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Résumé : Les levures du genre Dekkera/Brettanomyces sont des cellules caractéristiques, de
petites tailles , de forme ogivale. Leur niche écologique a été précisée a partir de prélévements sur des
raisins, des modts en fermentation, des vins en cours d'élevage ou de conservation en bouteilles, de dif-
férentes appellations de la région bordelaise et du Beaujolais; les clones isolés sont identifiés. C'est une
levure de contamination des chais et du matériel vinaire. Leur incidence sur les caractéres organolep-
tiques des vins a été étudiée : cette étude a confirmé que c'est généralement une levure daltération modi-
fiant profondément la qualité des vins.

INTRODUCTION

Les levures du genre Dekkera, forme parfaite du genre Brettanomyces sont connues
depuis tres longtemps. En effet, des 1904, CLAUSSEN signala leur présence dans le moUt
de biere (DOMERCQ, 1956); en particulier le développement de Brettanomyces lambicus
est encore recherché pour la production de biéres spéciales (Gueuze) (VERACHTER et al.
1989). Cependant, elle est généralement considérée en brasserie comme une levure de
contamination, particulierement dangereuse, dans la mesure ou elle peut entrainer dans les
bieres non pasteurisées, une « superatténuation » et 'apparition de faux-goUts dus a leur
production de composés acides (GAY et al.,1979).

Ces levures ont été retrouvées par de nombreux auteurs, dans des vins de différents
pays et régions de France, (SCHANDERL et DRACZINSKI, 1952), dans des vins mousseux
allemands, (BARRET et al., 1955), dans des vins jaunes d'Arbois, (GALZY et RIOUX,
1955), dans des vins du Midi de la France présentant la maladie de « la fleur ». A I'Institut
d'CEnologie de Bordeaux en 1956, DOMERCQ, dans son étude « sur la classification des
levures de vin de la Gironde », rapporte lisolement de 4 souches de Brettanomyces parmi
les 230 prélevées dans des modts des appellations Saint-Emilion et Premieres-Cotes-de-
Bordeaux ainsi que 3 souches parmi les 207 isolées de 70 échantillons de vins rouges et
blancs en cours de conservation des appellations Médoc, Graves, Saint-Emilion.
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A partir de ces souches isolées, PEYNAUD et DOMERCQ (1956) ont conduit une étude
approfondie du métabolisme de ces levures et ont montré qu'elles étaient capables de for-
mer de trés fortes concentrations d'acide acétique (de 0,8 a 3,7 g/l d'acidité volatile selon
les conditions d'aération) ainsi qu'une odeur caractéristique trés désagréable rappelant I'acé-
tamide d'ou le nom de « goit de souris ». Ces auteurs la classent donc parmi les levures d'al-
tération; elle serait absente du raisin et présente dans les chais mal entretenus et sur le matériel
vinaire usagé (vieilles barriques).

Plus réecemment, en 1986, les levures du genre Dekkera/Brettanomyces ont été retrou-
vées a l'origine de certaines odeurs désagréables, qualifiées de « sueur de cheval », dans
des vins californiens et bordelais conservés en barriques neuves (FROUDIERE et LARUE,
1990). Elles ont été isolées en particulier aux Etats-Unis par la société SIMI-WINERY.

De plus en 1989, DE MINIAC a pu l'isoler a partir de mo(ts de molasses en fermenta-
tion. Il a montré que leur croissance était stimulée par l'oxygene (effet Custer) et par un pH
élevé.

L'ensemble de ces données a suscité lintérét de repréciser I'écologie de cette levure ainsi
que de définir leurs conditions de survie dans les modts et les vins.

Un poster, présenté au 1V*™ Symposium International d'CEnologie, donnait nos premiers
résultats (FROUDIERE et LARUE, 1990) :

a) Une technique spécifique et fiable d'isolement et d'identification de ces levures a été
proposée.

b) Ces levures sont capables de croitre en présence de S.cerevisiae dans les mo(ts en
fermentation. De plus, étant donné leur résistance aux fortes concentrations d'antiseptiques
couramment utilisées dans les vins (anhydride sulfureux, acide sorbique) et a I'éthanol (15
p. cent), elles peuvent étre a l'origine de la refermentation des vins.

¢) Un moyen d'inhiber leur développement et leur survie est de rajouter dans les vins, en
méme temps que I'anydride sulfureux, des acides gras a courtes chaines a la dose de
9 mg/l ('autorisation d'emploi de ces molécules est en cours de demande).

Ainsi, nos recherches se sont poursuivies et dans ce travail, nous précisons la niche éco-
logique de ces levures, leur incidence sur la constitution chimique des vins et formulons
une hypothese sur l'origine de l'antagonisme Dekkera/Saccharomyces.

MATERIEL ET METHODES

Le milieu de croissance utilisé est du modt de raisin titrant 140 g de sucre par litre.
Les levures utilisées sont de deux genres différents :

- Saccharomyces cerevisize CBS 6978 : levure séche active,
- Dekkera intermedia RMWH1 : collection SIMI-WINERY,
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- Brettanomyces intermedius CBS : collection Baarn,
- Brettanomyces lambicus Sa : isolement a partir de vins (FROUDIERE et LARUE, 1990).

Avant ensemencement, les levures Dekkera/Brettanomyces sont cuitivées sur moUt de
raisin, en trés large aérobiose, pendant trois jours (levains). S.cerevisize sert de levure témoin
car elle est souvent utilisée dans la pratique comme levure starter lors du levurage des moits..

Aprés ensemencement avec 2.10° cell./ml, les moits sont mis & fermenter & 25°C
dans des conditions de fermentation soit semi-anaérobies, soit aérobies ménagées perma-
nentes (LARUE et al., 1980).

Les techniques d'isolement, de dénombrement et d'identification des levures prélevées
sur des raisins, dans des moUts en fermentation, des vins en cours d'élevage ou de conser-
vation en bouteille sont décrites par FROUDIERE et LARUE en 1990.

Les acides gras pariétaux et les esters éthyliques correspondants sont dosés selon la
méthode suivante : les cellules sont préalablement lavées a I'eau distillée stérile a 4°C et
les lipides sont extraits par 3 fois a I'éther éthylique. 1 ul de cet extrait est injecté. Puis sur le
méme culot cellulaire, un broyage en présence de billes de verre (0,45 um diameétre) est effec-
tué. Les acides gras libres endocellulaires et leurs esters éthyliques sont extraits par trois fois
al'éther. 1 pl est alors injecté dans un chromatographe équipé d'une colonne FFAP et d'un
injecteur SPLIT/SPLITLESS.

Les déterminations analytiques des vins (acidité totale, acidité volatile, acétate d'éthyle)
sont réalisées suivant les méthodes décrites par RIBEREAU-GAYON et al. (1982).

Les dosages du glycérol, des acides succinique et pyruvique, de I'acétaldéhyde sont
effectués par méthode enzymatique (BERGMEYER, 1971).

Le dosage des substances volatiles du milieu apres fermentation (méthanol, alcools supé-
rieurs, acétates, lactate d'éthyle, acides gras a courtes chaines et des esters éthyliques
d'acides gras est réalisé en chromatographie en phase gazeuse selon les méthodes décrites
par BERTRAND (1975), TORRES-ALEGRE (1982) et ZMIROU-BONAMOUR (1984).

RESULTATS - DISCUSSION

| — ETUDE ECOLOGIQUE DE DEKKERA/BRETTANOMYCES

Pour préciser la niche écologique de ces levures, nous avons recherché au cours des
quatre derniéres années leur présence éventuelle sur le raisin, dans des modits en fermen-
tation et dans des vins en cours d'élevage ou dans des vins en bouteilles.

Les populations levuriennes totales et fermentaires ont été dénombrées et identifiées a
partir des raisins rouges et blancs, prélevés dans différentes appellations du vignoble de
Bordeaux. Les principaux résultats sont donnés dans le tableau I.
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Numération des levures issues de raisins prélevés

TABLEAU I

dans différentes appellations de Bordeaux

Moment Nombre Volume Levures Levures
Appellation du de de totales fermentaires

prélevement baies jus (ml) (cell./ml) (cell./ml)
Graves P1 140 160 8.000 700
P2 145 165 30.000 8.000
Entre-Deux P1 150 160 900 30
-Mers P2 160 170 6.000 1.500
Saint-Emilion P1 370 410 70 0
P2 490 500 980 160
Médoc P1 170 200 80 0
vignobile 1 P2 _ _ 1.000 5
Médoc: P1 205 260 10 0
vignoble 2 P2 220 170 1.200 1.000
Médoc P1 270 285 10 10
vignoble 3 P2 _ _ 10 5

P1 : Prélavement effectué 8 jours avant la récolte; P2 : Préléevement effectué le jour de la récolte

Les populations levuriennes totales et fermentaires sont maximales en fin de maturation;
leur nombre varie suivant les appellations et I'exposition des baies de raisin par rapport au
soleil. La concentration en levures fermentaires est environ de 4 a 100 fois plus faible que
celle des levures totales. Il est a noter qu'au moment de la récolte, la plus faible concentra-
tion trouvée est de 5 levures par ml de jus.

L'identification des clones isolés n'a jamais permis de trouver des souches appartenant
au genre Dekkera/Brettanomyces.

L'identification des levures isolées a partir de prélevement dans différents moQts en cours
de fermentation (environ 50 échantillons) n'a jamais révélé la présence de Dekkera/
Brettanomyces.

Nous avons isolé deux souches de D. intermedia (SVL85, SE) et une souche de
B. lambicus SA a partir d'une trentaine de prélevements, dans des vins des régions du Médoc
et de Saint-Emilion en cours d'élevage en barriques ou en cuves.’

Une recherche a également été réalisée sur des vins en bouteilles (50 vins rouges, 6 vins
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blancs) de différentes appellations de la région bordelaise. Le nombre de souches, les genres
et les espéces isolées sont donnés dans le tableau Il. Nous n'avons pas trouvé de Dekkera.

Dans 64 p. cent des vins rouges, la population levurienne viable est trés faible (moins de
5 cellules par bouteille), dans 26 p. cent, elle est comprise entre 5 et 100 cellules par bouteille
et seulement dans 10 p. cent des cas supérieure a 100 (pour 3 échantillons nous avons trou-
vé 1.000 cellules par bouteille).

Dans les 18 échantillons contenant plus de 5 levures par bouteille, les levures les plus
fréquemment rencontrées sont S.cerevisize var. bayanus (40 p. cent) et Candida canterelli
(35 p. cent) et loin derriere Pichia guillemondii (10 p. cent); les 15 p. cent restant sont repré-
sentés a égalité par Saccharomyces ludwigii, Zygosaccharomyces et Schizosaccharomyces
pombe. Ces genres ont été trouvés par DOMERCQ (1956), a I'exception de Saccharomycodes
ludwigii.

Dans les 6 vins blancs secs, le nombre de levures viables est inférieur a 5 par bouteille.

A notre connaissance, Dekkera/Brettanomyces n'a été isolée que dans des vins blancs
particuliers, notamment les vins jaunes du Jura (BARRET et al., 1955).

Ainsi nous confirmons que Dekkera/Brettanomyces est une levure de contamination qui
se trouve dans les chais et qui pourrait contaminer les mo(ts au cours des opérations pré-
fermentaires ou les vins rouges en cours d'élevage (barriques usagées, opérations d'ouilla-
ge, d'assemblages ou pendant la mise en bouteilles).

Il — INHIBITION DU METABOLISME DE SACCHAROMYCES CEREVISIA DANS LES
MOUTS EN FERMENTATION

Nos premiers résultats (FRCOUDIERE et LARUE, 1990) ont montré que les levures Dekkera
sont capables de se multiplier en présence de S.cerevisize a un taux d'ensemencement égal
ou inférieur 2108 cell./ml en donnant de mauvais godts au vin. A un taux d'ensemence-
ment supérieur (107/10° cell./ml), elles peuvent également inhiber trés rapidement la crois-
sance de S.cerevisize et ainsi étre a l'origine d'arréts de fermentation.

Nous avons donc tenté de rechercher le facteur qui peut étre a l'origine de cette inhibi-
tion. Pour cela, compte-tenu des résultats obtenus antérieurement concernant l'inhibition de
ces composés (LARUE et LAFON-LAFOURCADE, 1989), nous avons dosé les acides gras
a courtes chaines et les esters éthyliques correspondants, pariétaux et endocellulaires, chez
les deux genres de levures, en fin de fermentation alcoolique.

Pour cela, un modt de raisin titrant 140 g de sucre par litre est ensemencé a raison de
2.106 cellules par ml de levures de genres différents et mis & fermenter.

En fin de fermentation alcoolique, les levures sont récoltées par centrifugation (5 min.,
6.000 g) et apres lavage des culots cellulaires, les acides gras a courtes chaines sont
dosés ainsi que les esters éthyliques correspondants, pariétaux et endocellulaires. Les résul-
tats sont donnés respectivement dans les tableaux Il et IV.
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Dans les conditions de fermentation semi-anaérobies, les levures du genre Dekkera/
Brettanomyces fixent sur leur paroi des quantités pratiquement équivalentes en ces molé-
cules aux Saccharomyces. Par contre, a l'intérieur de la cellule, leurs teneurs accumulées
sont respectivement 3 a 5 fois plus importantes que chez Saccharomyces.

Dans les conditions de fermentation aérobies ménagées permanentes, Dekkera/
Brettanomyces présentent des teneurs fixées ou accumulées plus importantes que S.cere-
visize. Les valeurs fixées sur la paroi sont respectivement multipliées par 4 4 5 et 10. A l'in-
térieur de la cellule, elles sont multipliées par 5 a 8 et 3a 10. De plus, il est a noter que Dekkera
peut fixer pariétalement ou accumuler dans son cytoplasme jusqu'a 10 fois plus d'acides gras
totaux et d'esters éthyliques correspondants en aérobiose qu'en semi-anaérobiose. D'un
autre coté, on ne retrouve pas dans ces conditions de fermentation (qu'elles soient aérobies
ou semi-anaérobies) d'acide tétradécanoique (C14) ni d'ester correspondant (C14C2) fixé
et accumulé chez Saccharomyces; par contre, chez Dekkera/Brettanomyces, l'acide tétra-
décanoique s'accumule toujours dans la cellule, en quantité plus faible que les autres et n'est
fixé pariétalement que dans les conditions de fermentation aérobie.

Nous avons montré (LARUE et al., 1990) que les acides gras a courtes chaines (C8,
C10, C12, C14) et les esters éthyliques correspondants (C8C2, C10C2, C12C2, C14C2) sont
des inhibiteurs du métabolisme de S.cerevisize. Ainsi Dekkera/Brettanomyces est capable
de fixer pariétalement ou d'accumuler a lintérieur de la cellule de grandes quantités de ces
substances, surtout dans les conditions d'aérobiose ménagée permanente (conditions de la
vinification en rouge). On peut supposer que la levure en relargue aussi dans le milieu des
quantités importantes qui inhiberont le métabolisme de S.cerevisize.

Ill— INCIDENCE DU DEVELOPPEMENT DES LEVURES DEKKERA/BRETTANOMYCES
SUR LA COMPOSITION CHIMIQUE DES VINS

Les conditions d'expérimentation sont les mémes que précédemment. A la fin de la fer-
mentation alcoolique, les vins obtenus sont analysés. Les résultats sont reportés dans le
tableau V.

Les vins obtenus par fermentation avec Dekkera présentent des acidités totales et
volatiles beaucoup plus élevées, respectivement de 20 a 60 p. cent et de 134 a 700 p. cent,
que ceux obtenus avec S.cerevisiae, quelles que soient les conditions de fermentation sauf
dans le cas de vins fermentés par B. lambicus qui présentent des augmentations plus
faibles (respectivement 20 et 70 p. cent). Il est a noter que les acidités sont plus élevées en
aérobiose et peuvent atteindre respectivement 6,4 et 2,75 g dH,SO, par litre.

Parallélement, les concentrations en glycérol des vins fermentés avec Dekkera sont plus
importantes dans les conditions de fermentation semi-anaérobies (30 p. cent) et deux fois
plus faibles dans les conditions aérobies que ceux obtenus avec S.cerevisize.

En ce qui conceme les concentrations en acides, en acétaldéhyde et en acide pyruvique
susceptibles de former des combinaisons avec I'anhydride sulfureux, les levures Dekkera
excretent 2 fois moins d'acétaldéhyde dans le vin que S.cerevisize, quelles que soient les
conditions de fermentation et de 8 a 60 fois moins d'acide pyruvique. B. lambicus est la souche,
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qui forme le moins de ces deux composés. Dekkera secrete I'acide succinique en quantité
plus faible (jusqu'a 50 p. cent dans le cas de B. lambicus fermentant en aérobiose).

Ainsi B. lambicus SA semble avoir un métabolisme différent des autres souches; elle
excrete beaucoup moins d'acides (acétique, succinique, pyruvique).

Les résultats concernant l'incidence du développement de Dekkera sur les substances
volatiles des vins sont données dans le tableau VI.

Dans les conditions de fermentation aérobies, les levures Dekkera/Brettanomyces excre-
tent beaucoup plus d'alcools supérieurs, d'acétate disoamyle et de phényl-2 éthanol (absents
en semi-anaérobiose), d'acides gras a courtes chaines (de C4 a C14) (+ 30 p. cent), d'esters
éthyliques (de C11C2 a C14C2) (+ 262 p. cent). De plus, elles en excretent davantage que
S.cerevisizg; les teneurs en acétates sont respectivement multipliées par 3 a 5 en aérobio-
se. Il est a noter qu'elles forment aussi 2 a 3 fois plus d'acétate d'éthyle que S.cerevisiee
suivant que la fermentation s'est déroulée en semi-anaérobiose ou en aérobiose.

Par contre, les teneurs en alcools supérieurs sont diminuées quelles que soient les condi-
tions de fermentation, d'un facteur 10 a 40 a semi-anaérobiose et 2 en aérobiose. Les
concentrations en méthanol des vins sont sensiblement les mémes pour les deux genres
et restent faibles (de 'ordre de 5 mg/l). Il est a noter que B. lambicus se distingue toujours
des autres souches par une excrétion différente de substances volatiles.

CONCLUSION

L'ensemble de nos résultats montrent que :

a) Dekkera/Brettanomyces est une levure de contamination, de taille et morphologie
caractéristiques (petites cellules ogivales, groupées ou non par deux (FROUDIERE et LARUE,
1990); elle peut étre a l'origine d'arréts de fermentation rencontrés en vinification surtout en
rouge (antagonisme Dekkeral Brettanomyces).

Un des facteurs a l'origine de cet antagonisme est la synthése par Dekkera de quanti-
tés importantes d'acides gras a courtes chaines (de C8 a C14) et d'esters éthyliques cor-
respondants (C8C2 a C14C2) qui vont se fixer sur la paroi ou s'accumuler dans le cytoplasme
de S.cerevisize entrainant sa mort.

De plus, par leur aptitude a se développer et a survivre aux conditions d'élevage ou de
conservation des vins rouges, elle peut étre a l'origine de leur refermentation.

b) Dekkera/Brettanomyces est aussi une levure d'altération. Nous confirmons certains
résultats obtenus par DOMERQ (1956). Elles forment, surtout dans les conditions de la vini-
fication ou de la conservation des vins rouges en concentration importante de I'acide acé-
tique, de l'acétate d'éthyle, des acides gras a courtes chaines de C4 a C14 et leurs esters
éthyliques correspondants et en concentration plus faible du glycérol, des acides succinique,
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pyruvique, des aldéhydes (acétaldéhyde). Ces modifications entrainent non seulement un
déséquilibre du vin, mais aussi une altération (acidité volatile de 2,75 g/l, norme bien supé-
rieure a la dose autorisée dans le vin pour qu'il soit marchand). Nous confirmons aussi les
résultats obtenus par DE MINIAC, sur des vins de mélasses, a savoir que le métabolisme de
Dekkera/Brettanomyces est stimulé par I'aération (effet Custer).

¢) Ainsi ces levures peuvent se développer dans le mout de raisin contaminé, lors d'aé-
ration (remontages) ou dans le vin, lors de manipulation en présence d‘air au cours de I'éle-
vage en barriques avant la mise en bouteilles (assemblages) ou en cours de mise en
bouteilles, surtout dans le cas des vins rouges qui ne subissent pas de mise en bouteilles
stérilisante. Un moyen facile de les éviter est donc d'abord de tenir les chais et le matériel
vinaire propres et désinfectés étant donné qu'il n'est pas souhaitable , pour la qualité des vins
rouges, de réaliser la vinification ou la conservation en absence d'oxygene. Cependant, un
autre moyen chimique pourrait étre envisagé : I'addition d'acides gras a courtes chaines a la
dose de 9 mg/l en association avec I'anydride sulfureux qui permettrait d'arréter leur déve-
loppement (LARUE et FROUDIERE, 1990). Une demande d'autorisation de ces substances
est en cours.

De plus, ces levures forment des concentrations tres faibles en substances capables
de combiner I'anydride sulfureux ce qui peut expliquer I'effet synergique important obtenu
entre le couplage anhydride sulfureux et acides gras a courtes chaines (elle est résistante
a de trés fortes concentrations en SO, (FROUDIERE et LARUE, 1990).

Manuscrit regu le 8 juillet 1991; accepté pour publication le 18 juillet 1991.
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