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INTRODUCTION

Les membranes cytoplasmiques de |'espéce Saccharomyces cerevi-
siae contiennent de 30 a 50 p. 100 de lipides constitués principalement
de phospholipides, stérols libres, stérois estérifiés et, en quantité moins
importante, de tryglycérides (RATTRAY et al., 1975 ; BRENNAN et LOSEL,
1978). Ces constituants jouent un réle trés important dans I’activité des
enzymes associés aux membranes, dans la morphogénese, dans les
mécanismes de perméation des substances nutritives et dans le maintien
de la vitalité cellulaire (PRCUDLCCK et al., 1969, 1971 ; HASLAM et al.,
1973 ; ELETR et al., 1974 ; ELLIOTT, 1977 ; LAFON-LAFOURCADE et al., 1979 ;
LARUE et al.,, 1980 ; THOMPSON et al., 1974 ; KEENAN et al., 1982).

Du fait de la multiplicité de ces fonctions, la composition lipidique
des membranes subit d'importantes modifications en réponse aux condi-
tions physicochimiques du milieu (RATTRAY et al.,, 1975; GUERZONI et
al., 1985) et tout particulierement aux variations de la température (KATES
et al., 1961), de la quantité d’oxygéne présent (ANDREASEN et STIER, 1954),
de la concentration des sources d’azote, de sucres et d'éthanol (BOT-
HAM et RATLEDGE, 1975; RATLEDGE, 1982 ; BEAVEN et al., 1982).

La modification de ces variables pendant !a fermentation des moits
de raisin rend difficile la séparation de leur influence individuelle sur la
ccmposition lipidique cellulaire, de l'incidence que cette derniére peut
avoir sur les processus de fermentation.

Les variables, dont les effets ont éié I'objet des études les plus
approfondies dans le domaine de I'cenologie, ont été, outre |'aération,
la congentration en éthanol ; en particulier, on a étudié l'influence de
I'alcool extra-cellulaire sur la composition en acides gras des cellules
de levure. En effet, I’éthanol est le facteur auquel on a attribué une action
prépondérante sur le bon fonctionnement des membranes, méme si, sou-
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vent, les différents auteurs ne distinguent pas entre les effets de |'étha-
nol extracellulaire et ceux de I['éthanol intracellulaire. Il est admis que,
pendant la phase exponentielle de la fermentation, la concentration de
I'alcool intracellulaire est plus élevée que la concentration extracellulaire.
Quand les cellules atteignent la phase stationnaire, il continue a sortir
par diffusion facilitée ou par gradient de concentration (BEAVEN et al.,
1982). Toutefois, la plus grande partie des connaissances sur |'action
de l'éthanol a I'égard des mécanismes de l'inhibition des diverses acti-
vités cellulaires, découlent de I'étude des effets de I'éthanol ajouté au
milieu en systémes relativement simples (NAGODAWITHANA et STEIN-
KRAUS, 1975 ; NAVARRO et DURAND, 1978 ; NOVAK et al., 1981 ; BROWN
et al., 1981).

Dans les divers groupes microbiens étudiés on a observé, en rela-
tion avec l'augmentation de la concentration en éthanol, une élévation
du niveau d’insaturation des acides gras et, en particulier, une formation
accrue d’acide oiéique.

Dans un travail précédent, conduit sur un nombre assez important
de souches, on n’a relevé aucune corrélation entre ['activité fermentaire
et le niveau d'insaturation des acides gras; il existait, par contre, une
corrélation positive et significative avec le pourcentage relatif d'acide
oléique dans les cellules au moment de l'inoculation (GIUDICI et al.,
1983). On a retenu qu’une étude sur I'évolution des acides gras pendant
un processus de fermentaticn cu de refermentation, conduit par des
souches de capacité fermentaire différente, pourrait apporter des infor-
mations utiles sur les variations de certains constituants cellulaires en
réponse aux diverses conditions de fermentation et en relation avec la
production d'éthanol des diverses souches.

MATERIEL ET METHODES
I — SOUCHES.

Les souches de Saccharomyces cerevisiae utilisées appartiennent
a la collection du Département (Section microbiologique).

II' — MILIEU.

On a employé un milieu synthétique (GIUDICI et al., 1983) avec une
concentration en glucose de 5 et 25 p. 100.

Il — CONDITION DE CULTURE.

Le milieu de culture de l'inoculum contenait 5 p. 100 de glucose ; les
souches ont été inoculées en double sur 300 ml de milieu maintenu en
agitation horizontale pendant 36 heures. Les cellules ont été recueillies
par centrifugation : une moitié a été utilisée pour les déterminations
analytiques, l'autre moitié employée comme inoculum.
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Les expérimentations de fermentation ont été conduites avec 100
et 400 ml de milieu synthétique a 25 p. 100 en glucose sous une couche
d’huile de paraffine. Dans certaines conditions on a ajouté : éthanol 1 M
Tween 20 ou Tween 80 (Merck) : 7 g par litre.

IV — DETERMINATION DES LIPIDES.

L'extraction des lipides a été effectuée a l'aide d'un mélange chloro-
forme-méthanol (1 : 1). L'extrait, séparé des cellules par filtration et lavé
avec 0,2 volume de KC1 0,1 M a été évaporé sous vide; le résidu a
été transféré avec le méme mélange de solvants dans un ballon jaugé
de 10 ml. La quantité totale de lipides a été déterminée en poids sec,
aprées élimination totale du solvant sous vide.

V. — ANALYSES EN CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE (GLC).

Les esters méthyliques des acides gras ont été obtenus selon MET-
CALFE (1961). Les conditions d'analyses sont : appareil Fractovap Carlo
Erba 4200, colonne en verre (longueur : 2 m; diamétre intérieur : 2,5 mm)
remplie LAC 728 a 15 p. 100 sur gas Chrom P. 80-100 mesh ; Gaz vecteur :
N,; flux 30 ml par minute ; température de la chambre : 200°C ; tempé-
ratures de I'injecteur et du détecteur : 210°C.

RESULTATS

I — MODIFICATION DE LA MASSE CELLULAIRE PENDANT LA FERMEN-
TATION ET LA REFERMENTATION.

L'évolution de la masse cellulaire, relative a la- souche 9109, dans un
processus de fermentation et de refermentation en présence d’'éthanol
1 M, est représentée figure 1.

Poids des cellules
(mg)

Fermentation
Refermentation

JL.
7”7

Temps (joursj
7/ —

2 4 6 8 18

Fig. 1. — Evolution de la masse cellulaire exprimée en poids sec
(g par 400 ml) pendant la fermentation et la refermentation.

1 1 i i
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Les expériences ont été répétées quatre fois, chaque mesure étant
faite en double. La quantité de cellules inoculées, constante dans tous
les échantillons, était de 1,10 g (en poids sec). Cette quantité corres-
pondait a une valeur excédant largement le niveau de population norma-
lement atteint en phase stationnaire dans un processus de fermentation
des modlts. Cette précaution a été adoptée pour limiter l'interférence de
la variable « multiplication cellulaire ». Dans la figure 1, on peut observer
un déclin rapide de la masse cellulaire inoculée pendant les 18 premié-
res heures, dans les deux conditions considérées. Dans le cas d'une fermen-
tation, 48 heures aprés l'inoculation, la masse cellulaire a récupéré sa
valeur initiale et se maintient & cette valeur; pendant tout le processus,
la récupération est plus lente en présence d'éthanol 1 M et la valeur
initiale n'est atteinte qu’aprés 5 jours.

II — EVOLUTION DE LA COMPGSITION EN ACIDES GRAS.

A intervalles divers, on a déterminé les lipides totaux et le pour-
centage de chaque acide gras dans les cellules. La figure 2 montre
I’évolution du contenu lipidiqgue exprimé soit en valeur absolue soit en
pourcentage relatif au poids sec cellulaire. Les deux variables ont une
évolution analogue & celle de la masse; une récupération rapide fait
suite a une diminution dans les premiéres heures aprés |I'inoculation.
les figures 3 et 4 montrent |'évolution des pourcentages relatifs et

celle des quantités absolues de chaque acide gras.

A Iy
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Fig. 2. — Evolution du contenu lipidique en valeur absolue (0) et du
pourcentage (w/w) des lipides totaux dens la masse cellulaire pendant
la fermentation et la refermentation.
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On a considéré principalement les acides gras présenis en quanti-
tés les plus importantes : acides palmitique, palmitoléique, stéarique et
oléique. Comme on peut l'observer, les pourcentages des acides gras
saturés (C 16 : 0 et C 18 : 0) augmentent déja dans les premiéres heures
de la fermentation, dans les deux processus, tandis que diminuent les
pourcentages d'acides gras non saturés, a l'exception du C 18 : 1, dans
la premiére phase de la refermentation. De la comparaison avec |'évo-
lution des valeurs absolues reportées sur la figure 3, on peut formuler
I'interprétation suivante :

1) Au cours des premiéres 18 heures suivant I'inoculation, on observe
une lyse cellulaire avec une diminution conséquente du contenu lipidique
qui passe probablement dans le milieu par effet de la désagrégation cel-
lulaire.

2) Les pourcentages relatifs diminuent en raison d'une reconversion
ou d'une lyse sélective des cellules plus vieilles notoirement caractéri-
sées par un contenu lipidique plus élevé.

3) Dans les phases suivantes les pourcentages relatifs des acides
gras non saturés n'atteignent pas les valeurs initiales par effet de la
désactivation, en anaérobiose des désaturases oxygéene-dépendantes
(ERWIN, 1973; BROWN et ROSE, 1969 ; ANDREASEN et STIER, 1953).
La récupération partielle, en valeur absolue, de C 18 : 1 et de C 16 :1,
observée, peut &tre justifiée par réabsorption, dans les cellules nouvelles,
des acides gras excrétés dans les premiéres heures de l'inoculation.

4) Les acides gras saturés, dont la synthése n’est pas inhibée en
en anaérobiose, augmentent en relation avec la reprise de la multiplica-
tion cellulaire, tant en valeur relative qu'en valeur absolue.

L'évolution des paramétres considérés est semblable pendant les
processus de fermentation et de refermentation, exception faite pour le
C 18 : 1 qui augmente, en valeur relative, dans les cellules prélevées
18 heures aprés l'inoculation dans le milieu en présence d'éthanol 1 M
Ce comportement est en accord avec ce qui a été mis en évidence par
BEAVEN et ROSE (1982).

On a voulu vérifier si le comportement de la souche 9109 peut étre
généralisée, dans ces conditions, a l'espéce Saccharomyces cerevisiae,
en considérant 15 souches productrices de degrés divers d’aicool. Sur
le tableau | sont rapportées les valeurs initiales et finales des acides
C16:0,C16:1,C 18 : 0, C 18 : 1, exprimées en pourcentages rela-
tifs. Exception faite des souches 7027 et 868, toutes les autres présen

tent le niveau de saturation le plus élevé a la fin du développement.
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TABLEAU |

Composition en acides gras cellulaires pour différentes souches de
S. cerevisiae au moment de I'incculation (I) et a la fin de la fermentation (F)

Souches C16:0 C 16 : 1 cC18:0 C 18 : 1
N° l F | F | F | F
6842 13,0 23,8 52,6 45,7 55 10,6 28,9 19,7
7027 16,3 14,9 55,2 40,9 3,6 7.8 29,9 36,1
868 21,7 17,2 41,8 47,5 8,3 71 28,2 27,7
5215 10,9 15,5 54,3 478 4.6 71 30,7 29,5
964 18,6 24,0 49,8 48,7 6.3 5.1 254 221

10181 11,6 18,4 47,3 453 6.4 79 34,3 28.3
872 14,3 21,4 514 441 53 10,5 29,0 23,8
626 4,0 21,0 42,3 45,6 6,6 9,5 471 23,7
855 9,8 22,4 58,2 447 29 8.9 291 | 238
345 8.8 19,7 52,4 45,8 57 9,1 33,2 252
867 12,7 15,0 58,3 51,3 3.8 6.8 25,2 26,6
820 9.8 14,7 57,2 49,9 29 5,6 30,1 29,6
4074 10,4 12,4 58,2 51,2 3,0 6,5 28,4 29,7
889 13,8 14,0 53.3 51,4 57 5,6 27,3 28,8
822 8,0 15,3 66,8 51,5 4,5 6.7 20,7 26,3

Dans des conditions anaérobies la réponse immédiate des cellules
en contact avec de I|'éthanol extracellulaire consiste en une augmen-
tation du pourcentage des acides gras non saturés et en particulier de
I'acide oléique. Les conditions adoptées dans cette série d'expériences

(semi-anaérobie) sont & méme d'empécher une reprise de la multipli-
cation cellulaire, accompagnée d'une synthése d'acides gras saturés.

Il — RELATION ENTRE LA COMPOSITION CELLULAIRE EN ACIDES GRAS
ET L'ALCOOL PRODUIT SELON LA SUPPLEMENTATION DU MILIEU
EN SOURCES D'ACIDES GRAS.

La souche 9109 précultivée en fermenteur, recueillie par centrifu-
gation, a été inoculée, a raison de 1,11 g (en poids sec) dans 400 ml de
milieu synthétique contenant 25 p. 100 de glucose et addtionné de
tween 80 ou tween 20.

Sur le tableau 1l sont reportés les pourcentages des lipides totaux
de chaque acide gras, le contenu total des lipides, la variation de masse
a la fin du processus et la production d’'éthanol. On peut observer que
la masse des cellules subit des variations peu importantes si ce n'est
en présence de tween 20 et d'éthanol 1 M qui provoquent une diminution
de 24 p. 100. On peut observer surtout que les concentrations en alcool
socnt plus élevées au total en présence d'éthanol ajouté, méme si la
quantité produite est plus basse. Ceci montre que l'arrét de la fermen-
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tation n’'est pas imputable, au moins dans ce cas, a I'éthanol extracel-
lulaire. En refermentation les cellules ont continué & Fermenter en pré-
sence de teneurs extracellulaires en éthanol supérieures a 11 p. 100,
tandis que dans le processus primaire la fermentation n'a pas dépassé
10 p. 100. Dans les cultures additionnées de tween 80, la production
d'éthanol n’est favorisée que dans le processus de refermentation; au
contraire, le processus de fermentation primaire est partiellement inhibé.

Comme cela était prévisible (LAFON-LAFOURCADE et al., 1984), le
tween 20, qui contient des pourcentages élevés de C 12, détermine une
diminution de la production d'éthanol ; elle est particuligrement évidente
dans le cas des fermentations primaires.

La composition cellulaire se ressent évidemment de la nature de la
source exogéne ; quand cette source est constituée par du tween 80 le
niveau d’acide oléique, atteint & la fin de la fermentation, est de I'ordre
de 35 p. 100 dans les deux processus. L'addition du tween-20 détermine
la présence de pourcentages plus élevés d'acides laurique et myristique
normalement présents en quantité de 1 a 2 p. 100.

L'élément le plus important mis en évidence ici est le role différent
exercé par le tween 80 dans le processus de fermentation et de refer-
mentation : dans les milieux non supplémentés en éthanol, la vitesse
de fermentation est plus grande en I'absence de cette source d'acides
gras; en présence d’éthanol 1 M elle permet de maintenir une vitesse
de fermentation égale a celle du témoin.

On a cherché a mettre en évidence une relation entre le pourcen-
tage en acides gras et la production d'éthanol sur 15 souches.

Pour I'élaboration statistique on a employé les données relatives
aux fermentations primaires des souches précédemment citées inoculées
a deux taux différents : 5 X 102 cellules par millilitre et 5 X 108 cellules
par millilitre.

On a trouvé une régression linéaire significative et positive entre I'étha-
nol produit en fin de fermentation et le pourcentage d’acide oléique au
moment de I'inoculum ; cette corrélation n’est significative qu'a bas niveau
d'inoculation initial ; méme en anaérobiose cet acide gras n'est pas un
facteur limitant avec un inoculum massif.

L’équation de la ligne de régression est :
y = 15,463 + 1.057x

ol y = éthanol produit et x = % d’acide oléique ; le coefficient de cor-
rélation (r) étant 0,531 et le niveau de confiance > 95 < 99 p. 100.
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CONCLUSIONS

Des problemes complexes, tels que la tolérance & l'alcool, ont été
trop souvent interprétés uniquement comme un simple phénoméne de
réponse adaptative de la membrane au facteur toxique; on a identifié
I'éthanol extracellulaire ou/et intracellulaire comme ['unique responsable
de l'arrét de fermentation.

Nos expériences ont mis en évidence pour divers acides gras, et en
particulier pour I'acide oléique, un rdle différent selon les conditions et
les phases de développement.

En particulier on a trouvé une relation significative et positive entre
I'éthanol total produit en fin de fermentation et le pourcentage d'acide
oléique, limité toutefois aux cellules au début du processus anaérobie,
pour des taux d'inoculation faibles.

Ce comportement est 2 relier probablement a la désactivation des
désaturases en anaérobiose et, par conséquent, a la nécessité d'une re-
distribution, dans les cellules nouvellement formées, de l'acide oléique
présent au début.

L'acide oléigue est donc un facteur susceptible de conditionner le
succés de la fermentation seulement quand il est présent en quantité
limitée. En effet, 'addition d'acide oléique, sous forme de tween 80, se
traduit par une inhibition de la fermentation primaire quand elle est
conduite par un apport massif de cellules; au contraire, elle entraine
toujours une stimulation dans le processus de refermentation. Le role
de cet acide gras dans la physiologie de la levure se modifie donc pen-
dant le processus. L'sugmentation d’acides gras saturés rencontrée au
cours de la fermentation par la plus grande partie des souches consi-
dérées peut suggérer que les arréts de fermentation proviennent non
seulement de l'inhibition par I'éthanol extracellulaire, mais aussi par une
pénétration ralentie des sucres dans la cellule (LARUE et al., 1982).
Cette difficulté de transport des sucres en phase stationnaire peut é&tre
en effet reliée a une altération du bon fonctionnement des perméases
associées aux membranes par effet de l'augmentation de saturation des
acides gras, en accord avec les résultats de THOMAS et ROSE (1979).
Du reste déja LARUE et al. (1982) ont observé que l'addition d'acide
oléanoique augmente la pénétration des sucres et conséquemment leur
fermentation en phase stationnaire.

Les résultats préliminaires de cette expérimentation suggérent I'in-
térét d'autres recherches plus spécifiques sur les rapports entre I'évolu-
tion des acides gras et la dynamique de la perméation des sucres au
cours d'une fermentation alcoolique des modts.

Manuscrit recu le 6 aolt 1985 ; accepté pour publication le 14 octobre 1985.
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RESUME

On a suivi, pendant un processus de fermentation et de refermentation, I'évolu-
tion des acides gras cellulaires les plus importants pour 16 souches caractérisées
par des capacités fermentaires différentes. Exception faite pour deux d'entre elles,
on a observé une augmentation du niveau des acides gras.

On a mis en évidence le role différent joué par l'acide oléique, selon qu'il
s'agit d'un processus de fermentation ou de refermentation et selon l'importance
de l'inoculum.

SUMMARY

During the process of a first and a second fermentation, the course of the main
cellular fatty acids has been studied for 16 strains distinguished by their fermenta-
tion ability. Except for two of them, an increase of the fatty acids and level was
noticed.

The role of oleic acid was clearly different dependind on whether it was a
first or a second fermentation process, and according to the level of inoculation.

ZUSAMMENFASSUNG

Waehrend eines Gaehrungs -und Rueckgaerungs prozesses hat man die Ent-
wicklung der wichtigsten Zellfettsaeuren in 16 verschiedenen. Kontrollabschnitten
untersucht, die sich durch unterschiedliche Gaerfachigkeiten auszeichnen.

Eine Ausnahme wurde fuer zwei von ihnen gemacht. Man hat eine Erhoehung
des Niveaus der Fettsaeuren festgestellt.

Man hat die unterschidliche Rolle der Oelsaeure herausgestellt, je nachdem,
ob es sich um einen Gaerungs- oder Rueck- gaerungs prozess handelt oder um die
Bedeutung einer Einimpfung.

RESUMEN

Se estudia aqui !a cantidad en varios acidos grases contenidos en las leva-
duras durante une fermentacion alcohdlica normal o en cascs de fermentaciones
sucediendo despues de paradas. La experiencia se ha hecho con dieciséis leva-
duras diferentes.

De modo general se observa un incremento de la cantitad en acidos grases.
El acido oléico desempena papeles difedentes segin la cantidad de levaduras
activas.

RIASSUNTO

Gli autori hanno seguito durante un processo di fermentazione, |'evoluzione
degli acidi grassi cellulari pidt importanti per 16 specie caratterizzate da capacita
fermentari differenti. Fatta eccezione per 2 tra loro, hanno oservato un aumento
del livello degli acidi grassi.

Hanno messo in evidenza l'influenza differente dell’acido oleico secondo che
fosse un processo di fermentazione o di rifermentazione e secondo l'importanza
dell’inoculo.
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