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DIFFERENCIATION DES PRINCIPALES ESPECES DE
LEVURES DE VIN PAR L'ANALYSE
DES ACIDES GRAS LIBRES TOTAUX
PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE.

N. ROZES et Aline LONVAUD-FUNEL

Institut d'CEnologie, Université de Bordeaux Il
351, cours de la Libération, 33405 Talence (France)

Résumeé : La différenciation des levures de fermentation des levures de contamination du vin par
l'analyse de leurs profils en acides gras libres totaux a été évaluée. L'étude porte sur 39 souches de
levures représentant 24 espéces. Les cultures se déroulent a la température de 25°C, en aérobiose et
en milieu liquide.

Par cette méthode, il est possible de différencier S. cerevisiae des autres genres de levures, mais il
semble toutefois difficile de déterminer de fagon exacte la souche responsable de la contamination.

Enfin, ces résultats montrent qu'il est important d'étudier le métabolisme des acides gras, molécules
indispensables a la survie des cellules afin de comprendre certaines réponses physiologiques des dif-
férentes espéces de levures.

INTRODUCTION

La fermentation alcoolique d'un modit de raisin est réalisée dans la majorité des cas par
Saccharomyces cerevisize. Néanmoins, il peut arriver lors de I'élaboration des vins (filtration,
vieillissement en barriques, mise en bouteille) que certaines levures dites de contamination
alterent les qualités organoleptiques du produit.

Les méthodes conventionnelles, observations microscopiques, tests physiologiques et
biochimiques (BARNETT, 1983) sont peu discriminantes et peu rapides. Plus récemment,
des techniques d'identification ont été proposées, mais elles nécessitent un matériel colteux
et une certaine technicité. Elles sont fondées sur la variabilité du génome de la levure : pro-
fils des caryotypes (BLONDIN et VEZINHET, 1988), polymorphisme de restriction de 'ADN
mitochondrial (AIGLE et al. 1984).

L'analyse de la composition en acides gras totaux cellulaires par chromatographie en
phase gazeuse est utilisée depuis longtemps comme critére d'identification chez les bacté-
ries (ABEL et al., 1963, MOSS et al., 1974). Depuis cette technique a été testée chez la levu-
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re notamment par GUNASEKARAN (1980), COTTREL (1985) KOCK (1986) TREDOUX
(1987), OOSTHUIZEN (1987).

Dans ce travail, nous évaluons la possibilité de différencier les principales espéces de
levures de vin en dosant uniquement les acides gras libres totaux cellulaires. Le dosage
conventionnel des acides gras méthylés ne convient pas car il persiste aprés méthylation,
des acides gras libres sur le chromatogramme. Les analyses sont effectuées sur des culots
cellulaires de levures cultivées en conditions standard.

MATERIEL ET METHODES

| — SOUCHES ET CONDITIONS DE CULTURE

Les différentes souches de levures étudiées proviennent du Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Yeast division, (Delft, The Netherlands (CBS)), de la collection de I'Institut
d'CEnologie ou bien sont des levures commerciales. La vérification préalable des genres et
des espéces a été effectuée par des tests biochimiques (galerie API) . Les cultures sont réa-
lisées en erlenmeyers de 100 ml, contenant 50 ml de milieu, a partir de précultures agées de
24 h. La composition du milieu (KOCK, 1985) est : 80 g/l de glucose (Sigma); 6,7 g/l de Yeast
Nitrogen Base (Difco) exempts d'acides aminés et de 5 g/l de sulfate d'ammonium (Prolabo)
ramené a pH 3,5. |l est stérilisé par filtration sur membrane Millipore de 0,45 um. Les cultures
inoculées a 1.108 cell./ml se déroulent & 25°C dans un bain agité (100 U/mn).

Les cellules, 1 108 cell./ml, sont récoltées en phase stationnaire (VILJOEN, 1986), c'est-
a-dire pour la plupart des levures, aprés 48 heures de culture, par centrifugation a 2.500 g
(Hettch EBA 3S). Les culots cellulaires lavés par trois fois avec de I'eau distillée stérile froide
(+4°C), peuvent étre utilisés immédiatement ou bien conservés a - 80°C.

Il — EXTRACTION DES ACIDES GRAS LIBRES

La méthode d'extraction des acides gras libres totaux cellulaires est inspirée de celle mise
au point par MOSS and al., (1982). Les culots des cellules sont saponifiés par 1 ml de NaOH
5 p. cent (w/v) dans du méthanol aqueux 50 p. cent (v/v) a 100°C pendant 30 minutes. Aprés
refroidissement des tubes, 0,5 ml de HCI 6N est ajouté. L'extraction est réalisée a trois reprises
par 0,4 ml d'un mélange hexane (SDS) / méthyltertiobutyl éther (MTBE, ALDRICH), entre-
coupée d'agitations de 20 secondes. L'extrait total obtenu est ensuite évaporé sous vide, puis
est redissous dans 0,3 ml de MTBE.

Il — ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE

Les acides gras libres sont dosés par chromatographie en phase gazeuse. Un microlitre
d'extrait est injecté dans un chromatographe Hewlett Packard 5890 équipé d'un détecteur
a ionisation de flamme (F.1.D.) réglé a la température de 250°C. L'injection (220°C) est du
type « splitless » sans division pendant 30 secondes et la température du four est program-
mée de 50 °C a 240 °C, a raison de 5°C par minute. La séparation des différents acides gras
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est effectuée sur une colonne capillaire HP-FFAP greffée TPA (longueur =
25 m, diamétre intérieur = 0,2 mm, épaisseur du film = 0,3 um). Le gaz vecteur est 'hélium
(débit de 1ml/mn).

Chaque pic est caractérisé par son temps de rétention et il est identifié d'aprés les chro-
matogrammes obtenus a partir de mélanges étalons d'acides gras (Sigma) : acides gras satu-
rés pairs et impairs de 6 a 20 atomes de carbone et acides gras mono et polyinsaturés
(figure 1). L'aire des pics est déterminée par intégration automatique (HP-3393 A) et la pro-
portion de chaque acide gras est exprimée en pourcentage par rapport a la totalité des aires.

IV — PRESENTATION DES RESULTATS

Le traitement des données a été réalisé sur un ordinateur Macintosh. Le programme uti-
lisé, CENO (1989), est un sous-ensemble du logiciel ADDAD (1985) permettant les analyses
multidimensionnelles en composantes principales.

RESULTATS

L'étude a porté sur 39 souches (16 genres au total) de levures les plus fréquemment ren-
contrées en cenologie. Les tableaux | et Il représentent les moyennes des résultats de 4 extra-
its issus d'une seule culture pour chaque souche étudiée.

I — COMPARAISON DES PROFILS EN ACIDES GRAS LIBRES DU GENRE
SACCHAROMYCES

L'espéce cerevisize ne synthétise par d'acides gras polyinsaturés a nombre égal ou supé-
rieur d'atomes de carbone a l'acide oléique (C18:1) (tableau I).

D'autre part, la comparaison des résultats obtenus pour les deux souches de
S. cerevisiae race bayanus, montre que des souches appartenant a une méme espéce peu-
vent avoir des différences significatives quant a leur composition en acides gras totaux (p<0,01
au test de Student). En revanche, Saccharomyces italicus présente un profil semblable avec
celui de S. cerevisize.

D'un autre c6té, l'espece roseidiffére de I'espéce cerevisige, par la présence d'acide lino-
Iéique (C18:2) pour la souche SETRIC et de I'acide linolénique (C18:3) pour la souche SC44.

Les rapports C16:1/C18:1 des deux souches rosei 1,41 pour SETRIC et 0,50 pour
SC44, sont bien inférieurs au rapport moyen (16 espéces) de S. cerevisize qui est de 1,74.

Il— COMPARAISON DES PROFILS EN ACIDES GRAS LIBRES DES AUTRES GENRES

Les résultats sont rassemblés dans le tableau Il. Hanseniaspora uvarum se caractérise
des autres genres par 'absence comme chez Saccharomyces cerevisize d'acides gras poly-
insaturés. Toutefois, le rapport C16:1/C18:1 de 5,79 permet une discrimination immédiate
avec S. cerevisize.
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Les autres genres de levures se distinguent entre eux par la présence concomitante ou
non de C18:2 et de C18:3. Dans le groupe produisant seulement du C18:2, il apparait que
certaines levures Nadsonia elongata et Dekkera intermedia par exemple, ont un rapport
C16:1/C18:1 de 4,28 et different en cela du genre Zygosaccharomyces (rapport moyen de
0,49).

Schizosaccharomyces liquefaciens a un rapport de 3,17.

Les levures qui forment du C18:2 et du C18:3 se caractérisent aussi par une absence
quasi totale en acides gras volatils (C8 et C10) et peuvent étre rassemblées arbitrairement
dans trois groupes selon la valeur du rapport C16:1/C18:1 :

- il est inférieur a 0,5 chez Hansenula anomala, H. saturnus, Sporobolomyces odorus,
Rhodotorula, Metschnikowia pulcherrima, Debaromyces hansenii, Torulopsis candida, P.
pseudopolymorpha, P. membranefaciens;

- compris entre 0,5 et 1 chez Saccharomycodes ludwigii, Brettanomyces intermedius;

- enfin, supérieur a 1 chez Torulopsis stellata (Candida stellata) et surtout Kluyveromyces
lactis, désignée maintenant comme K. marxiamus variété lactis et P. fermentans.

Dekkera intermedia se distingue de sa forme imparfaite (Brettanomyces intermedius) par
I'absence de C18:3 et par un rapport C16:1/C18:1 tres élevé de l'ordre de 4,28. D'un autre
coté, les profils en acides gras de Debaromyces hansenii (forme parfaite) et de Torulopsis
candida sa forme imparfaite, sont semblables.

Il — ANALYSE MULTIDIMENSIONNELLE

Les tableaux | et Il ont été soumis a une analyse en composantes principales pour ten-
ter de mettre en évidence des groupes de levures et de les relier a leur composition en acides
gras. L'analyse s'effectue sur 34 des 39 individus étudiés et sur toutes les variables (11).

Les trois premieres composantes principales ou axes principaux des A.C.P. sont rete-
nus. Les figures 2 et 3 permettent de localiser I'ensemble des individus et des variables sui-
vant les axes (1,2) et (1,3), respectivement.

Les deux premiers axes cumulent 67,4 p. cent de l'information tandis que les axes 1 et 3
rassemblent 62,2 p. cent de la variance. Au total, si les observations et les variables étaient
matérialisées en trois dimensions, 77,4 p. cent de linformation seraient cumulés.

D'aprés les données numériques issues de I'A.C.P., les variables qui contribuent le
plus fortement a la construction des axes 1,2 et 3 sont les suivantes :

-axe 1:C14:1,C12,C10,C16:1,C14:0, C18:2 et C18:13;
-axe 2:C18:0,C16:0,C16:1,C14:0et C12;
-axe 3:C8,C18:1,C18:0 et C10.
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Le premier plan 1,2 (figure 2) oppose nettement les levures qui produisent des acides
gras de chaine moyenne et du C16:1 a celles qui forment des acides gras polyinsaturés. II
permet de faire ressortir globalement deux groupes de levures :

- toutes les Saccharomyces, exceptées les S. rosei et quelques genres comme
Hanseniaspora, Schizosaccharomyces, Nadsonia. Ces demiéres sont étroitement associées
au C16:1 et au C18:0 (axe 2). Dekkera bien qu'elle ait une composition en acides gras voi-
sine, se localise différemment sur le graphique, ceci est di au fait que son pourcentage en
acides gras de chaine moyenne est plus important et que ces mémes acides contribuent for-
tement a la construction de I'axe 1. D'autre part, les deux souches de race bayanus sont bien
différenciées sur le graphique;

- les levures qui se caractérisent par la synthése d'acides gras polyinsaturés. Il apparait
quelques relations entre certains genres. Ainsi, nous trouvons dans la méme région, des
levures qui s'associent plutét au C16:0 et C18:2, Hansenula saturnus, Zygosaccharomyces
rouxii, Saccharomycodes ludwigii, et celles qui se corrélent mieux avec le C18:1 etle C18:3:
Hansenula anomala, Debaromyces hansenii, Metschnikowia pulcherrima, Rhodotorula,
Sporobolomyces odorus, Pichia membranefaciens et Torulopsis candida.

D'un autre coté, Pichia fermentans et Kluyveromyces lactis se regroupent a cause de leur
pourcentage élevé en C16:1. Enfin, il existe un petit groupe d'individus dont les relations s'éta-
blissent par le biais du C18:0 et du C18:1, Pichia pseudopolymorpha, Zygosaccharomyces
bailiiet Torulopsis stellata.

A l'aide du plan 1,3 (figure 3), nous retrouvons des appariements a peu prés identiques
a ceux du premier plan. Néanmoins, des oppositions significatives entre certaines espéces
se confirment, notamment entre les deux souches Zygosaccharomyces , entre Dekkera et
Brettanomyces, entre les deux souches race bayanus et entre Fermipan et HB12
(S. cerevisize).

DISCUSSION

Il est bien établi que certains facteurs physico-chimiques comme la température et I'oxy-
geéne jouent un réle important dans le métabolisme des acides gras (HUNTER et ROSE,1972;
ANDREASEN et STIER, 1954). Le glucose intervient aussi de fagon prépondérante sur la
composition en acides gras de la cellule par l'effet qu'il induit sur l'activité de certaines
enzymes (effet Crabtree (DE DEKEN, 1966)). Lorsque sa concentration augmente dans le
milieu, la teneur en acides gras des levures Crabtree-positive diminue tandis que celle des
levures Crabtree-négative s'éleve (JOHNSON et al.,1972).

Les résultats de notre étude sont globalement en accord avec ceux rencontrés dans la
littérature (ROSE et HARRISON, 1989). Saccharomyces cerevisize ne produit pas d'acides
gras polyinsaturés supérieurs au C18:1. Toutefois, si I'analyse d'un profil en acides gras de
S. cerevisize réveéle la présence d'un acide gras polyinsaturé, l'origine de celui-ci peut étre

-93-



imputée au milieu de culture dans lequel s'est développée la levure (MALKHAS'YAN et al.,
1983). En effet, d'aprés SCHWEIZER (1984), aucune enzyme « polydésaturase » comme
la A12 ou la A1S désaturase n'existent chez S. cerevisize. De plus, cette particularité de « limi-
ter » la désaturation de ces acides gras a longue chaine semble liée a une réponse Crabtree-
positive et a la formation de mutant « petite », c'est-a-dire a des cellules, qui placées dans
des conditions de cultures telles, sont incapables d'utiliser le glycérol comme source de
carbone (JOHNSON et BROWN, 1972).

Dans la nomenclature actuelle de KREGER-VAN RIJ (1984), S. rosei est classée comme
Torulaspora delbrueckii. Une certaine hétérogénéité existe dans cette espéce puisque JOHN-
SON et BROWN (1972) notamment, trouvent pour deux souches de T. delbrueckiiune com-
position en acides gras différente : I'une ne produit pas d'acides gras polyinsaturés et son
profil varie peu de celui d'une Saccharomyces, 'autre synthétise du C18:2 et était réperto-
riée comme une S. rosei.

La désaturation plus compléte du C18:1 en C18:2 et en C18:3 entraine un changement
dans les rapports entre acides gras insaturés et donc des modifications au niveau des mem-
branes. Ceci n'est pas sans conséquences sur le plan physiologique. En effet, S. roseia la
particularité de faire fermenter le glucose trés lentement en formant moins d'acidité volatile
(CASTELLI, 1954) que S. cerevisize. D'autre part, selon divers auteurs, la désaturation ou
du moins l'augmentation de la teneur cellulaire en C18:1 accentue la résistance a l'alcool
de la levure (EATON et al., 1982). |l est donc intéressant de remarquer qu'Hanseniaspora
uvarum trés peu résistante a l'alcool, synthétise beaucoup plus de C16:1 que de C18:1 et
pas d'acides gras polyinsaturés.

Schizosaccharomyces liquefaciens présentée comme une Schizo. pombe (KREGER-
VAN RIJ, 1984) semble différer par sa composition en acides gras des autres Schizo.
pombe recensées dans la littérature; suivant les auteurs, elle ne contient pas d'acides gras
polyinsaturés (JOHNSON et BROWN, 1972; TREDOUX et al., 1987) ou bien du C18:2 et du
C18:3, en trés faible proportion (VILJOEN et al., 1986a).

La composition en acides gras libres de la souche de Saccharo. ludwigiine coincide pas
avec les profils généralement obtenus par KANEKO et al., (1976) qui ne détectent pas d'acides
gras polyinsaturés. Cette différence ne peut s'expliquer que par une hétérogénéité variéta-
le de Saccharo. ludwigii, car outre la méthode analytique employée, les tests biochimiques
nous assurent de l'appartenance de la souche étudiée a cette espece.

Les levures a caractére oxydatif forment des acides gras polyinsaturés et sont de plus,
Crabtree-négative. Certaines sont résistantes a I'alcool et a des antiseptiques.

L'analyse en composantes principales permet dillustrer et de mettre en évidence quelques
relations entre les différentes levures. La comparaison des groupes que nous avons consti-
tués montre des divergences avec les résultats obtenus par TREDOUX (1987). |l est certain
que si nous avions établi un groupage a partir des seules données analytiques, des levures
qui s'associent fortement par I'A.C.P comme Schizosacch. liquefaciens et Hanseniasp.
uvarum, auraient été placées dans deux groupes distincts parce que l'une produit du C18:2
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et l'autre pas. |l est vrai aussi que les souches étudiées par TREDOUX et ses collaborateurs
ne sont pas les mémes bien qu'elles appartiennent conventionnellement a la méme classi-
fication. Il faudrait donc examiner les profils en acides gras de ces souches pour expliquer
cette différence.

D'autre part, 'analyse statistique souligne parfaitement les corrélations positives et néga-
tives qui existent entre les acides gras. Ainsi, les acides gras de chaine moyenne se regrou-
pent entre eux (C8 au C14:1) et s'opposent nettement aux acides gras polyinsaturés (C18:2
et C18:3). Il pourrait en résulter des modifications sur le plan physiologique lorsque les levures
sont placées dans des conditions de culture défavorables; cela explique peut-étre pourquoi
S. cerevisige connait des difficultés dans certaines conditions, pour achever la fermentation
alcoolique (GENEIX, 1984). De méme, les corrélations négatives entre le C16:0 etle C16:1,
et entre le C18:0 et le C18:1, reflétent bien l'origine de l'acide gras insaturé a partir de I'aci-
de gras correspondant (SCHWEIZER et al. 1978).

CONCLUSION

Cette étude quoique partielle souligne les difficultés d'établir une classification rigoureu-
se des levures. Sil 'examen des profils en acides gras libres totaux des levures permet une
discrimination entre certains genres, voire espéces, il parait délicat d'identifier des souches
d'une méme espéce.

En revanche, ce travail montre l'intérét de connaitre et de comprendre les phénomeénes
adaptatifs d'un microorganisme face a son environnement, surtout dans les conditions qui
prévalent en cenologie : variation de la température de la fermentation, résistance a I'alcool
et aux pesticides, production faible d'acidité volatile, etc....

L'utilisation de I'A.C.P. nous permet de relier plus « intimement » les levures avec leur
synthése en acides gras; une étude plus exhaustive du métabolisme des lipides en relation
avec les conditions de culture nous renseignerait davantage.

Manuscrit regu le 8 juillet 1991; accepté pour publication le 25 juillet 1991.
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