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Résumé : Lors de la vinification, les arréts de fermentation malolactique sont souvent attribués aux constituants
du milieu tels que I'éthanol et e SO,. Cependant, il a été rapporté, que d’autres types d’interactions entre Saccharomyces
cerevisiae et Leuconostoc cenos pouvaient aussi en étre responsables.

Ce travail a pour but de caractériser l'influence de S. cerevisiae sur le développement de L. eenos.

En premier lieu, une étude qualitative sur milieu gélosé a permis de mettre en évidence une inhibition de la crois-
sance de L. @nos par S. cerevisiae.

Afin de quantifier ce phénomene, une culture de L. enos en milieu liquide préfermenté par S. cerevisiae (recom-
plété en substances nutritives) a été comparée a une culture témoin en milieu M.R.S.

Le milieu préfermenté affecte la croissance de L. @nos. Celui-ci contient des molécules inhibitrices du dévelop-
pement de L. @nos, dont I'effet est fortement influencé par les conditions de pH et de température. Cette inhibi-
tion se répercute aussi sur la fermentation malolactique.

Abstract : Weak malolactic fermentations in wine making are often attributed to the medium constituents such
as ethanol and SO,. However, some authors report that the interactions between Saccharomyces cerevisiae and
Leuconostoc eenos could be responsible too.

The aim of this work is to characterize the influence of S. cerevisiae on the growth of L. enos. First, a qualitative
study was performed on solid medium containing 8 g/l of L-malic acid. In this case, L. @nos was mixed to M.R.S
agar and poured into Petri plate, then S. cerevisiae was seeded in rings on the agar surface. After incubation, the co-
culture result in an inhibition of L. eenos growth by S. cerevisiae .

In order to quantity this phenomenon, a culture of L. eenos was carried out on liquid medium prefermented by
S. cerevisiae (supplied with M.R.S nutrients) and was compared with a control on M.R.S medium. Both contained
8 g/l of L-malic acid. This technique allows to separate the microorganisms in order to avoid competitions between
the strains.

The prefermented medium affects L. enos growth and the malolactic fermentation, but the results depended on the
pH and the temperature. Globally, low pH (3,4) and high temperature (30°C) conditions increased the inhibitory
effect of the prefermented medium. This medium contains inhibitory molecules for L. eenos. In agreement with
some authors, those molecules could be the medium chain fatty acids (C8 to C12) released in the medium by S. cere-
visiae because of their pH-dependent toxicity. However, those results may be different with other couples of strains
of S. Cerevisiae and L. @nos.
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INTRODUCTION

Les arréts de fermentation malolactique, parfois
rencontrés lors de la vinification, peuvent entrainer
d’importantes altérations de la qualité des vins et de
graves conséquences économiques. Il est donc inté-
ressant de connaitre les conditions qui en sont respon-
sables. LONVAUD-FUNEL et al. (1988b) lors de
co-cultures rapportent que Saccharomyces cerevisiae
peut inhiber la croissance de Leuconostoc cenos pen-
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dant la fermentation alcoolique par des relations de
compétition. La croissance bactérienne n’est alors pos-
sible qu’apres la mort et I’autolyse des levures. L'éthanol
etle SO, ont souvent été mis en cause dans le cas d’inhi-
bitions (WIBOWO ez al., 1988 ; STRASSER de SAAD
et MANCA de NADRA, 1989). Cependant, certains
auteurs ont prouvé que I'intervention de ces molécules
n'était pas suffisante pour expliquer ce phénomene et
que d'autres inhibiteurs produits par les levures en
seraient responsables (KING et BEELMAN, 1986 ;
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LONVAUD-FUNEL et al., 1988a). Si I'incidence de
la composition du milieu de vinification sur la crois-
sance des micro-organismes est plus ou moins bien
connue, les interactions entre S. cerevisiae et L. eenos
le sont beaucoup moins.

Alors qu’il a été clairement démontré que les acides
gras saturés a courte chaine relargués par les levures
lors de la fermentation alcoolique avaient un effet
inhibiteur sur leur propre croissance (LAFON-
LAFOURCADE et al., 1984), d’ autres auteurs ont testé
leur impact sur la croissance de L. eenos et la fermen-
tation malolactique. Les travaux de CAPUCHO et SAN
ROMAO (1994) ont mis en évidence I’effet inhibiteur
des acides gras C10 et C12 sur la croissance de L. enos
et sur la fermentation malolactique lorsque ceux-ci
étaient ajoutés dans le milieu de culture. L influence
de leur concentration et du pH a été soulignée. D’ autre
part, il a ét¢ démontré que les interactions entre
S. cerevisiae et L. eenos dépendaient fortement des
souches considérées (AVEDOVECH et al., 1992 ;
LEMARESQUIER, 1987a, 1987b).

Nous proposons ici une étude qualitative et quan-
titative des interactions pouvant exister entre S. cere-
visiae cerevisiae souche VLI et L. enos souche DSM
7008, et de I'influence du pH et de la température sur
ces phénomenes.

MATERIEL ET METHODES

I — MATERIEL BIOLOGIQUE

La levure utilisée pour cette étude est S. cerevi-
siae cerevisiae souche VL1 commercialisée par Laffort
cenologie (Bordeaux, France) sous le nom ZYMA-
FLORE VLI.

La bactérie lactique étudiée est L. eenos DSM 7008,
souche de la collection de la Faculté d’(Enologie de
Bordeaux.

Les levures sont cultivées sur un milieu semi-syn-
thétique (STREHAIANO, 1984) supplémenté par 8 g/l
d’acide L-malique et contenant 50 g/l de glucose. Le
pH est ajusté a 4,5 avec une solution de soude concen-
trée (10 N). Les bactéries lactiques sont cultivées sur
un milien M.R.S (Man, Rogosa, Sharp) commercial
(BIOKAR) supplémenté par 8 g/l d’acide L-malique.
Le pH est ajusté a la valeur souhaitée avec une solu-
tion de soude concentrée (10 N) ou d’acide ortho-
phosphorique. Les milieux sont stérilisés par
autoclavage a 120°C pendant 20 minutes pour le milieu
semi-synthétique et 15 minutes pour le milieu M.R.S.

Les études d’interactions microbiennes en milieu
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liquide sont effectuées dans des Erlenmeyers de 500 ml
placés dans un bain-marie thermostaté, sur une table
immergée a agitation magnétique (250 t/min). Les cul-
tures sont ensemencées A raison de 3.100 cellules viables
par ml a partir d’un levain 4gé de 15 heures pour les
levures et 8.100 cellules viables par ml a partir d’un
levain 4gé de 40 heures pour les bactéries. Les levains
ont été incubés a 25°C.

Des échantillons sont prélevés a intervalles régu-
liers pour établir les cinétiques de fermentation.

I — INTERACTIONS LEVURES-BACTERIES
1) Etudes sur milieu gélosé

La méthode utilisée, qui s’inspire des antibio-
grammes, a été décrite par LEMARESQUIER (1987a,
1987b). 1l s’agit d’une co-culture de deux micro-orga-
nismes sur milieu M.R.S gélosé. L. @nos est cuitivé en
masse dans la gélose a raison de 10° cellules viables
par ml, alors que les levures sont déposées a la surface
en anneaux de 2 cm de diametre a I’aide d’un anneau
de platine. Les boites sont incubées pendant 8 jours a
28°C.

Si les levures excretent une substance toxique ou
bénéfique pour les bactéries, celle-ci diffusera dans
la gélose. Les résultats se traduiront par une différence
de concentration cellulaire au niveau des zones de
contact des deux populations.

2) Etudes sur milieu liquide

Le protocole s’inspire de celui mis au point dans
notre laboratoire pour quantifier le phénomene « killer »
chez les levures (RAMON-PORTUGAL et al., 1994).
On étudie I'effet d’un milieu préfermenté par les levures,
contenant encore 7,8 g/l d'acide L-malique, sur la crois-
sance de L. enos et sur la fermentation malolactique.
Une culture test est réalisée en Erlenmeyer sur milieu
M.R.S oti I'eau est remplacée par le milieu préfermenté,
et est comparée a une culture témoin sur milieu M.R.S
classique supplémenté par 8 g/l d’acide L-malique.

Le milieu préfermenté provient d’une fermentation
alcoolique conduite en fermenteur de type SETRIC
avec S. cerevisiae VL1. Les cellules sont éliminées du
milieu, avant épuisement total du glucose, par centri-
fugation a 2500 tr/min pendant 15 min 4 4°C. Le sur-
nageant est ensuite stérilisé par filtration avec une
cartouche filtrante en acétate de cellulose (Sartorius) a
0,2 pum. Le filtrat est recueilli dans des flacons stériles,
et conservé a 4°C. La concentration en glucose rési-
duel est de 0,3 g/l.
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- La premiére zone A apparait claire a I'intérieur et
entre les anneaux de levures, elle contient des colonies
peu développées. La croissance bactérienne semble
inhibée par la présence des levures dans cette zone. La
photographie (p-A) illustre clairement cette inhibition.
Les colonies observées sont, en effet, trés petites et dis-
persées. Cette dispersion traduit la mort ou l'altération
de certaines cellules initiales qui n'ont pu donner nais-
sance a des colonies.

- La zone B, sombre a 'extérieur des anneaux de
levures, contient de trés nombreuses colonies. La pho-
tographie (p-B) confirme en effet que les colonies sont
bien développées et présentes en densité plus importante.

Les mémes résultats ont été observés sur plus de
40 boites dans les mémes conditions. De méme, il ne
s'agit pas d'une répartition hétérogene des cellules incu-
bées dans la gélose. En effet, une boite de référence a
permis de vérifier que les colonies sont uniformément
réparties a I'intérieur du milieu gélosé lorsque les levures
sont absentes. Ces résultats montrent qu'il existe une
interaction non neutre entre L. nos DSM 7008 et S.
cerevisiae VL1 ; mais la méthode employée ne permet
pas de statuer sur la nature de I’interaction, ni de la
quantifier.

I— ASPECT QUANTITATIF : ETUDE EN MILIEU
LIQUIDE

Les études d’interactions entre micro-organismes
sont classiquement menées sur milieu gélosé ou en co-
cultures en milieu liquide. Mais lorsque I’inhibition de
I'un d’eux est constatée, il est souvent impossible par
de telles méthodes de savoir si celle-ci est due a une
compétition pour le substrat ou a I’excrétion de molé-
cules inhibitrices. L utilisation d’un milieu préfermenté
complété en substances nutritives permet de séparer
les micro-organismes et semble étre la méthode la plus
appropriée pour s’ affranchir des relations de compéti-
tion. Nous avons donc étudié I’effet d’un milieu pré-
fermenté par les levures sur la croissance de L. @nos
et sur la fermentation malolactique.

Deux cultures de L. @enos sont conduites en paral-
lele. La premiere sur un milieu M.R.S ot I'eau est rem-
placée par le milieu préfermenté contenant encore
7,8 g/l d’acide L-malique, et la deuxieéme en milieu
M.R.S classique supplémenté par 8 g/l d’acide
L-malique. Cette derniere servira de témoin.

Afin de tester I'influence de 1'environnement sur
l'expression de I'inhibition, trois valeurs de pH (3,4 ;
4,2 et 5) et trois températures (20, 25 et 30°C) sont étu-
diées. Celles-ci encadrent les valeurs rencontrées en
vinification.

Les expériences sont arrétées lorsque le L-malate
est totalement consommé dans le milieu témoin.
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Il — VALIDATION DE LA METHODE

Afin de valider la méthode utilisée et de vérifier que
I'inhibition de la croissance bactérienne est bien obser-
vée, une expérience préliminaire au centre de la zone
de pH et de température étudiée (pH 4,2 et 25°C) est
effectuée et répétée deux fois.

Un essai supplémentaire (milieu B) ot le milieu
préfermenté a été préalablement chauffé thermique-
ment (autoclavage a 120°C pendant 15 minutes) est
effectué pour vérifier si les molécules inhibitrices sont
sensibles a la chaleur. Les figures 3 et 4 présentent
les résultats obtenus.
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Biomasse en g/l
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T T
16 24

Temips en heures
Fig. 3 — Cinétique de production de biomasse viable
pour L. @nos DSM 7008 a pH =4,2 et 25°C
A :M.R.S témoin - B : M.R.S + milieu préfermenté chauffé
C:M.R.S + milieu préfermenté
Fig. 3 — Kinetics of production of viable biomass for
L. eenos DSM 7008 at pH = 4,2 and 25°C
A :MR.S. control - B : M.R.S. + heated prefermented medium
C:MR.S. + prefermented medium
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Fig. 4 — Cinétique de consommation du L-malate par
L. enos DSM 7008 a pH =4,2 et 25°C
A :M.R.S témoin, B : M.R.S + milieu préfermenté chauffé
C:M.R.S + milieu préfermenté
Fig. 4 — Kinetic of L-malate consumption by
L. cenos DSM 7008 at pH = 4,2 and 25°C

A :M.R.S. control - B : M.R.S. + heated prefermented medium
C :M.R.S. + prefermented medium
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concentration cellulaire témoin - concentration cellulaire test

x 100

% 1 biomasse =

concentration cellulaire témoin

concentration en L-lactate témoin - concentration en L-lactate test

% IFM.L =

x 100

concentration en L-lactate témoin

Aprés un temps de latence de 16 heures, la crois-
sance cellulaire démarre dans les trois milieux.
Cependant la croissance bactérienne dans les milieux
préfermentés est fortement inhibée (figure 3). La bio-
masse viable maximale atteinte en fin de fermentation
n'est que de 0,41 g/l dans le milieu préfermenté chaufté
et 0,35 g/l dans le milieu préfermenté alors qu'elle atteint
0,6 g/l dans le milieu témoin. Ceci confirme la présence
de molécules inhibitrices dans le milieu préfermenté
chauffé ou non. Celles-ci sont en concentration suffi-
sante pour inhiber la croissance de L. @nos.

La figure 4 montre que cet effet inhibiteur se réper-
cute sur la fermentation malolactique. En effet, les bac-
téries cultivées dans le milieu témoin finissent de
consommer le L-malate environ 8 heures avant celles
cultivées sur les milieux préfermentés. Des résultats
similaires ont été observés dans les deux expériences.

L'utilisation d'un milieu préfermenté recomplété en
éléments nutritifs permet d'exclure toutes relations de
compétitions vis-a-vis du substrat entre les deux micro-
organismes. Cette méthode permet donc de mettre en
évidence I’excrétion de molécules inhibitrices par
S. cerevisiae VL1 actives sur L. eenos DSM 7008.

Cette méthode permet aussi d'exclure l'intervention
de l'éthanol et du SO, dans ce phénomene. En effet
le milieu préfermenté ne contient que 2,3 p. cent d'étha-
nol (v/v) et certains auteurs ont montré que cette teneur
pouvait étre activatrice de la croissance de L. enos
(KING et BEELMAN, 1986). De plus, le milieu syn-
thétique de fermentation alcoolique est exempt de SO,,
d’ailleurs la souche de levure VL1 est connue comme
étant une souche produisant tres peu de SO,.

[I— INFLUENCE DU PH ET DE LA TEMPERA-
TURE

Afin d'étudier I’influence du pH et de la tempéra-
ture, 4 autres expériences du méme type sont effec-
tuées dans les conditions suivantes :

- expérience 1 : pH 3,4 et 20°C,
- expérience 2 : pH 3,4 et 30°C,
- expérience 3 : pH 5 et 20°C,
- expérience 4 : pH 5 et 30°C.

L'expérience préliminaire (expérience 0) a pH 4,2
et 25°C servira de point central.
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Pour quantifier I'effet inhibiteur sur la croissance
de L. enos et sur la fermentation malolactique (EML.L),
un temps de référence est nécessaire. Nous avons choisi
le temps ou la concentration M en L-malate a atteint
la valeur MO/2 dans le témoin. Les résultats sont expri-
més en pourcentage d'inhibition de la croissance cel-
lulaire (% I biomasse) et de 1'apparition de L-lactate
(% 1EM.L) (cf ci-dessus).

IV — EFFET SUR L’INHIBITION DE LA CROIS-
SANCE DE L. (ENOS

La figure 5 montre clairement que I'effet inhibiteur
du milieu préfermenté sur la croissance de L. eenos s'ex-
prime d'autant plus que le pH est acide. Par contre,
on peut remarquer que plus la température est basse
plus l'inhibition est atténuée.

C'est a pH 3,4 (pH courant en vinification) que I'in-
hibition est la plus forte et peut atteindre 98 p. cent.
Dans ces conditions de pH, les bactéries cultivées dans
le milieu préfermenté a 30°C ont une croissance tres
faible et survivent pendant 48 heures. Apres 56 heures,
la viabilité est nulle dans ce milieu alors que les cel-
lules cultivées dans le milieu témoin atteignent une
phase stationnaire et que la viabilité est encore de
93 p. cent. Par contre, lorsque la température dimi-
nue a 20°C pour les mémes conditions de pH, la crois-
sance devient possible dans le milieu préfermenté, mais
un temps de latence de 72 heures est observé.

100

Température

20

pH

Fig. 5 — Influence du pH et de la température sur
Pinhibition de la croissance de L. @nos DSM 7008

Fig. 5 — Influence of pH and temperature
on the growth inhibition of L. enos DSM 7008
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V — EFFET SUR L’INHIBITION DE LA FER-
MENTATION MALOLACTIQUE

De méme que pour la croissance cellulaire, I’inhi-
bition de la fermentation malolactique est fortement
influencée par le pH et la température. La figure 6
montre que plus le pH est acide et plus 'inhibition s'ex-
prime, plus la température est basse et plus I'effet inhi-
biteur est atténué.
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60 4 T
D
404

Température
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Fig. 6 — Influence du pH et de la température sur
Pinhibition de la fermentation malolactique pour
L. eenos DSM 7008

WU o W gE e e e e

Fig. 6 — Influence of pH and temperature on the inhibition
of the malolactique fermentation for L. enos DSM 7008

Cependant, il apparait une valeur négative a pH 5
et 20°C, traduisant une activation de la fermentation
malolactique dans le milieu test. En effet, cette réac-
tion s’est terminée avec une avance d'environ 8 heures
dans ce milieu malgré une légere inhibition de la crois-
sance cellulaire.

1l semblerait qu’il existe des molécules activatrices
de la fermentation malolactique produites par les
levures, telles que des vitamines, dont I’influence
n’apparait que lorsque I’action des molécules inhibi-
trices est fortement atténuée.

A pH 3,4 et 30°C, I’'inhibition n’atteint pas
100 p. cent puisqu'une faible quantité d’acide
L-lactique a été produite tant que les cellules restaient
vivantes (0,2 g/l).

DISCUSSION

Cette méthode d'étude d'interaction sur milieu
liquide permet donc de mettre en évidence une inter-
action entre S. cerevisiae et L. eenos autre que la com-
pétition, d'explorer une zone de pH et de températures
et de quantifier l'influence de ces paramétres sur le phé-
nomene étudié.
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Concernant la nature des molécules inhibitrices,
quelques auteurs ont recherché des molécules actives
sur L. eenos autres que I'éthanol et le SO,. En particu-
lier, plusieurs études s'accordent & mettre en cause les
acides gras saturés a courtes chaines relargués par les
levures (LONVAUD-FUNEL et al., 1988b ;
GUILLOUX-BENATIER et al., 1995). De méme,
CAPUCHO et SAN ROMAQO (1994), lors d’une étude
sur I’inhibition de l'activité malolactique par les acides
gras, rapportent des comportements comparables a nos
observations. Ces auteurs ont montré, en culture conti-
nue sur milieu synthétique, que les acides décanoiques
et dodécanoiques influent sur la croissance de L. eenos
et sur la fermentation malolactique. Des concentrations
respectives supérieures a 12,5 et 2,5 mg/l (proches de
celles rencontrées dans les vins) ont des effets inhibi-
teurs, mais des concentrations inférieures semblent pro-
duire un effet activateur.

LONVAUD-FUNEL ez al. (1988a), lors d'une étude
sur milieu vin (pH 3,2-3,4), montrent que la concen-
tration en acides gras mais aussi leur nature influen-
cent leur toxicité. Ainsi l'acide hexanoique a peu d'effet
par rapport aux acides octanoique, décanoique et dodé-
canoique. De plus, il semble que l'acide palmitol€ique
ait un effet bactéricide sur L. eenos, alors que son homo-
logue saturé, l'acide palmitique, ne montre aucun effet
significatif.

L activité inhibitrice de ces acides dépend aussi du
pH du milieu. En effet, le pH conditionne leur équi-
libre acido-basique. Ayant un pKa de 4,9, a pH 3, les
acides gras sont a 99 p. cent non dissociés, et leur effet
inhibiteur est le plus marqué. Dans cet état, ils sont lipo-
solubles et peuvent pénétrer dans la cellule par simple
diffusion (CAPUCHO et SAN ROMAO, 1994). Le
pH intra-cellulaire entraine alors leur dissociation, qui
provoque une acidification du pH cytoplasmique et une
déstabilisation du gradient de protons transmembra-
naire. Cette acidification du pH intracellulaire entrai-
nerait une baisse d’activité de I’enzyme malolactique
dont le pH optimum est compris entre 5 et 6. En effet,
nous avons constaté que l'inhibition est tres forte a
pH 3,4 et 4,2 dans le milieu préfermenté, et relative-
ment faible a pH 5. Ce phénomene s'exprime surtout
sur la croissance cellulaire mais aussi sur l'apparition
du L-lactate.

L’expérience avec le milieu préfermenté chauffé
montre que les molécules inhibitrices ne sont pas sen-
sibles a la chaleur puisque I’ inhibition de la croissance
cellulaire est toujours constatée. Nous avons vu éga-
lement que I’éthanol et le SO, ne peuvent pas étre ici
mis en cause, il pourrait donc s'agir d’acides gras a
courte chaine (C6 a C12). Cependant, la méthode pro-
posée ne permet pas de conclure sur la nature exacte
des molécules mises en jeu. Toutefois, I'élimination



avec du charcoal des acides gras et de leurs esters du
milieu préfermenté, comme le suggere LONVAUD-
FUNEL et al. (1988a), pourrait confirmer leur impli-
cation.

L'étude sur milieu liquide & partir d'un milieu pré-
fermenté met donc en évidence l'existence de molé-
cules inhibitrices de la croissance de L. eenos sécrétées
par S. cerevisiae. Leur effet est fortement influencé par
le pH et la température.

Cette méthode rend possible la quantification de
l'inhibition et permettrait, en association avec la méthode
de Lemaresquier, de sélectionner les couples S. cere-
visiae-L. cenos les mieux adaptés a la vinification. En
effet, ces résultats ne sont valables que pour le couple
étudié et seraient certainement différents pour d'autres
souches comme I'ont montré AVEDOVECH et al.
(1992).
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