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Résumé : 

Les contraintes actuelles et futures liées au 
changement climatique et à l’évolution de la 
demande des consommateurs de vin conduisent 
la profession à envisager l’adoption de nouvelles 
pratiques pour répondre aux défis techniques 
posés par ce contexte : nécessité de garder un 
taux d’alcool constant malgré des moûts de plus 
en plus sucrés, recherche de profils aromatiques 
plus variés, tout en conservant une 
reproductibilité acceptable. 
La conduite de fermentations avec adjonction de 
levures non-Saccharomyces à l’espèce 
Saccharomyces cerevisiae classiquement 
utilisée pour conduire la fermentation alcoolique 
de façon maîtrisée, paraît être une alternative 
intéressante pour atteindre ces objectifs. 
Néanmoins, les nombreuses interactions 
existant entre ces différentes levures restent 
encore mal comprises, ce qui complexifie la 
maîtrise de ces cocultures.  
Un état de l’art a été effectué sur les interactions 
entre levures Saccharomyces et non-
Saccharomyces et leurs conséquences sur les 
caractéristiques du vin obtenu, avec un focus sur 
les méthodologies utilisées pour étudier ces 
interactions. Cette étude bibliographique a 
permis de mettre en évidence une grande 
diversité de résultats selon les études 
considérées, et donc le possible impact des 
conditions de fermentation sur les interactions 
entre levures.  
Les travaux se sont donc orientés sur l’étude de 
l’impact de certaines conditions de fermentation 
sur les interactions entre Saccharomyces 
cerevisiae et Lachancea thermotolerans, une 
levure ayant des intérêts technologiques 
(acidification, composés d’arômes, 
bioprotection). Cette étude est effectuée via une 
approche globale multicritère (dynamique des 
populations, déroulement de la fermentation, 
production de composés d’arômes) s’appuyant 
sur un plan d’expériences.  

Les résultats montrent de multiples impacts des 
paramètres de fermentation, différents selon les 
variables étudiées. Les vitesses de croissance 
des levures sont impactées par la température, 
le ratio d’ensemencement et par une probable 
compétition pour l’azote. La persistance de 
Lachancea thermotolerans est modulée par trois 
facteurs en interaction entre eux : la température, 
le ratio d’ensemencement et l’oxygénation. La 
durée de fermentation est fortement impactée 
par la température. La production d’éthanol est 
influencée à la fois par le ratio d’ensemencement 
et l’oxygénation alors que la production d’acide 
lactique n’est impactée que par le ratio. Pour 
modifier la production de composés d’arômes, la 
température, le ratio d’ensemencement et 
parfois la concentration en azote constituent des 
leviers importants. Ces résultats illustrent la 
complexité de la maîtrise d’une fermentation en 
culture mixte, et la nécessité de trouver le 
meilleur compromis paramétrique permettant 
d’atteindre les objectifs techniques ciblés. 
Afin de contrôler ces cocultures, la maîtrise des 
dynamiques de population constitue donc un 
point clé puisqu’elles impactent à la fois le 
déroulé de la fermentation, les interactions et la 
qualité du vin. Un second axe de travail a donc 
été d’évaluer la possibilité d’utiliser une méthode 
de suivi en continu des populations 
microbiennes, donnant des résultats précis et 
avec le moins de délai possible. La faisabilité 
d’une automatisation de la cytométrie en flux 
dans le domaine œnologique a été validée : cette 
technologie permet de suivre en continu des 
populations bactériennes ou levuriennes, dans 
diverses situations et notamment dans le cadre 
de fermentations en culture mixte.  
Les deux volets de la thèse (impact des 
conditions de fermentation sur les interactions et 
automatisation de la cytométrie en flux) sont 
complémentaires et permettent d’entrevoir un 
pilotage en temps réel des conditions de 
fermentation en culture mixte avec des 
applications en recherche, en contrôle qualité 
voire en cuverie. 
 

 

  



 

Title: Monitoring of mixed culture fermentations 

Keywords: wine, yeasts, interactions, multiparametric, flow cytometry, automation 

Abstract: 

Current and future constraints linked to climate 
change and evolution of wine consumer demand 
are prompting the winemaking industry to 
consider adopting new practices to address the 
technical challenges resulting from this context. 
These challenges include the need to maintain a 
constant alcohol level despite increased sugar 
contents in the must, and to seek a wider 
diversity of aromatic profiles, while maintaining 
acceptable reproducibility. 
Fermentations with addition of non-
Saccharomyces yeasts to the Saccharomyces 
cerevisiae species traditionally used to conduct 
alcoholic fermentation seem to be an interesting 
alternative to achieve these objectives. However, 
the numerous interactions between these 
different yeasts are still poorly understood, which 
complicates the control of these cocultures. 
A state-of-the-art review of the interactions 
occurring between Saccharomyces and non-
Saccharomyces yeasts and their consequences 
on the characteristics of the resulting wine was 
conducted, with a specific focus on the 
methodologies used to study these interactions. 
This review pointed out the existence of a great 
diversity of results depending on the studies 
considered, and thus to a possible impact of 
fermentation conditions on the interactions 
between yeasts. 
This study therefore focused on studying the 
impact of selected fermentation conditions on 
interactions between Saccharomyces cerevisiae 
and Lachancea thermotolerans, a yeast with 
technological interests (acidification, aroma 
compounds, bioprotection). This study was 
carried out using a multi-criteria approach 
(population dynamics, fermentation progress, 
production of aroma compounds) based on an 
experimental design. 
 

The results show multiple impacts of the 
fermentation parameters, which differ depending 
on the variables studied. Yeast growth rates 
were affected by temperature, inoculation ratio 
and by a probable competition for nitrogen. The 
persistence of Lachancea thermotolerans was 
modulated by three interacting factors: 
temperature, inoculation ratio and oxygenation. 
The duration of fermentation is strongly affected 
by temperature. Ethanol production is influenced 
by both inoculation ratio and oxygenation, 
whereas lactic acid production is only affected by 
the ratio. To modify the production of aroma 
compounds, temperature, inoculation ratio and in 
some cases nitrogen concentration constitute 
significant levers. These results illustrate the 
complexity of controlling fermentation in mixed 
cultures, and the necessity to find the best 
parametric compromise to achieve the targeted 
technical objectives. 
In order to control these cocultures, the control of 
population dynamics is therefore a key point, as 
they impact both the fermentation process, 
microbial interactions and wine quality. A second 
line of work therefore aimed to evaluate the 
possibility of using a method of continuous 
monitoring of microbial populations, giving 
precise results with the least possible delay. The 
feasibility of automating flow cytometry in the 
oenological field was validated: this technology 
makes it possible to continuously monitor 
bacterial or yeast populations in various 
situations, particularly in the context of mixed 
culture fermentations. 
The two parts of the thesis (impact of 
fermentation conditions on interactions and 
automation of flow cytometry) are 
complementary, and allow to envision real-time 
control of fermentation conditions in mixed 
cultures, with future applications in research, 
quality control and even in the cellar. 
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Introduction 
 

 

Le vin demeure aujourd’hui un produit occupant une place centrale dans la gastronomie mondiale et 

tout particulièrement française. Son procédé de fabrication, s’il est né il y a plusieurs millénaires d’une 

nécessité de conservation du raisin (McGovern et al., 2017), s’est peu à peu complexifié à mesure que 

le vin évoluait au-delà de sa nature de produit de subsistance pour devenir un produit élaboré, à la 

portée de plus en plus gastronomique et culturelle. Cette transformation du raisin implique de multiples 

étapes techniques successives, qui s’étendent de la récolte des grappes à la mise en bouteille finale. 

Tout au long de ce procédé, la flore microbienne est omniprésente, soit en tant qu’alliée lorsqu’elle 

apporte saveurs et complexité au vin obtenu (fermentation malolactique, élevage sur lies), soit en tant 

que menace pour la qualité organoleptique du vin (Brettanomyces bruxellensis, bactéries acétiques). 

Mais les microorganismes constituent avant tout l’outil central au cœur de ce procédé d’élaboration, via 

les levures qui transforment, lors de la fermentation alcoolique, le moût de raisin fraîchement pressé en 

vin. 

L’étape clé du procédé de fabrication du vin est en effet cette fermentation alcoolique, au cours de 

laquelle les sucres présents dans le moût (glucose et fructose) sont convertis par des levures en éthanol 

et dioxyde de carbone. Cette biotransformation, d’une durée de 10 à 15 jours, s’accompagne de la 

production d’autres métabolites qui contribuent à la qualité organoleptique du vin : glycérol, acides, 

composés d’arômes (alcools, esters, aldéhydes, cétones, thiols, terpènes…). Ces composés volatils 

proviennent directement du raisin, mais aussi et surtout de la libération d’arômes variétaux à partir de 

précurseurs et de la synthèse d’arômes fermentaires, via l’équipement enzymatique des levures. Le vin 

final est composé à 85-90 % d’eau, avec 10-15 % d’éthanol, 0.4-1.0 % de glycérol, 0.5-1.5 % d’acides 

organiques et 1 % de composés d’arômes (Swiegers & Pretorius, 2005), un équilibre précis entre tous 

ces composés définissant la qualité organoleptique du vin. 

En vinification traditionnelle, la fermentation alcoolique démarre de manière spontanée et est effectuée 

par la flore microbienne issue des baies de raisin, mais aussi par les microorganismes présents dans 

l’environnement de vinification et sur les équipements utilisés. Ce consortium microbien, constitué 

essentiellement de levures non-Saccharomyces, contribue à l’obtention d’un vin avec une richesse 

aromatique importante, caractéristique généralement recherchée par le consommateur. La levure 

Saccharomyces cerevisiae, initialement présente en très faible quantité dans le moût, se développe 

plus rapidement que les autres microorganismes, et devient par conséquent au cours du processus de 

fermentation la principale levure présente dans le milieu (Fleet, 2003). Ces dynamiques de population 

particulières sont nécessaires pour la fermentation complète des sucres du moût, les levures non-

Saccharomyces n’étant pas ou peu capables de se développer à des niveaux élevés d’éthanol (Borren 

& Tian, 2020). En revanche, la qualité sensorielle est difficilement reproductible et contrôlable, 

puisqu’elle dépend en grande partie de la flore naturelle présente sur les baies. De plus, en fonction 

des dynamiques de population du consortium, des déroulements non souhaités de la fermentation 

peuvent avoir lieu : fermentations languissantes voire stoppées si Saccharomyces cerevisiae ne 

s’implante pas correctement dans le milieu, voire développement de microorganismes d’altération 

affectant la qualité finale du vin obtenu (arômes indésirables, acidification) (Mas & Portillo, 2022). 

 

Afin de mieux maîtriser la fermentation et la production des métabolites impactant la qualité sensorielle, 

la profession pratique l’ensemencement du moût avec des levures connues (“starter” de fermentation à 
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base de levures sèches actives). Ce starter permet d’assurer un démarrage rapide de la fermentation 

et la complétion de celle-ci, ainsi que d’éviter le développement de microorganismes indésirables. En 

revanche, pour des questions de reproductibilité, ces starters ne sont généralement constitués que 

d’une seule souche de levure Saccharomyces cerevisiae. 

 

Or, la profession doit actuellement répondre à de nouvelles attentes du consommateur qui recherche 

des vins moins riches en alcool (à la fois par intérêt sensoriel et pour des préoccupations de santé) et 

des caractéristiques sensorielles différentes : plus de rondeur, plus de notes fruitées ou encore une 

diversité aromatique plus importante (Goold et al., 2017). La demande du consommateur s'oriente 

également de plus en plus vers des vins qui, de la vigne au procédé de fabrication, s’inscrivent dans 

une démarche de durabilité (Pomarici & Vecchio, 2019) : diminution des intrants, procédés écologiques 

et durables, diminution des additifs notamment pour lutter contre l’oxydation et le développement 

microbien. L’évolution du climat engendre également de nouvelles problématiques, puisque 

l’augmentation de température conduit à des raisins contenant plus de sucres et moins d’acide malique, 

d’où des vins plus concentrés en alcool et moins acides à procédé identique, ce qui risque de 

déséquilibrer leurs caractéristiques sensorielles (Querol et al., 2018).  

 

Afin de répondre à ces problématiques, la maîtrise d’une fermentation mixte alliant Saccharomyces 

cerevisiae à des levures non-Saccharomyces apparaît comme une alternative intéressante et fait donc 

actuellement l’objet de nombreux travaux de recherche (Englezos et al., 2022; Romani et al., 2020; 

Roudil et al., 2020). En effet, ces levures comportent pour certaines des atouts techniques 

importants : modulation du profil aromatique des vins (Englezos et al., 2022; Padilla et al., 2016), faible 

rendement en éthanol ou acidification du moût (permettant de compenser la sucrosité supérieure liée 

au réchauffement climatique) (Vicente et al., 2022), ou encore bioprotection pour limiter le 

développement de flores d’altération (Brettanomyces bruxellensis par exemple) (Simonin et al., 2018). 

Néanmoins, ces fermentations mixtes s’avèrent complexes à maîtriser du fait de l’existence de 

nombreuses interactions entre les levures non-Saccharomyces et S. cerevisiae. Ces interactions 

impactent non seulement les dynamiques de population, mais aussi la biotransformation du moût et 

donc la qualité du vin. Ces interactions multiples et complexes rendent difficiles la prévision du 

déroulement de la fermentation et la reproductibilité de telles cocultures (Comitini et al., 2021; Englezos 

et al., 2022). 

 

L'objectif final de ces travaux de thèse est de maîtriser et contrôler ces fermentations en culture mixte. 

Leur maîtrise passe nécessairement par leur compréhension et demande donc d’approfondir nos 

connaissances fondamentales sur leur fonctionnement et notamment les interactions qui s’y déroulent. 

L’application de cette maîtrise à des cas concrets de contrôle, en laboratoire puis en cave, nécessite 

également d’identifier des métriques à surveiller ainsi que des leviers d’action. Ceux-ci sont essentiels, 

à la fois pour prévoir le déroulement de ces fermentations et pour les orienter, soit de manière anticipée, 

soit en temps réel. Le développement de nouvelles technologies et méthodologies d’analyse peut en 

outre permettre d’améliorer la précision et la justesse de mesure des métriques identifiées, et par 

conséquent affiner l’usage subséquent des leviers d’action. La problématique est donc double : d’une 

part, améliorer la compréhension des interactions à l'œuvre, afin d’identifier les facteurs impactant le 

plus le déroulement des fermentations en culture mixte (et donc les plus susceptibles d’être utilisables 

comme leviers d’action pour contrôler celles-ci) et, d’autre part, évaluer la possibilité de suivre plus 

précisément et de façon automatisée les populations de levure, afin de pouvoir agir sur elles à l’avenir 

en modulant les facteurs les plus impactants.  
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Devant la complexité des interactions impliquées dans les fermentations mixtes, une attention 

particulière doit être apportée à la méthodologie mise en œuvre lors de la réalisation d’expérimentations 

visant à mieux comprendre ces interactions.  

La démarche a donc été la suivante. Dans un premier temps, un état de l’art a été réalisé, focalisé sur 

les interactions entre levures non-Saccharomyces et S. cerevisiae, les méthodologies utilisées pour les 

étudier, et les impacts de ces interactions sur la modification du milieu. Cette analyse de l’existant a fait 

l’objet, dans le cadre de ces travaux de thèse, d’une revue bibliographique centrée sur la partie 

méthodologie (Bordet et al., 2020). Elle a notamment permis de mettre en évidence les résultats parfois 

contradictoires des nombreux travaux de recherche menés sur les fermentations mixtes, qui pourraient 

être expliqués par des modes opératoires et des milieux utilisés différents selon les équipes. Ces études 

sont, de plus, souvent monofactorielles, ce qui limite les comparaisons possibles entre les paramètres 

de fermentation étudiés. 

Afin d’étudier les interactions en fermentation mixte, il apparaît donc nécessaire dans un second temps 

d’aborder la problématique avec une méthodologie qui permettra à la fois de standardiser les conditions 

d’étude et d’avoir une approche globale via une étude plurifactorielle. La deuxième partie de ce 

manuscrit est donc dédiée à ces travaux, qui se sont focalisés sur les fermentations mixtes avec le 

couple Saccharomyces cerevisiae / Lachancea thermotolerans qui présente des intérêts technologiques 

particuliers. Après une première étape de définition des paramètres de fermentation à étudier, un plan 

expérimental multifactoriel a été mis en place et a permis d’évaluer de façon simultanée l’impact de 

différents paramètres de fermentation (ratio d’ensemencement, composition en azote du milieu de 

culture, oxygénation du moût, température de fermentation) sur la fermentation mixte, à la fois sur 

l’aspect dynamique des populations et sur celui de la composition du milieu. Les résultats ont fait l’objet 

d’un article (Joran et al., 2022). Ces travaux ont ensuite été poursuivis à la fois par un deuxième plan 

expérimental complémentaire qui a permis de consolider les résultats du premier et de mettre en 

évidence des interactions entre facteurs, et par une approche sensorielle des caractéristiques des vins 

synthétiques obtenus. Ces études montrent l’importance de certains paramètres de fermentation, 

notamment le ratio d’ensemencement et la température, sur les interactions et les conséquences sur le 

produit. 

 

En outre, si l’on souhaite maîtriser la conduite d’une fermentation mixte, et à l’avenir agir en modulant 

les paramètres de fermentation, il apparaît nécessaire d’améliorer les procédés d’analyse existants afin 

d’assurer un meilleur suivi des populations levuriennes. En effet, le suivi actuel des populations 

microbienne, que ce soit par méthode culturale ou par cytométrie en flux, reste encore aujourd’hui limité 

dans sa fréquence et son amplitude de mesure par la nécessité pour les chercheurs d’être présents et 

d’effectuer eux-mêmes prélèvements, dilutions, marquages, et lancement de la mesure. Cette limitation 

de la fréquence par l’aspect chronophage de l’analyse de populations microbiennes constitue un 

obstacle important à l’obtention de courbes de croissance détaillées, et par conséquent à la mesure des 

métriques en découlant (phase de latence, vitesse maximale de croissance), pourtant essentielles pour 

l’étude des interactions et la maîtrise des dynamiques de population en culture mixte. C’est pourquoi la 

troisième partie de ce manuscrit est dédiée à une étude de faisabilité sur l’utilisation d’un système 

automatisé de cytométrie en flux pour contrôler les populations microbiennes, et ce dans différents 

contextes œnologiques. Ces travaux ont fait l’objet d’une publication soumise dans le journal OENO 

One. 
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1. Les cultures mixtes, un lieu d’interactions complexe à 

étudier et à contrôler : état de l’art 
 

1.1. Une grande diversité de non-Saccharomyces 

d’intérêt œnologique 

 

La microflore naturelle du raisin est dépendante de différents facteurs (variété, conditions climatiques, 

pratiques culturales, état des grains), mais est essentiellement constituée de levures non-

Saccharomyces appartenant à une grande diversité d’espèces (Querol et al., 2018). Longtemps 

considérées comme des microorganismes indésirables, pouvant être à l’origine de défauts des vins, les 

levures non-Saccharomyces se révèlent être des acteurs clés pour l’obtention de vins de qualité. 

L’intérêt œnologique de certaines a en effet été étudié et démontré au fil du temps et des études 

réalisées sur le sujet. Elles appartiennent aux genres suivants : Torulaspora, Candida, Hanseniaspora, 

Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Lachancea et Pichia (Jolly et al., 2014). Leur prévalence 

sur les grains de raisin est variable : Hanseniaspora spp. et Starmerella bacillaris sont présentes en 

grande quantité, Metschnikowia pulcherrima et Wickerhamomyces anomalus sont assez abondantes, 

alors que d’autres sont présentes en faible quantité (Lachancea thermotolerans, Torulaspora 

delbrueckii, Pichia kluyveri, Schizosaccharomyces pombe). Ces levures présentent également des 

tolérances à l’éthanol variées (3 à 14 % v/v) qui laissent présager des capacités de persistance 

différentes au cours de la fermentation alcoolique (Borren & Tian, 2020).  

 

Différents intérêts technologiques de ces levures non-Saccharomyces ont été mis en évidence dans la 

littérature, en premier lieu en culture simple, mais aussi en coculture avec S. cerevisiae. 

Tout d’abord, la possibilité d’obtenir un vin moins concentré en éthanol est un point clé motivant les 

recherches, puisque la maîtrise de la production d’alcool au cours de la fermentation permettrait 

d’atténuer l’impact du climat (augmentation du titre alcoométrique de 1 % (v/v) tous les 10 ans), mais 

aussi de répondre à la demande du consommateur (moins d’alcool pour des raisons de santé ou pour 

des raisons sensorielles, l’alcool en trop forte quantité masquant la perception des notes fruitées et 

déséquilibrant le ressenti sensoriel) (Ciani et al., 2016; Gonzalez et al., 2021).  

La concentration en éthanol inférieure obtenue lors d’une fermentation mixte avec des levures non-

Saccharomyces par rapport à une culture pure de S. cerevisiae peut être liée à plusieurs phénomènes 

: un rendement plus faible en éthanol, une efficacité de fermentation plus faible, ainsi qu’un métabolisme 

respiro-fermentaire plus important chez les levures non-Saccharomyces (Romani et al., 2020). En effet, 

certaines levures non-Saccharomyces ont un rendement intrinsèque en éthanol plus faible que S. 

cerevisiae, pouvant être expliqué par l’implication de voies métaboliques différentes conduisant à des 

composés secondaires autres que l’éthanol (Ciani et al., 2016; Gobbi et al., 2014). Dans des conditions 

classiques de fermentation, S. cerevisiae transforme 60 % des sucres en éthanol, 30 % en dioxyde de 

carbone et le reste en biomasse et métabolites divers (Gonzalez et al., 2021). Le rendement sucre / 

éthanol de S. cerevisiae est globalement stable quelles que soient les conditions, et supérieur à celui 

des levures non-Saccharomyces (Ciani et al., 2016; Contreras et al., 2015). Pour ces dernières, une 

variabilité du rendement est observée selon l’espèce mais également selon la souche (Gobbi et al., 

2014). 

En outre, S. cerevisiae a la particularité, dans des milieux riches en sucres comme le moût de raisin, 

d’utiliser la fermentation comme principale voie métabolique (avec production d’éthanol), même en 

présence d’oxygène (effet Crabtree). Cet effet est moins important voire inexistant chez les autres 
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levures qui, en conditions aérobies, dégradent les sucres par oxydation via la respiration (Ciani et al., 

2016; Gonzalez et al., 2013; Williams et al., 2015). L’équilibre entre métabolisme respiratoire et 

fermentaire et les conséquences sur la production d’autres métabolites que l’éthanol dépendent chez 

les non-Saccharomyces de l’espèce, de la souche et des conditions environnementales (Ciani et al., 

2016). L’implication plus importante de la respiration et la capacité à produire d’autres composés que 

l’éthanol sont mises à profit dans des fermentations mixtes non-Saccharomyces / S. cerevisiae pour 

obtenir une réduction de l’éthanol de 1 à 4 % (v/v) (Ciani et al., 2016; J. Varela & Varela, 2019). 

Cette diminution de la production d’éthanol peut également résulter d’un métabolisme du carbone 

différent, avec une déviation vers la production de glycérol à la place de l’éthanol. À concentration 

élevée, ce composé peut avoir un impact sur le caractère doux, sucré du vin mais assez peu sur sa 

viscosité (Goold et al., 2017). Une augmentation de la production de glycérol est souvent observée dans 

des fermentations mixtes en présence de levures non-Saccharomyces par rapport à une fermentation 

avec S. cerevisiae seule (Borren & Tian, 2020; Ciani & Comitini, 2015). 

 

Les cultures mixtes entre S. cerevisiae et les levures non-Saccharomyces ont montré également leur 

intérêt pour moduler la production d’acides organiques. Elles permettent le plus souvent d’augmenter 

l’acidité totale via la production d’acides organiques spécifiques, comme les acides lactique, succinique, 

pyruvique (Vicente et al., 2022), qui ont un impact généralement positif au niveau sensoriel et permettent 

une meilleure conservation, tout en limitant la production d’acide acétique, qui a un impact sensoriel 

généralement négatif (Ciani & Comitini, 2015). 

Les levures non-Saccharomyces produisent des enzymes impliquées dans la formation de composés 

d’arômes et pouvant être différentes de celles produites par S. cerevisiae. Cet équipement enzymatique 

peut donc permettre, à travers l’usage de ces levures, de moduler le profil aromatique des vins (Borren 

& Tian, 2020; Padilla et al., 2016). Ces enzymes extracellulaires sont très diverses : alcool 

déshydrogénase transformant les acides aminés en alcools supérieurs, estérases conduisant à la 

production d’esters, décarboxylases permettant la formation d’acides gras volatils, glycosidase 

conduisant aux terpènes (Borren & Tian, 2020). Les non-Saccharomyces sont donc susceptibles de 

produire des composés d’arômes variés et en particulier des alcools supérieurs à note fruitée, des esters 

à note fruitée ou florale, des terpènes à note fleurie, mais aussi des acides gras à odeur moins agréable 

(rance, vinaigre) (Borren & Tian, 2020; Mateo & Maicas, 2016). Les levures non-Saccharomyces sont 

également capables, grâce à leur équipement enzymatique (et notamment la β-glucosidase), de libérer 

des arômes liés à des sucres et présents dans le moût : la libération de terpènes, de thiols volatils ainsi 

réalisée est particulièrement importante pour le profil aromatique du vin (Mateo & Maicas, 2016; C. 

Varela, 2016; Zott et al., 2011). En outre, les non-Saccharomyces sont susceptibles d’augmenter la 

concentration en polysaccharides du vin, notamment en libérant des mannoprotéines. Ces 

polysaccharides ont une influence positive sur la qualité organoleptique du vin en augmentant sa 

viscosité (Domizio et al., 2014; Mateo & Maicas, 2016). 

Certaines levures non-Saccharomyces ont également la faculté de contribuer à l’intensité et à la stabilité 

de la couleur du vin rouge. Cette contribution passe par l’acidification du milieu (notamment par 

Lachancea thermotolerans), et plus particulièrement par la production d’acide pyruvique qui permet la 

formation de composés colorés stables. La production de cet acide a notamment été identifiée chez 

Schizosaccharomyces pombe et Starmerella bacillaris (Benito et al., 2019; S. Benito, 2020; Englezos 

et al., 2018; Morata, Escott, et al., 2019; Romani et al., 2020). 

Les levures non-Saccharomyces ont donc de multiples utilités pour améliorer la qualité organoleptique 

globale du vin : diminution de l’éthanol, obtention de profils aromatiques différents, ou encore 

participation à un équilibre acidité / arôme. Néanmoins, certains auteurs relatent la production d’arômes 

indésirables, impactant négativement le profil sensoriel du vin, lorsque les levures non-Saccharomyces 
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étudiées persistent au cours de la fermentation dans certaines conditions, comme une oxygénation trop 

importante (Tronchoni et al., 2018). Cette possibilité d’un impact négatif sur la sensorialité du vin 

souligne l’importance de maîtriser les fermentations impliquant des non-Saccharomyces.  

 

Par ailleurs, un autre atout de certaines levures non-Saccharomyces est leur capacité de bioprotection. 

Ainsi Lachancea thermotolerans est par exemple capable, via la production d’acide lactique, de 

composés organiques volatils comme le phényléthanol, ou d’autres composés toxiques, de diminuer la 

croissance voire de réduire la population de certaines levures ou champignons filamenteux (Gianvito et 

al., 2022). En réduisant les risques de développement de flores d’altération (Brettanomyces bruxellensis 

notamment) et de production de mycotoxines, l’utilisation de non-Saccharomyces peut donc à l’avenir 

conduire à des vins de meilleure qualité microbiologique sans recourir à l’utilisation de SO2, ou du moins 

en réduire la quantité nécessaire, comme cela a été montré avec Torulaspora delbrueckii (Simonin et 

al., 2018) ou testé avec Lachancea thermotolerans (Nally et al., 2018; Rubio-Bretón et al., 2018). 

 

Les levures non-Saccharomyces présentent donc une grande diversité d’intérêts 

technologiques : réduction du taux d’éthanol final, amélioration des qualités organoleptiques du vin 

obtenu et bio-protection contre les flores d’altération. Cependant, leur tolérance à l'éthanol, 

généralement bien plus faible que celle de S. cerevisiae, empêche leur utilisation en culture pure pour 

la fermentation alcoolique du vin. Afin de bénéficier à la fois des avantages potentiels des non-

Saccharomyces listés ci-dessus et de la capacité fermentaire élevée de Saccharomyces, il apparaît 

donc essentiel de procéder à des fermentations en culture mixte associant S. cerevisiae à une (ou 

plusieurs) non-Saccharomyces. 

 

 

Cependant, la mise en place de ces cultures mixtes soulève des problématiques techniques spécifiques, 

notamment en termes de fiabilité et de reproductibilité. En effet, la gestion de plusieurs levures 

différentes dans une même culture demande non seulement d’anticiper leurs éventuels besoins 

spécifiques en termes de nutriments (Roca-Mesa et al., 2020), mais également de prendre en compte 

d’éventuelles interactions entre les levures choisies. Or, des interactions entre S. cerevisiae et les non-

Saccharomyces avec un intérêt œnologique potentiel ont déjà été mises en évidence lors de 

fermentations en culture mixte (Zilelidou & Nisiotou, 2021). Ces interactions compliquent naturellement 

les dynamiques de population à l'œuvre et par conséquent la maîtrise de celles-ci. La simple présence 

de ces interactions au sein des cultures mixtes, mais aussi leur diversité et leur variabilité, rendent donc 

essentielle leur compréhension afin de pouvoir anticiper et moduler les dynamiques de population au 

sein d’une fermentation en culture mixte (Bagheri et al., 2020). 
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1.2. Interactions entre Saccharomyces cerevisiae et 

levures non-Saccharomyces 

 

Les interactions entre S. cerevisiae (Sc) et les levures non-Saccharomyces (N.S.), comme toutes les 

interactions microbiennes, peuvent être classées dans différentes catégories selon l’impact qu’elles 

produisent sur les deux espèces concernées (Figure 1). Ainsi, différents phénomènes peuvent être 

observés au cours d’une culture mixte : compétition, mutualisme, commensalisme ou amensalisme 

(Zilelidou & Nisiotou, 2021). Les cas de parasitisme (non représenté sur la figure 1) sont, dans les 

systèmes fermentaires, difficilement distinguables des cas d'amensalisme, l’impact positif pour la levure 

“parasite” étant souvent difficile à identifier comme une résultante directe de l’impact négatif qu’elle 

exerce sur la levure “hôte” (Winters et al., 2019). 

 

 

 

Figure 1. Types d’interactions entre levures au cours d’une fermentation alcoolique  

 

 

1.2.1. Mise en évidence de l’existence d’interactions 

Saccharomyces / non-Saccharomyces 

 

Les interactions entre S. cerevisiae et les différentes non-Saccharomyces utilisées en œnologie ont pu 

être mises en évidence dans les études existantes à travers leurs impacts sur différents aspects de la 

fermentation. 

 

En premier lieu, les interactions entre Saccharomyces et non-Saccharomyces en contexte fermentaire 

sont observables directement via l’étude des dynamiques de population au cours de la fermentation 

alcoolique. 

En effet, avant même de s’intéresser au cas des starters microbiens, l’étude des fermentations 

spontanées obtenues à partir de moûts de raisins pressés et non-ensemencés manuellement par une 

ou plusieurs souches exogènes permet de montrer que des dynamiques de population complexes sont 

à l’œuvre et dépendent des interactions existant entre les levures présentes. Toutes les études réalisées 

sur ce sujet observent une présence importante des non-Saccharomyces en début de fermentation, 

puis celles-ci sont peu à peu supplantées par S. cerevisiae au fur et à mesure que le processus de 
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fermentation progresse (Bagheri et al., 2020; Harlé et al., 2018; Mateo & Maicas, 2016; Sgouros et al., 

2018; Zott et al., 2008, 2011). 

Ces résultats, et avec eux l’hypothèse de l’existence d’interactions entre levures dans ces conditions 

fermentaires, sont confirmés par d’autres études effectuées en conditions plus standardisées, qui 

impliquent cette fois des cultures mixtes avec ensemencement de consortiums plus simples (Zilelidou 

& Nisiotou, 2021). Des différences concrètes entre les cinétiques de croissance des levures étudiées 

en culture pure ou en culture mixte ont également pu être observées, allant d’une phase de latence 

modifiée (Brou et al., 2018) à un phénomène de mort cellulaire (Englezos et al., 2019), en passant par 

une inhibition de la croissance de l’une des levures (Comitini et al., 2011).  

 

Outre leur impact sur les dynamiques de population, les interactions entre levures au cours de la 

fermentation peuvent également être révélées par l’étude de leurs métabolismes. 

Ainsi, de multiples études ont pu mettre en évidence une production de métabolites différente en culture 

mixte Sc / N.S. par comparaison aux cultures pures correspondantes (Gustafsson et al., 2016; 

Petitgonnet et al., 2019; Roullier-Gall et al., 2022; Sadoudi et al., 2012, 2017). Cette modification 

métabolique se traduit souvent par une inhibition, par une des deux levures, de la production de certains 

métabolites chez l’autre levure étudiée. Plus encore, certaines études ont pu aller jusqu’à mettre en 

évidence l’inhibition de l’expression de certains gènes chez S. cerevisiae lorsque cultivée en présence 

de Starmerella bombicola (Milanovic et al., 2012) ou Metschnikowia pulcherrima (Mencher et al., 2021). 

À l’inverse, des effets de synergie peuvent parfois être observés entre deux souches, avec par exemple 

une production de glycérol ou de certains composés d’arômes plus importante lors d’une coculture que 

dans les cultures pures des deux espèces (Gobbi et al., 2013; Morales et al., 2019; Shekhawat et al., 

2017).  

 

Il est à noter que l’existence et le type d’interactions observées varient selon l’étude, parfois au sein 

d’une même étude étudiant plusieurs couples Sc / N.S., et semblent donc, au vu de l’état de l’art, à la 

fois espèce et souche-dépendants (Bagheri et al., 2017, 2018; Mateo & Maicas, 2016). Il apparaît donc 

important de s’intéresser aux mécanismes qui sous-tendent ces interactions afin de mieux comprendre 

comment elles impactent à la fois le développement des levures œnologiques et leur métabolisme. 

 

1.2.2. Mécanismes d’interactions 

 

De nombreux mécanismes différents ont été mis en évidence dans la littérature comme étant à l'œuvre 

lors des interactions Saccharomyces / non-Saccharomyces pendant une fermentation alcoolique. Ces 

mécanismes sont de types très variés, allant d’interactions très indirectes (avantage adaptatif, 

compétition pour les nutriments) à des interactions plus directes comme le quorum sensing ou le contact 

cellulaire (Zilelidou & Nisiotou, 2021). 

 

Adaptation à l’environnement 

 

S. cerevisiae est mieux adaptée que les levures non-Saccharomyces à la survie en milieu stressant que 

constitue le moût de raisin (forte concentration en sucre en début de fermentation puis milieu épuisé en 

nutriments, acidité, faible quantité d’oxygène, présence de SO2 et présence d’éthanol en fin de 

fermentation). La plus forte sensibilité des non-Saccharomyces à ces conditions particulières se traduit 

par une diminution plus rapide de leur population que celle de S. cerevisiae, qui devient la population 

dominante (Alonso-del-Real et al., 2017; Ciani & Comitini, 2015). Parmi les paramètres 
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environnementaux observés comme pouvant exercer une pression de sélection sur le consortium 

microbien, on peut ainsi trouver le taux d’éthanol (Pina et al., 2004), la disponibilité de l’oxygène (Holm 

Hansen et al., 2001), ou encore la température (Goddard, 2008). 

 

Néanmoins, la résistance au milieu stressant varie ici aussi selon l’espèce étudiée : les levures 

Lachancea thermotolerans, Lachancea fermentati et Schizosaccharomyces pombe sont notamment 

citées comme faisant partie des espèces les plus résistantes à la pression osmotique, à la présence 

d’éthanol et à l’acidité (García et al., 2021). 

 

Compétition pour les nutriments 

 

Lors d’une culture avec plusieurs types de levures, une compétition pour les nutriments peut s’instaurer 

du fait de vitesses de consommation et d’efficacité de transformation différentes selon les espèces en 

présence, entraînant alors un développement plus important de l’une des souches. Cette compétition 

peut être augmentée du fait de réactions induites par la présence d’autres microorganismes : sécrétion 

de molécules qui vont empêcher l’assimilation de nutriments par les autres, augmentation de la vitesse 

de consommation de certains substrats (sucres, composés azotés…) (Gianvito et al., 2022; Harlé et al., 

2018). En effet, des analyses transcriptomiques permettent de montrer qu’une culture mixte entraîne 

des modifications de l’expression des gènes des deux espèces en présence, avec une réponse 

spécifique de chacune d’elles (modification du métabolisme du carbone, de l’azote, de l’absorption 

d’ions métalliques, du stérol) (Shekhawat et al., 2019). La protéine Hsp12 semble jouer un rôle dans la 

communication intercellulaire et servir de signal pour activer les réponses au stress induit par la 

coculture. Le gène codant pour cette protéine a été observé comme surexprimé dans les premières 

heures d’une coculture entre S. cerevisiae et T. delbrueckii, et cela dans les deux levures, avec comme 

conséquence une stimulation de l’activité métabolique (glycolyse, métabolisme de l’azote) et une 

accélération de la consommation des substrats. La réponse de T. delbrueckii intervenant quelques 

heures plus tard que celle de S. cerevisiae, un phénomène de compétition pour les substrats pourra 

avoir un effet négatif sur sa croissance (Curiel et al., 2017; Tempère et al., 2018; Tronchoni et al., 2017).  

Ces phénomènes de compétition pour les nutriments peuvent avoir des conséquences concrètes sur le 

déroulé des fermentations. Ainsi, la diminution de la disponibilité en azote du fait d’une consommation 

rapide en début de fermentation par des levures non-Saccharomyces, peut entraîner des fermentations 

languissantes ou stoppées, voire compromettre la croissance de S. cerevisiae si le ratio 

d’ensemencement S. cerevisiae / non-Saccharomyces est en faveur des non-Saccharomyces (Medina 

et al., 2012). En effet, S. cerevisiae n’a plus suffisamment de sources azotées pour conduire la 

fermentation (celle-ci nécessitant plus d’azote que d’autres voies métaboliques comme l’oxydation, 

comme suggéré par une étude génomique (Backhus et al., 2001)). L’ajout d’azote et de vitamines 

permet d’améliorer la fermentation, montrant également une compétition entre non-Saccharomyces et 

S. cerevisiae pour les vitamines ou mettant en évidence un effet de synergie entre azote et vitamines 

pour la croissance des levures (Medina et al., 2012).  

 

Si les levures sont en général en compétition pour des nutriments, avec un effet négatif sur la croissance 

d’une espèce, la situation peut également s’inverser au cours de la fermentation et se rapprocher d’une 

situation de commensalisme. Ainsi, en se développant en début de fermentation, les non-

Saccharomyces consomment rapidement les acides aminés et vitamines, qui ne sont plus disponibles 

pour S. cerevisiae. Mais leur activité protéolytique peut également permettre d’enrichir le milieu en 

azote, disponible pour S. cerevisiae (Ciani & Comitini, 2015). 
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Composés toxiques 

 

Au cours de la fermentation, différents métabolites sont produits par le consortium de levures 

(Saccharomyces et non-Saccharomyces) présent au sein du moût. Ces métabolites peuvent inhiber la 

croissance, voire entraîner la mort de certaines espèces de levures. Parmi ces métabolites se trouvent 

les composés contribuant à la qualité sensorielle du vin (alcools, acides) mais aussi des molécules avec 

un rôle toxique particulier (comme les peptides antimicrobiens).  

Le principal composé toxique produit est bien sûr l’éthanol, vis-à-vis duquel les levures non-

Saccharomyces semblent plus sensibles comme évoqué plus haut. Des effets toxiques sont observés 

dès 3 % (Borren & Tian, 2020). L’effet Crabtree, en inhibant le métabolisme respiratoire favorise les 

voies métaboliques fermentaires, et permet donc à S. cerevisiae d’utiliser en condition aérobie comme 

anaérobie les sucres pour produire de l’éthanol et du dioxyde de carbone. Ces composés inhibent la 

croissance des non-Saccharomyces, et confèrent ainsi à S. cerevisiae un avantage adaptatif sur celles-

ci. 

Les alcools supérieurs cycliques, les acides gras à chaîne moyenne et les acides organiques (par 

exemple, l’acide acétique) peuvent également avoir un effet toxique ou inhibiteur sur les levures (Ciani 

& Comitini, 2015). Les composés volatils tels que le phényléthanol peuvent également jouer un rôle 

dans les interactions entre levures (Gianvito et al., 2022). 

Un autre type de mécanisme lié à des composés toxiques est la production par une souche de peptides 

antimicrobiens, qui entraînent la mort des autres levures présentes dans le milieu, via 

l’endommagement de la membrane et/ou la modification du pH intracellulaire, mais avec des effets 

souche-dépendants (Branco et al., 2014, 2015, 2018; Branco, Francisco, et al., 2017; Branco, 

Kemsawasd, et al., 2017). S. cerevisiae est connue pour inhiber via ce mécanisme certaines non-

Saccharomyces (Albergaria et al., 2010; Albergaria & Arneborg, 2016; Pereznevado et al., 2006), mais 

certaines non-Saccharomyces sont également capables de synthétiser des peptides avec un impact 

sur d’autres levures et notamment la levure indésirable Brettanomyces bruxellensis (Ciani & Comitini, 

2015; Escott et al., 2017). La production de protéines dites “killer”, létales pour des microorganismes 

qui y sont sensibles, est également rapportée, à la fois chez S. cerevisiae et les non-Saccharomyces 

(Gianvito et al., 2022). 

 

Quorum sensing 

 

Une communication intercellulaire via des molécules signal a été mise en évidence dans des cultures 

mixtes de levures. Ce phénomène, appelé quorum sensing, se traduit par la production, par une cellule, 

de métabolites dans le milieu, qui, à partir d’une certaine concentration (“quorum”), se lient à des 

récepteurs d’autres cellules, entraînant une modification de l’expression des gènes chez celles-ci 

(Avbelj et al., 2016). Ces molécules signal, produites en très faible concentration (µM) sont connues 

pour avoir un rôle dans la coordination du comportement d’une population de levures en réponse à 

l’environnement, comme le passage à une forme filamenteuse en cas de forte densité cellulaire chez 

Candida. Mais ce système de communication entre cellules, dépendant de la densité cellulaire, paraît 

également impliqué dans les interactions entre levures au cours de la fermentation alcoolique (Johansen 

& Jespersen, 2017; Zupan et al., 2013). 

 

Différentes molécules avec un rôle signal ont été identifiées comme pouvant être produites, pendant 

leur phase de croissance par S. cerevisiae et les levures non-Saccharomyces mais cette aptitude et les 

composés signal dépendent de l’espèce. Ces molécules proviennent souvent de la transformation des 

acides aminés aromatiques : tryptophol, mélatonine issus du tryptophane, tyrosol issu de la tyrosine, 2-
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phényl-éthanol de la phénylalanine… (Johansen & Jespersen, 2017; Valera et al., 2019; Zupan et al., 

2013). La production des alcools aromatiques avec un rôle signal est impactée par les conditions du 

milieu (concentration en azote, densité cellulaire, présence d’oxygène, d’éthanol) (Avbelj et al., 2016).  

L’ajout de tryptophol ou de mélatonine à des moûts synthétiques permet de confirmer le rôle de ces 

molécules sur la régulation de la croissance des levures : des changements dans les dynamiques de 

populations (phase de latence, vitesse de croissance, dominance) sont observés, avec des effets 

variables selon la concentration en composé bioactif (tryptophol, mélatonine), le type de culture (Sc 

seule, mélange de N.S., ou mixte Sc / N.S.), les espèces de levures étudiées, et la concentration en 

azote du milieu (Valera et al., 2019). 

Cependant, la classification ou non comme quorum sensing des mécanismes d’interactions entre 

levures faisant appel à des molécules signal est complexe, et les critères de classification font l’objet de 

discussions au sein de la communauté scientifique (Winters et al., 2019). 

 

Contact cellulaire 

 

Dès 2003, Nissen et al. (Nissen et al., 2003) mettent en évidence que l’arrêt de croissance observé lors 

d’une culture mixte de S. cerevisiae avec certaines levures non-Saccharomyces n’est ni lié à une 

limitation par les nutriments, ni à la présence de composés inhibant la croissance, mais à un autre type 

d’interactions : le contact cellulaire. La croissance des non-Saccharomyces est inhibée en présence de 

grandes concentrations de levures S. cerevisiae viables et serait liée à un mécanisme de contact entre 

les deux levures. La séparation physique de deux populations de levures (membrane semi-perméable, 

réacteur cloisonné) permet en effet de limiter la décroissance des non-Saccharomyces observée en 

culture mixte (Englezos et al., 2019; Kemsawasd et al., 2015; Nissen et al., 2003; Petitgonnet et al., 

2019; Renault et al., 2013). 

Il faut noter que dans certains cas, un effet inhibiteur sur la croissance de S. cerevisiae via un 

mécanisme lié à un contact physique avec des levures non-Saccharomyces a pu également être 

observé (Hu et al., 2022; Luyt et al., 2021). 

 

Le contact cellulaire impacte non seulement la croissance des levures mais aussi leur 

métabolisme : augmentation de la consommation de nutriments, induction de la synthèse d’acides 

aminés nécessaires à la croissance, suppression de certaines voies métaboliques (Ehrlich), 

modification des métabolites produits et notamment des composés d’arômes (Hu et al., 2022; Luyt et 

al., 2021; Petitgonnet et al., 2019). 

 

D’un point de vue mécanistique, les interactions par contact cellulaire semblent étroitement liées à la 

fois à la densité cellulaire de la culture et aux mécanismes d'agrégation et de floculation présents chez 

les levures étudiées. 

Tout d’abord, il semble en effet consensuel dans la littérature que leur impact varie significativement en 

fonction de la densité cellulaire de la culture étudiée. Ainsi, de multiples études ont montré que l’effet 

inhibiteur de S. cerevisiae sur diverses non-Saccharomyces par contact cellulaire ne prend place que 

lorsque la densité cellulaire est suffisamment élevée (Nissen et al., 2003; Pereznevado et al., 2006; 

Perrone et al., 2013; Renault et al., 2013).  

 

Des expérimentations ont également mis en évidence le rôle central des mécanismes d’adhésion et de 

floculation dans la modulation des interactions levuriennes par contact cellulaire (Rossouw et al., 2015; 

Shekhawat et al., 2019). En effet, la délétion ou surexpression de certains gènes codant pour des 

protéines pariétales liées aux mécanismes d’adhésion chez S. cerevisiae (gènes FLO) modifient ainsi 
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significativement les impacts observables des interactions sur la croissance de diverses non-

Saccharomyces, et par conséquent les dynamiques de population des cultures mixtes correspondantes 

(Rossouw et al., 2018). Cette dernière étude évoque ainsi la possibilité d’agir sur ces propriétés de 

floculation et d'agrégation pour impacter les interactions par contact cellulaire et donc de les utiliser 

comme levier d’action potentiel pour contrôler les dynamiques de population en culture mixte. Une autre 

étude a permis de mettre en évidence des modifications métaboliques à la fois chez S. cerevisiae et 

L. thermotolerans lors de cocultures, concomitantes à des réponses transcriptomiques liées à la 

structure pariétale ainsi qu’aux phénomènes d’adhésion, ce qui laisse penser à un lien potentiel avec le 

contact cellulaire (Shekhawat et al., 2019). 

 

Mécanismes multiples 

 

Néanmoins, tous ces mécanismes d’interactions entre levures ne sont pas complètement indépendants. 

La forte densité cellulaire à l’origine des interactions par contact cellulaire peut également favoriser les 

interactions via des composés inhibiteurs, en augmentant leur concentration et facilitant donc leur 

action. Elle peut également être à l’origine du quorum sensing, la liaison des molécules signal à leurs 

récepteurs n’intervenant que lorsqu’une certaine concentration de cellules et donc de composés signal 

est atteinte (“quorum”) (Avbelj et al., 2016). 

Les interactions peuvent combiner plusieurs mécanismes comme le contact cellulaire et l’implication de 

peptides antimicrobiens (Kemsawasd et al., 2015). Les peptides peuvent en effet s’accumuler au niveau 

de la membrane de la paroi et provoquer la mort des non-Saccharomyces par contact cellulaire (Branco, 

Kemsawasd, et al., 2017). D’autres auteurs suggèrent également que le contact cellulaire pourrait 

entraîner la production de composés toxiques (comme les acides gras à chaîne courte ou moyenne) ou 

de composés volatils (comme le phényléthanol) pouvant avoir un rôle signal (Luyt et al., 2021). La 

production de ces derniers peut en outre être très influencée par les paramètres environnementaux 

(Dzialo et al., 2017). 

Le contact cellulaire peut également avoir comme conséquence une accélération de la consommation 

de nutriments et entraîner ou accentuer un phénomène de compétition entre souches, nuisant au 

développement de l’une d’elle, comme observé entre différentes espèces de Saccharomyces (Alonso‐

del‐Real et al., 2019).  

 

Devant la complexité de ces interactions ainsi que la diversité des mécanismes qui les sous-tendent, il 

est nécessaire pour les étudier de faire appel à de multiples techniques d’analyses et des méthodologies 

variées. La partie suivante de cet état de l’art s’intéresse à ces méthodologies. 
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1.3. Méthodologies d’étude des interactions entre 

levures 

 

 

La synthèse de l’état de l’art sur les méthodologies d’étude des interactions entre levures a donné lieu 

à une publication dans le journal Microorganisms sous la forme d’une revue bibliographique (Bordet et 

al., 2020). 

 

Ces travaux de synthèse méthodologique sont en effet rapidement apparus nécessaires, à la fois pour 

donner un meilleur cadre d’interprétation aux résultats parfois contradictoires ou peu reproductibles 

observés dans la littérature, ainsi que pour dresser un état des lieux des méthodologies utilisables et 

pertinentes pouvant par la suite aider à mieux appréhender la complexité des interactions entre levures 

discutée plus haut. 

 

Cette revue s’attache donc dans un premier temps à dresser l’état des lieux des méthodologies 

existantes et éprouvées, ainsi que des méthodologies en émergence, notamment autour des études 

transcriptomiques et métabolomiques. Ensuite, ces travaux font la synthèse des résultats obtenus par 

ces nouvelles méthodologies, concernant l’impact des interactions levure / levure sur la composition 

chimique du vin, à la fois en composés volatils et non-volatils. Enfin, la revue s’intéresse aux résultats 

récents reliant les interactions levuriennes pendant la fermentation au profil sensoriel réel obtenu sur le 

vin fini. 
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L’exploration de ces trois axes (méthodologies existantes et en émergence pour l’étude des interactions, 

résultats obtenus par métabolomique et transcriptomique, et résultats récents d’analyses sensorielles) 

a permis de faire émerger deux conclusions importantes pour la suite des travaux présentés ici. La 

première est la diversité importante des méthodologies utilisées pour l’étude des interactions, tant au 

niveau des procédés d’analyses que des conditions de culture, ce qui limite nécessairement la 

possibilité de comparaison des résultats et donc l’établissement de conclusions plus globales. La 

seconde est l’intérêt scientifique des nouvelles méthodologies d’études appliquées à l’étude des 

interactions. Métabolomique et transcriptomique montrent en effet un potentiel important lorsqu’utilisées 

en tant qu’outils méthodologiques, et ce potentiel semble en outre décuplé lorsqu’il est possible de relier 

les résultats de ces méthodes à ceux d’autres méthodes complémentaires comme l’analyse sensorielle. 

Ces conclusions permettent donc de définir comme perspective intéressante la réalisation d’études aux 

conditions plus standardisées, pour faciliter à la fois leur reproductibilité et leur déclinaison sur d’autres 

matériels biologiques, dans un but futur de comparaison entre études. Elles montrent également l’intérêt 

scientifique potentiel que comportent les études adoptant une approche intégrée, c'est-à-dire faisant 

usage de plusieurs approches méthodologiques complémentaires qui, une fois leurs résultats 

regroupés, permettent de faire émerger des conclusions nouvelles.  

 

 

1.4. Perspectives ouvertes par l’état de l’art et 

problématique de la thèse 

 

 

L’analyse des travaux menés sur les fermentations mixtes et les interactions entre levures conduisent, 

comme discuté ci-dessus, à des résultats parfois contradictoires entre les auteurs, et à l’impossibilité 

actuelle de tirer des conclusions fermes sur les leviers de modulation utilisables pour contrôler les 

interactions levuriennes, et donc les dynamiques de population ainsi que les fermentations qui en 

dépendent directement. Ces travaux ayant été conduits dans des conditions de fermentation différentes, 

l’hypothèse que celles-ci influent sur les interactions entre souches apparaît comme crédible. 

Afin de mieux comprendre et maîtriser les fermentations mixtes, il semble donc important d’étudier 

l’impact des conditions de fermentation sur les interactions entre levures : cet impact s’effectue-t-il 

directement sur les mécanismes d’interactions ou via une modification des dynamiques de population 

spécifiques à chaque levure ? 

Parmi les conditions de fermentation, différents facteurs peuvent influencer le développement des 

levures et leurs interactions : la composition du milieu (concentration initiale en sucres, en azote, 

présence de facteurs de croissance), les paramètres environnementaux (température de fermentation, 

conditions d’oxygénation du milieu, d’agitation, type et taille de réacteur) et les conditions 

d’ensemencement (ensemencement séquentiel ou simultané des deux levures, délai d’ensemencement 

dans le cas d’un ensemencement séquentiel, concentration en chacune des levures). Afin d’étudier ce 

système complexe, il sera donc nécessaire de choisir certains facteurs parmi ceux connus pour leur 

impact important sur les interactions, pour les étudier plus en détail. 

Afin d’étudier ces interactions, le couple Saccharomyces cerevisiae / Lachancea thermotolerans (Lt) a 

été choisi en raison des intérêts technologiques de Lt dans le domaine œnologique. En effet, cette 

levure, bien qu’ayant un rendement en éthanol au cours de la fermentation plus faible que Sc, présente 

néanmoins une bonne tolérance à cet alcool par rapport à d’autres levures non-Saccharomyces (García 

et al., 2021; Hranilovic, Gambetta, et al., 2018) et est capable dans certaines conditions de persister au 

cours de la fermentation mixte. Lt, de plus, a des intérêts pour la qualité organoleptique du vin fini, 
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puisqu’elle permet par sa production de composés d’arômes de moduler le profil aromatique du vin 

obtenu. Lt est en effet capable de produire des terpènes, des composés thiols, des esters d’acides gras 

et, à partir des alcools supérieurs, des esters d’acétate contribuant à la notion de fraîcheur des vins. En 

outre, Lt produit peu d’acide acétique et est même capable de le consommer par respiration, ce qui 

permet de réduire l’acidité volatile des vins, généralement considérée comme un critère indésirable 

(Morata, Bañuelos, et al., 2019; Porter, 2019; Vilela, 2018). 

En outre, l’une des caractéristiques majeures de Lt est sa capacité à produire de l’acide lactique, avec 

comme conséquence une augmentation de l’acidité du vin contribuant non seulement à l’équilibre des 

différents composants (sucres, acides, alcool) et donc à sa qualité sensorielle, mais aussi à la bonne 

conservation du vin. Cette production d’acide lactique ayant lieu pendant sa phase exponentielle de 

croissance, elle permet à Lt d’être compétitive vis-à-vis des autres microorganismes en début de 

fermentation (Kapsopoulou et al., 2007; Morata, Bañuelos, et al., 2019; Morata et al., 2018). Le rôle de 

L. thermotolerans dans le cadre d’une bioprotection a d’ailleurs été décrit (S. Benito, 2018; Gianvito et 

al., 2022; Nally et al., 2018). Cette souche a par ailleurs été brevetée pour ses intérêts technologiques 

dans le cadre de la production de vin ou de bière (impact sur le profil aromatique, l’acidité) (Farber 2022, 

Guoliang et al. 2019, Sheppard et al. 2016, Sommer et Nielsen 2004, Yanlin et al. 2021). Enfin, d’un 

point de vue pratique, cette levure existe déjà en tant que starter commercial. Seule ou en association 

avec Sc au sein de starters proposés par Christian Hansen, AEB ou Lallemand, cette levure est d’ores-

et-déjà utilisée par la profession, et les starters commerciaux l'incluant sont également utilisés par des 

travaux de recherche (S. Benito, 2018; Hranilovic, Li, et al., 2018; Roudil et al., 2020; Whitener et al., 

2017).  

 

Par ailleurs, S. cerevisiae a été décrite par différents auteurs comme interagissant avec L. 

thermotolerans via différents mécanismes, notamment par contact cellulaire (Luyt et al., 2021; Nissen 

& Arneborg, 2003; Petitgonnet et al., 2019) ou via la production de peptides antimicrobiens (Albergaria 

et al., 2010; Kemsawasd et al., 2015). Si S. cerevisiae peut gêner la croissance de L. thermotolerans, 

cette dernière peut également, dans certaines conditions, affecter celle de S. cerevisiae (Luyt et al., 

2021; Romani et al., 2020). Ce couple de levures constitue donc un choix intéressant pour l’étude des 

interactions et de leur modulation par les conditions de fermentation. 

Au vu de l’état de l’art, ces travaux de thèse s’attacheront donc à répondre à deux questions principales. 

Comment les différents paramètres de fermentation impactent les interactions levuriennes pendant une 

culture mixte, et par extension le vin obtenu ? Comment mieux les étudier, et donc les comprendre pour 

ensuite les maîtriser ?  

Cette double question demande, comme discuté ci-dessus dans l’état de l’art, un questionnement 

méthodologique approfondi, en visant à mieux standardiser le milieu utilisé, mais aussi à raisonner de 

manière multiparamétrique pour pouvoir effectuer des comparaisons d’impact entre les facteurs étudiés. 

Dans un second temps et pour compléter cette démarche d’amélioration méthodologique, la possibilité 

d’améliorer la précision et la fiabilité des systèmes de suivi des populations microbiennes sera étudiée, 

via la mise en place d’une automatisation des mesures de cytométrie en flux. 
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2. Modélisation multiparamétrique de l’impact des 

paramètres de fermentation sur les cultures mixtes, les 

interactions entre levures et le vin fini 
 

Les paramètres de fermentation (biotiques et non biotiques) impactent la fermentation elle-même, mais 

également les interactions entre levures, comme le montrent les résultats contradictoires observés en 

comparant les résultats de différents auteurs (Bordet et al., 2020) ou les travaux d’auteurs s’attachant 

à montrer l’impact de certains facteurs sur les interactions (Gobbi et al., 2013). Il apparaît donc pertinent, 

comme discuté plus haut, d’adopter une approche simultanée et multiparamétrique afin d’étudier à la 

fois les impacts différenciés de ces paramètres, et d’éventuels effets synergiques ou antagonistes entre 

eux. Cette approche prend la forme d’un plan expérimental, qui permettra, outre la modélisation 

multiparamétrique essentielle pour l’étude, de réduire le nombre d’expérimentations nécessaires à la 

réalisation de celle-ci. Pour qu’un tel plan soit pertinent, il convient de correctement définir au préalable 

les paramètres à faire varier.  

De nombreux paramètres peuvent en effet avoir un impact sur les interactions entre levures au cours 

de la fermentation alcoolique : composition du milieu (azote), conditions environnementales 

(température, oxygène), conditions d’ensemencement des levures (ratio d’ensemencement, délai entre 

l’ensemencement des deux levures). Toutefois, si l’étude en laboratoire est possible, certaines 

modulations paramétriques ne sont pas appliquées en chai (modification drastique de la température, 

oxygénation en continu). C’est pourquoi les paramètres, conditions et limites du plan d’expérimentation 

mis en place au cours de cette thèse, ont été définis en prenant en compte la possibilité d’appliquer in 

fine les résultats dans l’environnement réel de la cave de vinification. Les œnologues peuvent aisément 

modifier la quantité de levures ensemencées, ajouter des sources d’azote dans le jus de raisin. Ils ont 

également, couramment, la possibilité d’oxygéner ponctuellement le moût (agitation, bullage) ou de 

contrôler la température des cuves de fermentation afin d’éviter un échauffement conduisant à la mort 

des levures. 

Un bref état de l’art (2.1.) sur les paramètres choisis sera donc effectué afin de comprendre leurs 

impacts déjà connus sur le couple S. cerevisiae / L. thermotolerans, et définir la plage de variation 

pertinente pour cette étude. Les résultats d’un premier plan d’expérimentation seront ensuite présentés 

(2.2). Enfin, pour affiner les résultats publiés et d’aller plus loin dans leur analyse, des expériences 

complémentaires seront abordées (2.3.).  

 

 

2.1. Impact des paramètres de fermentation sur 

les fermentations mixtes Saccharomyces cerevisiae / 

Lachancea thermotolerans : état de l’art 

 

L’impact connu des paramètres de fermentation sur les fermentations mixtes Sc / Lt est abordé ici sous 

deux angles successifs : d’abord sur les dynamiques de population, puis sur les résultats de la 

fermentation (modification de la composition du milieu).  

Les paramètres de fermentation peuvent en effet avoir une influence sur le développement de chacune 

des souches en culture pure, avec des impacts différents en termes de nature et d’intensité selon la 

souche. Ces impacts ont nécessairement des conséquences sur la dynamique des populations en 

culture mixte, mais seront modulés par les différents types d’interactions qu’ont les deux souches entre 
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elles. 

De même, les levures ayant des métabolismes différents, la transformation du moût lors d’une culture 

pure conduit déjà à des métabolites différents selon l’espèce et la souche utilisées. En outre, la 

transformation du moût par ces levures fait intervenir de nombreuses voies métaboliques. Les sucres 

sont transformés, via la glycolyse, en pyruvate. Ce pyruvate peut être, en présence d’oxygène 

(respiration) converti en acétyl-CoA (qui entrera dans le cycle de Krebs et la synthèse d’acides gras) 

ou, en conditions anaérobies (fermentation), transformé en acétaldéhyde puis en éthanol. Cet 

acétaldéhyde peut aussi être à l’origine de la formation d’acide acétique. Les acides aminés sont eux à 

l’origine de la formation de composés d’arômes : alcools supérieurs via la voie d’Ehrlich, puis esters en 

combinaison avec l’acétyl-CoA et les dérivés d’acides gras (Dzialo et al., 2017). Toutes ces voies 

métaboliques sont gérées par des enzymes et sont donc dépendantes des conditions de fermentation 

(composition initiale, oxygénation, température). En culture mixte, la composition du moût est par 

conséquent la résultante de ces métabolismes, résultante modulée en fonction des dynamiques de 

population obtenues pendant la fermentation. Néanmoins, des interactions entre souches conduisent à 

des activités métaboliques spécifiques et impactent également la transformation du moût, empêchant 

ainsi de pouvoir considérer la composition finale obtenue comme une simple résultante des 

métabolismes différenciés et des dynamiques de population à l’œuvre (Ciani & Comitini, 2015; Gobbi 

et al., 2013). 

Pour les dynamiques de population comme pour la modification du milieu sont développés les impacts 

connus des quatre paramètres de fermentation choisis pour ces travaux de recherche : concentration 

en azote du moût initial, conditions d’ensemencement, température de fermentation et oxygénation du 

moût pendant la fermentation.  

 

2.1.1. Impact des paramètres de fermentation sur les 

dynamiques de population 

 

2.1.1.1. Concentration en azote du moût 

 

La concentration en azote du milieu constitue un point clé à maîtriser pour conduire une fermentation. 

Il s’agit un élément essentiel qui permet la production de biomasse et augmente la vitesse d’utilisation 

des sucres (Comitini et al., 2021). Une déficience en azote (moins de 140 ou 150 mg·L-1 dans le moût 

selon les auteurs) peut conduire à des cinétiques de croissance inadéquates des levures (du fait d’un 

blocage du système de transport des hexoses) et à des fermentations incomplètes (Bely et al., 1990; 

Pretorius, 2000). À l’inverse, un excès d’azote minéral peut être à l’origine d’accumulation de produits 

indésirables (carbamate d’éthyle) (Pretorius, 2000). 

 

Des différences dans le métabolisme de l’azote sont observées entre S. cerevisiae et les levures non-

Saccharomyces. Ces différences dépendent de l’espèce mais aussi vraisemblablement de la souche. 

L. thermotolerans peut ainsi montrer une préférence pour l’azote issu des acides aminés, ou bien pour 

l’ammonium selon les études considérées (de Koker, 2015; Fairbairn et al., 2021; Roca-Mesa et al., 

2020). La vitesse d’absorption des acides aminés par Lt est plus élevée que celle de Sc dans certains 

travaux (Prior et al., 2019) ou moins élevée dans d’autres (de Koker, 2015), faisant apparaître un effet 

souche ou une modulation par les conditions environnementales (agitation notamment). L’impact des 

sources d’azote sur la croissance peut donc varier selon la nature de ces sources (acides aminés 

spécifiques) et selon la levure. En outre, la présence d’ammonium semble favoriser la consommation 

des acides aminés (Roca-Mesa et al., 2020). Tous ces phénomènes se traduisent donc par une 
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croissance relative de chaque souche plus ou moins importante en fonction de la disponibilité des 

différents composés azotés et de la compétition que cela induit avec Sc : ainsi la décroissance de Lt en 

culture mixte séquentielle avec Sc est plus lente avec addition de sa source d’azote préférée (Fairbairn 

et al., 2021). 

 

2.1.1.2. Conditions d’ensemencement 

 

Afin de favoriser le développement de L. thermotolerans en culture mixte avec S. cerevisiae, l’impact 

d’un ratio d’ensemencement en faveur de Lt a été étudié car il pourrait aider à l’implantation de celle-ci, 

au moins en début de fermentation. Une meilleure persistance de Lt au cours de la fermentation (15 

jours au lieu de 10) et en parallèle une croissance plus lente et une population maximale plus faible de 

Sc est observée lorsque le ratio Sc / Lt est fortement diminué (de 1 à 0.01 voire 0.0001) (Comitini et al., 

2011). Dans d’autres conditions, la population maximale de Lt est augmentée lorsque le ratio diminue 

de 0.2 à 0.02 (Morales et al., 2019). 

 

Le mode d’ensemencement a également un impact fort sur la dynamique des populations. Si avec un 

ensemencement simultané, un déclin rapide de la population de Lt est observé en début de 

fermentation, un ensemencement séquentiel (ensemencement du milieu avec Lt puis inoculation de Sc 

après un certain délai : 24, 48, 72, 96 h) permet de limiter l’impact négatif de Sc sur la population de Lt, 

voire d’obtenir l’effet inverse. Avec un ratio d’ensemencement de 1, un ensemencement séquentiel 

conduit à une population de Lt supérieure et retarde son déclin (Á. Benito et al., 2016; Kapsopoulou et 

al., 2007), voire permet de maintenir la population tout au long de la fermentation (Balikci et al., 2016). 

Ces résultats différents mettent en évidence l’influence de la souche et de la concentration 

d’ensemencement. Avec un ratio d’ensemencement de 0.1, la population de Lt peut devenir dominante 

pendant toute la fermentation, avec une population de Sc inférieure de 1 à 2 log, lorsque Sc est 

ensemencée 24 ou 48 h après Lt (Gobbi et al., 2013). Cette même étude montre également que cet 

effet “mode d’ensemencement” est moins important dans le cas d’essais au stade 

industriel : l’ensemencement séquentiel permet d’augmenter la persistance de Lt mais pas de parvenir 

à une dominance de cette levure. L’augmentation du pouvoir de compétition de Lt par rapport à Sc dans 

le cas d’un ensemencement séquentiel est lié au développement plus important de Lt seul en début de 

la fermentation et donc à l’obtention d’une densité cellulaire importante lors de l’inoculation de Sc : la 

compétition avec Sc peut alors mettre en œuvre une compétition pour les nutriments, ou un autre 

mécanisme comme le contact cellulaire qui, comme discuté plus haut (cf. 1.2.2) serait favorisé par la 

densité cellulaire. Cet ensemencement séquentiel est utilisé par de nombreux auteurs pour favoriser 

l’implantation et prolonger le maintien de Lt en culture mixte avec Sc. (S. Benito et al., 2015; Binati et 

al., 2020; Dutraive et al., 2019; Escribano et al., 2018; Hranilovic et al., 2021; Morata, Bañuelos, et al., 

2019). 

 

2.1.1.3. Température 

 

La température de conduite de la fermentation est également un facteur important à maîtriser puisque 

des fermentations mixtes Sc / Lt (ratio de 0.1) à 20°C et à 30°C conduisent à des dynamiques de 

populations différentes (Gobbi et al., 2013) : dominance de Sc à 30°C avec diminution de la population 

de Lt après 4 jours mais persistance de Lt pendant toute la durée de la fermentation et population 

inférieure de Sc à 20°C. Une température de 20°C permet de supprimer l’impact négatif de Sc sur la 

croissance de Lt et conduit au contraire à une inhibition de la croissance de Sc par Lt, mettant ainsi en 
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évidence un impact de la température sur les interactions entre Sc et Lt. Une hypothèse a été émise 

par l’équipe de Fleet : les basses températures diminueraient la sensibilité à l’éthanol des non-

Saccharomyces, leur permettant de persister plus longtemps (Fleet, 2003). 

 

2.1.1.4. Oxygénation 

 

Même si la fermentation alcoolique se déroule en grande partie en anaérobie, une oxygénation du moût 

est souvent effectuée en début de fermentation car elle est connue comme stimulant la croissance, et 

permet également d’augmenter la synthèse des acides gras insaturés contribuant ainsi à la fluidité 

membranaire (Valero et al., 2001). Or le maintien d’une bonne intégrité membranaire joue un rôle dans 

la résistance à l’éthanol des levures (Branco et al., 2012). L’oxygénation du milieu pourrait donc modifier 

la tolérance à l’éthanol des non-Saccharomyces et donc les dynamiques de population en culture mixte 

(Gianvito et al., 2022).  

Une oxygénation du milieu a tendance à favoriser le développement ou la persistance de Lt en culture 

mixte avec Sc (Nissen et al., 2004), voire permet d’obtenir une population plus importante que Sc 

(Shekhawat et al., 2017, 2018). Différents mécanismes sont proposés pour expliquer cet effet. Bien 

qu’étant anaérobie facultative et sujet à l’effet Crabtree comme Sc, Lt croît plus rapidement que Sc en 

présence d’oxygène, du fait d’une plus grande facilité de Lt à dévier son métabolisme vers la respiration 

(Shekhawat et al., 2017). Des besoins plus importants d’oxygène pour la croissance et une 

augmentation, en milieu oxygéné, de la capacité relative (par rapport à Sc) de Lt à assimiler le glucose, 

permettent d’améliorer la persistance de Lt (Nissen et al., 2004).  

 

2.1.2. Impact des paramètres de fermentation sur la 

composition du moût et du vin 

 

2.1.2.1. Concentration en azote du milieu 

 

Des différences dans le métabolisme de l’azote sont observées entre S. cerevisiae et les levures non-

Saccharomyces et dépendent de l’espèce mais aussi vraisemblablement de la souche. Selon les 

auteurs, L. thermotolerans montre une préférence pour l’azote issu des acides aminés (de Koker, 2015) 

ou pour l’ammonium (Fairbairn et al., 2021). Ces préférences entraînent des phénomènes de 

compétition directe avec Sc pour les composés azotés lors des cultures mixtes, qui peuvent être à 

l’origine de changements de voies métaboliques permettant l’utilisation des composés disponibles. Ces 

modifications de métabolisme liées aux interactions entre souches mais aussi aux sources d’azote 

disponibles en début de fermentation auront comme conséquence des modifications de la composition 

du milieu, ainsi que du profil aromatique du vin puisque les acides aminés sont à l’origine de la synthèse 

de multiples composés d’arômes (Fairbairn et al., 2021; Rollero et al., 2021; Roullier-Gall et al., 2022). 

En outre, des phénomènes plus complexes de régulation des voies métaboliques de formation des 

composés d’arôme ont récemment été mis en évidence chez Sc : impact de l’ajout d’azote sur le 

métabolisme du carbone, sur la synthèse d’acides aminés, sur la production d’arômes, importance du 

moment d’ajout de l’azote, régulation des voies enzymatiques (menant notamment aux esters d’acétate 

ou d’éthyle) par des mécanismes différents (surexpression de gènes ou non)... (Godillot et al., 2022). 

À teneur en azote assimilable équivalente, la nature des composés azotés a un impact sur les composés 

volatils produits : une addition d’acides aminés à chaîne ramifiée permet par exemple d’augmenter les 

alcools supérieurs dont ils sont précurseurs (phényl-éthanol, isobutanol, alcool isoamylique) (Fairbairn 

et al., 2021). 
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2.1.2.2. Conditions d’ensemencement 

 

Le ratio d’ensemencement Sc / Lt, par son impact sur les dynamiques de population d’une culture mixte, 

peut significativement influencer la composition du moût après fermentation. Ainsi, un ratio favorisant Lt 

peut augmenter son impact sur la résultante de la culture mixte par rapport à une culture pure de 

Sc : réduction du pH, augmentation de l’acidité totale, des alcools supérieurs, de certains esters, 

diminution d’autres esters, des acides gras… Ces modifications du milieu en fonction du ratio 

d’ensemencement s’effectuent en parallèle d’une augmentation de la population de Lt et de sa 

persistance (Comitini et al., 2011; Morales et al., 2019).  

 

L’ensemencement séquentiel (inoculation de Sc après Lt) a logiquement un impact sur la modification 

du milieu lié à la fermentation, du fait d’une croissance plus importante de Lt en début de fermentation 

: consommation des sucres moins rapide et moins complète, diminution plus importante de la production 

d’éthanol, augmentation des métabolites plus spécifiquement produits par Lt que par Sc (acide lactique, 

glycérol, 1-propanol, acétate d’éthyle…)... (Gobbi et al., 2013). Ces résultats sont observés dans 

d’autres travaux (Balikci et al., 2016; Á. Benito et al., 2016; Kapsopoulou et al., 2007), à des degrés 

divers (impact sur l’éthanol, le glycérol, les composés d’arômes… parfois différents), montrant donc le 

lien entre dynamique de population et modification du milieu mais aussi des interactions avec d’autres 

facteurs (souche, conditions opératoires). Par contre, pour certains composés, les fermentations 

séquentielles peuvent conduire à des modifications du milieu différentes de celles observées lors d’une 

coculture : augmentation de la production de polysaccharides, de 1-propanol, diminution de la 

production d’acétate d’isoamyle (Balikci et al., 2016; Á. Benito et al., 2016; Gobbi et al., 2013). Ces 

résultats mettent donc en évidence un éventuel impact du mode d’ensemencement sur le métabolisme 

d’une ou des deux levures : ensemencement séquentiel et modification du ratio ne sont pas équivalents 

en termes d’impact sur le milieu. 

 

2.1.2.3. Température 

 

La température de fermentation, outre son impact sur le développement respectif des deux levures en 

présence, a également un impact sur la production de métabolites et notamment sur la production 

d’éthanol. Une diminution de la production d’éthanol est observée dans une coculture Sc / Lt à 20°C 

mais ne l’est pas à 30°C (Gobbi et al., 2013). Le même type de résultats est obtenu également avec 

d’autres non-Saccharomyces par Edwards et Aplin (2022) qui observent qu’une température plus basse 

pendant le développement des levures non-Saccharomyces avant l’inoculation de Sc (fermentation 

séquentielle) semble impacter la production d’éthanol, non seulement en facilitant le développement 

des non-Saccharomyces, mais aussi en agissant sur le métabolisme oxydatif des levures 

(transformation des sucres en d’autres composés que l’éthanol, par d’autres voies métaboliques, encore 

à identifier). 

L’effet de la coculture (comparaison de la production de certains métabolites en culture mixte par rapport 

à une culture pure de Sc) peut être modulé par la température (Gobbi et al., 2013) : observation d’un 

effet à 20°C et non à 30°C (augmentation de la production de glycérol, réduction de l’acétaldéhyde, 

augmentation des alcools supérieurs dont le 2 phényl-éthanol, de certains esters), effet accentué à 20°C 

par rapport à 30°C (augmentation de la production d’acide lactique) ou inversion de l’effet (augmentation 

de l’acidité volatile à 20°C et diminution à 30°C). Par contre, la production de polysaccharides ne semble 

pas influencée par la température mais reste liée à la présence des deux levures. 

Les mécanismes pouvant expliquer l’impact de la température sur les composés d’arômes n’ont pas été 
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étudiés lors de cultures mixtes Sc / Lt, mais des informations peuvent être trouvées dans les études en 

cultures pures. Chez Sc, une modification de la composition en lipides des levures pour moduler la 

fluidité membranaire en fonction de la température peut être impliquée : une température de 

fermentation basse entraîne une production plus importante d’acides gras à moyenne chaîne, qui seront 

ensuite transformés en esters pour diminuer leur toxicité (Beltran et al., 2008; Massera et al., 2021). 

Les profils aromatiques différents selon la température de fermentation peuvent, au moins en partie, 

être liés à une expression différente de certains gènes impliqués dans des voies métaboliques 

conduisant à la production de composés d’arômes (Molina et al., 2007). 

Pour les cultures pures de Lt,, la température a un impact sur la production de composés volatils 

(augmentation des alcools supérieurs, diminution des composés carbonylés et des esters lorsque la 

température diminue de façon générale) mais avec des variations importantes selon les souches 

(Vaquero et al., 2020). 

 

2.1.2.4. Oxygénation 

 

En fonction de la présence ou non d’oxygène, les levures anaérobies facultatives peuvent consommer 

les sucres selon deux voies métaboliques : la respiration et la fermentation, cette dernière conduisant à 

la production d’éthanol. Lorsque la concentration en sucres est importante, la fermentation alcoolique 

est la voie préférée même en présence d’oxygène (effet Crabtree). Cet effet Crabtree, moins important 

chez Lt, inhibe donc moins chez cette levure le métabolisme respiratoire, ce qui conduit à une production 

d’éthanol moins importante (Vicente et al., 2021).  

De la même manière que les autres paramètres de fermentation, l’oxygénation du milieu impacte la 

production de métabolites via son impact direct sur les dynamiques de population, chaque espèce de 

levure ayant des facultés propres à synthétiser certains composés. Néanmoins, l’oxygénation induit 

également un changement de métabolisme (de fermentaire à respiratoire) et donc de modification de la 

production de certains composés. L’augmentation de la dégradation des sucres via la respiration, et 

davantage chez Lt que chez Sc entraîne une augmentation de la biomasse et de la production d’acide 

acétique au détriment de la production d’éthanol (Shekhawat et al., 2017). En ce qui concerne les 

composés volatils, une augmentation des alcools supérieurs et des acides et une diminution des acides 

gras à moyenne chaîne et des esters est observée par ces mêmes auteurs. Ces modifications peuvent 

être reliées à une persistance plus importante de Lt mais aussi par l’induction ou la répression de 

certains gènes lors d’une oxygénation (facilitation de l’assimilation de précurseurs, enzymes impliquées 

dans la synthèse) (Shekhawat et al., 2018). 

A l’inverse, l’anaérobiose entraîne chez Lt une réponse transcriptomique similaire à celle induite chez 

Sc mais se distingue par une surexpression de gènes codant pour une lactate déshydrogénase qui lui 

permet de dévier le flux métabolique vers une production d’acide lactique (Shekhawat et al., 2020). 

 

2.1.3. Conclusions 

 

En impactant les dynamiques de population de S. cerevisiae et de L. thermotolerans, les différents 

paramètres de fermentation biotiques et abiotiques, ont également un impact sur la production des 

différents métabolites issus de la fermentation (éthanol, acides, molécules volatiles…), chaque espèce, 

voire chaque souche de levure ayant des facultés propres à synthétiser certains composés. Néanmoins, 

il apparaît que ces paramètres ont également une influence sur le métabolisme propre de chaque 

levure, complexifiant ainsi le système et rendant très difficile la prévision des caractéristiques du vin fini. 
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L’état de l’art permet donc de mettre en évidence la complexité du système étudié, la fermentation 

alcoolique du moût de raisin avec ensemencement de deux levures différentes : interactions entre 

levures, impact de facteurs environnementaux sur les levures, interactions entre facteurs 

environnementaux et impact des facteurs environnementaux sur les interactions entre levures. Cela 

confirme donc la nécessité d’aborder cette problématique via une approche multiparamétrique et 

simultanée de toutes les facettes de la fermentation (dynamiques des populations, modification du 

milieu, qualité du moût fermenté) pour pouvoir différencier aux mieux les impacts respectifs des quatre 

paramètres étudiés. 

 

 

2.2. Approche multiparamétrique et simultanée de 

l’impact des paramètres de fermentation sur les interactions 

entre Saccharomyces cerevisiae et Lachancea thermotolerans 

 

2.2.1. Contexte 

 

Comme discuté précédemment, un focus est effectué au cours de ces travaux sur les quatre paramètres 

suivants : les conditions d’ensemencement des deux levures S. cerevisiae et L. thermotolerans, la 

concentration en sources d’azote dans le moût, l’oxygénation du moût et la température au cours de la 

fermentation alcoolique.  

Concernant les conditions d'ensemencement, comme le but est ici de maximiser les interactions entre 

Sc et Lt afin de les étudier, un ensemencement simultané est choisi pour maximiser le temps de contact 

entre les deux levures et s’assurer que les deux levures entrent en contact dans le même état 

physiologique pour toutes les conditions testées. Seul le ratio d’ensemencement Sc / Lt est donc 

modulé.  

Ces quatre paramètres sont étudiés dans le cadre d’un plan expérimental Taguchi à deux niveaux. 

Comme illustré dans la figure 2, des cultures mixtes Sc / Lt sont conduites en laboratoire, avec un 

ensemencement simultané de ces levures (à la même concentration ou avec une concentration de Lt 

10 fois supérieure à Sc) dans un moût synthétique contenant 150 ou 300 mg·L-1 d’azote total. Les 

fermentations sont effectuées à 18 ou 28°C et une oxygénation par bullage est effectuée sur la moitié 

des échantillons. 

 



65 

 

 

Figure 2. Paramètres étudiés et niveaux choisis pour le plan expérimental. 

 

L’impact des différents paramètres sur ces fermentations est étudié à travers plusieurs axes 

d’analyse : dynamique des populations levuriennes, conduite de la fermentation (temps de 

fermentation, consommation des sucres, production d’éthanol, acidification), et composition en 

composés volatils des vins synthétiques obtenus. 

La mise en place de ce plan expérimental permet de conserver une solidité statistique tout en réduisant 

le nombre de modalités à tester. L’utilisation d’un tel plan permet également d’étudier l’impact simultané 

des quatre paramètres et de comparer ces impacts via le calcul d’effets standardisés. Ces travaux ont 

fait l’objet d’un article scientifique présenté ci-après.  
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2.2.2. Etude multiparamétrique : article scientifique 

 

 



67 



68 



69 



70 



71 



72 



73 



74 



75 



76 



77 



78 



79 



80 



81 



82 



83 



84 



85 



86 



87 



88 



89 



90 



91 



 

92 

 

2.2.3. Principales conclusions de l’étude 

 

Ces travaux ont permis de mettre en évidence de multiples impacts des paramètres de fermentation 

(ratio Sc / Lt, azote, température, oxygénation), qui diffèrent en fonction des variables étudiées 

(populations, fermentation, composés volatils). 

Les dynamiques de populations levuriennes sont impactées fortement par la température, et, dans une 

moindre mesure, le ratio d’ensemencement et l’oxygénation du milieu. En revanche, les conditions qui 

favorisent la persistance de Lt allongent également le temps nécessaire pour terminer la fermentation.  

En ce qui concerne l’impact sur le vin synthétique produit, les paramètres étudiés ont permis de dégager 

les conclusions suivantes. Les effets sur la production d’éthanol ne sont pas significatifs mais le ratio 

Sc / Lt et l’oxygénation semblent jouer un rôle dans cette production. Le ratio d’ensemencement Sc / Lt 

influence fortement la production d’acide lactique dans le milieu et a tendance à impacter le pH de ce 

dernier, alors que les autres paramètres sont sans effet observable sur ces deux critères.  

De la même manière, la production de composés volatils est influencée par les paramètres de 

fermentation, mais avec des effets différents selon le paramètre et les molécules étudiés. Certains 

impacts peuvent être expliqués par les dynamiques de populations observées mais mettent également 

en évidence l’existence d’interactions entre Sc et Lt, car conduisant à des volatilomes différents 

lorsqu’on modifie le taux d’azote, paramètre n’impactant pas significativement les dynamiques de 

population. 

Ces résultats illustrent la complexité de la maîtrise de telles fermentations mixtes. Des compromis 

doivent être trouvés pour obtenir, via un développement des souches approprié, les caractéristiques 

souhaitées pour le moût fermenté (éthanol, acidification, composés volatils), tout en évitant des temps 

de fermentation trop importants, voire des fermentations languissantes. 

Cependant, cette étude ne suffit évidemment pas à elle seule à comprendre les dynamiques multi-

factorielles à l'œuvre pendant une fermentation alcoolique en culture mixte. Une perspective 

intéressante serait, en premier lieu, de compléter le plan expérimental avec les huit modalités non 

réalisées ici. Cela permettrait de solidifier statistiquement les conclusions et d'étudier les interactions 

éventuelles entre paramètres de fermentation (effet “synergie”). Il serait également intéressant, au-delà 

de la solidification des résultats, d’élargir l’étude, soit via les paramètres de fermentations étudiés, soit 

via les variables mesurées expérimentalement. Par exemple, ajouter au plan d’expérimentation un 

niveau intermédiaire pour les paramètres étudiés, ou un nouveau paramètre tel que le taux de glucides 

du moût initial (déjà montré comme impactant significativement les cultures mixtes 

S. cerevisiae / Hanseniaspora guilliermondii (Barbosa et al., 2022)) permettraient d’affiner le modèle 

statistique obtenu et donc les conclusions qui en découlent. L’influence des vitamines sur les cultures 

mixtes est un autre sujet d’étude exploré dans la littérature (Barbosa et al., 2015; Medina et al., 2012) 

et leur impact semble interagir avec celui de l’azote. De la même façon, l’impact du taux de lipides du 

moût a déjà été montré comme significatif à plusieurs degrés dans une autre étude multiparamétrique 

portant sur le couple S. cerevisiae / Metschnikowia pulcherrima (Seguinot et al., 2020). Les lipides étant 

impliqués dans les mécanismes de réponse des levures aux stress (Shekhawat et al., 2020), ils 

pourraient également moduler les interactions entre celles-ci. La concentration de ces deux familles de 

nutriments dans le moût semblent donc aussi être des paramètres de fermentation pertinents pour 

affiner le modèle. Par ailleurs, l’introduction de conditions en ensemencement séquentiel constitue une 

piste pour approfondir l’étude de l’impact des conditions d’ensemencement au-delà du ratio Sc / N.S.. 

Par ailleurs, des champs expérimentaux tels que l’évaluation sensorielle ou la consommation des 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=3Ar4Oc
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=3Ar4Oc


 

93 

différentes sources azotées n’ont pas été explorées durant cette étude, et leur implémentation sur un 

tel plan expérimental permettrait d’aller plus loin dans la discussion des résultats. 

 

 

2.3. Approche multiparamétrique et simultanée de 

l’impact des paramètres de fermentation sur les interactions 

entre Saccharomyces cerevisiae et Lachancea thermotolerans 

/ Résultats complémentaires 

 

2.3.1. Contexte 

 

A l’issue des essais précédents, des expérimentations supplémentaires ont été menées afin de 

compléter les connaissances à différents niveaux.  

Un plan d’expérimentation complémentaire (plan 2) de celui décrit précédemment (plan 1) permettra 

d’étudier un plan complet et de solidifier d’un point de vue statistique les conclusions. La réalisation de 

ce plan à une période différente (changements de conditions de manipulations (aliquote de levures, 

batch de milieux de culture, environnement, manipulateur)) permettra également d’évaluer la 

reproductibilité des résultats. Enfin, l’étude d’un plan complet devrait conduire à la mise en évidence 

d’interactions entre facteurs. 

En outre, une approche sensorielle sera effectuée sur les vins synthétiques issus des conditions de 

fermentation du plan 2, afin d’évaluer qualitativement leur composition aromatique, et de les discriminer 

en fonction de leur acidité. 

 

La figure 3 schématise les différentes analyses effectuées sur les plans 1 et 2. 

 

 

Figure 3. Schéma des différentes techniques d’analyses mises en œuvre sur les échantillons issus des plans 

expérimentaux 1 et 2 et résultats quantitatifs en découlant. 
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2.3.2. Matériel et Méthodes 

 

2.3.2.1. Matériel 

 

Les microorganismes utilisés sont les levures S. cerevisiae et L. thermotolerans utilisées dans les 

expériences relatées dans la publication Joran et al. 2022 (cf. 2.2.). 

Les cultures ont été menées dans des conditions identiques à celles utilisées lors de ces travaux : 

fermentations en flacons Schott de 1L. 

 

2.3.2.2. Méthodes 

 

2.3.2.2.1. Cultures. Plan expérimental 

 

Les expériences ont été menées dans des conditions similaires à celles présentées dans l’article Joran 

et al. 2022 (cf. 2.2) : préculture des levures sur milieu YPD en boîte de Pétri puis en moût synthétique 

MS300, à 28°C sous agitation, jusqu’en fin de phase exponentielle et transfert de la biomasse dans les 

conditions du plan d’expérimentation (Tableau 1). 

 

Tableau 1. Conditions testées dans le plan d’expérimentation et paramètres correspondants 

Condition Ratio Sc / Lt Azote (mg·L-1) Oxygénation Température (°C) 

Plan 1 

A 0.1 150 Non 28 

B 1 150 Non 18 

C 1 300 Non 18 

D 0.1 300 Oui 18 

E 1 150 Oui 28 

F 0.1 300 Non 28 

G 0.1 150 Oui 18 

H 1 300 Oui 28 

Plan 2 

I 0.1 150 Non 18 

J 0.1 150 Oui 28 

K 0.1 300 Non 18 

L 0.1 300 Oui 28 

M 1 150 Non 28 

N 1 150 Oui 18 

O 1 300 Non 28 

P 1 300 Oui 18 

 

L’ensemencement des milieux de culture mixte s’effectue à raison de 106 cellules·mL-1 de 

L. thermotolerans et de 105 ou 106 cellules·mL-1 de S. cerevisiae pour obtenir un ratio de 0.1 ou 1. Le 

moût synthétique contient 150 (MS150) ou 300 mg·L-1 (MS300) d’azote assimilable (organique et 

minéral). Les cultures sont menées à 18°C ou 28°C. Toutes les fermentations sont conduites sans 

agitation. L’oxygénation est effectuée en fin de phase exponentielle par bullage d’air pendant le temps 
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nécessaire à la saturation en oxygène d’1 L de milieu stérile inerté à l’azote (ici, 12 min). La 

concentration en oxygène dissous a été mesurée en continu par un analyseur d’oxygène HI 9146 

(Hanna Instruments, Woonsocket, RI, États-Unis), et la saturation définie après stabilisation de la 

mesure pendant 30 s.  

Des fermentations en culture pure sont également effectuées pour comparaison, dans le cadre de 

l’étude, de la quantité d’acide lactique produite dans les différentes conditions. Dans ce cas, un milieu 

MS300 est ensemencé avec 106 cellules·mL-1 de levure (Sc ou Lt) et la culture est conduite à 18°C sans 

oxygénation. 

 

2.3.2.2.2. Suivi des populations 

 

La population levurienne est suivie comme précisé dans la publication Joran et al. 2022 (cf. 2.2) par 

énumération sur milieu WL (qui permet de distinguer les deux espèces de levures via la morphologie 

des colonies) et par cytométrie en flux. Dans ce cas, la mutation eGFP de Sc permet de la distinguer 

de Lt et un marquage par l’iodure de propidium permet d’évaluer les cellules endommagées. Le 

protocole de prélèvement, dilution et marquage est identique à celui décrit ci-dessus dans Joran et al. 

(2022). 

 

2.3.2.2.3. Suivi de la composition du milieu 

 

Le suivi de la composition du milieu est effectué comme précisé dans la publication Joran et al. 2022 

(cf. 2.2) : spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier pour déterminer la concentration en 

éthanol, sucres résiduels et le pH et kit enzymatique pour évaluer la concentration en acide lactique. 

 

2.3.2.2.4. Evaluation sensorielle 

 

Des échantillons de moût fermentés, issus des différentes conditions du plan d’expérimentation 2 ainsi 

que ceux issus de cultures pures soit 10 échantillons, ont été présentés, dans un ordre aléatoire à un 

jury expert (étudiants en DNO) de 14 personnes. Il leur a été demandé de classer les échantillons selon 

l’acidité perçue en bouche. Un test de Friedman a été effectué afin d’évaluer si les différences entre 

échantillons sont significatives. 

 

Un autre test (tri libre) visant à décrire le profil aromatique des différents échantillons de moûts fermentés 

issus du plan d’expérimentation 2 a également été effectué. Les 10 échantillons ont été présentés, dans 

un ordre aléatoire, au même jury. Il leur est demandé de regrouper les échantillons qui leur semblent 

similaires puis de décrire leur odeur en générant les descripteurs qui leur conviennent. Les descripteurs 

sont ensuite analysés afin de les regrouper par synonymes et de décrire le profil par un nombre limité 

de notes aromatiques. Le nombre d'occurrences de chaque descripteur est ensuite déterminé et les 

descripteurs utilisés par moins de 20 % des juges pour un échantillon sont éliminés. Une analyse 

factorielle des correspondances (AFC) est ensuite effectuée afin de relier les notes aromatiques (10 

descripteurs au final) et les échantillons.  

 

2.3.2.2.5. Analyse des résultats 

 

Les résultats du plan d’expérimentation complet sont analysés, avec le logiciel Ellistat, comme indiqué 

dans l’article Joran et al. 2022 (cf. 2.2). Afin d’établir le modèle en régression linéaire multiple, le modèle 

est tout d’abord effectué avec les 4 facteurs uniquement, puis les interactions entre facteurs significatifs 
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sont incluses dans le modèle si elles aussi sont significatives, les autres étant exclues pour éviter de 

disperser ladite modélisation avec des interactions inexistantes. 

 

Comme illustré dans la figure 4, les résultats bruts issus des différentes analyses des échantillons issus 

du plan expérimental sont agrégés afin de déterminer et calculer des indicateurs quantitatifs. En ce qui 

concerne les dynamiques de population, les vitesses de croissance maximales et les populations 

maximales sont déterminées pour les deux levures ainsi que l’aire sous la courbe de croissance (Area 

Under Curve (AUC)) qui renseigne sur la présence des levures au cours de la fermentation. Les ratios 

μmax Lt / μmax Sc et AUCLt / AUCSc sont des indicateurs quantitatifs calculés afin de donner des informations 

sur la croissance relative et la persistance relative de L. thermotolerans par rapport à S. cerevisiae.  

 

 

 

 

Figure 4. Démarche de traitement des résultats bruts. 
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2.3.3. Résultats 

 

L’objectif est d’étudier simultanément l’impact des quatre facteurs étudiés (ratio Sc / Lt, concentration 

en azote du milieu, oxygénation, température) sur les dynamiques de population, la composition du 

milieu et sur les caractéristiques sensorielles du “vin synthétique” produit. 

Les différentes conditions expérimentales testées (cultures mixtes selon les plans d’expérimentation 1 

et 2 et cultures pures) conduisent, comme illustré dans la figure 5, à des conduites de fermentation 

différentes en termes de dynamiques de population, de consommation des sucres et de production 

d’éthanol. La culture pure de S. cerevisiae permet d’atteindre la fin de fermentation assez rapidement 

alors que la culture de L. thermotolerans conduit à un moût contenant encore des sucres après 500 h 

de fermentation. En ce qui concerne les cultures mixtes, quelles que soient les conditions, les 

fermentations sont complètes (consommation de tous les sucres) et S. cerevisiae domine en fin de 

fermentation, celle-ci durant de 200 à 500 h environ. L. thermotolerans se développe en début de 

fermentation puis sa population chute plus ou moins rapidement (persistance faible à forte au cours de 

la fermentation). Seules quelques conditions (D, G, I, K) permettent de conserver L. thermotolerans bien 

présente dans le milieu pendant la majorité de la fermentation. 
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Figure 5. Cinétiques de fermentation (populations de Saccharomyces cerevisiae et de Lachancea thermotolerans, concentration en sucres et en éthanol) obtenues en culture 

pure et en culture mixte, dans les différentes conditions des plans d’expérimentations. La persistance de Lt est estimée comme faible, moyenne ou forte, si Lt persiste à une 

concentration supérieure à 106 cellules·mL-1 pendant respectivement moins de 66 %, entre 66% et 90 % inclus, et plus de 90 % du temps de fermentation. 
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Les résultats obtenus pour les différents critères observés (valeurs quantitatives) sont donnés dans les 

tableaux 2 et 3, pour respectivement les données relatives aux dynamiques de population et aux 

paramètres de fermentation. 

 

 

Tableau 2. Données quantitatives relatives aux dynamiques de populations dans les différentes conditions du plan 

expérimental complet : vitesse de croissance maximale, ratio des vitesses de croissance, population maximale, 

ratio des aires sous la courbe 

 

 

 

 

Tableau 3. Données quantitatives relatives à la fermentation dans les différentes conditions du plan expérimental 

complet : temps de fermentation (temps correspondant à la consommation totale des sucres initiaux), concentration 

en éthanol, pH, concentration en acide lactique en fin de fermentation 
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2.3.3.1. Dynamiques des populations 

 

L’impact des facteurs étudiés sur les dynamiques des populations est évalué, après traitement 

statistique, à travers un effet standardisé. Ces valeurs sont reprises dans le tableau 4 avec, pour chaque 

facteur, la p-value correspondante et la contribution à la variance.  

L’analyse du plan complet (1+2) conduit à l’observation d’effets significatifs des paramètres de 

fermentation choisis sur les variables étudiées, et permet également de mettre en évidence des 

interactions significatives entre ces paramètres, malgré des résidus plus élevés (26 points de plus en 

moyenne) que lors de l’analyse du plan 1 seul. Cette augmentation de la contribution à la variance des 

résidus peut être reliée aux aléas de deux expérimentations faites à des périodes différentes : levures 

issues de cryotubes et de précultures différentes, batchs de milieux différents, manipulateur différent, 

conditions environnementales différentes lors des analyses… Même si ces aléas pris individuellement 

sont négligeables et difficilement évitables, cela contribue à la difficulté d’avoir une reproductibilité 

exacte lors de travaux sur matériel biologique. 

 

L’analyse des résultats concernant les taux de croissance maximale des levures est effectuée sans le 

facteur oxygénation. L’apport d’air ayant lieu en fin de phase exponentielle, il n’a nécessairement aucun 

impact sur la période de croissance maximale, et ne doit donc pas être pris en compte dans le modèle. 

En ce qui concerne S. cerevisiae, l’impact positif de la température (effet standardisé 4.475, p-value 

0.011) sur le taux de croissance maximal observé lors du plan 1 est confirmé, avec une forte 

significativité, par le plan complet (effet standardisé 4.239, p-value 0.001). Les deux autres facteurs 

(ratio d’ensemencement et concentration en azote) n’influencent pas significativement la croissance de 

Sc, et contribuent très faiblement à la variance. Par contre, les facteurs oxygénation et température qui 

impactent la population maximale dans le cas du plan 1 (effets standardisés -4.443 et 4.546, p-values 

0.021 et 0.020 respectivement), ne sont plus significatifs dans le plan complet et masqués par un taux 

de résidus très important.  

Dans le cas de L. thermotolerans, l’effet faiblement significatif (effet standardisé -2.296, p-value 0.083), 

dans le plan 1, du ratio Sc / Lt sur le taux de croissance maximal, n'apparaît plus significatif dans le plan 

complet. Aucun facteur n’a d’impact significatif sur ce taux de croissance. La population maximale de Lt 

est, quant à elle, impactée négativement et de façon très significative par la température (effet 

standardisé -5.197, p-value 0.001) comme, dans l’étude du plan 1 mais l’effet de la concentration 

d’azote n’est plus observé dans le plan complet.  

 

Le rapport des taux de croissance maximal μmax Lt / μmax Sc, qui donne une indication sur la vitesse de 

croissance relative de Lt par rapport à Sc, est, lui, impacté négativement par la température, de façon 

encore plus significative que lors de l’analyse du plan 1 (effet standardisé -4.738, p-value 0.001). Une 

température élevée a donc tendance à favoriser la croissance de Sc comparativement à celle de Lt, ce 

qui est en accord avec la littérature (voir Joran et al. 2022). Le plan complet fait apparaître en outre un 

impact négatif du ratio Sc / Lt (effet standardisé -2.556, p-value 0.027) et une interaction positive entre 

ce ratio et la concentration en azote du milieu (effet standardisé 2.893, p-value 0.015), comme illustré 

dans la figure 6. 

L’augmentation de la proportion de Sc dans la flore d’ensemencement a donc tendance à diminuer la 

vitesse de croissance relative de Lt par rapport à Sc, alors qu’aucun effet significatif n’est visible sur les 

vitesses de croissance prises individuellement. Des phénomènes d’interactions entre les deux souches 

peuvent expliquer ces résultats : accélération de la croissance de Sc en présence de Lt ou, plus 
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Tableau 4. Impact des paramètres de fermentation sur les dynamiques des populations 

 

Effet stand. = effet standardisé ; Contrib. Var. = contribution à la variance ; Nmax = population maximale ; μmax = vitesse de croissance maximale ; AUC = aire sous la courbe.  

Paramètre 1 * Paramètre 2 = interaction entre le paramètre 1 et le paramètre 2. 
Le code couleur des cases est établi en fonction de la p-value. 
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probablement une décélération de celle de Lt (puisqu’une tendance négative mais non significative est 

observée sur son μmax seul). 

 

 

 

Figure 6. Impact des paramètres de fermentation sur le ratio μmax Lt / μmax Sc (effets standardisés). 

 

Des phénomènes de compétition vis à vis des éléments nutritifs peuvent également être impliqués 

puisqu’une interaction entre le ratio Sc / Lt et la concentration en azote est mise en évidence. C’est 

d’ailleurs la seule interaction significative entre facteurs, comme illustré dans la figure 7. 

 

 

Figure 7. Graphe des interactions entre facteurs impactant le ratio μmax Lt / μmax Sc. 

Chaque graphe, à l’intersection entre deux paramètres, représente l'interaction entre ceux-ci. L’axe des ordonnées 
représente l’effet standardisé sur la variable choisie (ici le ratio μmax Lt / μmax Sc). L’axe en abscisse représente le 
paramètre à la verticale du graphe. Le code couleur des courbes correspond au code couleur des valeurs du 
paramètre situé à l’horizontale du graphe. Les graphes correspondant à des interactions non-significatives sont 
représentés en transparence. 
 

 



 

103 

Les conditions augmentant le ratio μmax Lt / μmax Sc favorisent la croissance de Lt par rapport à Sc et donc 

son implantation. C’est le cas lorsque l’ensemencement est effectué avec un ratio Sc / Lt de 0.1. Une 

augmentation de l’azote a alors peu d’impact sur le ratio μmax Lt / μmax Sc. Par contre, quand le ratio Sc / Lt 

est égal à 1, une augmentation de l’azote permet d’augmenter le taux de croissance maximal de Lt de 

façon plus importante que celui de Sc, alors que l’azote ne semble avoir aucun impact significatif sur 

les vitesses de croissance prises individuellement. Quand l’ensemencement est effectué avec la même 

concentration de chacune des deux levures, une concentration en azote plus élevée dans le milieu tend 

à augmenter le ratio μmax Lt / μmax Sc. Ces résultats laissent penser que des phénomènes de compétition 

pour les sources azotées existent entre les deux souches lorsqu’elles sont introduites dans le milieu 

simultanément et à concentration équivalente. Une explication peut être donnée par les travaux d’autres 

chercheurs (Peng et al., 2019) qui ont, après une étude protéomique, formulé l’hypothèse que Sc 

répondait au stress induit par une coculture avec Lt, par une stratégie basée sur la compétition en 

nutriments qui lui permet de rester la levure dominante. Sc réagit en effet à la présence de Lt en 

augmentant la synthèse des protéines de stress (Heat Shock Proteins) et de protéines permettant soit 

d’augmenter la disponibilité de nutriments (utilisation de sources de carbone et d’azote comme la 

glycine), soit de favoriser l’endocytose et donc l’entrée des nutriments dans la cellule. Cette synthèse 

diminue ensuite lorsque la population de Lt commence à décliner. 

 

Afin d’étudier les dynamiques de population, un autre critère semble pertinent à suivre : le rapport des 

aires sous la courbe de croissance de Lt et de Sc (AUCLt / AUCSc), qui rend compte de la persistance 

globale de Lt au cours de la fermentation. Pour ce critère, le plan complet permet de confirmer les effets 

observés dans le plan 1 : effet négatif du ratio Sc / Lt et de la température (effets standardisés -2.940 

et -2.719, p-value 0.019 et 0.026 respectivement) et effet positif de l’oxygénation (effet standardisé 

3.522, p-value 0.008). La significativité est diminuée car le plan complet met en évidence des 

interactions entre ces 3 facteurs (positive entre ratio et température et négatives pour les couples 

ratio/oxygénation et oxygénation/température), comme illustré dans la figure 8. 

 

 

Figure 8. Impact des paramètres de fermentation sur le ratio AUCLt / AUCSc (effets standardisés). 
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La composition en azote du milieu n’a aucun impact significatif sur ce critère ni lorsqu’il est considéré 

seul, ni dans le cadre d’interactions avec les autres facteurs ce qui confirme l’absence d’influence de 

l’azote sur la persistance de L. thermotolerans dans le milieu de fermentation, dans les conditions 

testées. 

 

Les interactions entre facteurs sont précisées dans la figure 9. 

 

 

 

Figure 9. Graphe des interactions entre facteurs impactant le ratio AUCLt / AUCSc. 

Chaque graphe, à l’intersection entre deux paramètres, représente l'interaction entre ceux-ci. L’axe des ordonnées 
représente l’effet standardisé sur la variable choisie (ici le ratio AUCLt / AUCSc). L’axe en abscisse représente le 
paramètre à la verticale du graphe. Le code couleur des courbes correspond au code couleur des valeurs du 
paramètre situé à l’horizontale du graphe. Les graphes correspondant à des interactions non-significatives sont 
représentés en transparence. 

 

Lorsque le ratio d’ensemencement est en faveur de Lt (ratio Sc / Lt égal à 0.1), la persistance de Lt est 

augmentée dans le cas d’une oxygénation du milieu et d’une température plus faible. En revanche, 

lorsque l’ensemencement privilégie Sc (ratio Sc / Lt égal à 1), l’oxygénation et la température n’ont pas 

d’impact. En l’absence d’oxygénation, le ratio d’ensemencement n’a pas d’impact et la température a 

un léger impact négatif sur le ratio AUCLt / AUCSc. Lorsque le milieu de fermentation est oxygéné, par 

contre, un ratio Sc / Lt de 0.1 et une température de 18°C permettent d’augmenter la persistance de Lt 

par rapport aux valeurs obtenues pour un ratio de 1 et une température de 28°C. 

Le ratio d’ensemencement et l’oxygénation n’ont pas d’impact sur la persistance de Lt lorsque la 

température de fermentation est de 28°C, mais ont une influence à 18°C : le ratio AUCLt / AUCSc est 

augmenté lorsque le ratio d’ensemencement est diminué et que le milieu est oxygéné.  

Si l’un des facteurs favorise Sc (ratio Sc / Lt égal à 1 ou température de 28°C ou absence d’oxygénation), 

les autres facteurs n’ont plus d’impact sur la persistance de Lt, ce qui montre l’efficacité des mécanismes 

mis en œuvre par Sc pour favoriser sa survie en présence de Lt. Sc est par exemple, capable d’induire 

la mort de Lt par contact cellulaire en accumulant certains peptides à sa surface (Branco, Kemsawasd, 

et al., 2017) : cet impact n’intervenant qu’après accumulation et donc lorsque Sc est en phase 

stationnaire, toute condition permettant de ralentir la croissance de Sc en début de fermentation devrait 

permettre d’augmenter la persistance de Lt.  

Un ratio d’ensemencement favorisant Lt, une température plus basse et une oxygénation du milieu sont 

donc des conditions permettant d’obtenir une persistance plus importante de Lt au cours de la 

fermentation. Toutefois les interactions entre ces facteurs rendent plus complexe la gestion de la 

fermentation mixte pour obtenir une persistance de Lt jusqu’en fin de fermentation. Lt est présent en fin 

de fermentation pour uniquement 4 conditions (D, G, I, K : cf. Figure 5). 



 

105 

 

 

2.3.3.2. Fermentation 

 

L’impact des facteurs étudiés sur la fermentation alcoolique (temps de fermentation et composition du 

milieu) est évalué, après analyse statistique, via un effet standardisé avec la p-value correspondante et 

via la contribution à la variance, comme indiqué dans le tableau 5. 

L’analyse du plan complet (1+2) permet de confirmer la plupart des effets observés lors de l’analyse du 

plan 1, avec une augmentation de la contribution à la variance des résidus, liée à la reproductibilité des 

expérimentations comme évoqué ci-dessus (2.2.3.1.). Toutefois, ce plan complet ne permet pas de 

mettre en évidence d’interactions entre les facteurs étudiés. 

 

La concentration en azote n’impacte aucun des critères étudiés (temps de fermentation, concentration 

en éthanol, pH, concentration en acide lactique) après analyse du plan complet. 

 

L’oxygénation impacte uniquement la concentration en éthanol, avec un effet négatif et une 

significativité plus élevée que lors de l’analyse du plan 1 (effet standardisé -2.274, p-value 0.044). Cette 

diminution de la concentration en éthanol peut être reliée à une présence relative de Lt par rapport à Sc 

plus importante que sans oxygénation (étant donné l’impact positif de l’oxygénation sur le ratio 

AUCLt,/AUCSc discuté plus haut), cette souche Lt ayant un rendement en éthanol plus faible que Sc. 

Cela peut être également lié à une modification du métabolisme levurien, la présence d’oxygène 

favorisant la respiration plutôt que la fermentation, comme discuté ci-dessus dans Joran et al. 2022.  

 

La température influence de façon importante le temps de fermentation (effet standardisé -5.265, p-

value 0.001). La conduite de la fermentation à 28°C a pour effet de conduire à des fermentations plus 

courtes : ces résultats sont à mettre en relation avec l’impact de la température sur les dynamiques de 

population décrites précédemment (cf. 2.2.3.1.) : en favorisant le développement de Sc par rapport à 

Lt, une température plus élevée permet une fermentation alcoolique plus rapide, comme discuté 

également dans Joran et al. 2022.  
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Tableau 5. Impact des facteurs étudiés (ratio Sc / Lt, concentration en azote, oxygénation, température) sur la fermentation alcoolique en culture mixte 

 

 

Effet stand. = effet standardisé. Contrib. Var. = contribution à la variance 
Paramètre 1 * Paramètre 2 = interaction entre le paramètre 1 et le paramètre 2 
Le code couleur des cases est établi en fonction de la p-value. 
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Le ratio d’ensemencement Sc / Lt est un paramètre clé pour le déroulement de la fermentation 

alcoolique puisqu’il a une influence significative sur tous les critères étudiés, comme illustré dans la 

figure 10.  

 

 

 

Figure 10. Impact du ratio d’ensemencement Sc / Lt sur la fermentation alcoolique (temps de fermentation, 

concentration en éthanol, pH, acide lactique) (effets standardisés). 

 

Le ratio d’ensemencement a un impact négatif sur le temps de fermentation et un impact positif sur la 

concentration en éthanol, confirmant ainsi les tendances peu significatives observées dans le plan n°1. 

Un ratio Sc / Lt élevé a, en effet, tendance à favoriser le développement de Sc par rapport à Lt (cf. 

2.2.3.1.) et Sc est connue pour avoir des capacités supérieures à Lt en termes de fermentation (effet 

Crabtree supérieur (Vicente et al., 2021) et de production d’éthanol (rendement en éthanol plus 

important (Hranilovic, Gambetta, et al., 2018). 

Le ratio Sc  /Lt influence également, de façon très significative, le pH (effet standardisé 3.635, p-value 

0.004) et la concentration en acide lactique (effet standardisé -4.257, p-value 0.001). L’ensemencement 

du milieu avec une population levurienne favorisant Lt permet une production d’acide lactique plus 

importante et une acidification supérieure du milieu (diminution du pH). En effet, ces conditions 

permettent l’implantation rapide de Lt dans le moût et donc la production d’acide lactique pendant sa 

phase exponentielle de croissance, confirmant ainsi les résultats discutés dans Joran et al. (2022). 

Cette production d’acide lactique et l’acidification du milieu sont des objectifs à atteindre pour la 

profession puisqu’elles permettent à la fois d’obtenir des vins avec des caractéristiques sensorielles 

intéressantes et de limiter les risques de contamination microbiologique du moût (Gianvito et al., 2022). 
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2.3.3.3. Caractéristiques sensorielles  

 

Afin de compléter les données concernant l’impact des paramètres étudiés sur les populations 

levuriennes et le déroulement de la fermentation, une analyse des caractéristiques sensorielles a été 

effectuée sur les différents échantillons de vins synthétiques issus du plan n°2.  

Les résultats présentés précédemment ont permis de montrer un impact important de certains 

paramètres sur la production d’acide lactique au cours de la fermentation. Il paraît donc important dans 

un premier temps d’évaluer si cette production influence l’acidité du vin ressentie sensoriellement. 

Ensuite, l’odeur des vins synthétiques sera évaluée sensoriellement afin de mettre en évidence 

l’influence éventuelle de certains paramètres de fermentation sur le profil aromatique. 

 

Les différents vins synthétiques sont soumis à une évaluation de l’acidité par un jury expert. Celui-ci a 

classé les échantillons issus des différentes conditions expérimentales du plan n°2 selon leur acidité 

croissante. La figure 11 donne la note d’acidité obtenue (somme des rangs obtenus pour chaque 

échantillon) ainsi que la concentration en acide lactique des vins, issues de l’analyse de ce composé 

via un kit enzymatique.  

 

 

 

Figure 11. Acidité des vins synthétiques évaluée sensoriellement et concentration en acide lactique  

 

Un test de Friedman effectué sur les notes d’acidité met en évidence deux groupes d’échantillons 

significativement différents : le groupe A avec des notes entre 50 et 60 et le groupe B avec des notes 

entre 80 et 110. L’existence de ces deux groupes statistiques souligne l’impact du ratio 

d’ensemencement sur l’acidité du vin obtenu. En effet, le groupe A, avec une acidité plus faible, 

regroupe le vin issu de la culture pure de Sc et les échantillons M, N, O, P issus de cultures mixtes 

ensemencées avec un ratio Sc / Lt de 1. Au contraire, les échantillons I, J, K, L, ensemencés avec un 

ratio de 0.1 ont une acidité plus importante et proche de celle de Lt. 

Les concentrations en acide lactique déterminées pour les différents échantillons sont entre 0 et 

7.5 g·L-1. La valeur quasiment nulle observée pour la culture de Sc est en accord avec les résultats de 
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la littérature puisque cette levure est connue pour, selon la souche, ne pas être capable de produire cet 

acide ou de le produire en très faible quantité (Sauer et al., 2010; Sgouros et al., 2020). Lt, au contraire, 

est capable de produire de grandes quantités d’acide lactique (Gobbi et al., 2013; Sgouros et al., 2020) 

ce qui est confirmé par la concentration observée ici (environ 7.5 g·L-1). Les vins synthétiques issus de 

cultures mixtes présentent des concentrations avec des valeurs intermédiaires, qui permettent là 

également de distinguer 2 groupes : les échantillons M, N, O, P ensemencés avec un ratio Sc / Lt de 1, 

qui présentent des valeurs faibles en acide lactique (0.3 - 2.5 g·L-1) et les échantillons I, J, K, L 

ensemencés avec un ratio de 0.1 qui présentent des concentrations plus élevées (4.5 - 6.0 g·L-1). La 

culture pure de Lt se distingue par une acidité perçue plus faible que celle attendue compte-tenu de la 

forte concentration réelle en acide lactique : la concentration en sucres résiduels (4.0 g·L-1) lors du 

prélèvement (due à une fermentation incomplète) explique probablement la moindre acidité ressentie 

sensoriellement (Noordeloos & Nagel, 1972). 

De manière générale, les valeurs d’acidité perçues sensoriellement sont donc en accord avec les 

concentrations en acide lactique, et confirment les résultats obtenus dans le plan d’expériences. Ainsi, 

parmi les quatre facteurs étudiés, le ratio d’ensemencement impacte de manière significative à la fois 

l’acidité réelle et l’acidité perçue, appuyant ainsi la conclusion susmentionnée : si l’objectif initial de la 

culture mixte est l’acidification du moût, la persistance de Lt tout au long de la fermentation n’est pas un 

prérequis essentiel, contrairement à sa présence en début de fermentation (très impactée par le ratio 

d’ensemencement). 

 

Les échantillons issus du plan n°2 sont ensuite soumis à une évaluation sensorielle par le même jury 

expert, afin de définir leur profil olfactif. Pour cela, la méthode du tri libre est utilisée : les juges 

regroupent les échantillons ayant une odeur similaire et caractérisent celle-ci avec des descripteurs. 

Après différents traitements des données brutes, une Analyse Factorielle des Correspondances (AFC) 

entre descripteurs de l’arôme et échantillons est effectuée et illustrée dans la figure 12. 

 

 

 

Figure 12. Analyse Factorielle des Correspondances (AFC) entre descripteurs de l’arôme et échantillons de vin 

synthétique issus du plan d’expérimentation n°2 
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Les deux axes F1 et F2 de l’AFC expliquent 62.49 % de la variance. L’axe F1 permet de séparer des 

notes recherchées (fruité, floral…) de notes aromatiques moins désirables (moisi, soufré…).  

Les différentes conditions du plan expérimental en culture mixte Sc / Lt conduisent à des échantillons 

qui ont des profils aromatiques différents entre eux et différents des cultures pures de chacune des 2 

levures. La culture pure de Sc est caractérisée par des notes fruitées alors que Lt a un arôme plus 

proche des notes vertes. 

 

L’axe F1 a tendance à séparer les conditions avec un ratio d’ensemencement différent : les échantillons 

avec un ratio de 0.1 et de 1 sont représentés respectivement en jaune et en rouge. 

Les conditions I et K favorisent la persistance de Lt au cours du temps (rapports AUCLt/AUCSc les plus 

élevés du plan n°2 et assez proches : 1.24 et 1.20 respectivement) et pourtant conduisent à des produits 

avec des profils aromatiques bien distincts, et différents de celui de Lt. Les conditions J et L pour 

lesquelles la persistance de Lt est faible ont un profil aromatique proche mais assez éloigné de celui de 

Sc, qui pourtant domine au cours de la fermentation. Les conditions N et P conduisent à une persistance 

modérée de Lt et pourtant à un profil aromatique proche de Sc. Ces exemples mettent en évidence les 

interactions entre les deux levures en ce qui concerne les composés volatils produits : la persistance 

ou la dominance de l’un ou l’autre souche ne permet pas de prédire le profil aromatique du produit 

puisque des changements de métabolisme sont induits par la présence simultanée des deux levures 

dans le milieu.  

Cette AFC ne permet pas de mettre clairement en évidence un impact de la température. 

Les échantillons, sans oxygénation, I et K d’une part et M et O d’autre part diffèrent dans chacun des 

couples par la concentration initiale du milieu en azote et sont séparés par l’axe F2. Par contre, cet axe 

ne sépare pas les échantillons des couples avec oxygénation (J et L, N et P). L’azote semble donc avoir 

un impact sur le profil sensoriel, mais une interaction avec l’oxygénation est observée.  

 

Ces résultats sont en accord avec les conclusions issues du plan d’expérimentation n°1 concernant la 

production des différentes molécules volatiles : interactions entre souches, impact du ratio 

d’ensemencement. Les effets contrastés de la température et de l’oxygénation sur les différents 

composés volatils observés dans le plan n°1 conduisent à des profils sensoriels différents et difficilement 

prévisibles. L’impact de l’azote sur les composés d’arômes avait été mis en évidence également mais 

seulement sur la production d’alcools supérieurs, en accord avec la littérature (Fairbairn et al., 2021; 

Gobert et al., 2019; Rollero et al., 2021). 

 

 

2.4. Conclusions, perspectives 

 

Les résultats décrits dans Joran et al. 2022 ainsi que dans les travaux complémentaires réalisés ensuite 

montrent ainsi de multiples effets de la part des quatre paramètres étudiés (ratio d’ensemencement, 

concentration en azote, oxygénation, température) sur plusieurs métriques essentielles rendant compte 

à la fois du déroulé correct d’une fermentation en culture mixte, et des caractéristiques du vin fini. La 

modélisation multiparamétrique et l’étude statistique de ces impacts et de leurs interactions a permis 

non seulement d’évaluer leur significativité, mais aussi de comparer leurs impacts respectifs sur les 

métriques étudiées. Cela permet de dégager des conclusions à la fois sur les dynamiques de population 

et sur les paramètres constituant des leviers d’action potentiellement exploitables pour moduler les 

caractéristiques du vin fini. 
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En ce qui concerne les dynamiques de population, le plan expérimental complet fait apparaître un effet 

positif de la température sur la vitesse de croissance maximale de Sc et par conséquent un impact 

négatif sur la vitesse de croissance relative de Lt par rapport à Sc (rapport μmax Lt / μmax Sc). L’implantation 

de Lt dans le moût est facilitée par un ratio d’ensemencement en faveur de Lt (ratio Sc / Lt de 0.1) mais, 

dans le cas où les deux levures sont ensemencées à la même concentration, des phénomènes de 

compétition pour les sources azotées semblent avoir lieu, ce qui défavorise la croissance relative de Lt 

par rapport à Sc si la concentration d’azote dans le moût est faible. 

Le rapport des aires sous les courbes de croissance des deux levures (AUCLt / AUCSc) est un indicateur 

de la persistance de Lt au cours de la fermentation. La concentration initiale en azote, bien que pouvant 

faciliter l’implantation de Lt, n’a aucun effet sur sa persistance, vraisemblablement du fait d’une 

consommation de ces sources azotées pendant la phase exponentielle de croissance. La persistance 

de Lt peut cependant être modulée par les trois autres paramètres de fermentation, mais avec des 

interactions entre ces facteurs. En revanche, lorsque l’un des paramètres est en faveur de Sc, les deux 

autres paramètres n’agissent plus sur la persistance de Lt, montrant ainsi l’efficacité des mécanismes 

propres à Sc lui donnant un avantage sur Lt en culture mixte. 

 

Même si la modulation de la présence globale de L. thermotolerans au cours de la fermentation (ratio 

des AUC) semble complexe, car non seulement dépendante de tous les paramètres étudiés sauf l’azote, 

mais aussi d’interactions synergiques ou antagonistes entre ces paramètres, les résultats obtenus en 

analysant le milieu permettent quant à eux d’identifier des leviers d’action plus clairs. Selon la métrique 

étudiée, tous les paramètres étudiés n’ont en effet pas la même importance, allant d’une absence totale 

d’impact à un effet si significatif que la maîtrise du paramètre apparaît comme cruciale pour l’obtention 

de l’effet souhaité sur le vin fini.  

Ainsi, pour moduler le volatilome, la température et le ratio d’ensemencement apparaissent comme les 

deux principaux leviers à actionner (avec l’azote pour les alcools supérieurs), mais l’impact simultané 

de ces deux leviers (notamment la température) sur le temps de fermentation oblige à adopter une 

approche globale et à trouver, via la modélisation multiparamétrique, un compromis acceptable pour 

éviter une fermentation trop longue voire languissante.  

Pour une réduction d’éthanol, la température n’a plus d’effet significatif, et la modulation du ratio ainsi 

que l’oxygénation du moût en fin de phase exponentielle impactent nettement plus le résultat final 

obtenu.  

En ce qui concerne l’utilisation spécifique de L. thermotolerans pour produire de l’acide lactique, la 

modulation semble ici beaucoup plus simple à mettre en œuvre car elle ne dépend que du ratio 

d’ensemencement initial, un paramètre aisément modifiable par tout conducteur de fermentation sans 

matériel ou suivi particulier.  

Un autre objectif pourrait impliquer la volonté de maintenir L. thermotolerans présente tout au long de 

la fermentation : son action antimicrobienne (via la production d’acide lactique, de composés toxiques…) 

afin d’éviter le développement de microorganismes indésirables. L’optimisation de son rôle de 

bioprotection pourrait permettre de supprimer ou diminuer l’utilisation de SO2 dans le vin (Rubio-Bretón 

et al., 2018). L’ensemencement en faible quantité de L. thermotolerans (ratio Sc / Lt de 100), permettrait 

de bénéficier de son action de bioprotection tout en n’affectant pas le développement de S. cerevisiae 

et la qualité du vin obtenu (Nally et al., 2018). 

 

En somme, la complexité de la maîtrise technique d’une coculture dépend drastiquement de l’objectif 

technique défini pour celle-ci, comme illustré par la figure 13. 
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Figure 13. Schéma récapitulatif des impacts des différents paramètres sur les dynamiques de population, le déroulé 

de la fermentation et la production de molécules volatiles. 

 

 

Par ailleurs, différents points déjà en partie abordés dans les conclusions de la première étude (2.3) 

restent à approfondir. Il est toujours possible, évidemment, de solidifier encore plus les résultats obtenus 

par une reproduction totale du plan complet sans le scinder en deux parties expérimentales. Il serait en 

outre intéressant de valider les résultats obtenus lors d’une étude sur moût réel et/ou à l’échelle pilote, 

afin de s’assurer que les conclusions tirées à partir de fermentations standardisées sur moût synthétique 

résistent à des conditions d’expérimentation plus proches des conditions réelles. 

Il est également possible de développer ce plan et d’affiner le modèle obtenu en conservant les quatre 

paramètres étudiés, mais en modifiant les niveaux étudiés ou en ajoutant des niveaux intermédiaires. 

L’ajout d’un niveau intermédiaire apparaît comme particulièrement intéressant, en permettant 

d’observer des réponses potentiellement non linéaires de certaines variables étudiées lors de la 

modulation d’un paramètre. 

En outre, l’impact d’autres paramètres pourrait être étudié afin de compléter les connaissances et 

d’intégrer le plus de paramètres possibles dans le modèle : concentration d’autres composés dans le 

moût (sucres, lipides, vitamines…), nature des sources azotées, moment et intensité de l’oxygénation… 

Le choix s’était porté ici sur des fermentations mixtes avec un ensemencement simultané des deux 

levures mais la même démarche pourrait être appliquée à des conduites de fermentation avec 

ensemencement séquentiel, déjà explorées dans plusieurs autres études (Oliveira & Ferreira, 2019; 

Vaquero et al., 2021; Zhang et al., 2022). 

Un autre volet d’étude intéressant, déjà partiellement abordé dans cette étude, est l’évaluation 

sensorielle des vins obtenus. En effet, même si une évaluation sensorielle a été conduite et a permis 

de dégager des conclusions intéressantes, notamment sur l’acidité perçue en bouche, elle reste très 

exploratoire, et ne permet pas de dresser de conclusions fermes sur le profil olfactif des vins 

synthétiques obtenus. Cela est dû à la fois à la taille réduite du jury convoqué pour l’étude, et à 

l’utilisation d’un moût synthétique ayant pu dérouter les membres de celui-ci (Fairbairn et al., 2022). Afin 

de développer ce volet, vital pour conclure proprement sur l’impact sensoriel réel perçu sur le vin 
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fermenté en culture mixte, et interpréter correctement les résultats obtenus lors de l’analyse du 

volatilome par GCMS, il serait donc intéressant de pallier ces deux limites. Ainsi, utiliser un nombre de 

juges plus important et évaluer la qualité organoleptique de vins issus d’un plan d’expérimentation en 

moût réel constituent deux pistes à sérieusement considérer pour de futures études. 

Pour finir, l’étude des dynamiques de population présentée dans ce volet des travaux de thèse 

gagneraient, de manière générale, à comporter plus de points d'échantillonnage ainsi qu’une amplitude 

de suivi plus importante (voire jour et nuit). En effet, la précision d’évaluation des métriques choisies 

pour évaluer ce pan de l’étude dépendant directement de la fréquence de prélèvement, augmenter cette 

fréquence le plus possible diminuerait donc leur variabilité. Identifier et appliquer à une future étude de 

nouvelles méthodologies d’évaluation des populations levuriennes permettrait donc également de 

dresser des conclusions encore plus solides statistiquement. 
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3. Suivi automatisé de populations microbiennes 

 

3.1. Contexte 

 

Le suivi et la maîtrise des populations microbiennes est un point clé pour conduire des fermentations, 

que ce soit au niveau du laboratoire pour des travaux de recherche ou au niveau de la cave de 

vinification (industrielle ou non). En effet, les dynamiques de population impactent fortement le 

déroulement de la fermentation, la consommation des substrats présents dans le moût de raisin et la 

production de métabolites à partir de ces substrats. Les travaux présentés précédemment ont 

notamment montré l’impact de différents paramètres de fermentation sur les dynamiques de population 

et sur les caractéristiques des vins obtenus (éthanol, acidité, profil aromatique…). Afin de mieux 

comprendre les phénomènes d’interactions entre souches, mais aussi optimiser la fermentation (par 

exemple, étudier l’impact du moment où doit se faire l’oxygénation lors de cocultures, notamment 

lorsque les populations ne sont pas dans les mêmes phases physiologiques), il est nécessaire de 

faciliter et améliorer le suivi des populations. La cytométrie en flux est une méthode rapide mais qui 

nécessite de la main d'œuvre pour effectuer les dilutions et les marquages et qui donc ne peut pas 

assurer facilement un suivi en continu, 24 heures sur 24, de la fermentation. Il paraissait donc opportun 

de s’intéresser à la mise au point d’une technologie automatisée permettant de suivre en continu les 

différentes populations levuriennes dans le moût. 

De tels systèmes automatisés existent et ont été utilisés pour le contrôle de la qualité de l’eau par 

exemple, ou pour suivre certaines cultures de microorganismes, mais aucun travail n’a été publié 

concernant des applications dans le domaine du vin. De plus, appliquer ces systèmes au vin pose des 

défis techniques : des durées d’expérimentation longues (plusieurs jours à plusieurs semaines, voire 

plusieurs mois) combinées ou non avec des milieux riches en sucres et en particules peuvent être à 

l’origine de phénomènes d’encrassement et/ou induire des contaminations du système de mesure. En 

outre, la production de gaz carbonique inhérente au processus fermentaire peut potentiellement 

interférer avec le bon déroulement du protocole d'échantillonnage. 

 

Des travaux ont donc été menés afin de valider la faisabilité de suivi des microorganismes dans le 

domaine du vin par une technologie de cytométrie en flux automatisée. Cette faisabilité a été étudiée 

en complexifiant progressivement les conditions expérimentales. Les protocoles du système automatisé 

(prélèvement, dilution, marquage des microorganismes, paramètres de cytométrie) ont été tout d’abord 

validés sur des suspensions aqueuses de deux microorganismes clés en œnologie (la levure 

Saccharomyces cerevisiae et la bactérie Oenococcus oeni). Les expérimentations ont ensuite permis 

de montrer la possibilité de suivre les populations dans des conditions fermentaires identiques à celles 

utilisées dans la partie 2 de ces travaux, puis des suivis plus espacés et plus longs ont été réalisés sur 

du vin rouge dans le but de simuler la surveillance du vieillissement d’un vin fini.  

Ces travaux ont fait l’objet de la rédaction d’un article soumis à la revue OENO-One et présenté en 3.2. 
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3.2. Cytométrie en flux automatisée : article scientifique 
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3.3. Conclusions, perspectives 

 

Les travaux ont permis de montrer la faisabilité d’un suivi automatisé par cytométrie en flux des 

populations microbiennes dans diverses conditions liées à l’élaboration du vin.  

Cette technique montre un intérêt certain pour des activités de recherche, afin de mieux comprendre 

les interactions entre levures tout au long d’une fermentation mixte et potentiellement approfondir les 

travaux présentés dans la partie 2 de ce manuscrit de thèse (voir 2.4). 

En outre, un tel système pourrait être applicable en cave, dans diverses situations 

œnologiques : contrôle des populations microbiennes lors de la préparation des pieds de cuve, de 

l’ensemencement des cuves, au cours des fermentations (alcoolique, malolactique en cuve, et 

fermentation en bouteille pour les vins effervescents) voire au cours du vieillissement du vin. Les 

attentes sont variées : s’assurer de la présence d’une concentration souhaitée de microorganismes, du 

développement après ensemencement, de l’absence de contaminations, ou bien suivre différentes 

populations simultanément afin de pouvoir à l’avenir les contrôler en agissant, en continu, sur les 

conditions de fermentation.  

Cette facilitation des analyses microbiologiques présente également un intérêt évident pour les 

laboratoires œnologiques, qui pourraient améliorer ainsi leurs protocoles d’analyses pour les 

applications citées ci-dessus. L’intérêt est, pour ces laboratoires, encore plus marqué que pour les 

laboratoires de recherche, car les analyses réalisées y sont généralement plus standardisées et 

réalisées avec une fréquence et une régularité supérieure à celles des applications en recherche, aux 

protocoles plus variables. Ainsi, l’automatisation y est potentiellement à la fois plus facilement réalisable 

et davantage optimisable. 

Des améliorations du système sont envisageables et des verrous techniques restent cependant à lever, 

notamment au niveau de la fiabilité des dilutions et de l’étude de systèmes produisant du CO2 mais en 

conditions statiques, non testés dans cette étude. Cependant, le potentiel d’une telle automatisation 

reste clairement visible à travers ces travaux, que ce soit pour la recherche, le contrôle qualité, ou 

encore d’éventuelles applications industrielles. 
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4. Conclusion générale et perspectives 
 

 

 

Ces travaux de thèse ont permis d’approfondir les connaissances existantes sur le déroulé des 

fermentations alcooliques en culture mixte entre Saccharomyces cerevisiae et Lachancea 

thermotolerans. L’étude multiparamétrique a permis de mettre en évidence pour la première fois les 

impacts complexes des facteurs étudiés sur les dynamiques de population à l'œuvre dans une telle 

coculture, leurs éventuelles synergies ou antagonismes, ainsi qu’un probable phénomène de 

compétition pour les sources azotées dans certaines des conditions étudiées. Sur un plan plus 

technique, des leviers d’actions potentiels ont également été identifiés pour contrôler l’impact de cette 

coculture sur certaines caractéristiques d’intérêt du vin fini (volatilome, éthanol, acidité). Certaines zones 

restent à explorer, notamment la consommation différenciée des sources azotées, pouvant offrir des 

précisions sur la compétition pour ces sources lors de la phase exponentielle, ainsi que la confirmation 

de l’impact de la modification du volatilome sur les caractéristiques sensorielles du vin. En effet, même 

si une évaluation sensorielle a bien été réalisée lors de cette thèse et a permis d’entrevoir quelques 

hypothèses et tendances, elle ne permet pas de dresser de conclusions fermes et précises et mériterait 

donc d’être approfondie. 

 

Ces travaux ont également permis d’explorer des pistes méthodologiques et techniques potentielles 

pour le suivi de ces fermentations, d’abord dans un but d’étude scientifique, mais pouvant 

potentiellement être appliquées à un but de contrôle technique en cave ou de contrôle qualité en 

laboratoire œnologique. Tout d’abord l’approche par standardisation des conditions et modélisation des 

conséquences des paramètres étudiés montre, comme vu ci-dessus, un intérêt scientifique évident. 

Cette étude constitue un premier pas dans cette direction, et le développement d’approches similaires 

pourraient à l'avenir constituer des pistes de recherche intéressantes. Il serait en effet envisageable, 

comme discuté dans les conclusions de la partie 2 de ces travaux, de développer l’étude et le modèle 

obtenu en élargissant le champ d’étude, soit au niveau des paramètres inclus dans le modèle, soit au 

niveau des métriques choisies. Affiner le modèle de cette manière permettrait non seulement de 

dégager de nouvelles conclusions scientifiques et d’élargir notre compréhension des mécanismes à 

l'œuvre dans les fermentations en culture mixte, mais également d’améliorer sa précision et donc sa 

capacité potentielle de prédiction théorique pour des applications en cave. En effet, la possibilité 

d’utiliser un modèle similaire mais affiné et confirmé pour définir à l’avance, par exemple, le ratio exact 

d’ensemencement Sc / Lt à utiliser sur un moût dont on a mesuré les caractéristiques pour obtenir une 

quantité voulue d’acide lactique a un intérêt technique non-négligeable. 

Une autre perspective serait l’application de cette méthodologie générale à d’autres systèmes 

biologiques. Tout d’abord, Lachancea thermotolerans n’est pas la seule non-Saccharomyces décrite 

dans la littérature comme présentant un intérêt scientifique ou technique (C. Varela, 2016), ni la seule 

dont les interactions directes ou indirectes avec Saccharomyces complexifient les dynamiques de 

population lors d’une culture mixte (Zilelidou & Nisiotou, 2021). Une approche multiparamétrique 

standardisée appliquée à d’autres couples levuriens pourrait permettre, comme dans les travaux 

présentés ici, de confirmer des leviers de modulation déjà mis en évidence indépendamment dans la 

littérature ou en dégager de nouveaux, puis de comparer l’intensité de leurs impacts et étudier les 

éventuelles synergies entre ces effets. La perspective d’utiliser cette approche pour faciliter l’étude de 

consortiums microbiens plus complexes (trois micro-organismes ou plus) n’est également pas à 
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négliger, ainsi que la possibilité de l’appliquer à d’autres matrices fermentaires faisant également de 

manière occasionnelle ou systématique l’objet de cultures mixtes (bière, kombucha, kéfir…). 

Dans un second temps, la technique de mesure de populations microbiennes par cytométrie en flux 

automatisée a montré son potentiel, à travers de multiples applications liées au processus d’élaboration 

du vin. Si cette preuve de concept reste encore bien sûr à confirmer et des verrous technologiques 

restent à lever, l’intérêt de cette technique à la fois pour la cave et le laboratoire semble présent. En 

effet, elle libère du temps et/ou de la main d'œuvre qualifiée, en plus de permettre des suivis de 

population avec une fréquence de prélèvement et une amplitude temporelle de suivi supérieures à celle 

d’un opérateur humain. En outre, d’un point de vue scientifique, placer le processus de prélèvement-

marquage-dilution entre les mains d’un robot permet d’améliorer la reproductibilité et donc la fiabilité 

des résultats en standardisant de manière plus poussée l’exécution de ce protocole. La fréquence et 

l’amplitude élevée des mesures peuvent également permettre d’obtenir des courbes de population bien 

plus détaillées, et donc de déterminer plus précisément certaines métriques secondaires (vitesse de 

croissance maximale par exemple), ce qui peut se révéler crucial lors d’une expérimentation. Par 

exemple, utiliser cette automatisation lors de l’étude multiparamétrique aurait pu permettre à la fois 

d’établir plus précisément les variables étudiées pour définir les dynamiques de population, et de limiter 

partiellement la variance résiduelle induite par la réalisation du plan complet en deux parties.  

 

A plus longue échéance, l’articulation des deux volets de cette thèse pourrait également révéler son 

potentiel par la combinaison du modèle détaillé décrit plus haut et l’obtention de résultats de 

prélèvements en quasi-temps réel, nuit et jour. Il est ainsi possible d’imaginer à terme la mise au point 

d’une boucle de rétroaction modulant par exemple en temps réel, à partir du modèle théorique préétabli 

et des mesures automatisées de cytométrie, un levier d’action pilotable tel que la température de 

fermentation afin de maintenir la proportion de levures à un niveau constant défini à l’avance. Cette 

perspective, bien que probablement lointaine pour une application fiable en cave, ne relève pas de 

l’impossible à une échelle laboratoire dans un premier temps, et pourrait permettre d’ouvrir la porte à 

des études fixant deux populations à une proportion donnée pendant l’ensemble de la fermentation, afin 

d’étudier de manière plus fiable d’éventuelles modifications métaboliques induites par des interactions 

en comparaison avec des cultures pures.  
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