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Résumé

La Fermentation Malo-Lactique (FML) réalisée par (EFnococcus ceni est une étape
importante de la vinification qui doit étre maitrisée. Bien que les vinificateurs aient a leur
disposition des souches (E. eni sélectionnées la FML n’est pas toujours réussie. Les
conditions physico-chimiques (pH, éthanol, température), la composition du vin et les facteurs
biologiques influencent ’activité de cette bactérie ; parmi ces dernieres les interactions entre
micro-organismes sont primordiales. Souvent, aprés la fermentation alcoolique par la levure,
des souches indigenes d’E. eni sont naturellement présentes dans le vin. Des interactions
négatives peuvent alors se produire entre les souches autochtones et les souches sélectionnées
apportées. Des connaissances sur ces interactions sont donc nécessaires. L’objectif de ce
travail était d’étudier les interactions pendant la FML entre 5 souches d’Enococcus ceni
issues de différentes niches écologiques. Pour cela, des expériences ont été effectuées dans du
milieu MRS modifi¢ et dans des conditions proches a celles du vin (20 °C ; pH 3,5 et 10 %
d’éthanol). Nous avons tout d’abord caractérisé le comportement des souches en cultures
pures a la fois dans les conditions de micro-aérobie et d’anaérobiose. Une grande variabilité a
été retrouvée entre les souches dans les 2 conditions : trois des 5 souches sont favorisées en
conditions d’anaérobiose tandis que les deux autres se sont mieux développées en conditions
de micro-aérobie. La présence de 4 g.L™! d’acide L-malique dans le milieu permet de produire,
pour toutes les souches, une biomasse environ 2 fois plus élevée que celle obtenue dans le
milieu sans acide L-malique. La totalité¢ de I’acide malique est consommée par les 5 souches
mais avec des vitesses différentes. Pour une souche donnée la vitesse spécifique de
consommation d’acide L-malique (v) et la vitesse spécifique de croissance (1) présentent des
profils similaires au cours de la FML. Elles ont été reliées par un modele mathématique qui a
permis de quantifier ce lien pour chaque souche. Les interactions lors des cultures mixtes des
10 couples formés par les 5 souches ont ensuite ét¢ étudiées dans un Bio-Réacteur a
Membrane (BRM) en anaérobiose. Trois catégories ont été mises en évidence: interactions a
effets négatifs réciproques sur la croissance des 2 souches en culture mixte ; interactions a
effet négatif sur la croissance de la souche la plus rapide en culture pure et a effet positif sur la
croissance de la souche la plus lente en culture pure et interactions a effets positifs sur la
souche la plus rapide en culture pure. La comparaison des cultures pures et mixtes a révélé
que Dlactivité spécifique de croissance des souches est affectée en culture mixte, ce qui
provoque le prolongement de la phase de la latence dans le cas de I’inhibition et son
raccourcissement dans le cas de la stimulation. La modélisation de la consommation d’acide
L-malique a révélé pour certains couples une activation de la consommation de cet acide bien
que la croissance soit fortement inhibée. Ces interactions, qui affectent le déroulement de la
FML, ne peuvent étre dues qu’a I’effet de métabolite(s) extracellulaire(s) excrétée(s) dans le
milieu de fermentation. Ces métabolites restent a identifier.

Mots clés : (Enococcus ceni, croissance, Fermentation Malo-Lactique, Bio-Réacteur a
Membrane, modéle, cultures mixtes, interactions microbiennes.



Abstract

In winemaking, the control of malolactic fermentation (MLF) by (Enococcus ceni is an
essential step for this process. Although winemakers have the availability for selected (E.eni
strains, the MLF is not always successful. The physical-chemical conditions (pH, ethanol, and
temperature), the composition of wine, and biological factors, all together influence the
activity of this bacterium; regarding biological factors, the interactions between
microorganisms are essential. Often, after alcoholic fermentation by yeast, indigenous strains
of (E.ceni are naturally present in wine, negative interactions can then occur between the
indigenous strains and selected strains; therefore, knowledge on these interactions is needed.
The goal of the present work was to study the interactions during MLF between five strains of
(E.ceni from different origins. Experiments were performed in the modified MRS medium to
be in nearly conditions to those of wine (20 °C, pH 3.5, and 10% ethanol). The
characterization of the behavior of strains in pure cultures was done under both, micro-aerobic
and anaerobic conditions; a large variability was found between the strains in the two
conditions: three out of five strains were favored under anaerobic conditions while the two
others were better developed in micro-aerobic conditions. The presence of 4 g L' of L-malic
acid in the culture medium increased the biomass produced, about two-fold higher than that
obtained in medium without L-malic acid. All of the L-malic acid is consumed by the five
strains but at different specific rates. A mathematical model allowed to quantifying the
relationship between the specific consumption rate of L-malic acid (v) and the specific growth
rate two specific rates for each strain; for a given strain, both rates have similar profiles during
the MLF. Interactions in mixed cultures of 10 couples formed by the five strains were then
examined in a Membrane Bioreactor (BRM) under anaerobic conditions. Three different
interaction types were identified: 1) negative reciprocal interactions of the both strains in
mixture culture, 2) interaction that affect negatively the favored strain in pure culture and
positively the slowest one, and 3) interaction with positive effect on the fastest strain in pure
culture. Comparison of pure and mixed culture showed that the specific activity of strains was
affected in mixture culture causing the extension of the lag phase in the case of inhibition and
its shortcut in the case of stimulation. Modeling of the consumption of the L-malic acid
revealed activation of the consumption of this acid for some couples however, growth is
strongly affected. The interactions affecting the course of the MLF are due solely to the effect
of excreted extracellular metabolite(s); these metabolites remain to be identified.

Keywords: (Enococcus ceni, growth, Malolactic Fermentation, Membrane Bioreactor,
model, mixed culture, microbial interactions.
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Liste des abréviations

AB : amine biogene

ADN : acide désoxyribonucléique
ARN : acide ribonucléique

ATP : adénosine triphosphate
BRM : Bio-Réacteur 8 Membrane
°C : degré celsius
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DO : densité optique

EML : enzyme malo-lactique

FA : fermentation alcolique

FML : fermentation malo-lactique
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Introduction générale

A T’heure actuelle, la majorité des denrées alimentaires subissent des transformations
avant leurs arrivées chez le consommateur par des procédés bien adaptés comme dans les
secteurs de la laiterie, la fromagerie, la brasserie, la sucrerie...etc. Une grande partie de ces
procédés alimentaires fait intervenir des micro-organismes (levure(s) et/ou bactérie(s)). Au-
dela de ces aliments qui ont été en contact avec des flores ajoutées et/ ou développées
intentionnellement, tout ce que nous consommons contient et/ou a €té en contact avec des
micro-organismes.

Les bio-procédés alimentaires sont en général des procédés dans lesquels des micro-
organismes sont ajoutés ou sont présents sur la matiére premiere, en vue d’obtenir un produit
fini avec des caractéristiques organoleptiques, nutritionnelles et sanitaires satisfaisantes. La
maitrise de ces procédés faisant intervenir des micro-organismes nécessite, bien évidement, de
bien connaitre ces étres vivants et de connaitre leurs réactions envers leurs environnements

(connaissances génétiques, physicochimiques et physiologiques...etc.).

Le vin est une boisson fermentée obtenue, en général, apres deux fermentations qui sont
découplées dans le temps, ce sont la fermentation alcoolique (FA) réalisée par les levures et la
fermentation malo-lactique (FML) réalisée par les bactéries lactiques, principalement
(Enococcus ((E) ceni. La FA demeure mieux gérable par les vinificateurs par rapport a la
FML. Ceci en raison des connaissances acquises sur les levures beaucoup plus abondantes
comparées aux avancées scientifiques sur les bactéries du vin. En effet, ces derniéres étaient
au départ négligées et considérées comme nuisibles, altérant la qualité de la boisson. C’est ce
que Pasteur appelait ‘la maladie du vin’. Ces 20 dernieéres années, les spécialistes de la
fermentation des vins ont pris conscience des roles critiques que la FML jouait sur la qualité

du vin, et en particulier (E. eeni comme le rapporte Alexandre et al. (2008).

Malgré ces efforts, le vinificateur n’est pas encore toujours apte a bien contrdler la FML,
, L : L
parce que le comportement d’(E. eeni n’est pas encore bien connu. Notamment, la majorité des
¢tudes ont été réalisées uniquement sur les cultures pures des souches de cette bactérie. Or,
dans les milieux réels elle ne se retrouve sirement pas toute seule ; dans le mott de raisin on

trouve par exemple les Lactobacilles, les Pédiocoques, les levures et différentes souches d’E.
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ceni elle-méme. La focalisation des recherches sur les cultures pures est justifiée par les
difficultés expérimentales liées aux cultures mixtes. Il est difficile de quantifier et de suivre
les biomasses de chacune des souches en cultures mixtes et aussi difficile de doser 1’agent

inhibiteur ou stimulateur d’une telle interaction.

Notre travail de thése s’inscrit dans le contexte du projet ANR DIVOENI d’étude de la
biodiversité intra-specifique chez ’espéce (E. wni. Ce projet de recherche vise a évaluer,
préserver et mieux utiliser cette bactérie lactique du vin. Il s’agit en effet d’exploiter la
biodiversité des bactéries lactiques et de sélectionner celles qui semblent les plus adaptées
parmi des centaines isolées de vins d’origines différentes. Pour cela il faut tester les (&. eeni
sélectionnées et étudier leurs comportements dans un environnement complexe (vin ou milieu
simulé vin).

Dans ce cadre le travail présenté dans ce manuscrit a pour objectif d’apporter une contribution
a I’étude des interactions entre différents couples de cinq souches d’E. @ni en cultures
mixtes. Le recueil des données expérimentales devrait permettre de mettre en évidence les
différents types d’interactions qui peuvent étre observées entre un couple de souches (F. eni.
Ces couples modeles peuvent représenter une souche sélectionnée contre une population
autochtone par exemple.

L’outil choisi est le Bio-Réacteur a Membrane (BRM) qui a été développé au Laboratoire de
Génie Chimique pour I’étude des cultures mixtes (Salgado et al., 1999 ). Cet appareillage
semble le mieux adapté pour I’évaluation des interactions indirectes entre micro-organismes.
En effet, le BRM permet la quantification des biomasses de chacune de 2 souches
microbiennes en culture mixte dans le méme milieu de culture. Il a été utilisé dans plusieurs
¢tudes de cultures mixtes de couples de micro-organismes du vin: Saccharomyces/
Saccharomyces (Pommier, 2003), Saccharomyces/Torulaspora (Lai, 2010), levure
Saccharomyces/(E. ceni (Nehmé, 2008) et une étude pour le couple (. eni/(E. ceni (Tataridis,
2001).

Le chapitre I de ce manuscrit est rédigé dans le souci de synthétiser des données
bibliographiques. Des généralités sur la vinification et les facteurs influengant ce procédé
seront présentées en premier lieu. Cette premicre partie permettra aussi de connaitre (. @ni,
son métabolisme et son réle dans le vin. En second lieu, nous exposerons les différents types
d’interactions qui peuvent exister entre micro-organismes, et en dernier lieu, une partie de ce

chapitre sera consacrée a la modélisation de la croissance microbienne.
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Le chapitre II regroupe 1’ensemble des techniques et méthodologies utilisées pour la

réalisation de ce travail.

Les résultats de nos expériences associées aux discussions sont exposés dans le
chapitre III en 2 parties. La premicre partie traite de la caractérisation de 5 souches de
bactéries lactiques (E. @ni. D’abord, sera présentée la comparaison du développement des
souches dans des conditions de culture (pH, température, éthanol et micro-aérobie/anaérobie)
a différents niveaux de stress. Ensuite, la modélisation mathématique des cinétiques des
cultures pures sera abordée. Enfin, seront présentés et discutés dans cette premicre partie les
résultats d’évaluation de I’effet de 1’acide malique sur la croissance des souches étudiées. La
deuxieme partie porte sur I’étude des interactions. Elle exploite et analyse les données
expérimentales des cultures mixtes des couples de souches d’. @ni. Les différents types
d’interactions sont alors mis en €vidence par comparaison de I’activité de chaque souche en

culture pure avec son activité en culture mixte.
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1. Vinification

La vinification est ’ensemble des opérations qui permettent 1’élaboration d’un vin. Selon
la définition légale du vin en Europe « le vin est le produit obtenu exclusivement par la
fermentation alcoolique, totale ou partielle, de raisins frais, foulés ou non, ou de moiits de
raisins ». La fabrication du vin fait intervenir des levures et des bactéries lactiques. Celles-ci
effectuent, respectivement, la fermentation alcoolique et la fermentation malo-lactique.

Le processus de vinification va étre différent suivant le type de vin souhaité (blanc, rouge,
rosé) et les choix du maitre de chai Ribéreau-Gayon et al. (1998). Les grandes étapes sont

décrites ci-dessous (figure 1.1)

1.1. Opérations de pré-fermentation
Réception de la vendange

Les grappes de raisin récoltées sont transportées au chai et habituellement réceptionnées
dans une cuve en forme d’entonnoir. Afin de s’assurer de la qualité de la vendange, les raisins
doivent étre au stade optimal de la maturité et dans un parfait état sanitaire. Pour avoir dans
son jeu tous les atouts de la réussite, le vinificateur doit disposer de raisins entiers qui n'ont
pas ¢été écrasés lors de la cueillette et du transport en vue d'éviter tout début de macération et

d'oxydation.
Eraflage

L’éraflage (ou I’égrappage) a pour but de séparer les grains des rafles, charpentes
végétales qui soutiennent les grains. Il est facultatif mais fréquent et est réalisé lorsque la
macération dure longtemps. Cette opération permet de limiter les gouts herbacés dans le vin,

et d’obtenir des vins moins astringents.

Foulage (vinification en rouge)
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L’opération consiste a faire éclater les grains de raisins de maniere douce pour faire jaillir
le jus et préparer le pressurage en facilitant l'extraction des mofts. Elle libére ainsi le jus
contenu dans les baies. Pendant cette opération, la vendange s’homogénéise et s’acre. Le
mott est composé de jus, de peaux, de pulpe et de pépins. Autrefois réalisée pieds nus, cette

opération est aujourd'hui mécanisée pour la plupart des vinifications.

Pressurage
Le pressurage permet 1’extraction par pression du jus des grappes. C’est a ce stade que se
fait toute la différence entre 1’élaboration d’un vin blanc et d’un vin rouge. Pour un vin rouge

le pressurage intervient apres la fermentation alors que pour un vin blanc il intervient avant.

Sulfitage

Le sulfitage est aussi une opération pré-fermentaire commune a tous les types de
vinifications. On appelle ainsi 1'addition d'anhydride sulfureux (SO,). La vendange regoit une
dose de soufre mesurée pour permettre d'assurer la stabilité microbienne et chimique du vin.
En effet le SO, est un antioxydant et antibactérien. Il permet d’éliminer les bactéries et les

micro-organismes indésirables pour permettre un bon déroulement de la FA.

Il existe différents types de vinifications : la vinification en rouge, en blanc, en rosé ou en
vins effervescents. Les opérations faisant suite aux étapes de pré-fermentation différent selon
le type de vin désiré. Nous présentons, dans le paragraphe qui suit, les étapes dans le cas de la

vinification en rouge (Figure I.1).
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Vinification en Blanc et en Rouge
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Figure L. 1. Vinification en blanc et en rouge (Lai, 2010)

1.2. Fermentation alcoolique et macération

Les sucres du jus (glucose et fructose), avant de subir la fermentation proprement dite,
sont métabolisés principalement suivant la voie de la glycolyse (Figure 1.2) par les levures. Il
s’agit des réactions qui transforment le glucose en pyruvate et qui libérent de 1’énergie
utilisable par les cellules (gain de 2 molécules d’ATP et de 2 molécules de NADH, H"). Le
fructose rejoint cette voie par phosphorylation pour donner le fructose-6-phosphate. En
anadrobiose, les levures continuent le catabolisme de 1’acide pyruvique en éthanol : c’est la
fermentation alcoolique. En effet, 1’éthanol est obtenu a partir du pyruvate selon les 2

réactions suivantes :

Pyruvate décarboxylase
CH;COCOOH > CH3CHO+CO;
Pyruvate Ethanal

Alcool déhydrogénase
CH;CHO / \ > CH;CO,0H
Ethanal NADH, H" NAD" Ethanol
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A partir de ces réactions fermentaires, la levure effectue le recyclage d'une molécule
NAD" réutilisée pour la réalisation de la glycolyse. Quand il y a une forte croissance de la
levure, en présence d’oxygene notamment, et que le jus de raisin est trés sucré en début de
fermentation, une autre voie de recyclage du NADH; est favorisée. 1l s’agit de la fermentation

glycéropyruvique qui produit du glycérol. Celui-ci contribue aux qualités organoleptiques du

vin.
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1.3. Spécificités de la vinification en rouge

Les deux opérations, fermentation alcoolique (FA) et macération sont simultanées et
essentielles pour le vin. Elles ont lieu dans la cuve ou la vendange a ¢été¢ mise apres les
opérations de pré-fermentation. Au cours de la fermentation alcoolique (cf. § 1.2), on peut
distinguer deux phases : le jus et le marc. Le marc est une masse compacte formée de la peau,
de la pulpe, des pépins et de quelques morceaux de rafles. Cela forme un chapeau au-dessus
du jus. La FA dure environ quatre a dix jours. Elle est terminée lorsqu'il n'y a plus de sucres
fermentescibles. Les facteurs physico-chimiques principaux influengant la durée et le
déroulement de la FA sont : la température qui doit étre entre 20 et 30 °C, 1’aération du mofit,
la concentration en éthanol, la teneur en azote assimilable, les acides gras...etc.

Le marc contient des anthocyanes et des tanins qui permettront de donner la couleur et la
structure au vin. Pendant la macération, des remontages sont réalisés, pratique qui consiste a
prélever le jus en bas de cuve et le reverser sur le marc. Ainsi, le jus passant au travers de ce
chapeau s’enrichit progressivement de toutes les substances colorantes et des tanins. Cette
opération permet aussi d'aérer le moit afin de permettre un meilleur développement de la
levure. Les matieres colorantes du molt sont essentiellement extraites en début de
fermentation alcoolique (phase aqueuse) alors que les tanins sont plutdt extraits en fin de

fermentation (I'alcool permet la meilleure extraction des tanins).

L’écoulage permet d’égoutter la partie liquide de la cuve généralement par ouverture d’un
robinet placé en bas de cuve. C’est le vin de goutte.

Le décuvage consiste a extraire les marcs restés dans la cuve apres écoulement.

Le pressurage permet I’extraction du vin par pression du marc. C’est le vin de presse, trés
riche en tanins, en couleur et en alcool. Le vin de goutte et le vin de presse sont mis

séparément dans des cuves d’achévement ou dans des flts en chéne.

1.4. Fermentation malo-lactique (FML)

C’est une seconde fermentation qui désacidifie le vin et entraine la formation de nouvelles
saveurs et aromes. Nous reviendrons plus largement sur cette étape dans le paragraphe 2 de ce

chapitre.
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1.5. Opérations post-fermentaires

Débourbage et clarification

Au terme de la FML, le vin est centrifugé ou laissé en décantation. Le vin clair est alors
séparé des bourbes (résidus, débris solides de pulpe, levures et bactéries mortes). Ce premier

soutirage permet d'aérer le vin et le clarifier.

Opérations d’assemblage, d'élevage et de conservation

A ce stade I’cenologue décide de 1’opération d’assemblage des vins obtenus (vin de goutte,
vin de presse...etc.) sur la base de tests organoleptiques. Généralement, une certaine quantité

du vin de presse est ajoutée au vin de goutte pour lui apporter de la structure.

L’élevage du vin est une lente maturation qui peut durer jusqu'a 18 mois en barriques. Le
vin est ensuite soutiré par transvasements successifs afin de le séparer des dépots accumulés
dans le fat (la lie). Il est ensuite clarifié par « collage » au blanc d’ceufs ou avec d’autres
substances riches en protéines pour les vins rouges et par de la bentonite pour les vins blancs,

puis éventuellement filtré avant d’étre mis en bouteilles pour le conserver.
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2. Fermentation Malo-Lactique

La fermentation malolactique est généralement consécutive a la fermentation alcoolique.
Les nombreux travaux scientifiques autour des levures réalisés sur les 50 derniéres années, et
I’espece Saccharomyces cerevisiae notamment, ont permis de mieux maitriser la fermentation
alcoolique et de faire des progres considérables dans les domaines d’applications des levures.
En ce qui concerne les bactéries lactiques du vin, ce n’est que plus récemment que les
scientifiques s’y sont intéressés. Pourtant, la FML n’est pas toujours maitrisée malgré son

impact important sur le produit fini.

En effet, I’importance de la FML n’a été découverte qu’a partir des années 1920, et ce
malgré les progres de la microbiologie depuis les découvertes de Pasteur en 1857. De nos
jours, la fermentation malolactique (FML) est devenue une étape critique dans I’élaboration
des vins. La réaction de décarboxylation de 1’acide malique en présence d’ions manganése
(Mn®") et de NAD' comme cofacteurs par I’enzyme Malo-Lactique entraine la production

d’acide lactique et le dégagement de CO:

COOH-CH,-CHOH-COOH -------=====----- > CH3-CHOH-COOH+CO,
Acide L-malique EML Acide L-lactique

Cette réaction est réalisée par (F. eeni dans les vins rouges et dans certains vins blancs comme

le Champagne. Elle est également réalisable par Lactobacillus. La FML permet de :

- diminuer I’acidité afin de produire un vin souple et moins agressif gustativement
- avoir une meilleure stabilité microbiologique
- produire un caractere organoleptique plus complexe par formation de certaines

molécules aromatiques : modification de la couleur, de la saveur et de I’arome.

Outre ces qualités qu’E. eni confere aux vins, la maitrise de la FML a une haute
importance économique d’apres Renouf (2008). En effet, le moment du déclenchement de la
FML et sa durée affectent nettement les rendements du procédé : plus la FML a du mal a

démarrer plus elle peine a s’achever et donc plus les cofits s’alourdissent.
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Par conséquent, pour mieux maitriser cette étape, il est nécessaire d’une part d’assurer les
conditions optimales de croissance pour (E. eeni et d’autre part, de sélectionner les souches les
plus adaptées.

Les parametres physico-chimiques de croissance comme le pH et la température sont
actuellement mieux définis et maitrisés, mais la composition en nutriments dépend fortement
de la qualité du raisin, du cépage et des conditions climatiques. En ce qui concerne la
sélection des souches, les performances de celles utilisées industriellement sont connues pour
des conditions standards mais il s’aveére que pour certaines elles ne parviennent pas a réaliser

correctement la FML. L’interaction avec des flores indigénes peut étre une des explications.

Dans les sous-paragraphes qui suivent, nous présenterons d’abord 1’espéce microbienne
(Enococcus ceni, agent principal de la FML en cenologie, du point de vue de son métabolisme,
d’éléments génétiques et de ses besoins nutritionnels. Puis nous exposerons les facteurs qui

influencent la FML.

2.1. Espéce (Enococcus ceni

2.1.1. Caractéristiques et taxonomie

Parmi les bactéries lactiques, les plus fréquentes en cenologie sont les genres
Pediococcus, Leuconostoc, (Enococcus et Lactobacillus. (Enococcus ceni est la seule espece
du genre (Enococus. Cette classification est effectuée grace aux récents outils de la biologie

moléculaire ; a savoir le pourcentage en nucléotides G et C de I’ADN, I’hybridation des

sondes ADN-ADN, la structure et la séquence des ARNr (Lonvaud Funel et a/. 2010).

(E. eeni, anciennement nommeée Leuconostoc oenos (Dicks et al., 1995), est une bactérie
lactique Gram positive. Elle a les caractéristiques suivantes : petites cellules de forme
arrondie ou légerement allongée formant des paires ou des chainettes (Figure 1.3), non mobile,
ne formant pas de spores, acidophile, catalase négatif et chimio-organotrophe. Elle est

mésophile (20 a 30 °C), sa croissance est optimale a pH 4,8 et elle est anaérobie facultative.
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Figure I. 3. (Enococcus ceni en paires et en chainettes

Chez . eni, seul le mode de reproduction par scissiparité est observé. Le chromosome
de la cellule est répliqué, par la suite la cellule se divise en deux pour donner 2 cellules filles
similaires.

Cette bactérie est rarement retrouvée sur les baies de raisin. Elle a été détectée uniquement
une fois en fin de véraison (Renouf et al., 2005). 11 a été supposé que, sur les baies, (. @ni est
probablement inhibée par d’autres souches telles que Lb. lindneri, Lb. Kunkeei et Lb. Lactis
par production de bactériocines. La présence d’E. @ni dans le moit de raisin viendrait
principalement du matériel vinaire (Alexandre et a/., 2008).

(E. eni est la bactérie lactique la plus apte a résister et a se développer apres la fermentation

alcoolique en conditions cenologiques.

2.1.2. Métabolisme et éléments génétiques chez (Enococcus ceni

» Glucides et composés azotés

Chez les bactéries lactiques, les Pédiocoques et certains Lactobacilles métabolisent les
sucres selon la voie homofermentaire : le pyruvate obtenu par la glycolyse est transformé
principalement en acide lactique (90%). Les genres (Enococcus, Leuconostoc et certains
Lactobacilles sont par contre des bactéries hétéro-fermentaires car elles ne possedent pas
I’aldolase de la voie de la glycolyse. Cela signifie qu’elles métabolisent le glucose via la voie
des pentoses phosphates (Figure 1.4). Les produits de cette voie sont 1’acide lactique (produit
majoritaire, de I’ordre de 50%), I’éthanol, I’acétate et le CO,.

L’enzyme clé de la voie des pentoses-phosphates est la phosphocetolase qui produit a partir

du xylose-5-P, du glycéraldéhyde-3-P et de I’acétyl-P et du CO,. Le glycéraldéhyde-3-P

34



rejoint la voie que ’on retrouve dans la glycolyse et donne du pyruvate puis de I’acide
lactique. L’acétyl-P est réduit en acétate ou éthanol via I’acétyl- coA (figure 1.4).

Le bilan de cette fermentation est le suivant :

1 glucose + ADP +Pi = 1 lactate + CO; + 1 (éthanol ou acétate) + H,O + ATP

Les bactéries lactiques hétéro-fermentaires génerent a partir du glucose 1 mole d’ATP et 3
moles de NADH. Une mole de coenzyme est réoxydée au niveau du pyruvate via la Lactate
Déshydrogenase (LDH) et les deux autres moles de NADH sont réoxydées au niveau de
I’acétyl-CoA et de I’acétaldéhyde. Le fructose présent dans le milieu est également dégradé
par la voie hétérofermentaire. Cependant, il peut jouer le role d’accepteurs d’électrons pour la
réoxydation du NADH produit, puisque la réduction du fructose en mannitol par la mannitol
déshydrogénase permet la réoxydation des coenzymes réduits. Dans ce cas, 1’acétyl-P est
transformé préférentiellement en acétate, avec un gain supplémentaire en ATP. Cela explique
le meilleur rendement de croissance d’(E. eni dans un milieu ou il y a un mélange de glucose
et de fructose. Bien que le manuel ‘Bergey’s Manual of determinative bacteriology (Holt et
al. 1994)’ affirme que le glucose est fermenté par le genre Leuconostoc, (E. eeni présente une
préférence pour le fructose par rapport au glucose (Lonvaud-funel et al., 2010). Selon ces
auteurs, contrairement a la fermentation du glucose seul, on obtient une meilleure croissance
de (E. @ni lorsque elle fermente les 2 hexoses en mélange, glucose et fructose, ou bien du

fructose seul.
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Figure I. 4. Schéma de la fermentation du glucose par les bactéries hétérofermentaires selon

la voie des pentoses-phosphates (Cavin et al., 1998)

La bactérie (E. @eni possede les systemes enzymatiques extracellulaires nécessaires pour le
catabolisme des polysaccharides (I’enzyme B (1-3) glucanase a été retrouvé chez (F. weni) et
pour la dégradation des protéines. C’est une bactérie chimio-organotrophe, elle n’assimile
donc pas de I’azote minéral et a besoin de I’azote organique. Il a été¢ démontré que les
protéases de cette bactérie sont capables d’hydrolyser les protéines du vin et des levures et

d’assimiler des dipeptides et des oligopeptides. L’analyse des génomes d’E. eni n’a pas
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permis d’identifier de géne similaire a des protéases d’autres bactéries lactiques telle que le

Prtp de L. lactis (Allexandre et al., 2008).

La souche (. @ni ATCC BAA 1163 a la capacité de synthétiser une protéase d’environ
21 kDa dans un milieu pauvre en azote (Remise et al., 2005). Cette protéine a été purifiée et
caractérisée : elle a la propriété d’hydrolyser des protéines sur une gamme de pH de 4,5 a4 7,6.
En milieu riche, cette protéase est produite mais uniquement en phase stationnaire. Il semble

donc que sa production soit une réponse a des conditions défavorables.

Etude génomique

Le génome de la souche ATCC BAA 1163 a permis d’identifier 27 geénes putatifs de
peptidases qui pourraient avoir un réle dans I’assimilation des peptides (Tableau I.1). Il a été
conclu d’apres ces €tudes génomiques et des tests d’activités peptidasiques que cette souche
présente des particularités par rapport aux bactéries lactiques du lait L. lactis, streptocoques et
lactobacilles : protéases extracellulaires multiples et différentes, multiplicité de protéines de
fixation pour les transporteurs, faible activit¢é aminopeptidasique générale et activité
majoritaire de propyl-amino-peptidase pour les peptides a proline. Il semble donc normal qu’il
y ait une différence entre cette souche ATCC BAA 1163 et la bactérie lactique du lait L.

lactis, puisque les protéines cibles a métaboliser sont également différentes.

Des études ont montré que le génome de la souche (E. wni PSU-1 présente des genes
codant potentiellement des transporteurs de sucres, a savoir le systtmes ABS, les systemes
PTS et les systémes de symport sucre/H™ (Mills et al., 2005).

Il a été trouvé que la souche PSU-1 présente des genes putatifs impliqués dans la biosynthese
de 8 acides aminés : alanine, aspartate, asparagine, cystéine, glutamine, lysine, méthionine et
thréonine (Makarova et al., 2006). La capacité anabolique de 1’espéce (. eni vis-a-vis de ces
acides aminés a été également confirmée. Cependant, des génes codant la synthése de certains
acides aminés sont absents chez certaines souches d’&. wni séquencées. Ceci s’explique par
le fait qu’il peut y avoir une perte de géne au cours de I’évolution, en réponse a la pression

environnementale (Alexandre et al., 2008).
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Tableau 1. 1. Genes putatifs de peptidases identifiés chez (E. ceni ATCC BAA-1163 avec les

pourcentages d’identité (id) et de similarité (sim) des protéines déduites avec les protéines

similaires de L. lactis (Alexandre et al., 2008).

% id / sim L. lactis

Aminopeptidases générales

PepN Aminopeptidase N 50,1/68,5
PepCl Cystéine aminopeptidase C 48,0 /67,6
PepC2 Cystéine aminopeptidase C 38,8 /57,4
Aminopeptidases spécifiques a proline

PepX X-pro dipeptidyl peptidase 32,8/53,0
Pepll Prolyl aminopeptidase —
Pepl2 Prolyl aminopeptidase —
PepI3 Prolyl aminopeptidase —

Di- et tripeptidase

PepT Tripeptidase 49,5/ 68,4
PepD Dipeptidase 46,5/ 64,7
PepV1 Dipeptidase 43,1/63,5
PepV2 Dipeptidase 32,9/48,8
PepQ Proline dipeptidase 46,9 / 66,8
PepP Xaa-pro dipeptidase 39,0/56,3
Endopeptidases

PepF1 Oligoendopeptidase F 44,3 / 64,2
PepF2 Oligoendopeptidase F 20,2/41,4
PepF3 Oligoendopeptidase F 21,6/433
PepO Endopeptidase O 39,8 /58,6
Peptidases faiblement caractérisées

YmfH Peptidase M16 30,8 /48,5
YueF Zn protéase 24,2 /47,7
YuxL Peptidase YuxL —
DmpA L-aminopeptidase/D-esterase —
CDS 23454 24602 C Peptidase M20/M25/M40 family A 47,8 /63,4

CDS 100542 101903 C

Peptidase M20/M25/M40 family B
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Meétabolites issus des acides aminés

Des souches d’. eni sont capables de métaboliser la méthionine pour former des
composés soufrés volatils dans le vin, avec des quantité significatives. Ce sont en particulier
le 3-(méthylsulphanyl) propan-1-al, le 3-(méthylsulphanyl) propan-1-ol et 1’acide 3-
(méthylsulphanyl) propionique. D’apres Pripis-Nicolau et al. (2004), seul ce dernier pourrait
avoir un impact sur la perception aromatique apres la fermentation du vin
Plusieurs études montrent qu’il peut y avoir production d’amines biogeénes (AB) par les
bactéries lactiques a partir des acides aminés. Les AB nuisent a la qualité sanitaire des
produits alimentaires mais a I’heure actuelle, il n’y a pas d’étude démontrant leurs effets sur la
croissance des bactéries (F. eeni ni sur I’activité malo-lactique.

La production d’amines biogenes, putrescine et cadavérine, a ét¢ montrée chez plusieurs
souches d’(E. eeni parmi 44 testées isolées de vins italiens (Guerrini et al., 2002). Rosi et al.
(2008) ont identifiés de I’histamine et de la tyramine produite par deux souches d’E. @eni (261
et 351). Leur production dépend de la composition du milieu, de la souche de levure utilisée,
et du temps de contact entre les bactéries et les levures apres la FML.

L’effet de I’éthanol, du malate et de I’arginine sur la production de I’histamine par
Lactobacillus hilgardii a été évalué par Mazzoli et al. (2008). Une concentration d’éthanol
supérieure a 13 % inhibe 1’accumulation de I’histamine et la croissance bactérienne ; et des
concentrations inférieure a 9 % n’affectent ni la croissance ni ’accumulation de 1’histamine.
Cependant une concentration de 11 % permet une faible accumulation de 1’histamine qui se
produit en continu. L’arginine retarde aussi I’accumulation de 1’histamine alors que le malate

apparait sans effet sur la conversion de I’histidine en histamine.

» Acides organiques

En plus des glucides et des maticres azotées, (E. eeni métabolise des acides organiques. En
effet le jus de raisin contient de 1’acide malique, de 1’acide citrique et de I’acide tartrique.

Le transport du L-malate vers le milieu intracellulaire d’E. eni fait intervenir une
perméase spécifique des formes anionique de 1’acide (Salema et al., 1994). Le L-malate rentre
selon un uniport sous forme mono-anionique suivi de la diffusion vers I’extérieur de 1’acide

lactique et du CO,.
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Le transport du L-malate et du citrate est fortement inhibé par le potentiel de membrane

(négatif a I’intérieur) alors que I’accumulation du L-malate et du citrate a I’intérieur de la
cellule est favorisée par le gradient de pH (Ramos et al., 1994 et Salema et al., 1994).
Les geénes codant le transporteur du L-malate et de 1’enzyme malolactique (EML) ont été
identifiés et sont respectivement mleP et mleA (Alexandre et al., 2008). Selon Augagneur
(2007), lors de la croissance d’E. @ni a pH 4,5 ou pH 3,2 une augmentation de la synthése de
I’ARNm de mleP codant le transporteur du malate est induite par la présence du malate dans
le milieu. D’autres travaux confirment que pour la plupart des souches étudiées I’EML est
induite par la présence du L-malate (Alexandre et a/., 2008). Ceci a été également montré plus
récemment chez Lactobacillus Plantarum (Miller et al., 2011)

De méme, le transport du citrate est catalysé par un uniport et est transporté sous forme
mono-anionique. Chez (E. eeni, Salema et al. (1994) suggerent qu’il y a possibilité d’existence
du méme mécanisme de transport du citrate et du malate, voire que ce soit un transporteur
unique. A D'intérieur de la cellule, I’acide citrique, est dans un premier temps catabolis¢ par le
systeme citrate lyase qui produit de I’oxaloacétate et de 1’acétate. Ensuite 1’oxaloacétate peut
étre décarboxylé par 1’oxaloacétate décarboxylase pour donner du pyruvate selon la réaction

suivante :

oxaloacétate = pyruvate + CO,.

Chez (E. @ni le citrate est un précurseur dans la biosynthése des acides aminés dérivés
de I’aspartate, I’asparagine et 1’isoleucine (Saguir et Manca de Nadra, 1997 ; Saguir et Manca
de Nadra, 2002) et I’aspartate a un effet stimulateur de la croissance. Ramos et a/. (1995) en
utilisant la RMN 13C ont identifié 1’aspartate comme le produit du métabolisme du citrate
chez Leuconostoc cenos isolée a partir du vin. En effet, en plus de la voie de la biosynthese
des acides aminés évoquée I’acide citrique peut suivre 3 autres voies métaboliques possibles
(Renouf et Murat. 2010) : 1) production de diacétyle et d’autres molécules acétonoiques pour
¢liminer le pyruvate en exces et réguler le pH intracellulaire. 2) synthése des lipides exploités
pour la biosynthése des phospholipides membranaire. 3) production de I’acide acétique avec
libération d’une molécule de phosphate utile pour la génération de la molécule d’ATP (Figure

1.5).
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L’utilisation de chacune des différentes voies par les bactéries dépend des conditions du
milieu, et dépend également de 1’aptitude physiologique des souches a tolérer les conditions
de stress.

Les auteurs Renouf et Murat (2010) ont également constaté que la consommation d’environ
0,28 g.L"' d’acide citrique, dans un vin de chardonnay inoculé en bactéries sélectionnées aprés
la fermentation alcoolique, s’effectue entre I’inoculation et I’enclenchement de la FML. La
comparaison d’un levain malo-lactique conventionnel avec un levain incapable de dégrader
I’acide citrique a montré que celui ci a connu une phase de latence de la FML deux fois plus
importante que le levain conventionnel. Par ailleurs, Du Toit et al. (2010) rapportent que
plusieurs études montrent que le métabolisme de I’acide citrique est susceptible de survenir
apres la dégradation de 1’acide malique. En effet, il a été découvert que la présence d’acide
malique inhibe le transport d’acide citrique (Martineau et Henick-Kling, 1996) et réduit
I’activité du citrate lyase (Nielsen et Richelieu, 1998).

En corollaire, les concentrations en malate et en citrate dans le vin constituent des
¢léments favorisant une bonne croissance de la bactérie et donc une bonne conduite de la
FML, puisque ils ont un effet stimulateur de la croissance. Ceci amene a s’intéresser a I’amont
de la filiere de vinification : les caractéristiques du mott découlant de la qualité du raisin, du

moment de la récolte, de la qualité du cépage..etc.

ATP /écgtate Diacétyle
_ PDH 2 oD
A/DR
_ ALS , :
. Pyruvate Y o-Acétolactate
\ Acétoine
ADC
PFL F:‘onnate A/DR
Ethanol
Acétate

Butanediol

Figure 1. 5. Catabolisme du pyruvate chez les bactéries lactiques. ALS, «
acétolactate synthase ; PFL, pyruvate formate lyase ; PDH, pyruvate déshydrogénase ; ADC,
o. acétolactate décarboxylase ; A/DR, acétoine et diacétyle réductase ; ODC, décarboxylation

oxydative (Alexandre et al., 2008)
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En ce qui concerne ’acide tartrique, celui-ci n’est généralement pas métabolisé par les

bactéries lactiques.

2.1.3. Besoins nutritionnels

«* Besoins en sources de carbone

(E. eeni utilise le glucose et le fructose qui sont présents dans le vin. Elle se développe
mieux sur un milieu contenant les 2 glucides que sur un milieu contenant le glucose seul grace
au gain d’énergie provoqué par la réoxydation des coenzymes NADH,H" (cf. métabolisme
des glucides en § 2.1.2).

Pour la croissance des bactéries lactiques présentes dans le vin, une concentration de glucose
inférieure a 1 gL est suffisante. En outre, la limitation du développement des bactéries
lactiques n’est généralement pas due aux sources de carbone. Des études ont montré qu’a coté
du glucose et du fructose, (E. eni utilise le mannose le tréhalose, et selon les souches, le
galactose, 1’arabinose, le ribose et le xylulose (Lonvaud-Funel et a/., 2010).

Nous avons vu qu’&. eni présente une activité glucosidase extracellulaire. Celle-ci lui permet

de s’approvisionner en mono et disaccharides ainsi qu’en pentoses.

< Besoins en source d’azote

Des études sur une vingtaine de souches d’E. eni montrent que, selon les souches,
I’auxotrophie pour les acides aminés va de 5 a 13 acides aminés (Tableau 1.2).
I1 a été démontré que des composés peptidiques levuriens de 0,5 a 10 kDa peuvent stimuler la
croissance d’. eni et ont un effet remarquable par rapport a un milieu contenant uniquement
des acides aminés libres. L’utilisation des fractions peptidiques de masse moléculaire
supérieure a 10 kDa a un effet bien moindre (Remize et al., 2006). D’apres Alexandre et al.
(2008), sur un milieu contenant de 1’azote peptidique, la consommation nette d’azote pendant
la phase de croissance représente moins de 5 mg.L™" alors que sur un milieu sans peptide, une
consommation de 50 4 60 mg.L" selon les souches peut étre insuffisante pour avoir une

biomasse capable de réaliser la FML
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Tableau 1. 2. Comparaison des besoins en acides aminés de vingt souches d’(E. eeni

(Alexandre et al., 2008)

Fourcassié et al.,

Garvie, 1967 1992 Remize et al., 2006
glflltc:snique E E k
Arginine E E N (2/5) ; E (3/5)
Isoleucine E E N (2/5) ; E (3/5)
Tryptophane N (2/9); E (7/9) E N (1/5) ; E (4/5)
méthionine N (5/9); E (4/9) E E
Valine E N (3/6) ; E (3/6) N (1/5) ; E (4/5)
Cystéine E 1(2/6) ; E (4/6) N (4/5) ; E (1/5)
Tyrosine E 1(5/6); E (1/6) E
Phénylalanine N (2/9); E (7/9) 1(5/6) ; E (1/6) E
Histidine N (3/9); E (6/9) 1(5/6) ; E (1/6) N (2/5); E (3/5)
sérine 1(2/9); N (5/9); E (2/9) E
Lysine I [(/6) (f/l 6()3/ 6):E 1 N@s):E@s5)
‘;cgg:ﬁque 1(6/9): N (3/9) N 1@73) (}\/] 5()3/ 3);E
Leucine [(5/9); N @3/9);E (1/9) N (3/6) ; E (3/6) N (1/5) ; E (4/5)
Thréonine 1(7/9): N (1/9) : E (1/9) I 1G73) ;(55()2/ >); B
Glycine 1(6/9); N (1/9) ; E (2/9) I 1(3/5) ;N (2/5)
Proline I I 1(2/5) ;N (3/5)
alanine I I 1(4/5); N (1/5)

E : I’acide aminé est essentiel ; N :

nécessaire ; [ : indifférent. Le rapport entre parenthese

indique le nombre de souches par rapport a la totalit¢ des souches testées. L’absence

d’indication numérique signifie que toutes les souches de 1I’étude sont concernées.
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(E. eeni, est généralement exigeante pour 1’acide glutamique et le couple sérine/glycine.
Drailleurs un transport énergie-dépendant du glutamate a été démontré chez . eeni 8403
(Vasserot et al., 2002). Cependant il a été noté que cette espece, est la bactérie lactique

comportant le moins de geénes de transporteurs d’acides aminés.

+» Exigences en vitamines et en minéraux

Plusieurs vitamines sont essentielles pour la croissance des bactéries lactiques, en
particulier le groupe B des hydrosolubles : I’acide pantothénique (Bs), la biotine (By), la
thiamine (B;), et la niacine (B3) (Terrade et De Ordufia, 2009 ; Lonvaud-Funel et al., 2010).
La pyridoxine (Bg) et la riboflavine (B;) sont nécessaires pour une croissance optimale de
certaines souches. L’acide folique (Bg) et la cobalamine (B;;) sont des cofacteurs de la
synthése des bases puriques et pyrimidiques, ils sont donc nécessaires si ces bases sont
absentes dans le milieu. La vitamine Bs a déja ¢été identifiée comme un facteur de croissance
chez &. ceni.

Certains éléments minéraux sont des cofacteurs d’enzymes ou associés a certains mécanismes
de transport. Jusqu'a I’heure actuelle peu de données sont disponibles sur les besoins réels en

ces éléments.

En conclusion, (E. eni n’est pas trés exigeante en matieére de source de nutriments. Ceci
lui permet de quand méme se développer dans le vin malgré 1’épuisement d’une partie des
ressources du milieu lors de la fermentation alcoolique par les levures. Dans ce milieu elle
réalisera un métabolisme complexe: voie hétéro-fermentaire d’assimilation des
sucres, catabolisme des acides organiques, métabolisme des polysaccharides, des peptides et
des protéines, production du pyruvate par de multiples voies. Cette complexité permet de
produire de nombreux métabolites qui conféreront au vin ses caractéristiques aromatiques :
esters, aldéhydes, alcools, cétones ...etc.

En outre, les travaux de biologie moléculaire (physiologie, génétique, biochimie...etc)
effectuées pour récolter des informations sur (. eni sont importants et intéressants pour une
bonne connaissance de cette espéce bactérienne et pour mieux définir ses conditions de
croissance optimale. Néanmoins, les fonctionnalités de beaucoup de protéines et de peptides
potentiellement exprimés par des geénes bien déterminés ne sont pas encore établies. Vu qu’ .

ceni présente des particularités par rapport aux autres bactéries lactiques et vu qu’elle est
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I’agent principal de la FML du vin, la détermination des roles de chaque gene exprimé est

souhaitable. En particulier les mécanismes de résistance au stress restent mal connus.

2.2. Facteurs influencant la fermentation malo-lactique

Les conditions physico-chimiques stressantes du vin apres la FA comme la concentration
¢levée en éthanol, la faible acidité (pH de 3 a 4), la présence d’anhydride sulfureux et le
déficit en nutriments constituent un obstacle a la FML. Selon Ribéreau- Gayon et al. (1998),
’alcool est le premier facteur inhibiteur limitant la FML. Ensuite vient le degré de maturité du
raisin, sous-entendu 1’acidité du jus de raisin : plus la teneur en acide malique est élevée
(maturité insuffisante) plus la FML est nécessaire mais difficile a obtenir. Alors que si
I’acidité est faible (raisins trés mirs), la FML est plus facile a réaliser et son incidence
gustative est moins grande. En revanche, dans ce dernier cas les risques d’une déviation
bactérienne accidentelle sont accrus.

Actuellement des levains malo-lactiques sélectionnés sont utilisés pour supporter les
conditions difficiles du vin. Néanmoins, ceci ne garantit pas toujours la FML et parfois des
contaminations par des germes nocifs comme les bactéries acétiques et les levures du genre
Brettanomyces peuvent se produire. En effet, quand la FML est désirée, les vins ne sont pas
protégés a la fin de la FA par du SO; libre et donc un retard de la FML ou son échec favorise

le développement de micro-organismes indésirables (Nehme, 2008).

En général, les principaux facteurs affectant la FML sont classés en 3 catégories comme le

montre le tableau 1.3.
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Tableau I. 3. Facteurs influencant la croissance et la survie des bactéries (Nehme, 2008)

-PH,
Conditions physicochimiques - Température,
- Facteurs associés a la vinification (pratique de cave, sulfitage,

macération, débourbage, ¢levage sur lies...etc).

- Ethanol,

- Acides gras,

- sucres et polyols,

Composition du vin - Acides organiques,

- Composés phénoliques,

- Composés azotés,

- Facteurs de croissance : vitamines et oligoéléments,
- Gaz (0,, COy),

- Fongicides, pesticides.

Interactions avec :

Facteurs biologiques - levures,
- bactéries,
- bactériophages.
2.2.1. Débourbage

Cette opération qui permet de clarifier le mott de raisin a 1’avantage d’éliminer une
grande partie des levures et des bactéries. Il est effectué avant la FA en vinification en blanc.
Mais en parallele les mofts tres clarifiés sont appauvris en macromolécules. Selon Alexandre
et al. (2008) plus la clarification est intense, plus la fermentation alcoolique est longue en
relation trés souvent avec des populations levuriennes plus faibles, alors qu’une meilleure
fermentescibilité¢ malo-lactique (flore indigene ou flore sélectionnée ensemencée) est observée
dans ce cas. Ils en déduisent qu’il existe une relation entre les durées de la FA et de la FML.
En outre, ces auteurs notent que les levures produisent une plus forte quantité de
macromolécules au cours da la FA dans les mofts clarifiés que dans ceux pas ou peu clarifiés.
Ceci est favorable pour la FML puisque les macromolécules extracellulaires produites par des
levures stimulent davantage le développement d’E. ewni que les macromolécules présentes
dans les raisins (Guilloux-Benatier et al., 1995). En effet, il a été observé que la phase de

latence devient plus courte et la biomasse bactérienne finale est plus importante.
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2.2.2. Macération pelliculaire

La macération pelliculaire est une technique utilisée en vinification en blanc et en rosé
avec des raisins sains et surtout pour des années de bonne maturité. Elle consiste a favoriser la
dissolution dans le mofit des substances odorantes et/ou responsables de la couleur contenues
dans la pellicule.

Indépendamment de [’aspect sensoriel, selon Alexandre et al. (2008), la macération
favorise tant le déclenchement de la FML que son déroulement. La vitesse de la fermentation
est d’autant plus grande que la macération est longue. Cette opération de macération se traduit
par une augmentation de pH (précipitation de 1’acide tartrique provenant de ’enrichissement
par du potassium) et selon ces auteurs seule cette €élévation du pH pourrait expliquer la

meilleure fermentescibilté observée du vin macéré.

2.2.3. Elevage sur lies

Pendant cette phase il se produit I’autolyse de S. cerevisiae qui se déroule aprés la mort
cellulaire et qui correspond a une auto dégradation de la cellule se traduisant par la libération
dans le milieu extracellulaire de composés levuriens. Compte tenu des conditions du milieu,
I’autolyse se déroule lentement. Les métabolites libérés ont des réles multiples : facteurs de
stabilisation tartrique et protéique, fixateurs d’ardmes et probablement agent de flaveur
(Alexandre et al., 2008). Il a été aussi démontré que les acides aminés, les peptides et les
macromolécules pariétales libérées au cours de 'autolyse ont un intérét positif sur la
croissance des bactéries lactiques (Guilloux-Benatier et Chassagne, 2003). En outre, vu qu’ (.
ceni possede les systemes nécessaires pour cataboliser les composés de lyse de la levure (cf.
paragraphe 2.1.2 de ce chapitre), et comme en plus cette bactérie a une préférence pour les
composés levuriens par rapport a ceux du raisin, cette pratique favorise sa croissance.
Cependant, 1’élevage sur lies peut avoir un effet stimulateur comme il peut avoir un effet
inhibiteur sur la FML. Selon la souche de levure utilisée pour la FA, on n’obtient pas les
mémes effets (Patynowski et al., 2002) car 1’autolyse des levures peut enrichir le milieu en
facteurs de croissance stimulant la FML mais aussi en composés toxiques inhibant la

croissance, la nature de ces composés n’a pas été préciser par ces auteurs.
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2.2.4. Potentiel d’hydrogene pH

Le pH du vin est un facteur déterminant pour la croissance des bactéries lactiques et pour
la conduite de la FML. Il exerce une pression sélective en faveur des bactéries les plus
résistantes au pH bas ou qui sont acidophiles comme (. eeni.

Selon Alexandre et al. (2008) la limite de pH est plus basse pour les souches d’E. @ni que
pour les pédiocoques et les lactobacilles ; elle est de 2,9 a 3,0 pour (. @ni et de 3,4 a 3,5 pour
les autres especes. Ces pH limites dépendent fortement des autres constituants (éthanol et
SO;) ou des conditions de culture (température). Plus le pH sera élevé plus la diversité
bactérienne sera grande et de ce fait les risques d’altération augmentent. Inversement, un
milieu trés acide ne permet la présence que des souches appartenant a I’espece (&. eeni.

En milieu de laboratoire, le pH optimum de croissance est de I’ordre de 4,8. Au dessous de
cette valeur la croissance est d’autant plus faible que le pH est faible. Dans le vin, lorsque le
pH est faible la phase de latence est prolongée et la croissance est ralentie, alors que si le pH
est élevé, la phase de latence passe inaper¢ue (Nehme, 2008). Bien qu’un pH bas inhibe
I’utilisation des sucres et la croissance d’E. @ni, la vitesse de dégradation de I’acide malique
est plus élevée. Les levains produits a pH 3,5 dégradent plus rapidement 1’acide malique que
ceux produits a pH 5,5. Le pH influence I’activité spécifique de ’EML qui est optimale a pH
compris entre 3 et 3,2 pour les souches (&.eeni (Henick-Kling, 1990). 11 a été reporté ailleurs
que I’activité de cette enzyme est optimale a 5,75 (Lonvaud-Funel et a/., 2010). Il semble que
dans ce dernier cas il s’agit du pH intracellulaire.

Lorsque on désire le départ de la FML, un pH excessivement bas peut étre contrélé en
I’ajustant a 1’aide du CaCOj; sans enlever une quantité excessive d’acide tartrique (Ribéreau-
Gayon et al., 1998).

Des tests chez la souche &. @ni ATCC BAA 1163 montrent qu’une biomasse maximale est
obtenue a pH 4,5 et a pH 5,3 mais la vitesse de croissance a pH 4,5 est plus faible qu’a pH 5,3
(Alexandre et al., 2008).

2.2.5. Température

Le développement des bactéries lactiques est possible dans une gamme de température allant
de + 15 a + 45 °C ; elles sont mésophiles. La température optimale de croissance d’ . @ni est

de 28 °C et est abaissée autour de 20 °C lorsque les bactéries sont placées dans des conditions
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limitantes : pH bas ou présence d’éthanol (Alexandre, 2008). La température et 1’éthanol
agissent de facon synergique sur la limitation de la FML. La température optimale pour la
FML en présence d’éthanol entre 10 et 14 % (v/v) est de I’ordre de 20 a 25 °C (Asmundson et
Kelly, 1990). Cependant, pour une bonne réussite de la FML, Ribéreau-Gayon et al. (1998),
recommande de la conduire a une température aussi basse que possible (18-20 °C par
exemple) et ce pour limiter les risques de déviation, en particulier la production excessive

d’acidité volatile par attaque de constituants autres que I’acide malique.

2.2.6. Anhydride sulfureux SO,

Le processus de vinification implique des interactions du fait de la présence de différents
micro-organismes : levures, champignons, bactéries lactiques et bactéries acétiques. S’il n’y a
pas de controle des micro-organismes indésirables, 1’altération microbienne du vin peut se
produire a différentes étapes de son élaboration.

L’anhydride sulfureux (SO,) est le produit chimique utilisé pour le contrdle des micro-

organismes indésirables et pour lutter contre les phénomenes d’oxydations.
Les vendanges doivent étre sulfitées a des doses comprises entre 30 et 100 mg.L™" de SO, (30
a4 60 mg.L" pour la vinification en rouge et 60 4 100 mg.L" pour la vinification en blanc). Le
non-sulfitage n’a pas de justification sérieuse méme avec de la vendange trés saine car elle
n’est jamais exempte de micro-organismes et d’oxydases de raisin (Nehme, 2008).
Néanmoins, les concentrations de SO, ne doivent pas étre trop élevées, surtout lorsqu’on
désire la FML pour ne pas inhiber la croissance des bactéries lactiques.

Plusieurs études ont été réalisées pour €valuer I’effet du SO, sur les flores retrouvées dans
les vins. Son action dépend fortement du pH. En effet, Alexandre et al. (2008) expliquent que
le pH du vin influe directement sur la dissociation du dioxyde de soufre dans le milieu (figure
1.6). En effet, plus le vin sera acide plus la proportion de SO, sous forme libre sera importante
(H2S0O; et SO,). Ce composé diffuse dans la cellule bactérienne et se retrouve sous la forme
HSO;" car le pH intracellulaire des bactéries est voisin de 6,5. La libération des protons H"

acidifie donc le cytoplasme et entraine la mort cellulaire.
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SO, + H,0 <«—— H,SO; «—— HSO; +H* «——»S03> +2H"

N

Forme libre : SO,, H,SO3, HSO5, SO:* RCOHSO;
Forme active : SO,, H,SO;
Forme combine : RCOHSO;

SO, total = forme libre + forme combinée

Figure L. 6. Différentes formes de [’anhydride sulfureux dans le vin

Malgré le mécanisme d’action explicité du SO,, il semblerait que les bactéries lactiques
développent une certaine résistance vis-a-vis de celui-ci. Selon Alexandre et al. (2008), .
ani est capable de supporter une teneur de 30 mg.L™ 4 un pH de 3,5 alors qu’elle meurt si la
pré-culture est faite en milieu optimum. La croissance préalable en pH bas lui permettrait de
maintenir un pH intracellulaire proche de 6 plus longtemps. En outre, le SO, avec ’éthanol
favorise I’activité extra-peptidasique (cf. § 2.2.2 de ce chapitre).

Les souches commerciales (. eeni EQ54 et VFO semblent capables de rompre la liaison du
SO, combinée a 1’acétaldéhyde et donc d’augmenter la forme de SO, ayant une action
antimicrobienne (Osborne et al., 2006). Parallelement une augmentation en acétaldéhyde, qui
est un composé volatil chimiquement trés actif, se produit. En conclusion le complexe SO»-
acétaldéhyde semble aussi avoir une action inhibitrice et peut retarder significativement le

départ de la FML et méme parfois conduire a son arrét.

2.2.7. Ethanol

Evidemment, I’inhibition de la croissance d’E. eeni par 1’éthanol peut paraitre surprenante
puisque dans les vins la croissance des bactéries commence généralement a la fin de la
fermentation alcoolique lorsque ils contiennent 10 a 12 % d’éthanol. En effet, il semble qu’au
fur et a mesure que 1’éthanol se produit dans le milieu, les souches qui demeurent résistantes
aux conditions de stress s’y adaptent et donc supportent une certaine concentration en éthanol.
C’est I’acclimatation naturelle des bactéries qui est d’ailleurs souvent utilisée pour la

préparation des levains malolactiques. La tolérance a 1’éthanol dépend des souches
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bactériennes et des espeéces. (E. eeni a en moyenne un seuil de tolérance de 13 a 14 % (v/v).
King et Beelman (1986) constatent que 1’éthanol, a de faibles concentrations (< 6 % v/v),

stimule méme la croissance des bactéries lactiques.

Les travaux de Manca de Nadra et al. (2005) ont démontré que chez (F. eni X,L isolée
d’un vin Argentin, en présence d’éthanol et de SO, et uniquement d’une fraction de
macromolécules azotées du vin rouge, des facteurs de croissance de cette souche (acides
aminés essentiels comme asparagine, phénylalanine et histidine) ont été libérés a des
concentrations élevées par rapport au cas sans ¢éthanol et sans SO,. Un effet synergique entre
ses deux derniers a été obtenu. Ces conditions de stress, SO, et éthanol, semblent en effet étre
des stimulateurs de la production de I’enzyme extracellulaire qui dégrade les macromolécules

peptidiques.

2.2.8. Acides gras

La pré-fermentation, pour certains vins, est caractérisée par une longue période de contact
entre le jus et la peau des raisins apres foulage de ceux-ci et avant leur pressurage. Cette étape
permet un enrichissement du milieu en acides gras a longues chaines (Cjs et Cig3).
L’influence des acides gras de Cio a Cys.3, sous leurs formes estérifiées et non estérifices, sur
Saccharomyces cerevisiae et sur la croissance d’E. eni et I’activité malo-lactique a été
étudiée (Guilloux-Benatier et al., 1998). Un effet positif a été¢ observé sur S. cerevisiae et
particuliérement sur sa viabilité. En revanche, les formes estérifiées de Cjo et C;, semblaient
étre toxiques pour (E. eni. Cependant, une meilleure croissance de celle-ci dans les milieux
pré-fermentés est probablement due aux concentrations élevées en macromolécules
levuriennes, concentrations faibles en acides gras, plus particulierement les Cjo et Cy» et la

faible inhibition de I’activité malo-lactique par les acides gras Cjp a Cyg ..

2.2.9. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont parmi les principaux constituants qui conférent au vin ses
qualités sensorielles : golt, couleur, amertume et astringence. Ces composés proviennent de la
pellicule des raisins, des pépins, de la rafle et du bois pendant 1’élevage du vin. Ils sont classés

en deux groupes (Macheix et al., 1990) :
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1- les non-flavonoides qui comprennent les acides phénoliques, les aldéhydes et les
alcools. La plupart des composés de ce groupe présentent une structure simple et
possedent un ou plusieurs groupes hydroxyle et méthoxyle directement liés au noyau
benzene.

2- les flavonoides qui comprennent les anthocyanes, les flavonols et les flavanols et qui
possedent 1I’anneau C¢-C3-Cg dans leur structure.

Les tanins sont définis comme étant des polymeres de flavanols présentant une structure
complexe capable de réaliser des interactions stables avec les protéines et d’autres polymeres
des plantes comme les polysaccharides. Selon leur unité structurale de base, les tanins sont
divisés en :

- Tanins catéchiques ou condensés: polymeres de catéchines et épicatéchines
(flavanols). Ce sont les tanins du raisin et sont aussi appelés pro-cyanidines.

- tanins hydrolysables avec ’acide gallique, 1’acide ellagique (acides phénoliques) ou

ses dérivés comme monomere. Ce sont les tanins provenant du bois.

Certains composés phénoliques peuvent inhiber les bactéries lactiques, d’autres peuvent
les stimuler. Reguant et al. (2000) et Alberto et al. (2001) ont montré que la catéchine stimule
la croissance et la FML d’. wni et de Lactobacillus hilgardii. Au contraire, Vivas et al.
(2000) ont montré que les pro-cyanidines (polymeres de catéchine et d’épicatéchine) affectent
négativement la viabilit¢ d’. eni. Certains acides phénoliques affectent négativement la
croissance et la viabilité des bactéries lactiques (Campos et al., 2003).

Figueiredo et al. (2007) ont testé différents aldéhydes phénoliques (les cinnamaldéhydes :
coniferaldéhyde et sinapaldéhyde et les benzaldéhydes : vaniline, syringaldéhyde, p-
hydroxybenzaldéhyde ; 3,4-dihydroxybenzaldéhyde et 3,4,5-triydroxybenzaldéhyde) et ont
trouvé que la plupart avait un effet inhibiteur. Les cinnamaldéhydes, en particulier les
sinapaldéhydes étaient les plus inhibiteurs de la croissance bactérienne.

Les acides hydroxycinnamiques libres semblent affecter négativement la croissance de Lb.
Plantarum et quelques autres especes de Lactobacillus. 11 semble que 1’acide férulique ait plus
d’effet que ’acide p-coumarique (Garcia-Ruiz et al., 2008). En revanche, les esters de ces
acides, comme I’acide non-phénolique et I’acide quinnique, n’affectent pas la croissance de
Lb. Plantarum (Salih et al., 2000). En outre, il a été constaté que, dans des conditions
synthétiques de laboratoire, ’effet de ces composés dépend de leurs concentrations ; les

bactéries peuvent tolérer et métaboliser des concentrations entre 100 et 250 mg.L™, ce qui
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peut probablement expliquer I’effet bénéfique de ces composés sur la croissance. En
revanche, des concentrations supérieures a 500 mg.L'1 produisent un effet toxique (Stead,
1993). Le mécanisme de cette inhibition n’est pas clair. Garcia-Ruiz et al. (2007) proposent
que ces composés phénoliques affectent les protéines de la membrane cellulaire de la bactérie,
ce qui perturbe 1’organisation des échanges intra et extracellulaires (sorties des composés de
la cellule, comme K, acide glutamique, ARN intracellulaire...etc). L’altération de la
composition des acides gras a aussi été suggérée (Rozes et Perez, 1998). Pour expliquer ce
mécanisme d’inhibition, Campos et al. (2003) suggerent que les composés phénoliques
s’adsorbent aux parois des cellules et les alterent.

En conclusion, les composés phénoliques présentent des effets a la fois positifs et négatifs
sur la croissance des bactéries lactiques et donc sur la FML. Cet effet dépend, d’une part, de
la structure et de la dose du composé en question et d’autre part, de I’espéce bactérienne ainsi

que des conditions du milieu.

2.2.10. Pesticides

L’utilisation des pesticides juste avant la période de la récolte du raisin est proscrite car il
y a des risques de les retrouver dans les vins. Bordons et al. (1998) ont montré que pour
certains pesticides (Cu”", dichlorofluanide) les concentrations souvent retrouvées dans les vins
sont de ’ordre des quantités minimales nécessaires pour I’inhibition d’E. @ni. Un mg.L™" de
Cu®" n’affecte pas le FML mais 5 mg.L" la retardent de 12 jours ! L’inhibition par le cuivre
peut étre due a sa compétition avec le Mg®", cofacteur important de 1’activité enzymatique de
I’ATPase membranaire, ce qui va entrainer une inhibition de 1’activité enzymatique de cette
derniére (Carreté et al., 2002). Ces derniers montrent que 20 mg.L" de Cu®" réduisent
Iactivité spécifique de I’ATPase de 23,5 %. Le dichlorofluanide a 2 mg.L™" peut avoir un
effet significatif. La sensibilité varie avec la souche et certains Lactobacillus semblent étre

plus résistants.

2.2.11. Oxygene O,

La croissance des bactéries lactiques se fait soit dans des conditions d’anaérobiose soit de
microaérophilie. Elles ne respirent pas et sont donc de métabolisme fermentaire. On distingue

(Nehme, 2008) :
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- les aérotolérantes : ce sont celles qui tolerent I’oxygeéne mais qui sont incapables de
I’utiliser.

- les anaérobies facultatifs : elles se développent mieux en absence d’oxygene mais I’oxygene
n’est pas toxique.

- les microaérophiles : elles ont une meilleure croissance en présence de faibles quantités

d’0..

En conditions de laboratoire, Nehme (2008) a évalué et comparé les cinétiques de
croissance d’une souche (E. wni sous trois conditions : air, CO, et azote. La biomasse
maximale obtenue sous air a été respectivement 2,73 et 2,43 plus faible que celle obtenue sous
azote et sous CO,, La vitesse spécifique maximale de croissance a été également plus élevée
dans le cas du CO,. Les vitesses globales de consommation d’acide malique sous azote et
sous CO; ont été proches mais supérieures a celle sous air. Selon cet auteur, le CO, et 1’azote
semblent donc plus favorables pour la FML, avec une légere priorité pour le CO,. (E. @ni est
donc le plus souvent une bactérie anaérobie facultative, elle se développe mieux sous azote et
sous CO; qui assurent les meilleures conditions. Ces conditions se rapprochent des conditions
naturelles retrouvées en vinification puisque le milieu devient rapidement saturé en CO, au
cours de la FA.

Tataridis (2001) a aussi comparé les cinétiques et les rendements de croissance d’E. eni,
souche 17A3 cultivée sous air et sous CO;. Sous CO,, un gain de temps important a été
observé (102 h contre 125 h sous air) et la biomasse maximale obtenue a été presque doublée.
Lemaresquier (1987) avait aussi constaté que le CO, a une influence positive sur la croissance
de certaines bactéries lactiques.

En revanche, dans la pratique, Peynaud (1981) note que le remontage a 1’air, en vinification
en rouge, est toujours positif pour le déclenchement de la FML. Alexandre et al. (2008)
expliquent ceci en suggérant que 1’effet n’est pas directement lié a I’apport de I’oxygene, mais
pourrait résulter d’une perte de SO, engendrée par le remontage a I’air.

L’effet de I’O; dans ce cas reste a €lucider. Dans tous les cas un exces en O, peut favoriser le

développement indésirable des bactéries acétiques qui sont aérobies.
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2.2.12. Antimicrobiens

D’autres alternatives existent pour substituer ou coupler avec un autre traitement le SO,
utilisé en vinification comme antimicrobien qui présente certains inconvénients : 1) les fortes
concentrations de SO, peuvent entrainer 1’altération organoleptique du produit fini ; 2) les
risques sanitaires probables du SO2 ; 3) les pressions par la législation sur les doses limites

utilisés de SO,. Il y a donc une forte tendance a la recherche d’autres antimicrobiens.

Une alternative propose 1’utilisation de bactériocine pour lutter contre la flore indésirable
dans les vins. La nisine est une bactériocine commerciale utilisée pour la conservation des
aliments. La possibilité de contrdler la croissance bactérienne pendant la vinification par la
combinaison du SO; et de la nisine a été étudiée par Rojo-Bezares et al. (2007) dans I’objectif
de diminuer les concentrations de SO, utilisées en vinification. Il a été conclu que I'utilisation
appropriée des combinaisons de concentrations de nisine et du méta bisulfite peut controler la
croissance des flores d’altération. Chung et Hancock (2000) ont trouvé qu’il y a une synergie
d’inhibition entre la nisine combinée avec le lysozyme pour un test effectué sur Lactobacillus
curvatos. Des tests ont été aussi effectués sur quatre autres souches de Lactobacillus,
Pediococcus acidilactici, Leuconostoc mesenteroides et Brochothrix thermosphacta. Le
mélange de la nisine et du lysozyme améliore dans chaque cas les concentrations minimales
inhibitrices.

Nel et al. (2002) ont testé I’effet du Pediocine PD-1, de la plantacirine 423 et de la Nisine sur
les biofilms d’E. eni formés a la surface d’acier inoxydable dans des motit modifiés de
Chardonnay. Toutes les cellules, viables et non viables, ont été éliminées apres une heure de
traitement par du Pediocin PD-1. Dans les mémes conditions expérimentales, le traitement
avec du plantacirine 423 et de la Nisine révele ’absence de cellules viables. Pour la Pediocine
PD-1, apres 5 heures de traitement, il en résulte 1’absence de cellules viables, pour une
population initiale d’. eni de 1,3x10'"® CFU.ml". En outre, Bauer et al. (2005) ont observé
que le peptide antimicrobien Pediocine PD-1, synthétisé par Pediococcus damnosus NCFB
1832, a une forte activité contre les cellules d’E. @ni, au pH du milieu 5,0 et a 25 °C. D’apres
eux, cette activité anti-(E. eeni semble due a la formation des pores au niveau des membranes
cellulaires et ils suggerent aussi que c’est peut étre dii & I’inhibition de la biosynthése au

niveau de la paroi cellulaire ce qui entraine la mort cellulaire.
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Dans le cadre des interactions de type amensalisme (§ 3.1.2), la protéine (5,9 kDa) produite
par S. cerevisiae possede une activité antimicrobienne contre (. eni (Obsorne et Edwards,
2007). Nehme (2008) ont démontré que les souches de S. cerevisiae C et D, produisent un
peptide de poids moléculaire de 5 a 10 kDa qui est capable de réduire la vitesse de
consommation d’acide malique de 25 %. Et il a été constaté que ce peptide agit de facon
complémentaire avec 1’éthanol, et sa présence semblait étre essentielle pour inhiber fortement
la FML.

Des molécules de nature peptidique et de poids moléculaire inférieur a 1000 Da produites par
une souche de L. plantarum et une souche de P. pentosaceus, ont aussi été mises en évidence,
comme ralentissant la vitesse de croissance d’(E. eni et diminuant la biomasse formée
(Lonvaud et al., 2010).

En ce qui concerne (E. @ni elle méme, les études de Tataridis (2001) étaient les premicres a
s’intéresser aux interactions entre les souches de cette espece. En effet, des inhibitions ont été
observées entre des couples de cette bactérie (DSMM7008 et 17A3, EQ54 et 21A3, 19A3 et
EQ77, 17A3 et 21A3), éventuellement par production de métabolites extracellulaires. Plus
récemment, Knol et a/. (2008) ont mis en évidence la présence d’une activité antimicrobienne
chez 8 souches d’E. eni (R1098, R1101, R1105, R1106, R1108, R1118, R1123, R1124)
testées, en milieu solide, contre : une souche (E. wni 48, six souches d’especes différent des
lactobacillus, trois souches d’especes différent des Pseudomonas, une souche de Listeria
monocetogenes et une souche de Enterococcus faecilis. Ceci laisse supposer que ces souches
d’E. eeni produisent des bactériocines contre ces dernieres especes. Quatre geénes putatifs, du
génome d’. eni, codants des bactériocines ont été identifiés et séquencés par les mémes

auteurs.

En définitive des molécules antimicrobiennes (bactériocines par exemple) peuvent inhiber la
croissance des bactéries lactiques et la FML et d’autres peuvent les stimuler.

Il semble que le mode d’action d’un des facteurs influant la croissance d’(E. eni (température,
¢thanol, O,, pH, SO,, acides gras... etc) se situera au niveau de la paroi cellulaire et de la
membrane cytoplasmique qui sont en contact direct avec 1’environnement et ce tant pour
I’inhibition que pour la stimulation. En revanche, stimuler ou inhiber un micro-organisme
peut aussi s’effectuer, respectivement, par apport de substrat essentiel ou par une déficience
en nutriment ; et dans ce cas c’est tout le systéme cellulaire qui serait mis en cause..
Cependant, d’autres phénomenes existent, a savoir 1’action sur les protéines intracellulaires.

Dans le cas de stress, ces protéines seraient affectées, ce qui entraine leurs agrégations, qui
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peut par la suite entrainer la mort cellulaire. En effet, les protéines chaperonnes sont des
composés qui permettent le bon repliement et le maintien de formes tridimensionnelles des
protéines (structurelles et/ou fonctionnelles), que se soit au niveau cytoplasmique,
membranaire ou au niveau extracellulaire. Sugimoto et al. (2008) ont présentés 14 protéines
chaperonnes identifiés chez (E. @ni (facteur de croissance, sHsps, Hsp10, Hsp60, Hsp70,
Hsp40, Hsp33, GrpE, ClpC, ClpE, ClpL, ClpP, ClpX et Lon), ce qui pourrait expliquer sa
résistance aux conditions de stress. Il faut savoir qu’il a été constaté que (£. eeni, en particulier
PSU-1 et BAA-1163, présentent des mutations de génes considérables par apport a d’autres
bactéries lactiques des vin Pediococcus pentosaceus et Leuconostoc mesenteroides (Marcobal
et al., 2008). Ces auteurs expliquent ce phénomene par le fait que ces souches d’E. @ni
manquent ou perdent les genes musT et musL codant deux enzymes clés qui interviennent
dans la réparation des modifications spontanées au niveau du génome. L’hypermutabilité
observée peut probablement contribuer a l'adaptation unique du genre Oenococcus dans le
milieu vin acide et alcoolique. Cette hypermutabilité pourrait €tre contraignante pour 1I’étude
et I’identification des agents d’interactions entre ces bactéries mais elles pourraient étre
minimes pour des tests dans des milieux modeles similaires.

Cette bactérie forme généralement des chainettes, ce qui réduit la surface de contact de sa
population avec son milieu stressant. De plus, le fait qu’elle soit en chainette peut laisser
supposer qu’il y a des phénomenes de symbiose entre elles et/ou de communication par le

« quorum sensing », celui-ci pouvant nécessiter un contact direct entre les bactéries (cf. §

3.1.3).

En conclusion, la bibliographie sur les facteurs qui influencent la FML nous informe que
ces facteurs sont multiples a agir sur la croissance d’(E. @ni et sur le déclenchement de la
FML ainsi que sur son déroulement. Il existe en outre des synergies d’inhibitions et des
synergies de stimulation entre des combinaisons des différents facteurs.

De fagon générale, (E. wni a la capacité de s’adapter a son écosystéme complexe et tres
stressant puisque c’est la seule a résister dans les vins. Si le vinificateur peut contrdler la
température, le SO, et dans une moindre mesure le pH, il reste difficile de tout maitriser pour
le bon déroulement de la FML. La sélection des levains malo-lactiques les plus résistants,
avec des performances cenologiques optimales, permet d’améliorer cette situation. Cependant,
la présence inévitable d’autres micro-organismes dans le milieu donne lieu a des phénomenes
d’interaction entre les populations. C’est pourquoi de nombreuses recherches se focalisent

actuellement sur la maitrise des facteurs biologiques :
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1) traitement des flores d’altérations (cf. § 2.2.12 de ce chapitre) ;
2) étude et compréhension des interactions entre bactéries lactiques du vin et autres micro-

organismes présents : levures, bactéries indigenes.

3. Interactions entre micro-organismes

Dans de nombreux procédés fermentaires, les fermentations se déroulent dans des milieux
naturels (jus de raisin, lait...etc.). Ces milieux sont généralement non stériles et comportent
une flore indigéne constituée d’un mélange de populations microbiennes. Pour une meilleure
maitrise du procédé de transformation, le milieu naturel est souvent ensemencé par une
souche sélectionnée dans le but qu’elle devienne I’agent microbien majoritaire. Des
interactions entre micro-organismes peuvent alors avoir lieu.

Dans ce paragraphe, les différents types d’interactions entre micro-organismes seront
d’abord présentés avant d’exposer les stratégies existantes pour I’étude des interactions entre

les micro-organismes.

3.1. Différents types d’interactions entre micro-organismes

I existe deux types d’interactions entre micro-organismes : directe et indirecte. Comme
leur nom D’indique les interactions directes impliquent un contact physique entre deux
populations. Il s’agit des interactions de prédation, parasitisme et inhibition par contact direct
entre micro-organismes (cell-cell contact mechanism). Les interactions indirectes sont dues a
des métabolites extracellulaires et comprennent le neutralisme, le mutualisme, le
commensalisme, I’amensalisme et la compétition.

Dans ce paragraphe, les différents types d’interactions sont d’abord présentés. Ensuite

nous exposons ce qui est le phénomeéne du « quorum sensing » chez les micro-organismes.
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3.1.1. Interactions directes

+ Prédation et parasitisme

Pour ces deux types d’interactions, une des especes vit aux dépends de ’autre. Dans le cas
de la prédation, la proie devient un substrat totalement digéré par le prédateur. Alors que dans
le cas du parasitisme, seule une partie des tissus de la victime est consommée. Ainsi les
bactéries peuvent étre parasitées par des virus comme le bactériophage P58 chez (E. @ni

(Arendt et al. 1991).

+«» Inhibition par contact direct entre les cellules ou « cell-cell contact mechanism »

Dans ce type d’interaction, une population microbienne est inhibée par une autre, ceci par
un contact direct entre les cellules des deux populations lors de leur culture mixte.
L’inhibition dans ce cas ne résulte ni de la limitation en nutriment ni de la présence de
métabolites extracellulaires inhibiteurs mais d’un contact direct avec les cellules de la
population inhibitrice qui doit présenter une concentration élevée en cellules viables (Nehmé,
2008). Nissen et al. (2003) ont démontré 1’existence de ce type d’inhibition par contact direct
chez la souche Kluyveromyces thermotolerans et chez la souche Torulaspora delbrueckii en
culture mixte avec S. cerevisiae. Néanmoins, les mécanismes de cette inhibition restent

inconnus.

3.1.2. Interactions indirectes

s Mutualisme

Le mutualisme est classé en deux types : mutualisme (symbiose) et synergisme (proto-
coopération) durant lesquels chaque micro-organisme est stimulé par la présence de 1’autre.
Dans le cas de la symbiose la présence de chaque micro-organisme est indispensable pour la
survie de 1’autre, alors que dans le cas de la proto-coopération 1’absence d’un des micro-
organismes n’est pas fatale pour I’autre, mais leur présence ensemble stimule et améliore leur
développement. D’ailleurs, il a été observé récemment que la croissance des pro-biotiques

lactiques du lait (Lactobacillus delbrueckii, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus et
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Bifidobacterium animalis) avec Streptococcus thermophilus est meilleure en co-culture (avec
contact direct) qu’en culture pure de chacune des bactéries. Ceci prouve la présence d’une
synergie entre le métabolisme de S. thermophilus et le métabolisme des autres bactéries
lactiques (De Souza Oliveira et al., 2009). L’évaluation des interactions a été
principalement basée sur la comparaison des parametres cinétiques suivants : 1) le temps de
génération ; 2) la vitesse maximale d’acidification V. ; 3) le temps d’atteinte de Viax @ tmax ;
4) le temps d’atteinte du pH 5,0 : touso; et 5) le temps de fermentation qui est défini comme le

temps d’atteinte du pH 4,5 : tynas.

+* Neutralisme

La présence d’une population n’affecte pas [’autre. Aucun changement dans la croissance
des populations n’est observé dans le cas du neutralisme. Ce type d’interaction n’est possible
que si aucun des substrats n’est limitant ou si les especes ont des besoins nutritionnels

totalement différents.

«» Commensalisme

Une des populations profite de la présence de I’autre. Cela peut avoir lieu si une des
populations produit une substance nécessaire pour la croissance de 1’autre ou si une des

populations consomme une substance inhibitrice de la croissance de 1’autre.

s Compétition

Les populations se développent sur le méme substrat et consomment toutes un ou
plusieurs nutriments communs nécessaires a leur croissance ce qui aura un effet négatif sur
leur vitesse de croissance. L’exemple de la compétition entre les levures et les bactéries
lactiques est souvent cité. En effet, au début de la FA au niveau de laquelle la croissance des
bactéries lactiques s’arréte rapidement aux profits du développement des levures. Cet arrét de
croissance est considéré comme un avantage, lorsque 1’espéce défavorise reste viable dans
I’attente de nouvelles conditions favorables aprés la mort de son concurrent. Les bactéries
lactiques, principalement (E. eeni, se développent apres la FA, lorsque S. cerevisiae entre en
phase de croissance stationnaire et relargue des facteurs de croissance (King et Beelman,

1986 ; Lonvaud-Funel et a/., 1988). Le cas de la compétition pour 1’azote a été remarqué entre
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S. cerevisiae et Torulaspora delbrueckii, cette interaction a été traduite par la diminution des
S. cerevisiae (Bely et al., 2008). Chez les mémes especes la compétition a été également
constatée pour I’oxygeéne mais dans ce cas elle avait aboutit a la réduction de T delbrueckii

(Holm et al., 2001)

s Amensalisme

Une des populations produit une substance ayant un effet négatif sur la croissance de
I’autre. Cette situation est semblable a la compétition exceptée que dans le cas de
I’amensalisme une des populations n’est pas affectée par I’interaction.

Le cas typique d’amensalisme chez les levures est la toxine killer produite par certaines
souches de S. cerevisiae et qui entraine la mort des souches sensibles (Carrau et al., 1993,
Ramon-Portugal et al., 1994). Une autre relation d’amensalisme entre levures a été observée
entre S. cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe (Taillandier et al., 1995). Cette dernicre
semble capable d’inhiber la croissance de S. cerevisiae et d’augmenter sa mortalité. Par
rapport a certaines souches d’(E. eni, un autre cas d’amensalisme a été¢ mentionné chez S.
cerevisiae par production d’éthanol lors de la fermentation (Tataridis, 2001). Obsorne et
Edwards (2007) ont observé qu’il n’existe pas une corrélation claire entre la production de
SO, et I’inhibition bactérienne durant la FA du vin. Ils ont donc montré que, chez la souche S.
cerevisiae RUBY .ferm, il y a un autre mécanisme d’inhibition d’(E. @ni qui est la production
d’une protéine de 5,9 kDa. La capacité d’inhibition de celle-ci semble étre dépendante de la
présence de SO,. Nehme (2008) a démontré que 2 souches (D et C) de S. cerevisiae
produisent chacune un peptide de 5 a 10 KDa, qui semblent inhiber la souche X d’&. @ni
testée et réduire sa vitesse de consommation d’acide malique. D’apres les travaux de Lai
(2010), une interaction de type amensalisme a ét¢ montrée entre une souche de S. cerevisiae et
une souche de Torulaspora delbruecki. En culture mixte, la souche de S. cerevisiae se
développait normalement, comme en culture pure, alors que la souche de 7. delbrueckii

présentait une chute importante de sa viabilité.

3.1.3. Phénomeéne du ‘Quorum Sensing’

Le « quorum sensing (QS)» est un mécanisme de communication cellulaire par lequel une

population microbienne ‘estime’ sa densité cellulaire par production et détection de
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I’accumulation d’une molécule signal libérée dans son environnement (Bassler et Losick,
2006). Le principe est qu’au fur et & mesure que le nombre de cellules d’une population
bactérienne augmente, la concentration en molécule signal libérée dans le milieu
augmente proportionnellement. Lorsque la concentration correspondant a un seuil est atteint,
le groupe détecte la molécule signal et y répond par inhibition de la croissance ou lyse de
bactéries par exemple.

Le QS a plusieurs roles de régulation chez les micro-organismes : il régule la
bioluminescence (Vibrio), I’aptitude au développement et a la sporulation, la synthése
d’antibiotiques, les facteurs d’induction de la virulence chez les plantes et les animaux,
I’infection des hotes, la production de bactériocine, la différentiation cellulaire et le flux de
nutriments avec d’autres évenements physiologiques dans la bactérie (Gobbetti et al., 2007).
D’autres exemples expliquant ces phénomenes de contrdle par le QS ont été démontrés, nous
citons :

- la fratricide : cannibalisme chez Bacillus subtilis en produisant des toxines au cours du
processus de sporulation (Gonzalez-Pastor et al., 2003 ; Ellermeier et al., 2006) et le
phénomene d’autolyse chez Streptococcus pneumoniae (Guiral et al., 2005; Havarstein et
al., 2006) ;

- Aoki et al. (2005) ont démontré 1’inhibition de certaines souches d’Escherichia coli de
laboratoire (E. coli K12) par contact direct avec certaines des souches sauvages de cette
bactérie E. coli. L’inhibition est faite par une paire de protéines nommées CdiA et CdiB

qui ressemblent a des protéines de sécrétion des 2 partenaires.

Il semble donc que le phénomene du QS est toujours présent pour ordonner au mieux la vie
d’un micro-organisme vis-a-vis de son écosysteme.

Les bactéries utilisent le QS pour communiquer entre elles ou entre des especes
différentes en utilisant des molécules signal différentes : principalement les lactones acyl-
homosérines (AHL) chez les bactéries Gram négative, et les peptides auto-inducteurs (AIP)
aussi appelés peptides phéromones chez les bactéries Gram positives.

La majorité des bactéries Gram positive sécrete des petits peptides antimicrobiens (AMP;) qui
sont régulés par le QS (Klaenhammer, 1993). La classe des AMP; I est thermostable Ce sont
des peptides qui subissent des modifications apres la traduction. Alors que la classe II est
thermostable et ne subit pas de modification des acides aminés. Chez les bactéries lactiques,
Héme

pour cette classe, sa régulation par le QS ne suit pas le modele de régulation par la
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densité¢ cellulaire et la production d’AMP, II dépend des conditions environnementales

(Gobetti et al., 2007).

3.2. Stratégies d’étude des interactions entre micro-organismes

Il existe différentes méthodes d’étude des interactions directes et des interactions
indirectes. Dans ce paragraphe, nous présentons tout d’abord les cultures en milieux solides,
ensuite les cultures en milieu liquide, comprenant différents types de tests d’interactions entre
micro-organismes du vin ; & savoir culture mixte, co-culture et culture séquentielle. Enfin, les
différentes techniques d’identification des interactions indirectes entre micro-organismes

seront présentées.

3.2.1. Cultures en milieu solide

Cette premicre méthodologie d’étude des interactions entre micro-organismes a été
inspirée de la technique des antibiogrammes (Lemaresquier, 1987) et développée pour 1’étude
des interactions levures/bactéries. Le principe est le méme sauf que [’antibiotique a été
remplacé par un autre micro-organisme. Il consiste a épandre une couche uniforme de bactérie
dans la masse de la gélose d’une boite de Pétri puis d’ensemencer la levure en anneaux a la
surface. L’apparition de halos clairs autour des spots levuriens signifie qu’il y a inhibition de
la croissance de la bactérie par celle-ci (Figure 1.7). La quantification du pourcentage
d’inhibition se fait par mesure du diametre des halos autour des dépdts de levure.
Pratiquement, cette mesure de diametre semble étre difficile a réaliser avec une précision

acceptable.
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Ammeaux de levures
en surface

| Pas d “inhibition

Bactéries en masse

Halo d’inhibition

Figure I. 7. Exemple du test d’interaction levures/bactéries en milieu gélosé sur boites de

Pétri (Taillandier et al., 2002)

Lemaresquier (1987) a testé 58 souches de Saccharomyces cerevisiae sur L. eenos. Quatre
types d’interactions ont €té mis en évidence :

- absence d’interaction : présence d’un trouble homogene sur toute la surface de la boite.

- Inhibition stricte des bactéries par les levures ; dans ce cas il n’y a pas de formation de
colonies bactériennes dans la partie centrale des anneaux et dans 1’espace situé entre les 2
anneaux.

- Stimulation plus inhibition des bactéries ; pour ce cas de figure, on observe en plus de
I’inhibition au centre et entre les deux anneaux, une prolifération des colonies
bactériennes au dessus et en dessous de 1’espace situé entre les deux anneaux de levure
ainsi que sur leur porteur. L.’observation a la loupe binoculaire révele qu’a cet endroit la
densité des colonies est beaucoup plus grande. Il été¢ conclu qu’une autre substance ou
catégorie de substance qui stimule la croissance est diffusée par les levures.

- Stimulation stricte des bactéries par les levures ; dans ce cas la levure peut relarguer dans
le milieu des substances utiles a la bactérie et peut ainsi activer sa croissance.

Il a été aussi constaté qu’une méme souche de bactérie peut présenter les quatre types de

comportement en fonction de la souche levurienne testée.
A part ’aspect qualitatif, 1’étude des interactions en milieux solides reste trés limitée. Entre

autres, elles ne permettent pas de :

» Standardiser et fixer la composition du milieu gélosé et la durée d’incubation ;
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* homogénéiser le milieu. Les métabolites extracellulaires, selon leur poids
moléculaires, diffusent différemment dans le milieu gélosé ;

= réaliser des échantillons ;

» suivre d’autres activités que la croissance comme la consommation de [’acide
malique dans le cas de la FML;

= effectuer le suivi des parametres cinétiques ;

= caractériser le métabolite inhibiteur ou stimulateur ;

= quantifier le taux d’interaction.

D’autres auteurs ont essayé d’améliorer les cultures en milieux gélosés. Arnink et al.
(2005) ont aussi utilisé la méthode sur boite de Pétri inspirée des antibiogrammes. Ces auteurs
se sont basés sur la susceptibilité des bactéries vis-a-vis d’une substance donnée. En effet, des
disques de papier-filtre sont imprégnés par les milieux pré-fermentés par les levures S.
cerevisiae et déposés sur des géloses contenant les bactéries lactiques (E. eeni. Les molécules
imprégnées dans le disque diffusent de facon radiale dans I’agar. Dans le cas d’inhibition une
zone claire va se former autour du disque. Dans le cas contraire, de stimulation, une zone

dense se formera.

Les méthodes sur gélose sont difficiles a standardiser et surtout a extrapoler aux
conditions cenologiques. Elles ne permettent d’évaluer que la croissance mais pas ’activité

malo-lactique. Pour ces raisons I’adoption des cultures en milieux liquides a été envisagée.

3.2.2. Cultures en milieux liquides

» Cultures séquentielles

Ces cultures simulent les fermentations naturelles dans le procédé de vinification. Il s’agit
en effet de réaliser les deux fermentations (FA et FML) de maniere consécutive ; la FML
démarre quand la FA est achevée. Dans I’objectif d’évaluer I’effet des levures sur la
croissance de la bactérie et sur 1’activité malo-lactique, le milieu pré-fermenté par la levure
sera ultérieurement inoculé par une souche d’E. @ni. Notons qu’en fin de FA, le milieu
présente plusieurs contraintes (concentration d’éthanol élevée, SO,, manque de nutriments,

acides gras, protéines...etc) qui peuvent étre évaluées a I’aide de différents tests et dosages.
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> Cultures mixtes ou co-cultures

Contrairement aux cultures séquentielles dans lesquelles I’ensemencement des 2 micro-
organismes a étudier se fait consécutivement pour les cultures mixtes, I’ensemencement des
deux micro-organismes se réalise en méme temps ou avec un tres petit décalage et donc les
deux se développent et interagissent simultanément.

Des études ont été réalisées en milieux liquides (King et Beelman, 1986 ; Caridi et Corte,
1997). Elles sont plus fastidieuses, surtout dans le cas de cultures mixtes lorsque les 2
populations ont des niveaux tres différents (levures/bactéries) ou appartiennent a la méme
espece (bactéries/bactéries). Il est alors tres difficile de les suivre séparément. L’analyse des
cultures mixtes en milieu liquide impose la numération différentielle de chacune des cellules
de la co-culture (co-culture d’especes d’un méme genre ou de souches d’'une méme espece).
Dans la plupart des cas, cette numération passe par I’isolement de colonies et I’identification
de ces colonies. Cependant, 1’estimation par numération de colonies n’est pas toujours fiable
car une méme colonie peut se développer a partir de plusieurs cellules ou comme pour les
bactéries (E. wni se mettre naturellement en chainettes. De plus, la distinction entre les
colonies des souches appartenant a la méme espéce n’est pas évidente. Le recours aux
méthodes de biologie moléculaire telle de la g-PCR (quantitative Polymerase Chain Reaction)
est possible mais coliteuse dans le cas de suivis cinétiques réguliers. Cette technique n’est pas

encore faisable pour le suivi des souches, appartenant a une méme espece, en culture mixte.

Le tableau [.4 résume les avantages et les inconvénients de différentes méthodologies
d’évaluation des interactions entre micro-organismes. Les méthodes de cultures en milieu
gélosé et en milieu liquide (avec contact direct) seront alors choisies en fonction des objectifs
des études conduites. En effet, dans le but de faciliter et de rendre possible 1’étude des
interactions indirectes entre des micro-organismes, des techniques utilisant les principes de la
séparation membranaire ont été¢ développées : des tubes de dialyse, des supports perméables

ou des bioréacteurs a membranes.
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Tableau I. 4. Comparaison des méthodes d’étude des interactions microbiennes dans le cas

de la FML en cenologie (Taillandier et al., 2002)

Méthode Avantages Inconvénients
Milieu gélosé en - Rapide - Evaluation de la croissance et pas de la
boites de Pétri - Assez simple FML
- Conditions tres différentes de la réalité

Milieu liquide de - Reproductibilité - Conditions assez différentes des
laboratoire - Témoin possible conditions réelles

- Extrapolation plus Conditions variables d’un vin a 1’autre
Conditions facile a priori - Pas de témoin possible => comparaison
cenologiques - Estimation plus juste des couples

de la FML

3.2.3. Techniques d’identification des interactions indirectes

Ces techniques se basent principalement sur 1’utilisation d’une membrane filtrante, qui
permet la séparation de 2 populations microbiennes dans 2 compartiments, tout en assurant le
passage de molécules chimiques et 1’homogénéité du milieu de part et d’autre de la

membrane.

3.2.3.1. Tubes de dialyses et supports perméables

Les tubes de dialyse et les supports perméables fonctionnent sur la perméabilité naturelle
de la membrane qui sépare deux micro-organismes dans deux tubes (tubes dialyses) ou deux
compartiments (supports perméables Transwell® de Corning, Etats-Unis), en laissant passer
seulement les composés du milieu fermentaire.

Les tubes de dialyse se composent d’un tube de dialyse a I’intérieur d’un autre tube.
L’insert de Transwell® posseéde une membrane de polycarbonate d’une porosité de de 0,4 a 1
pm. Cette membrane permet de séparer les micro-organismes dans 2 compartiments

différents. Apres 1’inoculation de chaque compartiment a 1’aide d’une suspension cellulaire,
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I’incubation s’effectue sans agitation pour ¢&viter les risques de contamination d’un
compartiment a 1’autre (Zott, 2008). Le systeme est donc considéré comme passif. L’avantage
de cet outil réside dans sa simplicité d’utilisation. Cependant, il est dépendant de la
perméabilité membranaire qui est souvent atténuée quand la biomasse est élevée ou quand des
métabolites sont produits en grandes quantités. De plus des phénomenes de limitation de la
vitesse de transfert des métabolites a travers la membrane peuvent subvenir du fait du manque

d’agitation.

3.2.3.2. Bio-Réacteur a Membrane

Le Bio-Réacteur a Membrane (BRM) est ’outil le plus développé pour I’étude des
interactions indirectes entre micro-organismes. Malgré la simplicité que présentent les tubes
de dialyse et les supports perméables par rapport au BRM, les conditions de culture dans le
BRM sont mieux contrdlées : 1) il a ’avantage de pouvoir agiter le milieu pour assurer le
meilleur mélange du milieu de culture, 2) il évite le probleme d’atténuation de la perméabilité
membranaire grace au basculement du milieu d’un compartiment a 1’autre au cours de la
culture ce qui permet d’assurer le décolmatage de la membrane au fur et a mesure, 3) la
maitrise des vitesses de mélange.

L’homogénéité du milieu est assurée de manieére a ce que les micro-organismes qui se
trouvent dans chacun des compartiments soient soumis au méme environnement. En effet, les
écarts de concentrations des différents solutés entre les deux compartiments influencent la

dynamique de la réaction et par conséquent 1’évaluation quantitative des interactions.

La description du principe de fonctionnement du BRM est détaillée dans le chapitre
matériels et méthodes (Chapitre II). Ce BRM a été validé et utilisé au LGC pour plusieurs
¢tudes qualitatives et quantitatives des interactions entre différents micro-organismes
(Salgado et al., 1999 ; Albasi et al., 2001 ; Tataridis, 2001 ; Taillandier et al., 2002 ;
Pommier, 2003 ; Nehme, 2008 ; Lai, 2010).

68



4. Modélisation de la croissance microbienne

4.1. Croissance microbienne en culture discontinue

La croissance microbienne se traduit par une augmentation en taille ou en nombre des
micro-organismes. Pour provoquer une croissance microbienne dans une culture il faut fournir
aux cellules initiales les nutriments nécessaires et des conditions environnementales
favorables. Le schéma de la croissance d’une population microbienne en culture discontinue,
¢tabli par Buchanan (1918) se décompose alors traditionnellement en sept phases distinctes

(Figure 1.8):
1) La phase de latence

Elle correspond a une phase de transition entre un état physiologique initial et un état de
croissance a proprement parler. Il s’agit d’une phase d’adaptation au nouvel environnement.
Cette phase dépend soit de 1’dge de I’inoculum, soit d’une adaptation enzymatique. Par
ailleurs, dans certaines conditions, la concentration initiale en cellules est si faible qu’il est
difficile de quantifier I’augmentation du nombre d’individus. Ce phénomene est considéré
comme une pseudo-latence. La phase de latence peut étre limitée en utilisant comme

inoculum une pré-culture prélevée en phase exponentielle.
2) La phase d’accélération

Elle commence a partir de I’adaptation effective des cellules a leurs nouvelles conditions
de culture. Durant cette période, la valeur du taux spécifique de croissance (p) augmente,
jusqu’a atteindre sa valeur maximale ([max).
3) La phase de croissance maximale ou exponentielle

Lorsque les concentrations microbiennes sont exprimées en coordonnées semi-

logarithmiques en fonction du temps, la pente de la droite correspond au taux spécifique

maximal de croissance, pmax (h'):
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Dans cette phase le taux de mortalité est nul, ’activité métabolique est maximale et le taux de

croissance est constant.

4) La phase de décélération ou phase de freinage

Elle intervient au fur et a mesure que le substrat s’épuise ou que des produits toxiques

s’accumulent. La population continue a croitre mais le temps de génération augmente.
5) La phase stationnaire maximale

Au cours de cette phase, la population microbienne n’évolue plus (u=0) donc la
population demeure stationnaire. Il y a un équilibre entre le nombre de nouvelles cellules et le
nombre de cellules qui meurent. Cette phase peut durer plusieurs heures et méme plusieurs
jours.
6) La phase de début de décroissance

Cette phase correspond a un début de disparition des cellules.

7) La phase de décroissance exponentielle de la population

La décroissance de la population apparait lorsque le milieu devient fortement défavorable

a la multiplication des micro-organismes et entraine leur mort rapide.
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Figure I. 8. Différentes phases de la croissance bactérienne en milieu liquide non renouvelé

(en discontinu) décrites par Buchanan (1918).

4.2. Modélisation

4.2.1. Généralités (Meyer, 2004)

La modélisation consiste a créer une représentation simplifiée d'un probléme : le modele.
C’est une alternative a une stratégie de type essais-erreurs ; elle est appliqué dans différents
domaines scientifiques : médecine, nucléaire, aéronautique, météorologie... et elle est
¢galement apparu dans d’autres disciplines, comme: économie, finance, sciences
humaines...etc. Le modele constitue une représentation possible du systéme pour un point de
vue donné. En médecine par exemple, les modeles utilisés pour représenter I’Homme
sont souvent le singe et la souris. Alors que pour d’autres phénomenes : physique, chimique...

le modele est représenté par des équations mathématiques.

La modélisation d’un phénomeéne, se fait toujours par rapport a un objectif. Suivant cet
objectif, plusieurs modeles sont possibles pour décrire une méme réalité. C’est pourquoi il est

important de définir le cadre et le niveau de modélisation souhaité dés le début d’un projet.
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Généralement, 1’objectif de la modélisation est de répondre a un ou plusieurs des trois besoins

principaux : la compréhension de(s) phénomene(s), le contrdle et I’optimisation (Pommier,
2003).

Prévoir Analyse

Simuler
Maitriser Adapter

Figure 1. 9. Schéma simplifié des objectifs de la modélisation (Pommier, 2003)

Le recours a la modélisation d’un phénomene requiert des connaissances mécanistiques et
des données expérimentales. Selon le degré de connaissances acquises et des données

expérimentales disponibles, différents types de modeles peuvent étre adoptés, on distingue :

v" Modéles de connaissance pure (mécanistes ou structurés) lorsqu’on dispose de
suffisamment de connaissance avec de faibles données expérimentales. Ils ne sont
généralement pas envisageables.

v Mode¢les phénoménologiques (non structurés), pour ce type de modéles on dispose de
plus de connaissances que d’expériences.

v Modeles hybrides ; on dispose de plus d’expériences que de connaissances.

v" Modéles empiriques ; comme son nom I’indique ces modéles sont essentiellement
basés sur des données expérimentales avec de faibles connaissances du phénomeéne a

représenter.
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4.2.2. Modélisation des cinétiques de la croissance microbienne

La croissance microbienne est un phénomene globalement trés complexe de par le nombre
et la variété des réactions mises en jeu au cours de son déroulement et par leur dépendance vis
a vis des conditions extérieures. Les modeles biologiques modernes cherchent a identifier, au-
dela des corrélations, les liens de causalité susceptibles d’exister entre des phénomenes en
apparence disjoints. Traditionnellement, on distingue deux grands groupes de mod¢les dans le
domaine du génie microbiologique : les modéles non-structurés (ou phénoménologiques) et

les modéles structurés.

Les mod¢les non-structurés s’appuient sur une vision globale de la cellule, sans détailler
sa structure. Ainsi, la composition cellulaire est alors considérée comme constante et la notion
de biomasse totale prime. Dans ce type de modele, la variation de biomasse est exprimée par
I’intermédiaire de variables extracellulaires distinctes (concentration en substrats, en produits
du métabolisme et présence d’inhibiteurs de la croissance), ainsi que de certaines variables

environnementales (pH, température, force ionique, etc...).

Les modeles structurés sont des expressions mathématiques qui prennent en compte la
structure et la composition du micro-organisme (C, N, O). Ces types de modeles sont
généralement complexes et requieérent une connaissance précise du fonctionnement des
différentes structures de la cellule. Ils entrainent de plus une multiplication des parametres du
modele ce qui pose souvent des problémes d’identification quand des données expérimentales

de composés intracellulaires ne sont pas disponibles.

Pour notre étude, nous nous intéresserons uniquement aux mode¢les non structurés. La
premicre étape de la modélisation du métabolisme microbien consiste a décrire 1’évolution de
la population microbienne en fonction du temps dans des conditions environnementales
particulieres. Dans les modeles non structurés qui considerent la biomasse dans son ensemble,
sans distinguer les différents états physiologiques des cellules, la croissance est caractérisée
par des parameétres tels que le temps de latence, le taux de croissance et le temps de
génération. Les modeles non-structurés les plus répandus sont le modele logistique et le

modele de Monod.
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» Le modéle Logistique (Verhulst, 1838)

En 1838 Verhulst propose une équation différentielle afin de modéliser la croissance
d’une population animale se stabilisant au cours du temps. Cette équation est connue sous le
nom de loi Logistique. Elle repose sur ’hypotheése que I’accroissement relatif de la variable «

y » modélisée décroit de fagon linéaire avec elle.

A ce jour, les applications de cette loi sont généralisées et couvrent a la fois les descriptions
de croissance de cellules, d’organes ou d’organismes. En particulier, dans le cas de la
description d’une cinétique de croissance de micro-organismes, elle prend la forme suivante,

pour laquelle X représente la population microbienne et p la vitesse spécifique de croissance :

Le parametre pumax est la vitesse spécifique de croissance maximale supposée atteinte des le
début de la culture. Xmax est appelé capacité limite du milieu. Cette capacité limite correspond
a la population maximale qui est obtenue en fin de croissance, début de la phase stationnaire.
Ce modele simule la vitesse de croissance par des équations qui font intervenir uniquement le
temps et la concentration en biomasse. Le modele Logistique a été largement utilisé pour

modéliser la croissance de micro-organismes.

> Le modéle de Monod

Le modele de Monod représente la base en matiere de modélisation de la croissance

microbienne (Strub, 2008). Il donne une relation entre la vitesse spécifique de croissance d’un

micro-organisme, W, et la concentration en substrat limitant, S.
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Cette équation dépend de deux parameétres :
- la vitesse spécifique de croissance maximale (fimax)
- Ks, définie comme D’affinité que le micro-organisme a pour le substrat limitant. Sa valeur

numérique correspond a la concentration en substrat nécessaire pour obtenir la moitié de g max.

Ces deux modeles représentent donc uniquement les étapes de croissance d’une population.

Cette famille de modéle contient des modeles basés sur ’observation des cinétiques
macroscopiques au sein d’un bioréacteur. La composition cellulaire est considérée comme
constante. D’un point de vue pratique, la population microbienne est généralement traitée
comme une « boite noire ». Dans beaucoup de cas, cette simplification est raisonnable parce
qu’il est impossible de connaitre la composition hétérogene de la biomasse et 1’état des
systémes intracellulaire. En sciences du vivant, les modeles phénoménologiques permettent
plus une description macroscopique qu’une compréhension microscopique des phénomenes

biologiques.

Dans la majorité des modeles de ce type, la variation de la biomasse est exprimée par
I’intermédiaire de variables extracellulaires (concentrations en substrats, produits et présence
d’inhibiteur de la croissance), ainsi que de variables environnementales comme le pH ou la
température. Messens et al. (2003) ont développé un modele capable de prédire 1’influence de
la température (20 - 38 °C) et du pH (4,8 - 7) sur le comportement de Lactobacillus curvatus
LTHI1174, micro-organisme producteur de bactériocine. La croissance microbienne et la
production de curvacin A sont affectées par les variations de la température. En revanche,

elles supportent une large gamme de pH.

4.2.3. Modélisation des interactions microbiennes

La modélisation des interactions entre des micro-organismes se limite a I’étude d’une
interaction entre 2 micro-organismes. Ces derni¢res années les recherches s’intéressent au
développement de modéles mathématiques tenant compte de la diversit¢ des micro-

organismes et de leurs interactions, en particulier pour les cultures mixtes. Par rapport aux
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cultures pures, les avancées des cultures mixtes sont faibles. Ceci est dii d’une part, aux
difficultés rencontrées pour la quantification du vecteur de I’interaction (métabolites) qui
empéche la mesure de ses vitesses de sa production et de sa dégradation ; d’autre part, le suivi
de la biomasse de chaque souche dans une culture mixte est trés difficile a mettre en ceuvre
avec précision. Ceci explique la rareté des modeles de croissance en culture mixtes.

Pourtant il existe un grand intérét pour 1’étude des interactions, essentiellement la
compétition et I’amensalisme, qui sont importants dans le cadre des contaminations et des
implantations forcées d’une souche dans un environnement donné, particulicrement en

vinification et en production de produits laitiers fermentés.

» Compétition pure

La compétition est pure entre 2 souches de bactéries lorsque la teneur en substrat dans la
culture atteint des valeurs suffisamment faibles pour réduire la vitesse de croissance d’au
moins une des populations. En général, la vitesse de croissance des micro-organismes est
sensiblement modifiée par le substrat uniquement a des concentrations tres faibles ou treés
¢levées. Par exemple, si la vitesse de croissance obéit a I’équation de Monod cette limite est
de I’ordre de la constante Kg.

Dans une culture discontinue, la teneur en substrat est faible uniquement en fin de
fermentation et pendant une période de temps trés bréve. Ainsi, dans une culture mixte
discontinue les souches n’entrent en compétition qu’en fin de culture, quand les populations
ont déja une taille trés proche de leur taille finale. Cependant, dans le cas ou les vitesses
spécifiques maximales (max) sont différentes entre les deux souches, pour celle qui a la plus
faible wmax, le niveau de population atteint lors de la culture mixte sera plus faible que celui de
la culture pure, La vitesse de croissance n’est pas affectée mais la quantité de substrat
consommé est affectée. Pour cette raison le seul effet visible de la compétition est une
réduction dans la taille finale des deux populations, par rapport a celle atteinte en culture pure
sous des conditions identiques (Salgado, 1999). En réalité, tant que les teneurs en substrats ne
limitent pas la vitesse de croissance, il n’y a pas de vraie compétition et la culture se trouve

dans un état transitoire de neutralisme.
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> Amensalisme

Comme nous l’avons déja cité, le développement des modeles pour 1’étude des

interactions type amensalisme sont rares. Ce paragraphe présente quelques exemples :

Kim et al. (1987) ont développé un modele tenant compte de 1’activité de certaines
enzymes pour représenter la croissance en culture mixte discontinue de Klebsiella oxytoca
(X)) et Pseudomonas aeruginosa (X3) sur des milieux contenant du glucose (Sa) et du citrate
(Sp). Ces 2 micro-organismes sont capables de se développer sur les deux substrats mais leurs
préférences sont opposées : K. oxytoca préfere le glucose par rapport au citrate tandis que P.
aeruginosa c’est I’inverse.

Le substrat non préféré de chaque souche est limité par le niveau d’expression d’une enzyme
clé : E; pour la consommation de Sg et E, pour la consommation de Sa.

La production d’un inhibiteur / de P. aeruginosa par K. oxytoca a été supposée associce a la
croissance de K. oxytoca sur glucose et sa dégradation a été considérée proportionnelle a la

biomasse de K. oxyfoca. Le modele est représenté par les équations différentielles suivantes :

ax
— =\, , + x X
Jr (lulA lulB) 1
S
dt2 =(:“2A+1U23)XX2 iy =lumaXXTiSA
dE S K S
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Ramon-Portugal et al. (1997) ont proposé un modele mathématique dans 1’étude de
I’interaction type amensalisme appelé phénomeéne «killer» entre 2 souches de levure. Ce
modele est inspiré de la loi logistique. En effet, une levure killer produit une protéine qui est
capable de tuer des levures sensibles. L’hypothése fondamentale que Ramon-Portugal a posé,
qui est la base du développement du modele est que le méme métabolite, /, ralentit et arréte la
croissance des deux souches de S. cerevisiae utilisées, K1 et 522 D. Le composé inhibiteur
n’est pas identifié mais la variable I englobe les différents facteurs inhibiteurs (éthanol, acides
gras,...). L’interaction killer fait intervenir la concentration en toxine dans le milieu de
culture.

Le modele est basé sur des bilans établis pour 6 différents variables : population killer viable
(Xyvx) ; population killer morte (X4x) ; population sensible viable (X, ;) ; population sensible
morte (Xq5); concentration en toxine dans le milieu (7), avec Pt sa production et Cr sa
consommation ; et enfin concentration en inhibiteur de croissance (/). La dynamique

d’évolution de chacun de ces variables est donnée par le systeme d’équations suivantes :

—
Q.

8| <
=

=l Tk

=

dt

— =7
\
Ce modele s’est révélé adapté pour reproduire les résultats observés en culture discontinue
exceptée dans les premicres heures de la fermentation, dans lesquels 1’activité killer n’est pas

suffisamment importante.

Néanmoins, Pommier (2003) a confronté¢ ce modele, proposé par Ramon-Portugal, a ses

donnés expérimentales. Le modele s’est révelé mal adapté pour décrire les cinétiques de
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croissance obtenues. Et ce bien que le modele soit basé sur des résultats cinétiques issus des
fermentations mixtes dans des conditions proches des siennes : méme souche killer, méme
milieu de culture. Seule la souche sensible est différente ; il s’agit dans les deux cas de S.
cerevisiae ayant des performances cinétiques voisines, mais dont la sensibilité au facteur
killer est différente.

Pommier a donc tenté d’apporter des modifications a ce modele :

i) Dintroduction du temps de latence dans le modé¢le, n’a apporté aucune amélioration
significative dans 1’adéquation aux données expérimentales ;

i1) une formulation de la loi logistique, pour laquelle le comportement de chacune des
souches est dépendant a la fois de son propre développement et du développement de la
souche qui cohabite, a été proposée et été intégrée dans le modele initial ; son intégration a
conduit a des résultats satisfaisants ;

ii1) la prise en compte du pH sur la toxicité effective de la protéine killer sécrétée. Cette
modification a permis une meilleure représentation de la fin des cultures pour lesquelles
I’interaction 1étale disparait ;

iv) cette derniere modification est basée sur 1’idée qu’il faut qu’un nombre minimal de
sites récepteurs sur les cellules sensibles soient occupés par la toxine avant que I’effet 1étal de
celle-ci se manifeste. Le modele proposé permet la prise en compte ou non d’une fixation
partielle de la toxine sur les cellules killer. Ce modele permet aussi d’obtenir des résultats

satisfaisants.

En ce qui concerne la mise en équation des co-cultures entre des souches d’(F. eni, une
seule étude a abord¢ la modélisation de ce type de cultures entre différente souches de cette
espece (DSMM7008 et 17A3, EQ54 et 21A3, 19A3 et EQ77, 17A3 et 21A3) en BRM
(Tataridis, 2001). Tataridis a quantifié¢ 1’effet des interactions sur la croissance par le calcul
des caractéristiques cinétiques a 1’aide des équations de la loi logistique. L’évaluation de
I’effet des interactions sur la consommation d’acide malique a été tentée en tenant compte de
I’influence de I’inhibition sur la croissance. La quantification de I’effet de I’interaction sur la

consommation d’acide malique s’avere difficile a réaliser.
Finalement, cette étude bibliographique montre qu’il existe peu d’études sur la

modélisation des interactions entre des couples de micro-organismes et ce pour plusieurs

raisons :
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1) I’introduction de I’agent biologique dans les systemes d’équations est difficile en
raison de 1’évolution des caractéristiques physiologiques qui dépend des facteurs
environnementaux.

2) la difficulté expérimentale pour identifier et pour quantifier ’agent d’interaction
(métabolites inhibiteurs ou stimulateurs)

3) la difficulté expérimentale pour réaliser des suivis de biomasse en cultures mixtes.

4) la difficulté a distinguer compétition d’amensalisme

4.3. Conclusion

La vinification est le bioprocédé qui permet de produire les différents types de vins : vins
blanc, rouge, rosé...etc. Dans 1’objectif de satisfaire les attentes du consommateur en terme de
qualités organoleptique et sanitaire du vin, la compréhension, le contrdle et la maitrise de
chacune des étapes de ce procédé sont indispensables.

Dans le cas, des vins rouges et de certains vins blancs, la premiere fermentation (FA)
effectuée par les levures est suivie par la fermentation malo-lactique (FML). Cette derniére a
différents impacts (diminution de 1’acidité, stabilit¢ microbiologique, formation de certaines
molécules aromatiques). La FML est donc I'une des étapes critiques pour la réussite de la

qualité organoleptique du produit attendu.

La bactérie lactique (E. eni, principalement responsable de la FML n’est pas trop
exigeante en matiére de nutriments et elle a un métabolisme complexe qui lui permet de
survivre dans le milieu vin pré-fermenté par les levures (pauvre en nutriments). Néanmoins,
ce milieu est trés contraignant pour (E. eeni. Différents facteurs peuvent affecter sa croissance
et affecter son activité malo-lactique : éthanol, pH, température, acides gras...etc. En outre,
les levures de la FA et les bactéries lactiques indigenes peuvent libérer dans le milieu des
métabolites antimicrobiens. Celles-ci sont a I’origine de différents types d’interactions qui
peuvent exister entre ces micro-organismes : stimulation, inhibition ou neutralité¢ par

exemples.
En ce qui concerne les interactions entre (Enococcus, I’inhibition d’une souche d’intérét

par une souche inhibitrice indigeéne affecte négativement la qualité du vin et son rendement

¢conomique. Dans ce contexte, différentes études ont été¢ menées pour évaluer la production
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de molécules inhibitrices par des souches de levures et de bactéries en vue de sélectionner des

couples levure-bactérie et/ou bactérie-bactéries les mieux adaptés pour la production du vin.

Les cultures mixtes ou co-cultures dans lesquelles les 2 souches sont mélangées ne
permettent pas de distinguer les interactions indirectes des interactions directes. Notre travail
a comme objectif I’étude des interactions indirectes entre différentes souches d’(E. @ni. Le
BRM est un outil qui devrait permettre d’identifier I’existence de telles interactions par
production de métabolite(s) extracellulaire(s) et de quantifier I’impact de la présence d’une

souche sur I’autre.
Le recours a la modélisation devrait nous permettre de compléter cette approche en

formalisant par des relations mathématiques les différences entre cultures pures et cultures

mixtes et donc ’effet de I’interaction.

81



c h a p it re I I o Matériels et méthodes
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1. Matériels

1.1. Souches de bactéries et conditions de conservation

Cing souches de bactéries (. ceni nommées dans ce mémoire A, B, C, D et E ont été
utilisées. Ces souches proviennent de la collection des partenaires de I’ANR DIVOENI
(n°’ANR-07 BDIV 011-01). La souche A est la souche de référence de la collection nommée
ATCC BAA 1163 dans la littérature ; B et C sont des souches indigénes respectivement
isolées de champagne et de cidre de Normandie ; D et E sont des souches cenologiques
commerciales isolées du vin.

Les bactéries sont conservées au congélateur a -20°C dans du bouillon MRS additionné de

20% de glycérol.

1.2. Milieux de cultures

Milieu de réactivation des bactéries (pré-levain)

1l s’agit de bouillon MRS (Biokar diagnostic, Beauvais, France) additionné de 4 g.L™

d’acide L-malique. Le pH du milieu est alors de 5,2.
Milieu pour I’inoculum (le levain)

1l s’agit de bouillon MRS additionné de 4 g L' d’acide L-malique, 2 g.L"' de D-fructose
et 5% d’éthanol. Le pH est ajusté a 4,8 avec du H;PO4 a 85 %.

Milieu pour la fermentation malo-lactique (FML)

1l s’agit de bouillon MRS additionné de 4 g L' d’acide L-malique, 2 g.L"' de D-fructose
et 10 % d’éthanol. Le pH est ajusté a 3,5 avec du H3PO4 a 85%.

Milieu de dénombrement bactérien
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On utilise du MRS agar additionné de 4 g.L"'d’acide L-malique et 5 g.L"'d’agar. Le pH

est ajusté a 5,7 a I’aide de NaOH a 10 M.

Ces milieux de cultures sont autoclavés avant 1’ajout de 1’éthanol. Les barémes

d’autoclavage sont :

- pour le milieu de réactivation, le milieu d’inoculum et le milieu de dénombrement :

20 minutes a 121 °C.

- pour le milieu de fermentation : 20 minutes a 110 °C.

Composition théorique du milieu MRS bouillon

Polypeptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Glucose

Tween 80

Dipotassium phosphate
Acétate de sodium
Citrate d’ammonium
Sulfate de magnésium

Sulfate de manganese

10 gL
10g.L"

5 g.L'l
20 gL
1,08 g.L'!
2 g.L'1

5 g.L'1
2gL"
02 gL’
0,05 g.L"

La composition du milieu MRS agar est identique a celle du MRS bouillon avec en plus 15

gL d’agar.

2. Méthodes

2.1. Procédure pour les cultures

Un volume de 100 pl de la suspension bactérienne conservée a -20°C est d’abord dégelé

et transféré dans 10 ml de milieu de réactivation puis est incubé pendant 65 h a 28°C sans

agitation. Cette culture sert de pré-levain pour inoculer le milieu inoculum a 1 % (v/v). Celui-
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ci est incubé a 28°C sans agitation pendant 50 a 80 h selon les souches (cf. § 1.1.1 du chapitre
IIT). Le milieu de fermentation est alors inoculé a 2x10° UFC.mL™" et est incubé a 20°C. Les
corrélations UFC = f(DO) sont présentées en annexe. Les suivis cinétiques de biomasse et de
consommation d’acide L-malique sont effectués en faisant quotidiennement des prélévements
aseptiques, jusqu’a l’arrét de la fermentation malo-lactique c'est-a-dire lorsque 1’acide

malique est épuisé.

2.1.1. Cultures en condition de micro-aérobie

Des cultures de fermentation de chacune des souches ont été réalisées sous atmosphere
d’air, dans 250 mL du milieu de FML en fioles d’Erlenmeyer de 500 mL, sans agitation,
excepté aux moments des prises d’échantillons. Le volume d’inoculation a raison de 2x10°

UFC.mL"! est de ’ordre de 1 & 5,5 mL environ selon les souches.

2.1.2. Cultures e conditions d’anaérobiose

2.1.2.1. Cultures en fioles d’Erlenmeyer

Pour I’étude de I’influence de 1’acide malique sur la croissance, des FML ont été aussi
suivies en fioles d’Erlenmeyer sous atmosphére d’azote et sous agitation a 100 rpm. Pour
chaque souche, 1 a partir du méme inoculum, deux fermentations ont été réalisées : une

contenant 4 g.L”" et une sans acide L-malique.

2.1.2.2. Cultures en Bio-Réacteur a Membrane

Le Bio-Réacteur a Membrane (BRM) est utilisé pour étudier les cultures mixtes de

couples de micro-organismes (cf. § 3.2.3.2 en chapitre I).
» Principe du BRM

I s’agit de confiner deux micro-organismes différents dans deux compartiments séparés
par une membrane a fibres creuses, tout en assurant ’homogénéité du milieu de culture grace

a une circulation alternative d’une partie de ce milieu entre les compartiments. De cette
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maniere, les souches se développent isolées 1’une de 1’autre, mais les interactions indirectes
lides aux métabolites extracellulaires peuvent se produire comme si les souches étaient dans
un méme réacteur. Par contre, I’étude des interactions directes est impossible avec cet outil.
L’avantage de ce bioréacteur est donc de pouvoir suivre les populations distinctement par
prélevements dans chacun des compartiments tout en étudiant le comportement de celles-ci en

culture mixte.

» Description du BRM

Ce bioréacteur schématisé en figure II.1 est constitué¢ de deux réservoirs dont I'un
renferme une membrane de filtration a fibres creuses. La circulation du milieu au travers de
cette membrane est assurée par une surpression (0,4 a 0,7 bar) et controlée par des sondes a
niveau. Un gaz comprimé est introduit alternativement dans 1’espace de téte d’un réservoir
alors que le deuxieme reste ouvert a I’atmosphere. Il en résulte une différence de pression

transmembranaire qui induit un déplacement du milieu d’un compartiment vers ’autre.

Gaz sous
pression
contrdle de
Cligwuwyalll e \ )
niveau
Manométre |
™
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aimanté H‘“‘\\\-\L , | . ) J

Figure I1I. 1. Bioréacteur a membranes pour l’étude de cultures mixtes de micro-organismes.
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L’entrée et la sortie du gaz dans chaque compartiment sont contrdlées par un couple
d’électrovannes : 1’une controlant I’entrée et qui est normalement fermée, et I’autre controlant
la sortie qui est normalement ouverte. Un dispositif permet de basculer la mise sous tension
entre les deux couples de vannes en fonction du niveau de liquide dans les deux réservoirs. Le
niveau maximum est fixé pour chacun des réservoirs par deux sondes de niveau en acier
inoxydable ; lorsque les deux sondes sont en contact avec le liquide, le systtme de contrdle
fait basculer la mise sous tension des vannes. Les vannes qui étaient ouvertes se ferment et
celles qui étaient fermées s’ouvrent. Le réservoir qui était sous pression atmosphérique passe
en surpression et vice versa.

Une membrane hydrophobe en Téflon, de seuil de coupure de 0,2 pm, est placée a I’entrée du

gaz de chaque réservoir pour assurer la stérilité.

Le module de filtration a fibres creuses est fourni par la société Polymem SA
(Fourquevaux, France). Les fibres en polysulfone sont en forme de U et maintenues ensemble
a la base par une résine Epoxy. La base du module est confinée dans un réceptacle métallique
et la partie filtrante est en immersion dans le milieu de culture. Les caractéristiques de ce

module sont présentées dans le tableau II.1.

Tableau I1. 1. Caractéristiques du module fibres creuses de filtration du milieu de culture en

BRM.

Diameétre nominal des pores 0,1 um
Diameétre interne des fibres 0,25 mm
Diameétre externe des fibres 0,43 mm
Nombre de fibres 1314
Longueur utile des fibres 0,09 m
Surface interne 0,107 m?
Surface externe 0, 156 m?
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> Conditions de travail

Pour réussir le déroulement des cultures mixtes, les conditions suivantes doivent étre

remplies :

1- ’homogénéité du milieu (cf. § 3.2.3.2 chapitre I)

2- le volume moyen du liquide dans chaque réservoir doit étre le méme

3- la membrane doit étre inerte vis-a-vis du soluté du milieu et des micro-organismes. De
plus, la quantité des cellules adsorbées ou piégées dans la membrane devra étre négligeable
par rapport a la population totale. Cela est indispensable pour que la détermination

quantitative de leur concentration soit correcte.

2.2. Méthodes analytiques

2.2.1. Mesure de biomasse

Densité optique

La densit¢ optique (DO) des <échantillons est mesurée a 620nm par un
spectrophotomeétre en utilisant une cuvette en quartz de 2 mm d’épaisseur. Pour obtenir la
linéarité entre la DOgyonm €t la concentration cellulaire, il faut que la DOgonm soit inférieure a

0,8. Sinon, il faut diluer I’échantillon.

Dénombrement des bactéries

La méthode de dénombrement en milieu solide qui consiste a ensemencer dans la masse
a été utilisée. Tout d’abord, on réalise des dilutions décimales de la culture dans de I’eau
physiologique, allant de 10 a 107 selon la croissance de la souche. Ensuite, un volume de 1
mL de la culture diluée est dispersé dans le fond d'une boite de Pétri, puis le milieu de culture
gélosé est coulé par-dessus a 45°C. Deux boites par dilution sont ensemencées et 1’incubation

se fait a 28°C pendant 5 a 7 jours.
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Pour la lecture, les colonies développées dans les boites sont comptées. Seules les boites

contenant entre 30 et 300 colonies sont interprétables.

Le résultat est donné par la formule suivante :

- Z(colonies x dilution)

n

X (UFC/ml

Avec n le nombre de boites comptées

UFC : Unité Formant Colonie

2.2.2. Dosages enzymatiques

2.2.2.1. Dosages de ’acide L-malique

Le dosage enzymatique a ¢été fait grace a 1’automate ‘Mascott’ (Lisabio, Morangis-
France). Cette machine est équipée d’une pompe péristaltique pour mélanger les réactifs
enzymatiques avec 1’échantillon (460 pl pipeté dans un godet). Un spectrophotometre mesure
I’absorbance du mélange apres réaction dans ce godet. Une aiguille automatisée permet de
prélever et injecter les quantités précises de réactifs. Une gamme étalon pour chaque type de
dosage est préalablement réalisée et enregistrée dans le programme de dosage correspondant.
Les différentes concentrations de la molécule dosée (substrat ou produit) sont calculées par

rapport a la gamme étalon et directement affichées sur 1’écran de la machine.

Principe du dosage

En présence de nicotinamide-adénine-dinucléotide (NAD+), I’acide L-malique est
oxydé¢ en oxaloacétate par la L-malate déshydrogénase (L-MDH).
L’équilibre de la réaction est situé du coté du malate. En éliminant 1’oxaloacétate du milieu
réactionnel, on oriente la réaction (1) dans le sens L-malate > oxaloacétate.
En présence du L-glutamate, I’oxaloacétate est transformé en L-aspartate (2) par la glutamate

-oxaloacétate-transaminase (GOT).

(1)  L-malate + NAD" - oxaloacétate + NADH + H"
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2) oxaloacétate + L-glutamate - L-aspartate + a-cétoglutarate

La formation de NADH, H', mesurée par ’augmentation de 1’absorbance a la longueur

d’onde de 340 nm, est proportionnelle a la quantité de L-malate consommée.

Composition du kit (Microdom, kit no 110 05 011 00)
Flacon 1 (30 mL) : Tampon en solution.

Flacon 2 (6 mL) : NAD+ en solution.

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

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

Flacon 5 (4 mL) : solution standard d’acide malique 0,2 g.L".

Ces réactifs sont mélangés dans les proportions suivantes :
5 mL du flacon 1
1 mL du flacon 2
0,13 mL du flacon 3
0,13 mL du flacon 4
14 mL d’eau distillée.

Une gamme étalon d’acide L-malique allant de 0 4 6 g.L™' a été préalablement introduite au

programme de dosage de cet acide.

2.2.2.2. Dosage de l’acide citrique

Principe du dosage

L’acide citrique est transformé en oxaloacétate et acétate dans une réaction catalysée par la

citratelyase (1).

(1) Citrate = oxaloacétate + acétate
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En présence de L-malate déshydrogénase MDH (2) 1’oxaloacétate est réduit en L-malate par

le nicotinamide-adénine-dinucléotide réduit (NADH).

(2)  Oxaloacétate + NADH, H" = L-malate + NAD"

Au cas ou I’oxaloacétate décarboxylase est présente, une petite partic de 1’oxaloacétate est
transformée en pyruvate. En présence du L-lactate déshydrogénase LDH (3), ce pyruvate est

réduit en L-lactate

(3)  Pyruvate + NADH, H 2 L-lactate + NAD"
La quantit¢ de NADH oxydé en NAD- est proportionnelle au citrate présent dans
I’échantillon.

L’oxydation du NADH est mesurée par la diminution de son absorption a la longueur d’onde

de 340 nm.

Composition du kit (Microdom no 110 05 036 00)

Flacon 1 : 72 mL de tampon Tris/L-LDH/L-MDH.

Flacon 2 : 8 mL de chromogeéne (solution NADH)

Flacon 3 : 80 mL de blanc échantillon

Flacon 4 : citrate lyase

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

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

Reconstitution du mono-réactif de travail

I- Reconstitution de la solution de travail chromogene : 18 mL de tampon + 2 mL de
chromogene. Solution stable 2 semaines entre 4 et 8 °C.

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

3- Le mono-réactif de travail est finalement préparé en mélangeant 1 mL de citrate lyase

reconstitu¢ avec 20 mL de la solution de travail chromogene.
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2.2.2.3. Dosage du glucose et du fructose

Principe du dosage
Le glucose est transformé en glucose-6-phosphate par 1’hexokinase en présence

d’ATP. Le glucose-6-phosphate est oxydé en gluconate-6-Phosphate par la G-6-P
déshydrogénase en présence de NAD" réduit en NADH, H'. La quantité de NADH formé est
proportionnelle a la quantité de glucose consommé. La formation de NADH est mesurée par
I’augmentation de I’absorbance a la longueur d’onde de 340 nm.

Le dosage du fructose nécessite une étape supplémentaire. En fait, ’hexokinase transforme le
fructose en fructose-6-P. Le fructose-6-P est isomérisé en glucose-6-P par la glucose-6-

phosphate isomérase avant d’étre oxyd¢ par le G-6-P déshydrogénase.

Composition du kit
Réactif 1: ATP, NAD
Réactif 2: hexokinase, glucose-6-phosphate déshydrogénase

Réactif 3: phosphoglucose isomérase

2.3. Calculs des parametres cinétiques de la FML

Lissage des données expérimentales

Dans I’objectif d’évaluer les vitesses et les activités spécifiques (croissance et FML) des
bactéries, les données expérimentales des cinétiques de la FML ont été lissées avec une
fonction spline cubique (Reinsch, 1967). Cette fonction g(T) vérifie pour chaque couple de

points expérimentaux (Ti, Xi) les conditions :

In
i= J'J T I ) Xi 9
g"(T)*dT . mini i SUD A g
Tj; 1IN = ZI -0 _Xf:}

Avec
Xi : valeur expérimentale de la variable X au temps Ti
Ti : Temps de prise de I’échantillon, compté a partir de I’ensemencement
o(Xi) : écart-type lié aux valeurs expérimentales de X
n : nombre total de points expérimentaux

S : constante de lissage
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La premicre condition vise a minimiser g"(T), la dérivée seconde des fonctions de
lissage g(T). Ceci rend linéaire les jonctions des courbures les unes entre les autres, générant
ainsi des fonctions lisses. La deuxieme condition exerce une contrainte sur ce lissage. En
effet, la somme des carrés des €carts entre les points expérimentaux et les points du lissage ne
doit pas dépasser la constante ‘S’.

Ce lissage est effectué grace a une macro sur Excel qui permet a 1’utilisateur de choisir la
constante de lissage et d’examiner son impact sur les courbes en temps réel. En pratique, la
constante de lissage doit étre choisie conformément aux régles suivantes :

-L’allure de la courbe dérivée g’(T) doit étre physiquement cohérente.

‘La courbe g(T) ne doit pas dépasser graphiquement les barres d’erreur sur les points

expérimentaux.

Vitesse spécifique de croissance u
A partir des données lissées de la biomasse et de sa dérivée en fonction du temps, la

vitesse spécifique de croissance est calculée :

1 dX 3
= — X — h
H= (h™)
Avec

X : biomasse et t: temps

Vitesse spécifique de consommation d’acide L-malique v

De méme avec le lissage des données expérimentales de concentrations en acide malique et sa
dérivée :

1 d[mal]

V=-—X

S (gL' h" ODy,,unit™)

Avec
[mal] : concentration en acide L-malique

X : concentration en biomasse mesurée en DO

Vitesse globale de consommation d’acide L-malique
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Elle est définie par le rapport entre la quantité d’acide L-malique consommé et sa durée de

consommation (g.L'l.h'l)

Détermination de la phase de latence

La durée de la phase de latence a été identifiée sur les courbes de vitesses spécifiques de
croissance, elle est déterminée par ’intersection de la droite tangente au premier point et la
droite tangente au début d’accélération de la vitesse spécifique de croissance.

Variation de la densité optique AD Qg

Le ADOg; a été défini comme la différence entre la densité optique maximale atteinte a la fin

de la croissance et la densité optique initiale.

Productivité durant la croissance Pg

La productivité (Pg) est le rapport entre ADOg; et la durée de la phase de croissance apres la

phase de la latence.
Productivité totale P
La productivité totale a été calculée de la méme maniere que Pg mais en remplacant la durée

de la phase de croissance par la durée totale, c'est-a-dire en incluant la durée de la phase de

latence. Ces 2 productivités P et Pg sont exprimées en unités de ADOgao.h™.
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C h a p it re I I I e Résultats et discussions
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1. Caractérisation de souches de bactéries
lactiques Enococcus eni

Cette partie présente 1’évaluation et la comparaison du développement des souches
d’&E. wni A, B, C, D et E dans différentes conditions de croissance :

- d’abord, seront présentés les suivis de croissance des cultures d’inoculums (pH 4,8 ; 5
% d’éthanol ; 28°C) en fioles d’Erlenmeyers.

- ensuite, nous exposerons les résultats de suivis de la croissance des souches en fioles
d’Erlenmeyer dans le milieu FML (pH 3,5 ; 10 % d’éthanol ; 20°C). Ces cultures ont
¢été réalisées sous atmosphere ambiant et seront qualifiées de micro-aérobie.

- puis, nous avons réalisé les suivis cinétiques dans le Bio-Réacteur a Membrane sous
atmosphere d’azote (nommés anaérobie par la suite) dans le milieu FML. La
comparaison avec les cultures micro-aérobies permettra d’évaluer 1’effet de la micro-
oxygénation sur la croissance des souches. Nous avons également suivi la
consommation de I’acide L-malique dans les conditions d’anaérobioses. Suite a ces
essais, les activités spécifiques de croissance et de consommation d’acide L-malique
ont été reliées par une équation mathématique.

- finalement, ’influence de la présence ou de 1’absence de 1’acide L-malique sur la

croissance de chacune des souches a été évaluée.

Par ailleurs, des répétitions indépendantes de suivis cinétiques de la croissance et de la
consommation d’acide L-malique ont été réalisées dans le milieu FML. Les écarts type ne
dépassent pas 20 % de la moyenne des répétitions pour la croissance et 14 % pour la

consommation d’acide L-malique.

1.1. Cinétiques de croissances pour les différents milieux

1.1.1. Suivi de la croissance dans le milieu d’inoculum

Nous avions rapporté en paragraphe 1.2.2.7 que les bactéries (E. @ni indigénes

s’acclimatent naturellement aux concentrations croissantes de I’éthanol produit au cours de la

96



fermentation alcoolique dans le milieu vin. Certaines des pratiques actuelles de vinification
procedent a I’acclimatation des levains sélectionnés avant I’inoculation. En effet, cela permet
aux cellules d’acquérir une certaine résistance a 1’éthanol. Pour cela, I’inoculum est préparé
dans un milieu a seulement 5 % d’éthanol (v/v). Nous avons évalué les capacités de
croissance des souches dans un tel milieu, le but étant également de déterminer la durée de
croissance pour chaque souche dans ce milieu afin de déterminer le temps et la quantité

d’ensemencement de notre milieu FML. Les résultats sont présentés sur la figure III.1.

OD 620

0 20 40 60 80 100 120 140

Temps (h)

Figure III. 1. Croissances des inoculums des souches d’(E. ceni A, B, C, D et E en fioles
d’Erlenmeyer dans le milieu d’inoculum (28°C ; pH 4,8 ; 5 % d’éthanol en conditions de

micro-aérobie). Moyennes et écarts-types de 3 répétitions pour chaque souche.

Dans les conditions du milieu d’inoculum, les 5 souches de bactéries se développent et
atteignent leurs biomasses maximales entre 60 h et 100 h ; elles sont de 0,5 a 1,45 unités de
DOgy. Bien que ces 5 souches présentent des profils relativement similaires, la souche A se
distingue par la biomasse la plus élevée et la souche B par la plus faible. Les souches A, B et
E présentent une phase de latence, contrairement aux souches C et D qui se développent
instantanément (Tableau III.1). La productivité hors phase de latence (Pg) de la souche C est
similaire a celle de la B et est 2 fois plus faible que celle de la souche A. Les souches D et E
ont les mémes productivités totales (P) et ont atteint les mémes vitesses spécifiques de
croissance [max. Bien que la souche A ait une meilleure croissance, son pmay est relativement

proche de celui de la souche B dont la productivité totale est 2,2 fois plus faible. Par
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conséquent, il existe donc une variabilité de la croissance de ces souches de bactéries, bien

qu’elles présentent des profils de croissance relativement similaires.

Tableau I1I. 1. Parameétres de croissance des souches A, B, C, D et E d’(E. eeni dans le milieu

inoculum en fioles d’Erlenmeyer.

Souche A B C D E
Durée de la phase de latence (h) 5 7 0 0 22
ADOg2 143 047 0,75 098 0,95
tmax () x10° 8,5 6,3 46 11 11
P (unite de DOgao.h™) x10” 149 67 75 94 95
P, (unite de DOgo.h™) x10° 157 75 75 94 122

Les cultures dans ce milieu inoculum servent de milieu d’acclimatation pour les cultures de la
FML a 10 % d’éthanol (paragraphes suivants). Leur caractérisation a permis de déterminer le
temps d’incubation de 1’inoculum pour chaque souche: 60 h pour la souche A, 50 h pour la

souche B et 80 h pour les souches C, D et E.

Dans le but d’étudier I’activité spécifique de chaque souche, nous avons effectué le calcul
des vitesses spécifiques de croissance. Pour ce faire, les valeurs des biomasses expérimentales
relevées ont été d’abord lissées (exemple Figure II1.2) griace au programme de « splines

cubiques » présenté dans le chapitre Matériel et Méthode.
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Souche B
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Figure I11. 2. Exemple de lissage des données expérimentales de biomasse : souche B en

conditions d’inoculum.

Le lissage des valeurs expérimentales permet d’avoir les valeurs instantanées des
biomasses au cours du temps, ce qui permet par la suite de calculer les vitesses de croissances
instantanées par dérivée mathématique. Les vitesses spécifiques sont ensuite calculées en

divisant les vitesses instantanées par les biomasses lissées (Figure I11.3).
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croissance (h-1

Figure II1. 3. Exemple du profil de la vitesse spécifique de croissance (1) de la souche d’(E.

ceni B dans le milieu d’inoculum en fioles d’Erlenmeyer.
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1.1.2. Cinétiques de croissance dans le milieu de la FML en fioles d’Erlenmeyer

La figure II1.4 présente les cinétiques de croissance de chacune des souches d’ (. @ni
A, B, C, D et E cultivée en fiole d’Erlenmeyer dans le milieu FML. Trois types de
comportements sont distingués. Un concerne les souches B et E qui présentent une courte
phase de latence (20 et 5h) suivie d’une augmentation rapide de la biomasse jusqu’a environ
0,25 unités de DO, puis d’une stabilisation de la concentration en biomasse. Un autre
comportement a été¢ observé chez les souches A et D : croissance lente et continue sans phase
de latence ni de stabilisation durant toute I’expérience. La souche A se développe mieux que
la souche D avec une augmentation de DO de 0,137 contre 0,071 (Tableau II1.2). Le troisieme
type de profil de croissance a été¢ remarqué chez la souche C. Il montre une trés longue phase
de latence de 200 h, suivi d’une augmentation rapide de la DO. A la fin de I’expérience, apres
600 h, la stabilisation de la croissance n’a pas encore ét¢ atteinte pour cette souche.
Du point de vue de la productivité totale (P), les souches E et B sont les meilleures, suivies
par les souches A et C et puis D. Si I’on considere la productivité obtenue durant la phase de
croissance, c'est-a-dire sans la phase de la latence durant laquelle les souches s’adaptent aux

conditions du milieu, les positions des souches A et C sont inversées (Tableau III.2).
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Figure IIl. 4. Croissance des souches A, B, C, D et E d’(E. ceni dans le milieu de
fermentation FML en fioles d’Erlenmeyer (20°C ; pH 3,5 ; 10 % d’éthanol en condition de

micro-aérobie).
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Tableau III. 2. Parameétres de croissance des souches A, B, C, D et E d’(E. eeni dans le milieu

de fermentation FML en fioles d’Erlenmeyer.

Souche A B C D E
Durée de la phase de latence (h) 0 20 200 0 5
ADOg2o 0,137 0,243 0,143 0,071 0,281
max () X107 0,9 2,2 0,86 1,2 2,1
P (unite de DOgyo.h™) 10" 3 9 2,6 1 9,5
P, (unite de DOgo.h™) X107 3 9,3 4,1 1 9,7

1.1.3. Cinétiques de croissance en condition anaérobie dans le BRM

La figure IIL.5 montre les profils de croissance de toutes les souches en conditions
anaérobies strictes dans le BRM dans le milieu FML. L’allure globale est similaire : présence
d’une phase de latence, suivie par une augmentation de DO sans atteindre de phase
stationnaire avant la fin de la fermentation (épuisement de 1’acide malique). Cependant, La
durée de la phase de latence varie entre 70 et 160 h selon les souches. Nous pouvons
remarquer que pour les souches D et E, la DOgy initiale décline apres 1’inoculation (Figure
II1.5). Ces deux souches semblent éprouver plus de difficultés pour s’adapter aux conditions
du milieu de culture par rapport a I’inoculum : concentration plus élevée en éthanol, pH et
température plus bas, atmosphere d’azote au lieu d’air.

Les souches A, B et C présentent des cinétiques de croissance similaires avec un meilleur
développement que les souches D et E. Ces derni¢res, bien que possédant les vitesses
spécifiques de croissance les plus élevées, présentent les plus faibles variations en densité
optique DOgy (Tableau II1.3). Dans ces conditions anaérobies, la productivité totale (P) et la
productivité durant la croissance (P,) ont abouti a la méme classification : la souche A est la

meilleure puis viennent ensuite les souches C, B, E et D.
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Figure IIl. 5. Croissance des souches A, B, C, D et E d’(E. eeni dans le milieu de
fermentation FML en BRM (20°C ; pH 3,5 ; 10 % d’éthanol en condition anaérobie).

Tableau III. 3. Parametres de croissance des souches A, B, C, D et E d’(E. ceni dans le

milieu de fermentation FML en BRM.

Souche A B C D E
Durée de la phase de latence (h) 90 78 95 70 160
ADOg29 0,23 0,156 0,192 0,061 0,104

tmax () x10°

12 11 13 26 33

P (unite de DOgao.h™) x10”

8,6 6,44 6,8 2 2,5

P, (unite de DOg.h™") x10°*

13 9,5 10 2,6 4

1.1.4. Comparaison des croissances des souches pour les trois conditions

Dans les conditions de culture d’inoculum (5% d’éthanol ; pH 4,8 et 28°C), les souches

se sont bien développées et ont atteint rapidement des biomasses élevées contrairement a

celles obtenues dans le milieu FML. En effet, aprés I’acclimatation, I’effet négatif des

conditions de la FML (10 % d’éthanol, 20°C et pH 3.5) est tres net sur la croissance de toutes

les souches étudiées, que ce soit en condition de micro-aérobie ou en anaérobiose.
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Dans le but d’évaluer I’effet de la présence d’oxygene sur (F. @ni, nous avons effectué
la comparaison de la croissance des souches sous les 2 conditions micro-aérobie et anaérobie.
Pour toutes les souches, la phase de latence augmente en conditions d’anaérobiose. Ceci peut
s’expliquer par le fait que la préparation des inoculums a été réalisée en conditions de micro-
acérobie et donc que les cellules ont besoin d’une phase d’adaptation plus longue aux
conditions d’anaérobioses. Le tableau II1.4 regroupe les résultats de la croissance des souches
dans les 3 différentes conditions de culture. Si I’on considére a la fois les 2 critéres, la
productivité durant la croissance (P,) et la productivité totale (P), les souches A, C et D ont
une meilleure croissance en anaérobie qu’en micro-aérobie. La souche B a des P, similaires
dans les 2 conditions et la souche E a une diminution de P, (presque de moitié¢). En
conséquence, les croissances des souches A, C et D sont favorisées par des conditions
d’anaérobiose tandis que celles des souches B et E sont favorisées par des conditions de

micro-aérobie.

En ce qui concerne la comparaison entre le milieu inoculum et le milieu FML en micro-
adrobie, toutes les souches ont été favorisées par les conditions moins stressantes de
I’inoculum (moin d’éthanol, pH et température plus élevés). A titre d’exemple, pour les
souches B et E, les pmax atteints en milieu d’inoculum sont respectivement 2,9 et 5 fois plus
¢levées que celles obtenues en milieu de la FML et les productivités totales (P) ont été 7,4 fois

et 10 fois plus élevées (Tableau I11.4).

En comparant pour chacune des souches les productivités totales (P) avec les productivités
durant la phase de croissance (P,) dans les conditions d’inoculum et les conditions de la FML
(micro-aérobie et anaérobie) I’impact de la phase de latence peut étre estimé. En condition
d’anaérobiose, toutes les souches ont un écart entre les productivités P et P,. Respectivement
pour les souches A, B, C, D et E, les productivités P, sont 1,51 ; 1,48 ; 1,51 ; 1,29 et 1,6 fois

plus élevées que les productivités P. Ces écarts sont dus aux durées des phases de latence.

L’ensemble de ces résultats montre la grande variabilité entre souches au sein de 1’espece (.

(Eni par rapport aux conditions de croissance.
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Tableau III. 4. Récapitulatif comparant les parametres de croissances ; vitesse spécifique de
croissance maximale (Umay), productivité totale (P) et productivité durant la phase de

croissance (Pg) dans les différentes conditions de culture des souches d’(E. eeni A, B, C, D et E.

Souche A B C D E
Micro- max () X107 09 22 0,86 1,2 2.1
aérobie, FML : - -
en fioles P (unite de DOgy.h™) x10 3 9 2,6 1 9.5
d’Erlenmeyer 7p " hite de DOgoh ) 107 3 93 4,1 T 97
Mmax () X107 2 1,1 13 26 33
FML en P (unite de DOga.h™") x10* 86 64 6.8 2 2,5
anaérobiose : - .
dans le BRM  Pe(unite de DOgy.h™) x10 13 9,5 10 2,6 4
tmax () x10° 8,5 6,3 46 11 11
Inoculums P (unite de DOgz.h™") x10° 1499 67 75 94 948
P, (unite de DOgyo.h™) x10* 157 75 75 94 122

> Discussion

Les bactéries d’(E. eni résistent différemment aux conditions principales de stress dans le

vin a savoir le pH, I’éthanol et la température.

- Lonvaud-Funel et al. (2010) expliquent que la différence entre les souches est liée a
leur capacité plus au moins grande a maintenir un pH intracellulaire compatible avec
le fonctionnement des voies métaboliques.

- L’éthanol exerce son effet toxique directement sur la membrane plasmique en
modifiant sa fluidité et I’environnement des protéines impliquées dans le maintien de
I’homéostasie des cellules et dans le transport membranaire.

- La température affecte la vitesse des réactions biochimiques de la cellule et donc la
vitesse de multiplication. Bien que 20°C soit la température optimale pour la
vinification, elle est faible pour nos conditions de culture ou I’optimum de croissance

se situe entre 25°C et 30°C.
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La résistance a ces conditions peut devenir plus délicate par synergie d’effets négatifs de

ces 3 parametres importants (cf. paragraphe 2.2 du chapitre I).

D’apres ces données bibliographiques, on constate que tous les facteurs (pH, éthanol et
température) affectent d’abord la membrane plasmique, structure de protection et de sélection
des molécules traversant la membrane vers le cytoplasme ou vers I’extérieur de la cellule. Les
principales composantes qui assurent ces mécanismes se situeraient essentiellement au niveau
de la membrane cytoplasmique qui détermine en grande partie la vie d’une cellule. Cela laisse
penser que les différences de croissance observées chez les souches A, B, C, D et E pourraient
étre liées a des différences au niveau de cette membrane. Les travaux de thése de Garbay
(1994) ont ainsi focalisé sur I’évaluation du comportement de la membrane plasmique vis-a-
vis des conditions défavorables du vin. Comparant des bactéries d’(E. eeni adaptées au vin et

d’autres non adaptées a ce milieu, deux hypothéses ont été discutées :

\

1) I’adaptation au vin d’E. eni résiderait dans la capacité des cellules a maintenir
I’intégrit¢é membranaire par des modifications juste nécessaires et suffisantes de la

composition en acides gras, en lipides et en protéines.

2) La facilit¢ de I’ATP-ase membranaire d’(E. eni a s’adapter aux conditions
extracellulaires et a réguler son niveau d’activité par des modifications structurales

appropriées.

Les conclusions ont été que les cellules vivantes, qui résistent aux conditions de stress, sont
capables de modifier radicalement la constitution de leur membrane plasmique pour faire face

aux agents toxiques de I’environnement.

En ce qui concerne la croissance des 5 souches cultivées dans les deux conditions,
micro-aérobie et anaérobie, les résultats obtenus confirment les contradictions relevées dans la
littérature par rapport au développement d’(E. eni. Le développement (ADOgy) et les
productivités totales atteintes par les souches A, C et D ont été plus élevés sous atmosphere
d’azote, tandis que celles obtenues dans le cas des souches B et E ont été plus élevés dans les
conditions de micro-aérobie.

Outre les trois facteurs de stress déja mentionnés (pH, température et éthanol), la présence de
I’oxygene est un autre facteur qui pourrait influencer la FML et la croissance de ces bactéries
lactiques. Les travaux de Nehme (2008) ont montré que la souche X d’E. @ni se développait

mieux en conditions anaérobie (sous azote ou sous CO;) qu’en conditions sous air. Tataridis
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(2001) a également comparé les cinétiques et les rendements de croissance de la souche d’ (.
eeni 17A3 cultivée sous air et sous CO,. En revanche, une réduction de la durée de la
fermentation a été observée (102 h au lieu de 125 h sous air), une biomasse maximale presque
doublée a été obtenue et une amélioration de la productivité et du taux spécifique de
croissance des cellules ont été constatés. De méme, Peynaud (1981) a noté que le remontage a
I’air, en vinification en rouge, €tait toujours positif pour le déclenchement de la FML. Par
ailleurs, des travaux ont montré que le geéne #rx4 codant la thioredoxine, protéine dotée
d’activité antioxydante, a été¢ trouvé transcrit chez (E. eni; de plus une augmentation
significative des niveaux de son ARNm a été observée en présence d’H,O, ou apres un choc
thermique (Jobin et al.1999). Chez Lactococcus Lactis, Sanders et al. (1995) ont rapporté que
la ventilation induit D’expression du geéne sod4 en un superoxyde dismutase pour la
dismutation des radicaux libres de I’oxygene, qui endommage les cellules. La différence
observée entre les souches, en conditions d’anaérobie et de micro-aérobie, pourrait étre
expliquée par de tels mécanismes. Autrement dit, il se peut que certaines souches possedent

ces mécanismes antioxidants et d’autres souches sont dépourvues de ces systemes.

En conclusion, une grande variabilité a été remarquée entre les souches étudiées. Il est
alors difficile de déterminer des conditions optimales pour les cultures. Nous avons choisi
pour I’étude de la fermentation malo-lactique de nous placer dans les conditions les plus
proches d’une FML classique ayant lieu apres la fermentation alcoolique, c'est-a-dire lorsque
I’oxygene dissous du mott est épuisé. Pour ces raisons, la consommation d’acide L-malique a

¢été étudiée dans les conditions d’anaérobiose, en BRM, avec le milieu FML.

1.2. Cultures en conditions anaérobie : suivi des substrats

1.2.1. Consommations de glucose, fructose et d’acide citrique

Les dosages des concentrations en glucose en début et fin de FML montrent que, pour
toutes les souches, celui-ci n’est pas du tout consommé (Tableau IIL.5). Le fructose et 1’acide
citrique en revanche ont ét¢ consommés en des quantités variables par les souches A, B, C, D

et E. Aucun de ses substrats n’est cependant épuisé a la fin de la FML.
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Tableau III. 5. Consommation de glucose, de fructose et d’acide citrique par les souches A,

B, C, D et E dans le milieu de la FML en condition anaérobie.

Glucose Fructose Acide citrique
consommé consommé consommé
Souche (g.L™h (g.L™h (g.L™h
A 0 0,24 0,97
B 0 0,87 0,23
C 0 0 0,62
D 0 0,40 0,24
E 0 0,63 1,17

1.2.2. Cinétiques de consommation d’acide L-malique

1.2.2.1. Dégradation de ’acide L-malique

La figure II1.6 montre les profils de consommation d’acide L-malique : pour toutes les
souches, la consommation d’acide L-malique est trés lente au début, puis elle s’accélere. Elles
consomment toutes la totalité de 1’acide L-malique initialement présent dans le milieu de
culture, c'est-a-dire 4 g.L". La souche B a été la plus rapide en terminant la FML en 242 h, la
souche E la plus lente en 422 h. Les souches A, B, C et D ont eu des vitesses globales de
consommation d’acide L-malique similaires, entre 1,33 et 1,55 x107 g.L'l.h'l, alors qu’elle
¢tait seulement de 0,95 pour la souche E (Tableau II1.6). Nous avons vu dans le paragraphe
précédent que la souche A a été la plus rapide a se développer ; pourtant, elle acheve la FML
apres la souche B. De méme, bien que les souches B et C aient des profils de croissance tres
similaires (Figure IIL.5), la consommation d’acide L-malique par la souche C est terminée 39
h plus tard par rapport a la souche B. Les souches D et E requierent également moins de
biomasse que les autres pour accomplir la FML (Figure II1.5 et II1.7). Encore, la comparaison
entre productivités en biomasses (P et P,) et vitesses globales de consommation d’acide L-
malique montre I’absence de proportionnalité entre ces 2 paramétres d’une souche a 1’autre.
Entre souches, il n’y a donc pas de lien direct entre la quantité¢ de biomasse et la durée de la

FML.
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Acide L-malique g.L-1

Figure III. 6. Consommation d’acide L-malique des souches A, B, C, D et E d’(E. eni dans le

milieu FML en condition anaérobie dans le BRM.

Tableau II1. 6. Parameétres de consommation d’acide L-malique, des souches d’(E. eni A, B,

C, D, et E dans le milieu FML en condition anaérobie dans le BRM.

Souche A B C D E
Durée de la consommation
d’acide L-malique (h) 267 242 281 305 422
Vitesse globale de
consommation d’acide L- 1,51 1,55 1,48 1,33 0,95
malique (g.L™".h") x10?
Vmax Vitesse spécifique
maximale de consommation
d’acide L-malique (gL'
! unité de DOg )

0,24 0,42 0,4 1,74 1,95

1.2.2.2. Vitesses spécifiques de croissance et vitesses spécifiques de consommation d’acide

L-malique

La figure III.7 montre que pour toutes les souches la vitesse spécifique de
consommation d’acide L-malique et la vitesse spécifique de croissance (v and p) ont le méme

profil. Premi¢rement, au cours de la phase de la latence, il y a une 1égere diminution de la
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consommation spécifique d’acide L-malique et de la croissance spécifique ; elle est bien
marquée dans la consommation d’acide L-malique par la souche A. Cette diminution pourrait
étre le résultat du choc da a la différence entre les conditions de cultures d’inoculum et les
conditions de la FML (pH, éthanol, température et anaérobiose) durant le début de la phase de
latence (Figure I11.7). Deuxiémement, une nette augmentation des vitesses spécifiques v et pL a
été observée, et les vitesses maximales Viax €t Umax Ont été obtenues au début de la phase
d’accélération de la croissance (sur les profils de croissance).

Troisiemement, la vitesse v décline, ralentit puis s’annule car 1’acide L-malique s’épuise du
milieu. Le ralentissement de la vitesse spécifique de croissance p a été¢ également observé
chez toutes les souches mais sa valeur ne s’annule pas a la fin de I’expérience.

Les valeurs des vitesses v et p sont différentes d’une souche a 1’autre, comme nous le
remarquons aux Tableaux 1.4 et II1.6 pour les pmax €t Vmax. Pourtant, la vitesse spécifique de
croissance (i) semble varier proportionnellement avec la vitesse spécifique de consommation
d’acide L-malique (v). Dans le but de vérifier et quantifier ce lien de proportionnalité un

modele mathématique le représentant a été développé.
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1.3. Lien croissance et consommation d’acide malique

1.3.1. Modélisation

La vitesse spécifique de consommation d’acide L-malique semble étre proportionnelle a
la vitesse spécifique de croissance. Par ailleurs, a la fin de la consommation d’acide L-
malique, la vitesse v diminue certainement en raison de la limitation en acide L-malique. En
supposant que les cellules consomment de 1’acide L-malique simultanément a la croissance,

I’équation représentant ce phénomene a été proposée :

v, =kixux [ [mal] , avec

kmall+[mal]

- vy © vitesse spécifique de consommation d’acide L-malique (g/L/h/unité de DO)
- u : vitesse spécifique de croissance (h™)

- [mal] : concentration de I’acide L-malique (g.L™).

ki est le parameétre qui représente le coefficient de proportionnalité entre les vitesses v and p et
kmal est le parametre de la limitation par le substrat (acide L-malique en g.L'l). Ces deux
parameétres ont ét¢ déterminés en minimisant la somme des carrés des écarts entre les valeurs
expérimentales et les valeurs calculées des vitesses spécifiques de la consommation d’acide
L-malique. Les valeurs obtenues pour chacune des souches A, B, C, D et E sont indiquées

dans le Tableau II1.7.

Tableau I11. 7. Parameétres cinétiques du modele proposé ki et Kmal, des souches d’(E. ceni

A, B, C, D, et E dans le milieu FML en condition anaérobie.

Souche A B C D E
ki 35,8 54,5 45,7 70,8 62,2
Kmal (g.L'l) 1,1 1,23 1,14 0,47 0,8
ot* (h) = tlmax- tVmax 0 38 17 21 21
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La valeur de ki de la souche A est la plus faible suivie par celle de la souche C. Le ki de la
souche B est 1,5 fois élevée que celui de la souche A. Les souches D et E ont les ki les plus
¢levés, respectivement, 1,98 et 1,74 fois plus élevé que le ki de la souche A. Par conséquent,
la capacité intrinséque de ces 2 souches a consommer ’acide L-malique est plus élevée par
rapport a celles des autres souches A, B et C. Ceci explique la bonne consommation d’acide

L-malique par les souches D et E malgré leur croissance qui est lente.

Apres avoir déterminé les constantes ki et kmal pour chaque souche, et en connaissant la
concentration initiale de I’acide L-malique dans le milieu de culture, la vitesse spécifique de
consommation d’acide L-malique calculée par le modele (vy,) a été utilisée pour calculer la
concentration de 1’acide L-malique correspondante a la biomasse expérimentale (Xexp)

mesurée au cours de la croissance, en utilisant 1’équation suivante :

Il est alors possible pour les différents intervalles de temps de déduire la concentration en
acide L-malique au cours de la FML et la comparer aux valeurs expérimentales (Figure IIL.8).
Le profil de la concentration d’acide L-malique calculée, pour chaque souche, est semblable
au profil expérimental obtenu précédemment. Le modéle proposé semble étre bien adapté
pour prédire la concentration d’acide L-malique consommée par la bactérie (E. (Fni en
utilisant les valeurs mesurées de concentrations en biomasse. Il faudrait noter que ce modele
n’est valable que dans nos conditions de milieu (tres riche), son utilisation dans des conditions

de cultures limitant reste a vérifier.
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Figure III. 8. Concentrations d’acide L-malique expérimentales et calculées durant les

cultures des souches d’(E. eeni A, B, C, D et E en conditions anaérobie.
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1.3.2. Discussion sur le lien croissance et assimilation d’acide malique

La figure III.7 montre que pour 4 souches (B, C, D et E), la vitesse spécifique de
croissance p commence a ralentir avec un décalage dans le temps (tiimax - tVmax) par rapport au
déclin de v (Tableau III.7). Ce décalage est toujours dans le sens ou le déclin de pmax
intervient apres celui de vimax. Ce décalage est absent dans le cas de la souche A. Sa durée est
quasiment similaire pour les souches C, D et E, et environ 2 fois plus élevée dans le cas de la
souche B. Le décalage observé entre v and p pourrait étre li€¢ au fait que la bactérie (E. eni
accumule de 1’acide L-malique ou I’énergie produite par sa consommation. Cette énergie peut
alors peut-étre utilisée pour que la bactérie continue sa croissance apres le déclin de v. Ce
décalage observé expérimentalement n’a pas été pris en compte dans le modele proposé. La
sensibilité a ce phénomene apparait cependant tres faible dans la mesure ou la concentration
d’acide L-malique calculée est tout de méme tres proche des valeurs expérimentales.

Pour expliquer la différence entre les durées des décalages observés entre v et p, nous
suggérons que la capacité¢ d’accumulation intracellulaire d’acide L-malique varie selon les
souches. En effet, il a été démontré qu’a pH 3,2 (pH moyen du vin) la perméabilité¢ des
cellules a I’acide, sous sa forme non dissociée, par simple diffusion pourrait représenter plus
de 50 % de ’acide L-malique total assimilé. En revanche, aux pH égal ou supérieur a 4,5 la
diffusion passive est négligeable (Tourdot-Maréchal et al. 1993). A des pH bas la
perméabilité¢ membranaire des cellules augmente, ce qui favorise le transport du L-malate par
la diffusion passive. S’il y a accumulation de 1’acide L-malique, ’homéostasie cellulaire étant
requise (Lonvaud Funel et al. 2010), les souches A, B, C, D et E pourraient tolérer
différemment la variation du gradient de pH induit par I’entrée du L-malate dans le
cytoplasme. La différence entre les souches est alors liée directement a la capacité de chacune
a résister, c'est-a-dire leurs capacités a réparer et a réguler de fagon continue la structure de la

membrane plasmique affectée dans les conditions stressantes.
L’hypothése émise d’un point de vue moléculaire, est que la réaction malo-lactique

fournit de I’énergie par la translocation de la molécule du malate (mono-anion) et de lactate et

par la décarboxylation du L-malate qui provoque une alcalinisation du cytoplasme et donc une
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augmentation de la différence de pH entre I’intérieur et I’extérieur de la cellule (Poolman et
al. 1991). Une force proton motrice qui impose le flux du proton H' vers I’intérieur de la
cellule est alors générée, ce qui permet la synthése d’ATP via I’ATPase membranaire
(Lonvaud et al. 2010). Cela irait dans le sens de 1’augmentation de la vitesse spécifique de
consommation d’acide L-malique v avant ’augmentation de la vitesse spécifique de
croissance L. Les travaux d’Augagneur et al. (2007) démontrent que la présence du L-malate
améliore le rendement de croissance d’E. eni ATCC BAA-1163 (souche A). Dans leurs
cultures a pH 5,3 ; 4,5 et 3,2 les valeurs de .y atteintes pendant la phase exponentielle sans
le malate ont été, respectivement : 0,153 ; 0,146 et 0,038. Avec le malate, les . ont été
0,135; 0,131 ; et 0,042. Le pmax @ été 1égerement plus élevée en présence d’acide L-malique
seulement a faible pH (3,2). Il semble que cette souche utilise le malate lorsqu’elle est
soumise aux conditions de stress, le pH dans ce cas. Par ailleurs, Saguir et Manca de Nadra
(1997) ont démontré que la présence du L-malate, que ce soit dans le milieu complexe ou
dans le milieu synthétique, augmente la croissance de la souche Leuconostoc eenos isolée d’un
vin argentin. Les mémes auteurs rapportent que 1’acide L-malique pourrait étre utilisé comme
une source d’énergie additionnelle mais pas comme un précurseur biosynthétique. En effet, en
présence du L-malate, la biomasse maximale atteinte en milieu synthétique est 4,5 fois plus

faible que celle obtenue en milieu complexe.

Les conclusions issues de ces travaux en ce qui concerne 1’effet bénéfique du malate sur la
croissance d’(E. eeni nécessite d’étre clarifiée pour nos 5 souches. Le modele que nous avons
proposé a été posé en considérant comme dans la plupart de la littérature que les cellules
consomment de I’acide malique parce qu’elles se développent. Pourtant, d’aprés les
observations expérimentales et certains travaux, il se pourrait que ce soit parce qu’elles
consomment de I’acide malique que les cellules se développent. Des expériences spécifiques

ont été alors menées pour vérifier cette hypothese.

1.4. Evaluation de P’effet de I’acide L-malique sur la croissance des souches

Afin d’évaluer I’effet de la consommation d’acide L-malique sur la croissance d’(E.
ceni, des cultures pures en absence d’acide L-malique ont été réalisées et comparées a des

cultures menées dans le méme milieu de fermentation mais avec 4g/L d’acide L-malique.
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Lors de ces expériences, la consommation d’acide citrique par (E. @ni, en présence et en
absence d’acide L-malique a été également évaluée.

Ces cultures spécifiques ont été faites pour toutes les souches dans des fioles d’Erlenmeyers
en condition anaérobie (sous atmosphere d’azote, agitation a 1’aide de barreaux aimantés mais
pas de bullage d’azote) en partant du méme inoculum pour le milieu avec et sans acide
malique. Pour les souches D et E, les mémes essais ont été aussi réalisés en conditions de

micro-aérobie (Erlenmeyers sous air sans agitation).

1.4.1. Effet sur les biomasses

1.4.1.1. Cultures en condition anaérobie

La figure II1.9 présente les profils de croissance obtenus en présence et en absence
d’acide L-malique dans le milieu de culture. L’analyse de 1’effet de 1’acide L-malique sur la
croissance des souches A, B, C, D et E nous montre qu’elles sont plus productives en
présence de cet acide dans le milieu de fermentation. Respectivement, les gains en biomasses
en présence d’acide L-malique sont 0,032 ; 0,046 ; 0,072 ; 0,038 et 0,038 de DOgy9, ce qui
représente un gain allant de 106,7 % (souche A) a 130,9 % (souche C) (Tableau IIL.8). En
moyenne, pour I’ensemble des souches, les productivités totales obtenues en présence d’acide
L-malique sont 2,2 fois plus élevées qu’en absence de cet acide dans le milieu de
fermentation. En revanche, I’évolution des durées des phases de la latence varient selon les

souches, en présence et en absence de 1’acide L-malique dans le milieu de culture.
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Figure II1. 9. Croissance des souches A, B, C, D et E en fioles d’Erlenmeyer, en conditions

anaérobie sous azote, en présence (+) et en absence (-) d’acide L-malique dans le milieu de

fermentation et évolution de leurs consommations d’acide L-malique (lorsqu’il est présent).
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Tableau II1. 8. Parametres de croissance des souches A, B, C, D et E en présence (+) et en

absence (-) de [’acide malique dans le milieu de fermentation, en condition ’anaérobie.

Gain en croissance
ADOg0* Productivité P avec I’acide L-
(unité DO.h™) x10* malique
A + 0,062 1,23 x 2,06
- 0,03 0,59
B + 0,077 1,59 x 2,48
- 0,031 0,64
C + 0,127 2,68 %23
- 0,055 1,16
D + 0,08 1,61 x1,9
- 0,042 0,84
E + 0,068 1,72 x 2,26
- 0,03 0,76

*ADQg correspondant a la fin de la FML.

1.4.1.2. Cultures en condition de micro-aérobie

Dans les conditions de micro-aérobie, nous avons évalué I’effet de ’acide L-malique sur
la croissance pour deux souches : une favorisée dans les conditions micro-aérobies (souche D)

et une favorisée dans les conditions anaérobies (souche E).

- Souche D

La souche D se développe dans le milieu de fermentation avec 1’acide L-malique apres

une longue phase de latence de 340 h (Figure II1.10). Dans le milieu sans acide L-malique, sa

croissance est trés lente tout au long de la culture. Le gain en biomasse de la souche D, en
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présence d’acide L-malique dans le milieu de culture, est de 0,028 de DOgyo, soit 40 % de la

biomasse atteinte en présence de cet acide (Tableau II1.8) et sa productivité est multipliée par

1,67.

- Souche E

Nous avons vu que de la souche E est plus performante en conditions de micro-aérobie qu’en
anacdrobie (cf. paragraphe 1.1.4 de ce chapitre). L’effet de I’acide L-malique a été donc étudié
en conditions de micro-aérobie. Comme en culture sous atmosphére d’azote (cf. 1.4.1.1 de ce
chapitre), le développement de la souche en présence d’acide L-malique est meilleur qu’en
son absence. Le gain en biomasse obtenu a la fin de la FML représente 165 % de la biomasse
obtenue en absence de I’acide L-malique dans le milieu de culture. Par ailleurs, la productivité

est multipliée par 2,66 en présence d’acide L-malique dans le milieu de culture.

Pour la souche D les conditions anaérobies sont plus favorables pour la croissance et la durée
de la FML qui est raccourcie de 83 h. La présence de 1’oxygeéne semble donc atténuer un peu
I’effet positif de 1’acide L-malique sur la croissance de cette souche. En revanche, les
conditions de micro-aérobie renforcent 1’effet positif de I’acide L-malique sur la croissance de

la souche E (productivité en biomasse).
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Figure III. 10. Croissance des souches D et E en fioles d’Erlenmeyer, en conditions de
micro-aérobie en présence (+) et en absence (-) d’acide L-malique dans le milieu de
fermentation et évolution de la consommation d’acide L-malique en présence de celui-ci dans

le milieu.
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Tableau II1. 9. Parametres de croissance des souches D et E, en présence (+) et en absence

(-) de ’acide L-malique dans le milieu de fermentation, en condition de micro-aérobie.

Gain en croissance
ADOg20 Productivité P avec I’acide L-
(unité DO.h™") x10* malique
D + 0,070 1,21 x1,67
- 0,042 0,72
E + 0,114 1,89 x2,66
- 0,043 0,71

1.4.2. Analyses de I’effet sur les activités spécifiques p et v

Nous avons montré que pour toutes les souches la vitesse spécifique de croissance (p)
¢tait corrélée a Dactivité spécifique de consommation d’acide L-malique (v) (cf. paragraphe
1.3 de ce chapitre). Il est donc intéressant ici d’analyser 1’évolution des vitesses L obtenues en
absence d’acide L-malique, en comparaison avec les profils obtenus en présence d’acide L-

malique.

La figure III.11 montre les profils des vitesses spécifiques de croissance et de
consommation d’acide L-malique en conditions anaérobies en fioles d’erlenmeyer. Pour les 5
souches, nous retrouvons logiquement la corrélation entre les 2 vitesses spécifiques qui avait
¢été observée dans les expériences en BRM.

Pour les cultures sans acide L-malique, pour toutes les souches, les vitesses de
croissance u obtenues restent trés faibles par rapport a celles obtenues avec 1’acide L-malique.
Les profils de vitesses spécifiques de croissance sont assez différents suivant les souches :
diminution au cours du temps pour les souches A, D, E ; augmentation pour les souches B et
C. Cependant les niveaux atteints sont trés nettement inférieurs a ceux obtenus lorsqu’il y a
consommation d’acide malique. Les mémes effets ont été constatés chez les 2 souches D et E

en condition de micro-aérobies (graphes non montrés).
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Figure II1. 11. Evolution des vitesses spécifiques de croissances (u) des souches A, B, C, D et
E en condition anaérobie, en présence (+) et en absence (-) d’acide L-malique dans le milieu

de fermentation. Evolutions de leurs vitesses spécifiques de consommation d’acide L-malique.
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1.4.3. Consommation de I’acide citrique

L’évaluation de la consommation de I’acide citrique dans les deux cas, avec et sans
acide malique dans le milieu de culture, nous semble intéressant dans le but de voir si ces
souches de bactérie métabolisent une quantité plus importante d’acide citrique en absence
d’acide L-malique pour assurer leur développement. On rappelle que le milieu en contenait
initialement 1.7 g. L™
Le tableau III.10 présente les quantités d’acide citrique consommeées par les souches en
présence et en absence d’acide L-malique. Ces quantités consommées sont équivalentes pour
les 2 modalités pour les souches A et E. Une consommation supplémentaire de 0,29 g.L™
d’acide citrique a été remarquée dans le cas de la souche D en absence d’acide malique
malgré une quantité de biomasse beaucoup moins importante. Les souches B et C, au
contraire, assimilent des quantités d’acide citrique plus élevées en présence d’acide L-malique
qu’en son absence (0,27 et 0,13 g.L'").

Dans les conditions de micro-aérobie, la souche D consomme plus faiblement 1’acide citrique
en présence d’acide malique mais plus fortement en son absence en comparaison avec
I’anaérobiose. Le méme comportement est observé pour la souche E en condition de micro-
aérobie. En aucun cas 1’absence d’acide L-malique conduit a une consommation
supplémentaire d’acide citrique.

Il est cependant difficile de conclure sur 1’ensemble de ces valeurs étant donné que les
quantités de biomasse formées sont trés différentes avec et sans acide malique. Les quantités
d’acide citrique sont donc difficilement comparables. Aucun phénomene évident ne se dégage

de ces valeurs.

L’absence d’acide L-malique du milieu de culture ne conduit donc pas forcément a une
consommation supplémentaire d’acide citrique comme on aurait pu le penser. Les
connaissances de la littérature sur ce sujet concernent le transport du malate et du citrate qui
est supposé se faire par un méme et unique transporteur (Alexandre et al. (2008)). D’autre
part, il a été montré que I’ARNm de ce transporteur était produit davantage en présence de
malate dans le milieu (Augagneur et al. 2007). Il en résulte que la faible consommation du
citrate dans le milieu de culture sans acide L-malique, pourrait étre due a la faible production
de son transporteur membranaire. En revanche, dans le cas de la souche B par exemple, la

quantité d’acide citrique consommée au cours de la FML est 10,55 fois plus faible que la
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quantité¢ d’acide L-malique consommée. En d’autres termes, dans un litre du milieu de
culture, au cours de la consommation de 24 mmoles d’acide L-malique, uniquement 1,87
mmoles d’acide citrique ont été assimilées. Cela pourrait étre expliqué par le transport de
I’acide L-malique, a I’intérieur de la cellule, qui se fait plus efficacement que celui de ’acide

citrique.

Tableau III. 10. Consommation d’acide citrique des souches (E. eni A, B, C, D et E en
présence (+) et en absence (-) d’acide malique dans le milieu de fermentation, en condition

d’anaérobiose et de micro-aérobie.

Acide citrique*
Condition Souche consommé
(gL
A + 1,15
- 1,15
B + 0,36
- 0,23
Anaérobiose | C + 0,44
- 0,17
D + 0,07
- 0,36
E + 0,27
- 0,32
D + 0,14
Micro-
aérobie - 0,19
E + 0,34
- 0,11

* Acide citrique consommé au cours de la durée correspondant a la durée de la FML.
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L’étude réalisée par Saguir et Manca de Nadra (1997), dans du milieu MRS supplémenté de
15% de jus de tomate, a montré que pour une souche de Leuconostoc oenos la croissance était
meilleure en présence de 2,5 gL' d’acide malique et 0,7 g.L” d’acide citrique qu’en milieu
non supplémenté en acide L-malique. Cependant, le gain en biomasse dans le premier cas a
été uniquement multiplié¢ par 1,2 ; contrairement aux gains que nous avons obtenus avec les
souches A, B, C, D et E ou la biomasse est multipliée par 2. Ceci peut s’expliquer, d’une part,
par le fait que ces auteurs ont réalisé leurs expériences dans des conditions de cultures moins
stressantes (pH 4,8 et 30 °C) et donc probablement les conditions de culture affectent
I’assimilation de I’acide citrique. D’autre part, 1’ajout du jus de tomate dans le milieu MRS
apporte éventuellement une certaine quantité¢ d’acide citrique et d’acide malique qui par

conséquent favorise la croissance dans le milieu non supplémenté d’acide L-malique pure.

1.5. Conclusion

Les résultats des cultures de cinq souches d’(E. eni dans le milieu MRS modifié ont
montré que leurs profils de croissance sont différents et que leur sensibilité¢ aux conditions
d’anaérobiose ou de micro-aérobie varie. Il existe donc une grande variabilité chez cette
espece. L’étude de la consommation d’acide L-malique montre qu’il n’y a pas de lien direct
entre les biomasses obtenues, les productivités et la consommation d’acide L-malique mais il
existe une forte corrélation entre les profils au cours du temps de la vitesse spécifique de
croissance ([) et de la vitesse spécifique de consommation d’acide L-malique (v). Le modéle
mathématique proposé a permis de quantifier ce lien pour chaque souche. La-encore les
constantes du modele sont différentes selon les souches. Cependant, le modele mathématique
a été dcrit en supposant que les bactéries consomment 1’acide L-malique parce qu’elles
croissent. Expérimentalement, il s’est révélé que ce processus se fait plutdt a I’'inverse, c'est-a-
dire que les bactéries croissent parce qu’elles consomment de I’acide L-malique. La réécriture
du modele sous une forme respectant le sens de la réalisation de ces phénomenes serait plus

cohérent et constitue une perspective a cette étude.

Pour les cultures pures en condition anaérobie, nous avons également mesuré la
consommation globale d’autres substrats qui se trouvent dans le milieu tels que 1’acide
citrique, le glucose et le fructose. Seul le fructose et 1’acide citrique ont été partiellement

consommés et pas glucose. En marge de I’évaluation de la croissance et de la consommation
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d’acide L-malique, 1’évaluation de la consommation d’acide citrique témoigne aussi de la

variabilité intra-spécifique chez I’espece (Enococcus ceni.

Les expérimentations que nous avons réalisées pour évaluer 1’effet de la consommation
d’acide L-malique sur la croissance de chacune des 5 souches ont permis de mettre en
¢vidence que :

- la présence d’acide L-malique bénéficie a la croissance des souches : selon la souche,
un gain de productivité en biomasse allant de 1,7 a 2,7 a été obtenu en présence
d’acide L-malique quelles que soient les conditions,

- l’absence de 1’acide L-malique n’aboutit pas forcément a une consommation
supplémentaire d’acide citrique. Au contraire, une diminution de la quantité d’acide citrique
assimilée a été observé chez les souches B et C et chez la souche E en conditions de micro-
aérobie. Il n’est jamais totalement consommé du milieu de culture, que ce soit en présence
d’acide L-malique ou en son absence.

D’un point de vue pratique, la concentration d’acide L-malique dans le mo(t de raisin s’avere
étre un critére important pour assurer le bon déroulement de la FML.

Par la suite, dans le but d’étudier les interactions entre ces souches, les cultures mixtes des
couples de bactéries seront réalisées en présence de la méme quantité d’acide L-malique (4
g.L"). Cela permettra d’assurer les mémes conditions de cultures en culture mixte comme en

culture pures.
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2. Evaluation des cultures mixtes

Les cultures mixtes ont été réalisées en conditions d’anaérobiose. Ce choix est fait pour
étre dans des conditions de cultures proches a celles de la fermentation malo-lactique du vin
pendant laquelle le milieu ne contient pas d’oxygene dissous. Les 5 souches ont été croisées
entre elles dans ces conditions. Les comportements des 10 couples A/B, A/C, A/D, A/E, B/C,
B/D, B/E, C/D, C/E et E/D en cultures mixtes ont été alors étudiés.

Dans ce chapitre, la démarche d’évaluation des interactions entre 2 souches de bactéries sera
d’abord présentée. Ensuite, nous exposerons les différents types d’interactions mis en

¢vidence entre les couples des différentes souches.

2.1. Démarche d’évaluation des interactions

Les cultures mixtes de 6 couples parmi les 10 étudiés ont été répétées. Trois fois pour
chacun des couples A/C, A/D et B/D et deux fois pour les couples A/B, E/C et D/C.
Toutes les cultures mixtes sont réalisées dans le BRM. Celui-ci permet de suivre séparément
la croissance de chacune des souches qui demeurent dans le méme milieu de culture (cf. §
2.1.2.2 du chapitre II). Il est alors possible de comparer le développement de chacune des
souches en culture pure et en culture mixte avec une autre souche. En ce qui concerne la
consommation d’acide L-malique (FML), il n’est pas possible de maniére expérimentale de
mesurer la quantité d’acide L-malique consommée par chacune des souches en culture mixte,
dans le méme milieu, alors que cette activité bactérienne est cruciale et que le vinificateur

souhaite la maitriser. La FML en cultures mixtes est donc évaluée seulement globalement.

Au cours des cultures mixtes, la détermination de la concentration en acide L-malique
dans les 2 pots du BRM a été réalisée. Des concentrations similaires de part et d’autre de la
membrane a fibre creuse témoignent de I’homogénéité des solutés du milieu de culture dans
les 2 pots du BRM. La validité du BRM a été aussi vérifiée pour 1’étude des interactions sans
contact direct entre 2 micro-organismes. Dans [’objectif d’étudier si les interactions sont
uniquement dues a I’évolution de la composition du milieu de la FML (épuisement et/ou
libération de molécules), des cultures mixtes avec contact direct entre les deux souches d’un

couple de bactéries ont été réalisées. Les couples A/C, A/D et D/C ont été testés. Ces cultures
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mixtes ont été effectuées dans les mémes conditions et dans le BRM mais en enlevant la
membrane de séparation. Les résultats ont montré que le contact direct ne change pas la
consommation globale d’acide L-malique par rapport aux cultures réalisées sans le contact
direct entre les cellules. Nous en déduisons que les effets d’interactions mis en évidence par la
suite ne seront pas du type interactions par contact direct entre deux souches différentes de

cette espece.

L’inoculation des cultures a été effectuée de facon a ce que la concentration initiale soit
de 2x10° CFU.mL" en culture pure et 1x10° CFU.mL™" pour chaque souche d’un couple de
bactérie en culture mixte. De cette maniére, la consommation globale de 2 souches cultivées
ensemble en culture mixte est comparée avec la consommation de chacune des 2 souches en
culture pure pour une méme biomasse totale initiale. En effet on s’attend a avoir un effet
additif de la consommation d’acide L-malique de chaque souche.

Nous avons tenté d’utiliser les criteres de productivités (P et Pg), de la vitesse spécifique de
croissance maximale (Umax) et de la durée de la phase de la latence pour comparer les
croissances en culture pure et en culture mixte. La comparaison de ces critéres pour une
souche donnée ne permet pas de conclure a propos de D’effet de D’interaction sur le
développement d’une souche. En effet, il n’existe pas de lien direct entre ces parameétres (cf. §
1.5 de ce chapitre) et les inoculations étant différentes ils s’averent difficiles a comparer. Pour
cette méme raison, la comparaison directe des profils de croissance de chacune des souches
d’un couple en culture mixte et en culture pure ne permet pas toujours de conclure sur une
interaction ou pas entre 2 souches de bactéries. Dans la démarche, nous associerons la
comparaison de ces croissances (en pur et en mixte) a la comparaison des vitesses spécifiques
de croissance. En effet, s’il n y a pas d’interaction entre deux souches données au cours de
leur culture mixte, les cellules de chaque souche devraient conserver la méme activité
spécifique de croissance en culture mixte comme en culture pure. La comparaison des profils
de p en culture pure et en culture mixte a donc été effectuce et sera associée a la comparaison

des courbes de croissance pour trancher sur les interactions.
Le modéle que nous avions proposé¢ et validé (cf. § 1.3.1 du chapitre III) pour

représenter I’activité spécifique de croissance (i) en fonction de 1’activité de consommation

d’acide L-malique (v) avait permis de quantifier le lien entre ces activités pour chacune des
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souches. Ce modele va nous servir maintenant pour évaluer la consommation globale d’acide

L-malique que 2 souches de bactéries (F. eeni peuvent réaliser ensemble en cultures mixtes.

Dans I’objectif de vérifier si, en culture mixte, le lien de proportionnalité (constantes &, k)
entre 1’activité spécifique de croissance et 1’activité spécifique de consommation d’acide L-
malique est le méme qu’en culture pure, nous avons procédé a la modélisation de la
consommation d’acide L-malique en culture mixte. En disposant des constantes & et k,,,; pour
chacune des souches en cultures pures, la consommation d’acide L-malique est alors calculée
en utilisant les données expérimentales des concentrations en biomasses de chacune de 2

souches en culture mixte selon 1’équation suivante :

d[mal] = X?l mixte ><kl ><lul Xﬂ XS‘Z mixte XkZ X IUZ XM
dt o [mal]+k T [mal]+k

mall mal2

Cette consommation modélis€e en culture mixte pour un couple de bactérie est ensuite

comparée a sa consommation expérimentale.

En résumé, pour chaque couple, apres avoir réalisé les cultures pures de ses 2 souches et
sa culture mixte, d’abord, les croissances de 2 souches en cultures pures sont comparées a
leurs croissances en culture mixte. Ensuite, la consommation globale d’acide L-malique en
culture mixte est comparée a la consommation de chacune des souches en culture pure. Et
enfin, la consommation globale expérimentale d’acide L-malique est également comparée a la
consommation d’acide L-malique modélisée en mixte pour vérifier s’il y a un effet
d’interaction ou pas sur le lien global de proportionnalité entre I’activité spécifique de
croissance (p) et ’activité spécifique de consommation d’acide L-malique (v). S’il y a une
interaction, cette analyse permet de distinguer le(s) type(s) d’effet(s) d’interaction qui existe

entre 2 souches de bactéries.

2.2. Interactions mises en évidence

La réalisation des cultures mixtes des 10 couples des croisements des 5 souches d’(Z.
ceni et D’effet observé sur la croissance a permis de classer les couples en 3 catégories

d’interactions :
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- interactions a effets négatifs réciproques sur la croissance des 2 souches en culture mixte;
- interactions a effets négatifs sur la croissance de la souche la plus rapide en culture pure
et a effets positifs sur la croissance de la souche la plus lente en culture pure.

- interactions a effets positifs sur la souche la plus rapide en culture pure.

Vu la variabilité des souches (cf. § 1.5 de ce chapitre), les niveaux d’effets d’interaction sur la
croissance et sur la consommation d’acide L-malique sont différents d’un couple a 1’autre
dans une méme catégorie. Pour cela, dans les paragraphes qui suivent nous analyserons
I’ensemble des 10 cultures mixtes, puis nous exposerons un récapitulatif de ces cultures au

paragraphe 2.2.4.

2.2.1. Interactions a effets négatifs réciproques sur la croissance des 2 souches en
culture mixte

2.2.1.1. Couple A/B

Les croissances de chacune des souches du couple A/B en culture mixte sont
nettement plus faibles par rapport a leur croissance en cultures pures (Figure I11.12).
Les calculs des vitesses spécifiques de croissances p (Figure III.13) montrent que cette vitesse
u est nulle pour la souche A durant les premicres 105 h de la culture mixte. Elle reste ensuite
plus faible que sa vitesse p en culture pure jusqu’a environ 170 h de culture. Bien que la
vitesse p de cette souche A s’accélere alors et atteint un pm,, environ 2 fois plus élevée en
culture mixte qu’en culture pure, elle ne permet pas d’atteindre au final les mémes biomasses
que celles obtenues lors de sa culture pure (Figure II1.13). Un effet négatif a été¢ donc exercé
sur la croissance de la souche A au début de sa culture et un effet positif a été obtenu apres
170 h en culture mixte avec la souche B. La vitesse p de la souche B est plus faible tout au
long de sa culture mixte par rapport a sa vitesse en culture pure. Au cours de la culture mixte
A/B la souche B est plus affectée que la souche A. En effet, ces 2 souches posseédent des
vitesses similaires en cultures pures, alors qu’en culture mixte les vitesses atteintes par la
souche A sont beaucoup plus élevées que les vitesses p atteintes par la souche B.
Par conséquent, entre ces deux souches, il s’agit d’une interaction a effet négatif réciproque
sur la croissance des 2 souches au cours des premicres 170 h en culture mixte, ensuite un effet

positif est exercé sur I’activité de la souche A pour le reste de la culture.
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Figure I11. 12. Croissances des souches d’(E. aeni A et B en cultures pures et en culture

mixte.
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Figure III. 13. Vitesses spécifiques de croissances des souches d’(E. ceni A et B en cultures

pures et en culture mixte.

Globalement, la FML en culture mixte est plus lente que la FML obtenue en culture pure pour
chacune des souches.
Pour ces souches A et B, le profil de la consommation d’acide L-malique modélisée en

culture mixte et le profil de la consommation expérimentale sont presque identiques au cours
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de la consommation de la moitié de la quantité¢ d’acide L-malique initialement présente dans
le milieu (Figure I11.14). On en déduit que, au cours de cette phase, le lien global entre les
activités spécifiques de croissance et de consommation d’acide L-malique (u et v) est
identique en culture pure et en culture mixte. Les souches A et B semblent donc avoir ici
chacune les mémes constantes déterminées au chapitre précédent (ki et Kmal).

En fin de culture, aprés environ 280 h de culture, I’écart entre la consommation modélisée et
la consommation expérimentale devient supérieur a 14 % (intervalle de confiance accordé aux
concentrations en acide malique qui a été déterminé au chapitre précédent). le lien entre p et v
ne peut donc plus étre considéré comme identique en culture pure et mixte. Un effet positif

sur ce lien semble étre obtenu au cours de cette phase en culture mixte.
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Figure III. 14. Consommation d’acide L-malique des souches A et B en cultures pures,

consommation globale en culture mixte et consommation globale modélisée en culture mixte.

2.2.1.2. Couple A/C

Pour ce couple A/C, tout au long de la culture mixte, les biomasses obtenues sont plus
faibles que celles obtenues dans le cas de chacune des 2 souches en cultures pures (Figure
IT1.15). La souche C ne se développe pas en culture mixte bien que les 2 souches aient des

profils de croissances assez proche en cultures pures. L’interaction existant peut étre du-type
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inhibition par production de métabolite(s) extracellulaire(s) qui inhibe fortement la croissance

de la souche C et inhibe moins la souche A.
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Figure I11. 15. Croissances des souches d’(E. eeni A et C en cultures pures et en culture

mixte.

En observant les vitesses spécifiques p, on constate que celle de la souche A en début de
culture mixte est tres faible par rapport a celle en culture pure (Figure I11.16). Elle diminue les
premieres 60 h avant de s’accélérer a nouveau pour atteindre des vitesses relativement
similaires a celles obtenues en culture pure. La vitesse spécifique p de la souche C est nulle
durant 120 h de culture, ensuite elle augmente pour atteindre un pm.x 2 fois plus faible que son
Umax €n culture pure. On en conclut donc que la souche C est affectée tout au long de sa
culture mixte tandis que pour la souche A I’interaction négative a lieu uniquement durant les

120 premieres heures.
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Figure I11. 16. Vitesses spécifiques de croissances des souches d’(E. ceni A et C en cultures

pures et en culture mixte.

Nous pouvons constater que la consommation globale d’acide L-malique par les
souches A et C en culture mixte a un profil comparable a celui des 2 pures (Figure II1.17). La
FML se termine cependant 29 h plus tard que la consommation de la souche A en culture
pure. L’effet de D’interaction sur la consommation globale d’acide L-malique par les 2
souches en culture mixte est donc négatif puisque cette consommation est plus tardive que la
consommation de la souche A, la seule a se développer en mixte.

Si on compare les profils de la consommation expérimentale et la consommation
modélisée en culture mixte, ils ne sont pas superposables (Figure II1.17). Ceci signifie que le
lien global entre les vitesses v et i en cultures pures n’est pas conservé en culture mixte, et vu
que les croissances des souches (A et C) sont affectées a des degrés différents, il est probable
que le lien entre les vitesses v et u de chaque souche ou de I'une des 2 souches en culture
mixte est aussi affecté. La consommation expérimentale s’achévant plus tot que la
consommation modélisée, il existe donc un effet d’interaction positif sur le lien global en
culture mixte.

En culture mixte de ce couple A/C, il y a une inhibition de la croissance des souches et une
activation de la consommation d’acide L-malique. On peut interpréter ce phénomeéne comme

une augmentation de la capacité des cellules a consommer ’acide L-malique. Il est également
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possible que pour une méme consommation d’acide L-malique la croissance soit moindre. Par

conséquent le lien global entre les vitesses v et p est affecté positivement en culture mixte.
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Figure IIl. 17. Consommation d’acide L-malique des souches A et C en cultures pures,

consommation globale en culture mixte et consommation globale modélisée en culture mixte.

2.2.1.3. Couple A/D

Les souches A et surtout D se développent moins bien en culture mixte qu’en culture
pure (Figure II1.18) comme le montre également leurs profils de vitesses spécifiques de
croissance sur la figure II1.19. La vitesse p de la souche D n’augmente jamais et devient nulle
aprés 180 h de sa culture mixte. Cette souche est plus affectée que la souche A ou la

différence des profils de p est plus faible entre culture pure et culture mixte
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Figure III. 18. Croissances des souches d’(E. eeni A et D en cultures pures et en culture

mixte.
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Figure I11. 19. Vitesses spécifiques de croissances des souches d’(E. eeni A et D en cultures

pures et en culture mixte.

Malgré une croissance différente en culture pure les 2 souches avaient des profils de
consommation d’acide L-malique similaires. En culture mixte on retrouve ce méme profil
bien qu’il n y ait que la souche A qui se développe. A partir du moment ou la croissance de la
souche A prend le dessus sur la croissance de la souche D (Figure II1.20), la consommation

d’acide L-malique mod¢lisée devient plus lente par rapport a la consommation expérimentale
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en culture mixte. On en déduit qu’un effet global positif est exercé sur le lien entre les
activités spécifiques L et v.
Le comportement de ce couple A/D en ce qui concerne la consommation d’acide L-malique

reste difficile a expliquer.
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Figure III. 20. Consommation d’acide L-malique des souches A et D en cultures pures,

consommation globale en culture mixte et consommation globale modélisée en culture mixte.

2.2.1.4. Couple B/C

Les croissances des deux souches sont affectées en culture mixte, surtout en ce qui concerne
leur phase de latence (Figure III.21). Leurs profils de vitesse spécifique de croissance
montrent également que leur activité est affectée négativement au cours de 290 h environ en
culture mixte, ensuite elles atteignent des vitesses spécifiques maximales [, plus élevées en

culture mixte qu’en cultures pures mais apres environ 360 h de culture (Figure I11.22).

Leur consommation d’acide L-malique en culture mixte est trés lente par rapport aux cultures
pures. Et il n y a pas d’effet sur le lien global entre les activités v et u du fait que la
consommation expérimentale par les deux souches en culture mixte est identique a la

consommation modélisée.
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Figure III. 21. Croissances des souches d’(E. aeni B et C en cultures pures et en culture

mixte.
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Figure I11. 22. Vitesses spécifiques de croissances des souches d’(E. ceni B et C en cultures

pures et en culture mixte.
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Figure III. 23. Consommation d’acide L-malique des souches B et C en cultures pures,

consommation globale en culture mixte et consommation globale modélisée en culture mixte.

2.2.1.5. Couple B/D

Pour ce couple, les biomasses obtenues en culture mixte (Figure I11.24) sont faibles
par rapport aux cultures pures comme pour les couples précédents (A/B, A/C, A/D et B/C).
Les allures de la vitesse spécifique de croissance sont également affectées (Figure I11.25). La
souche D présente de faibles vitesses p au cours de la culture mixte par rapport a celles
obtenues au cours de sa culture pure. La vitesse spécifique p de la souche B reste nulle apres
I’inoculation en culture mixte durant 110 h environ ; elle augmente ensuite fortement. Malgré
ceci, la biomasse obtenue en culture mixte de la souche B est trés faible en comparaison avec
celle obtenue pour sa culture pure. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’en culture mixte, durant
la premicre phase ou la vitesse p est nulle, il y ait une perte cellulaire et ne persiste dans le
milieu qu’une faible quantité de cellules qui deviennent plus résistantes et plus actives par la

suite.
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Figure I11. 25. Vitesses spécifiques de croissances des souches d’(E. eeni B et D en cultures

pures et en culture mixte.

La consommation globale d’acide L-malique par les 2 souches B et D en culture mixte

est plus lente que celle des cultures pures (Figure 111.26).
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Le profil modélisé de la consommation d’acide L-malique en culture mixte est similaire a la
consommation expérimentale jusqu’a environ 290 h de culture, aprés avoir consommé la
moitié d’acide L-malique initialement présent dans le milieu, puis diverge sur la fin. Au cours
de ces dernieres heures, la consommation expérimentale est plus rapide que la consommation
modélisée. Un effet positif sur le lien global entre les activités spécifiques p et v est donc

obtenu durant la derniére phase de la FML en culture mixte.
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Figure III. 26. Consommation d’acide L-malique des souches B et D en cultures pures,

consommation globale en culture mixte et consommation globale modélisée en culture mixte.

2.2.1.6. Couple D/C

Pour ce couple la croissance de chacune des 2 souches en culture mixte est inférieure a
la croissance en culture pure (Figure I11.27) et reste tres faible. L’effet de I’interaction entre
ces 2 souches est remarquable sur leur vitesse spécifique de croissance (Figure I11.28) : elles
sont nulles au cours des premicres 170 h pour chacune des souches en culture mixte. Il s’agit
d’une interaction a effet négatif réciproque sur le développement de chacune des 2 souches en

culture mixte.
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Figure I11. 27. Croissances des souches d’(E. ceni C et D en cultures pures et en culture

mixte.
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Figure I11. 28. Vitesses spécifiques de croissances des souches d’(E. eeni D et C en cultures

pures et en culture mixte.

Concernant la consommation d’acide L-malique par les souches D et C. Leur
consommation en culture mixte se termine bien plus tard par rapport a la consommation de
chacune des 2 souches en culture pure (Figure II1.29). Le lien global entre les vitesses
spécifiques v et u en culture mixte est nettement affecté. En effet, la consommation modélisée

est plus lente que la consommation expérimentale observée en culture mixte. Cela signifie
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qu’il y a un effet positif sur le lien global entre les vitesses v et u en culture mixte. Le retard
de la consommation expérimentale observé est en effet dii a la faible croissance des souches
en culture mixte. Cela implique que I’activité de dégradation malo-lactique est plus élevée

que celle qu’on aurait pu attendre compte tenu de la croissance des souches.
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Figure III. 29. Consommation d’acide L-malique des souches C et D en cultures pures,

consommation globale en culture mixte et consommation globale modélisée en culture mixte.

2.2.1.7. Conclusion

Globalement, 1’étude des couples A/B, A/C, A/D, B/C, B/D et D/C a mis en évidence
des interactions a effet négatif sur le développement de ces souches en culture mixte par
rapport a leur développement en cultures pures. Ceci se traduit par une inhibition de la
croissance des 2 souches mais le niveau d’inhibition est différent d’un couple a I’autre, mais
aussi d’une souche a I’autre au sein d’'un méme couple. De méme, la FML de ces couples est
plus ou moins ralentie en culture mixte en comparaison avec la FML en culture pure de
chacune des 2 souches. Cependant, la FML des couples A/B, B/C et D/C est beaucoup plus
affectée que la FML des couples A/C, A/D et B/D. La modélisation a également montré qu’il
existe des interactions sur le lien entre la consommation d’acide L-malique et la quantité de
biomasse produite dans le cas des couples A/C, A/D, B/D et D/C. Pour ces couples, malgré
une bonne consommation d’acide L-malique, I’effet stimulant sur la croissance n’est pas

quantitativement identique a celui observé en cultures pures.
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2.2.2. Interactions a effets négatifs sur la croissance de la souche la plus rapide en
culture pure et a effets positifs sur la croissance de la souche la plus lente.

Ce type d’interaction concerne 3 couples ou la souche affectée positivement en culture

mixte est toujours la E.

2.2.2.1. Couple B/E
Nous constatons que les profils de croissance des 2 souches B et E en cultures pures

sont inversés en culture mixte (Figure I11.30). Par conséquent, pour ce couple B/E il existe
une interaction qui induit une activation de la souche E et une remarquable inhibition de la
souche B. Les profils des vitesses spécifiques de croissance p montrent également les effets
de cette interaction (Figure II1.31). La durée de la phase de la latence de la souche B est plus
longue en culture mixte qu’en culture pure. Concernant la souche E qui est activée en culture
mixte, sa vitesse spécifique p augmente 120 h plus tot que son augmentation en culture pure.
Bien que son ey €n culture pure soit 1,7 fois plus élevée que son pma en culture mixte, elle
reste performante en termes de biomasse obtenue en culture mixte. La présence de la souche
B active le développement de la souche E qui maintient une vitesse spécifique de croissance
non nulle apres 1’inoculation contrairement a sa culture pure ou cette vitesse p est nulle les

premieres 155 h.
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Figure III. 30. Croissances des souches d’(E. eeni B et E en cultures pures et en culture

mixte.
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Figure I11. 31. Vitesses spécifiques de croissances des souches d’(E. ceni B et E en cultures

pures et en culture mixte.

La figure II1.32 présente les résultats de la consommation d’acide L-malique par les
souches B et E. La consommation expérimentale des 2 souches en culture mixte est beaucoup
plus rapide que la consommation de la souche E en culture pure. La consommation modélisée
pour la culture mixte est plus lente que la consommation expérimentale. Un effet global

positif est donc exercé sur le lien entre les activités v et u des deux souches B et E.

S
[$)]
J

» w
(&)} w (&)} £
Live il A

— Mixte expérimental

-
(6]

é—E—Bpure

Acide L-malique (g.L-1)
N

—_

1—*—Epure

o
[6;]
1

17~ Mixte modélisée

o

| S S B R S S B N RS 7N B e ]

0 100 200 300 400 500
Temps (h)

Figure III. 32. Consommation d’acide L-malique des souches B et E en cultures pures,

consommation globale en culture mixte et consommation globale modélisée en culture mixte.
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2.2.2.2. Couple C/E

La croissance des souches C et E en culture mixte comparée a leurs croissances en
cultures pures (Figure I11.33) montre que la souche C ne se développe pas en culture mixte
alors que la souche E se développe bien mieux, avec une réduction en la durée de la phase de
la latence de 90 h (Figure II1.34). En conséquence, une interaction a effet nettement positif sur
la souche E et négatif sur la souche C est mise en évidence.

Les profils des vitesses spécifiques de croissance p de la souche C montre également cette
inhibition de sa croissance en culture mixte par rapport a sa culture pure. La vitesse spécifique
p de la souche E est activée en culture mixte parce qu’elle démarre aprés 70 h de culture

tandis qu’en culture pure cette vitesse n’augmente qu’apres 155 h de culture.
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Figure III. 33. Croissances des souches d’(E. eeni C et E en cultures pures et en culture

mixte.
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Figure I11. 34. Vitesses spécifiques de croissances des souches d’(E. ceni C et E en cultures

pures et en culture mixte.

Le profil de consommation d’acide L-malique par les deux souches E et C en culture
mixte se trouve entre les profils de la consommation de chacune des souches en cultures pures
(Figure II1.35). La consommation de la souche E est donc activée puisque la souche C ne se

développe pas en culture mixte a moins que C consomme sans se développer, ce qui est peu

probable.
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Figure III. 35. Consommation d’acide L-malique des souches C et E en cultures pures,

consommation globale en culture mixte et consommation globale modélisée en culture mixte.
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Le lien global entre les activités v et u semble ne pas étre affecté, du fait que la consommation

modélisée en mixte est superposable avec la consommation expérimentale.

2.2.2.3. Couple D/E

Comme pour les couples B/E et C/E, les souches D et E en culture mixte présentent des
profils de croissance inversés par rapport a leurs profils en cultures pures (Figure I11.36). La
vitesse spécifique de croissance de la souche D est quasiment nulle durant 120 h en culture
mixte puis n’augmente que faiblement. Comme pour les couples B/E et C/E, en culture mixte
la vitesse spécifique de croissance de la souche E augmente plus rapidement qu’en début de sa
culture pure (Figure I11.37) ce qui lui permet d’atteindre des biomasses élevées bien que ses
vitesses 1 au cours de la FML n’atteignent pas celles obtenues au cours de sa culture pure.

Il s’agit d’une interaction qui a abouti a une inhibition remarquable de la souche D et une

activation de la souche E.
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Figure III. 36. Croissances des souches d’(E. eeni D et E en cultures pures et en culture
mixte.

La figure I11.38 présente les consommations d’acide L-malique par les souche D et E.
En comparant les profils des consommations en cultures pures avec la consommation
expérimentale en culture mixte, il apparait que cette derniere est intermédiaire. Elle est

d’environ 40 h plus lente que la consommation de la souche D mais environ 40h plus rapide
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que la consommation de la souche E en culture pure. Il est alors probable que la présence de
la souche E retarde la FML de la souche D en culture mixte et/ou que la présence de la souche

D accelere la consommation d’acide L-malique par la souche E.
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Figure I11. 37. Vitesses spécifiques de croissances des souches d’(E. ceni D et E en cultures

pures et en culture mixte.
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Figure III. 38. Consommation d’acide L-malique des souches D et E en cultures pures,

consommation globale en culture mixte et consommation globale modélisée en culture mixte.
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De plus, la consommation expérimentale en culture mixte est plus rapide que la
consommation modélisée. Ceci implique que le lien global entre I’activité spécifique de la
consommation d’acide L-malique (v) et D’activité spécifique de croissance (n) en culture
mixte n’est pas le méme qu’en cultures pures. Un effet global positif sur ce lien est alors

obtenu en culture mixte.

2.2.2.4. Conclusion

En définitive, nous avions constaté que pour ces 3 couples B/E, C/E et D/E la souche
E est toujours activée et atteint plus rapidement des biomasses plus élevées en culture mixte
qu’en culture pure. En effet il semble que la présence d’une autre souche (B, C ou D) I’active,
ce qui lui permet de maintenir une certaine vitesse spécifique de croissance apres 1’inoculation
contrairement a sa culture pure. La longueur de la durée de la phase de la latence en culture
pure est probablement due a la mortalité initiale et ne persistent dans le milieu de culture que
les cellules les plus résistantes. En présence de la souche E, chacune des 3 autres souches B, C
et D ont été fortement inhibées en culture mixte. Une interaction de type inhibition de la
croissance de la souche la plus rapide et stimulation de la souche la plus lente a été¢ donc
retrouvée chez ces 3 couples de bactéries.

En général, la consommation d’acide L-malique en culture mixte pour chacun des
couples B/E et C/E est presque similaire a la consommation de la souche la plus rapide en
culture pure, respectivement, les souches B, C alors que cette consommation dans le cas du
couple D/E est intermédiaire a la consommation des 2 souches en cultures pures.

Un effet positif sur le lien global de proportionnalité entre les vitesses v et p a été constaté
pour les couples B/E et D/E. Pour le couple C/E, les calculs de la consommation d’acide L-
malique montrent qu’il n y a pas d’effet sur le lien global de sa consommation en culture

mixte.

2.2.3. Interactions a effets positifs sur la souche la plus rapide en culture pure

2.2.3.1. Couple A/JE

En comparant les profils de croissance des 2 souches A et E en culture pure et en culture

mixte (Figure I11.39), on constate que la souche A se développe moins bien en culture mixte
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durant les premieres 120 h. Par la suite elle présente un profil de croissance similaire a son
profil en culture pure. La souche E ne se développe pas tout au long de la culture de la FML
en culture mixte.

Les effets d’interaction entre ces deux souches sont également remarquables sur leurs profils
de vitesses spécifiques de croissance p (Figure 111.40). La vitesse spécifique de croissance
maximale (Umax) de la souche A en culture mixte est environ deux fois plus élevée que le [max
obtenu enculture pure. Alors qu’elle est inoculée deux fois moins en culture mixte qu’en
culture pure, cette souche A atteint des biomasses similaires au cours de la phase de
croissance. Il semble donc que la souche A est activée par la présence de la souche E en
culture mixte. Pour la souche E la vitesse de croissance est relativement nulle.

La consommation d’acide L-malique en culture mixte a été achevée avant que cette souche E
soit en phase de croissance (Figure I11.39 et I11.41). Il s’agit dans ce cas d’une compétition

pure par rapport a ’acide L-malique.
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Figure I11. 39. Croissances des souches d’(E. eeni A et E en cultures pures et en culture

mixte.
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Figure I11. 40. Vitesses spécifiques de croissances des souches d’(E. ceni A et E en cultures

pures et en culture mixte.

La figure I11.41 montre les profils de la consommation d’acide L-malique des souches A
et E. La consommation expérimentale de cet acide par ces 2 souches en culture mixte est plus
rapide que la consommation de chacune des 2 souches A et E en culture pure. Cela peut étre
justifié par D’activation de la souche A en culture mixte que nous venons de mentioner. La
culture de ces 2 souches en culture mixte semble aboutir a un gain sur la durée de la FML. En
effet leurs vitesses de consommation globale est 1,21 fois plus elevée que la vitesse globale de
la consommation de la souche A toute seule en culture pure.

Le profil modélisé de la consommation d’acide L-malique en culture mixte est similaire a la
consommation expérimentale. Cela veut dire que le lien global de proportionalité entre
I’acitivité spécifique de croissance (p) et D’acitivité spécifique de consommation d’acide L-
malique (v) des 2 souches A et E est le méme en culture pures et en culture mixte.

La consommation rapide de 1’acide L-malique en culture mixte par rapport aux cultures pures
est probablement due a la stimulation de ’activité spécifique de consommation d’acide L-

malique (v) par la souche A qui s’est traduit par la stimulation de sa croissance.

151



— Mixte expérimentale

—*— A pure

=35 —>—E pure
-
2 3 —--— Mixte modélisée
(]
g 25
©
£ 2
-
g 1,5
(&}
< 1

0,5

O T T T T T T T T T T T T KT T T T T T T V4 T 1
0 100 200 300 400 500
Temps (h)

Figure IIl. 41. Consommation d’acide L-malique des souches A et E en cultures pures,

consommation globale en culture mixte et consommation globale modélisée en culture mixte.

2.2.4. Récapitulatif des cultures mixtes

L’étude des cultures mixtes des 10 couples des 5 souches de bactéries a permis de
mettre en évidence différents types d’interactions. Interactions a effets négatifs réciproques
sur la croissance des 2 souches en culture mixte (six couples A/B, A/C, A/D, B/C, B/D et
D/C) ; interactions a effets négatifs sur la croissance de la souche la plus rapide en culture
pure et a effets positifs sur la croissance de la souche la plus lente en culture pure (trois
couples B/E, C/E et D/E) et interactions a effets positifs sur la souche la plus rapide en culture

pure (le couple A/E).

Le tableau II1.10 résume les effets d’interactions sur la croissance et sur la consommation
d’acide L-malique des différents couples en cultures mixtes étudiées. Parmi les 10 couples, les
interactions exercées par les 7 couples A/B, A/C, A/D, B/D, B/E, D/C et D/E ont un effet
positif sur le lien global entre 1’activité spécifique de croissance p et 1’activité spécifique de
consommation d’acide L-malique v. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’en culture mixte il y a
une activation de la consommation d’acide L-malique et/ou une inhibition de la croissance des
souches. L’effet d’interaction se traduit aussi par une perte en biomasse initiale (lyse

cellulaire) observée expérimentalement. On peut supposer que pour lutter contre les
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conditions de culture mixte, la capacité des cellules a consommer ’acide L-malique augmente
mais qu’elle ne se traduit pas forcément par une augmentation de la croissance. Par

conséquent, le lien global entre les vitesses v et u est affecté en culture mixte.

Tableau III. 11. Récapitulatif des résultats des cultures mixtes.

Culture Effet sur la Effet global Effet sur le lien Souche la
mixte croissance sur la FML | global entre v et p mieux

développée
A/B -/- -/- 0 et + fin culture A
A/C -/- -/- + A
A/D -/- -/0 + A
B/C -/- -/- 0 B
B/D -/- -/- + B
D/C -/- -/- + C
B/E -B/+E -/+ + E
CE -C/H+E -/+ 0 E
D/E -D/+E -/+ + E
A/E +A/compétition E +/+ 0 A

(+) : effet positif ; (0) : neutre et (-) : effet négatif

Si on compare les souches entre elles en cultures mixtes, la souche A est celle qui se
développe toujours mieux en présence de I'une des autres souches (B, C, D ou E) suivie de la
souche E qui se développe mieux en culture mixte avec les souches B, C et D tandis qu’elle
ne se développe pas avec la souche A. Ensuite, la souche B se développe mieux en présence
de I’'une des 2 souches C ou E en cultures mixtes. Enfin la souche C se développe mieux en
culture mixte C/D. En culture mixte ’ordre suivant est donc obtenu en terme de meilleure
croissance : A, E, B et C. La souche D est toujours défavorisée en culture mixte. Néanmoins il
s’agit d’une souche qui se développe faiblement en culture pure mais qui possede 1’activité
spécifique de consommation d’acide L-malique la plus élevée (cf. paragraphe 1.2.2.2 de ce
chapitre). Cela veut dire que bien qu’une souche se développe moins en culture mixte, son
activit¢ malo-lactique peut étre plus élevée que celle de la souche dont la croissance est
favorisée.

Nous avons remarqué également que pour la majorité des couples, la présence de 2 souches

dans le méme milieu de culture aboutit au prolongement de la durée de la phase de la latence
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des souches. Ces résultats nous laissent supposer qu’en culture mixte, apreés une durée
correspondante a la durée de la phase de la latence en cultures pures, les souches activent
leurs systemes de défense et produisent des métabolite(s) extracellulaire(s) qui inhibent
réciproquement le développement des souches. Par conséquent cela aboutit au prolongement
de la durée de la phase de latence retrouvée en culture mixte. Pour la plupart des souches en
culture mixte, apres cette longue phase de latence nous avons constaté que plus tard leur
activité spécifique de croissance maximale (Lmax) devient plus élevée que celles obtenues dans
leur culture pure. Ce résultat peut s’expliquer par le fait qu’il y a une perte cellulaire au cours
de cette phase de latence et ne persiste dans le milieu de culture que les cellules qui acquicrent
une certaine résistance et deviennent capable de mieux supporter les conditions du milieu
(culture mixte). Cette activation de la croissance peut également s’expliquer par I’atteinte
d’une certaine concentration de molécule(s) extracellulaire(s) produite(s) dans les conditions
de stress et qui favorise(nt) 1’activité de la croissance.

Il serait souhaitable de poursuivre ces travaux pour comprendre les mécanismes de résistance

d’une souche et/ou son activation (par une autre) en culture mixte.

En conclusion, I’évaluation des résultats des cultures mixtes a permi de démontrer une grande
variabilité entre les différents couples en ce qui concerne les effets d’interaction sur la
croissance et sur la consommation d’acide L-malique. Dans notre étude nous avons ciblé les
interactions indirectes entre micro-organismes. Les interactions de type inhibition que nous
avons constatées entre les couples des souches A, B, C, D et E ne peuvent donc étre dues qu’a
I’excrétion de métabolite(s) extracellulaire(s) toxique(s) en culture mixte. En perspective,

I’identification de la ou des molécule(s) responsable(s) de ces interactions serait a envisager.
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Conclusion générale et perspectives
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Conclusion générale et perspectives

Oenococcus oeni est I’espece la plus fréquente des bactéries lactiques (BL) associée a la

FML du vin. Dans le procédé de vinification, la maitrise de cette étape n’est pas toujours

assurée. Pourtant une FML réussie est importante pour la qualité du vin mais aussi pour le

cout de production.
Etant donné que la FML est généralement effectuée aprés la fermentation alcoolique

(FA) par S. cerevisiae, elle se déroule dans des conditions physico-chimiques difficiles :

concentration élevée en éthanol, pH bas, faible température, épuisement partiel des

nutriments, présence d’acide gras et de dioxyde de soufre inhibiteurs. Des facteurs

biologiques peuvent également intervenir comme la présence de métabolites inhibiteurs

provenant des levures et probablement aussi produits par des bactéries lactiques indigénes.
Les connaissances sur (E. @ni sont beaucoup moins avancées que celles sur

Saccharomyces cerevisiae. Le projet ANR DIVOENI développé de 2008 a 2011 sur la

biodiversité intra-spécifique chez 1’espece (. oeni visait a mieux caractériser cette espece.

Dans ce contexte notre travail portait sur 1’étude des interactions entre souches de (. oeni

dans le but de mieux comprendre ces phénomenes qui sont inévitables étant donné la flore

bactérienne indigéne forcément présente dans un vin. La démarche adoptée a été la suivante:

- Nous avons tout d’abord choisi dans la collection du projet 5 souches d’Enococcus
ceni (A, B, C, D et E) de niches écologiques différentes ; la souche A étant une souche de
référence de la collection ATCC ; les souches D et E étant des souches commercialisées
comme starters de FML.La premiére étape du travail a consisté a évaluer et comparer les
comportements de ces souches en cultures pures, croissance et consommation d’acide
malique, dans différentes conditions de culture (composition du milieu et environnement
gazeux).

- un modele mathématique a été proposé pour représenter le lien observé entre les
cinétiques de croissance et de consommation d’acide L-malique en culture pure.

- les interactions qui peuvent exister entre chacun des 10 couples de ces cinq bactéries
¢tudiées (commerciales et indigénes) ont ¢té¢ mises en évidence lors de cultures mixtes
dans le Bio-Réacteur 8 Membrane.

- Enfin le mode¢le établi pour les cultures pures a été utilisé pour caractériser I’interaction

en cultures mixtes
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Les cultures pures ont montré des comportements assez différents entre les souches en
termes de vitesses de croissance et de FML bien que la consommation des 4 g.L™' d’acide
malique soit toujours complete. Leur sensibilité aux conditions de micro-aérobie ou
d’anadrobiose varie également d’une souche a 1’autre, 3 souches sur 5 préférant les conditions
d’anaérobiose. Pour évaluer le(s) raison(s) de cette variabilité, il faudrait explorer les
mécanismes antioxydants chez cette espece.

Pour toutes les souches la consommation de I’acide L-malique bénéficie a la croissance
puisqu’un gain de productivité en biomasse allant de 1,7 a 2,7 fois a été obtenu par rapport au
milieu sans acide malique, quelles que soient les conditions. Les 1.7 g.L™! d’acide citrique du
milieu de culture ne sont jamais consommés totalement, que ce soit en présence d’acide L-
malique ou en son absence. De plus, I’omission de I’acide L-malique n’aboutit pas forcément
a une consommation supplémentaire d’acide citrique. Il faudrait donc poursuivre 1’étude en
quantifiant la quantit¢ minimale d’acide malique nécessaire. Les liens existant dans le
métabolisme de ces 2 acides organiques mériteraient aussi d’€tre précisés en étudiant

notamment des ratios de concentrations différents.

Pour toutes les souches en cultures pures il a été observé que les profils de la vitesse
spécifique de consommation d’acide L-malique (v) et de la vitesse spécifique de croissance
(1) se suivent. Il existe un lien de proportionnalité entre ces 2 activités bien qu’il n’y ait pas
de proportionnalité entre les biomasses obtenues, les productivités et la consommation d’acide
L-malique.

Cela nous a conduit a proposer un modele mathématique qui lie les vitesses spécifiques p et v
entre elles pour chaque souche en anaérobiose grace a 2 constantes (ki et kmal). Le modele
mathématique a été posé en supposant que les bactéries consomment 1’acide L-malique parce
qu’elles croissent. Cependant, suite aux expériences il s’est avéré que ce processus se réalise a
I’inverse c'est-a-dire que les bactéries croissent plutdt parce qu’elles consomment de 1’acide
L-malique. En perspective, la réécriture du modele sous une forme respectant le sens de la
réalisation de ces phénomenes (croissance et consommation d’acide L-malique) permettrait de
mieux les représenter.

L’évaluation des interactions entre les 10 couples formés a partir des 5 souches a permis de
les classer en trois catégories : les interactions a effets négatifs réciproques sur la croissance

des 2 souches en culture mixte (couples A/B, A/C, A/D, B/C, B/D et D/C), les interactions a
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effet négatif sur la croissance de la souche la plus rapide en culture pure et a effet positif sur la
croissance de la souche la plus lente en culture pure (couples B/E, C/E et D/E) et les
interactions a effets positifs sur la souche la plus rapide en culture pure (couple A/E). Nous
avons également remarqué que dans la plupart des cas, la présence de 2 souches dans le méme
milieu de culture aboutit au prolongement de la durée de la phase de la latence des souches.
Cela s’explique par une mortalité plus importante dans cette phase par rapport aux cultures
pures. Il serait intéressant ici de poursuivre des recherches sur les mécanismes de résistance
au stress activés dans ces conditions.

Dans le but de vérifier si le lien global entre les vitesses 1 et v des 2 souches est le
méme en culture mixte qu’en culture pure, nous avons utilisé le modele mathématique
proposé précédemment pour calculer la consommation globale d’acide L-malique par les 2
souches en culture mixte. Celle-ci a été comparée a la consommation expérimentale mesurée.
Pour la majorité des couples (7 parmi 10) la consommation d’acide L-malique en cultures
mixtes est plus rapide que celle attendue (modélisée) compte tenu des croissances obtenues,
plus faibles qu’en culture pures. Tout ce passe donc comme si I’activité de consommation
d’acide malique observée ne donnait pas lieu a la méme croissance qu’en pur. Autrement dit
on peut supposer la présence d’un métabolite qui inhibe la croissance mais pas la FML. A
I’inverse on peut interpréter le phénomene comme une consommation d’acide malique plus
grande pour une méme croissance.

Dans ce travail nous avons évalué la consommation d’acide L-malique en culture
mixte de maniere globale. Dans le futur il serait intéressant de développer la modélisation des
cultures mixtes pour pouvoir prédire sa consommation par chacune des 2 souches en culture
mixte lorsqu’il n’y a pas d’interaction.

L’exploitation des résultats des cultures mixtes a permis de démontrer une grande
variabilité entre les différents couples en ce qui concerne les effets d’interaction sur la
croissance et sur la consommation d’acide L-malique. Les effets constatés tant positifs que
négatifs sont sans contact direct, donc uniquement dus a DI’excrétion de métabolite(s)
extracellulaire(s) ou a des phénomenes de compétition possibles dans certains cas. Les
recherches restent a poursuivre sur la nature de ces agents responsables d’une inhibition ou
d’une stimulation entre 2 souches. Il serait également important d’effectuer les cultures mixtes
dans le milieu vin pour voir si les effets observés seront aussi reproduits dans un

environnement réel.
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Corrélations
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