic and
metabolic pathway (Table 1). The genetic diversity of the pdu operon was assessed by a PCR
screening of the glycerol deshydratase as described in Chapter IV. The glycerol metabolism of
these strains was assessed following the protocols of Sauvageot et al. (2000). The L. collinoides
strains LMG18850, UCMA19813, UCMA20009, UCMA20072 harbouring the operon pdu
type I and were able to degrade the glycerol. The L. collinoides UCMA15355 and UCMA15777
possess the operon pdu type Il and were also able to degrade glycerol. The L. collinoides strains
UCMA16566 and UCMA?20075 were chosen to their unability to consume glycerol and
harbouring the operon pdu type I1.

2.2. Genome sequencing

Lactobacillus genomic DNAs were extracted and purified from 2 mL stationary phase cultures
by using NucleoSpin® Microbial DNA kit (Macherey Nagel, France) according to the
manufacturer’s instructions. DNA concentration and quality were determined with 0.8 %
agarose gel electrophoresis and quantified by Picogreen assay (Fisher Scientific, France). The
genomes of the strains were sequenced using an Illumina HiSeq 2x150pb sequencing by
Genewiz (France). Libraries were generated using the Nextera XT DNA Library Prep Kit
(Illumina, France) according to the manufacturer’s instructions. De novo genome assembly was

performed for each sample using the de-novo assembler SOAPdenovo2-r241 with k-mer size
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61. The ContEst16S for contamination prokaryotic genomes using 16S RNA gene sequences
was used (Lee et al., 2017). The genomes sequences were imported in the MicroScope platform
for the annotation and exploration of microbial gene functions through genomic, pangenomic

and metabolic comparative analysis (Vallenet et al., 2019).

Table 1. Bacterial strains used in this study (UCMA: Université de Caen Microbiologie

Alimentaire).
Strain name Identification Source Operon pdu type Deg;;iilt.:]oln of
LMG18850 Lactobacillus collinoides Cider I* +
UCMA15355 Lactobacillus collinoides Cider IT* +
UCMAI15777 Lactobacillus collinoides Cider Ir* +
UCMA16566 Lactobacillus collinoides Cider IT* -
UCMA19813 Lactobacillus collinocides Cider I* +
UCMA20009 Lactobacillus collinoides Cider I* +
UCMA20072 Lactobacillus collinoides Cider I* +
UCMA20075 Lactobacillus collinoides Cider IT* -

* Types of operon was determined par PCR screening as explained in materiel and methods. The type I of
operon pdu is affiliated to the operon pdu of LMG18850 (Sauvageot et al., 2000) and the type II of operon

pdu affiliated to the operon pdu of L. collinoides DSM20515".
2.3. Safety assessment

Genomes of L. collinoides were screened with the tools available in the MicroScope platform.
The antibiotic resistance prediction was performed by CARD using MicroScope platform.
Integron clusters prediction were performed using IntegronFinder v1.5.2. CRISPRCasFinder
v4.2.19 was used to predict Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)
arrays (Couvin et al., 2018). BAGEL4 server was used to predict genes coding for bacteriocins
(van Heel er al., 2018). Genome stability was investigated by analysing prophages with
PHASTER server (Arndt et al., 2016) and the presence of plasmids by PlasmidFinder server

and the MicroScope platform.

2.4. Comparative genomic analysis and genome clustering

Comparative genomic analyses were performed on the 8 Lactobacillus collinoides genomes
using MicroScope platform. Contigs<200 pb and runs of N nucleotides longer than 10 pb were
discarded for the importation of the genome sequences in MicroScope platform. The genomic
similarity was estimated using Mash, a software that computes a distance between two

genomes. This distance was correlated to the ANI like: D = 1-ANI. The pangenome, core-
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genome, Clusters of Orthologous Groups (COG), and the metabolic pathway (MicroCyc) were
also investigated with the interface of MicroScope. The statistic distribution of the protein
encoding genes of the selected genome within the COG (Clusters of Orthologous Groups) was
computed using the automatic results obtained with the COGNiITOR software

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). The analysis of pan-genome, core-genome and variable

genome are based on the MicroScope gene families (MICFAM) which are computed with the
SiLiX software (80% aa identity / 80% align. coverage) (Miele et al., 2011)).

2.5. Determination of the diversity of the operon pdu

Sequences encoding the transcriptional regulator of the pdu operon were extracted from
MicroScope platform and were performed by MUSCLE according to the MEGA7 software
(Kumar et al.,, 2016). Lactobacillus diolivorans UCMA16955 and Lactobacillus brevis
UCMAZ20661 were used as reference strains of Lactobacillus species for the analysis of the
type of operon pdu with the 8 L. collinoides. A Neighbor-Joining phylogenetic tree was
displayed (bootstrapped x 1000 replicates).

3.1. General genomic features of Lactobacillus collinoides
3.1.1. Genome Sequence Metrics

The genome length, % G + C molar content, the CDS, rRNA and tRNA genes number for the
8 newly sequenced Lactobacillus collinoides genomes are detailed in Table 2. All the genomes
drafted in this study have more than 100 contigs and a N50 below ranging from 46,4991 to
454,277, reflecting the complexity of the genomes. Indeed, the presences of short reads of
repeat regions and mobile elements affects the de novo assembly of prokaryote genomes
(Schmid et al., 2018). No 16S RNA contamination was found by ContEst software.
Lactobacillus genomes size can range from 2.4 to 3.9 Mbp. Genome sizes of Lactobacillus
collinoides is quite similar among the 8 isolates, with 3.62-3.79 Mbp. The G+C content was
around 46% and does not vary among Lactobacillus collinoides genomes. No integron clusters
was found in all strains of L. collinoides. For L. collinoides, tRNA content varied from 43 to 50
tRNA. A high number and diverse tRNA can maximize the growth rates of bacteria in rich
media by optimizing the kinetic efficiency of translation thus giving an advantage in a stressful

environment such as cider (Emilsson ef al., 1990).
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Table 2. General genome features of the 8 genomes of Lactobacillus collinoides

% Protein

Strains le(n};l:] ](I:;') Com;(i'l;]t)eness Conta(al;] ation N50 (pb) G+C (mol%) Contig nb CDS nb szltllili]t% tRNA genes rRNA genes I];:Ef:::_n
Lactobacillus collinoides LMG18850 3741905 99.375 3.28125 51411 46.01 369 3605 80.84 46 3 0
Lactobacillus collinoides UCMA15355 3796774 99.375 3.28125 86566 45.84 156 3756 82.12 45 2 0
Lactobacillus collinoides UCMA15777 3721923 99.375 3.28125 100771 45.92 171 3790 81.9 47 3 0
Lactobacillus collinoides UCMA16566 3643894 99.375 3.28125 1358359 46.06 88 3407 81.68 50 2 0
Lactobacillus collinoides UCMA19813 3669330 99.375 3.28125 87149 46.07 145 3401 80.68 42 1 0
Lactobacillus collinoides UCMA20009 3701746 99.375 3.28125 87150 46.01 162 3461 80.75 42 2 0
Lactobacillus collinoides UCMA20072 3740409 99.375 3.28125 76112 45.99 169 3718 81.53 47 2 0
Lactobacillus collinoides UCMA20075 3624679 99.375 3.28125 85855 46.06 124 3407 81.56 43 0 0
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3.1.2. Genome Stability

In food application, the analysis of the genomic stability is important to determine a possible
horizontal transfer of pathogenic genes. The investigation of the presence of prophages and
plasmids in L. collinoides is interesting because of their possible involvement in horizontal
genes transfer. Prophage regions were analysed and are listed in Table 3. All L. collinoides
strains investigated enclosed intact regions for at least one phage. Moreover, strains
Lactobacillus ~ collinoides 1LMG18850, UCMAI15355, UCMAI19813, UCMA20009,
UCMA20072, UCMA16566, contained “incomplete” and “questionable” regions. Presence of
prophage in the genomes of L. collinoides highlights the probable mobilization of genetic
factors including pathogenic genes. Prophages are genetic elements are frequently present in
lactic acid bacteria, especially in Lactobacillus species (Chaib et al., 2019; Marc6 et al., 2012;
Rodrigo-Torres et al., 2019; Ventura et al., 2003). The presence of prophage in L. collinoides
strains can be a problem in cider environment and has to be checked with additional works. The
INlumina HiSeq sequencing and the de novo assembly do not allow to determine the presence
of plasmid in all strains. However, plasmids are known to be present in many Lactobacillus
species (Feyereisen et al., 2020; Heiss et al., 2015; Teran et al., 2020). PlasmidFinder could
not find any plasmid sequence, even if the MicroScope platform predicted plasmid initiation
replication protein genes in L. collinoides strains UCMAI15777 (rep28, repA, repB),
UCMA20009, UCMA20075, UCMA20072. The rep gene is involved in plasmid replication
and Lactobacillus plasmids are usually replicated with the rolling-circle method (Jalilsood et

al.,2014).

The immunity against phages or the incorporation of foreign DNA can be achieved with the
presence of CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats/CRISPR-associated) defense systems (Barrangou et al., 2007; Mojica et al., 2009). In
our work, CRISPR genes were found in all genomes except for the genome of Lactobacillus
collinoides UCMAI15777. The research of CRISPR sequences in Lactobacillus
collinoides genomes resulted in 9 to 17 CRISPR regions per genome (data not shown). In all
CRISPR regions, one to five regions had cas genes. For the type of cas genes, these CRISPR
regions are of class 2 type IIC and type IE. These Cas systems provide an adaptive immunity
to the bacteria against the incorporation of invader DNA sequences into their genome (Shmakov

etal.,2015; Westra et al., 2013).
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Table 3. List of predicted prophage regions of eight L. collinoides strains, as shown in Summary tab of PHASTER webserver. Regions are classified into

three categories indicated with colors depending on completeness: intact (green), blue (questionable), and red (incomplete).

Strains

Lactobacillus collinoides LMG18850T

Lactobacillus collinoides UCMA15355

Lactobacillus collinoides UCMA15777

Lactobacillus collinoides UCMA16566

Lactobacillus collineides UCMA19813

Lactobacillus collinoides UCMA20009

Lactobacillus collineides UCMA20072

Lactobacillus collinoides UCMA20075

Region

Region Length

Completeness

Score

Number of total proteins
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Most Common Phage (nimber of hits)

GC%

Intact (score > 90)
Questionable (score 70-90)
Incomplete (score < 70)

Region:The number assigned to the region.

Region Length: The length of the sequence of that
region (in bp).

Completeness:A prediction of whether the region
contains a intact or incomplete prophage based on the
above criteria.

Score:The score of the region based on the above
criteria.

#Total Proteins: The number of ORFs present in the
region.

Region Position:The start and end positions of the
region on the bacterial chromosome.

Most Common Phage:The phage(s) with the highest
number of proteins most similar to those in the region.
GC %:The percentage of GC nucleotides of the
region.



3.1.3. Comparative analysis of orthologous genes within Lactobacillus collinoides:
Pan-genome, core-genome and variable genome
The pan-genome, core-genome, variable genome and strain specific genome are displayed in
Table 4. The Figure 1 presents the pan and core-genome evolution and show that the number
of genomes added (8 genomes) is sufficient to analyse them. Pan-genome analysis of the 8
Lactobacillus collinoides strains resulted in 5003 MICFAM orthologous gene families,
containing a total of 28545 protein-coding genes. Of these clusters, 2858 MICFAM (23228

genes, 81%) are shared by the core genome, reflecting a low intraspecies genomic variability.

Table 4. Number of core, accessory, and strain specific genes in L. collinoides strains.

Organism PanCDS  CoreCDS VarCDS Strain specific CDS  Core CDS (%) Var CDS (%) Strain specific CDS (%)
Lactobacillus collinoides LMG188507 3605 2903 702 186 80.53 19.47 5.16
Lactobacillus collinoides UCMA15355 3756 2894 862 237 71.05 2295 6.31
Lactobacillus collinoides UCMA15777 3790 2912 878 239 76.83 23.17 6.31
Lactobacillus collinoides UCMA16566 3407 2881 526 52 84.56 15.44 153
Lactobacillus collinoides UCMA19813 3401 2901 500 17 85.27 14.74 0.50
Lactobacillus collinoides UCMA20009 3461 2909 552 50 84.05 15.95 145
Lactobacillus collinoides UCMA20072 3718 2937 781 164 78.98 21.02 441
Lactobacillus collinoides UCMA20075 3407 2891 513 172 84.94 15.06 5.05
Total 28545 23228 5314 1117 - -

The variable genome contains 2145 MICFAM (5314 genes, 19 %). The percentage of strain
specific CDS varied between 0.5 % (UCMA19813) to 6.3 % (UCMA15777), composed mainly
by unknown function proteins. Although the core genome was enriched in genes of known
function, 1729 of the 23225 core gene clusters (7.6%) were annotated as “uncharacterised
protein” and “putative protein”. Interestingly, differences in accessory genes coding for
malolactic enzymes, malate permease, fumarate reductase and pdu operon between L.
collinoides strains were found. Thus, different metabolic potential regarding malolactic

fermentation could be observed between the strains. The COG class “unknown function” in the
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Figure 1. Pan-genome and core genome size evolution L. collinoides. Accumulated number of families in
the pan-genome and the core-genome are plotted against the number of added genomes

specific genome strain was overrepresented among unique genes, indicating that significant

effort will be required to unravel the putative functions carried out by the unique genes.

This comparative genomics study suggests a range of phenotypic variability between strains
conferred by the accessory genome and the presence of strain-specific genes (unique) on each
genome. In order to further investigate the functionality and diversity encoded by the core and
accessory genomes, a histogram representing Cluster of Orthologous Group (COG) predictions
for each L. collinoides strains was employed (Figure 2). The genome content of the 8 L.
collinoides strains was classified into function groups. Functional prediction revealed a similar
representation of COG categories within Lactobacillus collinoides strains. 41 % were predicted
to be involved in metabolism functions, 18.8 % for information storage and processing
functions and 14.47 % for cellular processes and signalling functions. More than 20 % of the
genes were assigned to COG groups with unknown function. In general, COG groups were

relatively the same between Lactobacillus collinoides strains, suggesting high similarities.
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3.1.4. Resistance and production of antimicrobials
Antibiotic resistance and antimicrobials production

Analysis of the antibiotic resistance factors by CARD and the production of antimicrobials by
BAGELA4 using contigs or proteins led to the same results: none of the L. collinoides strains
contained antibiotic resistance and antimicrobials production factors. The antimicrobial
activity of L. collinoides linked to the production of 3-hydroxypropionaldehyde (known as
reuterin) against foodborne pathogens was demonstrated in many studies. The antimicrobial
properties of reuterin was demonstrated towards fungal organisms such as Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans, Pichia sp., Kluyveromyces sp., Aspergillus flavus and
Penicillium sp. (Axelsson et al., 2009; Martin et al., 2005; Tanaka et al., 2009). The
antimicrobial properties of reuterin have been exploited in the food industry. Studies on the
control of Listeria monocytogenes and Escherichia coli O157:H7 by the use of reuterin were
conducted on meat and dairy products (El-Ziney et al., 1998). Asare et al. (2020) also showed

the bactericidal effect of reuterin against Campylobacter in chicken meat samples.

Superoxide radicals degradation / oxygen tolerance

Lactobacillus collinoides is known for its capacity to deal with stressful conditions in cider and
studies have shown its tolerance to stress such as heat, acid and ethanol treatments (De Angelis
et al., 2004; Laplace et al., 1999). Oxidative stress refers to the production of reactive oxygen
species (ROS) leading to harmful effects on the fitness of LAB. The potential of stress tolerance
of L. collinoides to superoxide radicals was evaluated within the eight L. collinoides strains
through their genomes analysis. Only L. collinoides UCMAI15777 genome contained a
superoxide dismutase gene (EC: 1.15.1.1). Lactobacillus sp. are aero-tolerant micro-organism
and present different mechanisms for oxygen conversion but their ability to cope with oxidative
stress varies among the Lactobacillus collinoides strains (De Angelis et al., 2004). It is widely
known that the shift from anaerobic growth to respiratory conditions offers physiological
advantages and affects the pattern of metabolite production in several Lactobacillus species.

The enzymatic activity of the superoxide dismutase has to be tested for the strain UCMA15777.
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Figure 2. Cluster of Orthologous Groups (COGQG) classification of L. collinoides. Histograms represent COG predictions for each
of the following 8 L. collinoides isolates: L. collinoides LMG18850, L. collinoides UCMAI15355, L. collinoides UCMAI15777, L.
collinoides UCMA16566, L. collinoides UCMA19813, L. collinoides UCMA20009, L. collinoides UCMA20072, L. collinoides
UCMA20075.
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3.2. Catabolism of carbon sources present in cider

Catabolism of fructose, glucose, sucrose, sorbitol
During the fermentation of ciders, sugars (glucose, fructose, sucrose) are consumed by LAB
and yeasts. At the end of the fermentation, some fructose is still present. Since the degradation
of glycerol is favoured by a low sugar environment, it is interesting to follow the genes involved
in these carbohydrates metabolism. For fructose metabolism, fructokinase gene was predicted
in all Lactobacillus collinoides strains whereas the glucose degradation pathway remains
incomplete for all strains. The glucokinase (EC:2.7.1.2), gluconolactonase (EC:3.1.1.17),
glucose-1-phosphatase (EC:3.1.3.10), phosphoglucomutase (EC:5.4.2.2) were predicted in all
strains but the quinoprotein glucose dehydrogenase (EC:1.1.5.2) was not found. The sucrose
glucohydrolase (EC:3.2.1.10) was also predicted in all strains. For the other sugars, the
comparative analysis of metabolic pathways by MicroCyc is presented in Table 5. The genomes
of the eight Lactobacillus collinoides show similarities of metabolic pathways for the utilization
of (1,4)-B-xylan, cellulose, chitobiose, galactose, L- arabinose, lactose, maltose, melibiose,
ribose, trehalose and xylose. Complete pathways for the degradation of galactose, L-arabinose,
lactose, maltose, melibiose, ribose, threalose and xylose were observed for all strains of L.
collinoides, suggesting a high range of sugar metabolism and a high advantage in diverse
habitat. In contrast, the pathway for the degradation of (1,4)-B-xylan and cellulose remains
incomplete. These results show the high potential of the degradation of carbohydrate by L.
collinoides but the utilization of these sugars remains to be tested. The genomes of the eight
Lactobacillus collinoides show differences of metabolic pathways for the L-arabinan
degradation and the pathway IV of the degradation of trehalose. The L-arabinan degradation
was incomplete, with only the a-N-arabinofuranosidase (EC:3.2.1.55) identified in L.
collinoides UCMA 15355, UCMA16566. However, only 50 % of this pathway were observed
suggesting that the strains of L. collinoides could not use L-arabinan for their development. The
genomes of 3 of the 8 Lactobacillus collinoides strains encode the 3 enzymes of the pathway
IV for trehalose degradation. The a,a-trehalose phosphorylase (EC:2.4.1.64) was not identified
within L. collinoides LMG18850, UCMA19813, UCMA20009, UCMA20072, UCMA20075.
The lactose, maltose, xylose, melibiose or galactose degradation pathways were complete,
suggesting a high range of sugar metabolism and a high advantage in various habitats. In
addition, carbohydrate transport and metabolism related genes were similar between the strains
and represent about 8-9 % of the total of the genome but no specific genes were encountered as

exclusive for one of the strains of L. collinoides.
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Table 5. MicroCyc pathways of carbohydrates degradation in L. collinoides. The pathway completions were displayed in red (complete
pathway) and orange (incomplete pathway).

0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13
0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50

(1.4)-B-xylan degradation

cellulose degradationI (cellulosome)

chitobiose degradation

galactose degradationI (Leloir pathway)

glucose and glucose-1-phosphate degradation 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60

0 0.50 0 0.50 0 0 0 0

L-arabinan degradation

L-arabinose degradation I

lactose degradation ITI

maltose degradation

melibiose degradation

ribose degradation
trehalose degradation ITI
trehalose degradation IV
xylose degradation I
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—
-1

xvlose degradation IV
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Nitrogen metabolism: amino acid degradation and biosynthesis

Nitrogen plays an important role in the biosynthesis of proteins, including enzymes, and is an
essential component of bacterial growth and development. Nitrogen is often a limiting source
in musts and therefore plays a key role in fermentation kinetics. Among the amino acids, five
of them (asparagine, glutamine, aspartic acid, glutamic acid and serine) represent 86 to 95% of
the total amino acids of the must. In addition, amino acids are precursors of aromatic
compounds in cider. The influence of nitrogen compounds in fermented products on the
production of aromas was widely studied (Gamero et al., 2013; Lytra et al., 2020; Madrera et

al., 2008).

The amino acid degradation pathways are displayed in Table 6. The complete pathways
degradation of arginine, asparagine, aspartate, citrulline, serine, cysteine, threonine, glutamine
and glutamate were identified in all strains of Lactobacillus collinoides but no identification
was found for aspartic acid degradation pathway. These results suggest that the utilization of
these amino acids can promote the growth of the eight L. collinoides. All amino acids cannot
be used by the strains L. collinoides, since the metabolic pathways for the degradation of 2-
ketoglutarate, a-keto acid, homocysteine, glycine, isoleucine, tryptophan and valine were

incomplete.

Most metabolic pathways for amino acid biosynthesis are complete, except for phenylalanine,
cysteine, histidine, lysine, methionine and tyrosine (Table 7). The metabolic pathway for the
biosynthesis of serine in L. collinoides LMG18850 was incomplete compared to other strains.
In the same way, the biosynthesis of cysteine was possible only for the strains L. collinoides
UCMA15355, UCMAI15777, UCMA19813, UCMA?20072, UCMA20075. Thus, this amino
acid could be essential for the development of L. collinoides LMG18850, UCMA16566 and
UCMA20009. These results show that the amino acids such as cysteine, histidine, lysine,
methionine, serine and tyrosine can be a limited source for theses strains. For the phenylalanie
biosynthesis, 2 enzymes out of 3 (phenylalanine transaminase (EC: 2.6.1.57), prephenate
dehydratase (EC: 4.2.1.51) were identified but not the chorismate mutase (EC: 5.4.99.5). Amino
acids are selectively assimilated by yeasts, improving the start of alcoholic fermentation. After
a large consumption of amino acids, yeasts release amino acids (glutamic acid and valine)

essential to the development of the LAB.
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Table 6. MicroCyc pathways of amino acids degradation in L. collinoides. The pathway completions were
displayed in red (complete pathway) and orange (incomplete pathway).

Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
Amino Acids Degradation Reactions nb collinoides collinoides collinoides collinoides collinoides collinoides collinoides 2
LMG18850 UCMA15355 UCMA15777 UCMA16566 UCMA19813 UCMA20009 UCMA20072 UCMA20075

arginine degradation V 3
asparagine degradation [ !
aspartate degradation [ !
branched-chain a-keto acid dehydrogenase 3
complex
citrulline degradation 2
cysteine biosynthesis/homocysteine 3
deoradation
D-serine degradation !
lutamate degradation I 2
lelutamate degradation IX (via 4- 7
aminobutyrate)
iglutamate degradation V (via 7
hydroxyglutarate)
lutamine degradation I !
glutamine degradation II 1
elycine cleavage complex g
1soleucine degradation [ 6
[L-cysteine degradation II !
threonine degradation I 4
threonine degradation II 2 050 0 0 0 0 0 0 0
threonine deeradation III (to methylglyoxal) 2 0.50 0 0 0 0 0 0 0
rconine degradrion 1V S S R U A U AU I U T
(ryptophan degradation IV (via indole-3- 2 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
lactate)
wvaline deg:radation I 8 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
valine deg:radation i 3 0.67 0.67 0.67 0.67 0.67 0.67 0.67 0.67
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The degradation of amino acids can lead to biogenic amines production and imparts an
unpleasant aroma in cider. Histamine and tyramine are the main amines formed by the LAB
strains according to Garai et al. (2007).The authors showed the potential of Lactobacillus
diolivorans to produce intensively histamine, while Lactobacillus collinoides seemed to
produce tyramine. In our analysis, no histidine decarboxylase (production of histamine via
histidine), and tyrosine decarboxylase (production of tyramine via tyrosine) were identified.
This corroborates the fact that this ability to produce biogenic amines is strain-dependant.
Arginine is also an amino acid present in cider and its metabolism is particularly important
because it leads to energy production via ATP synthesis. However, the degradation of arginine
can lead to the formation of another biogenic amine, the putrescine (Guerrini et al., 2003).
Putrescine has been described to be produced mainly by LAB performing malolactic conversion
such as O. oeni or L. hilgardii either via the arginine deiminase or agmatine deiminase pathways
(Arena et al., 2001; Guerrini et al., 2003; Marcobal et al., 2006; Nannelli et al., 2008). Arginine
is catabolised via three enzymes: arginine deiminase, ornithine transcarbamoylase and
carbamate kinase, encoded respectively by arcA,arcB,arcC. Within the eight genomes of
Lactobacillus collinoides strains, these three enzymes were identified. The analysis of the
nitrogen metabolism in L. collinoides led to a better understanding of nitrogen metabolism and
highlights possible limitation of some amino acids in the context of apple fermentation. It
should be further investigated to be able to modulate the metabolism of these strains for

the synthesis of aroma compounds and biogenic amines in cider.

Catabolism related to fermentation

The main organic acids identified in cider are malic acid (representing up to 90 % of the acids
present), lactic acid, quinic acid, succinic acid or citric acid. The malolactic enzyme (EC:
4.1.1.101) and the L-lactate dehydrogenase (EC:1.1.1.27) were identified in all strains.
However, genes associated to the malolactic fermentation and were different within L.
collinoides strains UCMA20009 and UCMAI19813 (variable genome). The complete
heterolactic fermentation pathway (18 reactions) was identified within all the strains. The
analysis of the different acid fermentation pathways identified the acetaldehyde dehydrogenase
(EC: 1.2.1.10), acetate kinase (EC: 2.7.2.1), aconitate hydratase (EC: 4.2.1.3), alcohol-
deshydrogenase (EC: 1.1.1.1), citrate-synthase (EC: 2.3.3.1), D-lactate dehydrogenase (EC:
1.1.1.28), fumarate hydratase (EC: 4.2.1.2), isocitrate dehydrogenase (EC: 1.1.1.42) enzymes
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Table 7. MicroCyc pathways of amino acids biosynthesis in L. collinoides. The pathway completions were displayed in red (complete
pathway) and orange (incomplete pathway).

Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
Amino Acids Biosynthesis Reactionsuh collinoides collinoides collinoides collinoides collinoides collinoi :
LMG18850 UCMA15355 UCMA15777 UCMA16566 UCMA19813 UC ) A’llll';"

_

alanine biosynthesis I

alanine biosynthesis III

arginine biosynthesis I

arginine biosynthesis II (acetyl cycle)

asparagine biosynthesis I

asparagine biosynthesis II

cysteine biosynthesis I

cysteine biosynthesis/homocysteine degradation
glutamate biosynthesis I
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in all strains. In the same way, the pyruvate fermentation to lactate and acetate pathways were
complete in all strains. Studies have also shown the full extent of L. collinoides ability to use
other organic acids, such as chlorogenic, caffeic, shikimic, cinnamic and p-coumaric (Carr et
al., 1957; Whiting et al., 1959). In our work, the strains possess almost all the genes to
establish the metabolic pathways related to the heterolactic fermentation of cider (production

of organic acids).

3.3. Comparative analysis of pdu operon and degradation of glycerol

Glycerol is one of the products of alcoholic fermentation. Its degradation remains a problem
for the quality of cider. Many studies were carried out to investigate the conditions of glycerol
assimilation by Lactobacillus collinoides (Claisse et al., 2000, Sauvageot et al., 2000). This
species can not grow with glycerol as sole carbon source and sugars such as fructose and
glucose are necessary for the degradation of glycerol in cider (Sauvageot et al., 2000, Garai-
Ibabe et al., 2008). In spoiled cider, the glycerol conversion into 3-hydroxypropionaldehyde by
L. collinoides is undesirable for sensorial quality. Thus, a more in-depth visualization of the
pdu operon in the eight genomes of L. collinoides, one genome of L. diolivorans and L. brevis

could allow us to highlight the genomic potential of the glycerol degradation.

The analysis of the variable genome shows a diversity on pdu operon between L. collinoides
LMG18850, UCMA20009, UCMA19813, UCMA20072 and L. collinoides UCMA20075,
UCMA15355, UCMA16566, UCMA15777. The pdu operons of L. diolivorans UCMA16955
and L. brevis UCMA20661 were affiliated to the type of operon pdu I. No synthenies were
found between these two gro ups for the transcriptional regulator of the pdu operon (Figure 3).
Additionally, the sequences coding for pduA, pduB, pduC, pduD and pduE differ between these
two groups but have the same annotations. The putative transcriptional regulator upstream the
operon was identified as pocR gene for L. collinoides LMG18850, UCMAZ20009,
UCMA19813, UCMA20072, L. diolivorans UCMA16955 and L. brevis UCMA20661 but was
identified as an AraC family transcriptional regulator, with 37.5 % of identities with
Lactobacillus reuteri MM4-1A. In addition, the alignment and phylogenetic tree based on the
transcriptional regulator gene is divided into two groups for the L. collinoides (Figure 4). The
sequences coding for the transcriptional regulator of L. diolivorans UCMA16955 and L. brevis
UCMA20661 were grouped with those of L. collinoides with the type I of the operon pdu. This

potential AraC family transcriptional regulator has a typical conserved DNA-binding domain
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with two helix-turn-helix patterns at the C terminus (data not shown). Even if the sequences of
the transcriptional regulator of the pdu operon differ, the PocR is also a transcriptional regulator
from the AraC family (Sauvageot et al., 2000). This diversity into the pdu operon may explain
differences in the expression of the glycerol deshydratase gene and the ability of the strains to
degrade glycerol in cider. The phenotypic traits on the glycerol degradation by the L. collinoides

strains have to be investigated for a better understanding of the implication of L. collinoides in

cider quality.

Transcription

pduA

pduB pduD pduE

L. collinoides
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Figure 3. Visualization of the synthenies on pdu operon in L. collinoides strains with L.
collinoides UCMA 15777 (type 1I of operon pdu). Synthenies were observed on the
transcription regulator with L. collinoides UCMA 15355, UCMA16566 and UCMA 20075. No
syntheny was found with L. collinoides UCMA19813, UCMA20009 and LMG18850 (type I of

operon pdu,).
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Figure 4. Molecular phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method (bootstrapped x
1000 replicates) of sequences encoding the transcriptional regulator of the pdu operon extracted
from MicroScope platform. Alignment was performed by MUSCLE according to the MEGA7
software (Kumar et al., 2016).

The availability of complete genomes of Lactobacillus collinoides and Lactobacillus sp. in
cider is highly relevant to study the composition of metagenomes in more detail, beyond 16S
rRNA analysis (De Filippis et al., 2014; Ellegaard et al., 2016). This whole genome analysis
demonstrated that complete genome analysis can help to define conditions of competitive
advantage of L. collinoides strains in cider. The comparative analysis of genomes (pan-genome,
core genome, accessory genome and strain-specific genome) showed that 81% of the genes are
shared by the core genome, reflecting low intra-specific genomic variability. No particular
pathogenic factors were predicted for all strains. The study of genome stability, prophage
regions, plasmid replication genes and CRISPR and cas genes suggested a probable intrinsic
genetic variability of the species. The eight strains harboured the entire metabolic pathways of
the catabolism related to the fermentation and to the glycerol degradation, in accordance with
their phenotypic characteristics. Analysis of the metabolic pathways of nitrogen identified
amino acids that would be essential to its development. Some of the amino acids may be
limiting in cider and their implication on L. collinoides growth would be interesting to study.
Genes belonging to the variable genome between the eight strains were related to malolactic

enzymes, malate permease, fumarate reductase and the pdu operon. Thus, the potential of the
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malolactic fermentation can be different between these strains and remains to be investigated.
Variable genome showed a diversity of the pdu operon within L. collinoides, suggesting that
amodulation of the degradation of glycerol is possible. Finally, the complete genome
information of these strains coupled with phenotypic analysis will allow us to find solution to

reduce the impact of Lactobacillus collinoides in cider spoilage.
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Le cidre de distillation est une matrice complexe et son élaboration implique de
nombreuses interactions microbiologiques et physico-chimiques pouvant influencer la qualité
du calvados in fine. A ce jour, peu d’études portent sur les écosystemes microbiens agissant
lors de la fermentation des cidres de distillation. C’est pourquoi nos travaux par approche
métagénétique tout au long du processus de fermentation apportent un nouvel angle dans la
compréhension de la diversité et les mécanismes mis en jeu en vue d’'une amélioration de la
qualité sensorielle du produit. De plus, le développement de I’amertume par une production
d’acroléine chez L. collinoides est encore méconnu. Dans les paragraphes suivants, nous
reprenons les principales conclusions et perspectives en lien avec les résultats obtenus au cours

de ce travail de these.
Diversité des flores microbiennes dans la matrice cidre

Dans un premier temps, 1’objectif de ce travail sur les cidres dédiés a la distillation en
calvados était de caractériser les dynamiques et les compositions microbiennes tout au long du
processus de fermentation. Sur la base d’une analyse de dix cuves provenant de six producteurs
différents, les chapitres I et II ont pu mettre en avant trois messages clairs : le premier étant la
différence de profils et de dynamiques microbiens entre les producteurs de cidres de distillation,
le deuxiéme portant sur 1’apparition de la TML et le dernier portant sur la détection de la flore

d’altération par I’approche métagénétique.

En démarrant cette these, les principales études de la diversité du microbiote cidricole
étaient limitées aux méthodes culturales. Le séquencage a haut débit et la métagénétique rendent
aujourd’hui possible 1’é¢tude globale de la diversité au sein d’€cosystémes microbiens
complexes tels que les cidres de distillation. La métagénétique se révele étre une méthodologie
puissante pour détecter et identifier les micro-organismes présents dans la matrice cidre. Dans
notre étude, ’analyse par métagénétique a permis la détection précoce de microorganismes
responsables d’altérations du cidre de distillation tel que Zymomonas mobilis. Sur milieux de
culture classiques ces micro-organismes apparaissent en effet avec un décalage de 2 a 3
semaines par rapport au point ou ils sont détectés par métagénétique. L’approche par
métagénétique constitue donc bien une technique efficace pour détecter et suivre les micro-
organismes responsables d’altération dans les produits fermentés (Doyle et al., 2017). Malgré
tout, les analyses nous ont montré que 1’utilisation de notre kit d’extraction d’ADN entrainait
un biais, favorisant I’extraction de I’ADN des bactéries Gram- par rapport aux Gram+. Ainsi,

il a été beaucoup plus facile de détecter la présence de Zymomonas mobilis.
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Les résultats importants de cette these portent sur les différences de dynamique et de
composition microbienne entre les producteurs de cidres de distillation. Ainsi, parmi plus de 40
genres bactériens et fongiques révélés dans les cidres de distillation par I’analyse métagénétique
chaque producteur se caractérise par un écosysteéme microbien, aussi bien bactérien que
levurien, spécifique. En effet, une plus grande proportion en flore lactique a été observée dans
certaines cuves, alors que d’autres ¢taient encore dominées par des Enterobacteriaceae lors de
la fermentation. De plus, la présence de différentes especes de Saccharomyces et de Dekkera
dans certaines cuves entre les producteurs (identifiées par métagénétique et par identification
des isolats) nous ameéne a penser que la mati¢re premicre utilisée et I’environnement de I’atelier
de production jouent un role essentiel dans I’ensemencement du motit en phase d’initiation de
fermentation des cidres mais aussi tout au long de I’¢laboration du cidre. Méme si les
dynamiques des flores microbiennes se rapprochent entre les différents cidres étudiés, leurs
proportions en bactéries et levures varient d’un moit a 1’autre et influencent grandement les

qualités organoleptiques finales.

Le second message qui découle du chapitre I émane des analyses physico-chimiques des
cidres de distillation qui montrent clairement, contrairement a 1’idée générale retrouvée dans le
vin, que la transformation malolactique (TML) intervient en méme temps que la fermentation
alcoolique dans les cidres de distillation. Cette différence vient du fait que les cidres de
distillation résultent d’une fermentation spontanée non maitrisée. Dans notre étude, la
conversion de 1’acide malique en acide D-L-lactique s’effectue lors des 4 premicres semaines
apres le pressage alors que la consommation des sucres fermentescibles dure jusqu’a 30
semaines. Il s’agit d’une différence majeure avec le vin, pour lequel, la fermentation alcoolique
est plus rapide (12 semaines environ) et a lieu avant la TML. De nombreuses études portent sur
la contribution de la TML a la complexité aromatique des vins et des cidres (Antalick et al.,
2012 ; de Revel et al., 1999 ; Sanchez et al., 2014). En comparant nos travaux a ceux consacrés
a la vinification, il apparait que I’impact de la TML sur les qualités sensorielles des cidres

demeure mal connu et pourrait €tre beaucoup plus étudié.

L’approche par métagénétique reste toutefois limitée pour distinguer, au sein d’un
écosysteme microbien, la fraction de microorganismes métaboliquement actifs. S’agissant en
effet d’une technique basée sur le ciblage de I’ADN, tous les microorganismes, quel que soit
leur état physiologique sont pris en compte dans 1’analyse. De plus, les protéines produites par
ces micro-organismes jouent un role important dans le processus de fermentation et ne sont pas
détectées par cette approche. Il serait donc important d’étudier aussi les écosystémes microbiens
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cidricoles sous I’angle de la diversité fonctionnelle des microorganismes qui les composent. La
diversité fonctionnelle permet de comparer ’activité des micro-organismes et dépend des
interactions et des objectifs d’analyse pris en compte. Il faut au préalable réfléchir
soigneusement au choix et a I’'utilisation des traits fonctionnels, qui, utilisés de facon
appropriée, ont un grand potentiel pour révéler I’implication des écosystémes sur la qualité¢ du
produit. 1l serait donc pertinent de procéder a une analyse par métaprotéomique lors de la
fermentation du cidre pour obtenir des informations sur les activités microbiennes a partir de la
composition protéique globale de 1’écosystéme. La métaprotéomique reste relativement sous-
utilisée en comparaison de la métagénétique et de la métatranscriptomique. Des revues récentes
montrent le réle mais aussi les avantages de D’application de celle-ci sur les produits
alimentaires (Piras et al., 2016 ; Yang et al., 2020). Les applications de la métaprotéomique
sont en effet diverses, allant de la qualité du produit (golt, saveur, propriétés nutritionnelles,
tracabilit¢ du produit) jusqu’a la sécurité alimentaire (détection de micro-organismes
pathogenes, détection d’allergies, produits d’altération). Malgré tout, un grand nombre de
protéines sont naturellement présentes dans le cidre, entrainant un bruit de fond qui peut étre
plus ou moins important et il est possible que la discrimination des protéines microbiennes a
analyser soit complexe. Il serait alors intéressant de démarrer par un séquencage aléatoire du
transcriptome entier (RNAseq) pour comparer les microorganismes présents des
métaboliquement actifs. La récente étude de Song et al., (2020) a notamment permis de décrire
I’impact de ’azote assimilable sur la production de composés soufrés par S. cerevisiae dans le
cidre par une approche RNAseq. Cette méthode pourrait étre également utilisée pour étudier le

métabolisme du glycérol chez L. collinoides dans le cidre.

Dans le cadre de notre étude, coupler nos résultats a la métaprotéomique ou a la
transcriptomique permettrait de mettre en évidence la population microbienne active lors du
processus de fermentation et d’expliquer les liens entre la composition microbienne et les
caractéristiques physico-chimiques et aromatiques du cidre. Cette étape serait aussi un premier

pas vers I’analyse des différentes interactions microbiennes qui ont lieu lors de la fermentation.
Interactions entre les flores microbiennes et la qualité aromatique du cidre

Les résultats des chapitres I et II ont montré que 1’¢élaboration d’un cidre de distillation,
résultant d’une fermentation spontanée et non maitrisée, implique un grand nombre
d’interactions bactériennes et fongiques et qu’il existe un lien étroit entre composition

microbienne et profil aromatique du produit, qu’il s’agisse du cidre ou du calvados.
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La TML est un sujet particulierement important a aborder dans le cas de I’élaboration
du cidre de distillation. En effet, la filiere cidricole préconise une limitation de ce processus qui
pourrait entrainer des défauts organoleptiques, comme par exemple la production de lactate
d’¢éthyle. Pourtant, nos travaux ont montré que la présence de la flore lactique est étroitement
corrélée avec une plus large complexité aromatique. Les corrélations observées entre la
présence d’Oenococcus oeni et une quinzaine de composés aromatiques suggerent que cette
espece est capable de moduler la qualité organoleptique du cidre (possiblement vers plus de
fruité). Des travaux initiés par Sanchez ef al. (2014) ont d’ailleurs montré I’influence de la
TML par inoculation d’Oenococcus oeni sur les propriétés sensorielles de cidre de
consommation via un enrichissement en ardbmes porteurs de notes fruitées. Li et al. (2020) ont
également proposé une inoculation d’Oenococcus oeni au moment de la fermentation
alcoolique et ont montré que les changements de composition aromatique étaient li€s a des
concentrations plus importantes en acide lactique, acide acétique, lactate d’éthyle et en certains
esters d’acétate. Bien que I’impact organoleptique du lactate d’éthyle soit controversé au sein
de la filiere cidricole, Li ef al. (2020) considerent que cet ardme peut apporter des notes fruitées,
bien que son seuil de détection au niveau organoleptique soit relativement élevé (environ 14
mg/L). De plus, les différentes interactions entre le lactate d’éthyle et la flore lactique
(Oenococcus et Lactobacillus) laissent penser que cet ardme pourrait €tre utilis€é comme
marqueur d’une TML accomplie, ce qui est en accord avec les travaux effectués dans le vin
(Kaunzinger et al., 1996). Les différences entre les proportions de Lactobacillus sp. et
Oenococcus sp. impliqueraient probablement des différences sur 1’activité de la TML, ce qui
pouvait étre également aux Pediococcus sp.. Cependant, aucune proportion en Pediococcus sp.
n’a été observée dans les cidres par notre approche de métagénétique. De plus, les mouts étudiés
ont des valeurs de pH hautes et des taux de sucres importants contrairement aux cidres qui ont
pu étre observés précédemment. Ces fortes valeurs pourraient alors influencer les
comportements de la flore lactique et son activité dans les cidres. La maitrise qualitative (choix
entre Lactobacillus ou Oenococcus 7) et quantitative de la flore lactique en début de
fermentation ou lors de la fermentation peut-elle jouer sur le bouquet aromatique des calvados ?
Si oui, quels leviers technologiques sont applicables pour les producteurs pour obtenir la

meilleure qualité de calvados ?

Nos différents travaux ont pu montrer une large complexité aromatique des cidres de
distillation et des micro-distillats produits. Au total, nous avons pu identifier 45 composés

aromatiques différents au sein des micro-distillats, pouvant participer au fruité ou a 1’agressivité
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du produit final. Cependant, ces notions restent encore ambigiies et certains arOmes présents ne
sont pas encore décrits comme des ardmes flatteurs ou non pour les eaux-de-vie. Pour les
producteurs cidricoles traditionnels, le “fruité¢” se confond avec la puissance aromatique. Ainsi,
une forte production en un ar6me particulier peut étre jugé “fruité”, quel que soit I’arome percu.
Dans le cas spécifique du calvados, I’appréciation de la qualité sensorielle est d’autant plus
compliquée puisque, pour les producteurs, le fruité s’oppose a un excés d’agressivité. Il apparait
que la description de certains ardmes est difficile a évaluer au sein du cidre et des eaux-de-vie.
En effet, des différences d’appréciation sensorielles pour un méme arOme peuvent subvenir
entre sa présence dans le cidre ou dans le vin. Par exemple, I’éthyle lactate est une molécule
jugée négativement par la filiere cidricole et le vin (Kaunzinger et al. , 1996), alors que les
travaux de Mosciano et al. (1993) ont montré que cette molécule donnait des notes de caramel
et d’ananas. A cela s’ajoute les différences de seuil de perception des ardmes et leur possible
effet masquant sur d’autres aromes. De plus, la composition aromatique peut étre fortement
influée par le type de distillation. En effet, certains ardmes présents dans les cidres de
distillation ne sont plus identifiés a la fin de la distillation, tandis que d’autres seront en bien
plus grandes concentrations. Il est alors difficile d’anticiper et d’évaluer la qualité

organoleptique d’une eau-de-vie fraichement distillée a partir d’un cidre de distillation.

Enfin, nos résultats ont montré de maniere surprenante peu de corrélations entre les
levures (Saccharomyces et non-Saccharomyces) avec des compos€s aromatiques. Ainsi,
Hanseniaspora est I'unique genre de non-Saccharomyces ayant été corrélé a des arOmes
(isobutyrate d’éthyle et acétate d’hexyle). De nombreuses études ont été menées afin de mieux
comprendre I’implication des espeéces non Saccharomyces dans la complexité aromatique
(Belda et al., 2015 ; Ciani et al., 2010 ; Escribano-Viana et al., 2018 ; Soden et al., 2000 ; Wei
et al., 2020). De plus, la différence au sein des especes de Saccharomyces entre les différents
producteurs laissait supposer un impact probable sur la production de composés volatiles. Or,
seule une corrélation entre S. cerevisiae et I’acétate d’hexyle a pu étre mise en évidence alors
que le genre Saccharomyces est connu pour contribuer grandement a la complexité aromatique
des cidres et des vins (Alves et al., 2015 ; Escribano-Viana ef al., 2018 ; Soden et al., 2000 ;
Sumby et al., 2010). Par contre, les interactions mises en évidence entre
Dekkera/Brettanomyces sp. et les phénols volatils lors de la phase de maturation confirment
que la présence de cette levure reste un réel probleme pour la qualité organoleptique des cidres

et des calvados. Nos travaux ont mis en avant des interactions entre Dekkera sp. et la flore

lactique, étant les flore dominantes du cidre de distillation en fin de fermentation alcoolique et
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de maturation. Inoculer la flore lactique en début ou en fin de fermentation pourrait donner de
nouvelles pistes de réflexion sur les interactions entre Oenococcus/Lactobacillus et les

principaux genres levuriens sur la production d’ardomes.
Orienter les recherches sur les spécificités microbiennes d’un produit

Nos travaux ont montré des liens entre la différence de composition et de dynamique
microbiennes avec la composition aromatique final du calvados en fonction des producteurs.
Ces différences suggerent que la diversité microbienne peut étre liée a une certaine typicité du
cidre de distillation et du calvados. La notion de terroir a été particulierement étudiée dans le
vin et pose la question de ce qui releve des différents facteurs environnementaux (pommier,
communauté microbienne du sol et de la plante, conditions environnementales saisonnieres,
etc.) et de la pratique du producteur (entretien du vignoble, maitrise de la vinification, etc.) sur
la qualité du vin. Des études récentes ont montré que la diversit€ microbienne du raisin est
influencée par la sélection des cultivars, les conditions climatiques et saisonnieres, les pratiques
viticoles mais aussi par le processus de fermentation. En effet, le travail de Bokulich et al.
(2013) a montré que les paramétres environnementaux spécifiques d’une région (ex :
température, humidité, nutriments dans le sol) ont un impact direct sur la composition des
écosystemes microbiens du mofit en phase initiale de fermentation. Pourtant, les travaux de
Setati et al. (2012, 2015) ont méme mis en évidence des variations de communautés fongiques
bien plus importantes entre les vignobles d’un méme terroir plutdt qu’entre des vignobles avec
des techniques agricoles différentes. Jusqu’a présent, les études du microbiote du vin et de sa
distribution biogéographique ont surtout mis 1’accent sur la distribution spatiale de
Saccharomyces cerevisiae, pouvant fluctuer en fonction des facteurs climatiques (Barata e? al.,
2012). Les travaux de El Khoury et al. (2017) ont porté sur le génotypage et 1’analyse de la
distribution géographique d’une collection de souches d’O. oeni isolées de 235 vins provenant
de 6 régions différentes. Les résultats ont montré qu’une grande diversité de ces souches a été

observée dans chaque région mais que ces souches ne sont pas spécifiques d’une région.

Le role de I’environnement de travail des producteurs dans la formation du microbiote
du cidre ainsi que dans la prolifération des micro-organismes responsables d’altérations est
encore méconnu. Cependant, la diversité d’espéces de Saccharomyces observée au sein des
différentes cuves (S. cerevisaie, S. uvarum et S. cariocanus) suppose que |’environnement
propre au producteur peut influencer la diversité microbienne des cidres, et donc des qualités

de calvados différentes. La présence de Zymomonas mobilis détectée exclusivement dans les
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cuves du producteur C sur 2 années consécutives sous-entend que 1’environnement, ou les
pratiques du producteur (notamment dans le choix des variétés de pommes ou la technique de
pressage) jouent un réle prépondérant dans 1’ensemencement en flore microbienne des mofits,

bien que cette supposition n’a pu étre vérifiée pour les cuves du producteur E.

Contrairement au vin, les cidres sont ¢laborés a partir d’un mélange de variétés de
pommes. Les six producteurs ont utilisé des assemblages de pommes douces ameres (variétés
Bedan, Douce Moén, Douce Coétligné, Binet Rouge, Bisquet, Kermerrien, Petites Ameres,
Taureau, Petit Jaune, Judor entre autres). Or ces pommes ont des caractéristiques physico-
chimiques spécifiques, proviennent de différentes régions de Normandie, et renferment une
flore particuliere, ce qui rend I’analyse de la communauté microbienne complexe pour définir
un effet terroir quelconque. Une approche intéressante serait de procéder a différentes
¢laborations de cidres selon les techniques propres a chaque producteur mais a partir d’une

variété unique de pommes.

Intégrer 1’écologie microbienne aux techniques d’élaboration du cidre devrait aboutir a
une meilleure compréhension des mécanismes pouvant influencer la qualité du calvados. Cette
approche pourrait conduire les producteurs a revoir entierement leurs pratiques pour moduler
la composition aromatique des calvados et donc leur qualité. Mettre en évidence un éventuel
effet terroir dans les cidres de distillation requiert plusieurs axes de recherches complémentaires
: (1) caractériser la diversité microbienne associée au pommier (feuilles, sol, pomme) et a
I’environnement de travail du producteur, (ii) élucider la diversité fonctionnelle des
communautés microbiennes associées ; (iii) analyser des génomes bactériens et levuriens

présents sur la plante/pomme et leur impact sur la qualité du mofit.

La piqire acroléique et la présence de L. collinoides dans le cidre : nouvelles pistes de

réflexion.

L. collinoides est une bactérie naturellement présente dans le cidre de distillation. Sa
présence est potentiellement a I’origine d’une altération du cidre appelée “piqlire acroléique”
qui résulte du métabolisme du glycérol. Dans notre étude, une collection de 72 Lactobacillus a
été établie. Parmi elles sont retrouvées une grande majorité des souches de L. collinoides, avec
seulement une souche isolée de L. diolivorans et L. brevis. Comprendre les conditions

d’apparition de cette altération récurrente, source de préoccupations majeures pour la filiere

cidricole, implique une étude du métabolisme du glycérol chez L. collinoides.
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Dans un premier temps, nous avons étudié les capacités de dégradation du glycérol et
de production du précurseur de 1’acroléine chez L. collinoides, L. diolivorans et L. brevis. Les
analyses effectuées suite a un premier criblage par PCR ont démontré une diversité au sein de
I’opéron pdu codant pour I’enzyme glycérol déshydratase. Un premier type (qualifié de type I)
fait référence a la souche LMG18850 dont le métabolisme du glycérol a été largement étudié
(Sauvageot et al., 2000, 2002). Le second type (qualifié de type II) fait référence a une souche
de L. collinoides 1solée d’un cidre altéré mais dont la capacité de dégradation du glycérol n’est
pas démontrée. Dans un deuxieme temps, nous avons effectué une comparaison génomique de
différents isolats de L. collinoides. La diversité génétique du geéne codant pour I’enzyme
glycérol déshydratase (enzyme clé du métabolisme du glycérol) au sein des souches de
L. collinoides a également ét¢ analysée afin d’évaluer le lien potentiel entre matériel génétique
et dégradation du glycérol. Nous avons initialement pensé que le type d’opéron rencontré chez
une souche donnée était directement corrélé a sa capacité a dégrader ou non le glycérol comme
le suggéraient les résultats de nos travaux présentés dans les divers chapitres. Cependant, des
cidres dans lesquels la présence de L. collinoides a été observée n’ont pas développé de piqilre
acroléique. Bien que cette altération soit connue depuis des années, ses conditions de
d’apparition demeurent encore inconnues. Méme si le lien entre L. collinoides et la production
d’acroléine est avéré, sa présence dans un cidre ne suffit donc pas a évaluer le risque de piqtire
acroléique. En outre, aucun lien n’a pu étre établi entre le type d’opéron pdu et la production

d’acroléine dans les cidres de distillation étudiés.

En effet, le plan expérimental du chapitre IV a montré que trois profils génétiques et
métaboliques de la dégradation du glycérol se distinguent chez L. collinoides. Le premier profil
se révele étre des L. collinoides possédant 1I’opéron de type I et sont toutes capables de dégrader
le glycérol, méme dans des conditions défavorables, se rapprochant de celles de la fin de
fermentation alcoolique et de maturation (peu de sucres, taux d’alcool relativement élevé etc.).
Les souches L. collinoides possédant I’opéron de type Il sont incapables de dégrader le glycérol,
sauf pour certaines souches mais avec des taux de consommation de glycérol beaucoup plus
faible que ceux retrouvés pour les souches possédant le type 1. De plus, cette dégradation n’est
permise que dans des conditions hautement favorables, conditions retrouvées en début de
fermentation du cidre (fort taux de sucres, d’azote et d’acide malique, pH élevé, pas d’éthanol).
Le but final des travaux des chapitres IV et V est avant tout de comprendre les conditions
génétiques et physico-chimiques impactant le métabolisme du glycérol lors de la fermentation

du cidre par L. collinoides. De plus, il nous incombe de dégager des leviers technologiques
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applicables pour maitriser au mieux cette altération. Nous avons pu observer que I’acidité jouait
un role prépondérant sur la dégradation du glycérol. En effet, un pH relativement bas (3,5)
entrainait une diminution de la consommation du glycérol pour tous les profils de L. collinoides.
Globalement, le pH se révele étre un des principaux parametres influencant la dégradation du

glycérol, ce qui est en accord avec les travaux de Garai-Ibabe ef al. (2008).

Les études de Dueiias et al. (2002) et de Garai-Ibabe et al. (2008) ont signalé que la
diminution de la teneur en glycérol était observée pendant la période de maturation. Cependant,
nos résultats montrent que 1’acroléine peut étre produite bien avant. Les taux d’acroléine dans
certaines cuves €taient beaucoup plus importants a la fin de la fermentation alcoolique plutdt
qu’en fin de période de maturation. L’ effet inverse a été retrouvé pour d’autres cuves. Ainsi, la
production d’acroléine peut étre conditionnée par plusieurs facteurs : le type d’opéron pdu chez
L. collinoides, mais aussi les conditions initiales du mout (fort taux de sucres, d’azote, d’acide
malique, pH élevé) et celles en fin de fermentation alcoolique pouvant favoriser la dégradation

du glycérol.

Ces résultats ouvrent plusieurs perspectives. La présence des souches de Lactobacillus
possédant I’opéron de type I dans les cidres se révele beaucoup plus problématique dans la
dégradation du glycérol et I’apparition de I’acroléine. Ainsi, la premiere perspective serait
d’évaluer la dynamique de populations des L. collinoides en ciblant par analyse qPCR les genes
codant pour I’enzyme de la glycérol desydratase (pduC, pduD, pduE) de type I et II lors de
I’¢laboration de plusieurs cidres. En analysant la présence du type I et II dans différents cidres,
nous pourrions ainsi définir s’il existe un taux de population particulier ou une implication d’un
des deux types permettant d’évaluer le risque de piqiire acroléique. L’analyse par qPCR requiert
I’utilisation d’amorces relativement courtes (150-200pb) ciblant a la fois les deux types
d’opéron mais aussi de I’ADN 168 de la flore totale. Bien que nous ayons pu observer différents
profils génétique et métabolique chez L. collinoides vis-a-vis de la consommation du glycérol,
il serait tout aussi intéressant d’étudier 1’expression de [’opéron pdu par analyse
transcriptomique. En effet, les différents régulateurs transcriptionnels observées entre le type I
et le type II de "opéron pourraient en partie expliquer les différences de métabolisme du
glycérol. En effet, il est possible que le régulateur transcriptionnel PocR ou celui affilié a la
famille des AraC n’agisse pas de la méme maniére selon la densité de la population ou des

conditions environnementales imposées dans le cidre.
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Etude des écosystemes microbiens cidricoles : quel impact sur la qualité organoleptique ?

Résumé. Le calvados est une eau-de-vie obtenue par distillation du cidre. Le cidre de distillation résulte d’une
fermentation naturelle spontanée non maitrisée, qui permet toutes les interactions possibles entre les différentes
communautés microbiennes. En fin de fermentation alcoolique, le glycérol produit peut étre dégradé et converti
en 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA) par Lactobacillus collinoides via I’enzyme glycérol déshydratase codée
par I'opéron pdu. Lors de la distillation, la déshydratation du 3-HPA en acroléine entraine des désordres
organoleptiques connus sous le nom de piqiire acroléique en développant un gotit d’amertume dans les calvados.
Ces travaux de theése ont eu pour premier objectif d’apporter une réelle nouveauté dans I’étude de la diversité de
dix cidres de distillation normands lors de la fermentation par une approche de métagénomique et d’établir des
liens entre la composition microbienne et la qualité aromatique. Cette approche a permis de mettre en évidence
plus de 40 genres bactériens et fongiques et des différences significatives ont été constatées au sein de ces
populations entre les cidres des différents producteurs au cours du processus de fermentation, suggérant que les
pratiques d’élaboration meénent a une typicité du cidre et donc a celle du calvados. L’étude de la composition des
communautés microbiennes en lien avec la composition aromatique des cidres de distillation et celle des micro-
distillats a été effectuée. Trois groupes de dynamiques et compositions microbiennes, directement lies aux
producteurs, émergent conduisant & des compositions aromatiques différentes. L’analyse comparative de huit
génomes de souches de Lactobacillus collinoides isolées a partir de cidres de distillation portant sur les
métabolismes associés a la fermentation et sur la capacité des souches a métaboliser le glycérol a été effectuée.
Deux types d’opéron pdu se profilent et cette variabilité génétique observée entre les souches de L. collinoides
suggere des capacités différentes de dégradation du glycérol. Un plan expérimental (D-optimal) faisant varier 6
facteurs (glucose, fructose, azote, éthanol, acide malique, pH) a été élaboré pour étudier le métabolisme du glycérol
chez ces souches. Trois profils génétiques et métaboliques ont pu étre mis en évidence. Les souches de L.
collinoides possédant I’opéron de type I sont toujours capables de dégrader le glycérol, contrairement a celles
porteuses de 1’opéron de type II. Ces travaux ouvrent des perspectives intéressantes quant a la présence et la
physiologie de L. collinoides lors de 1’élaboration du cidre et son implication dans la piqire acroléique.

Mots clés : Calvados, cidres de distillation, fermentation, flore lactique, levures, métagénomique, interactions,
ardmes, L. collinoides, glycérol, piqiire acroléique.

Study of cider microbial ecosystems: what potential for organoleptic improvement?

Abstract. Calvados is a Normandy brandy made by the distillation of cider. Ciders destined for distillation result
from spontaneous fermentation without any human intervention, leading to various interactions between the
different microbial communities. At the end of alcoholic fermentation, glycerol produced can be degraded and
converted to 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA) by Lactobacillus collinoides via the glycerol dehydratase
enzyme encoded by the pdu operon. During distillation, dehydration of 3-HPA to acrolein leads to organoleptic
disorders, developing a bitterness taste in calvados known as “piqiire acroléique”. The first objective of this thesis
was to unveil the diversity of ten ciders for distillation during fermentation using a high throughput sequencing
(168, ITS1) approach and to establish links between microbial composition and aromatic quality. This approach
allowed us to identify more than 40 bacterial and fungal and significant differences were found among fungal and
bacterial populations between producers during the fermentation process, suggesting that the practices lead to the
typicity of cider, and therefore to the typicity of calvados. The study of the microbial composition was correlated
with the aromatic composition of ciders for distillation during the fermentation process and of the micro-distillates.
Three groups of microbial dynamics and compositions, directly related to the producers, were observed leading to
different aromatic compositions. A comparative analysis of eight genomes of Lactobacillus collinoides strains
isolated from the ciders according to the different metabolisms associated with fermentation as well as on the
ability of the strains to metabolize glycerol was performed. Two types of operon pdu were highlighted and this
genetic variability between L. collinoides strains suggests different abilities for glycerol degradation. An
experimental design (D-optimal) by varying 6 factors (glucose, fructose, nitrogen, ethanol, malic acid, pH) was
developed to study the metabolism of glycerol in these strains. 3 genetic and metabolic profiles were identified. L.
collinoides strains with operon type I are always able to degrade glycerol, contrarily to those harbouring the operon
of type II. This work opens up interesting perspectives regarding the presence and physiology of L. collinoides
during the development of cider and its involvement in the “piqiire acroléique”.

Keywords : Calvados, cider for distillation, fermentation, lactic acid bacteria, yeasts, metagenomic, interactions,
aromas, L. collinoides, glycerol, acrolein.



