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Introduction

Brettanomyces bruxellensis est un
micro-organisme d'altération bien
connu dans le vin, son dévelop-
pement entrainant la production
de composés considérés comme
responsables d'altération senso-
rielle du vin. Les phénols volatils
produits lors de la contamina-
tion par les B. bruxellensis sont
associés a des défauts, comme
le montre le tableau 1.

Méme a de faibles concentra-
tions, inférieures a leur seuil
de perception, la présence de
ces composés peut diminuer
I'intensité aromatique des vins
et masquer leur typicité.

Brettanomyces lors des
étapes préfermentaires
Une réalité de plus en plus
présente

Des études scientifiques ont clai-
rement établi la présence de
Brettanomyces bruxellensis sur
les raisins, méme avant le pro-
cessus de vinification.

Renouf et Lonvaud-Funel (2007)
ont détecté la présence de
B. bruxellensis a différents stades
de développement du raisin,
entre la véraison et la récolte,
sur différents vignobles de la
région bordelaise.

Oro et al. (2019) ont démontré
le lien étroit entre les souches
de B. bruxellensis provenant
du vignoble et de la cave grace
a une analyse moléculaire de
62 échantillons prélevés sur des
raisins, dans I’'environnement
de la cave et dans des molts en

fermentation. lls ont montré que HTableau 1: Description et seuils des phénols volatils.

les isolats provenant du vignoble Molécule Défaut Seuil de perception dans le vin
et de la cave représentaient des |  4-gthylphénol Ferme, écurie 500 g/l
biotypes dominants et communs, 4-éthylguaiacol Clou de girofle 100 pg/!
ce qui indique que le vignoble est 4-vinylphénol Pansement 1500 pg/l
une source de contamination par 4-vinylguaiacol Pansement 400 pg/l

B. bruxellensis dans |'environ-

SOURCE: DESCRIPTEURS SENSORIELS ET REFERENCES CHIMIQUES - IFV OCCITANIE.

nement de la cave.Récemment,
Pigao et al. (2021) ont également
isolé B. bruxellensis a partir de
12 des 149 grappes de raisin
(échantillonnage sur deux ans)
d’un vignoble de I'Oregon aux
Etats-Unis.

Loutil le plus couramment utilisé
pour éviter ces contaminations
par Brettanomyces bruxellensis
est I'ajout de SO,. Cependant,
selon Avramova et al. (2018),
des phénomeénes d'adaptation

ont conduit a I'apparition d'une sous-population de B. bruxellensis
résistante au SO,.

Cette potentielle résistance au SO, vient s'ajouter a un contexte de
diminution des intrants d’origine chimique, dont les sulfites. Il devient
donc essentiel de trouver des solutions alternatives pour prévenir
et inhiber le développement de B. bruxellensis dés les premieres
étapes de la vinification.

Il existe actuellement des solutions de bioprotection a base de levures
non-Saccharomyces dans les étapes préfermentaires, mais aucune
n'est spécifique contre les Brettanomyces et leur efficacité vis-a-vis
de cette espece est marginale.

B Figure 1: Viabilité au cours de la fermentation de jus de raisin rouge (pH 3,5) a 20 °C
(Mehlomakulu et al., 2017).

A B. bruxellensis en monoculture
[ Co-culture de B. bruxellensis et S. pyralidse

Co-culture de B. bruxellensis et S. cerevisize
[ Co-culture de B. bruxellensis, S. pyralidee et S. cerevisize
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TECHNIQUE

Sélection d'une levure non-Saccharomyces
originale antagoniste de Brettanomyces
IWBT Y1140

La levure IWBT Y1140 de I'espece Suhomyces pyralidee (précé-
demment Candida pyralidze) a été isolée a partir de cabernet sau-
vignon sud-africain (Mehlomakulu et al., 2014) par I'Université de
Stellenbosch (South African Grape and Wine Research Institute). Cette
souche originale de Suhomyces pyralidse a démontré ses spécifici-
tés d'inhibition de différentes souches de B. bruxellensis présentes
dans I’environnement vitivinicole.

Cette action spécifique s’explique par la production par IWBT Y1140
du « facteur d'inhibition de Brettanomyces » appelé Spkt1. Les études
menées par I'Université de Stellenbosch ont montré que ses condi-
tions d’activité optimales sont compatibles avec les conditions de
vinification, y compris en termes de pH et de plage de température.
Ce facteur inhibition pouvant étre sensible a I'éthanol, IWBT Y1140 est
particulierement adaptée aux étapes de pré-fermentation (Mehlomakulu
et al., 2014).

Comme le montre la figure 1, IWBT Y1140 inhibe Brettanomyces
bruxellensis sans affecter la croissance de Saccharomyces cerevisize. Cet
essai, réalisé en conditions de laboratoire par Mehlomakulu et al. 2017,
confirme 'efficacité de IWBT Y1140 dans les étapes préfermentaires.

B Figure 2: Viabilité des Brettanomyces bruxellensis souche L0469
(CRBO, UMR 1366 Oeno). Moiit de raisin commercial, 24 °C.
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Elle montre également que, seule,
la souche de Saccharomyces
cerevisiee utilisée ne suffit pas
toujours pour controler effica-
cement le développement des
Brettanomyces.

Une caractérisation plus appro-
fondie a été menée au sein des
laboratoires R & D de la société
Lallemand (Blagnac, France). Ses
besoins tres faibles en azote et
son caractere non fermentaire,
associés a une bonne capacité
d’'implantation et de croissance,
font d’elle une excellente can-
didate pour la bioprotection du
mo(t de raisin.

Mécanisme d’action du

« facteur d’inhibition de
Brettanomyces » Spkt1

Le « facteur d’inhibition de
Brettanomyces » Spkt1 pro-
duit par IWBT Y1140 est, selon
I’hypothése la plus probable,
une enzyme qui dégrade spé-
cifiquement la paroi cellulaire
de Brettanomyces bruxellen-
sis. Mehlomakulu et al., 2017
ont réalisé une observation au
microscope électronique a ba-
layage afin de valider I'impact
du « facteur d’'inhibition de
Brettanomyces » Spkt1 produit
par IWBT Y1140 sur la paroi cellu-
laire de Brettanomyces bruxellen-
sis (photo 1).

Apres 24 heures de traitement,
les souches de B. bruxellensis
présentaient de nombreuses
rides sur la paroi, signe d'une
dégradation pariétale, tandis
que les cellules non traitées
étaient lisses, et leur paroi in-
tacte. IWBT Y1140 a également

H Figure 3: Analyse en fin de
FML. Essai en cave, syrah,
Etats-Unis.
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H Photo 1: Microscopie a balayage de Brettanomyces bruxellensis souche INBT Y169
(Mehlomakulu et al., 2017). [ Témoin ] 24 heures aprés exposition au « facteur d'inhibition de

Brettanomyces » Spkt1 produit par IWBT Y1140.

SOURCE: IMAGES UTILISEES AVEC LAUTORISATION D'OXFORD PRESS.

été finement caractérisée dans
le laboratoire de recherche de
la société Lallemand en fonc-
tion de plusieurs parameétres
(taux d'inoculation, tolérance a
|'éthanol, tolérance au SO,, etc.),
afin de déterminer les condi-
tions optimales d’utilisation et
de production de son « facteur
d’inhibition de Brettanomyces ».
La cinétique de fermentation
a montré que I'inoculation de
IWBT Y1140 n'avait pas d'im-
pact négatif sur le déroulement
de la fermentation alcoolique.
Lefficacité et la spécificité d'in-
hibition de IWBT Y1140 sur
Brettanomyces bruxellensis ont
été comparées a celles de deux
autres souches non-Saccharo-
myces, NS2 et NS4, commercia-
lisées pour leurs propriétés de
bioprotection. Un témoin néga-
tif sans aucune souche de non-
Saccharomyces et un témoin
avec Brettanomyces bruxellensis
seul ont aussi été intégrés dans
cette étude.

Dans tous les cas, la fermen-
tation alcoolique a été com-
pléte et les vins présentent des
analyses cenologiques simi-
laires (données non montrées).
Brettanomyces bruxellensis a
été inoculée a raison de 1x10°
UFC/ml et son niveau de popu-
lation a été mesuré pendant les
fermentations par ensemence-
ment sur milieu sélectif (figure 2).
Saccharomyces cerevisize, ainsi
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que les non-Saccharomyces
NS2 et NS4, n'ont pas inhibé la
croissance des Brettanomyces.
IWBT Y1140 a été la seule levure
capable de réduire tres signi-
ficativement la population de
Brettanomyces.

De la recherche a la
pratique

Caractérisation approfondie
et applications a différentes
étapes préfermentaires

De nombreux essais a échelle
pilote ainsi qu’en cave ont été
réalisés sur différents cépages
rouges (merlot, cabernet sauvi-
gnon, syrah, tempranillo, etc.)
en France, en Espagne, en ltalie
et aux Etats-Unis. IWBT Y1140 a
été inoculée a différents stades
préfermentaires, de I'application
sur raisins jusqu’au moment du
remplissage des cuves.

Une solution préventive
pour des parcelles rencon-
trant des problématiques

« Brettanomyces » récur-
rentes

Dans un domaine situé dans
la région viticole « Columbia
Gorge AVA », aux Etats-Unis, des
contaminations récurrentes de
Brettanomyces ont été identifiées
sur des raisins provenant d'une
parcelle spécifique du vignoble.
Un essai a été réalisé sur des rai-
sins de syrah issus de cette par-
celle et répartis de maniere homo-
géne dans des cuves en chéne
de 40 hl (fournisseur, chauffe et
année identiques).

Au fur et a mesure de I'encuvage
des raisins, 4 g/hl de SO, ont été
ajoutés dans chacune des cuves.
IWBT Y1140 a ensuite été inocu-
lée dans une cuve, tandis que la
cuve témoin n'a regu aucune ino-
culation. Il n'y a pas eu d’homo-
généisation pendant 24 heures
a 14 °C, avant l'inoculation de
Saccharomyces cerevisiee.

Les deux cuves ont ensuite suivi
le méme processus de vinification
et les vins ont été analysés a la fin
de la fermentation malolactique
(FML). Les vins dans lesquels
IWBT Y1140 a été inoculée ont

présenté une trés faible popula-
tion de Brettanomyces et aucun
phénol volatil n'a été détecté
(figure 3).

Gestion du risque de
contamination précoce par
les Brettanomyces
Evaluation de I'efficacité de
IWBT Y1140

Une expérience a été menée avec
la Fondazione Edmund Mach sur
un litre de rebo frais liquide, en
triplicata. Le modt a été inoculé
avec Brettanomyces bruxellensis
a 1x103 CFU/ml.

Aprés 12 heures, un témoin sans
ajout a été comparé a un ajout de
IWBT Y1140 avant une macération
(48 heures a 20 °C). Linoculation
en levures et bactéries était iden-
tique et les phénols volatils ont
été mesurés en fin de fermen-
tation malolactique (figure 4).
Une semaine apres la fin de la
FML, on observe une concentra-
tion plus faible de 4-éthylphénol
et 4-éthylguaiacol en présence
de IWBT Y1140 par rapport a la
modalité témoin.

Une alternative naturelle
pour réduire l'utilisation de
SO,

Un autre essai a été effectué sur
cabernet franc avec I'Univer-
sita Degli Studi di Udine (Di4A)
en ltalie.

Apres foulage et égrappage,
le mout (avec pellicule) a été
réparti de maniére homogene
dans trois cuves de 25 litres ou
Brettanomyces a été inoculé a
1x10% CFU/ml. Un témoin sans

ajout a été comparé a un ajout de SO, a raison de 2,5 g/hl et a un
ajout de IWBT Y1140 (sans ajout de SO,). A la fin de la fermenta-
tion alcoolique, les phénols volatils ont été analysés. Les teneurs
en 4-éthylphénol et en 4-éthylguaiacol étaient plus élevées dans le
témoin sans SO, et sans IWBT Y1140. Dans cet essai, IWBT Y1140 a
présenté le niveau de phénols volatils le plus bas, se révélant donc
plus efficace que le SO (figure 5).

Un autre essai a été mis en place sur cabernet sauvignon, a Bordeaux
par la société I0C et Enosens Cadillac: il consistait a comparer |'ajout
de 5 g/hl de SO, avec I'ajout de IWBT Y1140 (sans ajout de SO,), tous
deux introduits lors du remplissage des cuves de 80 hl en acier inoxy-
dable avant une macération a froid de 3 jours a 10 °C.

Un suivi a différents stades a montré la présence de Brettanomyces
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en fin de FML et une croissance significative cinq mois aprés, pendant
le vieillissement, dans le témoin traité avec 5 g/hl de SO,.

Aucun développement de Brettanomyces n’a en revanche été dé-
tecté dans les vins traités avec IWBT Y1140, ni aprés la FML, ni cing
mois apres.

Cette inhibition des Brettanomyces par IWBT Y1140 est corrélée
a lI'absence de phénols volatils dans les modalités inoculées avec
IWBT Y1140 (figure 6).

Conclusion

IWBT Y1140, une sélection originale de levure non-Saccharomyces
de I'espéce Suhomyces pyralidee, est une nouvelle solution de bio-
protection spécifique contre les Brettanomyces bruxellensis au cours
des étapes préfermentaires.

Le « facteur d'inhibition de Brettanomyces » Spkt1, produit parYWBT
Y1140 dégrade spécifiquement la paroi cellulaire des Brettanomyces,
réduisant ainsi considérablement leur population.

Des essais menés a la fois a I'échelle laboratoire et en cave confirment

que IWBT Y1140 réduit significati-
vement la production de phénols
volatils, ce qui est essentiel pour
la préservation de la qualité du
vin et I'expression de leur identité.
Les essais menés a ce jour dé-
montrent également |'efficacité
de I'inoculation de IWBT Y1140
a différents stades des étapes
préfermentaires (de la récolte
des raisins au remplissage des
cuves), a une dose minimale
de 5 g pour 100 | de mo(t ou
100 kg de raisin. Son moment
d’application est donc flexible
selon l'itinéraire technique du
vinificateur.

Lutilisation de IWBT Y1140 s'ins-
crit également dans un contexte

de diminution des doses de SO,
et constitue une solution inno-
vante et naturelle pour contro-
ler la contamination par les
Brettanomyces pour améliorer
la préservation de la qualité du
vin. IWBT Y1140 est commercia-
lisée sous le nom commercial
de Level? Salva™ et distribuée
en France par les réseaux I0C
et groupe ICV. |
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