ETUDE DES BACTERIES ACETIQUES ISOLEES
DE RAISINS ET DE VINS

I. - IDENTIFICATION DES SOUCHES ISOLEES

A.C. BLACKWOOD
Professeur de Microbiologie
College Mc. DONALD, Université Mc. GILL
Province de Québec, Canada (")

L'importance du rdéle que jouent les bactéries acétiques dans |'élabo-
ration du vin, et qui ne se limite pas a la simple formation d'acide
acétique, est souvent difficile a évaluer. De PASTEUR & nos jours, un
grand nombre de recherches concernent l'incidence de ces bactéries
en vinification et pendant la conservation du vin. L’identification de ces
micro-organismes a été et reste encore un probléme difficile. Les études
taxonomiques de FRATEUR (1) et plus récemment de DE LEY (2) n'ont
pas apporté de simplification. Il est possible cependant d'isoler sélecti-
vement et de caractériser les Acetobacter et de les séparer en groupes.
Les études de DUPUY (3,4) sur l'isolement et l'identification des bacté-
ries acétiques des vins produits dans le Midi de la France, indiquent
qu'il est possible de mener a bien de tels travaux. PEYNAUD et
DOMERCQ (5), en 1960, ont montré la présence d'Acetobacter sur les
raisins du Bordelais. BLOUIN (6) a également mis en évidence ['impor-
tance, au point de vue technologique, des bactéries acétiques présentes
sur les raisins.

Monsieur PEYNAUD nous a confié l'isolement et l'identification des
bactéries acétiques prélevées a la derniére récolte sur les raisins plus
ou moins pourris de différents vignobles du Bordelais. Le but était de
connaitre la microflore acétique des raisins et de la comparer a celle
des vins.

A. ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES CULTURES REPRESENTATIVES
D’ACETOBACTER

tes techniques d'isolement et d'identification sont essentiellement
celles décrites par DUPUY (3, 4). Nous les citons briévement.

(*) Travail effectué a I'INSTITUT D'CENOLOGIE de BORDEAUX.
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1°) Technique d’isclement

Les échantillons sont prélevés, soit sous forme de raisins frais dans
des poches de toile stérile, soit sous forme de jus dans des bouteilles
stériles. A partir des raisins frais, un modt est obtenu par une pressée
des fruits a la main, aussi aseptiquement que possible, a travers la
poche de toile. Le molt est mis & fermenter en bouteilles stériles.

Des échantillons sont également prélevés a partir du « chapeau ».
Assez hétérogénes, plus ou moins imprégnés de jus, ils sont additionnés
d'eau stérile et agités vigoureusement; le liquide est décanté dans des
bouteilles stériles.

Tous les échantillons sont examinés immédiatement et aprés des
temps variés d'incubation a 28 °C. On ajoute des doses de 0,2 4 0,5 mg
par litre d'acide sorbique a certains échantillons pour prévenir le
développement des levures.

L'isolement des bactéries est effectué en rayant avec un fil de pla-
tine des boites de Pétri contenant du modt de biére additionné d’agar,
comme le suggere DUPUY (4). La préparation du milieu est modifiée
par l'utilisation d'un moat de brasserie, stérilisé en bouteilles et conservé
a température ambiante. Avant son emploi, le moit est filtré, additionné
d'agar a 2 % et stérilisé; DUPUY préparait le milieu directement & partir
de levures suivant la méthode de TOSIC et WALKER (7). Le pH de ce
milieu modifié est égal a 4,4 tandis que celui du milieu utilisé par DUPUY
est égal a 5,1. Ce milieu d'isolement modifié est trés satisfaisant du
fait que seules les bactéries du type acétique se développent avec les
levures. Aprés incubation des boites a 26-28°C pendant deux ou trois
jours, les colonies de bactéries minuscules et peu apparentes, souvent
translucides, sont choisies au hasard et repiquées sur le nouvelles boites,
pour purification. L'exament au microscope de la culture révéle de courts
batonnets, avec parfois des formes bizarres, quelquefois mobiles. De cha-
que boite, une colonie représentative est prélevée pour étre repiquée sur
milieu solide incliné. Ce milieu est constitué de glucose, d'extrait de
levure, de carbonate de calcium; il est solidifié par l'agar.

2°) ldentification taxonomigue

Des cultures sont faites suivant les procédés décrits par DUPUY (4),
qui avait légérement modifié les procédés de FRATEUR (1). Les proprié-
tés suivantes des bactéries sont étudiées et consignées. Les commen-
taires sont indiqués entre parenthéses :
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1) Aspect de la colonie isolée sur agar (peu important pour
l'identification taxonomique, mais utile ultérieurement pour vérifier les
changements dans la culture).

2) Couleur de la colonie sur glucose-extrait de levure-carbonate
de calcium-agar (utile dans l'identification de deux espéces).

3) Aspect microscopique du microorganisme (pas trés stable, des
formes anormales apparaissant fréguemment ; cependant tous se présen-
tent sous la forme de courts batonnets).

4) Mobilité du microorganisme (caractéristique variable).

5) Coloration de Gram, réaction aprés 24 & 48 heures de culture
en milieu liquide (toutes les bactéries doivent &tre Gram-négatives).

6] La production d'une pellicule lourde est notée (beaucoup de
cultures produisent une pellicule légére, mais une pellicule lourde et
résistante indique une production de cellulose par Acetobacter xylinum).

7) La production d'acide a partir du glucose est déterminée par
I'observation de la disparition du carbonate de calcium sur les milieux
inclinés contenant 10 % de glucose, 0,1 % d’extrait de levure (Difco),
3 % de carbonate de calcium et 2 % d’agar.

8) La production d'acide cétogluconique est déterminée grace a
I'apparition de cristaux de sel de calcium typiques dans le milieu précé-
dent (dans ces conditions, la production de céto-5 gluconate de calcium
indiqgue que l'organisme est un Pseudomonaceae).

9) La production de catalase est observée aprés deux a trois jours
de croissance sur le méme milieu (7) en mélangeant une anse de culture
a une goutte d’eau oxygénée sur une lame de verre et en observant
I"'apparition de petites bulles d'oxygeéne.

10) La transformation de |'éthanol en acide acétique est testée sur
le milieu contenant 3 % d’éthanol (ajouté aseptiquement au milieu juste
avant l'ensemencement), 0,1 % d'extrait de levure (Difco), 2 %! de
carbonate de calcium et 2 % d'agar. Les tests sont habituellement faits
sur boite de Pétri en portant une anse de culture sur de l'agar; 4 ou 5
cultures sont essayées sur la méme boite. Chaque fois que le test est
négatif sur boite de Pétri un autre essai est fait sur milieu incliné du
méme type. La disparition du carbonate de calcium est aisé.nent détectée
(tous les Acetobacter doivent donner un test positif sur ce milieu, les
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cultures donnant un test négatif ne sont pas classées comme
Acetobacter).

11) La suroxydation de l'acide acétique est observée sur les mémes
boites ou cultures inclinées décrites en 10) quand on note la repréci-
pitation du carbonate de calcium. L'examen au microscope a faible gros-
sissement est nécessaire pour voir les petits cristaux de carbonate de
calcium formés autour de la culture. Ces tests sont seuls valables et
si on le désire, d'autres essais peuvent étre faits en milieu liquide (1,4).

12) L'utilisation du lactate est testée sur un milieu contenant 2 %
de lactate de calcium, 0,1 % d’extrait de levure (Difco) et 2 % d'agar.
En utilisant la méme technique que celle décrite pour l'oxydation de
I'éthanol, plusieurs cultures peuvent étre comparées facilement sur une
seule boite de Pétri. La précipitation du carbonate de calcium indique
I'utilisation du lactate. Elle est généralement facile a observer visuelle-
ment; cependant, pour les cultures se développant lentement, une faible
quantité seulement de carbonate précipite, et un contréle sous micros-
cope a faible grossissement est alors nécessaire.

13) L'activité cétogéne est déterminée sur un milieu contenant 2 %
de glycérol, 0,1 % d’extrait de levure (Difco) et 2 % d'agar. Utilisant
la technique oxydogramme de FRATEUR, le développement de plusieurs
cultures est transféré dans des boites de Pétri contenant le milieu, et
aprés 16 heures d'incubation & 26-28 °C on détecte la production de
dihydroxyacétone par réduction directe a froid de la liqueur de Fehling.
La zone de précipité d'oxyde de cuivre autour de la culture est facile-
ment observée.

La conservation de la culture est faite sur un milieu ne produisant
pas d'acide, contenant 3 % de glycérol, 0,1 % d’extrait de levure (Difco)
et 2 % d'agar. Aprés croissance, les cultures sont conservées a basse
température.

B. RESULTATS
1°) Identification des cultures
51 cultures ont été isolées et 43 ont été identifiées. La position

taxonomique de ces cultures est résumée dans le tableau I.
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TABLEAU 1

‘Identification et classification des souches de bactéries étudiées
(d’aprés FRATEUR)

peroxydans oxydans mesoxydans | suboxydans
Acetobacter 0 15 6 21
43 cultures non cétogénes cétogeénes
16 27
Pseudomonas non encore classés :
8 cultures 2 produisant de l'acide céto-5 gluconique
6 oxydant le glucose

2°) Répartition des Acetobacter
a) Raisins de la région des Graves

Les échantillons préparés a partir des raisins prélevés dans quatre
vignobles, sont d’excellentes' sources d'Acetobacter. Aprés traitement
au sorbate et aprés incubation pendant des périodes variées, on procéde
4 aux isolements : 20 cultures d'Acetobacter ont été obtenues a partir de
1 ces quatre échantillons. La méthode d'isolement tend a donner la souche

prédominante a un moment déterminé et ceci est variable comme le

montre le tableau Il.

Les deux autres échantillons ont donné des résultats du méme ordre.

TABLEAU 1l
Répartition des Acetobacter sp. dans le moQt de raisins pourris.
Temps d'incubation en jours
Echantillon
0 3 16 30
suboxydans
N° 1 suboxydans | suboxydans oxydans. mesoxydans
(Pseudomonas)
o L suboxydans suboxydans
N® 2 non isolé suboxydans | mesoxydans | (Pseudomonas)
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b) Vinification

Plusieurs groupes d'échantillons sont prélevés a différentes hauteurs
d'une cuve en fermentation. Tous donnent e méme genre de résultats :
le marc est une bonne source d'Acetobacter et le moit en fermentation
est pauvre en bactéries acétiques. Un essai a été fait pour déterminer
le nombre d'Acetobacter en rayant le milieu d'une anse de platine, direc-
tement avec une dilution de I'échantillon. Aprés incubation, si le dévelop-
pement des levures n'est pas trop important, il est possible de compter
les colonies bactériennes (Tableau Ill). Les chiffres trouvés sont valables
seulement dans chaque série, puisque la standardisation de la technique
n'est pas possible.

TABLEAU 1l
Nombre relatif d’Acetobacter a partir d'échantillons variés

Echantillon N° 1 N° 2

Date 2 octobre 8 octobre 9 octobre | 11 ociobre
Dilution 104 0 0 0
Mélange de marc 0 5 18 6
Haut de la cuve 0 6 13 2
Milieu de la cuve — — 1 —
Bas de la cuve 0 2 1 0

Le nombre de cultures isolées des divers échantillons est sans doute
une indication de leur distribution. Ainsi, quand les 31 cultures d'Aceto-
bacter sp. sont isolées de leur milieu d'origine, les données résumées
ci-dessus indiquent que les raisins dans la région de Graves sont les
meilleures sources, avec le mélange de marc en fermentation. Quand
ces cultures sont classées selon leurs propriétés cétogenes il est inté-
ressant de noter que les raisins sont surtout une bonne source de
bactéries de type fortement cétogéne, tandis que dans le marc on
observe l'inverse (Tableau IV). Comme cela sera discuté plus loin pour
les échantillons de la région de Sauternes, l'addition de sorbate peut
favoriser la prédominance des types cétogénes, et ainsi fausser les
données. Un petit essai comparatif est fait avec les préléevements d'une
méme cuve ol les échantillons sont mis a incuber avec et sans sorbate.
Dans ce cas, un Acetobacter cétogéne et trois non cétogenes sont isolés
en |'absence de sorbate, alors qu'aucun Acetobacter cétogéne et cing
non cétogénes sont trouvés en présence de sorbate.
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TABLEAU IV
Distribution d'Acetobacter sp. par rapport a leur origine
et a leurs propriétés cétogénes

Nombre de Distribution des cultures

Echantillon cultures ———————

isolées cétogenes | non cétogeénes
Raisins 20 18 2
Marc en fermentation 10 1 ‘ 9
Haut de la cuve 0 0 ? 0
Bas de la cuve 1 0 | 1

[

¢) Raisins de la région de Sauternes

Une série d'échantillons attaqués par Botrytis cinerea (pourriture
noble) étaient prélevés et un molt était préparé. Le molt est divisé en
deux parties; du sorbate est ajouté dans I'une des deux. Aprés incubation
pendant 8 jours, les échantillons sont ensemencés par stries sur agar
et les colonies représentatives sont prélevées. Les résultats sont indi-
quées en détail dans le tableau V.

TABLEAU V
Distribution des Acetobacter par rapport a l'origine et au traitement
Nombre
Nomb Addition de d'Acetobacter sp. isolés
ombre
Echantillon | 1 o i sorbate de | — == —
echantiiions | potassium type type
cétogéne non cétogéne
. . 4 - 3
Raisins sains 4 "
7‘Raisins 7 _
atteints de
pourriture 3 +
noble

La conclusion intéressante est que le sorbate exerce une forte
influence sélective inhibant les bactéries acétiques non cétogénes et
favorisant les types fortement oxydants. Cependant il est difficile d'étre
affirmatif sur des conclusions tirées d'un nombre aussi faible
d'échantillons.
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C. DISCUSSION ET CONCLUSION

La méthode d'isolement des bactéries acétiques a partir des raisins
et & des étapes variées de la vinification est facilement applicable. Il
est probable qu'une méthode quantitative pourrait étre imaginée, si
c'était souhaitable; sur le milieu sélectif employé, les autres genres de
bactéries poussent difficilement. L’addition d’acide sorbique contréle la
croissance des levures et semble favoriser l'isolement des bactéries
acétiques cétogenes.

Les raisins ont une flore prédominante d'Acetobacter cétogénes
tandis que le marc en fermentation posséde une flore a prédominance
non cétogéne; le moidt en fermentation contient peu d'Acetobacter, mais
DUPUY (1957) a isolé 28 souches non cétogénes et 8 souches cétogénes
dans les vins. Il a trouvé un grand nombre de peroxydans (12 sur 36),
tandis que dans ces essais aucun peroxydans n'a été rencontré. Des
types d’Acetobacter sp. fortement oxydants trouvés sur le raisin, aux
types trés faiblement oxydants trouvés en vinification, la transition peut
paraitre d’abord difficile & expliquer; en réalité elle est soumise a des
paramétres tels que la résistance a l'alcool, I'anhydride sulfureux, les
conditions d'anaérobiose, etc.

Les difficiles problemes de taxonomie de groupe n'ont pas été
abordés, et les résultats sont basés sur la classification de FRATEUR qui
divise les bactéries acétiques en guatre groupes. De récentes suggestions
de LEIFSON (8), ASAI et SHODA (9), DE LEY (2) et STANIER et al. (10),
sont sans doute plus raisonnables. Elles divisent les bactéries acétiques
en deux groupes. Dans le groupe des suboxydans, fortement oxydants,
on classe Pseudomonas sp.; le reste est classé comme Acetobacter sp.
Si ce systéme était adopté, beaucoup d'Acetobacter sp. devraient étre
classés comme Pseudomonas sp. Le seul critére utilisé dans cette étude
(I'oxydation de l'alcool en acide acétique) pour séparer les Acetobacter
n'est plus alors aussi important. Dans une étude élargie de ce probléeme,
on doit penser a la présence sur les raisins de Pseudemonas qui ont la
possibilité de produire rapidement des composés cétogénes dans certai-
nes conditions & partir du glucose, et qui ne peuvent étre classés comme
bactéries acétiques.

Nous tenons & remercier trés vivement Mademoiselle DOMERCQ et
Madame LAFON dont l'assistance et les conseils, & tous les stades de
cette recherche, ont été indispensables et trés appréciés.
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