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Les levures
Brettanomyces
peuvent
contaminer
lesvins en
coursde
fermentation
et/ou pendant
I'élevage.

par Claudine Degueurce & Virginie Serpaggi (Service technique d'Inter Rhéne)
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Biofilm de Brettanomyces *

Une élimination

rendue

Le Service technique
d'Inter Rhdne mene un
projet de recherche avec
'Institut universitaire de
la vigne et du vin de Dijon
afin de mieux comprendre
le "mode de vie biofilm"
des Brettanomyces et le
lien avec |a résistance aux
agents de nettoyage.

a levure du genre Brettanomyces,
Lcommunément appelée "Brett" est le

micro-organisme d’altération le plus
retrouvé dans le vin. Brett peut contami-
ner les vins en cours de fermentations et/
ou pendant I'élevage. Capable de survivre
dans des conditions stressantes, notam-
ment en formant un "biofilm’", elle devient
plus difficile a éliminer.
La capacité a former un biofilm est en effet
une stratégie de résistance développée par
certaines levures. Les biofilms sont définis
comme une mince couche de micro-or-
ganismes adhérant a une surface. C’est

plus diffi

sans doute le mode de vie majoritaire des
micro-organismes. De plus, la persistance
des cellules en biofilm sur des surfaces est
démontrée.

Les procédés de désinfection des chais
de vinification sont au cceur de la ges-
tion des contaminations microbiennes.
Actuellement, le procédé le plus couram-
ment utilisé pour nettoyer le matériel de
cuverie consiste a appliquer un mélange
de solutions chimiques diluées contenant
des détergents alcalins et des solutions
acides. Des alternatives écologiques et
efficaces pour lutter contre toutes conta-
minations sont recherchées afin de
réduire ['utilisation de produits chimiques
dans la production du vin.

Dans ce contexte, nous avons comparé
Iimpact de deux méthodes de nettoyages
sur des souches de Brettanomyces dévelop-
pées en biofilm.

Une premiére méthode, celle dite "de
référence’, utilise une solution de soude
caustique moussante et de peroxyde a 5 %.
La deuxiéme méthode permet de tester
une solution alternative 3 base d’acide lac-
tique 5 %. Pour réaliser cette étude, cingq
souches de Brettanomyces d’origines difté-
rentes ont été utilisées. Pour chacune de
ces souches, des biofilms 4gés de quatorze
jours ont été formés sur des coupons en
acier inoxydable dans un milieu nutritif
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adapté a la croissance de la levure. Les
méthodes de désinfection ont ensuite pu
étre testées sur les biofilms formés.

La méthode de référence, efficace
mais pas sur toutes les souches

La technique de nettoyage utilisée en
routine dans la cave expérimentale d’In-
ter Rhone consiste a appliquer une solu-
tion de soude caustique moussante et de
peroxyde d’hydrogéne a 5 %. Les biofilms
ont été traités avec cette solution pendant
15 minutes Les populations sur le cou-
pon ont ensuite été déterminées a la fin
du processus de nettoyage par méthode
de dénombrement classique sur milieu
gélosé pour obtenir la population culti-
vable mais également par cytométrie en
flux pour connaitre la population viable.
Aucune cellule m'a été dénombrée sur le
coupon aprés le traitement pour trois
souches, démontrant ainsi l'efficacité
de la solution chimique sur ces souches.
Cependant, pour les deux autres souches,
des cellules restantes viables ont été
détectées par cytométrie en flux, révélant
lentrée dans un état viable mais non culti-
vable (VBNC). Létat VBNC est une straté-
gie de réponse a un stress dans lequel les
cellules conservent une activité métabo-
lique mais ne peuvent pas se développer
tant que le stress n'est pas levé.
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L'acide lactique,

un produit prometteur
Une procédure alternative de
nettoyage du matériel de chai
dans une approche écologique
a été testée. Les biofilms ont
été traités par une solution
d’acide lactique a 5% pen-
dant 15 minutes et les popu-
lations sur
coupons en
acier inoxy-

Létude montre que toutes les
souches testées, quelle que
soit leur origine, sont capables
de former des biofilms sur de
lacier inoxydable (environ 10
cellules/cm?) apres 14 jours
d’incubation en milieu de
culture. Différents comporte-
ments souche-dépendants en
fonction du
traitement
utilisé ont

dable ont Les résultats été mis en
été détermi- de ['enq“éte évidence.
nées comme montrent une L'une des

décrit pré-
cédemment.
Les résultats
montrent une
réduction
significative
de la popula-
tion de cellules cultivables sur
les coupons d’acier apres le
traitement a P'acide lactique
pour quatre souches sur cing.
Cependant, ce traitement ne
permet pas une élimination
totale des cellules.

réduction significative
de la population de
cellules cultivables.

souches
semble étre
plus tolérante
a lacide lac-
tique quand
deux autres
souches sont

plus tolérantes a la méthode
chimique. En revanche, des
levures en état VBNC font
leur apparition suite a l'ap-
plication de la solution soude
- peroxyde. Cet état est extré-
mement risqué pour la qualité

du vin puisqua la disparition
du stress, ces cellules pourront
reprendre leur croissance et
possiblement engendrer une
altération.

La solution d’acide lactique,
dans les conditions testées,
nest pas suffisante pour

Les Brettanomyces sont capables
de survivre dans des conditions
stressantes, notammenten
formant un biofilm.

éradiquer Brett, mais elle
représente une approche
prometteuse bien que perfec-
tible. De prochaines expéri-
mentations seront mises en
ceuvre pour tester un temps
de contact plus long et une
concentration plus élevée. @
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