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Introduction

Au cours de |'élaboration des vins,
la présence des lies de levure
conduit a diverses modifications
physico-chimiques, aromatiques et
gustatives. La science cenologique
a permis d'interpréter la plupart de
ces phénomenes afin de mieux les
maitriser (Ribéreau-Gayon et al.,
1998). Nous avons précédemment
montré que la sucrosité des vins
secs augmente significativement
avec la quantité de levures au
cours de l'autolyse. La purifica-
tion et I'analyse spectrométrique
d’une fraction sapide isolée d'un
autolysat de levure ont conduit a
I'identification de peptides issues
d’une protéine membranaire de
choc thermique Hsp12 (Marchal
et al., 2011). Une souche de le-
vure A°HSP12, ne différant de la
souche cenologique Fx10 que par
I'absence du géne HSP12, a été
construite par des techniques de
biologie moléculaire. Des expé-
riences d'autolyse ont été menées
en paralléle, dans un vin rouge, a
I'aide des deux souches Fx10 et
A°HSP12. Lanalyse sensorielle
des vins ainsi obtenus a permis
de démontrer que la présence
de la protéine Hsp12 s’accom-
pagne d'une augmentation de
la sucrosité du vin. Le role de la
protéine Hsp12 dans I'effet édul-
corant des lies de levures pour-
rait étre direct ou indirect, par la
libération de peptides qui en sont
issus. Cette protéine de stress est
impliquée dans la résistance de
Saccharomyces cerevisae a la
température (Welker et al., 2010),
au choc osmotique (Siderius,

HTableau 1: Références des souches de levure utilisées dans cette étude.

Nom Origine Commentaire Référence
Zymaflore Fx10 ' Laffort Souche spécifique vin rouge Marullo et al., 2009
A°hsp12 Collection de laboratoire Spuche CINEETD ) B e 2 e s ol Marchal et al., 2011

géne HSP12
D2 Collection de laboratoire A Souche de distillerie Yeast alcotech 24 Blein-Nicolas et al., 2013
w1 Collection de laboratoire | Isolée d'exsudats de bois Blein-Nicolas et al., 2013
B1 Collection de laboratoire | Isolée de brasserie Blein-Nicolas et al., 2013
Zymaflore VL3  Laffort Souche spécifique vin blanc
Actiflore F33 Laffort Souche générique
XMC30 Laffort Souche en développement

Rots, and Mager 1997), au stress
oxydatif (Welker et al., 2010), a
la congélation (Pacheco et al.,
2009) ou a la dessiccation (Sales
et al., 2000). Dans ces nouveaux
travaux, nous étudions I'effet de
divers paramétres génétiques et
fermentaires sur la modulation
de I'expression du géne HSP12.
Linfluence de la souche de levure
sur l'intensité de la saveur sucrée
est également mesurée (Marchal
et al., 2015).

Matériels et Méthodes

Les souches de levures utilisées
dans ces travaux sont référen-
cées au tableau 1. Les fermen-
tations sont conduites en tripli-
cat dans un milieu synthétique
contenant 240 g/L de sucre (sur
les graphiques, les barres d'er-
reur représentent les écarts type
entre ces réplicas et les diffé-
rences significatives selon un
test de Wilcoxon (. = 0,05) sont
indiquées). Le suivi de I'avan-
cement des fermentations est
réalisé par mesure de la masse
de CO, dégagée, la fermentation
compléte du milieu produit envi-
ron 108 g/L de CO,.

Mesure de I'expression du géne HSP12

Le niveau d’expression du géne HSP12 est mesuré par PCR quan-
titative. Les échantillons cellulaires sont récoltés par centrifugation
et lavés avant une extraction des ARN totaux a I'aide de Tri Reagent
(Sigma). LARNm est utilisé comme matrice pour produire de I’ADN
complémentaire a I'aide du kit iScriptTM ¢cDNA Synthesis Kit (Biorad).
Lexpression des genes HSP12 et ADH1 est ensuite quantifiée par gPCR
grace a des amorces spécifiques (Marchal et al., 2015). La quantifica-
tion est effectuée a I'aide d’une droite étalon, réalisée a partir d'une
quantité d’ADN connue. Pour chaque échantillon, le niveau d’expres-
sion du géne HSP12 est normalisé par celui du géne ADH1 connu pour
avoir une expression stable au cours de la fermentation alcoolique.

Autolyse des levures

Afin de mimer les conditions d'une macération post-fermentaire a
chaud, les autolyses des différentes souches de levures sont réali-
sées a 32 °C pendant 10 jours a I'abri de la lumiére et sans agitation.
Au terme de cette période, les vins sont centrifugés (4000 RPM,
15 minutes) pour éliminer les lies et conservés a 4 °C sous gaz inerte
jusqu’a leur analyse sensorielle.

Analyses sensorielles

Les séances de dégustation ont lieu dans une salle dédiée a I'analyse
sensorielle et équipée de postes individuels. Les 17 juges (de 21 a 64
ans) sont entrainés a la dégustation de vin. Les échantillons sont dé-
gustés a 18 °C dans des verres AFNOR noirs présentant un code d'ano-
nymat a 3 chiffres. Aprés un entrainement a la perception des saveurs
fondamentales, il a été demandé aux dégustateurs de noter I'intensité
de la saveur sucrée des vins sur une échelle discréte allant de 0 a 7.
Les résultats sont traités par une analyse de variance, conformément
aux recommandations de |'organisation internationale de normalisa-
tion (ISO 11056:1999). Un test de Duncan (o = 0,05) est appliqué afin
de distinguer les groupes d'échantillons significativement distincts.
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Résultats

Evolution de I'expression du géne HSP12 au cours de
la fermentation alcoolique pour 2 souches de levure
Fx10 et VL3

Des fermentations sont conduites en milieu synthétique a partir de
deux souches cenologiques: Fx10 et VL3. Le niveau d’expression
du géne HSP12 est mesuré, pour chacune des souches, a différents
stades de la fermentation alcoolique (aprés libération de 30, 46, 55, 66
et 76 g/L de CO,). Les résultats présentés a la figure 1 montrent que
le niveau d'expression de HSP12 augmente progressivement avec
I'avancement de la fermentation alcoolique, pour les deux souches.
Cette expérience confirme des travaux précédents et suggére que
I"éthanol produit au cours de la fermentation alcoolique pourrait
engendrer un stress a I'origine de I'expression accrue de HSP12. Si
I'éthanol a un go(t sucré lorsqu’il est dégusté a faible concentration
dans I'eau, nous avons précédemment démontré que I'ajout de 1,5 %
d’éthanol a un vin sec ne modifiait pas la perception de sa saveur
sucrée. Pourtant, les dégustateurs experts pergoivent fréqguemment
une sucrosité intense dans les vins a fort degré alcoolique. Cela pour-
rait s’expliquer par I'effet inducteur de I'éthanol sur I'expression de
HSP12: dans les vins a fort degré alcoolique, la synthése de Hsp12
est plus importante en fin de fermentation, ce qui confere une saveur
sucrée plus intense. En outre, des différences significatives sont obser-
vées entre les souches a 50 g/L et 76 g/L de CO; libéré. La souche VL3

B Figure 1: Suivi de I'expression d’'HSP12 pendant la
fermentation alcoolique a 26 °C de 2 souches de levure FX10 et
L3.
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H Figure 2: Effet de la température de fermentation sur le
niveau d’expression HSP12.
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apparait plus sensible au stress
engendré par I'éthanol, ce qui est
arelier avec son utilisation pour
la vinification des vins blancs.

Impact de la température
de fermentation

sur I'expression d'"HSP12

pour 2 souches

de levure Fx10 et VL3

Des fermentations sont conduites
en milieu synthétique a partir
des souches VL3 et Fx10 et a dif-
férentes températures (18, 22,
26 et 31 °C). Un prélevement de
biomasse est effectué a mi-fer-
mentation (46 g/L de CO; pro-
duit) afin de mesurer le niveau
d’expression de HSP12. Les ré-
sultats présentés a la figure 2
montrent que les deux souches
ont un comportement différent
en fonction de la température.
Pour la souche VL3, I'expression
de HSP12 augmente significati-
vement avec la température, ce
qui est cohérent avec des résul-
tats publiés précédemment. En
effet, Hsp12 est une protéine de
réponse au choc thermique et sa
synthese permet donc a la levure
de mieux résister a une augmen-
tation de la température du mi-
lieu. Dans le cadre de I'élabora-
tion des vins blancs avec cette
souche, les résultats obtenus sug-
gérent donc qu’une température
de fermentation de 22 °C permet-
tra d'obtenir des vins avec une
sucrosité plus intense qu'a 18 °C,
sans pour autant compromettre
I'aptitude fermentaire. La souche
Fx10 semble en revanche plus
résistante au stress thermique, la
température n'a pas d'influence
significative sur I'expression
de HSP12 dans une gamme de
valeurs compatibles avec les

fermentations cenologiques. Cela
démontre qu'il n'y a pas d'intérét,
en ce qui concerne la sucrosité, a
fermenter les vins rouges a 31 °C
plutét qu’a 26 °C: I'expression
de HSP12 n’est pas augmentée,
alors que I'achévement de la fer-
mentation peut étre plus délicat.
Ce résultat est a relier avec son
utilisation dans le cadre de vini-
fications en rouge, généralement
réalisées a des températures plus
élevées. Par ailleurs, cette souche
a été obtenue par des rétrocroi-
sements visant a lui conférer une
résistance particuliére a la tem-
pérature, ce qui peut expliquer
I'absence d'effet de ce paramétre
sur I'expression de HSP12.

Mesure de I’'expression
du géne HSP12 a
mi-fermentation pour
différentes souches

de levure

Des fermentations sont conduites
en milieu synthétique a partir
de 8 souches de levure, dont
4 souches cenologiques com-
merciales, la souche A°HSP12,
qui differe de la souche Fx10
uniquement par I'absence du
gene HSP12 et 3 souches is-
sues d'autres biotopes (dis-
tillerie, brasserie et exsudats
de chéne). Ces trois dernieres
souches ont d'ailleurs donné
lieu a des fermentations languis-
santes, qui n‘ont pu aller jusqu’a
leur terme, ce qui confirme leur
mauvaise adaptation aux condi-
tions cenologiques. Un échan-
tillon de biomasse est prélevé
a 46 g/L de CO; libéré afin de
mesurer I'expression du géne
HSP12. A ce stade, toutes les
fermentations étaient encore
actives et les levures collectées
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présentaient un fort taux de via-
bilité. La figure 3 montre que le
niveau d'expression de HSP12
varie significativement en fonc-
tion de la souche de levure. Le
test de Duncan permet de distin-
guer 4 groupes de souches statis-
tiquement distincts. Les niveaux
d’expression de HSP12 les plus
élevés sont observés pour deux
souches non-cenologiques.

Influence de la souche de
levure sur la perception
de la saveur sucrée d'un
vin sec apreés autolyse

Un vin ne contenant pas la pro-
téine Hsp12 est obtenu par fer-
mentation d'un modt de Merlot
issu de thermovinification par la
souche A°HSP12. En paralléle,
la biomasse des huit souches
étudiées précédemment a été
récoltée a mi-fermentation et
ajoutée dans le vin de Merlot a
des concentrations similaires a
celles observées lors de la vinifi-
cation. Comme le vin est sec, les
levures ne peuvent se développer.
Afin de favoriser leur autolyse,
les vins sont placés a 32 °C pen-
dant 10 jours, afin de mimer les
conditions d'une macération post-
fermentaire & chaud. A I'issue
de cette période, les différentes
modalités sont centrifugées, pour
éliminer les levures, puis dégus-
tées. Le panel doit alors noter
I'intensité de la saveur sucrée,
sur une échellede 0 a 7.
L'analyse de variance révele
qu’il n'y a pas d’effet « juge ».
Ce consensus entre les dégus-
tateurs montre |'efficacité de
I’entrainement sensoriel préli-
minaire. En revanche, les résultats
montrent un fort effet « souche »,
c'est-a-dire que les dégustateurs
ont pergu des variations nettes
de sucrosité en fonction de la
souche de levure utilisée pour
I'autolyse (figure 4). On observe
que la souche Fx10 présente une
intensité de la saveur sucrée plus
élevée que ce que suggérait son
niveau d’expression de HSP12.
Cela pourrait notamment s'expli-
quer par les mécanismes post-
fermentaires impliqués dans la
libération de la protéine Hsp12

et de ses peptides sucrés. Malgré
cela, un test statistique indique
une corrélation entre ces don-
nées sensorielles et les niveaux
d’expression du gene HSP12 (p-
value = 0,06). Par conséquent,
ces résultats démontrent pour la
premiére fois que la souche de
levure influence significativement
le golit du vin. Les différences de
saveur sucrée sont corrélées aux
variations de I'expression du géne
codant pour la protéine Hsp12.

Conclusion

Nos travaux consacrés a la sa-
veur sucrée des vins secs ont
été poursuivis en vue d'amé-
liorer la connaissance de ses
bases moléculaires et des fac-
teurs cenologiques permettant
d’en moduler l'intensité. Grace
a l'utilisation simultanée de tech-
niques de biologie moléculaire
et d'analyse sensorielle, nous
avons pu mesurer |'influence
de paramétres fermentaires sur
la sucrosité conférée par les le-
vures. Il apparait que I'avance-
ment de la fermentation alcoo-
lique et la température de celle-ci
influencent I'expression du géne
HSP12, de fagon différentielle en
fonction de la souche. En outre,
nous avons démontré que la
saveur sucrée pergue a la dé-
gustation variait en fonction de
la souche de levure utilisée lors
de l'autolyse. Cette variation est
corrélée avec I'expression du
gene codant pour la protéine
Hsp12, dont I'implication dans
le gain de sucrosité avait été
précédemment démontrée. Ces
recherches ouvrent de nouvelles
perspectives sur la maitrise du
golt au cours de I'élaboration
du vin. Elles devront étre conti-
nuées afin d’identifier les pep-
tides sucrés issus de Hsp12 et
ainsi de préciser les conditions
post-fermentaires favorisant leur
libération dans le vin. En outre,
I"aptitude de la levure a augmen-
ter la saveur sucrée du vin peut
apparaitre comme un nouveau
critere entrant en ligne de compte
pour la sélection de nouvelles
souches cenologiques. |

H Figure 3: Expression d’'HP12 selon la souche de levure a
mi-fermentation.
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