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Les systemes de régulations impliqués dans le
métabolisme de l'azote chez S. cerevisiae sont a
I’heure actuelle bien décrits mais trés peu existent
pour les levures non-Saccharomyces (NS). Il en va de
méme pour les considérations cenologiques ou les
facteurs influengant I'assimilation des YAN et les
implications d’un ajout d’azote exogene sont peu
clairs. Face a I'importance de I'azote en fermentation,
une remise en question d'un certain nombre de
concepts (notamment les sources azotées
préférentiellement assimilées) a été conduite. Afin
d’identifier et de répertorier ces contradictions, un
premier chapitre fait un état des connaissances vis-a-
vis de l'influence du contenu en azote lors de la
fermentation alcoolique. Par ailleurs, plusieurs
especes de levures NS sont déja commercialisées et
utilisées en début de fermentation alcoolique avec
pour principal objectif d’améliorer le profil
aromatique des vins. Les mécanismes a l'origine de
I'amélioration du profil aromatique sont, a ce jour,
encore mal identifiés. Il apparait donc essentiel de les
étudier afin d’obtenir une meilleure maitrise de ces
microorganismes. Une des pistes privilégiées pour
expliquer ces phénomenes est ['étude des
interactions entre les levures NS et S. cerevisiae,
particulierement pour la compétition vis-a-vis des
sources azotées (YAN). Ainsi, dans un deuxiéme

temps un classement des YAN préférentiellement

assimilés au cours de la fermentation alcoolique par
plusieurs levures NS a été réalisé. Puis l'influence
d’'une fermentation séquentielle (levures NS + S.
cerevisiae) sur la production des composés volatils a
été évaluée. Cette premiére étude montre clairement
que les YAN préférentiellement assimilés par les
levures NS sont différents de S. cerevisiae. Cette
consommation spécifique pourrait expliquer en partie
certains changements dans le profil des composés
volatils en fermentation séquentielle. Cependant, les
environnementales ont un

conditions impact

significatif sur les sources préférentiellement
assimilées. Ces deux premiéres études ont largement
participé a la réalisation d’un troisieme axe de
recherche ciblant la mise au point d’'une méthode
biologique de réduction de I’éthanol dans les vins a
I'aide des levures NS. En effet, le changement
climatique global entraine la production de vins de
plus en plus alcoolisés. La fermentation séquentielle
utilisant S. bacillaris et S. cerevisiae a été retenue. A
I'aide d’'une oxygénation maitrisée et d’'une nutrition
spécifique, cette méthode a permis de réduire la
concentration en éthanol de 1,65% (v/v) en condition
laboratoire. Cette méthode a été validée a I'échelle
pilote en cuverie ou une réduction de 1% (v/v) a été
tout en conservant les

obtenue, qualités

organoleptiques du vin.
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The nitrogen pathways regulation involved in S.
cerevisiae are currently well described, but data
about non-Saccharomyces yeasts are limited (NS). In
the same way, oenological considerations including
factors influencing YAN uptake and implications of
exogenous nitrogen are unclear. Several concepts
(notably the nitrogen sources preferentially
assimilated) have been questioned. In order to
identify these contradictions, a first chapter makes a
state of knowledge regarding the influence of
nitrogen content during alcoholic fermentation. In
addition, some species of NS yeasts are positioned on
the market. Usually, they are used at the beginning of
alcoholic fermentation with the main objective to
improve the aromatic profile of wines. The
mechanisms at the origin of the improvement of the
aromatic profile remain still poorly understood. That
is why, the study of these mechanisms is essential to
obtain a better control of these microorganisms. The
interactions between NS vyeasts and S. cerevisiae
could explain theses phenomena, particularly about
yeast assimilable nitrogen (YAN) competition. Thus, in
a second part, a classification of YAN preferentially
assimilated during the alcoholic fermentation by
several NS yeasts was carried out. Then the influence
of a sequential fermentation with NS yeasts and S.
cerevisiae on the production of volatile compounds

nitrogen,

non-Saccharomyces vyeasts, volatile

was evaluated. This first study clearly shows that YAN
preferentially assimilated by NS yeasts are different
from S. cerevisiae. This specific consumption could
explain in part some changes in the profile of volatile
compounds in sequential fermentation. However,
environmental conditions have a significant impact
on preferential YAN sources. To support this data, an
in-depth bibliographic study on the involvement of
nitrogen during the alcoholic fermentation was
carried out. This study highlights the difficulty to
propose a general ranking of preferential nitrogen
sources in NS yeasts and S. cerevisiae. In addition to
biotic and abiotic factors, the genetic diversity of
strains appears to be strongly implicated. The
concept of preferential source must be questioned.
These two previous studies largely contribute to the
achievement of a third development axis: a biological
method for the reduction of ethanol in wines using
NS yeasts. Indeed, global climate change induces the
production of increasingly alcoholic wines. Sequential
fermentation using S. bacillaris and S. cerevisiae was
selected. With targeted oxygenation and specific
nutrition, this method reduced the ethanol
concentration by 1.65% (v/v) in laboratory conditions.
This method has been validated at pilot scale in
winery where a reduction of 1% (v/v) was obtained
without organoleptic deviation.
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Introduction générale




Les grappes de raisins présentent une grande diversité de micro-organismes a leur surface, parmi
lesquels, les levures représentent une part importante. Cette population levurienne évolue
constamment en fonction des conditions climatiques et du niveau de maturité des grappes (Raspor
et al.,, 2006). Actuellement, 29 genres et 90 espéeces ont été identifiés (Liu et al., 2015). Dans ce
contexte, au moment des vendanges, la population des levures est diversifiée et Saccharomyces
cerevisiae, la levure majoritaire lors de la fermentation alcoolique, est minoritaire. En effet,
seulement 0,1 % des grappes sont S. cerevisiae-positives (Mortimer and Polsinelli, 1999). Ainsi, au
début du processus de vinification puis dans une moindre mesure au cours de la fermentation, S.

cerevisiae et les autres levures, appelées non-Saccharomyces (NS) sont en co-fermentations.

Actuellement, plusieurs especes de levures NS sont déja commercialisées et utilisées en début de
fermentation alcoolique avec pour principal objectif de modifier le profil aromatique des vins (Soden
et al., 2000; Clemente-Jimenez et al., 2005; Kapsopoulou et al., 2007; Bely et al., 2008; Sadoudi et al.,
2012; Varela, 2016). Cependant, ces co-fermentations ou fermentations séquentielles restent peu
reproductibles. Il apparait donc essentiel de les étudier afin d’obtenir une meilleure maitrise de ces
microorganismes. Une des pistes pour expliquer ces problemes de reproductibilité est I'étude des
interactions entre les levures NS et S. cerevisiae, notamment les phénomenes de compétitions vis-a-
vis des nutriments. Dans un mo(t, les pricipaux nutriments se retrouvent sous forme de sucres,
lipides, minéraux, vitamines et d’azote assimilable. Cette derniére source a un rble prépondérant
dans le métabolisme des composés volatils, c’est pourquoi I'étude de la compétition nutrionnelle
entre les levures NS et S. cerevisiae vis-a-vis de cette source pourrait étre un élément de réponse

pour expliquer les changements du profil aromatique lors de co-cultures.

D’une maniére générale, une carence en azote assimilable peut conduire a une fermentation
languissante (Alexandre and Charpentier, 1998). Or, en conditions de fermentation par des levures
indigénes ou suite a 'inoculation d’'une levure NS commerciale, une partie significative de I'azote
assimilable peut étre consommeée par les levures NS. Par la suite, S. cerevisiae se retrouve donc en
conditions de carence azotée et ne pourra pas consommer la totalité des sucres. L'identification des
besoins en azote assimilable des levures NS s’avere donc essentielle afin de mieux maitriser ce

parameétre et de mettre au point une supplémentation azotée adaptée.

Outre l'utilisation des levures NS pour améliorer le profil aromatique des vins, ces microorganismes
pourraient apporter une solution aux répercussions des problémes liés au réchauffement climatique.
En effet, I'année 2015 a été la plus chaude jamais enregistrée depuis 1880 et la tendance est a la
hausse (NASA, 2015). Cette augmentation des températures a pour conséquence d’accélérer la

phénologie de la vigne (Jones et al., 2005). Cependant il est nécessaire que le raisin soit a maturité
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aromatique et phénolique pour le récolter mais en contrepartie la concentration en sucres sera
accrue. Des recherches menées en Hongrie ont montré, sur une échelle de temps réduite, qu’entre
2010 et 2012 la concentration en sucre dans les modts de Chardonnay sélectionnés pour I'étude
avait augmenté de prés de 50 g/L dans les cas extrémes. Le sucre étant I’élément principal converti
en éthanol par S. cerevisiae, la concentration en alcool dans les vins se retrouve donc augmentée et
peut causer des problématiques aussi bien au niveau de la fermentation alcoolique elle-méme
(Rodrigues et al., 2006) ou en termes de santé publique, économiques ou organoleptiques (Gawel et
al., 2007). Dans ce contexte, des recherches ont été entreprises afin de réduire la concentration en
alcool dans les vins a I'aide des levures NS comme nouvelle alternative biologique comparée aux

techniques déja existantes (Contreras et al., 2014a, 2014b, 2015; Ciani et al., 2016).






Introduction bibliographique




1. Rappel des différentes voies métaboliques pendant la fermentation

alcoolique

Les levures comme de nombreux autres organismes sont des micro-organismes hétérotrophes et
produisent leur énergie a partir du métabolisme du carbone. Dans ces conditions, les voies
métaboliques d’anabolisme fonctionnent conjointement avec les voies métaboliques de catabolisme.
Leur énergie chimique, sous forme d’ATP, résulte de I'oxydation de molécules organiques et est
utilisée comme source d’énergie par la cellule. D’autre part, ces molécules organiques peuvent
également fonctionner comme sources de carbone pour la biosynthése. La diversité des biotopes des
levures conduit a une vaste complexité métabolique, associée a la multiplicité des sources de
carbone disponibles dans la nature incluant majoritairement des acides aminés et bien entendu des

sucres.

1.1. Laglycolyse

Suivant les conditions environnementales, I'assimilation du sucre peut se produire en milieu
anaérobie ou aérobie. Dans le premier cas, les levures utiliseront la voie fermentaire alors qu’en
présence d'oxygeéne et d’une concentration faible en sucre, elles utiliseront la respiration cellulaire.
En effet, la concentration en sucre joue un réle important dans le choix de la voie de métabolisation
par la levure. Il est possible de différencier les levures en deux groupes : d’une part, les levures
Crabtree-positives qui, en présence d’une forte concentration en sucre auront un métabolisme
fermentaire méme en condition aérobie et d’autre part, les levures Crabtree-négatives qui en
présence d’une forte concentration en sucres ne rentreront pas dans un métabolisme fermentaire
mais produiront uniquement du CO, et de la biomasse (Figure 1). C'est en 1929, dans son étude sur
le métabolisme de cellules cancéreuses, qu’Herbert Grace Crabtree décrivit le premier ce

phénomeéne (Crabtree, 1929).

Crabtree positive 02 02 Crabtree negative
P e
Bigm‘ss

Figure 1 : Utilisation des sucres par les levures suivant leur profil Crabtree. Figure adaptée de (Dashko et al., 2014).



En vinification, les conditions de fermentation peuvent étre considérées comme semi-anaérobies
puisqu’une partie restreinte du moQt est exposée a I'air. Cette exposition conduit alors a un transfert
(qui reste restreint) de I'air dans le modt suivant la loi de Henry. Concernant la concentration en
sucres, les taux retrouvés dans les modts sont généralement supérieurs a 200 g/L. Cette forte
concentration entraine alors la levure a s’orienter vers un métabolisme fermentaire puisque S.
cerevisiae est connue pour étre Crabtree-positive. Le mécanisme d’assimilation des sucres le mieux
décrit dans ces conditions I'est chez S. cerevisiae, la levure majoritaire lors de la fermentation

alcoolique (Combina et al., 2005).

La premiére étape de la voie de la glycolyse consiste en la phosphorylation du glucose en glucose 6-
phosphate par I'action des hexokinases 1 et 2 (Hxkp) et de la glucokinase 1 (Glkp). Puis, le glucose-6-
phosphate est isomérisée par la glucose-6-phosphate isomérase, codée par le géne PGI, en fructose-
6-phosphate. L'étape suivante, réalisée par la phosphofructokinase (Pfkp), nécessite de I'énergie,

sous forme d'ATP, pour convertir le fructose-6-phosphate en fructose-1,6-ddiphosphate (Figure 2).

Hexose

Transporter ) —* Glucose

Hxk1/2
Glk1 l" AP
Glucose-6-phosphate

Pgil

Fructose-é-phosphate
Pk1/2 P-ATP

Fructose 1,6-diphosphate
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Dihydroxyacetone %—s" Glyceraldehyde 3-phosphate

phosphate TzlADf:i -

NADH,< !,3-diphosphoglycerate

| Glucose—

3 Ethanol
2 Ethanol He e }\ e
Adh] 3-phosphoglycerate
Acetaldehyde PgmlI

2-phosphoglycerate
Pdcl Enol I
Phosphoenol pyruvate
2 CO, Co, Pykl I
Pyruvate

Figure 2 : Voie de la glycolyse en condition fermentaire chez S. cerevisiae. Figure de (Faria-oliveira et al., 2013).

L'Aldolase (fructose 1,6-ddisphosphate aldolase) catalyse le clivage du fructose 1,6-disphosphate en
glycéraldéhyde 3-phosphate et en dihydroxyacétone phosphate. Ces deux composés peuvent étre
convertis I'un en I'autre de maniére réversible par la triosephosphate isomérase (Tpip). Par la suite, le
glycéraldéhyde 3-phosphate donne le pyruvate par lintermédiaire d'une série de réactions

enzymatiques, tandis qu'une partie du dihydroxyacétone phosphate suit la gluconéogenese. En
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condition fermentaire, le pyruvate est décarboxylé pour donner de I'acétaldéhyde et du CO,, par la
pyruvate décarboxylase (Pdcl). Dans la réaction finale, catalysée par I'alcool déshydrogénase (Adhp),
I'acétaldéhyde est réduit en donnant I'éthanol et en favorisant la réoxydation du NADH en NAD". En
plus des 2 molécules de CO, et d'éthanol formées par molécule de glucose, le sucre est incorporé
dans la production d'autres sous-produits tels que la biomasse, les acides (pyruvique, acétaldéhyde,

cétoglutarique, lactique) et le glycérol.

1.2. Lavoie des pentoses phosphates

En paralléle de la glycolyse, S. cerevisiae peut assimiler les sucres par une autre voie, la voie des
pentoses phosphates. Cette voie joue un réle important dans la régénération du NADPH, qui
intervient principalement comme cofacteur d’oxydoréduction dans les processus anaboliques. La
voie des pentoses phosphates peut se décomposer en deux parties. La partie oxydative aboutit a la
synthése du ribulose-5-phosphate et a la formation de deux NADPH et la partie non oxydative
produit notamment deux éléments importants, le ribose 5-phosphate et I'érythrose 4-phosphate qui
sont deux intermédiaires du métabolisme des nucléotides et des acides aminés aromatiques (Figure

3).
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gluconolactonase
¥
6-phosphogluconate

WADP |  &phosp ”

H+ NADPH‘/

L

Ribulose 5-phosphate
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Fructose 6-phosphate phosphate

aldolase
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Figure 3 : Voie des pentoses phosphates chez S. cerevisiae. Graphique de (Jeppsson et al., 2002)



1.3. La phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative mitochondriale est un réseau complexe et hautement contrélé par
lequel la synthése de I’ATP est adaptée en continu aux changements de la demande en énergie de la
cellule pour soutenir la croissance et/ou I'homéostasie. Au cours du métabolisme respiratoire, le
NADH cytosolique et mitochondrial est réoxydé par la chaine respiratoire (Figure 4). Comparée a
d’autres espéces de levures, S. cerevisiae ne possede pas la multi-sous-unité du complexe | de la
NADH déshydrogénase (Nosek and Fukuhara, 1994). Or, la protéine Ndufabl impliquée dans ce
complexe apparait surlignée en vert (constituants présents chez S. cerevisiae) sur la base de données
KEGG. L'information sur cette protéine renvoie aux travaux de Goffeau et collaborateurs (1996) qui
aprés une étude approfondie du génome de S. cerevisiae sembleraient montrer qu’il existait bien une

protéine classée dans la multi-sous-unité du complexe | (Goffeau et al., 1996).
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Figure 4 : Voie de la phosphorylation oxydative chez S. cerevisiae. Les constituants de la chaine respiratoire présent chez S.
cerevisiae sont surlignés en vert (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)).

Mis a part cette exception, S. cerevisiae ne possede pas de complexe | a proprement dit mais une
seule sous-unité NADH : l'ubiquinone oxydoréductase qui associe |'oxydation du NADH intra-
mitochondrial a la chaine respiratoire. Cette enzyme catalyse le transfert de deux électrons du NADH
intramitochondrial a I'ubiquinone (Yang et al., 2011). S. cerevisiae ne posseéde pas seulement une
NADH déshydrogénase interne, mais aussi une activité NADH déshydrogénase mitochondriale
externe (von Jagow and Klingenberg, 1970). L’origine de cette activité provient de la présence de
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deux genes chez S. cerevisiae, NDE1 et NDE2 codant les isoenzymes de la NADH déshydrogénase
externe. Comme la NADH déshydrogénase interne, les isoenzymes externes ne pompent pas les
protons (von Jagow and Klingenberg, 1970). Par conséquent, S. cerevisiae a une faible stcechiométrie
lors de la production d’ATP pendant la phosphorylation oxydative. Malgré cette faible stoechiométrie
de la phosphorylation oxydative, le catabolisme respiratoire complet d’'une molécule de glucose
produit environ 16 molécules d'ATP (quatre molécules d'ATP provenant de la phosphorylation au
niveau du substrat, deux de la glycolyse, deux de la formation du GTP dans le cycle de Krebs et
environ douze lors de la phosphorylation oxydative). Ce rendement est huit fois supérieur a celui
obtenu pendant la fermentation alcoolique. Le rendement plus élevé en ATP des sucres par la
respiration se reflete dans les rendements de biomasse. En effet, dans des conditions ou les levures
assimilent le glucose par voie respiratoire, la production de biomasse peut étre jusqu’a cing fois
supérieure a celle obtenue en fermentation (Verduyn, 1991). Une autre particularité de la chaine
respiratoire de S. cerevisiae est que les complexes bcl (lll) et la cytochrome c oxydase (IV) forment
un super-complexe (Schagger and Pfeiffer, 2000). Enfin, contrairement aux plantes et champignons,
la chalne respiratoire de S. cerevisiae ne possede pas d’oxydase alternative insensible au cyanure qui
catalyse l'oxydation directe de l'ubiquinone par l'oxygéne moléculaire sans générer de force
protomotrice (Vanlerberghe and Mclintosh, 1997). Ainsi, chez S. cerevisiae, le taux global de la
phosphorylation oxydative est controlé a court terme en aval de I’ATP synthase par le
renouvellement de I’ATP cytosolique. Mais ce taux est également controlé en amont de la chaine
respiratoire en réduisant la disponibilité et I'activation allostérique des déshydrogénases, puis par la

perméabilité ionique de la membrane mitochondriale interne (Beauvoit et al., 1993).

1.4. Balance Redox

Les cofacteurs pyridine-nucléotides NAD*/NADH et NADP'/NADPH jouent un réle central dans le
métabolisme de la levure. Le NADH est préférentiellement utilisé dans le catabolisme, alors que le
NADPH est généralement requis pour les réactions anaboliques (Van Dijken et al., 1986). Chez S.
cerevisiae et probablement aussi chez les levures NS, le NADH et le NADPH ne peuvent pas étre
interconvertis en raison de I'absence d’une activité transhydrogénase (Bruinenberg et al., 1983). Or
maintenir un équilibre redox est une condition indispensable pour les cellules pour conserver une
activité métabolique et une croissance normale. Ainsi, sachant que les membranes biologiques sont
imperméables aux pyridine-nucléotides, pour maintenir la balance redox, les coenzymes réduits

doivent étre réoxydés dans le compartiment dans lequel ils ont été produits.

Le NADPH cytosolique est produit dans la partie oxydante de la voie des pentoses phosphates, qui

est connectée a la glycolyse au niveau du glucose 6-phosphate (Figure 5). Une étude de Minard et
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collaborateurs (1998) a montré que cette voie n’était pas la seule impliquée dans la formation du
NADPH. En effet, il a été mis en évidence qu’une activité isocitrate déshydrogénase dépendante du
NADP* et une activité acétaldéhyde déshydrogénase, dépendante aussi du NADP®, pouvaient
contribuer a la production de NADPH (Minard et al., 1998). Cependant, S. cerevisiae ne peut pas
coupler directement I'oxydation du NADPH a la chaine respiratoire (Bruinenberg, 1986) ce qui a pour
conséquence de ne pas pouvoir oxyder directement I'excés de NADPH cytosolique. Ainsi, la voie des
pentoses phosphates, qui produit le NADPH requis pour la biosynthése, ne peut pas fonctionner

comme voie dissimilatrice chez S. cerevisiae.

Glucose 6-phosphate

HADP
glucose d-phosphate defydrogenase

6-phosphoglucono-1,5-lactone

gluconolactonase

6-phosphogluconate

HADP j Gphosphog deRydrog

Ribulose 5-phosphate

Figure 5: Formation du NADPH dans la partie oxydante de la voie des pentoses phosphates. Graphique modifié de
(Jeppsson et al., 2002).

D’un autre cOté, S. cerevisiae possede plusieurs mécanismes pour réoxyder le NADH (Bakker et al.,
2001). Tout d’abord, la réduction du NAD" se produit a la fois dans le cytosol par la glycolyse et dans
les mitochondries par le complexe pyruvate déshydrogénase et les déshydrogénases du cycle de
Krebs. Les deux pools de NADH peuvent étre ensuite oxydés par la chaine respiratoire
mitochondriale avec I'oxygéne comme accepteur final d’électron (Overkamp et al., 2000). En
condition aérobie, plusieurs systemes permettent de transmettre un NADH cytosolique excédentaire
a la chaine de transport d’électrons mitochondriale. Les deux principaux semblent étre la NADH
déshydrogénase externe formée de deux protéines, Ndelp et Nde2p, et la navette glycérol-3-

phosphate (Figure 6).
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NAD* NADH NAD" NADH

NADH NAD* G3P DHAP
ethanol acetaldehyde cy.fo“so.l .

2H*+050, HO
ethanol acetaldehyde NADH NAD*

mitochondrial
matrix

Figure 6 : Oxydation respiratoire du NADH cytosolique chez S. cerevisiae proposé par Luttik et collaborateurs (1998). Les
chiffres indiquent les enzymes suivantes: 1: alcool déshydrogénase cytosolique dépendant du NAD®, 2: alcool
déshydrogénase mitochondriale dépendant du NAD®, 3: NADH déshydrogénase mitochondriale interne, 4: NADH
déshydrogénase mitochondriale externe, 5 : glycérol-3-phosphate déshydrogénase cytosolique dépendant du NAD®, 6
flavoprotéine mitochondriale de la glycérol-3-phosphate déshydrogénase (Luttik et al., 1998).

Etant donné que ces deux systémes remplissent la méme fonction physiologique, il est raisonnable
de penser qu’il existe un systéme de régulation entre la NADH déshydrogénase externe et la navette

glycérol-3-phosphate.

Tout d’abord, il a été démontré que le systtme de navette glycérol-3-phosphate qui implique la
protéine Gut2p (Pdhlman et al.,, 2001) est un systéme plus efficace dans des conditions pour
lesquelles les sources nutritionnelles sont limitées. Dans ces conditions, ce systeme a un rapport
ATP/Oxygeéne plus élevé par rapport a la NADH déshydrogénase externe. Cependant, dans des
conditions non limitantes, la NADH déshydrogénase externe est cette fois-ci le systeme
préférentiellement activé par la levure. Dans tous les cas, toutes les voies connues de |'oxydation
respiratoire du NADH chez S. cerevisiae convergent vers le pool d’ubiquinone de la chaine

respiratoire.

D’autre part, des interactions cinétiques entre le complexe Ndelp/Nde2p et Gut2p ont été
démontrées. En effet, la suppression de I'une ou de l'autre des déshydrogénases externes provoque
une augmentation de I'efficacité de I'enzyme restante (Pahiman et al., 2001). Plus particulierement,
I'activation de la NADH déshydrogénase inhibe Gut2p, bien que cette inhibition ne soit pas une
conséquence directe du NADH sur Gut2p (Pahlman et al., 2001). De plus, les travaux de Bunoust et
collaborateurs (2005) ont mis en évidence que les électrons provenant de Ndelp sont prioritaires sur
ceux provenant de Gut2p. Ainsi, ces travaux ont montré que I'organisation métabolique de la chaine
respiratoire implique une sélection et une priorité dans I'approvisionnement en électrons, en
soulignant un nouveau mécanisme de régulation du métabolisme oxydatif de la levure (Bunoust et

al., 2005).
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Un autre point a prendre en compte au niveau de la régulation des deux systemes de réoxydation du
NADH est la répression catabolique par le glucose, particulierement chez S. cerevisiae. Contrairement
a ce que I'on pourrait penser, dans le cas de fortes concentrations en glucose, la respiration n’est que
partiellement réprimée (Rosenfeld et al., 2003). Au niveau de la chaine respiratoire, la répression
catabolique par le glucose a pour effet d’inactiver Gut2p ce qui a pour conséquence de rendre la
navette glycérol-3-phosphate non fonctionnelle (Sprague and Cronan, 1977). Dans ces conditions,

I’équilibre redox cytosolique est maintenu par la formation d’éthanol et de glycérol.

Cependant, dans le cas d’'une croissance aérobie a de faibles concentrations en glucose, la NADH
déshydrogénase externe et la navette glycérol-3-phosphate semblent fonctionner simultanément

méme si I'activité de la NADH déshydrogénase apparait plus importante.

1.5. Lafermentation alcoolique

En condition pauvre en oxygene, afin de continuer a produire de I'énergie, la levure va adopter un
métabolisme fermentaire. Selon la stoechiométrie de la fermentation alcoolique, deux molécules
d’ATP sont produites par molécule de glucose converties en éthanol. Ce systeme permet de fournir
assez d’énergie a la cellule pour maintenir sa viabilité cellulaire et sa croissance. De plus, la
fermentation alcoolique est un processus neutre sur le plan redox puisque le NADH produit pendant
I’oxydation du glycéraldéhyde 3-phosphate par la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase est
ensuite réoxydé lors de la réduction de I'acétaldehyde en éthanol par I'alcool déshydrogénase.
Contrairement aux conditions aérobies, I'absence d’oxygéne ne permet pas |'oxydation des
cofacteurs pyridine-nucléotides réduits dans la chaine respiratoire. Pour conserver un équilibre redox
en conditions anaérobies lors de la croissance, une partie du catabolisme du glucose est dirigé vers la
production de glycérol. En plus de permettre de conserver un équilibre redox, cette molécule joue le
réle d’osmorégulateur dans des conditions de stress hyperosmotiques. Le glycérol est produit par la
réduction du dihydroxyacetone phosphate en glycérol 3-phosphate suivi par une déphosphorylation
du glycérol 3-phosphate en glycérol. La premiere étape est catalysée par la déshydrogénase 3-
phosphate dépendante du NAD" (codé par deux génes, GPD1 et GPD2) (Larsson et al., 1993; Eriksson
et al., 1995). La seconde étape est quant a elle catalysée par la glycérol 3-phosphatase (codée par
GPP1 et GPP2) (Costenoble et al., 2000). Lorsque S. cerevisiae a des besoins élevés de réoxyder du
NADH, une forte induction des génes GPD2 et GPP1 est observée. Il a été montré que I'induction de
GPP1 jouait un réle décisif dans le cas de taux de croissances élevés. A l'inverse, lors de faible
demande de réoxydation du NADH lors de la formation du glycérol, les genes GPD1, GPD2, GPP1 et

GPP2 sont tous exprimés a des niveaux basaux (Figure 7).
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Figure 7 : Réactions connectées au dihydroxyacetone phosphate chez S. cerevisiae. Les génes sont indiqués en italiques :
AYRI : 1-acyldihydroxyacetone-phosphate reductase, DAKI/DAK2 : dihydroxyacetone kinase, FPS1 : facilitateur du transport
du glycérol, GAT1 : glycerol-3-phosphate acyltransferase et dihydroxyacetone phosphate acyltransferase, GCY1/YPR1 :
NADP"-glycérol déshydrogénase, GPD1/GPD2 : glycérol-3-phosphate déshydrogénase, GPP1/GPP2 : glycérol-3-phosphatase,
GUT1 : glycérol kinase, GUT2 : glycérol-3-phosphate déshydrogénase mitochondriale, TDH1/TDH2/TDH3 : glyceraldehyde-3-
phosphate déshydrogénase. ETC : Chaine de transport des électrons (Costenoble et al., 2000).

Plus précisément, les deux enzymes codées par GPD1 et GPD2 peuvent se substituer 'une a 'autre
en fonction des conditions de cultures (Ansell et al., 1997). Néanmoins, la délétion de GPD1 et GPD2
rende les cellules incapables de croitre en condition anaérobie (Ansell et al., 1997). La délétion du
géne GPD2 seul entraine la diminution de la production de glycérol sans affecter significativement la
production d’éthanol (Bjorkqvist et al.,, 1997). En conditions anaérobies, les mutants Agpd2
diminuent de 40% leur rendement de production de glycérol et augmentent de 8% leur rendement
de production d’éthanol, comparé a la souche sauvage (Valadi et al., 1998). La délétion du géne
GPD1 seul ne cause pas de modification significative par rapport au phénotype de la souche sauvage,
excepté pour la production d’acétate pour laquelle une réduction a été observée (Bjorkqvist et al.,
1997; Valadi et al., 1998). Cependant, en condition de vinification avec des fortes concentrations en
glucose, le mutant Agpdl diminue de 50% son rendement en glycérol et augmente de 5% son

rendement en éthanol (Michnick et al., 1997).

Les conditions de culture rencontrées en vinification vont également influencer le cycle de Krebs. En
effet, dans ces conditions, le cycle de Krebs ne fonctionne pas comme un cycle en tant que tel, mais
plutét comme deux voies métaboliques (Gombert and Moreira, 2001). En conservant cette activité,
la cellule peut ainsi produire certains éléments essentiels a sa croissance. Ces éléments sont
I’oxaloacétate, le 2-oxoglutarate, les précurseurs de I'aspartate et le glutamate (Figure 8). Or, en
condition d’anaérobiose ou de répression catabolique par le glucose, la succinate déshydrogénase
n’est pas fonctionnelle (Camarasa et al., 2003). Par conséquent, la division du flux de carbone dans le
cycle de Krebs entraine la formation d'une branche oxydante conduisant a la formation du 2-

oxoglutarate (Nufiez de castro et al., 1970) et d’une branche réductrice qui aboutit a la formation du
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fumarate avec pour enzyme clé la fumarate réductase (Arikawa et al., 1998). Cette derniere réaction
joue un role particulierement important dans la réoxydation du NADH intracellulaire puisque des
mutants ne possédant pas les genes FRDS et OSM1 (codant la fumarate réductase) sont incapables
de croitre en condition anaérobie. Ces mémes mutants mis en présence de la forme oxydée du bleu
de méthyléne ou de méthosulfate de phénazine (qui vont permettre d’oxyder non enzymatiquement
le NADH en NAD') retrouvent une activité normale de croissance, ce qui prouve bien le réle essentiel
de cette enzyme (Enomoto et al., 2002). La synthese des précurseurs impliqués dans la formation de
biomasse entraine la formation d’'une grande quantité de NADH mitochondriale. Afin d’oxyder ce
NADH produit, les navettes ADH1/ADH3 et la branche réductrice du cycle de Krebs sont deux voies
possibles. Il a été montré que la navette ADH1/ADH3 est responsable de la régénération du NAD"

alors que la branche réductrice est associée a la production de succinate (Nissen et al., 1997).

Pyruvate

Acetyl-CoA

Oxaloacetate

Malate Citrate
Fumarate Isocitrate
FR SDH
Succinate 2-Oxoglutarate
Succinyl-CoA
OGDH

Figure 8 : Cycle de Krebs pendant la respiration et la fermentation. Fléches noires : Fonctionnement du cycle de krebs
pendant la respiration. Fléches grises pleines : Le cycle de krebs fonctionne comme une branche oxydative et une branche
réductrice en condition fermentaire. Ligne grise en pointillés : points d’intérruption du cycle de krebs en condition
fermentaire. FR, fumarate réductase; SDH, complexe SDH; OGDH, complexe OGDH (Camarasa et al., 2003).

1.6. Labiosynthese des acide gras et de I'ergostérol chez S. cerevisiae
1.6.1. Les acides gras

Le spectre des acides gras dans la levure est principalement constitué d’acides gras en Cig et Cys. En
regle générale, 80% des acides gras chez la levure sont monoinsaturés via une réaction catalysée par
la A9 désaturase Olelp. Les acides gras en Cy4 et C,¢ constituent la part restante et jouent des
fonctions importantes dans la modification des protéines ou en tant que composants des

sphingolipides.
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Dans une premiere étape, I'acétyl-CoA est carboxylé par addition de CO, a du malonyl-CoA. Cette
réaction est catalysée via I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) codée par les génes ACC1 et HFAI. La
biotine est un cofacteur essentiel dans cette réaction et est liée de maniéere covalente a I'apoprotéine
ACC par une apoprotéine ligase codée par BPL1 (Cronan and Wallace, 1995). Ainsi, I’ACC chez la
levure est une enzyme trifonctionnelle contenant un domaine « protein carrier » biotine-carboxyle,
un domaine biotine-carboxylase et un domaine carboxyle-transférase. Le malonyl-CoA produit par
I'ACC sert de donneur a deux carbones dans une série de réactions cycliques catalysées par la

synthase d'acide gras et des élongases.

Plus précisément, la synthase cytosolique d’acides gras chez la levure (Figure 9) est composée de
deux sous-unités, Faslp (sous-unité B) et Fas2p (sous-unité a) organisées en un complexe
hexamérique a6B6 (Schweizer and Hofmann, 2004). Selon ce schéma, I'acétate est transféré de CoA
a SHp dans un processus en trois étapes avec le groupe hydroxyle acétyl-transacylase et le groupe
thiol ACP (SHc) comme sites d'acétylation transitoires. A I'exception de I'acétate, le malonate est
exclu de SHp et exclusivement destiné a SHc. Ensuite, les thioesters d’acétyl-SHp et de malonyl-SHc

se condensent en acétoacétate lié a une enzyme, amorcant ainsi le cycle d’élongation.

—»SHp
c

SH

Malonyl-CoA— HO
Mal

Figure 9 : Sites de liaison acyle et réactions de transacylation interdomaine dans la FAS chez S. cerevisiae. Les sous-unités a
(vert) et B (rouge) sont marquées par des couleurs différentes. Les domaines fonctionnels sont disposés en fonction de la
séquence de réaction. La ligne en zigzag indique le «bras oscillant» de la phosphopantéthéine liée a « I'acyl carrier protein »
(ACP). Abbréviations : AC : ac(et)yltransferase, KS : cétoacyl synthase, KR : cétoacyl réductase, DH : dehydratase, ER : enoyl
reductase, MPT : malonyl palmitoyl-transacylase (Schweizer and Hofmann, 2004).

S. cerevisiae peut utiliser différents acides gras saturés a longue chaine comprenant l'acide
myristique (C14 : 0) et palmitique (C16 : 0) comme seule source de carbone. A propos des acides gras
a chaine moyenne, comme I'acide laurique (C12 : 0) ou I'acide octanoique (C8 : 0), ils sont également
métabolisables mais apparaissent cytotoxiques lorsqu’ils sont utilisés comme seule source de
carbone. En plus des acides gras saturés, S. cerevisiage peut également utiliser des acides gras
insaturés comprenant I'acide oléique (C18 : 1, cis-9), I'acide petrosélinique (C18 : 1, cis-6), I'acide
linoléique (C18 : 2, cis -9,12), I'acide linolénique (C18 : 3, cis-9,12, 15), I'acide arachidonique (C20 : 4,

cis-5,8,11,14), I'acide eicosapenténoique (C20 : 5, cis -5,8,11,14,17) et I'acide docosahexa-énoique
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(C22 : 6, cis-4,7,10, 13,16,19) comme seule source de carbone. De plus, certains acides gras
préexistant dans la levure peuvent étre modifiés par désaturation, élongation et hydroxylation. La
mono-insaturation des acides gras est catalysée par une seule désaturase, Olelp. L'élongation des
acides gras est réalisée en introduisant du malonyl-CoA sous forme d'unité C-2 dans des acides gras
préexistants. Cette réaction est catalysée par la protéine Elolp. Par la suite, deux genes
structurellement liés a ELO1, a savoir ELO2 et ELO3, ont été identifiés. Ces genes codent des
composants du systéme d'élongation des acides gras a tres longue chaine (C-24 et C-26). L'alpha-
hydroxylation des acides gras est catalysée par Scs7p et I'hydroxylation des longues chaines par

Sur2p (Daum et al., 1998).

1.6.2. L'ergostérol

L'ergostérol est un autre composant important de la membrane cellulaire chez la levure. Il stabilise sa
structure en se liant aux phospholipides, régule sa fluidité, sa perméabilité, ses activités
enzymatiques et le transport de certains composés (Dupont et al.,, 2012). L'ergostérol peut
également impacter I'absorption et |'utilisation des nutriments en régulant les activités ATPases et
I'efficacité du transport des phospholipases en affectant la mobilité de la membrane cellulaire (Zhang
et al., 2010). L'ergostérol peut étre stocké dans des gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme sous
forme d'ester stérylique, qui peut servir de pool de stérols pour maintenir I'équilibre des stérols
intracellulaires (Choudhary and Schneiter, 2012). L'ergostérol joue également un rdle essentiel dans
I'adaptation au stress pendant la fermentation. Il a été démontré que la capacité de la levure a
tolérer le stress est étroitement liée aux niveaux d’ergostérol. Ainsi, S. cerevisiae peut augmenter la
teneur en ergostérol de sa membrane cellulaire pour réparer les dommages et maintenir une

perméabilité normale (Aguilera et al., 2006).

La voie de biosynthése de I'ergostérol consomme une quantité d'énergie importante. Chez la levure,
la biosynthese d'une molécule d'ergostérol nécessite la consommation d'au moins 24 molécules
d'ATP et de 16 molécules de NADPH. Selon les caractéristiques des produits intermédiaires, la voie de
biosynthése peut étre divisée en trois modules, a savoir la biosynthése du mévalonate, la

biosynthese du farnésyl-PP et la biosynthese de I'ergostérol (Figure 10).

17



ERGY

Squalene
ERG10 Squalene epoxide
Aceteoacetyl-CoA ERG? L
ERGI13 Module 1 Lanosterol
' ERG11 l
HMG-CoA §
HMG1/2 4.4-Dimethyl cholesta-
/ 8.12,24-trienol Module 3
Mevalonic acid
ERG24 |
ERGIZ 4.4-Dimethylzymosterol
Mevalonic-5-P
ERG25-27
ERGS \
i Zymosterol
Mevalonic-5-PP
ERG6
R Madule:2 Fecosterol
Isopentenyl-PP
ERG2
HHE ; Episterol
Dimethylallyl-PP
ERG3-5
ERG20 ATF2
Geranyl-PP  |ERG20 Ergosterol == Sterol acetates
ERG20 ARE1)2 SAY1 l
Farnesyl-PP Steryl ester Secretion
Storage in LD Transportation

Figure 10 : Voie de biosynthese de I'ergostérol chez S. cerevisiae. Figure d’aprés Hu et al., (2017)

Le processus de biosynthése de I'ergosterol (et des stérols en général) nécessite de I'oxygéne. En
condition anaérobie la levure ne pouvant pas synthétiser I'ergostérol et les stérols, ceux-ci vont étre
directement assimilés dans I'environnement de culture. Dans ces conditions, il a été montré que les
facteurs de transcription Ecm22p et Upc2p peuvent se lier a la région promotrice des genes de
biosynthése des stérols (également connue sous le nom d’élément régulateur stérol, SRE) pour
favoriser leur expression (Davies and Rine, 2006). Upc2p peut également induire I'expression du
transporteur de liaison a I'ATP, AUS1 et PDR11, favorisant [|'absorption des stérols de
I'environnement par la levure. D’autres facteurs environnementaux, comme [|‘oxydation, la
concentration en éthanol et la disponibilité en fer, peuvent avoir une incidence sur la biosynthése de

I’ergostérol (Shakoury-Elizeh et al., 2010). Cependant, lorsque la concentration en oxygéene est
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suffisante, les cellules utilisent majoritairement |'ergostérol qu’elles biosynthétisent (Dhingra and

Cramer, 2017).

1.7. LaB-oxydation des acides gras

Outre I'implication de I'oxygéne dans la chaine respiratoire, I'oxygene va également intervenir dans
le métabolisme des acides gras. S. cerevisiae est capable de dégrader a la fois les acides gras saturés
et insaturés (Dommes et al., 1981). Contrairement aux eucaryotes supérieurs chez lesquels la B-
oxydation comprend une partie mitochondriale, chez la levure, la B-oxydation est restreinte au

peroxysome (Kunau et al., 1995).

La B-oxydation chez S. cerevisiae (Figure 11) implique qu’un premier acide gras soit activé puis
transformé en un ester lié au Coenzyme A (CoA). Il subit ensuite une déshydrogénation, une
hydratation, une nouvelle déshydrogénation et enfin un clivage thiolytique. Toutes ces réactions
suivent un processus plus ou moins complexe. La premiere étape de la B-oxydation qui est
I'activation de I'acide gras, introduit une double liaison entre les atomes de carbone a et . Chez S.
cerevisiae, une seule acyl-CoA oxydase (Fox1p ou Pox1p) a été identifiée permettant cette réaction
(Dmochowska et al., 1990). A cette étape, du peroxyde d’hydrogéne est formé puis celui-ci est

décomposé en H,0 et O, par la catalase Ctalp.
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Figure 11 : Transport des métabolites a travers la membrane peroxysomale lors de I'oxydation des acides gras. Graphique
de Van Roermund et al., (2003).
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La seconde et la troisieme réaction de la B-oxydation sont catalysées par un complexe enzymatique
comprenant a la fois une activité 2-enoyl-CoA hydratase et une activité 3-hydroxyacyl-CoA ce qui
entraine la génération de 3-cétoacyl-CoA a partir du trans-2-énoyl-CoA avec comme intermédiaire le
3-hydroxyacyl-CoA. Fox2p est une enzyme multifonctionnelle qui possede des activités 2-énoyl-CoA
hydratase-2, 3-hydroxy acyl-CoA déshydrogénase et 3-hydroxyacyl-CoA épimérase, dont la derniere
activité a été décrite pour convertir le 3-hydroxy-CoA en 3 -hydroxyacyl-CoA et inversement (Poirier

et al., 2006).

La réaction finale de la voie de la B-oxydation chez S. cerevisiae est catalysée par une seule enzyme,
la thiolase 3-cétoacyl-CoA (Fox3p) (Igual et al., 1991). Cette enzyme clive les esters de 3-cétoacyl-CoA
en acyl-CoA et acétyl-CoA. L'expression de cette thiolase est induite par la présence des acides gras

(Einerhand et al., 1991).

S. cerevisiae peut utiliser aussi bien les acides gras insaturés trans que cis comme seule source de
carbone. Précisément, les acides saturés et insaturés avec une double liaison trans en position paire
sont des substrats directs pour la B-oxydation classique. Mais les acides gras insaturés trans et cis
avec une double liaison en position impaire nécessitent la participation d’enzymes supplémentaires.
Ces enzymes comprennent entre autre les A*®, A** dienoyl-CoA isomérase (Dcilp), 2,4-dienoyl-CoA
reductase (Sps19p) (Gurvitz et al., 1997)et A*, A* enoyl-CoA isomérase (Ecilp) (Geisbrecht et al.,
1998). Trois voies différentes peuvent étre distinguées (Figure 12). La premiére fait intervenir les
acides gras avec des liaisons insaturées en position paire. Le 2,4-dienoyl-CoA est alors oxydé en
trans-2-enoyl-CoA par I'action séquentielle de la 2,4-dienoyl-CoA reductase et de la A%, A’- enoyl-CoA
isomérase. Les acides gras avec des liaisons insaturées en positions impaires peuvent suivre deux
voies différentes. La premiére implique la conversion du 2,5-dienoyl-CoA en trans-2-enoyl-CoA par
I'action séquentielle de Fox2p, Fox3p et de la A%, A? enoyl-CoA isomérase. La seconde est une voie
NADPH-dépendante et le 2,5-dienoyl-CoA est transformé, par I'action séquentielle des A%, A? enoyl-
CoA isomérase, A*®, A** dienoyl-CoA isomérase, 2,4-dienoyl-CoA réductase et une nouvelle fois de la

A®, A? enoyl-CoA isomérase, en trans-2-enoyl-CoA.
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Figure 12 : Oxydation des acides gras insaturés chez S. cerevisiae (Van Roermund et al., 2003).

2. L'azote et la fermentation alcoolique

2.1. Leroéle del'azote

Les composés azotés organiques assimilables par les levures (YAN) peuvent étre métabolisés pour

étre dirigés vers trois destinations différentes.

Dans le premier cas, les composés azotés peuvent étre directement incorporés dans la levure sans
modification cellulaire par exemple lors de la synthése protéique. Ce point peut cependant étre
discutable car il a également été montré que les acides aminés incorporés pouvaient étre impliqués
dans un systéme de réactions de transamination avant d’étre engagés dans la synthese protéique
(Jones et al., 1964). Dans un second cas, une partie des composés azotés dégradés par la levure vont
étre utilisés pour la synthese d’acides aminés et des bases puriques et pyrimidiques (Spencer and
Larue, 1968). Enfin, I'autre partie des composés azotés va intervenir dans la synthése des composés

aromatiques comprenant les alcools supérieurs et les esters méme si ce sujet reste discutable et sera
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abordé dans la suite de ce manuscrit. . Dans le modt, il est possible de retrouver plusieurs sources
d’azote mais les deux sources majoritaires assimilables par S. cerevisiae sont les acides aminés et
I'ammonium. Bien entendu leurs concentrations vont varier naturellement en fonction de la

localisation géographique, du climat, du cépage et des techniques de viticulture (Spayd et al., 1994).

Outre les aspects moléculaires, la demande en azote varie en fonction des souches de levures, de la
teneur en sucre et des conditions de fermentation. En effet, la carence en azote assimilable dans les
mo(ts va avoir pour conséquence de diminuer la croissance cellulaire, voire la stopper, limitant ainsi
I'assimilation des sucres et entrainant des fermentations dites languissantes (Alexandre and
Charpentier, 1998). Pour pallier ce probleme, en cas de mo(ts carencés, I'ajout d’azote sous forme
de sels d’ammonium ou de sources aminées est généralement utilisé. Néanmoins il est important de
noter que la maitrise de cet ajout est indispensable puisque les sources azotées interviennent dans le

métabolisme des molécules aromatiques. .

2.2. Transport et régulation de I'azote assimilable

2.2.1. Les acides aminés

Le transport des acides aminés est assuré par des perméases situées sur la membrane plasmique des
levures. Leur assimilation dépend de systémes (largement décrits chez S. cerevisiae) qui permet de

réguler cette assimilation a plusieurs niveaux.
e Les perméases

La consommation des acides aminés est prédéterminée par I'aptitude de la levure a les transporter a
travers la membrane plasmique. Or, il existe 22 acides aminés protéinogenes et face a cette diversité,
le transport est assuré par plusieurs protéines enzymatiques plus ou moins spécifiques vis-a-vis des
acides aminés. Toutes les protéines impliquées dans le transport des acides aminés sont des
perméases de type symport actif. Dans ce type de transport, I'acide aminé est acheminé dans la
cellule conjointement avec un proton (Horak, 1997). Des lors, la concentration en protons va
augmenter, ce qui aura pour incidence de diminuer le pH. Pour rééquilibrer le gradient de
concentration, S. cerevisiae posséde un mécanisme d’expulsion des protons vers le milieu
extracellulaire. Ce systéme fait intervenir une autre enzyme de type ATPase. Cette protéine a besoin
d’énergie sous forme d’Adénosine Tri-Phosphate (ATP) pour transporter le flux de protons vers le

milieu extracellulaire (Figure 13) (Kotyk, 1994).
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Figure 13 : Mécanisme d’assimilation des acides aminés chez S. cerevisiae. Figure modifiée de Casal et al., (2008)

e Le systéme Ssylp-Ptr3p-Ssy5p (SPS)

S. cerevisiae posséde donc plusieurs perméases ayant plus ou moins d’affinité avec les acides aminés.
Le premier niveau de régulation se situe au niveau des récepteurs de la membrane plasmique. Un
systéme d’activation spécifique de I'expression des perméases désigné sous le nom de SPS a été
identifié chez S. cerevisiae (Ljungdahl, 2009). En I'absence d'acides aminés inducteurs (Figure 14A), le
capteur SPS est dans sa conformation de pré-activation (rouge). Les facteurs de transcription Stp1 et
Stp2 (motifs de liaison a I'ADN, boites vertes) sont synthétisés sous forme de précurseurs inactifs qui
se localisent dans le cytosol en raison de la présence de domaines de rétention cytoplasmique N-
terminal (Andréasson and Ljungdahl, 2004). La présence du complexe Asi (Asil-Asi2-Asi3) au niveau
de la membrane nucléaire permet d’ajouter un deuxieme niveau d’inhibition. En effet, une faible
quantité des facteurs de transcription Stpl et Stp2 peuvent tout de méme passer a travers la
membrane nucléaire. Mais le complexe Stpl/Stp2 posséde toujours le domaine d’ancrage
cytoplasmique qui va étre détecté par le complexe Asi situé dans la membrane nucléaire interne, ce
qui aura pour effet de bloquer la fixation du complexe Stp1/Stp2 a la séquence d’activation cible ou
upstream activating sequences (UAS,,) présent dans le promoteur régulé par le systeme SPS.
Ensemble, ces éléments de régulation garantissent de faibles niveaux d'expression génique des

perméases impliquées dans le transport des acides aminés (AAP).

En présence d’acides aminés extracellulaires (Figure 14B), le capteur SPS est activé (vert), ce qui
libére I'activité protéolytique intrinséque de Ssy5, conduisant au clivage du domaine d’ancrage
cytoplasmique de Stp1/Stp2 (ciseaux). Sous cette forme plus courte, le complexe cible efficacement
le noyau ou il se lie a la séquence UAS,, et active la transcription. Enfin, les AAPs sont insérées co-
traductionnellement dans la membrane du réticulum endoplasmique qui est accolée a la membrane
nucléaire externe. La migration des AAPs vers la membrane plasmique (représentée par la fleche en

pointillés) nécessite I'intervention de la chaperonne Shr3, localisée dans la membrane du réticulum
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endoplasmique. En |'absence de Shr3, les AAPs et Ssyl forment des agrégats et s'accumulent dans la

membrane du réticulum endoplasmique.
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Figure 14 : Voie de détection SPS des acides aminés chez S. cerevisiae. A) En I'absence d’acide aminés la transcription des
genes codant les perméases est inhibée, le niveau de perméases sur la membrane plasmique est trés faible. B) La présence
d’acides aminés permet de lever l'inhibition de la transcription des perméases, la concentration des perméases sur la
membrane plasmique augmente (Ljungdahl, 2009).

e Le systéme de répression catabolique de I’azote (NCR)

Afin de mieux appréhender leur diversité, il est possible de regrouper ces transporteurs en deux
catégories : les systemes permettant le transport de tous les acides aminés et les systemes étant
spécifiques d’un acide aminé ou d’un groupe d’acides aminés (Annexe 1 et Annexe 2). De plus, il est
possible de rajouter un niveau de classification en prenant en compte la régulation des transporteurs
par la qualité de la source d’azote. Aussi, un ensemble de systémes de transport d'acides aminés
impliquant les transporteurs Canl, Gapl, Put4, Uga4 et probablement GInl et Gup2 chez S.
cerevisiage est fortement régulé par la qualité de la source d'azote, alors que les autres sont
considérés comme constitutifs (Grenson, 1992). Il a été montré que les régulations s'exercaient a
deux niveaux, a savoir transcriptionnels et post-transcriptionnels. Au niveau des régulations
transcriptionnelles, le systéme de répression catabolique de I'azote ou «nitrogen catabolite

repression » (NCR) est le systéeme prédominant.

Ce systeme permet a la levure d’utiliser sélectivement des sources préférées d’azote lorsqu’elles sont
disponibles. A l'inverse, en I'absence d’une source préférée d’azote, la dérépression générale des
genes régulés par le systeme NCR permet a la cellule de récupérer indifféremment d'autres sources
d'azote. La classification des sources d'azote n'est pas absolue et leurs effets répressifs peuvent
varier de maniére significative entre différentes souches au sein d’'une méme espéce de levure

(Magasanik and Kaiser, 2002). L’expression des génes codant pour les AAPs sensibles au systéeme NCR
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est régulée par des circuits complexes impliquant plusieurs facteurs de transcription ayant des effets
d’activation ou d’inhibition. La cible de ces facteurs de transcription est la séquence d’activation
UASyrr située en amont du promoteur des genes codant les AAPs sensibles au systeme NCR. Cet
élément se compose principalement de deux sites dodécanucléotidiques distincts avec une séquence
consensus pentanucleotidique 5’-GATATA-3’. Un couple protéique Dal80/Uga43p et trois protéines
Gatlp, Ure2p GIn3p ont été identifiés et décrits comme participant dans la régulation de I'expression
des geénes NCR-sensibles a travers I’élément UASym (Cunningham et al., 1996) mais une étude plus
récente montre qu’il semblerait que Ure2p et les facteurs de transcription GATA (facteurs de
transcription se fixant sur un motif "GATA") GIn3p, Gatlp, Dal80p et Gzf3p seraient impliqués (Georis
et al., 2009). Ainsi, dans I'’étude de Cunningham et collaborateurs de 1996, GIn3p et Gatlp sont des
facteurs permettant l'activation de la transcription de génes NCR-sensibles. Dans I'étude de Georis et
collaborateurs de 2009, GIn3p et Gatlp sont décrits comme fonctionnant également comme
activateurs de I'expression des génes NCR-sensibles. En revanche, une différence existe au niveau
des systéemes de répression, puisque dans cette étude, Dal80p et Gzf3p et non pas Uga43p seraient
impliqguées comme protéines de "blocage" du site de fixation a UASymz. Concernant Ure2p, cette

étude décrit un mécanisme similaire.

C'est pourquoi, il est suggéré de modifier la proposition du modéle de régulation des genes NCR-
sensibles (Figure 15A) décrit dans I’étude de Georis et collaborateurs de 2009, repris par Ljungdahl et
Daignan-Fornier en 2012 (Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012), en vy incluant la protéine Uga43p
(Figure 15B).

Dans ce modele, les promoteurs GAT1, GZF3 et DAL80 contiennent plusieurs séquences GATAAG et
leur expression est NCR-sensible. Ces facteurs jouent un role dans la régulation de I'expression des
autres geénes de régulation du systeme NCR. Ainsi, l'expression de GAT1 et DAL80 dépend
principalement de celle de GIn3p et Dal80p. En effet, I'expression de ces facteurs est plus élevée
pour les levures cultivées dans des conditions non répressives (sources préférentielles d’azote
assimilable). D’autre part, I'inactivation de GZF3 conduit a la diminution de I'expression de plusieurs
génes NCR-sensibles, notamment GATI, ce qui indique que contrairement a Dal80p, Gzf3p est
exprimé a des niveaux significatifs et la protéine est active en présence de sources non
préférentielles d’azote assimilable. Conformément a cette derniére découverte, I'expression de GZF3
est induite par Gatlp dans des conditions ou GIn3 est apparemment inactive (Rowen et al., 1997). La
protéine Gzf3 maintient de faibles niveaux d'expression du gene GATI1 car celle-ci rentre en
compétition avec la protéine Gatlp aux sites de liaison GATAAG. En résumé, ces deux facteurs

participent a une boucle d'autorégulation.
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Figure 15 : Modele de régulation des genes NCR-sensibles. A) Modele non modifié (Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012),
B) Modele modifié en prenant en compte la protéine Uga43p dans le systéeme de régulation. Les lignes et fleches vertes
représentent une régulation positive et les lignes et barre rouges représentent une régulation négative. Les lignes en
pointillés indiquent une régulation relativement plus faible.

e Régulation post-transcriptionnelle

Peu de données sont disponibles sur ce point. Aucune étude ne décrit les systemes impliqués dans
les régulations post-transcriptionnelles des AAPs dans leur ensemble. Néanmoins, une étude
explique partiellement les mécanismes qui pourraient étre mis en jeu (Stanbrough and Magasanik,
1995) pour une AAP en particulier. Dans cette étude, les auteurs ont placé S. cerevisiae dans deux
conditions de culture. L'une avec comme source d’azote le glutamate (source préférentielle) et dans
I'autre de l'urée (source non-préférentielle). Comme il a été décrit auparavant, dans des conditions
ou S. cerevisiae est en présence de sources d’azote assimilables préférentielles en quantité
suffisante, le nombre d’AAPs néo-synthétisées sera limité car les besoins de la levure sont couverts. A
I'inverse, dans des conditions ou S. cerevisiae est en présence de sources d’azote assimilable non-
préférentielles, ses besoins sont plus difficilement couverts, ce qui nécessite une quantité plus
importante d’azote et ainsi plus d’AAPs. L’AAP étudiée dans cet article est la General Amino acid
Permease 1 (Gaplp). Cette AAP a la particularité d’assurer le transport de tous les acides aminés.
Ainsi, les résultats indiquent que le mécanisme principal de régulation post-transcriptionnelle de
Gaplp est une inactivation fonctionnelle. En effet, lorsque S. cerevisiae est en présence de sources
non préférentielles d’azote, le nombre d’AAP Gaplp augmente. Plus précisément, la forme active de
Gaplp, phosphorylée est majoritaire. Lorsque S. cerevisiae se retrouve par la suite avec des sources
préférentielles d’azote, I’étude a montré qu’il y avait une déphosphorylation des AAPs Gaplp ce qui
entrainait leur inactivation. Par la suite, cette inactivation a des répercussions comme une
dégradation plus rapide des Gaplp inactives. Ainsi, le mécanisme d’inactivation n’est pas di a une
dégradation de Gaplp directement mais bien par un mécanisme d’inactivation entrainant une

dégradation. Un second article essaye d’expliquer quels sont les facteurs mis en jeu dans I'induction
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de la dégradation de Gaplp (Hein et al., 1995). Les résultats montrent que le géne RSP5 codant une
ubiquitine ligase (de la famille des ubiquitines ligase E3) permet de catalyser le transfert d’ubiquitine
qui a pour fonction principale de marquer la protéine cible en vue de sa protéolyse. Dés lors, Gaplp

une fois ubiquitinylée est dirigée vers le protéasome pour étre dégradée et recyclée.
e Le contrdle général des acides aminés (GAAC)

Le GAAC est nécessaire pour la survie des levures lorsque celles-ci se retrouvent dans un milieu
déficitaire pour un ou plusieurs acides aminés. Par exemple, lorsque S. cerevisiae est cultivée en
présence de tyrosine et de phénylalanine, les mutants dépourvus de GAAC ne peuvent pas croitre sur
ce milieu car il est dépourvu de tryptophane (Niederberger et al., 1981). Dans ces conditions, cette
étude montre bien que le GAAC joue un role trés important pour la survie des levures. En effet, les
levures activent I'expression d’un grand ensemble de génes (>500) impliqués dans chaque voie de
biosynthese des acides aminés, a I'exception de la cystéine. C'est I'activateur transcriptionnel Gen4p,
qui en se liant a des promoteurs de genes possédant la séquence consensus UASgcre avec le motif
GAGTCA, régule I'activité du GAAC. L'expression de GCN4 est induite dans les levures en carence au
niveau traductionnel par une initiation de la traduction impliquant quatre courts cadres de lecture

ouverts, short upstream open reading frames (UORFs).

Plus précisément, le GAAC est activé lorsque les niveaux d'un quelconque acide aminé deviennent
limitants, conduisant a des altérations dans les pools d'ARNt chargés (ARNt possédant un codon)
(Zaborske et al., 2010). Les ARNt non chargés se lient et activent la kinase Gen2 qui phosphoryle la
sous-unité Ser-51 du facteur d'initiation de la traduction elF2p. L'elF2 phosphorylée (elF2a-P)
présente alors une affinité accrue pour le facteur elF2Bp qui intervient dans I’hydrolyse du GTP-GDP.
Cette réaction permet alors I'inhibition compétitive de la vitesse d'échange des nucléotides, ce qui a
pour conséquence de diminuer les niveaux du complexe ternaire elF2-GTP-Met-tRNAiMet (TC)
(Figure 16). La diminution des niveaux du TC, a pour effet d’augmenter I'efficacité de lecture des
ribosomes pour initier la traduction de GCN4 (I'activateur transcriptionnel de biosynthése des acides

aminés).
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Figure 16 : Voie de régulation du complexe ternaire (Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012)

Au niveau transcriptionnel, le gene GCN4 est transcrit comme un ARNm avec quatre petits cadres de
lecture ouverts. Dans des conditions de non-carence, lorsque que le ribosome 40S couplé au TC,
rencontre le premier codon initiateur de 'uORF1, le GTP lié au complexe ternaire est hydrolysé en
GDP, libérant elF2-GDP. Le ribosome 60S est alors recruté pour permettre l'initiation de la traduction
(ribosome 80S). La traduction se poursuit jusqu’au codon stop de 'UORF1 et le ribosome 60S se
détache. Le ribosome 40S continue sa lecture mais est incapable d’initier la traduction jusqu’a ce
gu’il recrute un TC permettant ensuite le recrutement du ribosome 60S. Avec un niveau élevé de TC,
le ribosome 40S va se coupler a nouveau avec le TC permettant la traduction de I'uORF4 mais aussi
avec I'uORF1 ce qui aura pour effet d’interférer la traduction de GCN4. CCe systéme bloque donc la

traduction de GCN4 (Figure 17).
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Figure 17 : Régulation de la traduction du géne GCN4 en condition de non-carence en acide(s) aminé(s) (Ljungdahl and
Daignan-Fornier, 2012).

Dans des conditions de carence, en raison d’une faible quantité de TC, le ribosome 40S au niveau de
'UORF4 ne subira pas d’interférence a cause de la fixation du TC au niveau de I'UORF1 et la

traduction de GCN4 sera initiée (Figure 18).
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Figure 18 : Régulation de la traduction du géne GCN4 en condition de carence en acide(s) aminé(s) (Ljungdahl and Daignan-
Fornier, 2012)
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2.2.2. L’ammonium

S. cerevisiae possede trois transporteurs pour 'ammonium, Meplp, Mep2p et Mep3p. Les trois
protéines sont trés similaires du point de vue de leur séquence nucléotidique et cette similarité est
encore plus importante entre Meplp et Mep3p. De plus, la protéine Mep2p présente la plus grande
affinité pour I'ammonium (K., de 1 a 2 uM) suivi de Mep1p (K, de 5 a 10 uM) et enfin de Mep3p (K,
de 1,4 2 2,1 mM). Hormis les trois genes MEP, le génome de S. cerevisiae ne contient aucun autre
géne codant pour un homologue de Mep. Chaque géne MEP posséde un motif 5’-GAT(A/T)A-3 dans
sa région promotrice ce qui reflete typiquement une régulation soumise au systeme NCR. En
conséquence, les facteurs GIn3p et Nillp qui sont impliqués dans le systeme NCR contréolent
I’expression des trois génes MEP (Marini et al., 1997). Il faut souligner un autre point important sur
ces transporteurs. Contrairement aux AAPs, les transporteurs de I'ammonium ne sont pas des
perméases de type « symport actif » mais de type « uniport actif ». Les ions ammonium pénetrent a
I'intérieur de la cellule a travers une perméase membranaire contre un gradient de concentration

puis un proton est excrété de maniere active afin de maintenir le pH intracellulaire (Figure 19).
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Figure 19 : Fonctionnement d’une perméase Mep
2.3. Les méthodes de classification des sources d’azote assimilées chez S.

cerevisiae

Comme il a été expliqué précédemment, le mo(t est un milieu riche en azote, mais toutes les sources
ne sont pas assimilables par les levures. De nombreux facteurs ont des effets importants aussi bien
sur I'aspect qualitatif que quantitatif de la concentration en azote, comme le cépage, le niveau de
maturité, les caractéristiques environnementales ou encore les pratiques viticoles (Bell and
Henschke, 2005). L'ammonium et les acides aminés représentent respectivement en moyenne 40%
et de 51 a 92% de I'azote assimilable des levures ou Yeast Assimilable Nitrogen (YAN) lors de la
fermentation alcoolique (Bell and Henschke, 2005). L’assimilation des acides aminés et de

I'ammonium est soumise a une régulation complexe (systeme SPS, NCR, GAAC, plus des régulations
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post-transcriptionnelles) ce qui a pour conséquence d’entrainer des vitesses d’assimilation
différentes. Il est ainsi possible de classer les acides aminés et 'ammonium suivant leur vitesse
d’assimilation par les levures. Une étude a montré qu’il était possible de classer 'ammonium et les
acides aminés en trois catégories (Jiranek et al., 1995). Pour réaliser ces groupes, des fermentations
alcooliques en milieu synthétique, mimant la composition d’un moQt, ont été réalisées. Puis, le
temps d’assimilation de 50% de la concentration initiale de la source (Tso) a été utilisé pour comparer
les vitesses d’assimilation et réaliser des groupes. Les résultats de cette étude montrent que
I'arginine (trés souvent majoritaire dans le moQt), I'asparagine, I'aspartate, la glutamine, I'isoleucine,
la leucine, la lysine, la méthionine, la sérine et la thréonine sont classés dans le groupe A (groupe
préférentiel) ; I'alanine, le glutamate, la phenylalanine I'histidine et la valine dans le groupe B
(groupe intermédiaire) ; la glycine, le tryptophane et la tyrosine dans le groupe C (groupe non
préférentiel). Les conditions de fermentation dans I'étude ont été réalisées sans agitation, avec donc
trés peu d’aération. Dans ces conditions la proline n’est pas assimilée puisque I'AAP impliquée est
une oxydase (Ingledew et al., 1987). C’'est pourquoi, la proline n’a pas été dosée au cours de cette

étude.

Une étude plus récente a repris ces travaux en s’intéressant la aussi a I'assimilation séquentielle des
YAN au cours de la fermentation mais cette fois ci avec 14 souches de S. cerevisiae (Crépin et al.,
2012). Comme pour Jiranek et collaborateurs (1995), les fermentations ont été réalisées en mol(t
synthétique et les vitesses d’assimilation évaluées également par rapport au Ts,. Les résultats
montrent des disparités entre ceux obtenus par lJiranek et collaborateurs et par Crépin et
collaborateurs (2012). En effet, dans I’étude de Crépin et collaborateurs, le groupe des YAN assimilé
"précocément” comprend uniquement la lysine. Le groupe des YAN assimilés "rapidement"
comprend l'acide aspartique, la thréonine, I'acide glutamique, la leucine, I'histidine, la méthionine,
Ilisoleucine, la sérine, la glutamine et la phénylalanine. Enfin, le groupe des acides aminés
consommés "lentement" sont 'ammonium, la valine, I'arginine, 'alanine, le tryptophane et Ila

tyrosine.

Enfin, une troisiéme étude s’est intéressée a 'influence des sources de YAN vis-a-vis de la vitesse de
croissance de plusieurs espéces de levures au cours de la fermentation alcoolique (Kemsawasd et al.,
2015). Cette étude s’éloigne un peu des précédentes mais vu le peu de littérature sur ce point, elle
permet d’avoir un troisieme élément de comparaison. Ici le Ts, n’est pas pris en compte pour
classifier les YAN selon leur vitesse d’assimilation mais le parametre de comparaison qui s’en
rapproche le plus est la concentration des YAN obtenue a la fin de la phase exponentielle et au début

de la phase stationnaire. Le dosage des YAN a ce moment permet de les classer suivant la quantité
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restante. Plus la concentration de la source dosée et importante, moins elle aura été consommée.
Arbitrairement des seuils ont été établis afin de former des groupes. Ces seuils sont de 25% pour le
premier groupe, les YAN se trouvant dans cet intervalle sont considérés comme des sources
préférentielles. Le second est de 50%, les YAN se trouvant donc entre 25 et 75% sont considérés
comme des sources intermédiaires. Enfin, le troisieme seuil est de 25%, les YAN se trouvant dans cet
intervalle sont considérés comme non préférentiels. A partir de ces résultats, I'alanine, I'arginine,
I’asparagine, I'acide aspartique, la glutamine, l'isoleucine, 'ammonium, la sérine, la thréonine, et la
valine sont classés dans le premier groupe. La cystéine, la glycine, I'histidine, la tyrosine dans le
second groupe. Enfin, la lysine est classée dans le dernier groupe. Certains de ces résultats se

retrouvent donc en contradiction avec ceux de Crépin et al. (2012).

Ces résultats montrent bien qu’il est difficile de classer les sources préférentielles d’azote chez S.
cerevisiae car la méthode de calcul, de classement, les conditions de culture et les souches utilisées
varient en fonction des études. Afin d’identifier si des tendances existent et de discuter de leur
bienfondé, une liste reprenant les données disponibles jusqu’a aujourd’hui et une interprétation
seront présentées dans le chapitre 1: Influence du contenu en azote dans la fermentation

alcoolique.

2.4. Meétabolisme azoté central (Central Nitrogen Metabolism ou CNM)

2.4.1. Catabolisme des YAN

Une fois assimilés, les YAN sont dégradés pour former deux molécules azotées clés, 'ammonium et
le L-glutamate. Ces molécules sont interconnectées par trois systemes enzymatiques (Large, 1986).
Le premier est un systeme faisant intervenir une glutamate déshydrogénase NADP-dépendante
(conversion de I'ammonium en glutamate) et une glutamate déshydrogénase NAD-dépendante
(conversion du glutamate en ammonium). Le second fait intervenir une aminotransférase impliquant

la lysine, I'aspartate et I’alanine. Le troisiéme fait intervenir une oxydase.
2.4.2. Biosynthése des acides aminés

Toutes les voies des sources non-préférentielles alimentent un ensemble commun de réactions pour
la production de glutamate et de glutamine. A partir de ces deux molécules clés, la levure va pouvoir
synthétiser tous les acides aminés impliqués dans la synthése des protéines. L'ammonium est
incorporé lors de la formation du glutamate a partir de l'a-cétoglutarate par la glutamate

déshydrogénase (Gdh1) dépendante du NADPH (Réaction 1) (Grenson et al., 1974).
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Réaction 1 : a-cétoglutarate + NH," + NADPH + H" <> Glutamate + NADP*

Puis, I'ammonium est de nouveau incorporé lors de la formation de la glutamine a partir du

glutamate par la glutamine synthétase (GIn1) (Réaction 2) (Mitchell, 1985).
Réaction 2 : Glutamine + NH," + ATP <> Glutamate + ADP + P,

Lorsque les levures ont une source abondante d’ammonium, sans avoir a dégrader les sources non-
préférentielles, 'ammonium est directement intégré pour la formation du glutamate et de la
glutamine. Mise a part ces deux molécules, d’autres voies sont impliquées dans la biosynthese des
acides aminés, notamment reliées a la glycolyse et le cycle de Krebs. En effet, les familles d'acides

aminés dérivées d'une molécule commune sont facilement identifiables et comprennent :

e Lafamille du glutamate : glutamate, glutamine, arginine, proline et lysine

e Lafamille des acides aminés aromatiques : phénylalanine, tyrosine, tryptophane
e Lafamille des sérines : sérine, glycine, cystéine et méthionine

e Lafamille de I'aspartate : aspartate, asparagine, thréonine

e Lafamille des acides aminés soufrés : cystéine et méthionine

e Lafamille des pyruvates : alanine, leucine, isoleucine

En plus de ces familles, il est important de souligner que les voies de biosynthéses de I'histidine et

des nucléotides sont connectées (Figure 20).

nucleotides
Glu
ghutarste Gl - glucose-6-phosphate
His ribose-5-phosphate

fructose-6-phosphate

fructose-1,6-bisphosphate

erythrose-4-phosphate
3-phospho-triose

Met
chorismate Cys
T 3-phosphoglycerate ﬁ-T)
a- lnlc
2-phosphoglycerate
muo{um Leu
Phe phosphoenolpyruvate  sutyrate val, lle

- pyruvate
Gl [ -keto-
= giatarsio

[
Asn M Asp l giutarato
Thr
Cys NH, |
Met oxaloace!ate cma(e NADPH,H NADP* A\'? ADP, P,
GDH1 GLN1
malate

I\ TCA a- Ke(oglutarate Glutamate  [EMENNE

cycle l
such Lys Arg, Pro

Figure 20 : Représentation générale de la voie de biosynthese des acides aminés a partir du glucose et de I'ammonium chez
S. cerevisiae (Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012).
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3. Synthese des composés volatils

Le profil aromatique du vin dépend entre autres de la présence de composés volatils. Ces composés
peuvent avoir des origines variables mais généralement quatre groupes de composés aromatiques
du vin sont distingués (Lambrechts and Pretorius, 2000). Le premier goupe provient du raisin. Ces
aromes, appelés « ardmes variétaux » sont synthétisés a partir de précurseurs caractéristiques de
certains cépages. Ensuite, viennent les ardbmes pré-fermentaires formés lors des opérations de
vinification. Les ardmes fermentaires sont issus du métabolisme des micro-organismes (levures et
bactéries) présents lors des fermentations alcoolique et malolactique. Enfin, les ardbmes de

vieillissement forment le dernier groupe et interviennent pendant la maturation du vin.

Dans notre étude, I'accent est mis sur I'’étude des ardmes fermentaires en lien avec les sources
azotées lors de co-fermentation de levures NS avec S. cerevisiae. Il est connu que la fermentation
augmente la complexité chimique et aromatique du vin notamment par I'extraction de composés
présents dans le mo(t, par la modification de certains composés dérivés du raisin et en produisant
une quantité importante de métabolites. Les composés volatils identifiés dans les vins sont
majoritairement issus des produits de fermentation, puisque ces derniers représentent la
concentration la plus élevée. Dans une fermentation modele avec S. cerevisiae en présence de 22 a
24% de sucre, 95% du sucre est converti en éthanol et CO,, 1% est converti en composants cellulaires
et les 4% restant sont convertis en d’autres produits, notamment les molécules aromatiques
(Boulton et al., 1996). Il faut noter que les principaux produits du métabolisme des levures, I’éthanol,
le glycérol et le CO,, constituent une contribution relativement faible, mais néanmoins fondamentale
a I'ardme du vin. D’un autre c6té, les principaux groupes de composés qui forment « le bouquet de
fermentation » sont les acides organiques, les alcools supérieurs, les esters et dans une moindre
mesure, les aldéhydes (Rapp and Versini, 1995). Concernant les alcools supérieurs et les esters,
quand ils sont présents a des concentrations élevées, ils conférent au vin une saveur désagréable. A
I'inverse, quand ils sont présents a des faibles concentrations, ils apportent une contribution
essentielle aux saveurs et aux ardmes du vin. Ces deux types de molécules sont issus du catabolisme

des acides aminés via la voie d’Ehrlich.

3.1. Lavoie d’Ehrlich

En 1904, aprés avoir isolé et caractérisé l'isoleucine, Ehrlich a noté des similitudes structurelles entre
cet acide aminé et l'alcool amylique, de méme entre la leucine et I'alcool isoamylique. Ces
observations I'ont conduit a rechercher si ces alcools supérieurs dérivaient des acides aminés
(Ehrlich, 1907). En effet, la supplémentation en leucine ou isoleucine lors de la fermentation conduit
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a une production accrue respectivement d’alcools isoamylique et amylique. A partir de ces résultats,
Ehrlich a émis I’hypothése que les acides aminés étaient hydrolysés par une activité enzymatique des
levures pour former les alcools supérieurs correspondants en faisant intervenir le CO, et
I'ammonium. Mais c’est réellement en 1911 que Neubauer et Fromherz ont proposé un schéma
métabolique modifié de la voie d’Ehrlich qui a été vérifié (Sentheshanmuganathan and Elsden, 1958;
Sentheshanuganathan, 1960; Dickinson et al., 1997, 2000) et complété mais qui reste valable

aujourd’hui (Figure 21) (Neubauer and Fromherz, 1911).

Transamination Amino
acid  4ros
2-oxoglutarate ARO9
BAT2/TWT2
glutamate BATI/TWTI
a-keto acid

AROI0

Decarboxylation !
PDCI
Co, PDCS5
- PDC6

‘fusel aldehyde’

Oxidation Reduction
. ADHI, ADH?2,
. . ADH3, ADHY,
ALD.; NAD NADH.H™ s apms,
ALD3 SFAL, AAD3,
ALD4  NADH, H' NAD' AAD4, AADS,
ALDS AADIO, AAD14,
ALDG6

AADIS5, AADI6,
YCRIOSW,
YPLOSSW

‘fusel acid’ in  “fusel alcohol’

Export ATP
PDRI2
ADP

“fusel acid” out

Figure 21: La voie d’Ehrlich. Catabolisme des acides aminés ramifiés (leucine, valine et isoleucine), acides aminés
aromatiques (phénylalanine, tyrosine et tryptophane) et des acides aminés soufrés impliqués dans la formation des acides
organiques, des alcools supérieurs et des esters (Hazelwood et al., 2008).

3.1.1. Transamination

Chez S. cerevisiae, quatre protéines sont impliquées dans la premiere étape de transamination.
Twtlp (nommée également Batlp ou Eca39p) est une aminotransférase mitochondriale d’acides
aminés a chaines ramifiées et Twt2p (nommée également Bat2p ou Ecad4Op) est une isoenzyme
cytosolique de Twtlp. En fermentation, TWT1 est fortement exprimé pendant la phase exponentielle
et réprimé pendant la phase stationnaire. A l'inverse, TWT2 est réprimé lors de la phase
exponentielle et exprimé lors de la phase stationnaire. Concernant Aro8p et Aro9p, il semblerait que
ces protéines agissent comme des transaminases d’acides aminés a large spécificité (Urrestarazu et

al., 1998).
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3.1.2. Decarboxylation

Le cétoacide obtenu a la fin de I'étape de transamination est converti en aldéhyde en faisant
intervenir cing génes. PDC1, PDC5 et PDC6 codent des pyruvates décarboxylases (Hohmann, 1991) et
ARO10 semblerait coder une phénylpyruvate décarboxylase (Dickinson et al., 2003). Enfin, THI3 est
susceptible de coder une a-céto-isocaproate décarboxylase mais certaines études suggerent que ce
gene interviendrait au niveau de la régulation catabolique (Mojzita and Hohmann, 2006).
L'expression de ces cing genes va dépendre de l'acide aminé dégradé. Ainsi, la carboxylase
majoritaire impliquée dans le catabolisme de la leucine est codée par THI3. Dans le catabolisme de la
valine, chacune des trois isoenzymes Pdclp, Pdc5p et Pdc6p décarboxyle I'a-cetoisovalérate. Dans le
catabolisme de l'isoleucine, n’'importe quelle décarboxylase codée par PDC1, PDC5, PDC6, ARO10 ou
THI3 est suffisante pour la conversion de l'isoleucine en alcool amylique. Cependant, la
décarboxylase Thi3p n’intervient pas dans le catabolisme des acides aminés aromatiques

(phenylalanine et tyrosine).

3.1.3. Oxydation ou réduction des aldéhydes

L'étape finale de la voie d’Ehrlich est la réduction ou I'oxydation de I'aldéhyde formée dans I'étape
de décarboxylation (Tableau 1). En condition de fermentation, la majorité des acides aminés est
convertie en alcool supérieur et la formation d’acides organiques par oxydation des aldéhydes est
minoritaire (Dickinson et al., 2003). Des études ont montré que I'équilibre entre I'oxydation et la
réduction des aldéhydes dépend fortement des conditions de culture. En effet, dans des cultures en
condition aérobies limitées en glucose et en YAN (leucine, methionine et phenylalanine), les acides
aminés sont convertis principalement en acides organiques et seules de tres faibles concentrations

en alcools supérieurs sont formées (Boer et al., 2006).

Tableau 1 : Intermédaires de la voie d’Ehrlich (Hazelwood et al., 2008).

Amino acid precursor Acid Alcohol Ester

Leucine a-keto-isocaproate Alcohol isoamylic isoamyl acetate
Isoleucine a-keto-methylvalerate Alcohol amylic amyl acetate

Valine a-keto-isovalerate Isobutanol Isobutyle acetate
Phenylalanine Phenylpyruvate 2-phenylethanol 2-phenylethyle acetate
Tyrosine 3-indolacetate Tyrosol Hydroxy-phenylacetate
Tryptophane 3-indol-pyruvate Tryptophol X

Methionine a-keto-y-butyrate Methionol X

Threonine a-keto-butyrate Propanol X
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Outre la production de composés volatils, il semblerait que la voie d’Ehrlich joue un réle dans
I’équilibre rédox de la cellule. Une autre hypothése serait que la synthése des alcools supérieurs a
pour but de dégrader les aldéhydes qui sont des composés toxiques. Enfin, la synthese des esters

d’acétate dépend principalement de I'activité de deux acétyl transférases ATF1 et ATF2.

3.2. Transport des alcools supérieurs, esters et acides organiques

Le mécanisme d’exportation des alcools supérieurs et des acides organiques vers le milieu
extracellulaire reste a ce jour encore mal connu. Il nexiste aucune donnée sur I'existence d’un
mécanisme impliquant des transporteurs membranaires chez S. cerevisiae. Mais en considérant le
coefficient de répartition eau-octanol (Log P) qui permet d'appréhender le caractere hydrophile ou
hydrophobe (lipophile) d'une molécule, il est possible d’estimer le comportement des alcools
supérieurs et acides organiques entre le milieu intracellulaire et extracellulaire. En effet, si le LogP est
positif et tres élevé, cela exprime le fait que la molécule considérée est bien plus soluble dans
I'octanol que dans I'eau, ce qui reflete son caractére lipophile, et inversement, si le Log P est négatif
cela signifie que la molécule considérée est hydrophile. Un Log P nul signifie que la molécule est aussi
soluble dans un solvant que dans l'autre. A I'aide de ce paramétre, il a été montré que certains
alcools, comme l'alcool isoamylique, possedent un log P de 1,30 et certains esters de 2,49 (Tehrany
et al., 2004). Il est alors concevable que I'exportation pourrait se faire de facon passive. Concernant
I’exportation des acides organiques, un transporteur membranaire ATP dépendant codé par le géne

PDR12 a été identifié.

3.3. Influence d’une co-culture de levures NS — S. cerevisiae sur la production des

composés volatils

L’étude du profil des ardbmes fermentaires chez S. cerevisiae est souvent réalisée en culture pure
(avec toutes les variations dues a la diversité des souches). Néanmoins, en pratique le moQt n’est pas
un milieu stérile et de nombreux micro-organismes y cohabitent. Dés lors, les levures NS vont
intervenir et avoir des conséquences sur le profil aromatique. Pour évaluer cet impact, en 2012 une
étude réalisée au laboratoire a entrepris la quantification de quarante-quatre composés volatils
produits en culture pure ou en co-culture avec différentes levures NS (Sadoudi et al.,, 2012).
Brievement, il en ressort que les concentrations des composés volatils ont completement changé
dans certaines conditions de co-culture (par exemple avec le couple S. cerevisiae — M. pulcherrima),
produisant un niveau d’alcools supérieurs, d’acides gras, esters et d’acétates (particulierement le
phenyléthyle d’acétate et I'acétate d’isoamyle) plus important qu’en culture pure avec S. cerevisiae.

Ces résultats montrent I'effet synergique (interaction positive) de ces deux levures vis-a-vis de ces
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molécules. Depuis, de nombreuses études ont évalué I'impact d’une co-fermentation ou d’'une
fermentation séquentielle dans différentes conditions sur la production de composés (dont les
composés volatils) et plus encore, sur I'impact sensoriel. Toutes ces études ont été synthétisées en
2016 dans l'article de Varela (Tableau 2). Outre les alcools supérieurs et les esters, les résultats
montrent que les levures NS vont avoir un impact sur la production de nombreux métabolites,
notamment le glycérol, les acides gras a chaine moyenne, les thiols, les terpénes, les C13-
norisoprénoides et les mannoprotéines (Varela, 2016). Les profils sensoriels sont également tres
diversifiés et une différence significative est souvent observée comparée a une fermentation avec S.
cerevisige seule. Il est cependant délicat de catégoriser les couples levure NS/S. cerevisiae d’aprés
une observation des profils des composés volatils et/ou des profils sensoriels. En effet, les souches

utilisées, le moment de I'inoculation, la matrice et les conditions de fermentation sont différents.
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Tableau 2 : Influence des levures NS sur la composition du vin et/ou ses propriétés sensorielles (Varela, 2016)
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Ainsi, les mécanismes d’interactions et I'influence des levures NS sur la fermentation demandent a
étre mieux caractérisés afin de comprendre |'origine des changements vis-a-vis des composés volatils

et plus globalement sur les profils sensoriels.

L'une des premiéres pistes pouvant expliquer les changements au niveau des composés volatils
repose sur l'activité enzymatique de certaines souches de levures NS. Lors de la fermentation,
certaines levures NS produisent et sécréetent des enzymes comprenant entre autres des B-
glucosidases, B-glucanases, cellulases, protéases, pectinases, xylanases et amylases (Strauss et al.,
2001; Maturano et al., 2015). L’évaluation de l'activité enzymatique au cours de la fermentation
montre que cette derniere est significativement plus importante chez certaines levures NS (Tableau
3) que chez S. cerevisiage. Cependant, lors de co-cultures cette activité est largement réduite
(Maturano et al., 2015). L’activité enzymatique de certaines levures NS couplée a celle de S.
cerevisiae peut étre corrélée avec les changements de certains composés volatils. Ainsi, dans un
premier cas de co-culture il a été montré que plus les activités des pectinases, amylases et xylanases
étaient élevées, plus la concentration en terpenes et alcools supérieurs étaient élevée. Dans un autre
cas de co-culture, plus les activités des B-glucosidases, protéases et xylanases étaient élevées et plus
la concentration en esters et acides gras était élevée. |l semble donc que ces changements soient

souche-dépendants.

Tableau 3 : Surface sous la courbe enzymatique (AUEC) des enzymes hydrolytiques produites par des cultures pures et
mixtes de S. cerevisiae et de levures NS (Maturano et al., 2015)

Enzymatic activity B-Glucosidases Pectinases Proteases Xylanases Amylases
BSc562 2569 + 21° 6932 + ga® 809 + 78° n.d. n.d.
BDvS566 24594 + 196" 20580 + 623" 1576 + 165° 41086 + 133" 5336 4 39"
BCs403 37045 4+ 145 19497 + 400° 1678 + 56 37915 + 205" 4108 + 21"
MSD1 4614 + 1344 4343 4 o8¢ 509 4 34° 7043 4 87° 972 + 194
MSD2 4818 + 111¢ 5173 + 43¢ 483 + 23° 14714 + 54° 1830 4 92°
MECI 5620 £ 89° 4243 £ 99d Toh + 33" 10240 + 101 1011 =+ 269
MSC2 4924 + 103%¢ 4118 + 969¢ 585 + 76¢ 1953 + 68" 925 4 619¢

Different letters within the same row indicate significant differences (p < 0.05) between fermentations for the same enzymatic
activity according to Tukey’s honestly significant difference (HSD) test

BSci62: 8. cerevisiae, BDvA6O: D, vanrifiae, BCsd03: C. sake, MSDI: 1 % BSc562/99 % BDvS66, MSD2: 10 % BSc562/90 %
BDvS66, MSC1: 1 % BSc562/99 % BCs403, MSC2: 10 % BSc562/90 % BCs403

Concernant la voie d’Ehrlich, aucunes données ne sont pour le moment disponibles chez les levures
NS pouvant expliquer la formation de certains composés volatils. Néanmoins, Gamero et
collaborateurs (2016) suggérent qu’un tel mécanisme pourrait exister chez les espéces qu’ils ont
étudiées. Dans un premier temps, les auteurs ont montré que l'alcool isoamylique (dérivé de la
leucine), le 2-méthylbutanol (dérivé de I'isoleucine) et I’alcool isobutylique (dérivé de la valine) ont

été produits a des concentrations beaucoup plus élevées lors de fermentations avec Hanseniaspora
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guilliermondii, Wickerhamomyces subpelliculosus, Starmera caribaea, Hanseniaspora vineae,
Kazachstania gamospora et Torulaspora microellipsoides qu’avec S. cerevisiae. Puis les niveaux de
production d'alcools supérieurs et d'esters d'acétate lorsqu'un seul acide aminé était disponible
comme source d'azote ont été évalués. De maniere similaire a ce qui a déja été caractérisé chez S.
cerevisiae, les alcools supérieurs dérivant d'autres acides aminés que celui fourni comme seule
source d'azote ont été produits par chacune des espéces de levure NS. Par exemple, I'alcool
isobutylique (dérivé de la valine) a été produit lorsque la leucine était utilisée comme seule source
d’azote. Ainsi, similairement a S. cerevisiae, il pourrait exister chez les levures NS des enzymes (par
exemple, Aro10p impliquée dans la voie d’Ehrlich) a large mode d’action (Hazelwood et al., 2008). De
plus, face a la diversité des alcools supérieurs produits dans cette condition par les levures NS, les
auteurs suggerent qu’il existe une diversité importante dans la régulation de l'expression de

I’hypothétique voie d'Ehrlich (Gamero et al., 2016).

Enfin, une récente étude a montré I'impact de la présence d’une souche NS sur les niveaux de
transcription de certains genes chez S. cerevisiae (Sadoudi et al.,, 2017). Il apparait qu’une
consommation d’oxygene (changement du potentiel redox) suite a la presence de la souche de
levure NS, induise une “réorientation” de certaines voies métaboliques chez S. cerevisiae. Ce
mécanisme aurait pour effet d’induire une augmentation du niveau d’expression des pyruvates
décarboxylases PDC1, PDC5, de I'acétaldehyde déshydrogénase ALD6 et de I'alcool déshydrogénase

ADH1 ce qui entrainerait une diminution de la production d’acide acétique.

4. Réduction de la concentration en éthanol dans le vin

Face au changement climatique mondial, certaines régions viticoles situées dans des zones chaudes
du globe font face a une accélération de la phénologie de la vigne. Les dates de bourgeonnement, de
floraison et de maturation du raisin sont maintenant plus précoces dans plusieurs régions. Sur une

Iéme

observation des 30 dernieres années comparée aux dates de vendanges entre le XVII siecle et le
XXéme siecle, une précocité de 2 a 3 semaines a été observée (Stock et al., 2004). Dans le sud de la
France, pour les appellations Chateauneuf du Pape et Tavel, par rapport a la période 1945 — 2000, les
dates de vendanges ont été avancées de 18 et 21 jours respectivement. Le méme phénomeéne a été
observé en Alsace ou les températures annuelles moyennes ont augmenté de 1,8 °C de 1972 a 2002.
En conséquence, dans cette région, les vendanges ont été avancées en moyenne de 2 semaines
(Duchéne and Schneider, 2008). La maturation précoce des raisins rend le moment approprié de la
récolte difficile a choisir. Deux choix sont alors possibles : privilégier une maturité technologique

optimale ou privilégier la maturité phénolique donnant lieu a des molts avec une forte

concentration en sucre. Cette forte concentration en sucre va conduire a des concentrations élevées
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en éthanol qui peuvent entrainer un certain nombre de problemes microbiologiques,

technologiques, sensoriels, de santé publique et économiques.

4.1. Problématiques

4.1.1. Problémes microbiologiques

L'augmentation de la concentration en sucre peut conduire a une inhibition de la croissance des
levures due a un stress osmotique trop important et affecter la qualité du vin. La réponse de S.
cerevisige a un stress osmotique est souche-dépendante (Erasmus et al., 2004; Ferreira et al., 2006)
et peut conduire a la formation de glycérol et d’acide acétique a des concentrations élevées
(Kontkanen et al., 2004; Nurgel et al., 2004). Ceci peut s’expliquer par une forte activation des genes
impliqués dans la régulation de la voie de la glycolyse et des pentoses phosphates face au stress
osmotique (Erasmus et al.,, 2003). Les levures NS pourraient également étre affectées par cette
augmentation de la concentration en sucre et produire certains composés indésirables. En plus de la
concentration en sucre élevée, la température de vinification va influencer la biodiversité levurienne
au cours de la fermentation (Alonso-del-Real et al., 2017). En effet, plus la température de
fermentation sera élevée, plus la prédominance de S. cerevisiae sera importante (Figure 22). Or, il
apparait maintenant que les levures NS jouent un réle important dans le profil aromatique du vin.
Ainsi, la maitrise de la température s’avere étre indispensable, ce qui engendre d’autres

problématiques technologiques.
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Figure 22 : Présence de S. cerevisiae (Sc) et des souches non-Saccharomyces (Sp : S. paradoxus, Su: S. uvarum, Se : S.
eubayanus et Sk : S. kudriavzevii) en co-fermentation a différentes températures. Les valeurs sont la moyenne de trois
répétitions. Les barres d'erreur représentent I'écart type (Alonso-del-Real et al., 2017).

4.1.2. Problémes technologiques

Généralement, les fermentations en vin blanc sont réalisées entre 18 et 20°C et celles des rouges
entre 28 et 30°C. Parfois, pour les vins blancs trés aromatiques, la température lors de la
fermentation peut étre de I'ordre de 10 a 15 °C. La fermentation alcoolique est une succession de

réactions biochimiques produisant de la chaleur (processus exothermique). Une valeur
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approximative de 24 kcals par mole de sucre est généralement acceptée comme valeur de référence
de I'énergie libérée sous forme de chaleur lors de la fermentation. Bien entendu, le volume de la
cuve, la surface de contact avec I'air, la température de fermentation et la température extérieure
sont autant de facteurs pouvant influencer cette valeur (Colombié et al., 2005). Il apparait donc que
I'augmentation de la concentration en sucre va conduire a des besoins énergétiques plus importants
pour refroidir les mo(ts en fermentation. Pour évaluer cette augmentation de codt, le programme de
simulation de fermentation alcoolique (Simulation Of Alcoholic Fermentation program, SOFA) a été

utilisé (Tableau 4).

Tableau 4 : Simulation des besoins énergétiques de refroidissement maximum et total en fonction des différentes
concentrations de sucre initiales, des températures de fermentation extérieures ou définies en utilisant le programme SOFA
(Goelzer et al., 2009).

Sugar Exterior temperature Fermentation temperature Peak cooling requirement Difference Total cooling requirement Difference
gl [°C] [°C] (kW] [%] [kW h] [%]

200 20 15 3.16 0.0 392 0.00
220 20 15 3.17 +0.40 434 +10.77
240 20 15 3.18 +0.70 478 +21.85
200 22 15 3.29 +4,27 429 +9.51
200 24 15 3.43 +8.54 466 +18.96
220 22 15 3.30 +4.67 476 +21.52
240 24 15 3.45 +9.20 573 +46.08

Ce modele suggére une augmentation linéaire d’environ 5% de I’énergie totale nécessaire pour le
refroidissement a chaque degré d’augmentation de la température extérieure ou tous les 10g/L de
sucre d’augmentation dans le mo(t. Pris ensemble, ces deux parameéetres montrent bien la un effet
synergique. Au cours de la fermentation alcoolique, I'énergie nécessaire au maintien de la
température sera donc un aspect technique a ne pas négliger puisque les colts énergétiques seront

sensiblement plus élevés.

4.1.3. Problémes sensoriels

Les vins a forte concentration en éthanol (entre 13 et 15% v/v) sont de plus en plus présents sur le
marché. Les critiques suivent la méme tendance avec une description de plus en plus fréquente de
vins puissants et chauds. Des études sensorielles ont fourni des informations plus détaillées sur le
réle de I’éthanol au niveau de la perception des arémes. Il a été rapporté aupres de 24 sujets formés
que I'augmentation de I’éthanol dans une certaine mesure permettait d’améliorer la perception
suave du sucre et de réduire la perception acide ou salée (Goldner et al., 2009). Dans une autre
étude, un vin blanc préalablement désalcoolisé puis ajusté en éthanol (de 8 a 14% v/v) a permis de
mettre en évidence que la aussi, avec I'augmentation de la concentration en éthanol, la perception
de l'acidité était réduite (Fischer and Noble, 1994). Cependant, une augmentation de 3% v/v
d’éthanol équivaut a un ajout de 1400 mg/L de catéchine a un vin en contenant a I'origine 100 mg/L.

Ceci démontre que I’éthanol augmente significativement la perception de I'amertume (Martin and
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Pangborn, 1970; Fischer and Noble, 1994). La perception des composés aromatiques va également
étre influencée par la concentration en éthanol. Il a été montré que des concentrations accrues en
éthanol réduisaient I'équilibre des principaux composés aromatiques (alcools supérieurs, esters,
monoterpenes et pyrazines) dans l'espace de téte (Robinson et al.,, 2009). L'effet d’'un exces
d’éthanol a donc plusieurs effets sur la perception sensorielle. Tout d’abord, I'éthanol crée un
stimulus a part entiére en activant les récepteurs trijumeau dans la bouche et la gorge (Rothe and
Schrédter, 1996). Ensuite, I'éthanol modifie la polarité de la phase liquide et provoque des
changements dans le coefficient de partage de nombreux composés aromatiques, en particulier les
composés les plus hydrophobes (Conner et al., 1998). Enfin, au-dessus de certaines concentrations,
les caractéristiques visuelles du vin peuvent étre modifiées. En effet, en raison des effets de tensions
de surface et de I'’évaporation de I'éthanol, des motifs distinctifs de gouttelettes lacrymales peuvent

étre plus ou moins présents sur la surface du verre.
4.1.4. Problémes de santé publique et économiques

La consommation excessive d’alcool peut étre a I'origine de plusieurs maladies du foie, du systeme
nerveux ou du systéme cardiovasculaire (INSERM, 2001). De nombreuses campagnes de préventions
dans plusieurs pays attirent l'attention sur les risques a consommer trop d’alcool. D’apres
I’observatoire Francais des Drogues et des Toxicomanies (OFDT), le « co(t social » annuel de I'alcool
pour la société est de 120 milliards d’euros principalement di aux pertes en vie humaines (49 000
déces par an environ). En conséquence, I’émergence sur le marché de vins de plus en plus concentrés
en éthanol pourrait impacter les modéles de consommation. De plus, aux USA, la taxe fédérale sur
I'alcool passe de 1,07$ a 1,57$ par gallon lorsque le vin posséde une concentration en éthanol
supérieur a 14% (v/v), soit une augmentation de 47%. Cette concentration est maintenant largement
rencontrée dans les pays producteurs des régions chaudes. Cette taxation est méme encore plus
importante dans certains états des USA comme I’Ohio, le Minnesota et le Nouveau-Mexique. De plus
des seuils de 13 a 14% (v/v) d’alcool peuvent conduire a des tarifs douaniers plus élevés au Canada et

en Nouvelle-Zélande (Mira de Ordufia, 2010).

4.2. Solutions pour réduire la concentration en éthanol des vins

Dans la gestion des vignobles, la stratégie la plus évidente pour réduire la concentration en alcool est
de réduire la teneur en sucre dans les raisins. Une des stratégies est d’augmenter le rendement de
production de grappes de raisin. Ceci est possible a 'aide d’une augmentation de la charge de
bourgeons en choisissant un porte-greffe vigoureux. Cependant, I'augmentation du rendement doit

étre soigneusement évaluée et modulée afin de limiter les éventuels effets nuisibles sur la qualité du
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vin. Une autre stratégie consiste a réduire la vigueur des ceps par une augmentation de l'irrigation,
de l'intensité d’élagage et de I'utilisation de nouveaux génotypes. Cela permet d’obtenir de petites
baies de bonne qualité a un niveau de maturité inférieur en termes de concentration en sucres.
L’augmentation de l'irrigation pose tout de méme des problémes. Outre le probléme d’augmentation
des volumes d’eau utilisés en culture, cette stratégie doit étre extrémement bien maitrisée et
réalisée a des moments précis du cycle de phénologie de la vigne. Cela permet de diminuer la
concentration en sucre sans visiblement modifier la composition des modts (Junquera et al., 2012).
D’autres techniques sont applicables comme limiter le flux de CO, en pulvérisant un anti-transpirant
sur les feuilles en post-véraison ou encore limiter la photosynthése en construisant des panneaux

solaires au-dessus des vignes.

4.2.1. Technique pré-fermentaire

Cette stratégie consiste a dégrader une partie des sucres présents dans le molt a l'aide d’une
réaction enzymatique. L'enzyme utilisée est une glucose oxydase (GOx) (EC 1.1.3.4). Cette enzyme
est une glycoprotéine aérobie avec une activité déshydrogénase qui catalyse |'oxydation du B-D-
glucose en D-glucono-1,5-lactone. Cette réaction nécessite la présence d’oxygéne et d’un cofacteur
d’oxydo-réduction, la flavine adénine dinucléotide (FAD/FADH2) qui participe au transfert d’électron
pour donner le peroxyde d’hydrogéne. Généralement, une deuxiéme enzyme est ajoutée dans les
préparations commerciales pour dégrader le peroxyde d’hydrogene qui est formé comme sous-
produit pendant I'oxydation du substrat. Enfin, la D-glucono-1,5-lactone s’hydrate spontanément
pour former de I'acide gluconique (Schmidtke et al., 2012) (Figure 23).

B-D-glucose D-glucono-1,5-lactone Gluconic acid

CH,OH

Glucose Oxidase H (0

CO.H

H——0H
+12 0,4+ H0 H \=n+ HO, 4+HO —
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H OH H—1—0H
FAD FADH,
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Catalase

/
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Figure 23 : Oxydation du 3-D-Glucose en D-glucono-1,5-lactone par la GOx puis hydratation du D-glucono-1,5-lactone pour
former I'acide gluconique. La catalase permet de dégrader le péroxyde d’hydrogene formé pendant dl'oxydation du
glucose.

En pratique, ce traitement permet de diminuer de 4 a 40% la concentration en éthanol dans le vin.

L'efficacité de I'oxydation du glucose dépend de la concentration de I'enzyme, du pH, de la
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concentration en oxygene dissous, du temps de traitement et de la température (Pickering, 2000).
Cependant, les niveaux élevés d’acide gluconique s’averent étre problématiques dans la composition
finale du vin puisque que cet acide augmente I'acidité totale et participe ainsi au déséquilibre du vin
(Pickering et al., 1999). Pour pallier ce probleme, la désacidification du moQt avec du carbonate de
calcium avant le traitement avec la GOx peut étre nécessaire. Mais dans tous les cas, pour les vins
traités a la GOx, la concentration en composés carbonylés est plus élevée ce qui se traduit par une
teneur nettement plus élevée en dioxyde de soufre. Par conséquent, la concentration totale de
dioxyde de soufre des vins traités a la GOx peut approcher et méme dépasser les limites légales
(Pickering et al., 1999). Un autre effet négatif du traitement du mo(t a la GOx est la sensibilité accrue
des vins a subir un brunissement prématuré probablement di a la production de flavonoides

(Pickering et al., 1999)

4.2.2. Techniques post-fermentaires

Deux grands principes permettent d’éliminer I'’éthanol dans le vin. Le premier est la distillation avec
ou sans vide et le second passe par le transport de I'éthanol a travers une membrane semi-
perméable. Plusieurs technologies ont été développées a propos des membranes semi-perméables
permettant I'élimination sélective de I'éthanol, mais la plus couramment utilisée est I'osmose

inverse.

Théoriquement, la séparation de deux solutions de concentration inégale par une membrane semi-
perméable établit un gradient de pression entre elles. Alors, la solution la moins concentrée va avoir
tendance a migrer vers la solution la plus concentrée pour rétablir I’équilibre du potentiel chimique.
Cependant, lorsqu’il est appliqué une pression supérieure a la pression osmotique du coté de la
solution la plus concentrée, cette derniere va avoir tendance a migrer vers la solution la moins
concentrée. Ce principe est appelé osmose inverse. Par conséquent, la concentration de la solution la
moins concentrée diminue et la concentration de la solution la plus concentrée augmente. Par
conséquent a l'aide de cette méthode plusieurs niveaux de filtration sont possibles en ajustant la

taille des pores de la membrane semi-perméable et la pression appliquée (Figure 24).
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Figure 24: Capacité de séparation de différents systéemes membranaires a différents niveaux de pressions (entre
parentheéses). RO : osmose inverse, NF : nanofiltration, UF : ultrafiltration, MF : microfiltration (Schmidtke et al., 2012).

Concretement, la désalcoolisation des vins par osmose inverse fait intervenir au départ I'utilisation

Q-

d’un vin a teneur en alcool « normale ». Ce vin est pompé a des pressions allant jusqu'a 4 MPa
travers un module de membrane. De telles pressions peuvent aboutir a des températures élevées a
la surface de la membrane. Pour éviter de dégrader le vin, des échangeurs de chaleur régulant la
température entre 20 a 22°C sont utilisés. La membrane utilisée posséde un niveau de sélection
généralement inférieur a 200 Da, de sorte que l'eau et I'éthanol, étant de petites molécules,
traversent la membrane dans le courant de perméat (solution ayant passé la membrane). Le rétentat
(solution retenue par la membrane) est redirigé vers le réservoir d'alimentation puis le vin refait un
cycle. A chaque cycle, il est ainsi désalcoolisé et concentré (Schmidtke et al.,, 2012). A la fin du
procédé, la teneur en eau du vin est réajustée par I'ajout de jus a faible concentration en sucre. Cette
technique permet de désalcooliser totalement le vin puisque I'éthanol n’est présent qu’a une
concentration négligeable (0,19% (v/v) en moyenne) a la fin du processus (Liguori et al., 2013). Il est
rapporté que l'effet de la désalcoolisation sur le vin est négligeable pour les principales propriétés
chimiques et physiques comprenant les phénols totaux, les flavonols, les esters, I'acide tartrique et
les acides organiques. Cependant, la fraction volatile du vin diminue de facon significative (Liguori et
al., 2013) ce qui a des conséquences négatives sur les arbmes qui constituent un élément essentiel

d’un produit de qualité.

4.2.3. Nouvelle application biotechnologique des levures NS

Comme il a été précédemment décrit, les domaines d’applications des levures NS sont multiples.
Certaines d’entre elles peuvent également diminuer la concentration en éthanol. Plusieurs études
ont montré qu’il était possible de diminuer la concentration en éthanol de I'ordre de 0,3% (v/v) a
3,8% (v/v) (Tableau 5) suivant des conditions de culture bien définies (Ferraro et al., 2000; Contreras

et al., 2014b, 2015; Gobbi et al., 2014; Ciani et al., 2016). Une étude a méme réussi a atteindre une
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diminution de 4% (v/v) d’éthanol comparée a une fermentation avec S. cerevisiae (Shekhawat et al.,
2016). Seulement la concentration en acidité volatile atteinte était de plus de 2 g/L, ce qui n’est pas

organoleptiquement envisageable.

Tableau 5 : Réduction de la concentration en éthanol en co-fermentation ou fermentation séquentielle de plusieurs

souches de levures NS (Varela and Varela, 2019)

MNon-Saccharomyces Scale and Grape variety Ethanol Impact on chemical composition References
yeast® conditions of reduction®  or sensory attributes®
fermentation
Candida sake Lab-scale Tempranillo 24% v Increased sorbitol, low production of ethyl [62]
esters. No sensory analysis reported
Candida steflata Medium-scale Chardonnay 0.7% wiv Increased glycerol concentration, decreased [63]
‘floral" and fruity', increased ‘ethyl acetate’
sensory descriptors
Candida stelata Pilot-scale Trebbiano 0.6% wiv Increased glycerol and succinic acid content, [64]
immobilized cells decreased esters and higher alcohols. No
sensory reported
Candida zempiinina Pilot-scale Riesling 0.8% wiv Decreased ‘purity” and increased ‘oxidation’ [53]
aeration and ‘solvent” sensory attributes
Hanseniaspora opuntiae Medium-scale Pinotage 0.6% wiv Increased ‘hazelnut’, ‘coffee’, ‘caramel’, [65)
‘cherry’ and ‘acetone’ sensory descriptors
Hanseniaspora uvarum Medium-scale Pinotage 0.8% wiv Increased ‘hazeinut’, ‘coffee’, ‘caramel’, [65]
‘cherry" and ‘acetone’ sensory descriptors
Lachancea Lab-scale Tempranillo 1.2% wiv Reduced ‘aromatic intensity’ and ‘aromatic [51)
thermotolerans quality’, increased ‘herbaceous’ character
Lachancea Industrial-scale Sangiovese 0.7% wwv Increased ‘spicy’ and ‘acidity’ sensory [66]
thermotolerans attributes
Metschnikowia Lab-scale Chardennay 0.9% wiv Increased concentration of esters and higher 671
pulcherrima alcohols, decreased volatile acids content. No
sensory reported
Metschnikowia Lab-scale Shiraz 1.6% wiv Increased concentration of higher alcohols, [67]
puicherrima decreased volatile acids content. No sensory
reported
Metschnikowia Lab-scale Verdicchio 1.4% viv Increased geraniol and acetaldehyde content. [68]
pulcherrima immebilized cells No sensory reported
Metschnikowia Lab-scale MalvasiaViura  22% wiv No volatie composition or sensory analysis [52]
pulcherrima aeration blend reported
Metschnikowia Pilot-scale Merlot 1.0% wiv Decreased ‘brown tint" and increased ‘red fruit  [39]
pulcherrima aroma’ sensory attributes
Metschnikowia Pilot-scale Riesling 3.8% wiv Decreased ‘purity” and ‘fruity”, and increased [53]
pulcherrima aeration ‘vinegar', ‘oxidation’ and 'solvent’ sensory
attributes
Metschnikowia Pilot-scale Viura-Malvasia  0.8% wiv Increased glycerol content, decreased ‘tropical  [54]
pulcherrima Aeration frult” and ‘white fruits’, and increased
‘oxidation’ sensory attributes
Pichia guilfiermodii Pilot-scale Riasling 2.0% wwv Decreased ‘purity” and ‘fruity’, and increased [53]
aeration ‘vinegar' and ‘reductive’ sensory attributes
Pichia kiuyveri Pilot-scale Riesling 3.0% wiv Decreased ‘purity’ and fruity’, and increased  [53]
aeration ‘vinegar', ‘oxidation” and ‘solvent” sensory
attributes
Schizosaccharomyces Medium-scale Airen 0.7% wiv Decreased malic acid concentration, increased [69]
pombe ‘bitterness” and decreased ‘acidity’ sensory
attributes
Starmerelia bacillars Lab-scale Barbera 0.7% wiv Increased glycerol content. No volatile [70]
composition or sensory analysis reported
Starmerella bacilaris Pilot- scale Barbera 0.5% wiv Increased glycerol content. No volatile [70]
composition or sensary analysis reported
Starmerella bacillars Pilot- scale Barbera 0.3% wiv Reduced concentration of higher alcohols. No  [71]
sensory analysis reported
Starmerella bombicola Lab-scale Verdicchio 1.6% wiv Increased ethyl acetate and isoamyl acetate [68]
immaebilized cells concentration. No sensory reported
Torulaspora delbrueckii Pilot-scale Airen 0.3% wiwv Increased ‘aromatic intensity’ and fruity’ [72]
sensory attributes
Torulaspora delbrusckii Pilot-scale Viura-Malvasia  0.5% wiv Increased glycerol content, decreased ‘tropical  [54]
Aeration frut’ and ‘white fruits’, and increased

‘reduction’ and ‘dried fruits’ sensory attributes

* Depending on the study non-Saccharomyces yeasts were used in single, sequential or simultaneous inoculation.

" Ethanol concentration compared to control wines fermented with S. cerevisiae.

¢ Chemical composition er sensory attributes compared to control wines fermented with 5. cerevisiae.
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La capacité de réduction en éthanol est souche-dépendante. De plus, dans toutes ces études
(Tableau 5), la stratégie utilisée est une inoculation séquentielle. La levure NS est inoculée en
premier puis au bout d’un certain temps de fermentation (variant suivant les études), S. cerevisiae
est introduite pour terminer la fermentation. Les levures NS ne possédant pas le méme rendement
en production d’éthanol (plus élevé), la concentration en éthanol en fin de fermentation s’en
retrouve diminuée. Cependant, la encore un parametre important est a prendre en compte. En effet,
la concentration cellulaire lors de I'inoculation initiale de la levure NS varie selon les études. Or, il a
été montré que cette concentration cellulaire initiale pouvait influencer la capacité des levures NS a
diminuer la concentration en éthanol. Par exemple, la souche de Metschnikowia pulcherrima
sélectionnée dans I'étude de Contreras et collaborateurs en 2014, inoculée a 10° cellules/mL
permettait de diminuer la concentration en éthanol de 1,8% (v/v) alors qu’avec des inoculations plus

élevées aucune diminution n’a été observée.
4.2.4. Fermentation en condition aérobie : principe du bioréacteur

La gestion de I'oxygéne des levures NS semble étre un point essentiel pour la diminution de I'éthanol,
ce qui suggére que ces levures seraient le plus efficaces dans des conditions favorisant un
métabolisme respiro-fermentaire (Shekhawat et al., 2016; Englezos et al., 2018b). La maitrise de
I"apport en oxygéne s’avere essentielle dans le cadre de la mise en place d’un bioprocédé impliquant
le développement de la biomasse, dans notre cas, les levures. Outre la gé¢ométrie du bioréacteur qui
influence la capacité de transfert de I’'oxygéne gazeux sous forme dissoute (Gupta and Rao, 2003), les
milieux de cultures utilisés sont des matrices complexes et suivant la composition du milieu, la
solubilité de I'oxygéne est affectée (Gogate and Pandit, 1999) (toutes conditions égales par ailleurs).
Par conséquent, le transfert d’oxygene est treés important et est fréquemment une étape limitante
dans les bioprocédés en milieux liquides. Pour cette raison, au cours de la procédure de conception
de la méthode de fermentation, une estimation correcte du coefficient de transfert de I'oxygéne est

indispensable.

En raison de sa faible solubilité dans les milieux de cultures, I'oxygéne doit étre fourni en continu. Ce
transfert de I'oxygéne gazeux vers sa forme dissoute est défini sous le terme « taux de transfert
d’oxygene » ou Oxygen Transfer Rate (OTR). Plusieurs résistances sont rencontrées au cours de ce

transfert gaz — liquide (Ben-Hassan et al., 1991)(Figure 25).
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Figure 25 : Principe général de résistance du transfert de I'oxygéne a travers un liquide pour atteindre une cellule (adapté
d’apres Ben-Hassan et al. (1991)).

La théorie la plus simple de transfert gaz-liquide repose sur le modéle de Whitman (1923). Ce modele
décrit chaque film de résistance comme le produit de la force motrice par le coefficient de transfert
de masse. Plus précisément, le coefficient de transfert de masse est une constante de vitesse de
diffusion qui relie le débit de transfert de masse, la zone de transfert de masse et le changement de

concentration. Ainsi, le modéle peut étre résumé par I'équation 1 :
0= kg x(Pg—P) =k, x(C;—Cp) (1)

ou J° correspond au flux molaire de I'oxygéne (mol.m™?s™) a travers I'interface gaz-liquide, Ky et K,
aux coefficients de transferts de masse locaux, P; la pression partielle d’oxygene dans la bulle de gaz
et C, la concentration en oxygene dissous dans le liquide. L’'indice i se référe aux valeurs a l'interface
gaz-liquide. Or, les concentrations entre les films ne sont pas directement mesurables et compte

tenu du coefficient global de transfert de masse, I’équation 1 peut étre réécrite sous la forme :
J® = Kg(Pg — P*) =K, X (C* = Cp) (2)

Ou P* correspond a la pression partielle de I'oxygéne en équilibre avec la phase liquide et C* a la
concentration de I'oxygene (dissous) en saturation dans le liquide en équilibre avec la phase gazeuse,
en accord avec la loi de Henry ou P* = HC*. Cette loi explique qu’a température constante et a
I’équilibre, la quantité de gaz dissout dans un liquide (C*) est proportionnelle a la pression partielle
gu’exerce ce gaz sur le liquide (P*). Dans cette formule, H aussi nommé « constante de Henry » va
dépendre de la nature du gaz, de la température et du liquide. Les facteurs K; et K, correspondent ici

aux coefficients globaux de transfert de masse.

Combinées, les équations (1) et (2) permettent d’obtenir la relation suivante (3) :
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1 1 1 (3)

KL HKG kL

Compte tenu de la faible solubilité de I'oxygéne dans le milieu, il est communément admis que la
plus grande résistance au transfert de masse se situe du coté liquide de l'interface et que la
résistance en phase gazeuse peut étre négligée. Dans ces conditions, il peut étre considéré que le
coefficient global de transfert de masse d’oxygéne est égal au coefficient local d’ol K, = k; Le taux de
transfert de masse d’oxygeéne par unité de volume (Ng;) est alors obtenu en multipliant le flux global

par la surface gaz-liquide (a) :
NOZZaXJOZkLaX(C*_CL) (4)

Il est extrémement difficile de mesurer a la fois « K, » et « a » au cours d’une fermentation et
généralement les deux termes sont combinés sous le terme K,a. Le K.,a, appelé coefficient
volumétrique de transfert, est exprimé en h™ ou s™* et permet de mesurer la capacité d’aération d’un
bioréacteur. Plus le K,a est élevé, plus la capacité d’aération du bioréacteur est importante. La valeur
du K,a va dépendre de I'architecture du bioréacteur et sera affectée par des variables telles que le
niveau d’agitation, la forme de I'hélice d’agitation, le débit d’aération, la température, la pression ou

encore la taille des bulles.
En définitive, la relation qui lie 'OTR et le K,a peut étre résumée par I'équation 5 :

OTR = K,a x (C* = C,) (5)

Afin de déterminer le meilleur débit a délivrer pour que le transfert d’oxygene soit optimal, la vitesse
de transfert de I'oxygene gazeux dans le milieu (k,a) est évaluée. Cette valeur est une constante ainsi,
lors du transfert dans un plus gros bioréacteur, cette valeur permet d’obtenir des résultats
semblables a ceux obtenus en laboratoire. Dans un premier temps, la méthode statique permet
d’obtenir une valeur de K,a dans un milieu sans micro-organismes. Cette premiere étape permet de
déterminer rapidement quels couples agitation/aération permettent d’obtenir le K,a le plus élevé et
de déterminer le comportement de la matrice, c’est-a-dire a quelle vitesse I'oxygéne gazeux passe
sous forme dissoute dans le milieu. Une fois ces couples sélectionnés, un nouveau test est réalisé
pour vérifier la valeur du Ko en présence de microorganismes. Cette étape s’appellela
détermination du K,a par méthode dynamique. Lors de cette étape, le taux de consommation de
I’oxygéne du micro-organisme (OUR) est déterminé. Ainsi, connaissant la vitesse de consommation
de I'oxygéne du micro-organisme et la capacité du bioréacteur a transférer I'oxygéne il sera alors
possible d’évaluer si le bioréacteur est en capacité de founir assez d’oxygéne pour couvrir les besoins
en oxygeéne du micro-organisme (Garcia-Ochoa et al., 2010).
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Le bilan massique de I'oxygene dissous dans la phase liquide peut alors étre décrit comme suit :

dc
— =0TR — OUR (6)
dt

Ou dC/dt correspond au taux d’oxygéne accumulé dans la phase liquide, OTR représente le taux de
transfert d’oxygene gazeux vers le liquide et OUR correspond au taux d’absorption d’oxygene par les
micro-organismes. Ces éléments déterminés a |’échelle laboratoire permettront de dimensionner les

besoins en oxygénation a I'échelle pilote.
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Problématique et objectifs de la these
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Les axes de recherche suivis au cours de ce projet de these visaient a mieux comprendre
I'importance de I'azote au cours de fermentations séquentielles impliquant certaines levures NS et S.
cerevisige. L'étude du lien entre la consommation de l'azote dans de telles conditions de
fermentation et la modification du profil aromatique des vins a été entreprise. Enfin, la mise en
ceuvre des levures NS comme nouvel outil de réduction de la concentration en alcool dans les vins a

été explorée.

Afin de faciliter la lecture de cette thése, suite a I'introduction bibliographique, il est proposé une
organisation sous forme de compilation de trois articles scientifiques avec, pour chaque entéte de

chapitre, une description de la réflexion scientifique entreprise.

Dans ce cadre, suite a la synthése menée dans le cadre de l'introduction bibliographique, il est
apparu que de nombreuses contradictions existaient a propos de I'implication de I'azote lors de la
fermentation alcoolique. Le premier objectif a alors consisté a réaliser un état de I'art approfondi,

visant a réactualiser les connaissances concernant ce sujet. Ce point constitue le premier chapitre :
e Influence du contenu en azote dans la fermentation alcoolique.

Cet état de 'art, met en évidence le peu de données disponibles concernant les levures NS a
propos de I'azote alors que cette source joue un réle crutial dans le développement levurien et que
les levures NS sont de plus en plus utilisées en cenologie. C'est pourquoi I'objectif suivant de cette
these a été d’étudier la compétition pour les sources azotées dans le cadre d’une fermentation

séquentielle mettant en ceuvre trois souches de levure NS préalablement sélectionnées :

e FEtude de la compétition pour les sources azotées entre les levures NS sélectionnées et S.
cerevisiae au cours de la fermentation alcoolique. Evaluation des répercussions sur les

composés volatils.

L'identification et la quantification des besoins azotés des levures (chez S. cerevisiae et les levures NS
sélectionnées) ont largement contribué a développer une étude sur I'utilisation des levures NS pour
la réduction de la concentration en alcool des vins. Bien que des recherches soient menées sur ce
point et que plusieurs résultats soient disponibles, il reste encore des zones d’ombre quant au
comportement des souches en co-culture, leurs besoins nutritionnels et leur mise en ceuvre a
I’échelle pilote et non plus en laboratoire. Le dernier objectif de cette theése a donc été de mettre au
point une méthode technologiquement mature avant un transfert industriel. Ce point constitue le

dernier axe de recherche :

e Mise au point d’'un procédé biotechnologique utilisant les levures NS afin de réduire la

concentration en éthanol dans les vins au cours de la fermentation alcoolique.
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Chapitre 1 : Influence du contenu en azote dans la

fermentation alcoolique
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Contexte scientifique

La confrontation des données réalisée dans l'introduction bibliographique met en évidence un
certain nombre de contradictions a propos de l'implication de I'azote lors de la fermentation
alcoolique. Il s"avére que les systemes de régulations impliqués dans le métabolisme de I'azote chez
S. cerevisiae sont a I’heure actuelle bien décrits (Bell and Henschke, 2005; Ljungdahl and Daignan-
Fornier, 2012; Zhang et al., 2018) mais trés peu existent pour les levures NS (Andorra et al., 2010;
Kemsawasd et al., 2015; Gobert et al.,, 2017; Englezos et al., 2018a). Il en va de méme pour les
considérations cenologiques ou les facteurs influencant I'assimilation des YAN et les implications d’un
ajout d’azote exogene sont peu clairs. Face a I'importance de I'azote en fermentation, une remise en
question d’un certain nombre de concepts (notamment les sources azotées préférentiellement
assimilées) a été conduite. Afin d’identifier et de répertorier ces contradictions, ce premier chapitre
fait un état des connaissances vis-a-vis de I'influence du contenu en azote lors de la fermentation

alcoolique.

Dans le cadre de ce chapitre une partie additionnelle est proposée. En effet, la composition et Ia
concentration en YAN dans le mo(t sont inévitablement liées aux conditions environnementales et a

la vigne. C’est pourquoi, un avant- propos portera sur I'azote contenu dans les modQts.
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Avant-propos : Nitrogen content in must

1.1. Diversity from geographical location

Depending on grape cultivar, rootstock, vineyard location, fertilization method or climate, amino acid
and ammonium concentration may vary (Henschke and lJiranek, 1993; Spayd et al., 1994; Rapp and
Versini, 1995; Stines et al., 2000; Ribéreau-Gayon et al., 2006; Schreiner et al., 2017). In 2005, Bell
and Henschke reviewed composition and concentration of amino acids found in the whole grape
and/or juice at harvest. They showed that the concentration of each amino acid varies significantly
and generally, the major amino acid is arginine or proline. Based on 11 studies dating from 1980 to
2001, Bell and Henschke compared musts from vineyard using soil amendments and vineyard
without fertilization. To conclude on the natural diversity and concentration of YAN this comparison
can be questionable. On that basis, a comparison of total natural YAN concentration had been
undertaken. This comparison was based on the geographical location and variety of 6 studies in
Europe (Figure 26A) and 12 studies for the rest of the world (Figure 26B, C and D). From data
available in literature, Trincadera and Roupeiro localised in Portugal had the most important
concentration in YAN (between 1000 and 1485 mgN/L). In contrast, Monastrell, Petit Verdot, White
Riesling, Viognier, Merlot and Pinot Noir localised in Spain and North America, show a very weak YAN
concentration (50 to 82 mgN/L). For these musts, YAN concentration will be critical to perform an
alcoholic fermentation with a good biomass generation and maintenance of fermentative activity
(Bely et al., 1990; Henschke and lJiranek, 1993; Mendes-Ferreira et al., 2004; Coleman et al., 2007;
Martinez-Moreno et al., 2012). On the same work, during the 1996 harvest, Butzke et al (1998)
analyzed 1523 clarified musts from the regions of California, Oregon and Washington on the West
Coast of the United States of America. They showed that on 1523 samples, 198 were under 140 mg
N/L and they showed significant difference between the means of YAN from different varietals. In
this study, Cabernet Franc must had the lowest concentration in YAN while Chardonnay and Pinot
noir were highest (Butzke, 1998). From these studies, it appears that nitrogen content in must is

heterogeneous and can be insufficient in a significant number of situations.
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Figure 26: Overview of assimilable nitrogen from natural grape juice in Europe (A), America (B), Australia (C) and South
Africa (D). For each item, legend give YAN concentration in mg N/L. 1: (Andorra et al., 2010), 2: (Garde-Cerdan et al., 2009),
3: (Van Leeuwen et al., 2000), 4: (Linsenmeier et al., 2008), 5: (Cejudo-Bastante et al., 2010), 6: (Herbert et al., 2005), 7:
(Watson et al., 2000), 8: (Adams and van Vuuren, 2010), 9: (Hannam et al., 2014), 10: (Spayd et al., 1994), 11: (Keller et al.,
1999), 12: (Schreiner et al., 2017), 13: (Gutiérrez-Gamboa et al., 2017b), 14: (Treeby et al., 1998), 15: (Contreras et al.,
2014b), 16: (Torrea et al., 2011), 17: (Conradie, 2001), 18: (Whitener et al., 2017).

1.2. The choice of harvest date

Independently of geographical localisation, the date of harvest conditions YAN concentration. These
compounds vary during grape ripening. A decrease of the concentration of ammonium nitrogen was
observed on several varieties (Monastrell, Syrah, Merlot and Petit Verdot) during a two years study
(Garde-Cerdan et al., 2009). At the same time, the concentration of free amino acids was increased in

Monastrell, Syrah and Merlot, whereas in Petit Verdot it decreased. On this point, it is important to
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note that grafted or ungrafted vine influences grape amino acid composition (Gutiérrez-Gamboa et
al., 2017a), regardless of the variety. In this study, Carignan noir grapevines grafted over Pais showed
lower grape amino acid content in respect to ungrafted vines. Temperature during nights have also
an impact on the final amino acids content. Indeed, one month before the period of harvest, cool
night index (Cl) was inversely correlated to several amino acids, showing that plant synthesis or
accumulation increased with lower minimum temperatures (Gutiérrez-Gamboa et al., 2017b). Thus,
the monitoring of nitrogen dynamic in grapes can be an important enological parameter for the
determination of the best ratio ammonium/amino acids in order to start harvest, depending on
variety, temperature, YAN accumulation and kinetics. Harvesting decision is a critical parameter in

terms of YAN and influences widely the nitrogen composition in the must.

1.3. Irrigation

Water management is another parameter influencing YAN composition. In warm dry areas, in
response to drought, significantly elevated proline levels were demonstrated for the Syrah grape
wine (Canoura et al., 2017). Elevated levels of proline could be synonymous of water stress. To avoid
this stress, irrigation management in the vineyard can be used to control berry growth and quality. In
general, most quality wines are produced in areas where annual precipitation is below 700 to 800
mm. Mimicking this quantity of precipitation by irrigation modulates amino acid composition in
must. However can it explain the quality of the wine? Ortega-Heras et al (2014) observed that
irrigation caused the increase of most amino acids concentrations in the berries of the Verdejo
cultivar. But in the same time, it was shown that vintage had a strong effect on the content in grapes
which appeared to be related to weather conditions (Ortega-Heras et al.,, 2014). On these
observations, Bouzas-Cid et al. (2017) showed that irrigation can affect the concentration of proline,
cysteine, tryptophan and phenylalanine in the Treixadura must, over three consecutive vintages
(2012-2014). In this case, not only an increase was observed but also a decrease in the condition with
irrigation for some amino acids (Bouzas-Cid et al., 2017). From these data, it appears that irrigation
can influence YAN composition (and not only increase) of the must even if variety and weather

conditions during the year seem to be the principal incriminated elements.

1.4. Fertilization

For a long time, it has been known that nitrogen fertilization increases fruit yield in situations where
vine nitrogen status is low (Bell et al., 1979; Spayd et al., 1993, 1994; Bell and Robson, 1999).
Depending variety, fertilization needs can be different. It appears that a maximum of 112 Kg N/ha for

Cabernet Sauvignon (Bell and Robson, 1999), 185 kg N/ha for Thompson Seedless (Bell et al., 1979)
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and 56 kg N/ha for White Riesling (Spayd et al., 1993) were sufficient to improve vine vigor (growth
kinetic, canopy density and vyield). This fertilization and the time where fertilization is carry out
impact YAN concentration (Conradie, 2001; Linsenmeier et al., 2008). Indeed, YAN concentration
increased linearly with increasing nitrogen fertilizer rate except for methionine, cystine, aspartic acid,
glutamic acid and lysine (Spayd et al., 1994; Linsenmeier et al., 2008). For example, in the case of
White Riesling without fertilization (Spayd et al., 1994), arginine concentration was 26 mg/L while in
fertilizer condition (224 kg N/ha) the concentration was 327 mg/L. However, for cysteine the
concentration in non-fertilizer and fertilizer condition stayed under 1 mg/L. In contrast to soil
fertilization, a fertilization by the canopy (foliar fertilization) can be another alternative. With this
method, nitrogen addition is rapidly and efficiently assimilated by the plant (Mengel, 2002). But like
soil fertilization, excessive nitrogen levels could induce poorly colored fruit and produced more
vegetative growth, which can compete with sugar translocation and pigment accumulation in grape
(Kliewer, 1977). Commonly, urea is used like nitrogen sources for foliar application on account of its
small molecular size, non-ionic nature and high solubility in water. Lasa et al. (2012) showed that the
impact of foliar fertilization on YAN composition in the must was not the same depending on variety.
These authors showed that Merlot was more affected than Sauvignon Blanc. Moreover, it seems that
vintage effect has a significant impact on assimilation of nitrogen by the vine and for the final
concentration of YAN in the must. Indeed, in the second year of the study (Lasa et al., 2012), the
difference was even more marked. In another study, Hannam et al. (2016), tested the impact of the
urea foliar (2% w/v) or urea soil fertilization around veraison (13.5 kg N/ha) with three treatments on
Pinot gris. Results showed that foliar fertilization was usually more effective at boosting grape juice
YAN concentration, although soil fertilization improved some grape juice amino acids (Hannam et al.,
2016). Recently, new nitrogen treatments (in addition to urea) have been developed by industry.
Their effectiveness on vine and impact on YAN composition in Cabernet Sauvignon must were
studied by Gutiérrez-Gamboa et al. (2017). They tested two commercial nitrogen complexes:
Basfoliar Algae and Nutrimyr Thiols. Basfoliar Algae is a concentrated extract of Chilean natural algae
(Durvillaea antarctica) supplemented with nutrients, minerals and phytohormones (auxins and
cytokinins) and Nutrimyr Thiols is a foliar fertilizer which was sold as a wine flavor enhancer
(Gutiérrez-Gamboa et al., 2017b). Compared to control fertilization with urea, no significant increase
of YAN was observed with Nutrimyr Thiols and Basfoliar Algae. But YAN composition in the must was
modified. For example, concentrations of glutamine, threonine, arginine, alanine and valine were

higher with Basfoliar Algae even if the total YAN concentration was lower.

Soil or canopy fertilization influences significantly YAN must composition and concentration if the

nitrogen requirements of the vine are not covered. Depending on variety, fertilization level needs to
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be adapted. Moreover, the nitrogen source used to fertilize the vine will impact the composition of
YAN in must. In addition, vintage effect is also a determinant parameter influencing YAN level in the

must.
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Abstract

Nitrogen is an essential nutrient for yeast during alcoholic fermentation. Nitrogen is involved in the
biosynthesis of protein, amino acids, nucleotides, and other metabolites, including volatile
compounds. However, recent studies have called several mechanisms that regulate its role in
biosynthesis into question. An initial focus on S. cerevisiae has highlighted that the concept of
“preferred” versus “non-preferred” nitrogen sources is extremely variable and strain-dependent.
Then, the direct involvement of amino acids consumed in the formation of proteins and volatile
compounds has recently been reevaluated. Indeed, studies have highlighted the key role of lipids in
nitrogen regulation in S. cerevisiae and their involvement in the mechanism of cell death. New
winemaking strategies using non-Saccharomyces yeast strains in co- or sequential fermentation
improve nitrogen management. Indeed, recent studies show that non-Saccharomyces yeasts have
significant and specific needs for nitrogen. Moreover, sluggish fermentation can occur when they are
associated with S. cerevisiae, necessitating nitrogen addition. In this context, we will present the
consequences of nitrogen addition, discussing the sources, time of addition, transcriptome changes,

and effect on volatile compound composition.
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1.5. Introduction

The main sources of yeast assimilable nitrogen (YAN) in grape must are ammonium and amino acids.
Their concentrations vary depending on geographical location (Rapp and Versini, 1995), climate
(Ribéreau-Gayon et al., 2006), cultivar or rootstock (Stines et al., 2000; Schreiner et al., 2017), and
viticulture techniques (Spayd et al., 1994; Schreiner et al., 2017). During alcoholic fermentation, yeast
take up and metabolize YAN and other nutrients to support growth and produce biomass, as well as
volatile compounds (Vilanova et al., 2007). YAN deficiency can sometimes lead to sluggish or stuck
fermentation (Alexandre and Charpentier, 1998; Bisson, 1999). Under enological conditions, a
concentration of approximately 140 mg N/L of YAN is necessary to complete fermentation within a
reasonable period of time (Bely et al., 1990; Henschke and Jiranek, 1993; Jiranek et al., 1995; Bisson,
1999; Beltran et al.,, 2005; Kemsawasd et al.,, 2015), depending on sugar concentration and

winemaking practices.

During alcoholic fermentation, the consumption of YAN by yeast is regulated by several molecular
mechanisms, which have been well described in Saccharomyces cerevisiae. The most recent reviews
on the subject date back to 2005 and 2012 (Bell and Henschke, 2005; Ljungdahl and Daignan-Fornier,
2012) and only one review on nitrogen regulation was been recently published (Zhang et al., 2018).
The authors examined several studies on the role of nitrogen metabolism under enological
conditions. Most studies have classified YAN as “preferential or non-preferential sources”, depending
on the alcoholic fermentation conditions, strains used, and classification method (Jiranek et al., 1995;
Beltran et al., 2006; Crépin et al., 2012; Kemsawasd et al., 2015; Gobert et al., 2017; Rollero et al.,
2018). The comparison of the studies previously cited highlighted significant differences. Such
differences could be due to the complexity of nitrogen regulation, which depends on substrate

availability, strain phenotype and matrix.

Recent interest in non-Saccharomyces (NS) yeasts in spontaneous fermentation (Combina et al.,
2005; Cordero-Bueso et al.,, 2013; Jolly et al., 2014; Liu et al., 2016) and co- or sequential
fermentation (Soden et al., 2000; Clemente-Jimenez et al., 2005; Anfang et al., 2009; Ciani et al.,
2010; Medina et al., 2013; Padilla et al.,, 2017; Englezos et al., 2018a) add a second level of
complexity to nitrogen management under enological conditions. Despite the large body of literature
concerning the use of NS yeasts to increase the aromatic complexity of wine (Lambrechts and
Pretorius, 2000; Swiegers and Pretorius, 2005; Sadoudi et al., 2012, 2017; Azzolini et al., 2014; Liu et
al., 2016; Escribano et al., 2018), improve ethanol reduction (Contreras et al., 2014b, 2015; Gobbi et
al., 2014; Canonico et al., 2016; Ciani et al., 2016; Englezos et al., 2016a; Rocker et al., 2016; Rolle et

al., 2017), or act as bio-protection/control agents in winemaking (Qin et al., 2015; Fernandes Lemos
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Junior et al., 2016; Cordero-Bueso et al., 2017; Simonin et al., 2018; Wang et al., 2018), little data on
nitrogen needs, sources, and preferences are available and have never been reviewed (Andorra et
al., 2010; Kemsawasd et al., 2015; Gobert et al., 2017). In addition, only one study (Englezos et al.,
2018a) has highlighted specific features of one NS yeast, Starmerrella bacillaris, concerning the

management of nitrogen.

Aromatic complexity is an essential aspect of wine quality and largely influences consumer
acceptance (Lattey et al., 2010; King et al., 2011). Volatile compounds, an essential element of overall
wine flavor, are formed during alcoholic fermentation. The relationship between nutrient availability
and the production of desirable volatile compounds is one of the main goals in enology and industry.
Some YAN sources have been reported to be precursors of volatile compounds in S. cerevisiae
(Ribéreau-Gayon et al., 2006; Carrau et al., 2008; Hazelwood et al., 2008; Fairbairn et al., 2017) and
non-Saccharomyces (Gonzélez et al., 2018) principally via the Ehrlich pathway (Hazelwood et al.,
2008; Gonzalez et al., 2018). However, contrary to the generally accepted view, recent studies have
shown that the catabolism of consumed branched amino acids (leucine, isoleucine, threonine and
valine) plays an indirect role in the formation of some volatile compounds in S.cerevisiae (Crépin et
al., 2017; Rollero et al., 2017). Precisely, Crépin et al. (2017) demonstrated the low contribution of
the carbon skeletons of consumed amino acids to the production of volatile compounds derived from
a-keto acids. Lipid and nitrogen metabolism are interconnected and affect the production of some
volatile compounds (Rollero et al., 2016, 2017). The aforementioned studies have shown that there
may be a direct relationship between nitrogen sources and the production of volatile compounds

and that it may involve more complex mechanisms than those reported to date.

Although a large diversity of YAN content and concentration in must can be found during enological
processes, ammonium phosphate or ammonium sulfate are commonly added to YAN deficient must.
YAN supplementation directly affects biomass production and the performance of alcoholic
fermentation (Varela et al., 2004; Martinez-Moreno et al., 2012). However, although it is clear that
YAN impact volatile compounds production, the mechanisms implicated seem to be indirect and
need to be more investigated. It has been demonstrated that the use of an amino-acid mix for must
supplementation increases the rate of alcoholic fermentation more than ammonium phosphate or
sulfate addition, with sometimes less production of undesirable volatile compounds (Martinez-

Moreno et al., 2012; Kevvai et al., 2016; Fairbairn et al., 2017).
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1.6. YAN metabolism in yeast

1.6.1. Saccharomyces cerevisiae
1.6.1.1. Transporters and general regulation in Saccharomyces cerevisiae

Although diverse yeast species are used in the first step of winemaking (Barata et al., 2012; Gilbert et
al., 2014; Capozzi et al.,, 2015), many studies have focused on the nitrogen metabolism of S.
cerevisiage (Grenson et al., 1974; Mitchell, 1985; Jiranek et al., 1995; Stanbrough and Magasanik,
1995; Hazelwood et al., 2008; Crépin et al.,, 2012, 2017) and many reviews have focused on its
metabolism (Henschke and lJiranek, 1993; Hordk, 1997; Bell and Henschke, 2005; Ljungdahl and
Daignan-Fornier, 2012; Ramos et al., 2016). Here, we will only provide a brief general description of
S. cerevisiae nitrogen metabolism, with a focus on recent studies. The readers can refer to the above-

cited articles for an in-depth description of Saccharomyces cerevisiae nitrogen metabolism

In S. cerevisiae, YAN is transported into the cell by various specific or non-specific permeases.
Ammonium, which represents a significant proportion of nitrogen sources, is transported by three
permeases: Meplp, Mep2p, and Mep3p. The Mep2 protein displays the highest affinity for
ammonium, followed closely by Meplp and finally Mep3p, of which the affinity is much lower

(Marini et al., 1997). These transporters consist of uniport systems.

Amino acids are assimilated by various, more or less, selective transporters. Amino-acid permeases
(AAPs) are active symport systems (Kotyk, 1994; Ramos et al., 2016). Among them, the general
amino-acid permease (Gapl) allows the transport of all amino acids. Other AAPs are more selective
and transport only one or a group of amino acids (Ramos et al., 2016). These permeases are
regulated by several mechanisms. The first is located on the plasma membrane and forms a complex
called Ssylp-Ptr3p-Ssy5p (SPS). This complex induces an endoproteolytic processing event in
response to the extracellular amino-acid status, which activates the transcription of AAP genes

(Figure 1) (Andréasson and Ljungdahl, 2004; Ljungdahl, 2009).
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Figure 27 (1 manuscript) : (A) The non-induced resting state in the absence of inducing amino acids. In the absence of
inducing amino acids, low levels of AAPs are present in the plasma membrane (PM). NM, nuclear membrane. (B) The
induced state in the presence of extracellular amino acids. The derepressed AAP gene expression leads to increased levels
of AAP in the PM and enhanced rates of amino acid uptake (adapted from Ljungdahl et al. (2009)).

Nitrogen catabolite repression (NCR) is another regulatory system used by S. cerevisiae. Currently,
GAP1, CAN1, PUT4, DIP5, UGA4 (amino acids permeases) and MEP1, MEP2, MEP3 (ammonium
permease) are known to be under the control of this regulatory system (Ljungdahl and Daignan-
Fornier, 2012). This system leads the yeast to selectively utilize preferred sources of nitrogen when
they are available. Conversely, general de-repression of the genes regulated by the NCR system leads
the cell to nonspecifically use other sources of nitrogen in the absence of a preferential nitrogen
source. The classification of nitrogen source preferences is not absolute and their repressive effects
can vary substantially between yeast strains (Magasanik and Kaiser, 2002). The expression of genes
encoding NCR-sensitive AAPs is regulated by complex pathways involving multiple transcription
factors with activating or inhibitory effects. The target of these transcription factors is the UASyr
activation sequence, located upstream of the promoter of genes encoding NCR-sensitive AAPs. This
element consists mainly of two distinct dodecanucleotide sites with a pentanucleotide consensus
sequence 5'-GATATA-3 '. A pair of Dal80/Uga43 proteins and three Gatl, Ure2, GIn3 proteins have
been identified and reported to participate in the regulation of NCR-sensitive gene expression across
the UASyz element (Cunningham et al., 1996). However, results from a more recent study suggests
that Ure2p and GATA transcription factors (GIn3, Gatl, Dal80 and Gzf3 transcription factors) are
involved (Georis et al., 2009). Thus, in the study of Cunningham et al. (1996), GIn3p and Gatlp were

factors that allowed the activation of NCR-sensitive gene transcription. The factors Dal80/Uga43 are
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proteins that block the binding site of the GIn3 and Gatl factors. Ure2 sequesters GIn3 and Gatl
proteins in the cytoplasm. In the study of Georis et al. (2009), GIn3 and Gatl were shown to be
activators of NCR-sensitive gene expression. However, there are differences at the level of the
repression systems. Georis et al. (2009) showed that Dal80 and Gzf3, but not Uga43, were blocking

proteins of the UASyrz binding site. Ure2 was shown to have the same role in both studies (Figure 2).
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Figure 28 (2 manuscript): Translocation into the nucleus of Gat1lp/GIn3p complex depending on nitrogen status. In nitrogen
repletion condition, Gatlp and GIn3p are sequestered by Ure2p in the cytoplasm. Dal80p and/or Gzf3p block the UASyr
binding site. In nitrogen starvation condition, Ur2p releasesUre2p release Gatlp and GIn3p and the complex migrates into
the nucleus. Dal80p/Uga43p and/or Gzf3p release the UASyrz binding site and Gatlp/GIn3p complex activates the
transcription of NCR controlled genes.

In S. cerevisiae, the NCR system is controlled by the target of the rapamycin pathway (TOR), which is
comprised of two complexes, TOR complex 1 (TORC1) and TOR complex 2 (TORC2). Only TORC1 is
involved in the control of the NCR system. This aspect will not be discussed further here, as nitrogen
metabolism, including the regulation of sensing, transport, and catabolism was recently extensively
reviewed by Zhang et al. (2018). However, a study showed that TORCI-mediated control of NCR is
only partial (Fayyad-Kazan et al., 2016). The authors investigated the regulation of the NCR system by
glutamate and glutamine, major nitrogen sources for biosynthesis. The results showed a negative
role of the anabolic glutamate dehydrogenase (Gdh1) on Gatl and GIn3 (transcriptional activators of
NCR genes) activity under repressive nitrogen conditions. Thus, preferred nitrogen sources may
trigger NCR-sensitive gene repression or TORCI1 activation, probably through transient glutamine

accumulation.
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More broadly, global gene expression is strongly influenced by the concentration of nitrogen during
fermentation. In synthetic must under conditions of low nitrogen, genes mainly associated with
protein synthesis and RNA and nucleic acid metabolism are downregulated at the beginning of
fermentation (24 to 48 h) (Mendes-Ferreira et al., 2007). In contrast, genes involved in energy
generation, carbohydrate metabolism, oxidoreductase activity, respiratory chain phosphorylation,
transporter activity, respiration, response to oxidative stress, oxygen, and reactive oxygen species
metabolism are upregulated. This expression profile is sustainable, as the genes expressed at the
end of fermentation are fundamentally the same as those expressed early in the yeast cell response
(Mendes-Ferreira et al., 2007). Under the same conditions, Barbosa et al. (2015) showed that gene
expression varies highly among yeast strains, depending on nitrogen availability (low or high
concentration), fermentation stage, and the interaction of the two factors. In particular, the high
fermenter yeast strain (S. cerevisiae UCD522) used in this study showed high expression of 333 genes
involved in transport and phosphate metabolism throughout fermentation under conditions of low
nitrogen. In contrast, 246 genes were more highly expressed, including flocculation genes, under
conditions of high nitrogen (Barbosa et al., 2015). In addition, transcriptional regulation can be
affected by the nitrogen source. In 2006, Boer et al., evaluated the transcriptional response of S.
cerevisiae in glucose-limited chemostat culture in synthetic must. Phenylalanine, leucine,
methionine, and proline were used as “non-preferred” nitrogen sources and asparagine and
ammonium as “preferred” nitrogen sources. A group of 23 genes was upregulated during growth on
“non-preferred” sources. Among them, six are involved in the metabolism of the “non-preferred”
nitrogen sources allantoin and urea (DAL1, DAL2, DAL5, DUR1, DUR2, DUR3) and five encode
transporters for nitrogen-containing compounds (GAP1, PTR2, MEP2, MEP3 and OPT2). This group
also included the GATA factor. From these 23 genes, 14 were established as NCR targets (Boer et al.,
2006).

1.6.1.2. Classification of “preferred” and “non-preferred” nitrogen
sources in Saccharomyces cerevisae

The phenotypic diversity of S. cerevisiae concerning YAN preferences correlates with the presence of
genetic variants (Salinas et al., 2012; Gutiérrez et al., 2013a; Cubillos et al., 2017). Currently, three
methods are used to classify YAN as “preferred” or “non-preferred” nitrogen sources. The first, used
since the 80’s and 90’s, considers the consumption rate, specific growth rate, and kinetics of
fermentation (Grenson, 1983, 1992; Henschke and Jiranek, 1993; Jiranek et al., 1995). The second is
based on the response of the NCR system. YAN that induce the activation of transcription of

permeases is considered as “preferred” sources. Crépin et al. (2012) used this method to show that
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classification was possible according to the order of assimilation of YAN by S. cerevisiae. The last
method is based on the response of the SPS system (Boer et al., 2006; Ljungdahl, 2009). YAN sources
that induce the activation of transcription of permeases under the control of the SPS mechanism are

considered to be “preferred”, as for the method based on NCR regulation.

Studies to classify nitrogen sources preferences have yielded varying results throughout the years.
Table 1 reviews all studies that have attempted to rank YAN preferences. Three YAN sources
(ammonium, asparagine, and glutamine) have been significantly more often classified as preferred
nitrogen sources, regardless of the classification method. In contrast, alanine, GABA, glutamic acid,
histidine, and methionine have been the least often classified. Overall, 17 YAN sources can
theoretically be considered to be “preferred”. This comparison highlights the difficulty in comparing
and determining a pool of preferential YAN. Indeed, in winemaking, the metabolic activity of S.
cerevisiae can be strongly influenced by the matrix. Authors have used different synthetic grape
musts or real musts, coming from different grape varieties. YAN assimilation may be influenced by
other nutrients, such as lipids or vitamins, not present at the same concentration under all
conditions. Without standardization of the matrix, it is difficult to draw definitive conclusions on the
YAN that are preferentially assimilated. In addition, multifactorial abiotic factors (discussed later in
this review) need to be considered when categorizing YAN. The effect of the strain is also a variable
that must be considered. Each strain of S. cerevisiae shows differences in terms of their YAN

consumption capacities (Crépin et al., 2012; Cubillos et al., 2017; Brice et al., 2018).

Tableau 6 (Table 1 manuscript): Nitrogen compounds considered to be “preferred” nitrogen sources in S. cerevisiae.

Amino acids References

Alanine 8

Ammonium 1,2,3,6,7,8,11,13
Arginine 2,3,8

Asparagine 1,3,4,5,6,7,8,9,11, 12,13
Aspartate 3,8

Asparticacid 4, 12

GABA 8

Glutamine 1,3,5,6,8,11,12,13
Glutamate 8,611,13

Glutamic acid 4

Histidine 2

Isoleucine 3,12

Leucine 2,3,12

Lysine 3,9,12

Methionine 3

Serine 2,3,9,10,12
Threonine 2,3,9,10,12
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1: (Grenson, 1992), 2: (Henschke and lJiranek, 1993), 3: (Jiranek et al., 1995), 4: (Albers et al., 1996), 5: (Magasanik and
Kaiser, 2002), 6: (Gorgens et al., 2005), 7: (Boer et al., 2006), 8: (Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012), 9: (Crépin et al.,
2012), 10: (Pinu et al., 2014), 11: (Tesniéere et al., 2015), 12: (Gobert et al., 2017), 13: (Brice et al., 2018).

Several studies have focused on arginine under fermentation conditions. Although arginine is not
considered to be a “preferred” nitrogen source in most studies, it plays a major role in nitrogen
metabolism. During the first stage of fermentation, part of the amino-acid content, particularly
arginine, localizes to the vacuole. After the complete exhaustion of nitrogen sources at the end of the
growth phase, arginine stored in the vacuole is remobilized to maintain the biomass concentration,
particularly for low biomass-producing S. cerevisiae strains (Crépin et al., 2014). Cheng et al. (2016)
showed a relationship between the response of S. cerevisiae to arginine and ethanol stress. They
showed that the addition of 250 mg/L of arginine under stressful conditions increased the cell
density by 2.3-fold over that of the control (Cheng et al., 2016). The same observation was made by
Noti et al. (2018). They demonstrated that arginine exerted a positive effect (relative to other amino
acids) on the growth and fermentation rate of S. cerevisiae. They suggested that arginine exerts this
beneficial effect on growth not only because of its nutritional role as a nitrogen source, but also

because of its effect as an osmoprotectant (Noti et al., 2018).

1.6.1.3. Nitrogen and volatile compounds metabolism in
Saccharomyces cerevisiae

The metabolic network involved in the production of volatile compounds has been well mapped by
Styger et al. (2011). They studied genetic factors that affect the conversion of amino acids to aroma
compounds, focusing on regulation of the Ehrlich pathway (Hazelwood et al., 2008). They showed
that the expression of a cluster of ten genes could be significantly correlated with the production of
specific volatile compounds. This cluster could be divided into three categories encoding five
dehydrogenases, three decarboxylases, and two reductases. Among the dehydrogenases, GPD2,
ADH3, and OYE2 play an important role in cellular redox maintenance reactions, whereas AAD6 and
HOM?2 appear to be directly involved in Ehrlich reactions. In particular, HOM?2 catalyzes the second
step in the common pathway for methionine and threonine biosynthesis. Its expression is regulated
by Gecn4 and the general control of amino-acid synthesis. Other genes, including PRO2, which
catalyzes the second step of proline biosynthesis, can perform their functions directly on the
pathway (Styger et al.,, 2011). The function of the genes was verified by deletion of those that
appeared to most strongly affect the Ehrlich pathway. Deletion of HOM2 led to the greatest
reduction in the concentration of higher alcohols and volatile acids, suggesting that HOM2 plays a
central and direct role in the formation of both the higher alcohols and volatile acids. PRO2 deletion

led to an increase in the levels of fatty acids in strains grown on medium supplemented with
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branched-chain amino acids. The authors suggested that PRO2 plays a different role in the Ehrlich

pathway than the other selected genes.

Other molecules, such as volatile thiols, also play an important organoleptic role, especially in white
wine. The regulation of production of two volatile thiols, 4-methyl-4-sulfanylpentan-2-one (4MSP)
and 3-sulfanyl- hexan-1-ol (3SH), was investigated by Thibon et al. (2008) in synthetic medium. The
authors demonstrated that /RC7, a gene encoding a putative cystathionine B-lyase, was one of the
main genes encoding the protein that catalyzes 4MSP and 3SH release under enological conditions.
They also demonstrated that transcriptional regulation of /RC7 is associated with the NCR system
(Thibon et al., 2008). The NCR system is also involved in the regulation of the production of another

thiol, 3-mercapto-hexanol (3MH), by modulating the activity of Gap1l (Subileau et al., 2008).

Although many studies have shown a significant correlation between YAN and volatile compounds
production (Herndndez-Orte et al., 2004, 2006; Hernandez-Orte et al., 2006; Carrau et al., 2008;
Fairbairn et al., 2017), recent studies suggest that this link may be much weaker than previously
thought (Crépin et al., 2017; Rollero et al., 2017). In a first part, Crépin et al. (2017) showed that the
main role of the catabolism of most of the consumed amino acids is to supply nitrogen for the de
novo synthesis of proteinogenic amino acids in accordance with anabolic requirements. This de novo
synthesis (provided approximately 60 to 80% of the demand for nearly all amino acids) achieved with
the carbon backbones of precursors (mainly & -keto acids) in addition to ammonium donors. In a
second part, C tracer used by authors provided evidence that the carbon intermediates originated
primarily from the catabolism of sugars through the central carbon metabolism, while the catabolism
of and interconversions between amino acids accounted for a limited portion of the formation of a-
keto acids. Furthermore, a low contribution of the carbon skeletons of consumed amino acids to the
production of volatile compounds derived from «-keto acids was demonstrated (Crepineet al.,
2017). Rollero et al. (2017) complemented this study by investigating how variations in nitrogen and
lipid resources can influence the contributions of both nitrogen and carbon metabolism to the
production of fermentative aromas using filiation experiments with *C-labelled leucine and valine
nitrogen sources. They showed that only a small fraction of higher alcohols was synthetized using the
carbon skeletons of amino acids. Moreover, the quantity of YAN available before fermentation had a
strong impact on both metabolic protein synthesis and higher alcohol flux. Under conditions of low
nitrogen (70 mg/L), the direct incorporation of exogenous leucine into biomass was limited to 30%.
This observation is in accordance with the results of Crépin et al. (2017), which show that consumed
amino acids provide an intracellular nitrogen pool for de novo synthesis. However, under conditions

of moderate (250 mg/L) to high nitrogen (425 mg/L), the direct incorporation of consumed leucine
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into biomass reached 70%. This result appears to contradict that of Crépin et al. (2017). However, in
this study, a low available YAN condition was tested (180 mg/L of YAN for 240 g/L of glucose).
Variations in the concentration of YAN appeared to influence the percentage of direct incorporation
of amino acids into biomass formation. Simultaneously, the total production of higher alcohols
changed differently, depending on nitrogen availability. Rollero et al. (2017) showed that an increase
of nitrogen from 70 to 250 mg/L increases the synthesis of o-ketoacids via central carbon
metabolism, which results in a marked increase in the flux towards the formation of higher alcohols.
However, at high concentration of YAN (425 mg/L), intracellular a-ketoacids are, to a large extent,
directed towards the synthesis of amino acids at the expense of higher alcohol formation, resulting in
a decrease in the formation of aromas relative to the previous conditions. In opposite, it is indeed
well known that the production of higher alcohols is highly affected by the nitrogen concentration
and composition of grape must (Beltran et al., 2005; Vilanova et al., 2007; Carrau et al., 2008).
Nitrogen starvation increases the production of higher alcohols, probably due to the higher levels of
o-keto acids produced on those conditions, which cannot be transaminated and are in turn

converted into higher alcohols.

Nevertheless, the strain under study, use of synthetic medium, concentration of nitrogen sources,
temperature, and anaerobic and stirring conditions are all elements to consider in validating the
redistribution of YAN into the cell for the de novo synthesis of proteinogenic amino acids and the

consequences on the production of higher alcohols.
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1.6.2. Non-Saccharomyces yeasts

Nitrogen metabolism of NS yeasts is a recent topic of interest in enology. Little data is available and
published studies have never been reviewed. There is also recent biotechnological interest in NS
yeasts in winemaking, including their needs, in particular that of nitrogen. The use of NS yeasts in co-
or sequential fermentation generally leads to YAN consumption and competition for nitrogen sources
with S. cerevisiae. These types of fermentation can ultimately lead to sluggish or stuck fermentation
(Medina et al., 2012). Consequently, a better comprehensive understanding of the metabolic
nitrogen requirements of NS yeasts and their regulation will aid in the control of fermentation. The
first studies focused on preferential nitrogen sources of NS yeasts (Andorra et al., 2010; Kemsawasd

III

et al., 2015; Gobert et al., 2017). As for S. cerevisiae, the term “preferential” is questionable for NS

|”

yeasts. The difficulty in identifying “preferential” sources lies in that it depends on the strain,

fermentation method and classification method (Andorra et al.,, 2010; Kemsawasd et al., 2015;

|II

Gobert et al., 2017). Available studies provide a first overview of “preferential” nitrogen sources,
mainly according to the capacity of NS yeasts to assimilate nitrogen and its rate of consumption. No
molecular classification based on the regulation of nitrogen assimilation, such as the NCR or SPS
systems (known in S. cerevisiae) is currently available. Currently, only one study indicated the
presence of the NCR mechanism in Hanseniaspora vineae (Lleixa et al., 2019). Table 2 shows the first

IM

proposed classification of the various “preferential” nitrogen sources according to NS yeast strain,
although such a comparison is not evident. Six NS yeasts have been studied: H. uvarum, L.
thermotolerans, M. pulcherrima, S. bacillaris, T. delbrueckii, and P. membranifaciens. Most
publications have reported glutamine as the preferred nitrogen source for H. uvarum, L.
thermotolerans, M. pulcherrima, and T. delbrueckii and leucine for H. uvarum, L. thermotolerans, and
M. pulcherrima. However, Gobert et al. (2017) showed a significant effect of fermentation
temperature on the assimilation and consumption rates of nitrogen sources. For example, leucine
was classified as a “preferred” source at 28°C for M. pulcherrima, whereas it was classified as an
“intermediate” source at 20°C. This effect has also been observed for S. cerevisiae (Beltran et al.,
2006). No studies are available to explain this phenomenon, but the recent study of Englezos et al.
(2018) on NS yeast S. bacillaris provides a first answer. Surprisingly, the strains studied showed poor
assimilation of amino acids during alcoholic fermentation relative to that of ammonium, which was
entirely consumed. In addition, the production of several amino acids, such as alanine, glutamic acid,
glycine, and valine was observed, whereas precedent studies have never reported such production.
These results showing the ability of S. bacillaris to preferentially consume ammonium suggest less
efficient SPS-dependent regulation (based on the S. cerevisiae model) of amino-acid permeases or an

inhibitory mechanism mediated by ammonium.
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Tableau 7 (Table 2 manuscript): Nitrogen compounds considered to be “preferred” nitrogen sources in NS yeasts depending
on the conditions of fermentation.

Amino acids NS yeasts Condition of fermentation Ref.
Grape juice 20°C 2,3
Alanine Hu, Mp, Sb, Td Grape juice 28°C
Synthetic medium 25°C
Ammonium Mp, Td Synthetic medium 25°C 2
Arginine Lt, Hu, Td Synthetic medium 25°C 2
. Grape juice 28°C 2,3
Asparagine Lt, Pm, Td Synthetic medium 25°C
Asparticacid  Hu, Lt Synthetic medium 25°C 2
Cysteine Hu Must 20°C stirring 1
. Synthetic medium 25°C 1,2
Glutamic acid Hu, Lt, Mp Must 20°C stirring
Grape juice 20°C 1,23
. Grape juice 28°C
Glutamine Hu, Lt, Mp, Td Synthetic medium 25°C
Must 20°C stirring
. Grape juice 20°C 1,3
Glycine Sb, Pm Must 20°C stirring
Histidine Mp, Pm Grape juice 20°C 3
. Grape juice 28°C 2,3
Isoleucine Lt, Mp, Td Synthetic medium 25°C
Grape juice 28°C 1,2,3
Leucine Hu, Lt, Mp Synthetic medium 25°C
Must 20°C stirring
. Grape juice 20°C 3
Lysine Mp, Sb, Pm Grape juice 28°C
. Grape juice 28°C 1,3
Methionine Hu, Mp Must 20°C stirring
Phenylalanine Hu, Lt Synthetic medium 25°C 2
Serine Lt, Pm Grape juice 28°C 3,2
Threonine Mp, Pm Grape juice 20°C 3,
Tryptophan Sb Must 20°C stirring 1
Tyrosine Lt Synthetic medium 25°C 2
Valine Hu Synthetic medium 25°C 2

Abbreviations of NS yeasts: Hu: H. uvarum, Lt: L. thermotolerance, Mp: M. pulcherrima, Sb: S. bacillaris, Pm: P.
membranifaciens and Td: T. delbrueckii. References 1: (Andorra et al., 2010), 2: (Kemsawasd et al., 2015), 3: (Gobert et al.,

2017)
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A significant proportion of YAN can be assimilated by NS yeast strains before the predominance of S.
cerevisiae in the fermentation process. As a consequence, the growth and fermentation kinetics of S.
cerevisiae may be negatively affected (Medina et al.,, 2012; Kemsawasd et al., 2015; Wang et al.,
2015; Gobert et al., 2017; Rollero et al., 2018). In particular, Gobert et al. (2017) showed that NS
yeasts can consume between 66 and 215 mg/L of YAN, depending on the species. Of course, the rate
of consumption can vary, depending on the winemaking methods (spontaneous fermentation, co-
inoculation, sequential fermentation, temperature, aeration) and matrix (YAN must composition).
Thus, nitrogen deficiencies need to be prevented by nitrogen supplementation to cover the needs of

S. cerevisiae in the must for optimal alcoholic fermentation.

1.7. Factors that influence YAN assimilation

1.7.1. Sugar — nitrogen balance

Sluggish or stuck fermentations can be prevented by nitrogen supplementation when using deficient
must. Several studies have been performed to determine the optimal nitrogen concentration in must
to guarantee complete fermentation (Bely et al., 1990; Henschke and Jiranek, 1993; Jiranek et al.,
1995; Alexandre and Charpentier, 1998; Bisson, 1999; Mendes-Ferreira et al., 2004). It is generally
accepted that 120 at 140 mg N/L is sufficient (Bely et al., 1990) to complete the fermentation of 200
g/L of sugar. However, the needs may be higher, depending on winemaking practices (Mendes-
Ferreira et al., 2004). The ratio of nitrogen to carbon sources during fermentation needs to be
balanced to ensure good metabolic activity of the yeast. Several studies have associated nitrogen
deficiency with a high turnover rate of sugar transporters in nitrogen-deficient must, resulting in a
loss of sugar uptake capacity by the cells (Salmon, 1989; Bisson, 1999). Varela et al. (2004) showed
that the rate of carbon uptake in “normal” fermentation was 3.6-fold higher during the exponential
phase and 10-fold higher during the late stationary phase than for “sluggish” fermentation. The
authors found that nitrogen deficiency affects the glucose transporter turnover rate and the
expression of at least one: HXT1 (low-affinity glucose transporter). Surprisingly, under conditions in
which sugar uptake is low, they showed that adding biomass from sluggish cultures (from another
tank) not only reduced the time to finish a problematic fermentation but was also less likely to affect
the quality of the resulting wine. The higher the concentration of biomass, the quicker the
fermentation was completed, even if the cells were grown in nitrogen-deficient medium (Varela et
al.,, 2004; Maisonnave et al., 2013). Biomass formation coupled with macro- and micronutrients,
including YAN, appear to be essential parameters involved in the mechanism of sluggish

fermentation.
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1.7.2. S. cerevisiae strain effect

In 2012, Crépin et al. showed that the kinetics of YAN consumption were strongly strain- dependent.
Fourteen S. cerevisiae strains were tested in synthetic medium. The maximum rate of nitrogen
consumption was between 16.8 and 27.8 mg N/L/h, which represented 40% of the variability in
terms of the kinetics of nitrogen consumption. More recently, Lemos Junior et al. (2017) estimated
the YAN needs of seven S. cerevisiae vineyard strains in synthetic must using three different YAN
concentrations (70 mg N/L, 150 mg N/L, and 300 mg N/L). The authors showed no significant
differences in fermentation kinetics at 150 and 300 mg N/L for all but one strain. However, there was
a strong decrease in the rate of fermentation at 70 mg N/L. Thus, the fermentation kinetics appears
to strongly correlate with the S. cerevisiae strain in conventional winemaking. In addition, although
YAN supplementation reduced the duration of fermentation in this study, a concentration of 300 mg
N/L appears to be the lower limit required for the maximum rate of fermentation. Brice et al. (2018)
evaluated the diverse nitrogen needs of S. cerevisiae by determining the specific quantity of nitrogen
consumed in an environment containing excess nitrogen, eliminating the nitrogen
limitation/starvation factor that is generally observed during the fermentation processes. The
authors demonstrated that the differences in the capacity of the strains to consume YAN were a
result of differences in their ability to uptake specific nitrogen sources. The differences between the
strains tested in this study to import nitrogen sources could be explained by mutations in the coding
sequences that modulate the activities of the permeases or differences in the expression pattern of

genes encoding these transporters.

1.7.3. Importance of lipids

Lipids, another nutrient present in must, affect nitrogen metabolism and this topic is reviewed here
for the first time. The major fatty acids found in must were variable depending on studies (Gallander
and Peng, 1979; Yunoki et al., 2005). However, palmitic, stearic, arachidic, behenic, linoleic and
linolenic acids are predominant. Phytosterols are also present in grape berries, predominantly -
systerol. Although lipids (sterols and fatty acids) have been shown to play a key role in maintaining
membrane integrity and viability during alcoholic fermentation, no link has yet been reported
between lipid and nitrogen assimilation. In 2013, Tesniére et al. evaluated the consequences of
nutritional lipid/nitrogen imbalances on wine yeast survival during alcoholic fermentation. The
authors showed that yeast cell death during lipid-limited fermentation (using ergosterol as lipid
source) was strongly influenced by the nitrogen content of the medium, with high nitrogen

availability leading to high rates of cell death. Several amino acids were implicated as toxic
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precursors: arginine, glutamate, and glutamine. These observations correlated with the presence of
the TOR-associated protein Tco89. High viability during lipid-limited fermentation was restored when
the gene encoding this protein was deleted. This study highlights a relationship between the TORC1
nitrogen signaling pathway and lipid limitation during alcoholic fermentation. Similarly, a study by
Rollero et al. (2016) highlighted the role of lipid management in nitrogen metabolism. The addition of
phytosterols to low-nitrogen medium influenced the consumption of various nitrogen sources. In
particular, the nitrogen sources were most rapidly depleted at the lowest lipid concentration,
especially valine, phenylalanine, and leucine. Consistent with these results, in nitrogen-rich medium,
phytosterol addition (8 mg/L) increased the consumption rate of nitrogen sources, in particular
tyrosine, tryptophan, glutamine, and ammonium. However, this was not true for all tested strains. In
the same study, one strain consumed nitrogen more rapidly when the must contained a low
concentration of phytosterols (2 mg/L). This effect may be explained by changes in the plasma
membrane due to the incorporation of phytosterols. Indeed, the phospholipid composition of the
membrane can be influenced and could affect transporter activity, particularly that of the arginine

permease Canlp and Gaplp (Malinska et al., 2003; Lauwers and André, 2006).

1.7.4. Temperature

Temperature influences the expression of several genes involved in nitrogen metabolism, particularly
that of several transporters. For example, GAP1 is 5.2-fold down-regulated at 12.5°C relative to 25°C
(Deed et al., 2015). However, the transcription of several other genes, such as ARO9 and ARO10
(involved in catabolism of phenylalanine and methionine and catabolism of multiple amino acids) is
induced (Romagnoli et al., 2012; Deed et al., 2015). In 2006, Beltran et al. showed that S. cerevisiae
grown at a low temperature (13°C) consumed less nitrogen than at 25°C. Indeed, the consumption of
ammonium was 79 mg/L at 25°C and 59 mg/L at 13°C and that of amino acids 67 mg/L at 25°C and 59
mg/L at 13°C. The expression of GAP1 and MEP2 was not affected by the difference in temperature
during fermentation, except at the end of the fermentation at 13°C, at which point the gene

expression levels were higher (Beltran et al., 2006).

1.7.5. Oxygen

Under anaerobiosis, yeast growth normally requires oxygen in order to favour the synthesis of sterols
and unsaturated fatty acids. However, in such conditions, superfluous oxygen consumption by yeast
cells is observed. The superfluous oxygen consumed by the yeast cells appeared not to be related to
classical respiration, but mainly to the operation of several mitochondrial alternative respiration

pathways, which were linked to the cell cytochrome contents (Salmon et al., 1998). It was calculated
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that approximately 124 umol oxygen/g biomass were necessary for the synthesis of unsaturated
fatty acids (Verduyn et al., 1990). In 2000, Blateyron and Sablayrolles showed that the combined
additions of oxygen and DAP during the fermentation was more efficient to avoid a sluggish
fermentation that a DAP addition alone. Authors justified that nitrogen had an immediate effect on
the kinetics of fermentation by reactivating protein synthesis, particularly sugar transporters, while
adding oxygen mainly influenced the kinetics at the end of fermentation, by synthesizing unsaturated
fatty acids and sterols and thus increasing the yeast’s resistance to ethanol. However, the precedent
section showed that lipids and nitrogen metabolisms were interconnected (Tesniére et al., 2013;
Rollero et al., 2016). Thus, oxygen by participating in lipid synthesis, influence indirectly nitrogen
assimilation by the yeast. This observation was confirmed in a recent study where in low lipids
condition in a must, the oxygen addition inducing the biosynthesis of ergosterol and unsaturated
fatty acid by yeasts promoting nitrogen assimilation (Ochando et al., 2016). Therefore oxygen plays

an important role in the regulation of assimilation of nitrogen.

1.8. Management of nitrogen addition

1.8.1. Ammonium salts and biotin

During winemaking, ammonium sulfate, ammonium phosphate, or diammonium phosphate are most
commonly added. Ammonium salts are generally supplemented with biotin. This vitamin, among
others, is required by the urea carboxylase involved in the catabolism of arginine (Cooper, 1982), one
of the most abundant amino acids in must (Rapp and Versini, 1995; Boulton et al., 1996; Bell and

Henschke, 2005; Bouzas-Cid et al., 2017).

Biotin also plays a role as a cofactor for pyruvate carboxylase, which catalyzes the transformation of
pyruvate to oxaloacetate. Oxaloacetate is a precursor of both a-ketoglutarate and aspartic acid, the
key intermediates of nitrogen assimilation, and the synthesis of other nitrogenous compounds
(Cooper, 1982; Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012). Although biotin has been reported to be
involved in nitrogen metabolism and is largely used in industry, only one study has investigated the
influence of nitrogen and biotin interactions on the performance of S. cerevisiae in alcoholic
fermentation (Bohlscheid et al., 2007). Two strains of S. cerevisiae were tested in synthetic must with
different biotin (0, 1, and 10 pg/L) and YAN (60 and 250 mg/L) concentrations. Both strains exhibited
poor growth and very low fermentation rates without biotin. An increase in nitrogen concentration
resulted in higher fermentation rates, whereas adjusting biotin from 1 to 10 pg/L had no effect.
Based on this single study, coupled biotin/nitrogen sources appear to be essential for fermentation

with nitrogen addition. However, only a low concentration of biotin appears to be necessary (1 pg/L).
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1.8.2. Consequences of nitrogen addition on fermentation

parameters

It is generally agreed that at least 120—-140 mg N/L YAN is required for satisfactory fermentation
kinetics and final product quality (Bely et al., 1990; Henschke and lJiranek, 1993). However, several
studies have shown that the needs can be higher (Mendes-Ferreira et al., 2004; Coleman et al., 2007;
Martinez-Moreno et al., 2012) and can reach 267 mg N/L YAN to ferment 200 g/L glucose. Taillandier
et al. (2007) showed that there is an optimal requirement that varies from 0.62 to 0.91 mg N/g of
sugar, depending on the strain of S. cerevisiae. However, the authors found no correlation between
sugar assimilation rates and nitrogen requirement (Taillandier et al., 2007). Thus, in the context of
nitrogen addition, the yeast strain, matrix, time of addition and nitrogen sources appear to be critical
elements for the optimization of enological parameters. We have collected the main conclusions of
the studies concerning nitrogen addition in Table 3. This overview highlights the contradictory nature

of the results.
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Tableau 8 (Table 3 manuscript) : Comparison between the impact of the timing of addition and nitrogen source on

fermentation.

Time of . Growth Fermentation Fermentation
addition N Source Biomass rate time rate Ref.
AC 7| 2 3 7 | 7,14
AC nd nd N 7 9
AC N a > A 15
AC > > A ? 17
AS ? nd A ? 1
AS ? > ] ? 3
AS 7 7 A 7 5
DAP > 4 7 > > 2
DAP nd nd ) 2 8, 12
"g' DAP > 4 nd A 7 10
2 DAP nd nd -> -> 13,16
DAP 7 nd a 7 18
AA > ? > > 2
AA nd nd A > 8
AA nd nd > > 11
AA N ] > ] 15
AA 7 nd 3 7 17
AC + AA ? r 3 7 14
AC + AA ? nd N nd 4
DAP + AA nd nd N el 6
AC > > ] ? 7
o AC ? > ] ? 17
é_ AS > nd A ? 1
g A 2 » 3 » 3,5
% DAP nd nd > > 13
g DAP 2 nd 3 2 18
Y > > N 2 7
" AA r nd A} ? 18
AC + AA > 4 > 4 AN v 7
AC + AA > nd ” nd 4
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1: Bely et al. (2003), 2: Hernandez-Orte et al. (2004), 3: Mendes-Ferreira et al. (2004), 4: Beltran et al. (2005), 5: Hernandez-
Orte et al. (2006), 6: Arias-Gil et al. (2007), 7: Jiménez-Marti et al. (2007), 8: Miller et al. (2007), 9: Vilanova et al. (2007), 10:
Carrau et al. (2008), 11: Garde-Cerdan et al. (2008), 12: Ugliano et al. (2008), 13: Adams et al. (2010) 14: Torrea et al.
(2011), 15: Martinez-Moreno et al. (2012), 16: Vilanova et al. (2012), 17: Martinez-Moreno et al. (2014), 18: Seguinot et al.
(2018). nd: no data. Abbreviations: N, nitrogen; AC, ammonium chloride; AS, ammonium sulfate; DAP, diammonium
phosphate; AA, amino acids. Upward arrows (@) indicate an increase of the corresponding parameter relative to control,
neutral arrows (=) no significant effect, and downward arrows (M) a decrease. Several studies that concern the impact of
nitrogen addition during fermentation are intentionally not mentioned in the table (Albers et al., 1996; Manginot et al.,
1998; Barbosa et al., 2009, 2012). In these studies, the impact of increasing the nitrogen concentration was evaluated, but
no data for controls without nitrogen addition were available. The experimental conditions in reference to the studies

(matrix, initial sugar concentration, initial nitrogen concentration and nature) are described in the table 6.

Most studies included ammonium salts as the principal supplementary YAN source. In must or
synthetic must, ammonium chloride addition generally decreases the fermentation time and
increases the fermentation rate (Jiménez-Marti et al., 2007; Vilanova et al., 2007; Torrea et al., 2011;
Martinez-Moreno et al., 2014). Nevertheless, this is not always true (Martinez-Moreno et al., 2012).
No trends are observable concerning biomass production and growth rate (Table 3). The addition of
ammonium sulfate to must appeared to decrease the fermentation time and increase the
fermentation rate and biomass in all cases (Bely et al., 2003; Mendes-Ferreira et al., 2004;
Hernandez-Orte et al., 2006). Only the growth rate parameter was divergent (Mendes-Ferreira et al.,
2004; Hernandez-Orte et al., 2006). More data are available concerning DAP addition to must. In four
studies, DAP addition decreased the fermentation time and increased the fermentation rate (Miller
et al., 2007; Carrau et al., 2008; Ugliano et al., 2008; Seguinot et al., 2018). In contrast, three studies
showed no effect on the same parameters (Hernandez-Orte et al., 2004; Adams and van Vuuren,
2010; Vilanova et al., 2012). Data concerning biomass production and growth rates are surprisingly
limited. Only one study showed an increase in biomass after DAP addition to must (Seguinot et al.,
2018), whereas two others showed no significant effect (Hernandez-Orte et al., 2004; Carrau et al.,
2008). Hernandez-Orte et al. (2004) evaluated the impact of DAP addition to must on yeast growth
rate. They observed an increase, but it is impossible to make a generalization based on a single study.
All of this data shows that ammonium salts have not the same effect. This might be explained by the
diversity of the matrix and S. cerevisiae strains used. Testing the effects of all ammonium salts on
different S. cerevisiae strains in a single conventional synthetic medium could be a good approach to

evaluate nitrogen addition impact.

Amino-acid addition to must as a source of nitrogen supplementation has become increasingly

common. The effect varies widely, as for ammonium salts. In general, no impact on fermentation
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time has been reported (Hernandez-Orte et al., 2004; Garde-Cerdan and Ancin-Azpilicueta, 2008;
Martinez-Moreno et al., 2012) except for Miller et al. (2007). Neutral (Herndandez-Orte et al., 2004;
Miller et al., 2007; Garde-Cerdan and Ancin-Azpilicueta, 2008), decrease (Martinez-Moreno et al.,
2012) or increase (Seguinot et al., 2018) effects on fermentation rate can be observed. The results
concerning the effect on biomass production were also contradictory (Hernandez-Orte et al., 2004;
Martinez-Moreno et al., 2012; Seguinot et al., 2018) as for growth rate (Hernandez-Orte et al., 2004;
Martinez-Moreno et al.,, 2012). Coupled with ammonium chloride or DAP, amino acid addition
appears to decrease fermentation time while increasing fermentation rate (Beltran et al., 2005;
Arias-Gil et al., 2007; Torrea et al., 2011) and probably biomass production (Beltran et al., 2005) and
growth rate (Torrea et al., 2011). As ammonium salts, the variability of the results might be linked to

the diversity of the matrix and S. cerevisiae strains used (Fairbairn et al., 2017).

The addition of nitrogen during the stationary growth phase does not have the same consequences
on enological parameters as its addition to must; it decreases the fermentation time and increases
the fermentation rate, regardless of the study and nitrogen source (Bely et al., 2003; Hernandez-Orte
et al., 2006; Jiménez-Marti et al., 2007; Martinez-Moreno et al., 2014; Seguinot et al., 2018), with
two exceptions for which there were no significant (Adams and van Vuuren, 2010) or opposite effect
(Beltran et al., 2005). Generally, nitrogen addition during the stationary growth phase has no
significant effect on growth rate (Hernandez-Orte et al., 2006; Martinez-Moreno et al., 2014),
excepted in the study of Hernandez-Orte et al. (2006) in which it increased. Half of the published
studies showed no significant effect on biomass production (Bely et al., 2003; Beltran et al., 2005;
Hernandez-Orte et al., 2006), whereas the other half showed an increase, regardless of the nitrogen

source (Hernandez-Orte et al., 2006; Martinez-Moreno et al., 2014; Seguinot et al., 2018).

Overall, it appears to be very complicated to compare the effect of YAN addition on essential
fermentation parameters: maximum cell biomass, growth rate, fermentation time and fermentation
rate. Indeed, the time of nitrogen addition, sources, the use or not of NS yeasts, the strain of S.
cerevisiae used, the initial sugar concentration, temperature and the YAN already present in the must
appear to influence the fermentation profile. This has led to several contradictions, depending on the
experiments (Table 3). For example, Albers et al. (1996) showed that the addition of an amino-acid
mixture to must resulted in greater maximum cell biomass than the addition of ammonium sulfate.
However, in 2005, Beltran et al. showed that ammonium was the preferred nitrogen source for
biomass production. The timing of addition can also affect biomass production. In 2006, Hernandez-
Orte et al. showed that ammonium sulfate added at the beginning of fermentation significantly

increased the maximum biomass. However, the results were compared to those obtained with
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nitrogen deficient synthetic medium. Thus, it is difficult to conclude whether the addition of an
amino acid mixture to the must has a better potential to increase biomass formation (Albers et al.,
1996) than ammonium sulfate added during the first part of fermentation (Hernandez-Orte et al.,
2006). In addition, Hernandez-Orte et al. (2006) reported that adding ammonium sulfate to synthetic
must always resulted in lower volatile acidity. Similar results were reported by Bely et al. (2003).
However, ammonium sulfate added in excess increased the production of volatile acidity. Although
this phenomenon is strain-dependent, it is difficult to draw conclusions on the effect of ammonium
sulfate addition on volatile acidity without considering the amount added. The link between sugar
and nitrogen metabolism has been established. However, comparing recent to previous studies using
different sugar concentrations to compare the effect of nitrogen addition may not be informative.
For example, Albert et al. (1996) used 20 g/L of sugar, whereas Taillandier et al. (2007) used 240 g/L
and Bely et al. (2003) 360 g/L. Comparing the effect of nitrogen addition between these studies
without considering the initial sugar concentration may be misleading. A multiparametric approach
appears to be essential to resolve these issues. A compilation of similarly represented data would
provide a first comprehensive view of the impact of nitrogen addition on fermentation. This would

show if there are identifiable trends or if the effect of strain is predominant.

1.8.3. Consequences of nitrogen addition on volatile

compounds produced by S. cerevisiae

Table 4 provides the first overview of studies concerning the impact of nitrogen addition on volatile

compounds and glycerol produced by S. cerevisiae.

The addition of ammonium chloride (Jiménez-Marti et al., 2007; Vilanova et al., 2007; Torrea et al.,
2011; Martinez-Moreno et al., 2012, 2014) or ammonium sulfate (Bely et al., 2003; Hernandez-Orte
et al., 2006) before fermentation appears to decrease higher alcohol production. The impact on the
production of other metabolites is less clear (Hernandez-Orte et al., 2006; Jiménez-Marti et al., 2007;
Vilanova et al., 2007; Torrea et al., 2011; Martinez-Moreno et al., 2014). The preceding paragraph
underlines that there is more data concerning DAP than for other ammonium salts. No significant
trends have been reported concerning higher alcohol production (Herndndez-Orte et al., 2004,
Carrau et al., 2008; Ugliano et al., 2008; Vilanova et al., 2012; Seguinot et al., 2018). For ester
production, only Hernandez-Orte et al. (2004) reported no effect, whereas other studies (Miller et al.,
2007; Carrau et al., 2008; Ugliano et al., 2008; Vilanova et al., 2012; Seguinot et al., 2018) reported a
general increase. The same trend was found for fatty acids, except in the study of Vilanova et al.
(2012). Concerning the effect of nitrogen addition on volatile acidity, a decrease (Vilanova et al.,

2012) or a neutral effect were reported (Ugliano et al., 2008).
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Tableau 9 (Table 4 manuscript) : Impact of the addition of YAN sources on volatile compounds and glycerol produced by S.
cerevisiae.

Time of Higher Fatty Volatile

addition N Source alcohols Esters acids acidity Glycerol  Ref.
AC A A nd nd nd
AC N ? > > >
AC Y] 7 7 7 4 12
AC nd nd nd nd > 13
AC nd A nd 7 7 15
AS nd nd nd A} -> 1
AS A -> | A nd 4
DAP A > 4 7 nd nd 2
DAP nd | nd nd nd 7
- DAP A ¥ | nd nd 9
é DAP > 2 2 N 2 11
DAP A 7 -> -> > 4 14
DAP ? ? nd nd > 16
AA A" > 4 > nd nd
AA nd A nd nd nd 7
AA 7 ¥ -> A nd 10
AA nd nd nd nd > 13
AA Y] 7 nd nd > 16
AC + AA A ? r ? > 4 12
AC + AA A" 2 -> nd > 3
DAP + AA nd nd r nd nd
o AC A A nd nd nd 6
ki AC nd N nd 2 2 15
.g AS nd nd nd 7 > 4
g AS A > 4 A} A nd 4
> DAP N 2 nd nd > 16
g AA 2 N nd nd nd 6
'g AA > 2 nd nd > 16
2 AC + AA N A nd nd nd
AC + AA 7 A > nd A

1: Bely et al. (2003), 2: Hernandez-Orte et al. (2004), 3: Beltran et al. (2005), 4: Hernandez-Orte et al. (2006), 5: Arias-Gil et
al. (2007), 6: Jiménez-Marti et al. (2007), 7: Miller et al. (2007), 8: Vilanova et al. (2007) 9: Carrau et al. (2008), 10: Garde-
Cerdan et al. (2008), 11: Ugliano et al. (2008), 12: Torrea et al. (2011), 13: Martinez-Moreno et al. (2012), 14: Vilanova et al.
(2012), 15: Martinez-Moreno et al. (2014), 16: Seguinot et al. (2018), nd: no data. Abbreviations: N, nitrogen; AC,

ammonium chloride; AS, ammonium sulfate; DAP, diammonium phosphate; AA, amino acids. Upward arrows () indicate
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an increase in the concentration of the corresponding metabolite relative to control, neutral arrows (=) no significant
effect, and downward arrows (M) a decrease. Several studies that concern the impact of nitrogen addition during
fermentation are intentionally not mentioned in the table (Albers et al., 1996; Manginot et al., 1998; Barbosa et al., 2009,
2012). In these studies, the impact of increasing the nitrogen concentration was evaluated, but no data for controls without
nitrogen addition were available. The experimental conditions in reference to the studies (matrix, initial sugar

concentration, initial nitrogen concentration and nature) are described in the table 6.

For glycerol, two studies showed no significant effect (Vilanova et al., 2012; Seguinot et al., 2018),
whereas Ugliano et al. (2008) reported an increase. DAP addition also affects hydrogen sulfide
production. The addition of DAP to Shiraz must fermented with S. cerevisiae led to greater hydrogen
sulfide formation than non-supplemented fermentation. Moreover, DAP addition induced prolonged
formation of hydrogen sulfide during the latter stage of fermentation, which was associated with
higher hydrogen sulfide content in the final wines (Ugliano et al., 2009). Other volatile sulfur
compounds were also present in significantly higher concentrations in the wine, including sulfides,
disulfides, mercaptans and mercaptoesters (Ugliano et al., 2009). Once again, the strain effect seems
to be involved. The study of the effect of ammonium salts on the production of volatile compounds

on a large panel of S. cerevisiae strains could be relevant to identify possible trends.

The addition of amino acids before fermentation also leads to significantly different outcomes. Most
studies have shown a decrease in higher alcohol production (Herndndez-Orte et al., 2004; Seguinot
et al., 2018), except one in which an increase was reported (Garde-Cerdan and Ancin-Azpilicueta,
2008). Similar contradictions were reported in ester production (Miller et al., 2007; Garde-Cerdan
and Ancin-Azpilicueta, 2008; Seguinot et al.,, 2018). All available studies reported no significant
difference in fatty-acids (Hernandez-Orte et al., 2004; Garde-Cerdan and Ancin-Azpilicueta, 2008) or
glycerol production (Martinez-Moreno et al., 2012; Seguinot et al., 2018). Only one study reported a
decrease in volatile acidity (Garde-Cerdan and Ancin-Azpilicueta, 2008). Coupled with ammonium
salts, amino-acid addition appears to increase fatty acids production (Arias-Gil et al., 2007; Torrea et
al., 2011) excepted for Beltran et al. (2005). For other metabolites, only Beltran et al. (2005) and
Torrea et al. (2011) reported an increase in ester production and volatile acidity, whereas there was
no significant effect on glycerol production and a decreased production of higher alcohols. In
addition, the addition of DAP coupled with amino acids appears to drastically reduce the production
of hydrogen sulfide (Barbosa et al., 2012). This study, in which the authors evaluated three strains of
S. cerevisiae, showed that methionine, in particular, suppressed hydrogen-sulfide production under

all conditions.

Less data are available concerning nitrogen addition during the stationary growth phase. A decrease

in higher alcohol production has been reported, regardless of YAN source, except for amino-acid
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addition alone (Jiménez-Marti et al., 2007; Seguinot et al., 2018). Ammonium chloride addition
during the stationary growth phase appears to generally decrease ester production (Jiménez-Marti et
al., 2007; Martinez-Moreno et al.,, 2014) and increase volatile acidity and glycerol production
(Martinez-Moreno et al., 2014). The two studies concerning ammonium sulfate addition during the
stationary growth phase reported no significant effect on ester production (Bely et al.,, 2003;
Hernandez-Orte et al., 2006), whereas fatty acid production was decreased. The results concerning
volatile acidity are contradictory (Bely et al., 2003; Hernandez-Orte et al., 2006). Only DAP appears to
increase ester production, in contrast to other ammonium salts. However, there is no significant
effect on glycerol concentration (Seguinot et al., 2018). The results obtained after amino-acid
addition during the stationary growth phase are also contradictory about ester concentration
(Jiménez-Marti et al., 2007; Seguinot et al., 2018). Finally, only Jimenez-Marti et al. (2007) evaluated
the impact of the addition of ammonium chloride coupled with amino acids during the stationary

growth phase.

The addition of amino acids at the beginning of the stationary phase significantly increases the
production of isoamyl acetate relative to the control or DAP addition (Seguinot et al., 2018). In the
same study, the authors assessed the influence of these parameters on the production of the higher
alcohol propanol. Propanol is considered to be a marker of nitrogen availability in must (Mouret et
al., 2014). After the complete consumption of YAN, the production of propanol restarted
immediately upon the addition of nitrogen during the stationary phase and stopped again when no
more YAN remained in the medium. Propanol production is strongly dependent on the nature of the
added nitrogen source (inorganic or organic). Mouret et al. (2014) showed that DAP addition induced
greater production of propanol than amino-acid addition, in particular after addition during the
stationary phase. In this study, final propanol production increased 4.3-fold after DAP addition during
the stationary phase versus a two-fold increase after the addition of amino acids. It would be
interesting to study the metabolic fluxes impacted by nitrogen addition in detail, especially the
production of propanol from threonine, in order to explain the link between production differences

observed and nitrogen sources.

The data concerning the impact of YAN addition on volatile compound and glycerol production by S.
cerevisiae highlight several contradictions, as for enological parameters. The highly variable results
cast doubt on the direct link between YAN sources and volatile compounds production. This was
confirmed by the recent study of Fairbairn et al. (2017) in which the addition of a single amino acid
resulted in the predictable production of volatile compounds. The authors proved a linear correlation

between amino-acid concentration and the concentration of aromatic compounds directly derived
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from this amino acid. However, linear correlations were lost and volatile compounds production
became unpredictable with the use of more complex nitrogen sources (mix) (Fairbairn et al., 2017).
The diversity of methods used, including different matrices, fermentation condition, and strains leads

to the lack of consensus, requiring reconsideration of how to approach the issue.

Such considerations are supported by the study of Crépin et al. (2017) who demonstrated that. YAN
is mainly catabolized and involved in the de novo synthesis of proteinogenic compounds but not in
the formation of volatile compounds. Nonetheless, YAN addition has consistently influenced volatile
compounds production. Thus, these data suggest that there may be another indirect mechanism

involving YAN sources and sugar metabolism for the production of volatile compounds.

1.8.4. Sensory profile impact

The role of nitrogen during wine fermentation has been extensively studied, particularly the effect of
nitrogen on the production of volatile compounds. Surprisingly, few studies evaluated its impact of
nitrogen addition on wine sensory profiles wines. In Shiraz wines, where DAP was added to a final
YAN concentration of 250 or 400 mg/L in must, the scores for the descriptors “confectionary”, “red
fruit”, and “dark fruit” are higher for the high-nitrogen fermentations. These descriptors are strongly
positively associated with acetate esters and medium chain fatty acids ethyl esters (Ugliano et al.,
2010). Along with DAP became the clear influence on perceived fruitiness, the other major effect of
nitrogen addition was a suppression of the perceived intensity of descriptors such as “cheese”,
“earth”, and “yeast” (Ugliano et al., 2010). In the same way, wines from Airen musts supplemented
with DAP become more “citric’ and less sulphurous, independently of the yeast strain used
(Hernandez-Orte et al., 2004). In another study, a mix of amino acids addition (phenylalanine,
aspartic acid, threonine and alanine) in Merlot must affect sulphured, vegetal, fusel, floral, lactic and
reduction notes. The least altered notes were spices and sweet fruits (Hernandez-Orte et al., 2004,
2006). In their study, Torrea et al. (2011) have shown that the addition of either organic or inorganic
nitrogen influence differently the formation of yeast volatile compounds. Consequences of
ammonium nitrogen addition are an increase in ethyl acetate and acetic acid while a mix of amino
acids and ammonium nitrogen led to a higher production of acetate and medium chain fatty acids
ester. From a sensorial point of view, addition of nitrogen sources to reach 320 mg N/I in must led to
wines rated higher in intensity for most of the fruity and floral attributes. However, the type of
nitrogen added has no significant effect on the sensorial profile. Yet, sensory properties of wines
from musts supplemented with amino acids seem to depend on the yeast strain. No study describes

sensory impact about nitrogen addition coupled with lipids and/or vitamins.

89



1.8.5. Transcriptome changes in response to nitrogen

addition

The expression of several genes that reflects nitrogen limitation under enological conditions has
been shown to predict nitrogen deficiency, including that of CAR1, an arginase that catabolizes
arginine to ornithine and urea (Carrasco et al., 2003); ACA1, which is important for carbon source
utilization (Jiménez-Marti et al., 2007); FSP2, an alpha-glucosidase; RGS2, a negative regulator of
glucose-induced cAMP signalling; AQY1, a spore-specific water channel; AGX1, an alanine glyoxylate
aminotransferase (Backhus et al., 2001); DAL4, allantoin permease; GAPI1, general amino acid
permease (Gutiérrez et al., 2013b); and /CY1, which affects the consumption of ammonium during
fermentation (Martinez et al., 2014). However, the studies focused mainly on the impact of low
nitrogen medium on the transcriptional activity of S. cerevisiae. Little data is currently available
concerning the impact of nitrogen addition. Table 5 provides the first comparison between gene
families up- and downregulated after YAN addition before fermentation. Under low nitrogen
conditions, the addition of DAP to synthetic grape juice medium during fermentation downregulated
the expression of genes associated with ribosomal proteins, the small nucleolar ribonucleoprotein
complex, the nucleolus, and RNA processing (Mendes-Ferreira et al. 2007). In contrast, genes
involved in the functions of the cell wall, glucose metabolism, protein folding, energy pathways,
alcohol metabolism, and glycolysis were upregulated (Mendes-Ferreira et al., 2007). Similarly,
Barbosa et al. (2015), evaluated the consequences of the transcriptomic response of various S.
cerevisiae strains to DAP addition to synthetic must before fermentation. Surprisingly, genes involved
in ribosomal protein and RNA processing were upregulated, which is opposite of the results of
Mendes-Ferreira et al. (2007). In addition, genes involved in flocculation were the most highly over-
represented category in the annotation of the most highly expressed genes during high-nitrogen
fermentation, in particular, FLO10, which participates in the fermentation stress response (FSR).
Thus, Barbosa et al. (2015) suggested that such overexpression is an adaptation of the yeast to stress
conditions and allows the yeast to conserve a good capacity of fermentation. In contrast to that of
Mendes-Ferreira et al. (2007), the study of Barbosa et al. (2015) demonstrated that the addition of
DAP before fermentation leads to the upregulation of the expression of genes involved in ribosomal

protein and RNA processing.
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Tableau 10 (Table 5 manuscript): Influence of YAN status on the transcriptional activity of gene families in S. cerevisiae
during alcoholic fermentation.

&chg;irtizn Gene family upregulated Gene family downregulated Ref.
AS RNA processing Protein catabolic processes
Supplemented versus non-  Ribosome biogenesis Stress response 4
supplemented Amino-acid biosynthesis Oxidation-reduction processes
Cell wall functions Ribosomal proteins
Small nucleolar ribonucleoprotein
Glucose metabolism complex
DAP Protein folding Nucleolus and RNA processing 1

High versus low level
Energy pathways

Alcohol metabolism

Glycolysis
Flocculation nd
DAP Ribosomal proteins nd 5
High versus low level RNA processing nd
Autophagy nd
Biosynthesis of aroma nd
AA compounds
Supplemented versus non-  Yeast growth nd 3
supplemented Environmental stress nd
response

1: Mendes-Ferreira et al. (2007), 3: Barbosa et al. (2015), 3: Liu et al. (2017), 4: Tesniére et al. (2017), nd: no data.
Abbreviations: AS, ammonium sulfate; DAP, diammonium phosphate; AA, amino acids. The experimental conditions in
reference to the studies (matrix, initial sugar concentration, initial nitrogen concentration and nature) are described in the

table 6.

The addition of ammonium sulfate during fermentation, when yeast are in nitrogen starvation, leads
to global transcriptome changes. Tesniere et al. (2017) showed that 30 minutes after ammonium
sulfate replenishment, a set of 1,410 genes enriched for those related to RNA processing, ribosome
biogenesis, translation, and amino-acid biosynthesis was upregulated. At the same time, 1,564 genes
related to protein catabolic processes (ubiquitin-dependent and vacuolar protein degradation), stress
responses, and oxidation-reduction processes were downregulated. Under similar conditions, DAP
addition downregulated genes including those involved in RNA processing and ribosomal protein
synthesis (Mendes-Ferreira et al., 2007). This contradiction was not noted by Tesniére et al. (2017).
Conway et al. (2012) also evaluated the impact of the addition of ammonium sulfate coupled with
amino acids. In this study, they obtained contradictory results compared to Mendes-Ferreira et al.,

(2007) (Table 5). Thus, it appears that the transcriptional activity related to RNA processing is
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affected depending on the ammonium salts. However, it is difficult to compare the two conditions as

the strains and medium and fermentation parameters were different.

As already discussed, amino acids are another potential supplementary nitrogen source. High
nitrogen concentrations, including that from exogenous amino-acids and ammonium, can unbalance
the general composition of the must, particularly under conditions of high nitrogen content and low
micronutrients. In 2017, Duc et al. showed that, among the seven micronutrients evaluated in this
study (ergosterol, oleic acid, pantothenic acid, nicotinic acid, thiamin, biotin, and inositol), four
trigger yeast cell death when the yeast are in growth-restricting amounts in a nitrogen-rich medium.
Two (ergosterol, oleic acid) are lipid growth factors, conditional to anaerobic growth, and the other
two vitamins (pantothenic acid and nicotinic acid). They showed that the TORC1/SCH9 signaling
pathway was a key complex in this effect. Indeed, the authors observed that decreasing
TORC1/SCH9 signaling restored high cell viability under several micronutrient-limited fermentation
conditions. Viability was also restored by SCH9 deletion under conditions of oleic acid, ergosterol,
and pantothenic acid starvation. Global gene expression experiments showed that two clusters
distinguish the conditions that preserve viability from those that lead to a high rate of cell death. The
first included genes involved in mitochondrial respiration, electron transport processes, the TCA
cycle, membrane transport, and detoxification. The second included genes involved in nitrogen
catabolism, purine metabolism, and membrane transport, including that of nitrogen substrates.
Significant differences in gene expression were specifically observed in these clusters under

conditions of high nitrogen content and limited-micronutrients (Duc et al., 2017).

The addition of amino acids alone as a nitrogen source to must also affects global gene expression
(Liu et al.,, 2017). L-valine, L-leucine, and L-isoleucine added in a non-limiting nitrogen medium
resulted in the up- or downregulation of 25 genes during fermentation. Some genes were
upregulated throughout fermentation, including: ACT1, a structural protein involved in cell
polarization; PDA1, which catalyzes the direct oxidative decarboxylation of pyruvate to acetyl-CoA;
SER1, required for serine and glycine biosynthesis; FOX2, a multifunctional enzyme of the
peroxisomal fatty acid beta-oxidation pathway; MEP2, ammonium permease; BAP3, which is
involved in the uptake of cysteine, leucine, isoleucine, and valine; THR4, a conserved protein that
catalyzes the formation of threonine from O-phosphohomoserin; AGX1, which catalyzes the
synthesis of glycine from glyoxylate; STL1, a glycerol proton symporter of the plasma membrane; and
GAP1, general amino acid permease), whereas others genes were upregulated only during the
exponential growth phase, including GIP1, a meiosis-specific regulatory subunit of the Glc7p protein

phosphatase; DIT2, N-formyltyrosine oxidase; RCK1, a protein kinase involved in the oxidative stress
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response; SPO1 a meiosis-specific prospore protein; and MEK1, meiosis-specific serine/threonine
protein kinase. The addition of this mix of amino acids also up-regulated the expression of SUT1,
which positively regulates sterol uptake genes under anaerobic conditions; RRI2, a subunit of the
COP9 signalosome complex; and CIN5, a basic leucine zipper transcription factor of the yAP-1 related
to the environmental stress response. Surprisingly, the expression of few genes related to the
biosynthesis of volatile compounds was also affected. Among 412 genes, only the expression of
AAD3, AAD4, AAD14, ADH2, and PDC5, involved in the biosynthesis of aroma substances, was

significantly up-regulated (Liu et al., 2017).
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Tableau 11 (Table 6 manuscript) : Experimental conditions used in the tables 3, 4 and 5.
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1.9. Concluding remarks

From grape to wine, the role of nitrogen in winemaking is complex. This review focuses on
fermentation and highlights new considerations concerning the impact of nitrogen on yeast
metabolism and how biotic, abiotic, and exogenous addition can influence enological parameters.
Here, the review of recent studies showed that YAN preferentially consumed by NS yeast strains
during the first stage of fermentation vary and other factors, such as competition can be involved.
There are no studies that explain why some YAN sources are preferentially consumed by NS yeasts.
Moreover, the effect on the expression of genes involved in nitrogen regulation of S. cerevisiae in the
presence of NS yeasts is still unexplored. The vast majority of studies have referred to “preferred” or
“non-preferred” YAN sources, but a close examination in this review shows that this categorization
varies widely, even if the same parameters of comparison were used. An exploration of genetic
variation appears to be necessary to obtain a better understanding of the preferential assimilation of
YAN. Much genetic data are available for S. cerevisiae. In contrast, current genetic data for NS yeast
are too limited to develop significant research on nitrogen regulation. Enological nitrogen addition
using amino acids is being increasingly performed, but the impact on S. cerevisiae in terms of
fermentation parameters and volatile compound production is not clear. Indeed, recent studies show
that only 5% of amino acids present in the must are directly involved in the synthesis of volatile
compounds. Moreover, transcriptomic analysis has shown that the addition of nitrogen does not lead
to the significant overexpression of genes involved in volatile compound production. Thus, the
significant modification of the volatile compound profiles in wine caused by the addition of amino
acids needs to be further investigated. Deciphering the link between nitrogen metabolism and
volatile compound synthesis will provide useful information to monitor the fermentative aroma

profile of wine.

Future studies that will lead to a better comprehension of YAN dynamics, from grape to wine,
interconnected with other pathways (vitamins and lipids), will help to explain the production of
volatile compounds and allow better control of fermentation by avoiding sluggish fermentation,
providing new tools to winemakers. Most of the studies examining the link between nitrogen and
volatile compound production were carried out in synthetic must. Given the complexity of the
composition of must it will be necessary to include real must in future studies aiming to understand

the influence of nitrogen on fermentation kinetics and aroma production.
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Chapitre 2 : Etude des besoins et de la compétition
pour les sources azotées entre les levures NS
sélectionnées et S. cerevisiae au cours de la
fermentation alcoolique. Evaluation des

répercussions sur les composés volatils
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Contexte scientifique

L'utilisation des levures NS est de plus en plus répandue dans I'industrie. Dés la vigne, les levures NS
peuvent étre utilisées dans le cadre d’agents de biocontrole, méme si cette méthode reste encore
aujourd’hui a étre validée en conditions réelles (Fernandes Lemos Junior et al., 2016; Escribano-Viana
et al., 2018; Wang et al., 2018). Certaines souches sélectionnées sont utilisées comme alternative au
SO, lors des toutes premieres étapes de vinification (débourbage, macération pré-fermentaire). Lors
de la fermentation proprement dite, des levures NS peuvent étre inoculées conjointement ou
séquentiellement avec S. cerevisiae afin de modifier le profil aromatique (Andorra et al., 2012;
Sadoudi et al., 2012; Liu et al., 2016; Tofalo et al., 2016; Escribano et al., 2018) ou de diminuer la
concentration en éthanol du vin (Pickering, 2000; Rocker et al.,, 2016; Mestre Furlani et al., 2017,
Varela and Varela, 2019). Bien que les levures NS soient aujourd’hui largement utilisées, leurs
besoins en nutriments et particulierement en azote assimilable restent trés peu connus. Ainsi cet
axe de recherche a eu pour objectifs de déterminer quels étaient les besoins en azote d’une sélection
de trois levures NS, déja utilisées en applications oenologiques ou ayant un fort potentiel
d’application. Leurs consommations préférentielles en YAN ont été déterminées et la répercusion
des fermentations séquentielles sur la production des composés volatils évaluée. Le choix des levures
NS est justifié dans notre cas également pour une application en vue de réduire la teneur en éthanol

dans les vins.
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Nitrogen sources in the must are important for yeast metabolism, growth, and
performance, and wine volatile compounds profile. Yeast assimilable nitrogen (YAN)
deficiencies in grape must are one of the main causes of stuck and sluggish
fermentation. The nitrogen requirement of Saccharomyces cerevisiae metabolism has
been described in detail. However, the YAN preferences of non-Saccharomyces
yeasts remain unknown despite their increasingly widespread use in winemaking.
Furthermore, the impact of nitrogen consumption by non-Saccharomyces yeasts on YAN
availability, alcoholic performance and volatile compounds production by S. cerevisiae
in sequential fermentation has been little studied. With a view to improving the use
of non-Saccharomyces yeasts in winemaking, we studied the use of amino acids
and ammonium by three strains of non-Saccharomyces yeasts (Starmerella bacillaris,
Metschnikowia pulcherrima, and Pichia membranifaciens) in grape juice. We first
determined which nitrogen sources were preferentially used by these yeasts in pure
cultures at 28 and 20°C (because few data are available). We then carried out
sequential fermentations at 20°C with S. cerevisiae, to assess the impact of the
non-Saccharomyces yeasts on the availability of assimilable nitrogen for S. cerevisiae.
Finally, 22 volatile compounds were quantified in sequential fermentation and their levels
compared with those in pure cultures of S. cerevisiae. We report here, for the first
time, that non-Saccharomyces yeasts have specific amino-acid consumption profiles.
Histidine, methionine, threonine, and tyrosine were not consumed by S. bacillaris,
aspartic acid was assimilated very slowly by M. pulcherrima, and glutamine was not
assimilated by P membranifaciens. By contrast, cysteine appeared to be a preferred
nitrogen source for all non-Saccharomyces yeasts. In sequential fermentation, these
specific profiles of amino-acid consumption by non-Saccharomyces yeasts may account
for some of the interactions observed here, such as poorer performances of S. cerevisiae
and volatile profile changes.

Keywords: non-Saccharomyces yeasts, alcoholic fermentation, yeast interactions, nitrogen sources, volatile
compounds, wine
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INTRODUCTION

The main sources of yeast assimilable nitrogen (YAN) in grape
must are ammonium and amino acids. YAN availability for
winemaking is one of the major factors controlling alcoholic
fermentation and preventing stuck or sluggish fermentations
(Henschke and Jiranek, 1993; Alexandre and Charpentier, 1998).

Many studies have focused on the nitrogen requirements
of the predominant yeast in the fermentation process,
Saccharomyces cerevisiae (Beltran et al, 2002; Zott et al,
2008; Albergaria and Arneborg, 2016). Nitrogen demand is
dependent on yeast strain, sugar content and fermentation
conditions. It is generally agreed that at least 120-140 mg N/L
YAN is required for satisfactory fermentation kinetics and final
product quality (Bely et al., 1990; Jiranek et al., 1995). To prevent
nitrogen deficiency, ammonium could be added which will
influence biomass formation, fermentation kinetics, viability,
and also the production of aroma compounds (Herndndez-Orte
et al., 2005, 2006; Hazelwood et al., 2008). The assimilation
of diverse sources of nitrogen is tightly regulated. Nitrogen
sources may be “good” (preferred nitrogen source) or poor
(non-preferred nitrogen sources; Jiranek et al., 1995). Preferred
nitrogen sources are assimilated more rapidly and are generally
used earlier in the fermentation than poor nitrogen sources.
These differences can be attributed principally to differences in
the efficiency of the corresponding transport systems.

The pattern of nitrogen assimilation by S. cerevisiae in the
presence of complex nitrogen sources is controlled by nitrogen
catabolite repression (NCR). For example, ammonium is a
preferred nitrogen source, and, when present in the medium,
it represses the expression of catabolic pathways making use
of other nitrogenous compounds (Ter Schure et al, 2000;
Magasanik and Kaiser, 2002; Marks et al., 2003; Beltran et al.,
2004). Permeases involved in the assimilation of preferred
nitrogen sources are expressed whereas transporters of non-
preferred nitrogen sources are repressed and degraded under
NCR control (Ter Schure et al., 2000; Magasanik and Kaiser,
2002). At the start of the alcoholic fermentation, preferred
nitrogen sources are present and NCR is active. As the
concentrations of these preferred nitrogen sources decreases
during fermentation, NCR weakens until a derepressed state is
reached.

Many aroma compounds are directly related to nitrogen
metabolism. For example, higher alcohols and their associated
fatty acids and esters are influenced by the quality and quantity
of nitrogen sources (Beltran et al., 2005; Hernandez-Orte et al.,
2005; Barbosa et al., 2009). Low nitrogen concentrations in
grape directly affect higher alcohol production, with an inverse
effect observed in the presence of moderate to high nitrogen
levels (Ayripid, 1968). Nitrogen limiting conditions lead to
higher levels of higher alcohol production via both catabolic
and anabolic biosynthetic pathways (Carrau et al, 2008).
Furthermore, nitrogen metabolism also regulates other major
pathways, such as sugar and sulfur metabolism, and the use of
essential nutrients. It can affect the production of many flavor-
active intermediates and end-products (Hernandez-Orte et al.,
2006; Mendes-Ferreira et al., 2011; Hirst and Richter, 2016).

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

Nitrogen and Volatile Compounds Profiles

The use of non-Saccharomyces (NS) yeasts has spread in recent
years, due to the value of these microbes for improving the
aromatic profile of the wine (Lambrechts and Pretorius, 2000;
Soden et al., 2000; Clemente-Jimenez et al., 2005; Sadoudi et al.,
2012; Cordero-Bueso et al., 2013; Liu et al., 2016). The medium is
generally either co-inoculated with these yeasts and S. cerevisiae
(Anfang et al, 2009; Medina et al., 2013; Tofalo et al., 2016)
or sequentially inoculated (Ciani et al.,, 2010; Liu et al., 2017;
Puertas et al., 2017). However, very few studies have described
YAN consumption by NS yeasts and its effects on the kinetics of
fermentation by S. cerevisiae. Moreover, as many YAN sources
are precursors of volatile molecules, YAN consumption by NS
yeasts may affect the volatile compounds profile of the final
product. In this study, we investigated the YAN consumption
profiles of three NS yeast strains during alcoholic fermentation
in different conditions. We then evaluated the effect of YAN
consumption by these strains on the fermentation kinetics of
S. cerevisiae in sequential fermentation conditions. Finally, the
volatile compounds profiles of wines obtained in sequential
fermentation were compared with the YAN consumption
profiles.

MATERIALS AND METHODS
Microorganisms and Media

Three non-Saccharomyces yeast strains isolated in Burgundy
were obtained from the collection of the Burgundy University
Vine and Wine Institute (Institut Universitaire de la Vigne
et du Vin, ITUVV). The strains selected for this study were
Starmerella bacillaris (prev. Candida zemplinina) BBMV5FA17,
Metschnikowia pulcherrima BB810, and Pichia membranifaciens
BB3 (selection based on potential for use in the wine industry;
Di Maio et al.,, 2012; Sadoudi et al., 2012; Cordero-Bueso et al.,
2013; Liu et al., 2017). A commercial strain of S. cerevisiae
“Selectys® La Marquise” (Sofralab, Magenta, France) was used
as a reference and for sequential inoculation. Each strain
was stored in 20% (v/v) glycerol at —80°C. Initial cultures
for inoculation (precultures) were prepared by incubation in
modified YPD medium (0.5% (w/v) yeast extract, 1% (w/v)
peptone, 2% (w/v) glucose, and 0.02% (w/v) chloramphenicol)
in 100 mL Erlenmeyer flasks at 28°C with stirring (150 rpm)
for 24 h.

Inoculation

The density of viable cells in precultures was determined by flow
cytometry (BD Accuri™ C6). The fluorophore used to detect
the viable cells was 5-6-carboxyfluorescein diacetate (cFDA)
(Molecular Probes) dissolved in acetone at a final concentration
of 500 uM. We added 10 pL of this solution to 100 nL of
diluted yeast suspension. Before measurement, the suspension
was incubated in the dark for 20min. Once the density of
viable cells had been determined, we sampled 10 or 5 x 10°
viable cells/mL. This sample was centrifuged at 10 000 x g. The
supernatant was discarded and the pellet was resuspended in
grape juice and used to inoculate 200 mL of grape juice for the
fermentation.
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Fermentation Conditions

All fermentations were carried out with the same batch of
commercial grape juice (100% pure white and Muscat grape
juice from the industry with initial concentration of 150 g/L
of sugar) supplemented with equal proportions of glucose and
fructose to achieve a final sugar concentration of 200 g/L. This
grape juice was sterilized by filtration (0.22 um pores). We used
250 mL Erlenmeyer flasks containing 200 mL of sterile grape juice
covered with sterile cotton wool to prevent contamination. For
pure cultures, fermentations were performed under three sets
of conditions: at 28°C with shaking (150 rpm); at 28°C without
shaking; at 20°C without shaking. For sequential fermentations,
cultures were incubated at 20°C without shaking. Samples were
collected at 6-h intervals during the first 3 days, and then every
24h for fermentations performed at 28°C and after 24h only
for fermentations at 20°C. For pure cultures, the medium was
inoculated with 10° viable cells/mL of NS yeast or S. cerevisiae.
For sequential inoculations, the medium was inoculated with 5 x
10° viable cells of NS yeast/mL. After 3 days of fermentation, the
medium was inoculated with 10° viable cells of S. cerevisiae/mL.
Cultures at 28°C were conducted in duplicate, and cultures at
20°C (pure and sequential) were conducted in triplicate.

Monitoring of Biomass Growth

For pure cultures, viable cell density was determined as before
inoculation. For sequential fermentations, serial dilutions of cell
suspensions in 0.9% (w/v) NaCl were generated. Samples of each
dilution (100 pL) were then spread on solid lysine medium
(Oxoid LTD., England) and incubated at 28°C for 3 or 4 days.
On this medium, NS yeast colonies appear rapidly and are
clearly visible, whereas S. cerevisiae “Selectys® La Marquise”
(SLM) colonies appear more slowly and are smaller. Unlike flow
cytometry, here only cultivable cells are detected.

Analytical Methods

Enological Analysis

Samples were centrifuged at 10,000 x g for 5min and
the supernatants were stored at —20°C until analysis. Total
sugar and ethanol concentrations were determined by FTIR
spectroscopy with an OenoFoss type 4101 apparatus (FOSS
Electric, Denmark).

Concentrations of Amino Acids and Ammonium

Amino acids and ammonium were derivatized with an AccQ-
Tag™ Ultra Derivatization kit, according to the manufacturer’s
instructions (Waters, USA). Separation was then performed
by high-performance liquid chromatography (HPLC) with a
C18 reverse-phase column (AccQ-Tag™ Ultra Column, 3.9 x
150 mm) and fluorometric detection. L-alpha-amino-n-butyric
acid (0.1 mM) was added to the samples, as an internal standard,
as previously described (Ritt et al., 2009). For each sample,
we injected 1 pL onto the column and the chamber was
maintained at 37°C. The buffer flow rate was 1 mL/min. The
sample was eluted according to the gradient program shown in
Table 1. Buffer A contained 140 mM sodium acetate trihydrate,
6.9mM triethylamine, and 3.42 uM ethylenediaminetetraacetic
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TABLE 1 | Gradient program for HPLC separation and the quantification of amino
acids and ammonium.

Time (min) Buffer A (%) Buffer B (%) Water (%)
0 100 0 0
1 100 0 0
1.5 99 1 0
16.5 97 3 0
25.5 94 6 0
35.5 86 14 0
51.5 86 14 0
52 0 60 40
55 0 60 40
55.5 100 0 0
66.5 100 0 0

acid. Buffer B contained 99.8% acetonitrile. Both buffers were
filtered (0.22 jum pores) before use.

HS-SPME-GC/MS Analysis of Volatile Compounds
We placed 2mL of wine in a 10mL vial fitted with

a silicone septum, which was then transferred to a
silicon oil bath at 40°C, in which the sample was
incubated for 10min, with magnetic stirring (700
rpmA divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane

(DVB/CAR/PDMS) fiber (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
was exposed to the sample headspace for 30 min and then
subjected to immediate desorption in the gas chromatograph
injector.

Volatile compounds were analyzed by gas chromatography
coupled to quadrupolar mass selective spectrometry with an
Agilent 5973 Network detector (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA). Analytes were separated on a Supelcowax-10
(Supelco) column with a length of 60 m, an internal diameter of
0.25mm and a film thickness of 0.25 um. Column temperature
was held at 40°C for 5min, increased to 130°C at a rate of
4.5°C/min, and then to 250°C at 15°C/min. The temperature
was then held at 250°C for 2 min. The injector temperature was
260°C and the time fiber desorption time in the injection port
was fixed at 5 min. Helium at a flow rate of 1.2 mL/min was used
as the carrier gas. Ion source temperature was 175°C and transfer
line temperature was 280°C. Electron impact mass spectra were
recorded at an ionization energy of 70 eV, with 2 scan/s. GC-MS
analysis was performed in complete scanning mode (SCAN), in
the 30-300 mass units range.

Compounds were identified by comparison of their mass
spectra and retention times with those of standard compounds
or with those available in the Wiley 6 mass spectrum
library or reported in previous publications. Response factors
were calculated for volatile compounds from calibration
curves obtained by analyzing hydroalcoholic solutions (ethanol
10%, v/v) of various reference compounds in the 2-500
ig/L (ethyl hexanoate, ethyl octanoate, ethyl decanoate, 1-
hexanol, isoamylacetate, and linalyl oxide) and 1-50 mg/L
(3-methylbutanol, phenylethyl alcohol, and octanoic acid)
concentration ranges.
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Comparison of the Kinetics of Nitrogen

Consumption

Tsg values were used for the comparison of YAN consumption
rates. This value is the time point at which 50% of the initial
concentration of the YAN is consumed. It was determined by
fitting a logistic function (Equation 1) to nitrogen consumption
curves with OriginPro8 version 8E.

Equation 1: Fitting equation for the determination of Ts.
Al: Maximum amino acid or ammonium concentration, A2:
Residual amino acid or ammonium concentration, x: time, x0:
Tso, P: coeflicient.

Al — A2
=+ A

Y= X
1+ (5)p

Statistical Analysis

Preferred amino acid groups were compared in the Kruskal-
Wallis test, an alternative to ANOVA, with XLSTAT version
2014 statistical software (Addinsoft, France). Differences in
aroma compound concentrations were assessed by analysis of
variance (Tukey’s test). Differences were considered significant
if the P-values obtained were below 0.05. For the analysis
of multivariate data principal component analysis (PCA) was
constructed performed with XLSTAT version 2014 statistical
software (Addinsoft, France). For the analysis of other data, we
also used Microsoft Excel 2013 and OriginPro8 version 8E.

Nitrogen and Volatile Compounds Profiles

RESULTS

Profile of the Consumption of Nitrogen
Sources by NS Yeasts

Monocultures were performed in commercial grape juice
containing 200 g/L sugar and 450 mg/L YAN. At 28°C, the
reference S. cerevisiae strain, SLM, completed fermentation
in 134h, consuming all the sugar present, resulting in the
formation of about 10% cells/mL (Figure 1A). Fermentations
with NS yeasts were slower. In 150 h, a large amount of the sugar
present (150 g/L) was consumed by S. bacillaris BBMV5FA17 but,
thereafter, sugar consumption was significantlylower (Figure 1B).
Biomass formation was similar to that with S. cerevisiae SLM.
M. pulcherrima BB810 consumed significantly less sugar than
S. bacillaris BBMV5FA17, with only 70 g/L consumed in 158 h.
The biomass generated reached ~3.1x 107 cells/mL (Figure 1C).
P. membranifaciens BB3 was not a good fermenting yeast, as it
consumed only 16 g/L sugar over the course of the experiment and
formed 6.3 x 107 cells/mL (Figure 1D). At 20°C, the total NS yeast
population varied from 1.9 x 107 cells/mL for M. pulcherrima
BB810 (Supplementary Figure 1C) to 2.5 x 107 cells/mL for P.
membranifaciens BB3 (Supplementary Figure 1D), whereas that
for S. bacillaris BBMV5FA17 (Supplementary Figure 1B) reached
~10® cells/mL like S. cerevisiae SLM (Supplementary Figure 1A).
None of the NS strains performed a complete fermentation in
any of the conditions tested (28 or 20°C), over the duration of the
experiment.
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We monitored YAN consumption at both culture
temperatures. At 28°C, most of the YAN was consumed
within 30 h by S. cerevisiae SLM, but only 10 mg/L proline was
consumed in 72h (Figure 2A). Consumption occurred during
the exponential growth phase of the yeast (Figure1A). NS
yeasts generally consumed YAN more slowly than S. cerevisiae.
S. cerevisiae SLM consumed almost all the YAN present
(396 mg/L) in 72h, whereas S. bacillaris BBMV5FA17
consumed 193 mg/L, M. pulcherrima BB810 168 mg/L and
P. membranifaciens BB3 70 mg/L. These observations may reflect
the lower biomass production and lower growth rate of NS
yeasts, because S. bacillaris BBMV5FA17 took 45h to reach
exponential growth phase, M. pulcherrima BB810 took 57h
and P. membranifaciens BB3 took 115h. In addition to these
differences in kinetics, the nature of the YAN consumed differed
between NS yeasts and S. cerevisiae SLM. The predominant
YAN sources (arginine, ammonium, and asparagine) were
consumed within 30 h by S. cerevisiae SLM, whereas S. bacillaris
BBMV5FA17 consumed arginine more slowly, in accordance
with its slower growth rate (70 mg/L in 218h; Figure 2B).
M. pulcherrima BB810 (Figure2C) and P. membrnifaciens
BB3 (Figure 2D) also consumed this amino acid more slowly
than S. cerevisiae SLM. Ammonium was rapidly completely

Nitrogen and Volatile Compounds Profiles

consumed by S. bacillaris BBMV5FA17 (97 mg/L in 72h), but
more slowly by M. pulcherrima BB810 (complete consumption
in 158h), and it had not been completely consumed by
P. membranifaciens BB3 by the end of the experiment. The
overall YAN consumption rate was lower at 20°C, for all
strains, with some variation of preferential nitrogen sources
(Supplementary Figure 2).

We therefore used Tsp values to identify the sources
preferred by the different yeasts. In our classification, group
A corresponds to preferred sources, B to intermediate sources,
C to non-preferred sources and D or * indicates very low
levels of assimilation or no assimilation, respectively. This
classification was applied to fermentations performed at 28°C
(Supplementary Figure 3) and at 20°C (Supplementary Figure 4).
A summary of the YAN sources used more by NS yeasts
than by S. cerevisiae SLM at the two temperatures is provided
in Table 2. Strikingly, histidine, methionine, threonine and
tyrosine were not consumed by S. bacillaris BBMV5FA17, at
either temperature. Aspartic acid was assimilated very slowly
(group D) or was a non-preferred source (group C) for
M. pulcherrima BB810, whereas this amino acid was well-
assimilated by S. cerevisiae SLM (group A or B). Glutamine
was not assimilated by P. membranifaciens BB3. By contrast,
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FIGURE 2 | YAN consumption profiles of S. cerevisiae SLM (A), S. bacillaris BBMV5FA17 (B), M. pulcherrima BB810 (C), and P membranifaciens BB3 (D) in grape
juice at 28°C. For each strain, the experiments were performed in duplicate and the error bars represent the standard deviation of the results.
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TABLE 2 | Overview of YAN ranking on the basis of consumption rate.

YAN 28°C

Sc Sb Mp Pm Sc Sb Mp Pm

Aspartic acid
Glutamic acid
Alanine
Arginine
Asparagine
Cysteine
GABA
Glutamine
Glycine
Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
NH
Phenylalanine
Proline
Serine
Threonine
Tyrosine
Valine

Preferred sources are indicated by A, intermediate sources by B, non-preferred sources by
C, very low levels of assimilation by D and an absence of assimilation by *. Classification
was based on the Tsg values obtained. The different yeasts are represented as Sc for
S. cerevisiae SLM, Sb for S. bacillaris BBMV5FA17, Mp for M. pulcherrima BB810 and
Pm for R membranifaciens BB3.

cysteine appeared to be a preferred source of YAN for
all NS yeasts whereas it was assigned to group C for
S. cerevisiae SLM.

Temperature had a marked effect. S. bacillaris BBMV5FA17
did not consume GABA, glycine, and lysine at 28°C, whereas
these molecules were preferred sources (group A) at 20°C. The
same pattern was observed in M. pulcherrima BB810 for alanine
and histidine (group C at 28°C and group A at 20°C) and
in P. membranifaciens BB3 for glycine, histidine and threonine
(non-assimilated at 28°C and group A at 20°C). With the
exception of consumption or non-consumption, the classification
of an individual YAN could change from preferred source (A)
or intermediate group (B) to non-preferred source (C), and
vice versa, in different conditions. These changes highlight the
complexity of the classification.

These results show, for the first time, that the NS strains
studied here can consume some of the YAN, thereby modifying
the quantity and quality of the nitrogen sources present in
the grape juice. These results are of particular importance
for spontaneous and sequential fermentations. Indeed, NS
yeasts develop first and may therefore consume nitrogen
compounds that may affect fermentation kinetics and the aroma
profile of the wine. We performed sequential fermentations
to investigate the impact of YAN consumption by NS
yeasts.

Consequence of Sequential Fermentations
with NS Yeasts on YAN Sources and
Volatile Compounds Profiles

Fermentations were carried out at 20°C, with the same
grape juice used for pure cultures. NS yeasts were inoculated
at a density of 5 x 10° cells/mL and, after 3 days of
fermentation, S. cerevisiae SLM was added at a density of
10% cells/mL. S. cerevisiae SLM in pure culture performed
complete fermentation in 7 days, consuming all the sugar
present and generating a biomass of 10® cells/mL (Figure 3A).
In sequential fermentations, only S. bacillaris BBMV5FA17
remained cultivable throughout the fermentation (Figure 3B),
generating amounts of biomass similar to those produced
by S. cerevisiae SLM (~10% cells/mL). In these conditions,
sugar consumption increased slightly 1 day after inoculation
of the medium with S. cerevisiae. This effect was even
more marked in sequential fermentations with M. pulcherrima
BB810 and P. membranifaciens BB3 (Figures 3C,D, respectively).
Furthermore, the viability of M. pulcherrima BB810 and
P. membranifaciens BB3 decreased significantly (Figures 3C,D)
2 days after the addition of S. cerevisiae. Cell cultivability
decreased particularly rapidly for P. membranifaciens BB3, for
which no cultivable cells were present 9 days after the addition
of S. cerevisiae SLM.

The concentration of YAN available for S. cerevisiae SLM at
the time of inoculation depended on the NS yeast strains. First,
in three days, S. cerevisiae SLM consumed all YAN excepted
proline as expected (Figure4A). S. bacillaris BBMV5FA17
consumed 215 mg/L of the 450 mg/L YAN initially present,
whereas M. pulcherrima BB810 and P. membranifaciens BB3
consumed 173 mg/L and 66 mg/L YAN, respectively. YAN matrix
composition and quantity were therefore different between
cultures inoculated with S. cerevisiae alone and those inoculated
with S. cerevisiae 3 days after NS yeasts. During the first step
in the sequential fermentation, large amounts of ammonium
and leucine were consumed by S. bacillaris BBMV5FA17
(Figure 4B). M. pulcherrima BB810 consumed mostly GABA,
asparagine, glutamic acid, aspartic acid, and leucine (Figure 4C).
For P. membranifaciens BB3, the YAN sources consumed
were asparagine, glutamic acid, aspartic acid, and glycine
(Figure 4D). YAN sources have been identified as potential
volatile compounds precursors in S. cerevisiae (Hazelwood
et al., 2008) and the NS yeasts used in sequential fermentation
clearly influence the volatile compounds profile of the wine
produced. We compared the YAN profiles obtained in sequential
fermentations with the volatile compounds profile of the wine,
by HS-SPME-GC/MS analysis for each sample. We identified 22
volatile compounds in total (Table 3). The major changes relative
to S. cerevisiae SLM concerned the sum of the concentrations of
ethyl acetate + diethyl acetal and 1-octanol. The concentrations
of these volatile compounds were significantly lower in sequential
fermentations with all NS yeasts. However, isobutyl alcohol
and phenylethyl acetate concentrations were higher in all
sequential fermentations. We performed principal component
analysis (PCA) to gain further insight (Figure 5). For the first
two principal components accounted for 74.60% of the total
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FIGURE 3 | Sequential fermentation profiles of selected NS yeasts (white squares) with S. cerevisiae (white triangles) in grape juice in static conditions at 20°C.(A)
S. cerevisiae SLM (contral), (B) S. bacillaris BBMV5FA17 —S. cerevisiae SLM, (C) M. pulcherrima BB810—S. cerevisiae SLM and (D) P membranifaciens

BB3—S. cerevisiae SLM. Dotted curves represent cultivable populations, solid curves with black circles show sugar concentration and solid curves with black
diamonds indicate the concentration of ethanol. For each strain, the experiments were performed in triplicate and the error bars represent the standard deviation of

B 13

: 3
310 =
- g
3 ic’ 7 £
2= 6 3

a <3

g 3 5

1 7

0

0 2 4 6 8 10 12 14
Time (days)

D

13 - 250

12 -~
% 1 L 200 3
B~ 0 =
w O <
3 e g - 150 §
55 ¢ | 100 2
2 3 - 50 &

1 7z

0 v T T T T | B - 0

0 2 4 6 8 10 12 14
Time (days)

variance s. A classical ascendant hierarchy method identified
three groups on the basis of significant differences in aroma
production. Several molecules derived from yeast metabolism
were present at significantly lower concentrations in sequential
fermentation with S. bacillaris BBMV5FA17 than in pure cultures
of S. cerevisiae SLM. These decreases could may result from lower
YAN availability to S. cerevisiae SLM. The lower isoamyl acetate
concentration in sequential fermentations involving S. bacillaris
BBMV5FAL7/S. cerevisiae SLM may be directly linked to the
consumption of leucine by S. bacillaris BBMV5FA17 (which
produces small amounts of this molecule) during the first
stage of fermentation. Leucine was also totally consumed by
M. pulcherrima BB810 (Figure 4C), but in this case, isoamyl
acetate concentration was similar to that in pure cultures
of S. cerevisiae SLM (Table 3). Conversely, leucine was not
consumed by P. membranifaciens BB3 during the 3 days of
fermentation (Figure 4D). Isoamyl acetate concentration in
sequential cultures with this NS yeast was very similar to that
in pure cultures of S. cerevisiae SLM (Table 3). Therefore, in this
case, the isoamyl acetate present was probably mostly produced
by S. cerevisiae SLM.

In some cases, sequential fermentation led to an increase
in the concentration of some volatile compounds. Indeed,
sequential fermentation with S. bacillaris BBMV5FA17 and

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

S. cerevisiae SLM led to an increase in the production of
ethyl butanoate 4 propanol, isobutyl alcohol and 1-hexanol.
Sequential fermentation with M. pulcherrima BB810 and
S. cerevisiae SLM significantly increased the concentrations
of ethyl butanoate + propanol, isobutyl alcohol (more than
S. bacillaris BBMV5FA17), phenylethyl alcohol and phenylethyl
acetate. Finally, with P. membranifaciens BB3, the differences
between pure cultures of S. cerevisiae SLM and sequential
fermentation were observed essentially for Z-3-hexenyl acetate,
ethyl octanoate, phenylethyl acetate, and octanoic acid (Table 3).
Despite a probable synergistic effect on the production of
some volatile compounds in sequential fermentations of
P. membranifaciens BB3 with S. cerevisiae SLM, PCA analysis was
unable to distinguish between the volatile compounds profiles
of S. cerevisiae SLM alone and the sequential fermentation.
The volatile compounds profiles of S. cerevisiae SLM and
the P. membranifaciens BB3/S. cerevisiae SLM sequential
fermentation were found in the same cluster as the other
sequential fermentations.

DISCUSSION

NS yeasts now have several industrial applications. Their use in
sequential fermentations and cofermentations is recommended
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in wine-making, to improve the aromatic profile of the wine
(Romano et al., 2003; Anfang et al., 2009; Andorra et al., 2010;
Sadoudi et al., 2012; Jolly et al., 2014; Liu et al, 2016; Mas
et al,, 2016; Tofalo et al., 2016; Varela, 2016; Puertas et al., 2017;
Whitener etal., 2017). However, it remains unclear how NS yeasts
effect these positive changes. NS yeasts predominate during the
early stages of fermentation (Zott et al., 2008; Liu et al., 2015),
but their populations gradually decrease or disappear, to be
replaced by S. cerevisiae, the yeast with the highest fermentation
capacity (Wang et al., 2016). At the start of fermentation, NS
yeasts consume some of the nutrients present, including YAN,
which is known to be a source of volatile compounds precursors
in S. cerevisiae (Hazelwood et al., 2008). Several studies have
shown that S. cerevisiae has preferences among nitrogen sources
(Jiranek et al., 1995; Crépin et al., 2012), but little is known about
the nitrogen source preferences of NS yeasts (Andorra et al,
2010; Kemsawasd et al., 2015). We addressed this issue, with a
view to improving the management of NS yeast implementation,
by determining the YAN consumption profiles of NS yeasts in

pure culture and quantifying aroma compound production in
sequential fermentations with S. cerevisiae. YAN sources were
classified into groups according to the preferences of the three
NS yeasts strains, based on the Tsg values obtained by Jiranek
et al. (1995) (Table 2). Indeed, Ts, is the time point at which
50% of the initial concentration of the nitrogen source has been
assimilated. It can be used to compare assimilation rates. This
method can be used to classify YAN sources into different groups
according to use preferences (A for the preferential group, B for
the intermediate group and C for the non-preferential group).
However, the classification of YAN sources within the group may
be strain-dependent.

The preferential nitrogen sources identified for S. cerevisiae
SLM were consistent with published results (Jiranek et al., 1995;
Crépin et al,, 2012; Kemsawasd et al., 2015). Some nitrogen
nutrition data were available for NS yeasts (Andorra et al,
2010; Kemsawasd et al., 2015). However, Andorra et al. (2010)
did not identify the preferred nitrogen sources of the non-
Saccharomyces yeasts they studied, and Kemsawasd et al. (2015)
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TABLE 3 | Concentration of volatile constituents in the wine (jug/L) after sequential fermentations of S. bacillaris BBMV5FA17 —S. cerevisiae SLM (Sb-Sc), M. pulcherrima
BB810—S. cerevisiae SLM (Mp-Sc), P membranifaciens BB3—S. cerevisiae SLM (Pm-Sc) at 20°C in static conditions.

Compounds Sc Sb-Sc Mp-Sc Pm-Sc

Y Ethyl acetate + diethyl acetal* 434.2 + 61.43 1051.5 + 38.20 1605.4 + 140.0° 837.4 + 39.69
3 Ethyl butanoate + propanol* 92.2 + 40.7° 223.4 + 15.5° 182.6 + 6.9a.P 136.1 + 24.62¢
Isobutyl alcohol* 1102.9 + 292.6° 2088.0 & 225.20 2740.7 + 188.22 1649.4 + 123.50¢
Isoamyl acetate* 468.2 + 194,12 21.8 + 3.4P 561.9 + 80.22 509.8 + 146.52
2- + 3-Methylbutanol* 24515.8 + 3420.42P 16541.0 + 608.3° 29735.3 + 1568.32 24155.0 + 1563.3°
Ethyl hexanoate** 72.8 + 8.92 29.2 + 3.9° 78.5 + 11.82 81.9 +7.12
Hexyl acetate** 38.7 + 4.02 18.9 + 1.7° 412 +532 42.8 + 322
Z-3-Hexenyl acetate* 4.7 +1.0° nd 2.7 +£05° 8.0+ 162
1-Hexanol** 203.0 + 20.9° 276.5 + 8.78 1435 + 2.3° 149.9 + 6.8°
Z-3-Hexenol* 323 + 822 25.2 + 3.12 34.2 + 5.8 295 + 7.42
Ethyl octanoate* 73.9 + 8.20 7.9 +1.7° 64.4 + 8.5° 946 +7.58

3" Nerol oxide + (2)-Linalool oxide* 271 £ 3123 23.3 £ 1.18P 19.7 + 1.0P 19.8 + 3.9°
2-octanol® 416 + 3.42 22.0 + 3.6° 16.4 + 0.70 33.1 £ 422
Linalool* 18.0 + 1.12b 21.0 + 1.42 13.8 + 0.8° 14.6 + 2.20C
Benzaldehyde* 9.5+ 272 7.6+ 0.72 2.8+ 0.3 25+ 0.7°
1-Octanol* 59.2 + 3.28 12.3 + 1.8° 22.7 +2.4° 41.2 + 4,99
Ethyl decanoate* 12.9 + 1.32 7.1 +£0.3° 11.7 4+ 1.82 12.8 + 1.12
Ethyl-9-decenoate*** 17.2 + 1.12 3.4 + 0.3° 6.6 + 1.4° 151 +0.78
Phenylethyl acetate™ 9.0 + 0.9° 2.4 +0.19 20.9 4+ 1.28 14.6 + 2.0°
2.4- or 3.4-Dimethylbenzaldehyde* 1220 + 5.32 117.7 £ 3.82 126.3 + 10.22 101.0 + 37.92
Phenylethy! alcohol*** 19205.9 + 1668.9° 14003.5 + 1193.8P 45648.6 + 2397.72 17394.9 + 2704.5°
Octanoic acid*** 179.4 + 14.8° 120.3 + 13.9° 140.1 + 11.9° 438.2 + 75.62

Values with the same letters were not significantly different in Tukey's test (95%).

“**Significance level for one-way ANOVA (*0.05 > p > 0.01; **0.01 > p > 0.007; ***p < 0.001), nd, not detected. S. cerevisiae SLM (Sc) in pure culture was used as a control. The data

shown are the means of three replicates + standard deviations.

used a synthetic must. Our study is the first to provide a
global overview of YAN consumption profiles during alcoholic
fermentations in grape juice. Kemsawasd et al. (2015) reported
that glutamine and ammonium could be considered preferred
nitrogen sources for M. pulcherrima. Our results suggest that
this is indeed the case for glutamine, but not for ammonium.
Indeed, we found that ammonium assimilation was affected
by temperature. Kemsawasd et al. (2015) identified cysteine,
histidine and threonine as “bad” sources of nitrogen for this yeast.
We obtained similar results for histidine and threonine at 28°C,
but not at 20°C. Furthermore, we obtained the opposite results
for cysteine (identified as a preferred source in our study). These
comparisons show that the matrix and fermentation conditions
affect the regulation of YAN assimilation. These differences may
also be due to a strain-dependent effect. The YAN consumption
profiles of the three NS yeast strains studied here differed
from that of S. cerevisiae SLM in terms of both assimilation
rates and the types of YAN assimilated. NS yeasts displayed
specific patterns of YAN assimilation (non-consumption or
preferential nitrogen sources) different from that of S. cerevisiae,
suggesting that these species may display genomic differences in
nitrogen metabolism and regulatory systems. For example, the
assimilation, by P. membranifaciens, of proline at 28°C, suggests
that it may have different mechanisms of transporter regulation,

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

potentially accounting for its effects on the volatile compounds
profile of wine (Lambrechts and Pretorius, 2000; Clemente-
Jimenez et al., 2005; Sadoudi et al., 2012; Cordero-Bueso et al.,
2013; Liu et al., 2016).

For S. cerevisiae, the preferential assimilation of certain YAN
sources can be explained mainly by the regulation of nitrogen
source transport by permeases, including the Ssylp- Ptr3p-Ssy5
(SPS) system (Ljungdahl, 2009) and the NCR system (Grenson,
1992; Horak, 1997; Crépin et al., 2012; Ljungdahl and Daignan-
Fornier, 2012). The recent increase in interest in NS yeasts has
not led to explorations of these mechanisms.

Our results also highlight the effect of temperature on YAN
assimilation profiles, as already reported for S. cerevisiae (Beltran
etal., 2007) but never previously reported for non-Saccharomyces
yeasts. Beltran et al. (2007) suggested that lower temperatures
are associated with a lower plasma membrane fluidity and
lower levels of molecular motion for phospholipids, membrane
proteins and, consequently, some of the permeases involved in
YAN transport. These aspects have been described in S. cerevisiae,
but it is reasonable to assume that the same pattern is likely to
occur in NS yeasts.

Sequential inoculation greatly alters nitrogen availability
at the time of inoculation with S. cerevisiae. The YAN
consumed by NS yeasts are not subsequently available to
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FIGURE 5 | Biplot of the principal component analysis (PC1 vs. PC2) for volatile compounds (A) from sequential fermentations: S. bacillaris
BBMV5FA17—S. cerevisiae SLM (Sb-Sc), M. pulcherrima BB810—S. cerevisiae SLM (Mp-Sc), P membranifaciens BB3—S. cerevisiae SLM (Pm-Sc) at 20°C.
S. cerevisiae SLM (Sc) in pure culture was used as a control. Ellipses represent clusters obtained from HCA.

S. cerevisiae, and this may affect the concentrations of the
volatile compounds generated from these amino acids. For
example, leucine, the precursor of the volatile compounds
isoamyl acetate in S. cerevisiae (Hazelwood et al., 2008) was
rapidly consumed by S. bacillaris BBMV5FA17 during the
first stage of fermentation. S. bacillaris has been shown to
produce only small amounts of isoamyl acetate (Sadoudi
et al, 2012). Thus, in sequential culture, the isoamyl acetate
present is produced mostly by Saccharomyces cerevisiae. We
compared isoamyl acetate production by S. cerevisiae in pure
and sequential cultures. The levels of this compound were
21 times higher in pure cultures than in sequential cultures,
and this difference is probably due to the consumption of its
precursor by the NS yeast. Leucine is also the precursor of 2-
methylbutanol (Ribéreau-Gayon et al., 2006). We determined the
concentration of 2- 4+ 3-methylbutanol, which was significantly
lower in sequential fermentations with S. bacillaris BBMV5FA17
than in pure cultures of S. cerevisiae SLM (Table3). In
this case, as for isoamyl acetate, the decrease in 2- + 3-
methylbutanol levels directly reflects the consumption of leucine
by S. bacillaris BBMV5FA17. Valine was also partially consumed

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org
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by S. bacillaris BBMV5FA17. However, by contrast to our
observations for isoamyl acetate and 2- + 3-methylbutanol, the
concentration of isobutyl alcohol, the higher alcohol derived
from valine (Ribéreau-Gayon et al,, 2006), was significantly
higher in sequential fermentations (2088.0 £ 225.2 pg/L)
than in pure cultures of S. cerevisiae SLM (1102.9 + 292.6
pg/L; Table3). There are two possible reasons for this:
S. bacillaris may produce large amounts of isobutyl alcohol or,
in cofermentations with S. cerevisiae, a synergistic effect results
in higher levels of production. Such effects have already been
reported (Lambrechts and Pretorius, 2000; Andorra et al., 2010;
Ciani et al., 2010; Sadoudi et al., 2012; Ciani and Comitini,
2015). The same may also be true for sequential fermentations
with M. pulcherrima BB810, which resulted in significantly
higher levels of isobutyl alcohol than were obtained with
S. bacillaris BBMV5FA17 (Table 3). Similar concentrations of
isobutyl alcohol were obtained in pure cultures of S. cerevisiae
SLM and in sequential fermentations with P. membranifaciens
BB3 (Table 3). Phenylalanine is another amino acid precursor
described in previous studies (Ribéreau-Gayon et al., 2006)
and associated with volatile compounds production. All the NS
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yeasts studied consumed this amino acid in the first part of
the sequential fermentation, but, at the end of the sequential
fermentation, only M. pulcherrima BB810/S. cerevisiae SLM
sequential fermentations had produced significant amounts
of phenylethyl alcohol, the volatile compounds derived from
phenylalanine (Table 3). Phenylethyl acetate, an ester derived
from phenylethyl alcohol, was present at high concentration
(more than twice that in pure cultures of S. cerevisiae SLM).
S. cerevisiae is known to produce larger amounts of phenylethyl
acetate than pure cultures of NS yeasts, but even higher
phenylethyl acetate levels were reported in a previous study for
a M. pulcherrimalS. cerevisiae coculture (Sadoudi et al., 2012). In
this study, other than for leucine and valine, the link between
amino acid concentration and volatile compound levels is not
straightforward. Indeed, the production of higher alcohols and
esters by yeasts is a highly complex process dependent on a
number of parameters. Higher alcohols are produced either from
their amino acid precursors or by central carbon metabolism
(Lambrechts and Pretorius, 2000; Swiegers and Pretorius, 2005;
Mouret et al., 2009; Styger et al., 2011) showed that isobutanol
and isoamyl alcohol were not produced exclusively from their
amino acid precursors. The availability of lipids and of oxygen
also affects acetate formation. The de novo synthesis of acetate
by yeast is restricted if lipids are abundant in the growth
medium. This, in turn, reduces the production by the yeast of
related aroma compounds, such as fatty acid ethyl esters and
isoamyl acetate (Yunoki et al., 2005; Rollero et al., 2015). In
addition to the specific metabolic features of individual strains,
complex interactions between yeasts involving competition for
nitrogen, lipids, and oxygen, also control the concentrations
of esters and higher alcohols in sequential culture. Finally,
the production of volatile compounds by yeasts is dependent
on the types and amounts of YAN in the medium (Bell and
Henschke, 2005; Torrea et al., 2011). As demonstrated here, non-
Saccharomyces yeasts have quantitative and qualitative effects
on YAN, at least partly explaining the differences in compound
concentrations between pure cultures of Saccharomyces and
sequential fermentations.

In conclusion, we provide here the first characterization
of the specific nitrogen preferences of NS yeast strains. Our
results highlight considerable differences in preferred nitrogen
sources between the species studied. Further studies are required
to determine the molecular basis of these differences. Our
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Chapitre 3 : Mise au point d’'un procédé
biotechnologique utilisant les levures NS afin de

réduire la concentration en éthanol dans les vins
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Contexte scientifique

Plusieurs techniques physiques de désalcoolisation des vins existent déja sur le marché mais elles
engendrent inévitablement une dépréciation du produit. Depuis quelques années, I'émergence d’une
alternative biologique utilisant les levures NS est apparue. Récemment, une revue scientifique a
propos des stratégies microbiologiques pour réduire la concentration en éthanol dans le vin a été
publiée (Varela and Varela, 2019). Il en ressort que bien que plusieurs études réussissent a réduire la
concentration en éthanol de plusieurs pourcents, aucune n’a pour le moment eu cette méme
efficacité a I’échelle semi-industrielle et encore moins a produire des vins avec des concentrations en

acidité volatile acceptables.

C'est pourquoi la mise au point d’une méthode de réduction de I'éthanol dans le vin, efficace a
I’échelle semi-industrielle utilisant les levures NS avec une concentration acceptable en acidité
volatile a été entreprise. La mise au point de ce procédé a été réalisée tout au long de la thése pour
aboutir a la rédaction d’un article scientifique. Dans cet article, seule la méthode « finalisée » a
I’échelle laboratoire et a I'échelle semi-industrielle est présentée. Or plusieurs étapes de
développement préalables ont été nécessaires. Dans ce chapitre, comme pour le chapitre 2, une
partie additionnelle est proposée. L'étude préliminaire est découpée en deux parties comprenant un
rappel du matériel et méthodes puis une description et discussion des résultats obtenus a I'échelle
laboratoire. Volontairement, ce troisieme volet de la thése est placé en dernier chapitre. En effet,
I’étude bibliographique sur I'influence du contenu en azote en fermentation alcoolique et I'étude des
consommations en azote des levures NS sélectionnées ont permis de mieux considérer la gestion de

I'azote dans certaines étapes. Ceci a notamment pu régler des probléemes de fermentation

languissante.

N.B. Les références bibliographiques de I’article scientifique sont incluses dans la bibliographie

générale de la these.
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Etudes préliminaires

3.1. Matériels et méthodes

3.1.1. Souches de levures
3.1.1.1. S. cerevisiae

La souche de levure S. cerevisiae utilisée est S. cerevisiae “Selectys® La Marquise”, possédant un

phénotype killer positif (souche commerciale Sofralab).
3.1.1.2. Levures NS

Les différentes levures NS utilisées sont Kluyveromyces lactis 1mucl 2777, Kluyveromyces lactis 2mucl
27778, Torulaspora delbrueckii CBS 4865, Torulaspora delbrueckii collection Valmis 3, Torulaspora
delbrueckii collection Valmis 6, Metschnikowia pulcherrima SB13, Metschnikowia pulcherrima
collection Valmis, Metschnikowia pulcherrima 2, Hanseniaspora uvarum 4B13, Hanseniaspora
uvarum 2A10, Starmerella bacillaris SFL1, S. bacillaris BBIFA3 et S. bacillaris BA1-7. Mis a part la
souche Torulaspora delbrueckii CBS 4865, les autres souches ont été isolées au laboratoire entre

2010 et 2017 en Bourgogne.
3.1.2. Milieux de culture, tampon et marqueur fluorescent
3.1.2.1. Pré-culture

A partir d’un cryotube (glycérol a -80°C), les levures sont resuspendues dans 50 mL de Yeast extract
Peptone Dextrose (YPD) modifié puis mises a incuber 24h a 28°C sous agitation a 150 rpm. Le milieu
YPD modifié est composé, pour un litre, de 20 g de glucose, 10 g de peptone bactériologique, 5 g
d’extrait de levure et 0,2 g de chloramphénicol. Seize grammes d’agar sont ajoutés en cas de

préparation de milieu gélosé. Le milieu est ensuite autoclavé a 120°C pendant 20 minutes.
3.1.2.2. Jus de raisin normalisé en sucre

Le jus de raisin utilisé pour réaliser les fermentations est un jus bio 100% pur jus de raisin blanc et
muscat de la marque Casino. Le méme lot est utilisé pour toutes les expériences. Dans un premier
temps, la concentration en sucre est vérifiée par Infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF) a 'aide
d’un OenoFoss, onglet « mot ». Une fois la concentration connue, la quantité de glucose et fructose

a ajouter est déterminée pour atteindre une concentration finale de 200 g/L. Apreés dilution compléte
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du saccharose, le jus de raisin normalisé en sucre est stérilisé a I'aide d’un filtre 0,22 um. La

concentration en azote assimilable est d’environ 450 mg/L et le pH de 3,3.

3.1.2.3. MoUts

Le premier mo(t utilisé dans cette étude préliminaire est issu du cépage Merlot et provient de la
région de Bordeaux. Des réception, le mo(t est conservé a -20°C jusqu’a utilisation. Le mo(t posséde
une concentration en sucre de 220,5 g/L, ce qui représente un potentiel alcoolique de 13,1 % (v/v).

La concentration en azote assimilable est d’environ 180 mg/L et le pH de 3,3.

3.1.2.4. Tampon citrate phosphate

La composition du tampon citrate phosphate est composé de 0,1 M d’acide citrique monohydraté et
0,2 M de phosphate de sodium dibasique. Les composés sous forme de poudre sont dilués dans de
I’eau distillée sous agitation a I'aide d’un barreau aimanté a 40°C. La solution est ajustée a pH 4 avec
une solution de HCl a 37% m/v puis stérilisée a I'aide d’un filtre 0,22 um. Ce tampon est utilisé en

cytométrie de flux.

3.1.2.5. 5-6-Carboxyfluorescein Diacetate (cFDA)

La solution de cFDA est composée de 2,3 mg de cFDA en poudre dissous dans 100 mL d’acétone. La
concentration finale est de 500 pM. Cette molécule est un marqueur fluorescent utilisé en
cytométrie et permet de distinguer I'activité estérase des cellules (les cellules possédant une activité

estérase émettent un niveau de fluorescence plus élevé et sont ainsi considérées comme viables).

3.1.2.6. Solution de sulfate d’ammonium

La solution de sulfate d’'ammonium est composée de 94 g de sulfate d’ammonium dissous dans 200

mL d’eau distillée. La concentration en azote de cette solution mére est de 100 g/L ou 5,5 M.

3.1.2.7. Solution de Tween 80/ergostérol

La solution mere est composée de 1,5 g d’ergostérol et 50 mL de Tween 80 complétée a 100 mL avec

de I'éthanol a 99% (v/v).

3.1.2.8. Solution de facteurs de croissance

e Echelle laboratoire
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La solution mére de facteurs de croissance est composée de 2,61 g/L de L-glutamine, 5,25 g/L d’acide
L-glutamique, 1,55 g/L de L-arginine, 2,36 g/L de sulfate d’ammonium, 15 mg/L d’ergostol, 2,5 g/L de
chlorhydrate de thiamine et de 100 pg/L de biotine. La solution mére a été stérilisée par filtration
(0,22 um). Lors des ajouts dans le modt en fermentation (1 L), a chaque fois 10 mL ont été ajoutés
pour obtenir une concentration finale de 200 mgN/L en YAN, de 25 mg/L en thiamine chlorydrate, de
1 pg/L de biotine-D et de 1,5 mg/L d’ergostérol. Ce volume ajouté représente 1/100°™ du volume

total et est considéré comme négligeable.
e Echelle pilote

La composition des facteurs de croissance est identique a celle utilisée a I'échelle laboratoire. La
stérilité n’étant plus indispensable, apres pesée, les poudres ont été directement versées dans la
cuve exceptée pour la biotine. Pour la biotine, 10 mL d’une solution mére a 100 pg/L ont été ajoutés

séparemment.

3.1.3. Dénombrement par cytométrie en flux des pré-cultures

éme

A partir de la pré-culture, une dilution au 1/100°™ est réalisée dans du tampon citrate phosphate.
100 pL de la dilution au 1/100°™ sont ensuite prélevés et 10 uL de cFDA & 500 UM sont ajoutés. Ce
tube est mis a incuber pendant 20 minutes a température ambiante a I'obscurité. Pendant le temps

éme

d’incubation, le reste de la suspension levurienne diluée au 1/100°™ est utilisé pour déterminer le
nombre de cellules « non marquées » par cytométrie en flux (BD ACCURI C6). Les parametres de
mesure comprennent le volume a analyser (20 pL), la vitesse du flux (medium), le nombre
d’événements (compris entre 200 et 2000 événements/uL). Lorsque le temps d’incubation des
levures « marquées » est terminé, les mémes parameétres de mesures sont utilisés. Les cellules

possédant une intensité de fluorescence supérieure a I'autofluorescence sont considérées comme

viables.
3.1.4. Dénombrement sur milieu sélectif

Lorsque plusieurs levures sont présentes dans le milieu, leur dénombrement a été réalisé sur milieu
sélectif. Pour cela, 100 plL d’une suspension cellulaire diluée a la bonne concentration dans de I'eau
physiologique sont étalés sur milieux gélosés. Le milieu YPD modifié (0,5% (m/v) extrait de levure, 1%
(m/v) peptone, 2% (m/v) glucose, et 0,02% (m/v) chloramphénicol) permet de déterminer la
concentration levurienne totale (levures NS + S. cerevisiae). Le milieu Lysine (composition complete

disponible en Annexe 3) (Oxoid LTD., England) permet de déterminer la concentration levurienne NS.
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Sur ce milieu, les colonies de levure NS apparaissent rapidement et sont clairement visibles, alors que

les colonies de levure S. cerevisiae apparaissent plus lentement et sont beaucoup plus petites.
3.1.5. Conditions de fermentation
3.1.5.1. Echelle laboratoire Erlenmeyer
3.1.5.1.1. Sélection des souches

Les fermentations sont réalisées dans des Erlenmeyers de 250 mL contenant 200 mL de jus de raisin
stérile normalisé a 232 g/L de sucre et contenant 450 mg/L d’azote assimilable. Dans un premier
temps chaque levure NS sélectionnée pour I'expérience (11 souches au total) est inoculée a une
concentration de 5.10° cellules/mL. Pour cela, le volume adéquat de suspension levurienne de pré-
culture nécessaire (déterminé préalablement) pour atteindre la concentration désirée de cellules
viables est prélevé et centrifugé a 10 000g pendant 5 minutes. Le surnageant est ensuite éliminé et le
culot est resuspendu avec le jus de raisin normalisé. Cette suspension est alors placée dans

I’Erlenmeyer. Les fermentations sont réalisées a 20°C sans agitation.
3.1.5.1.2. Premier test de réduction en éthanol

Les fermentations sont réalisées dans des Erlenmeyers de 250 mL contenant 200 mL de jus de raisin
stérile normalisé a 232 g/L de sucre et contenant 450 mg/L d’azote assimilable. Dans un premier
temps chaque levure NS sélectionnée dans la premiére étape est inoculée a une concentration
cellulaire de 5.10° cellules/mL. Pour cela, le volume adéquat de suspension levurienne de pré-culture
nécessaire (déterminé préalablement) pour atteindre la concentration désirée de cellules viables est
prélevé et centrifugé a 10 000g pendant 5 minutes. Le surnageant est ensuite éliminé et le culot est
resuspendu avec le jus de raisin normalisé. Cette suspension est alors placée dans I'Erlenmeyer. Les
expériences sont réalisées suivant deux conditions :

e Fermentation sous agitation a 150 rpm a 20°C pendant 3 jours

e Fermentation statique a 20°C pendant 3 jours.
Au bout de trois jours d’incubation, S. cerevisiae SLM est inoculée a 10° cellules/mL suivant la méme
procédure que l'inoculation des pré-cultures des levures NS. A ce moment, I'agitation pour la
premiere condition est stoppée. Les deux conditions se poursuivent sans agitation jusqu’a la fin de la

fermentation sans agitation a 20°C.
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3.1.5.1.2. Deuxiéme test de réduction en éthanol

Les fermentations sont réalisées dans des Erlenmeyers de 250 mL contenant 200 mL de jus de raisin
stérile normalisé a 245 g/L de sucre et contenant 450 mg/L d’azote assimilable. Dans un premier
temps S. bacillaris SFL1, S. bacillaris BBIFA3 et S. bacillaris BA1-7 sont inoculées a une concentration
cellulaire de 5.10° cellules/mL. Pour cela, le volume adéquat de suspension levurienne de pré-culture
nécessaire (déterminé préalablement) pour atteindre la concentration désirée de cellules viables est
prélevé et centrifugé a 10 000g pendant 5 minutes. Le surnageant est ensuite éliminé et le culot est
resuspendu avec le jus de raisin normalisé. Cette suspension est alors placée dans I'Erlenmeyer. Les
fermentations sont réalisées a 20°C sous agitation a 150 rpm pendant trois jours. Au bout des trois
jours, S. cerevisiae SLM est inoculée & une concentration de 10° cellules/mL pour chaque condition.
Conjointement a I'inoculation, 1 mL d’une solution de sulfate d’ammonium ((NH,4),SO,4) a 10 g/L est
ajouté. L'agitation est maintenue encore une journée puis stoppée au quatrieme jour de

fermentation. Enfin, I'expérience se poursuit sans agitation jusqu’a la fin de la fermentation a 20°C.
3.1.5.1.3. Troisieme test de réduction en éthanol

Les fermentations sont réalisées dans des Erlenmeyers de 250 mL contenant 200 mL de mo(t
(Merlot, Région de Bordeaux) décongelé stérilisé par filtration et contenant environ 180 mg/L
d’azote assimilable et 205 g/L de sucre. Dans un premier temps S. bacillaris SFL1, est inoculée a une
concentration cellulaire de 5.10° cellules/mL. Pour cela, le volume adéquat de suspension levurienne
de pré-culture nécessaire (déterminé préalablement) pour atteindre la concentration désirée de
cellules viables est prélevé et centrifugé a 10 000g pendant 5 minutes. Le surnageant est ensuite
éliminé et le culot est resuspendu avec le moQt. Cette suspension est alors placée dans I'Erlenmeyer.
Dans un méme temps, 1 mL d’une solution de sulfate d’ammonium ((NH,),SO,) a 10 g/L est ajouté.
Les fermentations sont réalisées a 28°C sous agitation a 150 rpm pendant un, deux ou trois jours.
Lorsque le temps de fermentation avec la levure NS est atteint (1, 2 ou 3 jours), S. cerevisiae SLM est
inoculée & une concentration de 10° cellules/mL avec un ajout de 0,5 mL d’une solution de sulfate
d’ammonium ((NH4),SO4) a 10 g/L. L'agitation est maintenue encore une journée, 0,5 mL de la
solution de sulfate d’ammonium est a nouveau ajouté. L’agitation est ensuite stoppée au lendemain
de lI'inoculation de S. cerevisiae SLM. Enfin, I’expérience se poursuit sans agitation jusqu’a la fin de la

fermentation a 28°C.
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3.1.5.1.4. Vue d’ensemble du protocole a [I'échelle

laboratoire Erlenmeyer

Sélection des souches JDR 232 g/L de sucre
de levure NS 200 mL
1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 C

450 mgN/L
20°C statique

3843248
B4dla B4aia
150rpm131 131

mmmg@g@@ mmmgggééqp

Effet de I'aération

Pas de réduction en éthanol
Elimination des souches

Fermentations Iangwssantes

. JDR 245 g/L de
Effet souche et ¢/
supplémentation en azote sucre

. 200 mL
. 450 mgN/L
150 rpm 3J
. 20°C statique
* Inoculation Sc B B B g
100 mg N/L
(sulfate
d’ammonium) 150 rpm 1

J
Fermentations B B g Elimination des souches
completes

12 13 C

Suite page suivante
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Fermentations B B g Elimination des souches
completes
12 13 C

Essai en mo(t Merlot
Effet du délai d’inoculation
de Sc 10 10 10 C
150 rpm 1) 150 rpm l 2) 150 rpm l 3J
* Inoculation Sc
e 50mgN/L
(sulfate 10 10 10

d’ammonium)

150 rpm l 1 150 rpm

&

10 10 10

I
& B B 8

10 10 10 C

1)

4
<4

1 150 rpm

[
[

Meilleures réductions

205 g/L de sucre
200 mL

180 mgN/L
supplémenté a 330
mgN/L

28°C statique

Correspondances : 1: Kluyveromyces lactis 1mucl 2777, 2 : Kluyveromyces lactis 2mucl 27778, 3 :
Torulaspora delbrueckii CBS, 4: Torulaspora delbrueckii collection Valmis 3, 5: Torulaspora
delbrueckii collection Valmis 6, 6 : Metschnikowia pulcherrima SB13, 7 : Metschnikowia pulcherrima
collection Valmis, 8 : Metschnikowia pulcherrima 2, 9 : Hanseniaspora uvarum 4B13, 10 : Starmerella
bacillaris SFL1, 11 : Hanseniaspora uvarum 2A10, 12 : S. bacillaris BBIFA3 13 : S. bacillaris BA1-7, C: S.

cerevisiae SLM.
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3.1.5.2. Echelle laboratoire bioréacteur
3.1.5.2.1. Détermination du K.a par méthode statique

La détermination du K,a par méthode statique a été réalisée dans un bioréacteur de 2 L (New
Brunswic BioFlo/ CelliGen 115) équipé pour les mesures d’une sonde polarographique a oxygéne
(InPro 6800, Mettler Toledo) et d’une électrode pH (405-DPAS-SC-K8S, Mettler Toledo). Apres
autoclavage a 120°C pendant 20 minutes, la cuve a été remplie de 2 L de jus de raisin normalisé en
sucre a 250 g/L. Pour I'expérience, la température du jus de raisin a été maintenue a 28°C. Pour
déterminer la vitesse de transfert de I'oxygéne gazeux vers le jus de raisin (oxygene dissous)

plusieurs couples d’agitation/aération ont été testés (Tableau 12)

Tableau 12 : Couples agitation/aération testés pour déterminer le K,an.x (rpm : rotation par minute, VVM : volume d’air par
volume de jus de raisin par min)

Agitation Aération

0,5 VWM
100 rpm 1VvVM
2 VWM

0,5 VWM
200 rpm 1VvVM
2 VWM

0,5 VWM
300 rpm 1VvVM
2 VWM

0,5 VWM
400 rpm 1VvVvM
2 VWM

0,5 VWM
500 rpm 1VVM
2 VWM

0,5 VVM
600 rpm 1VVM
2 VWM

700rpm  0,5VVM

Par souci de praticité, les couples agitation/aération ont été stoppés a 700 rpm/0,5 VVM car la

formation de mousse devenait trop importante.

Dans un premier temps, le jus de raisin est saturé en oxygene a l'aide d’air comprimé (phase de
saturation), puis inerté au diazote (phase d’inertage). Lorsque la concentration en oxygene dissous
atteint environ les 10%, le flux de diazote est coupé et le couple agitation/aération a tester est fixé.
La re-saturation en oxygéne du jus de raisin va suivre le schéma d’une fonction exponentielle

comprenant une partie linéaire (zone linéaire) (Figure 29). A partir des points expérimentaux de la
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zone linéaire, la formule permettant de déterminer le K,a a I'instant t est appliquée : In(C*/(C*-C,)) =
f(temps) ou C* correspond a la valeur de la saturation en oxygene du jus de raisin (100%) et C, a la
valeur des points expérimentaux dans la zone linéaire. A partir de ces résultats, une régression
linéaire est appliquée et le coefficient directeur déterminé, correspondant au K,a (Garcia-Ochoa and

Gomez, 2009).

Saturation
Methode statique - 100rpm 0,5VVM
120 -
e+ 1004 | Inertage (N2) | Aération Saturation
_ ! (air)
£ g0 -
v
3
o
g 60 1 X «—— Points expérimentaux
'§n X (C)
< 40 A
o
X
20 A
0 : 1 ; T : 1 1 ; 1 1
0 1000 T 2000 3000 4000 5000 6000
Temps (secondes)

Arrét du N2 et

début aération Zone linéaire

Figure 29 : Méthode de détermination du K,a (méthode statique). Exemple du couple 100 rpm/0,5 VVM.

Cette méthode a été appliquée pour chaque couple agitation/aération décrit dans le Tableau 12.
3.1.5.2.2. Détermination du KLa par méthode dynamique

La détermination du K,a par méthode dynamique a été réalisée dans un bioréacteur de 2 L (New
Brunswic BioFlo/ CelliGen 115) équipé pour les mesures d’une sonde polarographique a oxygéne
(InPro 6800, Mettler Toledo) et d’une électrode pH (405-DPAS-SC-K8S, Mettler Toledo). Aprés
autoclavage a 120°C pendant 20 minutes, la cuve a été remplie de 2 L de jus de raisin stérilisé par
filtration (filtre 0,22 um) et normalisé en sucre a 250 g/L. Pour 'expérience, la température du jus de
raisin a été maintenue a 28°C et le taux d’ensemencement fixé & 5.10° cellules/mL. A partir des
résultats obtenus lors de la détermination du meilleur taux de transfert en oxygene par méthode
statique (K,a max), le couple agitation/aération retenu est 500 rpm/1VVM. Ce couple a été choisi

pour évaluer le K;a en méthode dynamique.
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Cette méthode est basée sur la technique proposée par Taguchi et Humphrey (1966), mesurant
I'activité respiratoire des microorganismes en culture dans un bioréacteur. Ainsi, lorsque
I'alimentation en air est coupée, la concentration en oxygene dissous diminuera a un taux égal a la

consommation en oxygene par la respiration des microorganismes (Figure 30).

Méthode dynamique - 500rpm 1VVM Aération  Saturation
120 H *
Balance
dynamique

100
& Consommation de 'oxygéne par la
‘?: 80 - levure (activité respiratoire) : OUR
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- 60 A
]
£ \
2 a0
<
o
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0 T T T T T T T T T 1
0 2000 T 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000\ 20000
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Arrét de
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Zone linéaire

Figure 30 : Méthode de détermination du K,a (méthode dynamique). Exemple du couple 500 rpm/1 VVM.

L'OUR représente cette vitesse de consommation de |'oxygene dissous au cours du temps. La
détermination de I"OUR fait intervenir la quantité de biomasse présente lors de la mesure. Ainsi,
pour simplifier les équations, il est considéré que la quantité de biomasse sur le laps de temps
imparti reste stable et a été déterminée en début d’expérience par cytométrie en flux (voir
dénombrements des pré-cultures par cytométrie en flux). Lorsque la concentration en oxygene
dissous a atteint une fourchette de 10 a 20% (avant que la concentration en oxygéne dissous
devienne critique pour la levure) I'aération a été relancée (1VVM). La zone linéaire a permis de

déterminer la valeur du K,a a I'instant t en méthode dynamique suivant la formule :

mE =8 g
nC*—CLtO_ La.

Ou C* correspond a la valeur de la saturation en oxygéne du jus de raisin (100%), C, a la valeur des
points expérimentaux dans la zone linéaire et C,,0 a la concentration en oxygene dissous lors de la

reprise de I'aération (Garcia-Ochoa and Gomez, 2009; Chiciuc et al., 2010). Les valeurs obtenues pour
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chaque point expérimental sont tracées en fonction du temps et aprés régression linéaire, le K,a en

méthode dynamique a été obtenu.

3.1.5.2.3. Application des parametres sélectionnés a |Ia

fermentation séquentielle

Test 1:267 g/L de sucres — 500 rpm/1 VVM — Premier essai en bioréacteur

Aprés stérilisation a 120°C pendant 20 minutes, le bioréacteur (New Brunswick™ BioFlo®/ CelliGen®
115) a été rempli avec 1 L de jus de raisin stérile pour éviter les débordements et normalisé en sucre
a 267 g/L afin de se rapprocher des conditions réelles. Pour I'expérience, la température du jus de
raisin a été maintenue a 28°C. Le couple agitation/aération appliqué correspond au K,a max
déterminé lors des précédentes expériences soit 500 rpm/1 VVM. Une fois mis en place, le jus de
raisin a été inoculé avec S. bacillaris SFL1 & une concentration de 5.10° cellules/mL. Au bout de 24h
de culture, S. cerevisize SLM a ensuite été ajoutée a une concentration de 10° cellules/mL.
Conjointement a l'inoculation de S. cerevisiae SLM, 100 mgN/L de sulfate d’ammonium ont été
ajoutés. L’agitation et I'aération ont été maintenues pendant 24h puis de nouveau 100 mgN/L de
sulfate d’ammonium ont été ajoutés. Quarante huit heures aprés le début de I'expérience, I’agitation
et I'aération ont été coupées. Chaque jour, un prélevement a été réalisé pour déterminer la
population de S. bacillaris SFL1 (dénombrement sur milieu Lysine (Oxoid LTD., Angleterre) et de S.
cerevisiae SLM (dénombrement sur milieu YPD). Lors de ces préléevements, le couple
agitation/aération a été relancé pendant 5 min (Figure 31). Les concentrations en éthanol et en

sucres ont été déterminées par spectroscopie IRTF - OenoFoss type 4101 (FOSS Electric, Danemark).

=_L zgnc: aL Elmglélm&l

10 24h

Inoculation de Sb a Inoculation de Sc &
5.10° cellules/mL 10° cellules/mL

Figure 31: Vue d’ensemble de la fermentation séquentielle du test 1. Sb: S. bacillaris SFL1 et Sc: S. cerevisiae SLM.
Statique : aération et agitation stoppées.
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Test 2 : 250 g/L de sucres — 500 rpm/1 VVM — Diminution des sucres, augmentation de I’azote

Dans cette condition, la concentration sucres a été diminuée a 250 g/L pour favoriser leur
consommation compléte par les levures. Les concentrations en sulfate d’ammonium injectées a 24 et

48h ont été augmentées et sont de 200 mgN/L (Figure 32).

4 ey [ ey, [ e 4 e

10 24h
Inoculation de Sb a Inoculation de Sc a
5.10% cellules/mL 10° cellules/mL

Figure 32: Vue d’ensemble de la fermentation séquentielle du test 2. Sb: S. bacillaris SFL1 et Sc: S. cerevisiae SLM.
Statique : aération et agitation stoppées.

Test 3 : 220 g/L de sucres — 400 rpm/0,5 VVM - Diminution des sucres et du transfert d’oxygéne

Apres stérilisation a 120°C pendant 20 minutes, le bioréacteur a été rempli avec 1L de jus de raisin
stérile normalisé en sucre a 220 g/L afin de limiter la fermentation languissante observée lors du test
1. Pour l'expérience, la température du jus de raisin a été maintenue a 28°C. Le couple
agitation/aération appliqué correspond a % du K,a max soit 400 rpm/0,5 VVM. Une fois mis en place,
le jus de raisin a été inoculé avec S. bacillaris SFL1 a une concentration de 5.10° cellules/mL. Au bout

de 24h de culture, S. cerevisiae SLM a ensuite été ajoutée a une concentration de 10° cellules/mL.

A ce moment, un premier Erlenmeyer de 250 mL a été rempli avec 200 mL de la suspension
levurienne provenant du bioréacteur. 200 mgN/L d’une solution de sulfate d’ammonium/thiamine et
100 pL d’une solution Tween 80/ergostérol ont été ajoutés pour cette condition. Puis, un deuxiéme
Erlenmeyer de 250 mL a été rempli également avec 200 mL de la suspension levurienne provenant
du bioréacteur. Dans ce deuxieme Erlenmeyer, uniquement 200 mgN/L de sulfate d’ammonium ont
été ajoutés. Enfin, suite aux prélévements, 200 mgN/L de sulfate d’ammonium/thiamine et 1 mL

d’une solution Tween 80/ergostérol ont été ajoutés dans la cuve du bioréacteur.
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Dans la suite de I'expérience, a 48h de nouveau 200 mgN/L de sulfate d’ammonium/thiamine et 1 mL
d’une solution Tween 80/ergostérol ont été ajoutés au bioréacteur. Conjointement, le couple
agitation/aération a été relancé pendant 5 minutes. Dans le premier Erlenmeyer, 200 mgN/L de
sulfate d’ammonium/thiamine et 100 pL d’une solution Tween 80/ergostérol ont été ajoutés en
limitant I'aération de la culture (homogénéisation uniquement par refoulement a I'aide de la
pipette). Enfin dans le deuxiéme Erlenmeyer, uniquement 200 mgN/L de sulfate d’ammonium ont
été ajoutés en limitant I'aération de la culture (homogénéisation uniquement par refoulement a

I'aide de la pipette).

A 72h, 200 mgN/L de sulfate d’ammonium ont été rajoutés dans toutes les conditions avec
agitation/aération pendant 5 minutes dans le bioréacteur et limitation de I'aération dans les

Erlenmeyers de la méme maniére qu’a 48h (Figure 33).
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Figure 33: Vue d’ensemble de la fermentation séquentielle du test 3. Sb: S. bacillaris SFL1 et Sc: S. cerevisiae SLM.
Statique : aération et agitation stoppées.
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Test 4 : 220 g/L de sucres — 400 rpm/0,5 VVM — Maitrise de I’azote

Apres stérilisation a 120°C pendant 20 minutes, le bioréacteur a été rempli avec 1 L de jus de raisin
stérile normalisé en sucre a 220 g/L. Pour I'expérience, la température du jus de raisin a été
maintenue a 28°C. Le couple agitation/aération appliqué correspond a % du K,a max soit 400 rpm/0,5
VVM. Une fois mis en place, le jus de raisin a été inoculé avec S. bacillaris SFL1 a une concentration
de 5.10° cellules/mL. Au bout de 24h de culture, S. cerevisiae SLM a ensuite été ajoutée a une
concentration de 10° cellules/mL. A ce moment, I'agitation a été stoppée et uniquement I’aération a

0,5 VVM conservée pendant 24h. A la fin du temps d’aération, le débit d’air a été arrété.

Le milieu a été supplémenté en sulfate d’ammonium a une concentration finale de 200 mgN/L a 24,

48 et 72h (Figure 34).

o ] e | ed | o= |

1o 24h

Inoculation de Sb a Inoculation de 5c a
5.10% cellules/mL 108 cellules/mL

Figure 34 : Vue d’ensemble de la fermentation séquentielle du test 4. Sb: S. bacillaris SFL1 et Sc: S. cerevisiae SLM.
Statique : aération et agitation stoppées.

Test 5: 220 g/L de sucres — 400 rpm/0,5 VVM — Essai d’une supplémentation multiple

Apres stérilisation a 120°C pendant 20 minutes, le bioréacteur a été rempli avec 1,4 L de jus de raisin
stérile normalisé en sucre a 220 g/L. Pour I'expérience, la température du jus de raisin a été
maintenue a 28°C. Le couple agitation/aération appliqué correspond a % du K,a max soit 400 rpm/0,5

VVM. Une fois mis en place, le jus de raisin a été inoculé avec S. bacillaris SFL1 a une concentration

de 5.10° cellules/mL.
Condition 1

Dans une premiere condition, au bout de 24h de culture, S. cerevisiae SLM a ensuite été ajoutée a

une concentration de 10° cellules/mL. A ce moment, I'agitation a été stoppée et I'aération a 0,5 VVM

129



conservée pendant 24h. A la fin du temps d’aération, le débit d’air a été arrété (Figure 35). Le milieu

a été supplémenté en facteurs de croissance a 24, 48 et 72h.

e (8] ey 4] ey |4

24h 48h 72h 120

Inoculation de Sb & Inoculation de Sc a
5.108 cellules/mL 108 cellules/mL

Figure 35 : Vue d’ensemble de la fermentation séquentielle du test 5 condition 1. Sb : S. bacillaris SFL1 et Sc : S. cerevisiae
SLM. Statique : aération et agitation stoppées.

Condition 2

Dans une seconde condition, S. cerevisiae SLM a été inoculée lorsque S. bacillaris SFL1 a atteint une
concentration cellulaire de 10® cellules/mL. Puis, I'agitation a été stoppée et I'aération a 0,5 VVM
conservée pendant 24h. A la fin du temps d’aération, le débit d’air a été arrété (Figure 36). Le milieu
a été supplémenté en facteurs de croissance (L-glutamine, acide L-glutamique, L-arginine, sulfate

d’ammonium, ergostol, chlorhydrate de thiamine et biotine) a 24, 48 et 72h.

lo 48h

Inoculation de Sb a Inoculation de Sc a
5.108 cellules/mL 10% cellules/mL
guand 5b atteint 102
cellules/mL

Figure 36 : Vue d’ensemble de la fermentation séquentielle du test 5 condition 2. Sb : S. bacillaris SFL1 et Sc : S. cerevisiae
SLM. Statique : aération et agitation stoppées.
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3.2. Résultats et discussion

3.2.1. Echelle laboratoire Erlenmeyer
3.2.1.1. Sélection des souches

Parmi les onze souches de levures non-Saccharomyces sélectionnées, neuf sont Crabtree positives et
deux Crabtree négatives. Les profils de fermentation des deux souches Crabtree négatives (K. lactis)
sont clairement identifiables (Figure 37 A et B). En effet, la consommation en sucre est tres faible (6
g/L en 14 jours), ainsi que la production en éthanol (0,3% v/v en 14 jours) pour les deux souches.
Cependant, les populations de K. lactis mucl2777 et de K. lactis mucl27778 atteignent 8,9.10°
cellules/mL et 7,9.107 cellules/mL respectivement lors de la fin de I’expérience. Ainsi, méme dans ces

conditions, le peu d’oxygene dissous disponible a permis a ces levures de se développer.

Les souches de T. delbrueckii (Figure 37 C, D et E), n’étant pas Crabtree négatives, présentent une
consommation en sucre beaucoup plus rapide que les deux souches de K. lactis. En 14 jours de
fermentation, T. delbrueckii CBS a consommé 179,6 g/L de sucre, T. delbrueckii Valmis 216,2 g/L et T.
delbrueckii Valmis 6, 218 g/L. Dans un méme temps, les concentrations en éthanol s’échelonnent
respectivement de 11,20 % (v/v), 13,45 % (v/v) et 13,70 % (v/v). Les populations de levures pour les
trois souches atteignent sensiblement la méme concentration cellulaire, soit environ 3.10’
cellules/mL. Le profil de fermentation des souches de M. pulcherrima (Figure 37 F, G et H) se
différencie tout d’abord par la consommation linéaire des sucres au cours du temps. La vitesse de
consommation est beaucoup moins rapide que les précédentes souches. Par exemple, en 14 jours,
seulement 68 g/L de sucre ont été consommés par M. pulcherrima Valmis et 72 g/L par M.
pulcherrima 2. Parallelement, 4% (v/v) d’éthanol ont été produits par les deux souches. Aprés une
phase de latence de 24h, les niveaux de population pour ces deux souches atteignent environ 2.10’

cellules/mL en phase stationnaire.

Le profil de fermentation des deux souches de H. uvarum (Figure 37 | et J) est similaire a ceux de M.
pulcherrima. En effet, la consommation des sucres est quasi-linéaire. Sur le temps de |'expérience, H.
uvarum 4B13 a consommé 64 g/L de sucre et H. uvarum 2A10 56 g/L. 3,85% (v/v) et 3,00% (v/v)
d’éthanol ont été respectivement produits. Comme pour M. pulcherrima, les deux souches
atteignent une biomasse d’environ 2.107 cellules/mL. La derniére souche de levure NS testée est S.
bacillaris SFL1 (Figure 37K). Comparée aux deux derniéres espéces, prés de 120 g/L de sucre ont été
consommeés en 14 jours avec une production de 5,7% (v/v) d’éthanol. La population de cette souche
atteint également une concentration de 2.107 cellules/mL en phase stationnaire. Enfin, le témoin S.
cerevisiae SLM (Figure 37L) réalise une fermentation compléte en 11 jours avec une production de
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14,1% (v/v) d’éthanol. Durant la phase stationnaire, une population stable de 6.107 cellules/mL a été

atteinte.
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Figure 37 : Profil de fermentation des levures NS sélectionnées en jus de raisin normalisé a 232 g/L de sucre sans agitation a
20°C. A : K. lactis mucl2777, B : K. lactis mucl27778, C : T. delbrueckii CBS, D : T. delbrueckii Valmis 3, E : T. delbrueckii Valmis
6, F: M. pulcherrima SB13, G : M. pulcherrima Valmis, H : M. pulcherrima 2, | : H. uvarum 4B13, ) : H. uvarum 2A10, K : S.
bacillaris SFL1, L: S. cerevisiae SLM (témoin). Les courbes pleines représentent les populations viables, les courbes en
pointillés avec un carré la concentration en sucre et les courbes en pointillés avec un triangle la concentration en éthanol.
Pour chaque souche, les expériences ont été réalisées en duplicat et les barres d’erreur représentent I'écart-type des

résultats.

A partir des ces profils de fermentation, le rendement en éthanol a été calculé a deux moments

différents. Le premier, réalisé a 3 jours, correspond au moment de I'inoculation de S. cerevisiae SLM

lors des fermentations séquentielles, le deuxieme en fin d’expérience (14 jours). Le Tableau 13

résume I'ensemble des rendements en éthanol et le pourcentage de sucre consommeé.
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Tableau 13 : Rendements en éthanol a 3 jours et 14 jours de fermentation et pourcentage de sucre consommé des levures
NS sélectionnées. Fermentations réalisées en jus de raisin normalisé en sucre a 232 g/L. S. cerevisiae a été utilisée comme
témoin dans les méme conditions de culture. X : non calculable, EtOH : éthanol.

Rendement en éthanol (g EtOH/g de sucre)  Sucre consommé (%)

Souches Espece

Jour 3 Jour 14 Jour 3 Jour 14
1mucl 2777 Kluyveromyces lactis X X X X
2mucl 27778 Kluyveromyces lactis X X X X
CBS Torulaspora delbrueckii 0,44+0,2 0,49+0,3 16,402 77,41+1
Valmis 3 Torulaspora delbrueckii 0,41+0,1 0,49+0,2 19,7843 93,90+2
Valmis 6 Torulaspora delbrueckii 0,44+0,3 0,48+0,2 23,3813 96,2143
SB13 Metschnikowia pulcherrima  0,52+0,4 0,45+0,3 2,63+1 23,0242
Valmis Metschnikowia pulcherrima  0,42+0,2 0,47+0,2 4,46%1 29,3143
2 Metschnikowia pulcherrima  0,21+0,1 0,44+0,1 6,402 31,062
4B13 Hanseniaspora uvarum 0,2810,1 0,48+0,2 7,352 27,2812
2A10 Hanseniaspora uvarum 0,31+0,2 0,4310,1 6,031 23,8812
SFL1 Starmerella bacillaris 0,26+0,1 0,38+0,1 9,09+3 50,9943
SLM Saccharomyces cerevisiae 0,4340,1 0,48+0,1 33,8414 1000

Suite aux tres faibles consommations de sucre et de productions d’éthanol des deux souches de K.
lactis, le calcul du rendement en éthanol n’a pas été possible. Parmi les autres souches, les
rendements a 3 jours varient de 0,21 a 0,52 (g EtOH/g de sucre) et les rendements en fin
d’expérience de 0,38 a 0,49 (g EtOH/g de sucre). Parmi ces résultats, les moins bons rendements ont
été choisis comme critére de sélection des souches. Ainsi, les souches surlignées en bleu (Tableau 13)
regroupant M. pulcherrima 2, H. uvarum 4B13, H. uvarum 2A10 et S. bacillaris SFL1 ont été
selectionnées. Comparées a S. cerevisiae SLM, aucune des levures NS n’a consommé la totalité des
sucres. Néanmoins, sur ces premiers résultats, la levure qui semblerait la plus intéressante est S.
bacillaris SFL1 puisqu’elle a consommé 51% des sucres et posséde un rendement de 0,38 (g etoh/g
de sucre) a 14 jours. Cette premiere étape de sélection a permi de réduire le nombre de candidats
afin d’évaluer ensuite leur potentiel de réduction en éthanol dans le cadre de fermentations

séquentielles.

3.2.1.2. Fermentation séquentielle — Effet de 'aération

A partir des souches précédemment sélectionnées, I'effet de I'aération sur la premiéere partie de la
fermentation séquentielle avec S. cerevisiae SLM a été évalué. Par comparaison, en fermentation
séquentielle statique, tous les couples levures NS — S. cerevisiae SLM ont terminé la fermentation
avec une consommation totale des sucres. Mais comparé a S. cerevisiae SLM seule (Figure 38E), les

concentrations en éthanol obtenues en fermentation séquentielle ne sont que tres légerement
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inférieures (-0,35% v/v pour M. pulcherrima 2 — S. cerevisiae SLM et -0,2%v/v pour S. bacillaris SFL1 —
S. cerevisiae SLM) (Tableau 14). Dans ces conditions, lors de I'inoculation de S. cerevisiae SLM, toutes
les levures NS testées ici n’ont pas la méme capacité a persister dans le milieu. En effet, aprés 7 jours,
M. pulcherrima 2 (Figure 38A) n’est plus détectable, 9 jours pour H. uvarum 4B13 (Figure 38B), 12
jours pour H. uvarum 2A10 (Figure 38C) et 16 jours pour S. bacillaris SFL1 (Figure 38D). Ceci pourrait
s’expliquer par la sensibilité plus ou moins importante des souches de levure NS a I'éthanol, a
certaines toxines produitent par S. cerevisiae SLM ou encore un phénomeéne de compétition vis-a-vis

de certains nutriments (Pérez-Nevado et al., 2006).

Tableau 14 : Comparaison des concentrations finales en éthanol et des concentrations résiduelles en sucre lors des
fermentations séquentielles avec les souches de levures NS sélectionnées et S. cerevisiae SLM. Mp 2 — Sc SLM: M.
pulcherrima 2 — S. cerevisiae SLM, Hu 4B13 — Sc SLM : H. uvarum 4B13 - S. cerevisiae SLM, Hu 2A10 — Sc SLM : H. uvarum —
S. cerevisiae SLM et Sb SFL1 — Sc SLM : S. bacillaris SFL1 — S. cerevisiae SLM. S. cerevisiae SLM a été inoculée 3 jours apres la
levure NS. Pour chaque souche, les expériences ont été réalisées en duplicat (20 jours de fermentation).

Fermentation statique Fermentation agitée
Souches Concentration en Concentration en Concentration en Concentration en
éthanol (% v/v) sucre résiduel (g/L) éthanol (% v/v) sucre résiduel (g/L)
Mp 2 —Sc SLM 13,610,8 0 11,55+0,6 33,25+2
Hu 4B13 —Sc SLM 13,95+0,5 0 13,7+0,2 0
Hu 2A10 — Sc SLM 13,95+0,6 0 13,7+0,1 0
Sb SFL1 —Sc SLM 13,75+0,4 0 11,25+0,3 25,2543
S. cerevisiae SLM 13,95+0,1 0 13,7510 0

L'agitation lors de la premiére partie de la fermentation séquentielle entraine une augmentation de
la concentration cellulaire. En effet, sans agitation les niveaux de populations atteignent une
concentration d’environ 10® cellules/mL pour M. pulcherrima 2, H. uvarum 4B13 et 2A10 (Figure 38A,
B, C) et 5.10° pour S. bacillaris SFL1 (Figure 38D) en phase stationnaire. Avec agitation, les niveaux de
M. pulcherrima 2, H. uvarum 4B13 et H. uvarum 2A10 atteignent une concentration d’environ 4.10°
cellules/mL (Figure 39A, B et C) et S. bacillaris SFL1 10° cellules/mL (Figure 39D). Pour toutes les
souches, la durée de cultivabilité en présence de S. cerevisiae SLM est augmentée. Ainsi, M.
pulcherrima 2 reste détectable jusqu’a 19 jours (Figure 39A), H. uvarum 4B13 et 2A10 14 jours
(Figure 39B et 39C). S. bacillaris SFL1 reste viable tout au long de I'expérience avec des niveaux de
populations supérieurs a S. cerevisiae SLM (Figure 39D) ce qui a déja été observé dans I'étude de
Englezos et collaborateurs (2018). Au niveau des profils de fermentation, une différence notable est
visible pour les fermentations séquentielles M. pulcherrima 2 — S. cerevisiae SLM et S. bacillaris SFL1
— S. cerevisiae SLM. Pour chacune de ces fermentations, la totalité du sucre n’a pas été consommée
et une fermentation languissante a été observée. En parallele, les concentrations en éthanol ont
atteint 11,55% (v/v) et 11,25% (v/v), respectivement. Pour les deux fermentations séquentielles avec
H. uvarum, la totalité du sucre a été consommée et les concentrations en éthanol ont atteint une
valeur de 13,95% (v/v), soit la méme concentration que celle obtenue avec S. cerevisiae SLM seule.
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Cette deuxieme étape de sélection a permis de montrer que la souche la plus adaptée a notre
objectif de réduction de la teneur en éthanol est S. bacillaris SFL1. D’autre part, cette expérience a
montré que 'aération pendant la premiére partie de la fermentation séquentielle était un élément
déterminant pour diminuer de maniére plus importante la concentration en éthanol. Dans ces
conditions, le métabolisme respiro-fermentaire est favorisé et permet une consommation des sucres
avec une production d’éthanol diminuée (Quiros et al., 2014; Morales et al., 2015). Cependant, un
phénomeéne de fermentation languissante est apparu, ce qui pourrait suggérer que les besoins en
azote assimilable pour S. cerevisiae SLM n’ont pas été couverts (Alexandre and Charpentier, 1998).
En effet, I'aération favorise la production de biomasse ce qui entraine une consommation plus

importante des nutriments et notamment I'azote assimilable.
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Figure 38 : Profil de fermentation séquentielle des levures NS sélectionnées lors de la premiere expérience en jus de raisin
normalisé a 232 g/L de sucre sans agitation a 20°C. A : M. pulcherrima 2, B : H. uvarum 4B13, C: H. uvarum 2A10, D : S.
bacillaris SFL1, E : S. cerevisiae SLM (témoin). Les courbes pleines jaunes représentent les populations viables des levures
NS, Les courbes pleines bleues les populations viables de S. cerevisiae SLM, les courbes en pointillés avec un carré la
concentration en sucre et les courbes en pointillés avec un triangle la concentration en éthanol. Pour chaque souche, les
expériences ont été réalisées en duplicat et les barres d’erreur représentent I'écart-type des résultats.
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Figure 39 : Profil de fermentation séquentielle des levures NS sélectionnées lors de la premiere expérience en jus de raisin
normalisé a 232 g/L de sucre avec 3 jours d’agitation a 20°C. A : M. pulcherrima 2, B : H. uvarum 4B13, C: H. uvarum 2A10,
D: S. bacillaris SFL1, E : S. cerevisiae SLM (témoin). Les courbes pleines jaunes représentent les populations viables des
levures NS, Les courbes pleines bleues les populations viables de S. cerevisiae SLM, les courbes en pointillés avec un carré la
concentration en sucre et les courbes en pointillés avec un triangle la concentration en éthanol. Pour chaque souche, les
expériences ont été réalisées en duplicat et les barres d’erreur représentent I’écart-type des résultats.
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3.2.1.3. Fermentation séquentielle — Effet d’'une supplémentation en

azote

Les précédents résultats ont montré que I'aération au cours de la premiére partie de la fermentation
séquentielle permettait de diminuer de maniére plus importante la concentration en éthanol en fin
de fermentation. La levure S. bacillaris SFL1 semble étre la levure la plus prometteuse mais des
problemes de fermentation languissante ont été rencontrés. Dans cette expérience, plusieurs
souches appartenant a l'espece Starmerella bacillaris ont été de nouveau sélectionnées afin de
vérifier si d’autres souches ne seraient pas plus performantes. De plus, une supplémentation en
azote sous forme de sulfate d’'ammonium a été apportée. En plus de S. bacillaris SFL1, deux autres
souches ont été testées: S. bacillaris BB1FA3 et S. bacillaris BA1-7. Au cours de la fermentation
séquentielle, toutes les souches de S. bacillaris (SFL1, BB1FA3 et BA1-7) maintiennent un niveau de

population élevée d’environ 6.10° cellules/mL au cours de la phase stationnaire (Figure 40 A, B et C).
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Figure 40 : Profil de fermentation séquentielle de plusieurs souches de levures S. bacillaris en jus de raisin normalisé a 245
g/L de sucre avec 4 jours d’agitation a 20°C. A: S. bacillaris BBIFA3, B: S. bacillaris BA1-7, C: S. bacillaris SFL1, D : S.
cerevisiage SLM (témoin). Les courbes pleines jaunes représentent les populations viables des levures NS, Les courbes
pleines bleues les populations viables de S. cerevisiae SLM, les courbes en pointillés avec un carré la concentration en sucre
et les courbes en pointillés avec un triangle la concentration en éthanol. Pour chaque souche, les expériences ont été
réalisées en triplicat et les barres d’erreur représentent I'écart-type des résultats.
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En fin de fermentation, une chute de la viabilité est observée mis a part pour S. bacillaris BA1-7
(Figure 40B). Comparé a la précédente expérience, I'apport en sulfate d’ammonium a permis dans le
cas du couple S. bacillaris SFL1 — S. cerevisiae SLM de consommer la totalité des sucres en produisant
13,77% (v/v) d’éthanol. Dans le temps de I'expérience, seul ce couple a terminé la fermentation. La
diminution obtenue dans ce cas était de prés de 0,9% (v/v) d’éthanol (Tableau 15) comparée a une
fermentation avec S. cerevisiae SLM seule (Figure 40D). L’étape suivante a consisté a réaliser les
fermentations séquentielles en modQt issu du cépage Merlot. Le délai d’inoculation de S. cerevisiae
(aprés S. bacillaris SFL1) a été étudié afin d’évaluer I'impact sur la réduction en éthanol (Englezos et

al., 2016a).

Tableau 15: Comparaison des concentrations finales en éthanol et des concentrations résiduelles en sucre lors des
fermentations séquentielles avec les souches de levures S. bacillaris et S. cerevisiae SLM. Sb BB1FA3 — Sc SLM : S. bacillaris
BB1FA3 —S. cerevisiae SLM, Sb BA1-7 —Sc SLM : S. bacillaris BA1-7 — S. cerevisiae SLM, Sb SFL1 —Sc SLM : S. bacillaris SFL1 —
S. cerevisiae SLM. Pour chaque souche, les expériences ont été réalisées en triplicat.

Souches Concentration en éthanol (% v/v) Concentration en sucre résiduel (g/L)
Sb BB1FA3 — Sc SLM 13,7310,2 4+0,8
Sb BA1-7 — Sc SLM 13,740,1 10+1
Sb SFL1 — Sc SLM 13,7740,2 0
S. cerevisiae SLM 14,66+ 0
3.2.1.4. Fermentation séquentielle — Test en mo{t de Merlot

Le mo(t utilisé ici est issu du cépage Merlot et contient 205 g/L de sucre et 180 mgN/L supplémenté
en sulfate d’ammonium pour obtenir 350 mg N/L. Trois délais d’inoculation de S. cerevisiae SLM ont

été testés : 24, 48 ou 72h (sous agitation) apres ensemencement de S. bacillaris SFL1 (Tableau 16).

Tableau 16 : Effet du délai d’inoculation de S. cerevisiae SLM en fermentation séquentielle sur la diminution en éthanol. S.
cerevisiae SLM seule a été utilisée comme témoin dans les mémes conditions de fermentation.

Concentration en éthanol (% v/v)

Moment d’inoculation de S. cerevisiae SLM aprés S. S. bacillaris SFL1
bacillaris SFL1 - S. cerevisiae SLM (témoin)
S. cerevisiae SLM
Statique (témoin) X 12,3+0
24h avec agitation 12+0 12,15+0,1
48h avec agitation 11,8+0 12,25+0,1
72h avec agitation 11,9+0,1 12,25+0,1

En condition statique, S. cerevisiae SLM réalise la fermentation en 7 jours avec une concentration
cellulaire finale ? d’environ 5.10° cellules/mL et une production de 12,3 % (v/v) d’éthanol (Figure
41D). En fermentation séquentielle avec S. bacillaris SFL1, il apparait que la diminution la plus
importante a lieu lorsque S. cerevisiae SLM est inoculée aprés 48h de fermentation de S. bacillaris
SFL1. La méme observation est obtenue a 72h. Au niveau des populations, I'inoculation de S.
cerevisiae SLM a 24h n’engendre pas une chute importante de la cultivabilité de S. bacillaris SFL1
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(2.107 cellules/mL) (Figure 41A), alors qu’a 48 et 72h une chute importante de la cultivabilité a été
observée (3.10° et 7.10° cellules/mL, respectivement) (Figure 41B et C). Dans ces conditions, une
fermentation de 48h de S. bacillaris SFL1 est suffisante pour diminuer (-0,45 % (v/v)) la concentration

en éthanol dans le vin (Tableau 16).
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Figure 41 : Profil de fermentation séquentielle de S. bacillaris SFL1 en mo(t (Merlot) avec différents temps d’agitations lors
de la premiére partie de la fermentation a 28°C. A : 24h d’agitation, B : 48h d’agitation, C : 72h d’agitation, D : S. cerevisiae
SLM sans agitation (témoin). Les courbes pleines jaunes représentent les populations viables des levures NS, Les courbes
pleines bleues les populations viables de S. cerevisiae SLM, les courbes en pointillés avec un carré la concentration en sucre
et les courbes en pointillés avec un triangle la concentration en éthanol. Pour chaque souche, les expériences ont été
réalisées en triplicat et les barres d’erreur représentent I'écart-type des résultats.

Cette premiére série d’expériences a permis de sélectionner la levure NS S. bacillaris SFL1 comme
meilleure candidate vis-a-vis de la réduction en éthanol dans les vins de maniére biologique.
Plusieurs études ont déja décrit cette levure comme ayant un fort potentiel de réduction en éthanol
(Englezos et al., 2015, 2016a, 2017; Canonico et al., 2016; Rolle et al., 2017). Comme dans notre
étude, il s’avere que l'aération durant la premiere phase de la fermentation séquentielle est
essentielle pour obtenir une diminution de I’éthanol significative (Contreras et al., 2015; Englezos et
al., 2018b). Ainsi, pour améliorer le procédé en favorisant la production de biomasse et le
métabolisme respiro-fermentaire de S. bacillaris SFL1, I'étape suivante a consisté a réaliser les

fermentations séquentielles en bioréacteur.
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3.2.2. Echelle laboratoire bioréacteur

3.2.2.1. Détermination des parameétres d’oxygénation en bioréacteur (K,a
statique et dynamique)

Cette partie est reprise dans son intégralité dans I'article scientifique rédigé a la suite de I'étude
préliminaire. Ces parameétres permettent uniquement de réaliser des fermentations dans des
conditions d’aération identiques entre les essais. Ainsi pour éviter une redondance, il est proposé au

lecteur de se reporter aux sections «3.5.2.» et « 3.5.3. » de |’article scientifique pages 154 a 157.

3.2.2.2. Premier test de réduction en éthanol (267 g/L de sucre — 500
rom/1 VVM) 100 mgN/L J+1 et J+2

Lors de ce premier test, le niveau de population de S. bacillaris SFL1 atteint en 24h une concentration
de 5.10% cellules/mL. Puis de 2 & 4 jours, une population moyenne de 2.10° cellules/mL est obtenue.
Comparés aux précédentes expériences en Erlenmeyer, ces niveaux sont beaucoup plus importants.
Lors de I'inoculation de S. cerevisiae SLM, la phase stationnaire est atteinte en 48h, puis le niveau de
population se maintient & environ 2.10° cellules/mL. Au bout de 7 jours de fermentation, une chute
de la cultivabilité cellulaire est visible, aussi bien pour S. bacillaris SFL1 que S. cerevisiae SLM. A 3
jours de fermentation, 55,6 g/L de sucre ont été consommés et 0,7 % (v/v) d’éthanol produit. Il faut
attendre la fin de la phase exponentielle de S. cerevisiage SLM pour voir une augmentation
significative de la concentration en éthanol (1,5 % (v/v) en 24h). Au bout de 21 jours, une
fermentation languissante est observée et un arrét de la fermentation est visible a 30 jours. A la fin

de I'expérience la concentration en sucre résiduel est de 32,2 g/L (Figure 42).
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Figure 42 : Profil de fermentation séquentielle de S. bacillaris SFL1 et S. cerevisiae SLM en bioréacteur a 28°C lors du test 1
((267 g/L de sucre — 500 rpm/1 VVM) 100 mgN/L J+1 et J+2). Les courbes pleines jaunes représentent les populations
viables des levures NS. Les courbes pleines bleues les populations viables de S. cerevisiae SLM, les courbes en pointillées
avec un carré la concentration en sucre et les courbes en pointillées avec un triangle la concentration en éthanol.
Expérience réalisée sans répétition.

Lors de cette premiére expérience un ajout de 100 mg N/L de sulfate d’ammonium a été réalisé
conjointement a I'inoculation de S. cerevisiae SLM, puis de nouveau 100 mgN/L ont été ajoutés 24h
apres. Suite a 'arrét de la fermentation, il semblerait que la quantité de sulfate d’ammonium ajoutée
ne soit pas suffisante. La fermentation avec S. cerevisiae SLM seule (témoin) conforte cette
hypothése puisque la fermentation s’est également stoppée a 15,3% (v/v) d’éthanol avec 15 g/L de
sucre résiduel (Figure 43). Cependant, d’autres facteurs pourraient expliquer cet arrét de

fermentation comme un effet cytotoxique de I’éthanol ou une carence nutritionnelle.
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Figure 43 : Profil de fermentation de S. cerevisiae SLM en bioréacteur a 28°C lors du premier test dans les mémes conditions
d’agitation/aération que la fermentation séquentielle. La courbe pleine bleue représente la population viable de S.
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cerevisiae SLM, la courbe en pointillé avec un carré la concentration en sucre et la courbe en pointillé avec un triangle la
concentration en éthanol. Expérience réalisée sans répétition.

Ainsi, pour vérifier si une carence azotée serait a I'origine de la fermentation languissante puis de
I'arrét de la fermentation, des concentrations en sulfate d’ammonium plus importantes ont été
ajoutées. Pour faciliter la consommation compléte des sucres tout en restant dans un potentiel
alcoolique important, la concentration en sucre est diminuée d’environ 10 g/L pour une

concentration finale de 250 g/L (potentiel alcoolique de 14,88% (v/v)).

3.2.2.3. Deuxiéme test de réduction en éthanol (250 g/L de sucre — 500
rom/1 VVM)

L'ajout de sulfate d’ammonium a 200 mgN/L (100 mgN/L dans la précédente expérience) dans le
bioréacteur a 24 et 48h a entrainé une augmentation de la concentration cellulaire. S. bacillaris SFL1
a atteint une population de 6,3.10" cellules/mL en 3 jours et S. cerevisiae SLM 10° cellules/mL deux
jours aprés son inoculation. Le doublement de la concentration en sulfate d’ammonium a ainsi
augmenté de pres de 40 fois la concentration cellulaire de S. bacillaris SFL1 et 8 fois la population de
S. cerevisiae SLM. Cependant, aprés 3 jours de fermentation les populations des deux levures
chutent. Dans ce deuxieme test, une fermentation languissante a été de nouveau observée a partir
de 8 jours de fermentation. La concentration en sucre résiduel mesurée en fin d’expérience atteint 8
g/L et la concentration en éthanol 11,3 % (v/v) (Figure 44). En comparaison, la fermentation témoin
avec S. cerevisiae SLM termine pratiquement la fermentation en 10 jours avec une concentration en

sucre résiduel de 3 g/L et une concentration en éthanol de 14,4 % (v/v) (Figure 45).
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Figure 44 : Profil de fermentation séquentielle de S. bacillaris SFL1 et S. cerevisiae SLM en bioréacteur a 28°C lors du test 2.
Les courbes pleines jaunes représentent les populations viables des levures NS, Les courbes pleines bleues les populations
viables de S. cerevisiae SLM, les courbes en pointillés avec un carré la concentration en sucre et les courbes en pointillés
avec un triangle la concentration en éthanol. Expérience réalisée sans répétition.
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Figure 45 : Profil de fermentation de S. cerevisiae SLM en bioréacteur a 28°C lors du deuxiéme test. La courbe pleine bleue
représente la population viable de S. cerevisiae SLM, la courbe en pointillé avec un carré la concentration en sucre et la
courbe en pointillé avec un triangle la concentration en éthanol. Expérience réalisée sans répétition.

L'augmentation de la concentration en sulfate d’ammonium ajouté en début de fermentation et la
concentration en sucre dans le moQt Iégerement plus faible que lors du premier test ont permis de
réaliser la fermentation presque dans sa totalité. Mais une fermentation languissante est encore
observée. Les parametres d’agitation et d’aération sont définis tels que la vitesse de transfert de

I'oxygéne gazeux vers |'oxygene dissous soit optimale. Or il semblerait que dans ces conditions,
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I'assimilation des nutriments et notamment I'azote assimilable entraine rapidement une carence, ne
permettant pas a S. cerevisiae SLM de terminer la fermentation dans des délais raisonnables. Le
K.amax pourrait donc étre diminué afin de limiter légerement la production de biomasse et ainsi de
carencer dans une moindre mesure le milieu. Pour limiter le risque de fermentation languissante et
valider cette hypothése, la concentration en sucre est ramenée a une concentration raisonnable,
généralement trouvée en vinification (220 g/L, potentiel alcoolique : 13,1 % (v/v)). Pour évaluer si le
milieu pourrait étre carencé vis-a-vis d’autres nutriments, pouvant également expliquer une
fermentation languissante (Belviso et al., 2004; Reddn et al., 2009; Rollero et al.,, 2016), une

supplémentation en lipides et vitamines est testée.

3.2.2.4. Troisieéme test de réduction en éthanol (220 g/L — 400 rpm/0,5
VVM)

Quelles que soient les conditions de fermentation, les populations de S. bacillaris SFL1 sont plus
élevées que celles de S. cerevisiae SLM en début de fermentation. Les concentrations cellulaires
atteignent 10" cellules/mL & 3 jours puis une chute de la viabilité est observée jusqu’a 8 jours de
fermentation avant de se stabiliser entre 10% et 10* cellules/mL. Néanmoins, il semblerait que la
condition avec uniquement une supplémentation en sulfate d’ammonium (Figure 46) permette
d’atteindre plus rapidement la phase stationnaire, a la fois pour S. bacillaris SFL1 et S. cerevisiae SLM.
Pour vérifier cette observation, un plus grand nombre de réplicats serait nécessaire. Le témoin S.
cerevisiage SLM seul atteint le début de la phase stationnaire en une journée puis maintient une

population d’environ 3.10” cellules/mL jusqu’a la fin de la fermentation.
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Figure 46 : Courbes de croissances de S. bacillaris SFL1 et S. cerevisiae SLM au cours de fermentations séquentielles dans
différentes conditions. S.c : S. cerevisiae SLM, S.b : S. bacillaris SFL1, B : bioréacteur, T+N : solution Tween 80/Ergostérol, N :
solution de sulfate d’ammonium. Pour plus de précision sur les conditions de fermentation voir « matériel et méthodes
section 3.1.5.2.3. Application des paramétres sélectionnés a la fermentation séquentielle, test 3 ». Expérience réalisée sans
répétition.

Au niveau de la consommation en sucre, le témoin S. cerevisiae SLM seul a consommé la totalité des
sucres en 7 jours de fermentation, ce qui constitue le temps de fermentation le plus rapide.
Comparées aux tests précédents, les conditions appliquées ici ont permis une consommation des
sucres rapide et totale. En fermentation séquentielle, seules les fermentations réalisées dans un
premier temps dans le bioréacteur pour la premiére partie, puis transférées dans les Erlenmeyers
terminent la fermentation. Parmi elles, la condition avec supplémentation en sulfate d’ammonium
uniguement permet une fermentation totale en 14 jours avec une concentration en sucre résiduel de
0,9 g/L. La condition avec supplémentation en sulfate d’ammonium plus la solution de Tween
80/Ergostérol permet une fermentation en 17 jours avec une concentration en sucre résiduel de 2
g/L. La fermentation séquentielle réalisée en totalité dans le bioréacteur présente prés de 24 g/L de
sucre résiduel en fin d’expérience. Ainsi il semblerait qu’une oxygénation excessive aprées
I'inoculation de S. cerevisiae SLM induise une fermentation languissante, voire un arrét de la
fermentation (Figure 47). Cette observation n’a pour le moment jamais été relevée dans la

littérature.

Concernant les concentrations en éthanol, la plus haute concentration est atteinte par le témoin S.
cerevisiae SLM avec 13,2% (v/v) d’éthanol. Puis suivent les fermentations séquentielles réalisées dans
les Erlenmeyers avec une concentration de 11,9% (v/v) pour la condition avec supplémentation en

sulfate d’ammonium et 11,8% (v/v) pour la condition avec supplémentation en sulfate d’'ammonium
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plus la solution Tween 80/Ergostérol. Enfin, la plus faible concentration est obtenue pour la
fermentation séquentielle réalisée en totalité dans le bioréacteur avec 10,5% (v/v) d’éthanol.
Toutefois, dans ce dernier cas, la fermentation n’est pas terminée et une grande quantité de sucre
résiduel est encore présente. Ainsi, en prenant comme référence la concentration en éthanol du
témoin « S. cerevisiage SLM », il peut étre considéré que des diminutions de 1,3 et 1,4% (v/v) sont
obtenues pour la supplémentation en sulfate d’ammonium et sulfate d’ammonium/ergostérol, en
Erlenmeyer respectivement. Cependant, dans le cas des essais, la concentration en acidité volatile a
augmenté de maniére significative pour atteindre une valeur comprise entre 0,7 et 0,8 g/L. Cette

concentration est trop importante d’un point de vue organoleptique et un maximum de 0,5 g/L doit

étre obtenu (Figure 47).
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Figure 47 : Consommation des sucres et production en éthanol des fermentations séquentielles S. bacillaris SFL1 - S.
cerevisiae SLM (S.b — S.c) dans différentes conditions. B : bioréacteur, T+N : solution Tween 80/Ergostérol, N : solution de
sulfate d’ammonium Pour plus de précision sur les conditions de fermentation voir « matériel et méthodes section
3.1.5.2.3. Application des parametres sélectionnés a la fermentation séquentielle, test 3 ». Expérience réalisée sans
répétition.

L’ajout exclusif de sulfate d’'ammonium comme source d’azote pourrait expliquer 'augmentation de
I'acidité volatile (présenté dans la revue du chapitre 1). Cette augmentation est visible apres
I'inoculation de S. cerevisiae SLM (données non présentées) ce qui laisse supposer que la
composition de la supplémentation nutrionnelle doit étre revue. Pour cela, le dosage des YAN avant
I'inoculation de S. cerevisiae SLM permettra de sélectionner les sources en YAN a apporter et a quelle
concentration. Mais avant cette étape, il est indispensable de réaliser une fermentation compléete en

bioréacteur. Ainsi, les conditions de la fermentation séquentielle avec un transfert en Erlenmeyer et

un ajout de sulfate d’ammonium sont a appliquer a une fermentation compléte en bioréacteur.
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3.2.2.5. Quatriéme test de réduction en éthanol (220 g/L — 400 rpm/0,5
VVM) — Maitrise de I'azote

Afin de déterminer les sources en YAN encore présentes lors de I'inoculation de S. cerevisiae SLM et
leurs concentrations, un dosage des YAN a été réalisé a 24h de fermentation avec S. bacillaris SFL1

(juste avant I'inoculation de S. cerevisiae SLM et I'ajout de sulfate d’ammonium).
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Figure 48 : Profil de consommation des YAN par S. bacillaris SFL1 durant les 24 premiéres heures de fermentation en
bioréacteur a 0,5 VVM5VVM et 400 rpm en jus de raisin commercial. Les expériences ont été réalisées en triplicat et les
barres d’erreur représentent I'écart-type des résultats.

Apres 24h de fermentation en bioréacteur avec S. bacillaris SFL1, seuls I'asparagine, la glutamine,
I’histidine, I'arginine, 'alanine, le gaba, la proline et la cystéine sont encore présents. Parmi eux, le
gaba, I'alanine, la proline, I'arginine et I'histidine sont les sources d’azote les plus importantes (Figure
48). En terme de concentration totale des YAN, ces sources encore présentes ne représentent qu’une

concentration finale d’environ 20 mg N/L (Tableau 17).
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Tableau 17 : Consommation des YAN par S. bacillaris SFL1 en 24h de fermentation.

YAN non présents YAN présents Concentration des YAN encore présents (mgN/L)
Aspartic acid Asparagine 2,1
Glutamic acid Glutamine 0,1
Serine Histidine 2,4
Glycine Arginine 2,6
Threonine Alanine 3,9
Ammonium Gaba 4,9
Tyrosine Proline 2,7
Valine Cysteine 0,3
Methionine

Isoleucine

Leucine

Lysine

Phenylalanine

Total =20 mgN/L

En paralléle, la concentration cellulaire est passée de 5.10° cellules/mL (inoculation) a 5,5.10°
cellules/mL soit une concentration 110 fois plus importante. De plus, aprés 24h, la population de S.
bacillaris SFL1 reste stationnaire. Ainsi, sur les 295 mg N/L initialement présents dans le jus de raisin,
275 mg N/L ont été consommés pour que S. bacillaris SFL1 atteigne la phase stationnaire. Ramenés a
la concentration cellulaire, les besoins de S. bacillaris SFL1 en YAN dans ces conditions s’élévent a 5
mg N/million de cellules. Par la suite, les niveaux de population de S. bacillaris SFL1 diminuent et la
éme

concentration cellulaire de S. cerevisiae reste assez faible. Enfin au 7°™ jour de I'expérience, une

fermentation languissante est observée (Figure 49).
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Figure 49 : Profil de la fermentation séquentielle en bioréacteur du 4
les barres d’erreur représentent I'écart-type des résultats.

test. Les expériences ont été réalisées en triplicat et
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Les conditions de culture utilisées lors de la premiére phase de la fermentation séquentielle
permettent de favoriser la croissance de S. bacillaris SFL1 pour atteindre des concentrations
cellulaires importantes (5,5.10% cellules/mL environ). Cette optimisation du développement cellulaire
va alors conduire a une diminution rapide des sources en azote assimilable. Ainsi, lors de
I'inoculation de S. cerevisiae SLM, une grande partie des sources n’est plus disponible. En condition
cenologique, il est généralement admis qu’une concentration minimale de 120 a 140 mgN/L est
nécessaire pour réaliser une fermentation compléte dans un temps raisonnable (Bely et al., 1990;
Henschke and lJiranek, 1993; Jiranek et al., 1995; Alexandre and Charpentier, 1998; Bisson, 1999;
Beltran et al.,, 2005; Kemsawasd et al., 2015). Seulement, dans le cadre de cette fermentation
séquentielle, seulement 20 mgN/L sont disponibles lors de I'inoculation de S. cerevisiae SLM. Cette
concentration et la diversité réduite des sources de YAN disponibles sont alors largement
insuffisantes pour permettre une croissance satisfaisante de S. cerevisiae SLM et éviter une
fermentation languissante. De plus, la concentration importante de S. bacillaris SFL1 risque
d’impliquer des phénomeénes de compétitions vis-a-vis de I'accessibilité des sources en azote. En
effet, lors de I'inoculation, la concentration cellulaire de S. cerevisiae est pres de 550 fois inférieure a
celle de S. bacillaris SFL1. A la vue de ces résultats, il est alors indispensable de réaliser une
supplémentation en azote assimilable dans le cadre d’un protocole de fermentation séquentielle
visant a réduire la teneur en éthanol dans le vin. Ce paramétre qui a été de nombreuses fois envisagé
(Magyar and Téth, 2011; Englezos et al., 2015, 2017, 2018b; Masneuf-Pomarede et al., 2015; Mestre

Furlani et al., 2017; Rolle et al., 2017) est maintenant vérifié.

La supplémentation en azote assimilable peut se faire sous deux formes : organique (acides aminés)
ou minérale (sulfate/phosphate d’ammonium). Par souci de praticité et de codit, la source minérale
est le plus souvent privilégiée dans le cas de mo(t carencé ou de fermentation languissante par
exemple. Or, les YAN sont décrits pour certains comme précurseurs de composés volatils (Ribéreau-
Gayon et al., 2006; Hazelwood et al., 2008). Ainsi, la source d’azote assimilable utilisée pourrait
influencer la production de composés volatils méme si d’autres mécanismes sont mis en jeu. D’autre
part, dans le cadre d’une fermentation séquentielle S. bacillaris SFL1/S. cerevisiae SLM, une
supplémentation en azote assimilable sous forme minérale (sulfate d’ammonium) ne semble pas étre
la meilleure source en azote d’un point de vue de la production de biomasse, de la vitesse de
croissance en phase exponentielle, du temps de latence et du temps de fermentation (Fairbairn et

al., 2017) (Figure 50).
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Figure 50 : Heat map des acides aminés en fonction des parametres fermentaires. Deux souches de S. cerevisiae ont été
testées (Fairbairn et al., 2017).

Ainsi, a partir de I'étude de Fairbairn et al. (2017), il semblerait qu’'un mix d’acides aminés composé
de glutamate, glutamine, arginine, alanine, serine, aspartate, phenylalanine et valine serait le
meilleur compromis (maximisation de la vitesse de fermentation, de la production de biomasse, de la
vitesse de croissance en phase exponentielle et diminution de la phase de latence) étant donné
gu’une variabilité entre les souches est observable. Ce mix permettrait de couvrir un ensemble plus
large de souches de S. cerevisiae qui pourrait étre utilisées en vinification avec des besoins et des

comportements différents.

A propos de la production des composés volatils, une corrélation linéaire (effet dose-dépendant) a
été clairement établie entre I'acide aminé précurseur et le composé volatil correspondant. A ceci
prés que cette corrélation est valable dans le cas d’'une fermentation avec S. cerevisiae dans un
milieu synthétique avec comme seule source en azote assimilable, I'acide aminé étudié (Fairbairn et
al., 2017). En effet, en présence de plusieurs acides aminés cette corrélation est perdue. Dans le cas
de la fermentation séquentielle avec S. bacillaris SFL1, lors de I'inoculation de S. cerevisiae SLM, un
appauvrissement important des sources azotées a été observé. Dans ces conditions, I'ajout controlé
d’acides aminés pourrait permettre de diriger la production de certains composés volatils
métabolisés par S. cerevisiae SFL1 méme si des systemes de régulations et de compétitions avec S.
bacillaris SFL1 peuvent avoir lieu. Afin de réduire la variabilité des résultats a propos de la production
des composés volatils, 3 acides aminés seront retenus dans la poursuite des expériences. Ces acides
aminés sont le glutamate, la glutamine et I'arginine. Ces trois acides aminés ont été décrits comme
des sources préférentielles chez S. cerevisiae (Crépin et al., 2012, 2017; Fairbairn et al., 2017; Gobert

et al., 2017) et permettent de maximiser les paramétres fermentaires. De plus, le glutamate et la
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glutamine sont directement impliqués dans la biosynthese des acides aminés chez S. cerevisiae.
Quant a l'arginine, cet acide aminé est dans de trés nombreux cas I'acide aminé majoritaire dans le
mo(t. Lors de la précédente expérience, la supplémentation en source azotée a été réalisée a I'aide
d’une solution de sulfate d’ammonium. Or il s’avere que cette source n’est pas optimale pour
maximiser les parameétres fermentaires avec S. cerevisiae. L'ammonium est également impliqué dans
la production d’acide acétique, or les besoins en azote étant importants, la quantité importante de
sulfate d’ammonium utilisée lors de la fermentation séquentielle pourrait expliquer la production

significative d’acide acétique (Figure 51).
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Figure 51 : Concentration en acide acétique au cours de la fermentation séquentielle. S. cerevisiae SLM a été ajoutée a 24h.
Les expériences ont été réalisées en triplicat et les barres d’erreur représentent I'écart-type des résultats.

3.2.2.6. Cinquieéme test de réduction en éthanol (220 g/L — 400 rpm/0,5
VVM) — Essai d’une supplémentation multiple (lipide, acide
aminés, sulfate d’ammonium, vitamines)

Rappel des conditions de fermentation :

e Condition 1

B = [ e [ e (4] s

72h 120

Inoculation de Sb a Inoculation de Sc a
5.10¢ cellules/mL 10° cellules/mL
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e Condition 2

i s e s

10 48h

Inoculation de Sb & Inoculation de Sc a
5.106 cellules/mL 108 cellules/mL
quand Sb atteint 10%
cellules/mL

La vitesse de croissance de S. bacillaris SFL1 dans les deux conditions d’expérimentation suit la méme
tendance. En 24h, la phase stationnaire est atteinte avec une concentration levurienne d’environ
7,5.108 cellules/mL. En comparaison, le témoin S. cerevisiae SLM atteint une concentration d’environ
2.10° cellules/mL. Lors de I'inoculation de S. cerevisiae & 10° cellules/mL, lorsque S. bacillaris SFL1
atteint 10° cellules/mL (en réalité 5.10° cellules/mL) (essai 2), la vitesse de croissance de S. cerevisiae
SLM est ralentie. En effet, la phase stationnaire est atteinte en 24h avec une population d’environ 2 a
3.10° cellules/mL. Le méme profil de croissance est observé dans le cas de I'inoculation & 5.10°
cellules/mL de S. cerevisiae SLM aprés 24h de fermentation avec S. bacillaris SFL1. En fin de
fermentation, les populations viables de S. bacillaris SFL1 chutent rapidement (environ 2.10°

cellules/mL) alors que les populations de S. cerevisae SLM se maintiennent dans les deux cas (Figure

52).
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Figure 52 : Profil des populations de levures au cours de la fermentation alcoolique lors du 5
condition 2. Expérience réalisée sans répétition.

test. (1) : condition 1, (2) :

La vitesse de consommation des sucres la plus rapide est observée pour le témoin S. cerevisiae SLM
en début de fermentation jusqu’a 2 jours environ. Puis étonnamment, la fermentation séquentielle
de I'essai 2 montre une vitesse de consommation supérieure jusqu’a la consommation totale des
sucres en 4 jours. Les deux autres essais terminent la fermentation au bout de 6 jours. Dans tous les
cas, aucune fermentation languissante ou arrét de fermentations n’est observé. Parallelement, la
concentration en éthanol obtenue avec le témoin S. cerevisiae SLM atteint 13,2 % (v/v) alors que
pour les fermentations séquentielles, les concentrations atteignent 11,8 % (v/v) pour I'essai 1 et 11,5
% (v/v) pour I'essai 2, ce qui représente une diminution respective de 1,4 % (v/v) et 1,7 % (v/v)

(Figure 53).
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Figure 53 : Profil de consommation des sucres et production de I'éthanol au cours de la fermentation alcoolique lors du g5eme
test. (1) : condition 1, (2) : condition 2. Abréviations : Sb : S. bacillaris SFL1, Sc : S. cerevisiae SLM. Expérience réalisée sans
répétition.

Les précédentes expériences avaient montré une production importante d’acidité volatile. Il avait été
émis I'hypothese que le sulfate d’ammonium, ajouté comme seule source d’azote assimilable,
pouvait étre a I'origine de ce probleme. D’autres facteurs comme une carence en vitamines et en
stérols peuvent également expliquer I'état de stress de S. cerevisiae induisant la production d’acide
acétique. Les résultats de la deuxieme série d’expériences, en utilisant un « mix » de différentes
sources en azote, de vitamines et d’ergostérol, montrent une production significativement moins
élevée avec une concentration de 0,36 g/L pour l'essai 1 et 0,40 g/L pour l'essai 2 en fin de
fermentation. La concentration du témoin S. cerevisiae SLM est cependant moins élevée avec une
concentration de 0,17 g/L (Figure 54). Cette derniere série d’expériences montre bien qu’outre la
nécessité de supplémenter le milieu en azote assimilable aprés I'inoculation de S. cerevisiae SLM, ces
sources doivent étre diversifiées. L’ajout d’azote assimilable doit également étre accompagné d’une
source en stérols afin d’éviter un déséquilibre azote/stérols (Tesniére et al., 2013; Duc et al., 2017)

pouvant entrainer une fermentation languissante.
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Figure 54 : Production d’acidité volatile au cours des fermentations alcoolique lors du 57 test. (1) : condition 1, (2):
condition 2. Abréviations : Sb : S. bacillaris SFL1, Sc : S. cerevisiae SLM. Expérience réalisée sans répétition.
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3.3. Conclusions de |'étude préliminaire

Les différentes étapes de sélection ont fait apparaitre que la levure Starmerella bacillaris était la
meilleure candidate dans le cadre de la mise au point de notre procédé. Les essais a |'échelle
laboratoire en Erlenmeyers ont mis en évidence qu’une aération était nécessaire afin d’obtenir une
réduction en éthanol significative. Cette aération a eu pour effet d’augmenter la concentration
cellulaire de S. bacillaris ce qui a entrainé une fermentation languissante aprés inoculation de S.
cerevisiae SLM. Une carence en YAN peut étre a l'origine de fermentation languissante. De ce fait,
une supplémentation en sel d’ammonium sous forme de sulfate d’ammonium a été réalisée. Parmi
les différentes souches de S. bacillaris testées, seul le couple S. bacillaris SFL1/S. cerevisiae SLM a
terminé la fermentation dans les temps de I'expérience avec une réduction significative de I'éthanol
(-0,9% v/v) comparée au témoin S. cerevisiae SLM seul. Ce couple a alors été retenu pour la suite des
expériences. Un dernier test a été réalisé a I'échelle laboratoire en Erlenmeyer sur mo(t de Merlot
afin d’évaluer le comportement des levures dans cette matrice. Au cours de cette expérience,
I'impact du délai d’inoculation de S. cerevisiae SLM sur la réduction en éthanol a été évalué. Les
résultats montrent que le meilleur délai d’inoculation de S. cerevisiae SLM est de 48 h apres
I’ensemencement de S. bacillaris SFL1. Cependant, la diminution en éthanol observée en mo(t (-
0,45% v/v) a été moins importante qu’en jus de raisin supplémenté (-0,9% v/v). Ces premiers
résultats a I'échelle laboratoire en Erlenmeyers ont mis en avant que |'aération durant la premiére
phase de la fermentation séquentielle était déterminante. Ainsi, afin d’améliorer le procédé, des
fermentations séquentielles en bioréacteur ont été réalisées. Tout d’abord, la capacité maximale du
bioréacteur a transférer I'oxygéne gazeux sous forme dissoute dans un jus de raisin normalisé en
sucre a été réalisée. Apres plusieurs séries d’expériences, il s’est avéré que I'amélioration de
I'oxygénation durant la premiere partie de la fermentation séquentielle entraine une importante
augmentation de la production de la biomasse de S. bacillaris SFL1, induisant un appauvrissement
rapide du milieu en nutriments. Le délai et la concentration cellulaire d’inoculation de S. cerevisiae
SLM ont été optimisés. L'ajout seul de sulfate d’ammonium n’est pas suffisant pour éviter une
fermentation languissante. De plus, il pourrait étre a I'origine de la production importante d’acidité
volatile. Ainsi, la mise au point d’un mix de facteurs de croissance pour S. cerevisiae SLM a montré
que les besoins nutritionnels pour éviter une fermentation languissante et une production
importante d’acidité volatile étaient multifactoriels. Une fois ces verrous technologiques levés, la
diminution en éthanol atteint -1,7% v/v comparée au témoin avec une concentration acceptable en

acidité volatile (0,4 g/L).
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A partir de cette mise au point préliminaire, les expérimentations réalisées font I'objet d’un dernier
article scientifique présenté dans la prochaine partie. De plus, le transfert vers I'échelle semi-

industrielle fait partie intégrante de la publication.

N.B. : Le référencement des tableaux et des figures dans I'article sont compris entre parenthéses
suivit de la mention « manuscript ». Le référencement des tableaux et des figures en considérant la

these dans son ensemble sont situés en début de légende.
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Abstract

The use of non-Saccharomyces yeasts in sequential fermentation has been highlighted as a new
biological method to reduce ethanol content in wine. However, until now ethanol reduction using
this method has been limited and industrial scaling-up ineffective. In this study, we tested the strain
Starmerella bacillaris SFL1. Oxygen and nitrogen requirements were studied to optimize ethanol

reduction in sequential fermentation. The results on the bioreactor scale showed that oxygenation
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during the first part of sequential fermentation was essential to increase biomass development and
limit ethanol production. However, an addition of a growth factor solution including several nitrogen
sources was necessary to avoid S. cerevisiae nutritional deficiency. Ethanol reduction obtained on the
bioreactor scale reached -1.65% (v/v) compared to a pure culture of S. cerevisae. This method
applied at pilot scale fermentation with Syrah must, provided that a 1% (v/v) ethanol reduction
without organoleptic deviation. Sensory analysis confirmed that positive descriptors were generally

mostly attributed to wines obtained with sequential fermentation compared to control fermentation.

3.4. Introduction

In the face of global climate change, some wine regions are undergoing an acceleration of vine
phenology (Stock et al.,, 2004). Consequently, the harvest date is generally early (Duchéne and
Schneider, 2008) to prioritize optimal technological maturity but with the risk of suboptimal phenolic
maturity. In such conditions, musts can present high sugar concentration. Thus, a must with good
phenolic maturity can present a high concentration of sugar (Mira de Ordufia, 2010), leading to a
high final ethanol content. This increase of wine ethanol content can lead to a number of
microbiological, technological, sensory, public health and economic problems (Martin and Pangborn,

1970; Fischer and Noble, 1994; Kontkanen et al., 2004; Colombié et al., 2005; Mira de Ordufia, 2010).

The first step to reduce sugar concentration in must is vine management. Increasing the number of
buds by choosing a vigorous rootstock allows increasing the number of grapes per vine and
improving its vegetal characteristics (Bogard and Bisson, 2006). In addition, the rate of sugar
accumulation in grapes is mainly dependent on the ratio between leaf surface and fruit weight. Thus,
lower sugar accumulation in grape berries can be achieved by reducing leaf surface (Ozturk and Anli,
2014; Zhang et al., 2017). Increasing irrigation is another possibility, but good control of the process
is essential to obtain a must without significant modifications (Junquera et al., 2012). Moreover, the
use of water resources is questionable from the environmental perspective. If vine management
cannot be considered, pre-fermentation methods can be used. The first and the most simple process,
where allowed by legislation, is the dilution of the must with water or a weakly sweet must
(Pickering, 2000; Schmidtke et al., 2012). However, this method can induce sensory imbalances,
aromatic losses in wines, and may be illegal in some countries. The second pre-fermentation method
involves aerobic dehydrogenase, the glucose oxidase (EC 1.1.3.4) (GOX) that catalyzes the oxidation
of glucose to gluconolactone in the presence of oxygen. The reduction of ethanol by about 40% (v/v)
can be achieved but GOX-treated wines are acidic due to the high level of gluconic acid and
deacidification or the addition of sweet reserve is necessary (Pickering et al., 1998, 1999; Pickering,

2000). Post-fermentation methods can be also used. Reverse osmosis is the most common method
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and consists in applying greater pressure than osmotic pressure on the high concentration side (wine
rich in ethanol) and solvent (water and ethanol) can migrate from the “rich” wine across the
membrane to the low concentration solution (Schmidtke et al., 2012). At the end of the process, the
water content of the wine is readjusted by the addition of juice with a low sugar concentration. This
technique allows completely dealcoholizing wine, with a negligible ethanol concentration (0.19%
(v/v) on average) (Liguori et al., 2013). Wine dealcoholization has no effect on the main chemical and
physical properties of wine including total phenols, flavonols, esters and other organic acids.
However, the volatile fraction of wine decreases significantly (Liguori et al., 2013), which has a

negative impact on aromas, essential elements of a wine quality.

Faced with these somewhat serious issues, the use of non-Saccharomyces (NS) yeasts has proved to
be a new and gentle alternative. These yeasts were isolated from the microbiota present on grapes
and winemaking equipment and several studies of selections were conducted regarding their low
ethanol yields (Ferraro et al., 2000; Contreras et al., 2014b, 2015; Gobbi et al., 2014; Ciani et al.,
2016). Generally, NS yeasts are unable to carry out complete alcoholic fermentation alone.
Therefore, co-inoculation or sequential inoculation with S. cerevisiae is necessary. Table 1
summarizes the ethanol reduction ranges obtained with several NS species used in co- or sequential
inoculations with S. cerevisiae at the laboratory scale only. For the largest reduction (4% (v/v))
(Shekhawat et al., 2016), fermentations were conducted in a Chemical Defined Grape Juice (CDGJ)
with a relatively low sugar concentration (200 g/L) and strong aeration (Shekhawat et al., 2016). In
these conditions, acetic acid production was significantly high (2.05 to 3.84 g/L) and thus not
applicable in winemaking. For the other studies performed, ethanol reduction ranged between 2.2%
(v/v) and 0.1% (v/v), with significantly lower acetic acid concentrations, but not always under the
critical threshold of 0.6 g/L (Contreras et al., 2015; Canonico et al., 2016; Englezos et al., 2018b).
From these studies, it appears that Metschnikowia pulcherrima and Starmerella bacillaris were the
NS yeasts used most. In particular, the strong fructophilic characteristic of S. bacillaris and its ability
to produce low quantities of ethanol and acetic acid, with high amounts of glycerol (Englezos et al.,

2015), demonstrated high potential for the reduction of ethanol in wine.

In sequential inoculation with NS yeasts, the total consumption of sugar (residual sugar
concentration < 2 g/L) was not observed in all conditions and fermentation times were prolonged
compared to control fermentations with S. cerevisiae alone (Contreras et al., 2015; Canonico et al.,
2016). These observations can be explained by a consumption of a significant part of nitrogen
sources by NS yeasts during the first part of the fermentation (Andorra et al., 2010; Kemsawasd et

al.,, 2015; Gobert et al., 2017). In must, Yeast Assimilable Nitrogen (YAN), mainly represented by
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ammonium and amino acids, is one of the major factors controlling alcoholic fermentation and
preventing stuck or sluggish fermentations (Henschke and Jiranek, 1993; Alexandre and Charpentier,

1998). This critical point has never been investigated during sequential fermentation targeting

ethanol reduction.
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Tableau 18 (Table 1 manuscript): Reduction of ethanol content after sequential fermentations of some NS yeasts in comparison with S. cerevisiae. CDGJ: Chemical Defined Grape Juice

Time before Ethanol \l.ol.atlle
. . . . . . acidity (as .
Strains Fermentation Matrix inoculation of reduction L Oxygenation Reference
S.cerevisiae (% v/v) acetic acid
g/L)
S. bombicola/S. cerevisiae sequential Verdicchio 3 days 1.64 0.58 no (Canonico et al., 2016)
M. pulcherrima/S. cerevisiae sequential Verdicchio 72 days 1.46 0.65 no (Canonico et al., 2016)
M. pulcherrima/S. cerevisiae sequential Chardonnay 16 days 0.9 0.1 no (Contreras et al., 2014b)
M. pulcherrima/S. cerevisiae sequential Shiraz 8 days 1.6 0.3 no (Contreras et al., 2014b)
After 50% of the
T. delbrueckii/S. cerevisiae sequential CDGJ initial sugar had 1.5 1.1 yes (Contreras et al., 2015)
been consumed
After 50% of the
Z. bailii/S. cerevisiae sequential CDGJ initial sugar had 2 0.8 yes (Contreras et al., 2015)
been consumed
M. pulcherrima/S. cerevisiae sequential Shiraz 7 days 0.97 0.06 No (Contreras et al., 2014a)
S. uvarum/s. cerevisiae sequential Shiraz 7 days 0.82 0 No (Contreras et al., 2014a)
M. pulcherri . .
pu.c- errima/s. uvarum/s sequential Shiraz 7 days 1.77 0 No (Contreras et al., 2014a)
cerevisiae
. . . . Malvasi d
M. pulcherrima/S. cerevisiae Co-inoculation a \\I/?jlrzan 0 2.2 0.35 yes (Morales et al., 2015)
L. thermotolerans/S. cerevisiae Co-inoculation CDGJ 0 3% 3.84 yes (Shekhawat et al., 2016)
T. delbrueckii/S. cerevisiae Co-inoculation CDGJ 0 4% 2.06 yes (Shekhawat et al., 2016)
M. pulcherrima/S. cerevisiae Co-inoculation CDGJ 0 4% 2.05 yes (Shekhawat et al., 2016)
S. bacillaris/S. cerevisiae sequential Barbera 2 days 0.7% 0.34 no (Englezos et al., 2015)
S. bacillaris/S. cerevisiae Co-inoculation Barbera 0 0.5% 0.34 no (Englezos et al., 2018b)
S. bacillaris/S. cerevisiae Co-inoculation Barbera 0 0.6% 0.62 yes (Englezos et al., 2017
S. bacillaris/S. cerevisiae sequential Barbera 2 days 0.3% 0.33 no (Rolle et al., 2017)
Chardonnay
S. bacillaris/S. cerevisiae sequential Muscat 2 days 0.1-0.2% 0.27-0.4 no (Englezos et al., 2018c)
Riesling
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To obtain significant ethanol reduction using sequential fermentation, oxygen supplementation
during the first stage also appeared essential (Table 1). According to the hypothesis of Gonzalez et al.
(2013), many studies apply partial aeration to ensure yeast sugar assimilation via the respiration
pathway (Quiros et al., 2014; Contreras et al., 2015; Morales et al., 2015; Rodrigues et al., 2016;
Shekhawat et al.,, 2016; Mestre Furlani et al., 2017; Englezos et al., 2018b). Indeed, oxygen
requirement and the Crabtree effect are two factors to be considered for yeast cell aerobic
consumption of sugars under winemaking conditions. Under these conditions, the use of NS yeast
strains showing no or a weak Crabtree effect is necessary, as reported by Ciani et al. (2016). To our
knowledge, no study has yet described the oxygen uptake rate (OUR) of NS yeasts in this context.
Moreover, in this aerobic process, the oxygen transfer rate (OTR) and volumetric oxygen mass
transfer coefficient in a fermenter (K,a) are important physical parameters for understanding and
mastering ethanol reduction in sequential fermentations. The determination of K,a (volumetric mass
transfer coefficient) allows establishing aeration efficiency and quantifying the effects of operating
variables on the provision of oxygen (Pouliot et al., 2000; Garcia-Ochoa and Gomez, 2009; Suresh et
al., 2009; Chiciuc et al., 2010; Garcia-Ochoa et al., 2010; Stanbury et al., 2013). Controlling these
parameters can ensure that the oxygen requirements of the NS yeast used are satisfied, thereby

minimizing any risk of oxidation of wine compounds.

In this study, one strain of Starmerella bacillaris was studied (strain SFL1) as yeasts belonging to this
species have previously demonstrated a potential role in ethanol reduction (Magyar and Téth, 2011;
Englezos et al., 2015, 2016a, 2018b; Mestre Furlani et al., 2017; Rolle et al., 2017) and a positive
impact in sequential fermentation with S. cerevisiae on wine aromatic profiles (Sadoudi et al., 2012;
Whitener et al., 2017). The relation of oxygen transfer and the optimization of the growth dynamics
of S. bacillaris SFL1 during the first stage of must fermentation have been studied at the laboratory
scale. The scale-up to the pilot scale of this strain on Syrah must completed this study. Nitrogen
consumption and wine chemical composition were measured throughout sequential fermentations

and final point sensorial analysis was performed from bottled pilot scale wines.

3.5. Materials and methods

3.5.1. Microorganism and media

The NS yeast strain selected for this study was Starmerella bacillaris (prev. Candida zemplinina) SFL1
(Sofralab, Magenta, France). A commercial strain of Saccharomyces cerevisiae “Selectys La Marquise”
(Sofralab, Magenta, France) was used for single (reference) and sequential fermentations. Each strain

was stored in 20% (v/v) glycerol at -80°C. In the laboratory, pre-cultures were prepared in 100 mL
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modified YPD medium (0.5% (w/v) yeast extract, 1% (w/v) peptone, 2% (w/v) glucose and 0.02%
(w/v) chloramphenicol) at 28°C with stirring (150 rpm) for 24 h. In an experimental winery, pre-
cultures of S. bacillaris SFL1 were prepared in two 20L sterile plastic jugs filled with 15L of modified
YPD medium at 24°C with magnetic stirring (400 rpm) for 48 h. The inoculation of S. cerevisiae
“Selectys® La Marquise” (SLM), a commercial active dry yeast, was performed according to the

manufacturer’s instructions.

3.5.2. Oxygen transfer coefficient (K,a) determination — Static gassing out method

Measures were carried out in a 2L Bioflo 115 benchtop bioreactor (New Brunswick, NJ, USA) using 1L
of final working volume. The temperature was fixed at 28°C. Commercial grape juice (100% pure
white and Muscat grape juice) supplemented with equal proportions of glucose and fructose to
achieve a final sugar concentration of 220 g/L was used, without inoculation. To study the re-
oxygenation rate of the must, 7 stirring speed values coupled with 3 aeration levels (compressed air)
were tested (Table 2). For each measure, the Dissolved Oxygen (DO) concentration started at the

saturation level (100%).

Tableau 19 (Table 2 manuscript): Agitation and aeration used to determine the K;a,,,, in static method.

Agitation (rpm) Aeration (VVM)

100 0.5
100 1
100 2
200 0.5
200 1
200 2
300 0.5
300 1
300 2
400 0.5
400 1
400 2
500 0.5
500 1
500 2
600 0.5
600 1
600 2
700 0.5
700 1
700 2
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Then, the air flow was stopped and the nitrogen flow was opened at 1VVM with the stirring speed

tested. At 10% of DO, the nitrogen flow was stopped and the air opened at the flow rate tested

(Figure 1).
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Figure 55 (1 manuscript): Static method to determine K;a according to agitation and aeration couples.

In this technique, first described by Wise (1951), the increase in dissolved oxygen concentration is

obtained by equation (Eq.1):

dc
— = Kpa(C*— C) (Eq.1)
dy

Where dC/dt is the flow rate of oxygen solution at a concentration of dissolved oxygen C. C* is the
saturation concentration of dissolved oxygen and K,a the volumetric oxygen mass transfer coefficient

in the absence of micro-organisms.

By integrating equation (Eq.1), K,a was obtained from the slope of the curve (Eqg.2):

c
_ Eq.2
ln(C*_ C) K a (Eq.2)
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A K,a value was obtained for each couple tested. When K,a reached a maximum value with no

significant change, even when increasing agitation or aeration, it corresponded to the K,a.,value.
3.5.3. Oxygen transfer coefficient (K,a) determination — Dynamic method

The determination of KLa using the dynamic method is based on the same model. The bioreactor and
grape juice used were the same as for the static method. At the start of measurement, the DO in the
grape juice was maintained at saturation (100%) with an agitation of 500 rpm and an aeration of 1
VVM, corresponding to the parameters used to obtain K,a..x in the static method. After an
equilibration time (10 min), S. bacillaris SFL1 was inoculated with a concentration of 5 x 10° cells/mL.
Meanwhile, the air flow was stopped. Three samples were collected to evaluate the viable cell
density by flow cytometry during DO recording (see method in “inoculation part”). Cell density was
considered as stable during the measurement. In this step, DO reduction followed a linear curve. The

Oxygen Uptake Rate (OUR) was calculated from the slope of the linear curve part (Figure 2).

Inoculation

Equilibrium Reaeration

Air off

Equilibrium

S
c
LoV
[oT]
%
@]
T
= dC
2 Slope =0QOUR — +—— Slope = It
2

L J

Time (seconde)

Figure 56 (2 manuscript): Dynamic method for measuring OUR and K,a during fermentation.

When the DO concentration reached values of 10 at 20%, air was reintroduced under the same

previous operational conditions, thus ensuring the same oxygen transfer rate (Figure 2). In these
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experimental conditions, the increase in dissolved oxygen concentration is calculated by equation
(Eq.3), first described by Bandyopadhyay et al.,, (1967) and the increase in dissolved oxygen
concentration is described by equation (Eq.3) first described by (Bandyopadhyay et al., 1967)

dc
== K,a(C" = €) — OUR (Eq.3)
t

By integrating equation (3), K,a was obtained from the slope of the curve (Eq.4):

c*—Ci
= Eq.4
ln(C*—C) Kat (Eq.4)

Where C* is the saturation concentration of dissolved oxygen, Ci is the initial oxygen concentration

and C the instantaneous oxygen concentration.
3.5.4. Inoculation
3.5.4.1. Laboratory

Viable cell density in pre-cultures was determined by flow cytometry (BD Accuri™ C6). The
fluorophore used to detect the viable cells was 5-6-carboxyfluorescein diacetate (cFDA) (Molecular
Probes) dissolved in acetone at a final concentration of 500 uM. Ten microliters of this solution were
added to 100 plL of diluted yeast suspension. Before the measurement, the suspension was
incubated in the dark for 20 minutes. Once the viable cell density had been determined, we sampled
10° (for S. cerevisiae SLM) or 5 x 10° (for S. bacillaris SFL1) viable cells/mL. The samples were
centrifuged at 10000 x g for 5 minutes. The supernatant was discarded and the pellet was re-

suspended in grape juice and used to inoculate 1L of grape juice for the fermentation.
3.5.4.2. Experimental winery

The density of S. bacillaris SFL1 viable cells in pre-cultures was determined using methylene blue
staining and counted under a light miscrocope using a Thoma globule-counting chamber. Once the
viable cells density had been determined, 5 x 10° viable cells/mL were sampled. This sample was
centrifuged at 8000 x g for 5 minutes. The supernatant was discarded and the pellet was re-
suspended in must and used to inoculate 450L of must for the fermentation. For S. cerevisiae SLM,

the inoculation was performed according to the manufacturer’s instructions.
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3.6.5. Fermentation conditions
3.5.5.1. Laboratory bioreactor scale

All fermentations were carried out with the same batch of commercial grape juice (100% pure white
and Muscat grape juice) supplemented with equal proportions of glucose and fructose to achieve a
final sugar concentration of 220 g/L. This grape juice was sterilized by filtration (0.22 um pores). The
grape juice was composed of 295 mgN/L YAN - pH 3.3. The DO probe was calibrated by adding
oxygen to the medium as compressed air, using an agitation of 500 rpm and an aeration of 1 VVM for
30 minutes. Fermentations were conducted in a 2L Bioflo 115 bench top bioreactor (New Brunswick,
NJ, USA) using 1L of final working volume with a temperature of 28°C. Before inoculation, DO was

maintained at saturation (100%).

For the sequential fermentations, S. bacillaris SFL1 was inoculated with an initial concentration of 5 x
10° cells/mL. During the first 24h, agitation and aeration were maintained at 400 rpm and 0.5 VVM
respectively. After 24h, S. cerevisiae SLM was inoculated at 10° cells/mL. Simultaneously, 10 mL of
growth factors stock solution consisting of 2.61 g/L of L-glutamine, 5.25 g/L of L-glutamic acid, 1.55
g/L of L-arginine, 2.36 g/L of ammonium sulfate, 15 mg/L of ergosterol, 2.5 g/L of thiamine
hydrochloride 100 pg/L of biotin were added. This addition represented a final concentration in
nitrogen of 100 mgN/L in the must. After the inoculation of S. cerevisiae SLM, agitation was stopped.
At 48h of fermentation, another 10 mL of solution growth factors were added. A short agitation of
one minute was applied for homogenization after which agitation and aeration were stopped.
Fermentations with S. cerevisiae SLM alone were carried out under the same conditions (at the
moment of its inoculation in sequential fermentation) for reference. All the fermentations were

conducted in duplicate.
3.5.5.2. Pilot-scale fermentations

Experiments were carried out in the experimental winery of the Sofralab company in Montagnac
(Languedoc-Roussillon, France). Sequential fermentations were performed in 525L stainless-steel
fermenters filled with 450L of thermic-maceration Syrah must. The must was composed of 237 g/L of
sugar, 291 mgN/L of YAN - pH 3.7. First, S. bacillaris SFL1 was inoculated with an initial cell population
of 5 x 10° cells/mL as described above for the laboratory bioreactor scale trials. Oxygenation was
maintained at 1 mg/L for 48h. Homogenization was applied using enological pumps from the drain
cock to the top of the fermenter, with a flux at 52 hL/h. At 48h of fermentation, S. cerevisiae SLM
was inoculated with an initial cell population of 1.0 x 10’ cells/mL to ensure its implementation after

rehydratation, as recommended by the manufacturer. A hundred milligrams of nitrogen per liter
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from growth factor stock at the laboratory bioreactor scale and 10mL of biotin stock solution at 100
pg/L were added. At 72h, 100 mgN/L and 10mL of biotin stock solution were added again. Then,
oxygenation and homogenization were stopped at 74h. The temperature was maintained at 20°C

during fermentation. Sequential fermentations were conducted in duplicate.

Control fermentation was performed in a stainless-steel fermenter filled with the same thermic-
maceration Syrah must used in sequential fermentation. S. cerevisiae SLM was inoculated with an
initial cell population of 1.0 x 107 cells/mL. Fermentation was carried out in an air-conditioned room

at 20°C.

When the residual sugars were less than 2 g/L, all the wines were sampled in 50L stainless steel vats.
The wines were supplemented with 30 mg/L of total SO, and kept for 2 weeks at 16°C to clarification.
After 10 days, commercial gelatin (Gélisol, Martin Vialatte, France) was added at a final
concentration of 150 mg/L to improve clarification. After 10 days at 16°C, the wine supernatants
were supplemented with 15 mg/L of total SO, and 100 mg/L of potassium polyaspartate (Antartika,

Martin Vialatte, France) to prevent tartaric precipitation before bottling.
3.5.6. Monitoring of biomass growth

At the laboratory bioreactor scale, viable cell density was determined as before inoculation (as
described previously: Inoculation — Laboratory). S. bacillaris SFL1 and S. cerevisiae SLM by flow
cytometry analyses gave two distinct clouds representing viable cells, according to their granularity
and size. cFDA fluorophore was used as a viability label.Serial dilutions of cell suspensions in 0.9%
(w/v) NaCl were generated in the experimental winery. Samples of each dilution (100 pL) were then
spread on different media: lysine medium (Oxoid LTD., England), Dekkera/Brettanomyces sp.
selective medium (Rodrigues et al., 2001) (10 g/L yeast extract, 20 g/L bacto-peptone, 20 g/L glucose,
0.1 g/L p-coumaric acid, 0.1 g/L ferulic acid, 0.03 g/L bromocresol green, 0.2 g/L chloramphenicol,
0.006% (w/v) cycloheximid, 20 g/L agar and pH adjusted to 5);) Mannitol medium (25 g/L mannitol,
10 g/L yeast extract, 20 g/L agar and 5 mL/L of Delvocid 1% plus 63 mg/L penicillin added after
autoclaving (55°C). Each sample was incubated at 28°C for 3 days. NS yeast colonies appeared rapidly
and were clearly visible on lysine medium, whereas S. cerevisiae SLM colonies appeared more slowly

and were smaller. Unlike flow cytometry, here only cultivable cells were detected by this method.
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3.5.7. Analytical methods

3.5.7.1. Oenological analysis

At the laboratory scale, samples were centrifuged at 10,000 x g for 5 min and the supernatants were
stored at -20°C until analysis. For pilot scale, samples were centrifuged at 10,000 x g for 5 min and
immediately analyzed. Total sugar, ethanol and volatile acidity concentrations were determined by

FTIR spectroscopy with an OenoFoss type 4101 apparatus (FOSS Electric, Denmark).

3.5.7.2. Concentrations of amino acids and ammonium

At the laboratory scale, amino acids and ammonium were derivatized with an AccQ-Tag Ultra
Derivatization kit, according to the manufacturer’s instructions (Waters, USA). Separation was then
performed by high-performance liquid chromatography (HPLC) with a C18 reverse-phase column

(AccQ-Tag Ultra Column, 3.9 x 150 mm) and fluorometric detection, according to Gobert et al. (2017).

3.5.7.3. Analysis of volatile compounds

Volatile compounds analyses (wines from experimental winery) were carried out by Nyséos
(Montpellier, France). Briefly, the first step consisted of liquid/liquid extraction. After an internal
calibration (isotopic dilution for 16 compounds), volatiles compounds were analyzed by gas
chromatography coupled with mass spectrometry. For each sample, 1uL was injected. Separation

was performed using an Agilent VF-WAXms, 30 m x 0.25mm column.

3.5.8. Sensory analysis of wines

Sensory analysis of wines from the experimental winery was performed two months after bottling.
The samples were presented simultaneously according to a random order different for each assessor.
Three samples were proposed including for the first one, the wine from control fermentation, and
the two other replicates from sequential fermentation. 25 mL samples were poured into dark wine
glasses labelled with 3-digit random codes and covered by plastic Petri dishes. All the samples were
served at room temperature and evaluated in individual booths. The panelists were not informed

about the nature of the samples evaluated.

3.5.8.1. Flash profile

The protocol used to perform the flash profile method refers to the book “Descriptive Analysis in

Sensory Evaluation”, Chapter 14 (Bredie et al., 2018). Based on this recent work, a panel was formed
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by 22 trained assessors with experience in the sensory description of wine. This panel was made up
of students of the Burgundy Vine and Wine Institute (9 women and 13 men, ranging from 20 to 35
years old, average = 24). The flash profile process was organized in 3 testing sessions including both
orthonasal and in-mouth analysis (aroma, mouthfeel and taste), independently. The 3 wines from the
experimental winery were proposed (sequential fermentation replicate 1, sequential fermentation
replicate 2 and the control). In the first session, the panel was asked to give a list of descriptors
(individual vocabulary development). At the end of the session, all the descriptors were pooled on a
single list. In the second session, the possibility to adjust individual vocabulary with attributes from
other panel members was given (adjustment of individual vocabulary). From this definitive list, a
ranking sheet based on the attributes cited were established for each panelist. A non-structured 10
cm continuous length scale anchored with the words “low intensity” and “high intensity” on the left
and right ends was provided for each descriptor. By doing this, the position was ascending according
to the increase in sensory intensity for the attribute. In the third session, the previous individual
ranking sheet was given to each panelist in order to evaluate the intensity of descriptors cited in the

second session. This last session was carried out in two replicates.

3.5.8.2. Flash profile data analysis

The rank ordering evaluation was converted into scores. The product with the lowest intensity was
given a score of 1 and then the score increased according to the ranking order of each sample (3
samples). For the product with equal rank position, a mean rank value was given. A multiple factor
analysis (MFA) was used to evaluate how the wines were positioned relative to each other and the
relationships between different criteria and the criteria group. From the first MFA results, the
similarity between the matrices of the quantitative variables was evaluated using an RV-coefficient
(Robert and Escoufier, 1975). Only matrices (represented as panelists) with a high RV-coefficient and
grouped in the same major cloud of dots were conserved. 5 assessors were excluded from data in
this step. A final MFA was carried out with the 16 assessors selected. Analyses were carried out with

XLSTAT software (version 2014).

3.5.9. Statistical analysis

Fermentations at the laboratory bioreactor scale were performed in triplicate and at the pilot scale in
duplicate biological repeats. The enological parameters and amino acids and ammonium
concentrations were expressed as means = SD. Normality was determined by the Shapiro-Wilk test
and differences between measurements were determined using one-way ANOVA and Tuckey’s test

with the statistical software, XLSTAT version 2014 (Addinsoft, France). For data not modelled by
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normal distribution, the Kruskal-Wallis test was used with the same software.We used Microsoft

Excel 2013 and Origin2018 version 95E for the analysis of the other data.

3.6. Results

3.6.1. Ka - static method in grape juice

To promote the biomass development of S. bacillaris SFL1 during the first part of the sequential
fermentation, oxygen transfer capacity in grape juice of the bioreactor had to be evaluated. To do
this, the maximum capacity of oxygen transfer (K,0..,) was determined. In the experimental
conditions tested, K,a values improved with the increase of agitation rate and aeration level couples
(from 0.001 to 0.0141 s*). At 500 rpm and 1 VVM, this increase was slowed down (~ 0.014 s*) and a
stationary phase was observed for the highest agitation/aeration (700 rpm and 2 VVM) values (Figure
3A). The stationary phase was highlighted by keeping only the K,a value higher than the previous one
(Figure 3B). To confirm this observation, a Shapiro-Wilk test was applied and showed that our data
were not modeled by a normal distribution. Consequently, the significant difference of the results
was determined by a Kruskal-Wallis test, an alternative to ANOVA. The results showed a significant
difference between the exponential values (group A) and the stationary values (group B). At the
same time, stationary values were modeled by a normal distribution and an ANOVA test showed no
significant differences (NS) (Figure 3B). In these conditions, 500 rpm / 1VVM was chosen as the
parameter to obtain a K,a.. in the static method. In the commercial grape juice with a sugar
concentration of 220 g220g/L and a temperature of 28°C, the K,adm.x value was 50.8 + 1.6 ht (0.0141 +
4.5x10™ s, Figure 3B).
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Figure 57 (3 manuscript): (A): K,a,,q determination by the static method using several agitation and aeration couples. (B):
Classification of results in ascending order. Only the directly higher values were kept. Groups of K,a values represented by
letters were significantly different (Kruskal-Wallis test, p < 0.05). Values in the stationary step (group B) were not
significantly different (Tuckey test, p < 0.05). The experiments were performed in triplicate and the error bars represent the
standard deviation of the results.

3.6.2. K,a-dynamic method in grape juice
3.6.2.1. Determination of the S. bacillaris SFL1 OUR

During the OUR measurement period, it was theoretically considered that the biomass was constant.
Therefore, a linear decrease of DO concentration was observed. Here, S. bacillaris SFL1 development
was fast and the biomass increase had to be taken into consideration. Thus, only the first linear part
of the curve was selected for the OUR calculation (Figure 4). During this period, a mean of 5.4 x 10° +
0.6 cells/mL was measured. The slope of the linear fitting was — 0.002 % 0,.5" (-7% 0,.h™") for the

biomass measured (5.4 x 10°+ 0.6 cells/mL) or -1.3% O,.h™ for one million cells per milliliter.
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Figure 58 (4 manuscript): Oxygen consumption profile of S. bacillaris SFL1 in grape juice at 28°C. The zoom represents the
linear part where the slope of the linear fitting was calculated. The experiments were performed in triplicate. The error bars
have been set as line with fill areas and represent the standard deviation of the results.

3.6.2.2. Determination of the S. bacillaris SFL1 K,a — Dynamic method

When the DO reached ~10%, aeration was set to 1 VVM with 500 rpm agitation. These parameters
were chosen from the preliminary results using the static method according to the K,a.x parameters.
DO saturation was obtained after 15 min. In the presence of S. bacillaris SFL1, K,a was 24.5 + 0.5 ht
(0.0068 + 1.5 x 10 s™*). Compared with the static method, the K, value was almost halved (Figure
5).
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Figure 59 (5 manuscript): Comparison of K,a,.x obtained in static and dynamic methods. Blue circles represent data from
static method and green triangles the dynamic method. Red curves represent the linear fitting. The experiments were
performed in triplicate.

3.6.3. Sequential fermentation with S. bacillaris SFL1 and S. cerevisiae

SLM in laboratory bioreactor scale

The determination of K0, allowed defining the agitation and aeration parameters leading to the
maximum oxygen transfer rate. From this data and in order to minimize acetic acid production
(Contreras et al.,, 2015; Tronchoni et al., 2017), only the parameters defined by % K,am.x were
conserved (400 rpm/0.5 VVM) in sequential fermentation at the laboratory bioreactor scale. The
oxygen concentration varied from 100% at the moment of inoculation of S. bacillaris SFL1 to 0% after

approximately 17h of fermentation (Figure 6).
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Figure 60 (6 manuscript): Oxygen consumption during the first step of the sequential fermentation (S. bacillaris SFL1) and

control fermentation (S. cerevisiae SLM) with an aeration at 0.5 VVM and an agitation at 400 rpm. The experiments were
performed in duplicate. The error bars (fill areas) represent the standard deviation of the results.

This fast consumption of oxygen could be correlated with the biomass formation. Indeed, in 24h the
generated biomass reached ~8 x 10® cells/mL (Figure 7A). In comparison, the oxygen concentration
with S. cerevisiae SLM varied from 100% at the moment of inoculation to 0% in approximately 26h
(Figure 6). The biomass produced by S. cerevisiae SLM in 24h reached ~2 x 10° cells/mL (Figure 7A).
Compared to S. bacillaris SFL1, the concentration of S. cerevisiae SLM at the same time was 25%

lower.
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Figure 61 (7 manuscript): Fermentation profiles at the laboratory scale. (A) Growth curves of sequential fermentation with
S. bacillaris SFL1 (solid curves with black triangles) and S. cerevisiae SLM (solid curves with black circles). S. cerevisiae SLM in
pure culture is represented by dotted curves with white circles. (B) Sugar consumption and ethanol production in
sequential fermentation with S. bacillaris SFL1 and S. cerevisiae SLM (solid curves with black circles and black triangles
respectively). For the control with S. cerevisiae SLM, the same parameters are represented by dotted curves with white
circles and white triangles. (C) pH variation during sequential fermentation (black triangles) and control fermentation (black
circles). (D) Volatile acidity production during the sequential fermentation (black triangles) and control fermentation (black
circles). The experiments were performed in duplicate and the error bars represent the standard deviation of the results.

After 24h of fermentation with S. bacillaris SFL1 with aeration and agitation, S. cerevisiae SLM was
inoculated at 5 x 10° cells/mL. The results showed that the YAN concentration at the moment of
inoculation was 20 mg N/L (Figure 8). A solution of growth factors was added to avoid nutritional
deficiency for S. cerevisiae SLM (not only YAN sources). Preliminary experiments with only YAN
addition led to sluggish fermentations (data not shown). The concentration of added YAN was 200
mgN/L. A new addition was carried out at 48h to maintain a stable viable cell concentration. This
addition had no effects on the maximum biomass of S. bacillaris SFL1. Indeed, the cell concentration
in stationary phase remained stable until the fourth day of fermentation (~8 x 10° cells/mL). The
concentration of S. cerevisiae SLM 24h after inoculation reached 2 x 10’ cells/mL. Then, the viable cell
concentration decreased gradually for S. bacillaris SFL1 to reach 5 x 10° cells/mL after 6 days of
fermentation (Figure 7A). Concerning sugar consumption, it was faster in the control fermentation
during the first 2 days. S. cerevisiae SLM performed complete fermentation in 5 days, consuming all

the sugar present and generating an ethanol concentration of 13.15 + 0.07% (v/v). In sequential
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fermentation, the fermentation was completed in 4 days, also consuming all the sugar present and
generating an ethanol concentration of 11.5 £ 0.1% (v/v) (Figure 7B). The end of fermentation in 4
days could explain the significant S. bacillaris SFL1 viability decrease observed in Figure 7A.
Compared to S. cerevisiae SLM single fermentation, the sequential fermentation with S. bacillaris

SFL1 led to a decrease of ethanol of ~1.65% (v/v).
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Figure 62 (8 manuscript): YAN concentration in grape juice initially and after 24h of fermentation by S. bacillaris SFL1. The
experiments were performed in duplicate and the error bars represent the standard deviation of the results.

Interestingly, during the first part of sequential fermentation (when S. bacillaris SFL1 was the only
species present), the pH decreased significantly to reach 2.94 + 0.12. At the same time, in pure S.
cerevisiae SLM culture, the pH was 3.3 which represented a difference of 0.36 £ 0.01. Then, the pH
increased gradually to attain at the end of fermentation approximately the same value obtained with
the control fermentation (3.35 + 0.01 and 3.37 + 0.02 respectively) (Figure 8C). The volatile acidity
concentration in sequential fermentation reached 0.35 + 0.05 g/L and 0.24 + 0.09 g/L in control
fermentation (Figure 8D). The concentration of volatile acidity was 0.16 + 0.05 g/L before the

inoculation of S. cerevisiae SLM in the sequential fermentation.
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3.6.4. Comparison between sequential and control fermentations at the pilot

fermenter scale
3.6.4.1. Enological parameters

The K,a was evaluated to optimize the oxygen supply in the medium in order to promote biomass
production and allow aerobic metabolism to reduce the wine's alcohol concentration. The first
results showed that controlled oxygenation can reduce the alcohol content. However, at the pilot
scale, the volumes used did not allow determining the experimental K;a. That is why a polarographic
oxygen sensor coupled with an automatic O, adjustment system using pure oxygen pulsing was set
up to preserve the aerobic condition during the first step of sequential fermentation to increase the

biomass.

Fermentations in the experimental winery were performed with a thermic-macerated Syrah must
containing 237 g/L of sugar, 291 mg/L of YAN — pH 3.7. Before inoculation, the indigenous NS yeast
population was negligible compared to the inoculated yeast strains. No S. cerevisiae colonies were
detectable. During the experiment, S. bacillaris SFL1 (sequential fermentation) was considered to
represent most of the NS yeast population while S. cerevisiae SLM (sequential fermentation + control
fermentation) represented most of the S. cerevisiae population. S. bacillaris SFL1 was inoculated at a
density of 10 cells/mL and S. cerevisiage SLM was added at a density of 107 cells/mL after 2 days of

fermentation.

In control fermentation S. cerevisiae SLM reached the stationary phase in 2 days with a biomass of
~2.7 x 10" cells/mL. During this period, the indigenous NS yeast biomass present at the beginning of
the fermentation decreased rapidly to become undetectable after one day of fermentation (Figure
9A). All sugar was consumed in 4 days with an ethanol production of 14.36 + 0.1% (v/v) (Figure 9B)
and pH values varied from 3.9 to 3.6 at the end of fermentation (Figure 9C). At the end of experiment

cell cultivability reached 1.1 x 10° cells/mL (7 days).

In sequential fermentation, S. bacillaris SFL1 reached ~3.7 x 10" cells/mL in 2 days. At this point,
44.5 g/L of sugar had already been consumed by S. bacillaris SFL1, and S. cerevisiae SLM was
inoculated at 10’ cells/mL with the addition of growth factors. The S. cerevisiae SLM concentration
reached ~1.2 x 10 cells/mL 24h after inoculation and the biomass was stable until the end of
fermentation (in contrast to control fermentation where the cultivability decreased). Only S.
bacillaris SFL1 cell cultivability decreased after 5 days. Compared to control fermentation, sequential
fermentation lasted 3 more days. A decrease of the pH value from -0.16 was observed at the end of

sequential fermentation compared to the value observed in control fermentation (Figure 9D). In

182



sequential fermentation the concentration of ethanol reached 13.35 + 0.4% (v/v) (Figure 9B). This
difference represented an average decrease of 1% (v/v) ethanol concentration. Surprisingly, a
significant increase of volatile acidity was observed on the last day of fermentation with a
concentration of 0.55 * 0.03 g/L for sequential fermentation and 0.40 + 0.03 g/L for control
fermentation. No spoilage flora that could explain an increase in the volatile acidity concentration

was detected.
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Figure 63 (9 manuscript) : Pilot-scale fermentation profiles. (A) Growth curves of sequential fermentation after inoculation
of S. bacillaris SFL1 (solid curves with black triangles) and S. cerevisiae SLM (solid curves with black circles) in natural must.
For sequential fermentation indigenous NS yeasts (741 cells/mL before inoculation) are confounded with S. bacillaris SFL1
growth curve. Conventional fermentation with only S. cerevisiae SLM inoculated is represented by dotted curves with white
circles. For conventional fermentation, indigenous NS yeasts are represented by dotted curves with white squares. Acetic
bacteria in sequential or conventional fermentation were undetectable (marks confounded with horizontal axis). Dekkera
bruxellensis was only detectable in sequential fermentation (solid curve with black squares). In conventional fermentation
marks are confounded with horizontal axis. (B) Sugar consumption and ethanol production in sequential fermentation with
S. bacillaris SFL1 and S. cerevisiae SLM (solid curves with black circles and black triangles respectively). For the conventional
fermentation with S. cerevisiae SLM, same parameters are represented by dotted curves with white circles and white
triangles. (C) pH variation during sequential fermentation (black triangles) and conventional fermentation (black circles). (D)
Volatile acidity production during the sequential fermentation (black triangles) and conventional fermentation (black
circles). The experiments were performed in duplicate and the error bars represent the standard deviation of the results.

3.6.4.2. Volatile and non-volatile compounds profiles

Table 3 shows the concentration of 34 compounds including esters/acetates, C,3-norisoprenoids,

pyrazine, terpenols, higher alcohols, acids and minerals. For control fermentation, the concentration
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of esters and acetates reached ~7 mg/L with ethyl 2-hydroxypropanoate, isoamyl acetate and ethyl
hexanoate as the main compounds. In comparison, the concentration of esters and acetates reached
~3 mg/L in sequential fermentation, which represented a decrease of 57%. After sequential
fermentation, the main compounds were ethyl 2-hydroxypropanoate, ethyl butanoate (in contrast to
isoamyl acetate in control fermentation) and ethyl hexanoate. Several compounds such as hexyl
acetate, 2-phenylethyl acetate, ethyl decanoate and ethyl 2-methylbutanoate were no longer
detected in sequential fermentation. The strategy used for sequential fermentation seemed to have
no significant effect on the Cys-norisoprenoid compounds (2ug/L in control fermentation vs 1.5 ug/L
in sequential fermentation). In the two experiments, no pyrazines were detected. In contrast to
esters and acetates, terpenols concentrations were higher in sequential fermentation with ~96 ug/L.
In control fermentation, their concentrations reached ~34 pg/L, which represented a decrease of
65%. The most significant differences involved geraniol and linalool. In control fermentation, the
concentrations reached ~16 and ~6 pg/L, respectively and ~71 and ~14.6 pg/L respectively in
sequential fermentation. The concentrations of higher alcohols in control fermentation (~80 mg/L)

were approximately four times higher than in sequential fermentation (~20 mg/L).
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Tableau 20 (Table 3 manuscript): Concentration of volatile and minerals constituents in the wine for control and sequential

fermentation.

Compounds

Control

fermentation

Sequential

fermentation

Esters/acetates (pg/L)
Hexyl acetate

Isoamyl acetate
2-phenylethyl acetate
Ethyl decanoate

Ethyl hexanoate

Ethyl octanoate

Ethyl butanoate

Ethyl 2-hydroxypropanoate
Ethyl 3-hydroxybutanoate
Ethyl 2-methylbutanoate
Ethyl 2-methylpropanoate
Ethyl 2-hydroxyisocaproate

>
Cis-norisoprenoids (pg/L)

1.1.6-trimethyl-1.2-dihydronaphthalene

o-ionone
B-damascenone
B-ionone

2

Pyrazine (pg/L)
2-isobutyl-3-methoxypyrazine
Terpenols
Linalool

Nerol

Geraniol
Citronellol
Alpha terpineol

Rose oxide

2

52
2375
318
127.2
404
284
173
3009
294
4.3
32
nd
7072

0.2
nd
1.7
0.1
2.0

nd

6.0
1.9
16
7.8
2.4
nd
34

93

210
105
242
2179
64

68

2961

0.1

1.3

0.1
1.5

14.6
2.5
71
5.6
2.5

96

nd

I+

nd
nd

I+

I+

I+

I+

I+

nd

I+

nd

I+

I+

nd

I+

I+

I+

nd

I+

I+

I+

I+

I+

nd

I+

54

18

14

17

10

130

0.0

0.1

0.0
0.1

0.8
0.0

0.4
0.1

7.6
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Higher alcohols (pg/L)
2-phenylethano
Propanol

Isobutanol

Butanol

> 2-methyl butanol and 3-methyl butanol
2

Acids (mg/L)

Citric acid

Lactic acid

Malique acid

Tartaric acid

2

Minerals (mg/L)
Calcium

Potassium

2

80059

60

39

0.9

370
80528 >

350
280
2210
2900
5740 >

68
1440
1508 >

19673
82

47
0.2
134
19935

295
260
1640
2635
4830

61
1303
1364

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

3683
9.2
4.6
0.1
28
3725

7.1
28
0.0
64
99

14
11
12

The data shown are the mean of two replicates * standard deviations except for control
fermentation for which only one experience was considered.
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3.6.4.3. Sensory analysis

Figure 10 shows the projection of wines on the graph obtained with the first and the second principal
components of the MFAs, representing 44.99% and 24.94% of variance, respectively. Duplicates from
sequential fermentation and control fermentation, grouped together in the plot, indicate the
reliability of the tasting panel. Three groups of wines could be observed in the graph. The first one
involved wines from sequential fermentation (SFR1 A, SFR1B and SFR2B). The second one involved
wines from control fermentation (CF A and CF B). The third one involved only one sample from
sequential fermentation (SFR2 A). To confirm this observation, agglomerative hierarchical clustering
(AHC) was carried out. The results obtained were in agreement with the previous observation and
confirmed the existence of three significant groups. It was expected that the SFR2 A sample (third
group) was included in the first group with other sample wines from sequential fermentation. A
bottle effect or a lack of repeatability could explain this observation (combined effect). Nevertheless,

the groups from sequential fermentation and control fermentation were clearly separated.
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Figure 64 (10 manuscript): Projection of wines used in flash profile (3 wines + 2 replicates). Abbrevations: SF, sequential
fermentation; CF, conventional fermentation; R1, biological replicate one; R2, biological replicate two; A first replicate of
the degustation; B second replicate of the degustation (third session of flash profile). Ellipses represent clusters obtained

from AHC.
The first principal component (PC) compared terms according to candied red berry, milky, exotic

fruits and freshness sensations, mainly attributed to wines elaborated in sequential fermentation.
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The terms of vegetal/herbaceous, reduced, metallic, amylic characterized wines elaborated in control
fermentation (Figure 11). The direction of the second PC was less clear. Indeed, groups of samples
were very similar (biological and technical repeats). Therefore, no significant difference was
observable between the 3 wines (sequential fermentation replicate 1 (SFR1), sequential
fermentation replicate 2 (SFR2) and the control (CF)) except for SFR2. For these samples, it would
seem that SFR2 A was distinguished from group 1 (other wines from sequential fermentation) by
attributes defined by exotic fruits, passion fruit, pineapple and red and black berry. Although the
alcohol content was lower in wines from sequential fermentation (~-1% v/v), descriptors directly

correlated with alcohol were not attributed for one group in particular.
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Variables (axes F1 et F2: 69,93 %)

Red berries-2

Peppery-3 Candied red berries-2
* Cherry-5 l: Candied black fruits-4
English candy-3 Astringent-4 * + Raspberry-11 Blueberry-4
Black fruits-16 Astringent-1
Red berries-15 ﬁ Roasted-2 T Al:oho-l-Z Baked apple-3 \I;[allic-4
Spicy-7 Vanilla-5

Grapefiuit-12
Almond-3

Bright-2 «

Red berries-5
o . Cherry-7 3_3
Candied red berries-14 Tannic-8

Candied red berries-9
Black fruits-14 12—

Woody-8
Prune-14
Iron-4

« Pineapple-7

Cherry- Green pepper-15

Soy sauce-9
Alcohol-9
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3.7. Discussion

Currently, consumers show a preference for wines with lower ethanol content (between 9 and 13%
v/v) (Massot et al., 2008). However, climate changes tend to produce wines that are richer in alcohol.
To address this problem, filtration techniques exist but most of them produce wines that are not
organoleptically accepted (Pickering, 2000; Ozturk and Anli, 2014; Rolle et al.,, 2017). Another
strategy to reduce alcohol in wine is to use yeast species with low ethanol yield. That is why
sequential or mixed fermentation using NS yeasts has been examined. Based on the data obtained, S.
bacillaris is presented as a good candidate due to its ethanol reduction potential and enological
interest (Englezos et al., 2015, 2016a, 2018b; Mestre Furlani et al., 2017; Rolle et al., 2017). It was
revealed that aeration during the first part of sequential fermentation improved ethanol reduction
compared to control fermentation with S. cerevisiae alone. From these observations, several reports
have explored the oxidative metabolism observed in several NS yeast species, which can respire
sugar at high concentrations and therefore, “burn off” carbon that would otherwise lead to ethanol
formation (Contreras et al., 2015; Morales et al., 2015; Rocker et al., 2016; Tronchoni et al., 2017).
Thus, aeration seems to be an essential parameter for obtaining significant ethanol reduction in
wine. From these data, our study developed the concept of aeration during the first step of the
sequential fermentation by S. bacillaris in a bioreactor. The optimization of oxygenation in the
context of wine ethanol reduction was carried out for the first time. Moreover, only few data are

available at the pilot scale and oxygenation is rarely considered at this level in sensory analysis.

At the laboratory bioreactor scale, the determination of K;a,,. gave the starting point for optimizing
and controlling the level of oxygenation of S. bacillaris SFL1. The K,a coefficient was used as a
measure of the aeration capacity of a fermenter. The higher K,a is, the higher the aeration capacity
of the system. Many factors affect aeration efficiency including such parameters as air pressure,
temperature, vessel geometry, fluid characteristics (density, viscosity, surface tension, etc.) and the
presence of antifoam agents (Stanbury et al., 2013). In the conditions tested, the K,a..x value was
obtained with an agitation of 500 rpm and an aeration of 1 VVM. On this basis, the same parameters
were applied in the presence of S. bacillaris SFL1 (dynamic method). The K,a values found by the
static and the dynamic methods were relatively different. Surprisingly, the K,a value in the static
method was nearly twice as high as in the dynamic method (50.8 + 1.6 h™ and 24.5 + 0.5 h™
respectively). It was reported that oxygen transfer is stimulated by cell consumption (Djelal et al.,
2012) and so increases the K,a value. The phenomenon observed in this study could be explained by

the presence of biomass which negatively influenced aeration due to a reduction in the gas—liquid
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interfacial area (a) as a result of the coalescence process (Joosten et al., 1977; Miyachi et al., 1981,

Ozbek and Gayik, 2000).

The oxygen consumption rate (OUR) of S. bacillaris SFL1 was -1.3%0,.h™* for one million cells per
milliliter. Considering the growth rate during the experiment, the dissolved oxygen in the grape juice
was totally consumed in approximately 11 hours. Usually, studies focus on the impact of oxygen on
the NS yeast growth and metabolite production. Regarding ethanol reduction, Tronchoni et al. (2017)
used several Metschnikowia pulcherrima and Torulaspora delbrueckii strains in aerated sequential
fermentation conditions. Aeration was carried out using compressed air at 0.01 VVM through
submerged ceramic spargers for 4 days before the inoculation of S. cerevisiae. No data reported
oxygen consumption, but this arbitrary aeration reduced the ethanol concentration to -0.88 % (v/v)
with M. pulcherrima and -0.46 % (v/v) with T. delbrueckii, compared to fermentation with S.
cerevisiae alone. In another study, Englezos et al. (2018) investigated the impact of oxygen addition
and the combination of S. bacillaris with S. cerevisiae on microbial growth and metabolite
production. A sequential fermentation with S. bacillaris inoculated at 5 x 10° cells/mL was carried out
and two days later S. cerevisiae was inoculated at the same concentration. In this study, a Barbera
must containing 246.4 g/L sugars and 130 mg/L of YAN was used. Samples were micro-oxygenated
with a flow rate of 10 mg/min oxygen for 10 min at 24 and 48h after yeast inoculation. A reduction of
ethanol of -1% (v/v) was obtained with this method. From this comparison and the studies presented
in Table 1, the use of an aeration in sequential fermentation is generally arbitrary (Contreras et al.,

2015).

However, it appears that aeration during the first stage of sequential fermentation is necessary to
improve ethanol reduction in wine. In this work, the determination of the K,am.x value allowed
determining the agitation and aeration parameters leading to the maximum oxygen transfer rate. On
the basis of this data and to minimize the production of acetic acid (Contreras et al., 2015; Tronchoni
et al.,, 2017), only the parameters defined by % K. am.x were conserved (400 rpm/0.5 VVM) in
sequential fermentation at the laboratory bioreactor scale. In a previous study (Gobert et al., 2017),
we showed that in pure culture in static condition in the same grape juice, S. bacillaris SFL1 (named
BBMVS5FA17 in the latter article) reached a biomass ~10® cells/mL in stationary phase. The results
showed here that oxygen addition promoted the growth of the S. bacillaris SFL1 by increasing its
maximum biomass (~8 x 10® cells/mL). In contrast to the study of Englezos et al. (2018), strong
aeration during the first stage of sequential fermentation had no effect on the persistence of S.
bacillaris SFL1 mixed with S. cerevisiae SLM. Indeed, in our previous study S. bacillaris SFL1

cultivability remained stable until the end of static sequential fermentation (Erlenmeyer closed with
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carded cotton). From these data, it seems that strong aeration of S. bacillaris significantly promoted
biomass formation. On the contrary, only restricted aeration allowed S. bacillaris to persist
throughout fermentation. Similar results were reported in mixed fermentation with T. delbrueckii, M.
pulcherrima and L. thermotolerans coupled with S. cerevisiae. The authors showed that oxygen
availability strongly influenced population dynamics, although clear species-dependent differences
were observed. L. thermotolerans required the least oxygen, followed by T. delbrueckii and M.
pulcherrima (Shekhawat et al., 2016). In addition to the effect of oxygen, the persistence of S.
bacillaris SFL1 at the bioreactor scale until the end of sequential fermentation showed the tolerance
of this strain to ethanol concentrations higher than 13% (v/v), which is in agreement with previous

reports (Tofalo et al., 2012; Englezos et al., 2015, 2018b).

Recently the implication of nitrogen in sequential fermentation to reduce ethanol content in wine
was considered (Varela and Varela, 2019). The authors reported that the production of certain off-
flavors was related to amino acid metabolism and it has been suggested that supplementation with
carefully formulated nitrogen sources could be used to reduce their formation. However, nitrogen
addition can be necessary to cover the needs of S. cerevisiae in the second part of sequential
fermentation to avoid sluggish or stopped fermentation. Like aeration, nitrogen addition is generally
arbitrary (Padilla et al.,, 2017; Tronchoni et al., 2017). Indeed, few data are available on YAN
preferentially assimilated by NS yeasts during the first part of sequential fermentation. Therefore,
the impact of a nitrogen source added during the fermentation on the development of S. cerevisiae
and the volatile compounds produced are currently unclear (Gobert et al., 2019). Our results showed
that during the first 24h of fermentation S. bacillaris SFL1 consumed 275 mgN/L out of the 295
mgN/L initially present. It seems that YAN consumption was strongly influenced by aeration. In a
previous study (Gobert et al., 2017), we showed that after three days of static fermentation with S.
bacillaris, SFL1 215 mgN/L of the 450 mgN/L initially present was consumed. The higher consumption
could be correlated with the higher biomass produced in aerated sequential fermentation. However,
the quality of the YAN sources assimilated were significantly different. For example, the consumption
of arginine and ammonium, the two main sources (in concentration) were limited in static
fermentation whereas their consumption was almost total in aerated sequential fermentation. Thus,
like temperature (Gobert et al., 2017), oxygen is implicated in the regulation of YAN assimilation in S.
bacillaris SFL1. Interestingly, in semi-anaerobic conditions at 25°C with continuous stirring (300 rpm),
Englezos et al. (2018) reported that the main characteristic feature of S. bacillaris was its low
assimilation of amino acids during fermentation, compared with ammonium, which was entirely
consumed in the study. In addition, the concentrations of several amino acids did not vary

throughout fermentation, while certain other amino acids were produced, such as alanine, glutamic
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acid, glycine, leucine and valine (Englezos et al., 2018a). However, the authors specified that this
observation was made only for some strains. Up to now, no similar results have been observed with
S. bacillaris SFL1. This suggests that the quantity and quality of the YAN sources consumed by S.

bacillaris are strain-specific in addition to the influence of abiotic factors.

The concentration of YAN sources 24h after inoculation of S. bacillaris SFL1 at the laboratory
bioreactor scale imposed the addition of nitrogen for S. cerevisiae SLM growth. Previous tests
showed that the addition of an inorganic nitrogen source such as ammonium sulfate salt was not
sufficient to finish fermentation and that a significant concentration of volatile acidity was produced
(data not shown). In 2017, Fairbairn et al. showed that ammonium was not the best nitrogen source
for S. cerevisiae on the basis of biomass formation, exponential growth rate, lag phase and
fermentation time. These authors identified arginine, glutamine and glutamic acid as a pool of amino
acids with high performance for the four parameters cited previously (Fairbairn et al., 2017).
Moreover, the results of the study showed that ammonium is one of the YAN sources implicated in
high levels of acetic acid production. Nevertheless, to complete the amino acid nitrogen source, the
choice made to add an ammonium nitrogen source such as ammonium sulfate salt, in agreement
with many studies describing ammonium as a preferential source (Grenson, 1992; Henschke and
Jiranek, 1993; Jiranek et al., 1995; Gorgens et al., 2005; Boer et al., 2006; Ljungdahl and Daignan-
Fornier, 2012; Brice et al., 2014, 2018; Tesniere et al., 2015). It was reasonable to assume that other
essential nutrients for S. cerevisiae SLM were consumed by S. bacillaris SFL1 during the first part of
the sequential fermentation. In particular, lipids play a key role in maintaining membrane integrity
and viability during alcoholic fermentation. Tesniére et al. (2013) evaluated the consequences of
nutritional lipid/nitrogen imbalances on wine yeast survival during alcoholic fermentation. The sterol
used in this study was ergosterol, the main sterol found in S. cerevisiae. The authors showed that
yeast cell death during lipid-limited fermentation was strongly influenced by the nitrogen content of
the medium, high nitrogen availability leading to high cell death rates. Several amino acids were
implicated as toxic precursors: arginine, glutamic acid, and glutamine (the same used in the growth
factor mix). During the second part of sequential fermentation, S. cerevisiae SLM was in anaerobic
condition. However, oxygen is necessary in order to promote lipid (sterols and unsaturated fatty
acids) synthesis (Andreasen and Stier, 1953; Fornairon-Bonnefond et al.,, 2003). That is why
ergosterol was added to prevent lipid/nitrogen imbalances with amino acids described as toxic
precursors. Vitamins were also added in the growth factor mix. Biotin is required by the urea
carboxylase involved in the catabolism of arginine (Cooper, 1982). Thiamine (in the form of thiamine

hydrochloride) is an essential cofactor for enzymes that decarboxylate a-keto acids, including a-
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ketoglutarate dehydrogenase, branched-chain a-ketoacid dehydrogenase, and transketolase, during

amino acid and carbohydrate metabolism (Hohmann and Meacock, 1998).

Aeration control during the first stage of sequential fermentation and the addition of selected
growth factors led to a decrease of ethanol content at the bioreactor scale of ~1.65% (v/v). No
stopped or sluggish fermentation was observed, and the level of volatile acidity was acceptable (0.35
+ 0.05 g/L). Scaling-up was carried out in an experimental winery on the basis of these results.
Considering the dimensions of the tanks, experimental K,a determination was not conceivable. The
theoretical equations for k,a prediction developed for stirred tanks exist (Garcia-Ochoa and Gomez,
2005). The mass transfer coefficient, k;, was determined according to Higbie’s penetration theory, for
the description of the rate of mass transfer process in the continuous phase around the bubbles.
Then, the specific interfacial area, a, was obtained from the theoretical expression for hydrodynamic
parameters (gas hold-up and mean bubble size). The theoretical evaluation of K,a is therefore
particularly delicate. The validation domain remains limited and the values of the validation
debatable (Linek et al., 1987). For these reasons, it was decided to fixed the oxygenation at 1 mg/L
(set value), considering that the oxygen saturation of a must is about 7 at 8 mg/L of O, (Englezos et
al., 2018b) to bring enough oxygen to yeasts and limit must oxidation and volatile acidity production.
Coupled with a regular flux homogenization, this first test in sequential fermentation in an enological
context showed a decrease of ~1% (v/v) in ethanol. Moreover, an acceptable concentration of
volatile acidity was obtained (0.55 + 0.03 g/L). This result confirms the efficiency of the protocol,
although stronger oxygenation could lead to a more considerable decrease in ethanol. The growth
curves in sequential and control fermentation in pilot scale were similar to the bioreactor scale.
However, biomass production by both S. bacillaris SFL1 and S. cerevisiae SLM were higher at the pilot
scale. Nutrient composition, oxygenation and tank geometry could explain this observation.
Fermentation durations were similar for single cultures of S. cerevisiae at the bioreactor scale and in
control fermentation at the pilot scale. For sequential fermentations, three more days were needed
at the pilot scale. Nutrient composition, oxygenation and tank geometry could explain this
observation. Interestingly, at the end of the experiment at the pilot scale a significant difference in
pH value was observed (-0.16 in sequential fermentation compared to control fermentation).
Aditional analysis showed that the concentrations of citric acid, lactic acid, malic acid, tartaric acid,
calcium and potassium between sequential and control fermentations were not significantly
different. The same conclusion was reported by Englezos et al. (2018), who hypothesized that the
metabolic activity of S. bacillaris produced a significant quantity of a-ketoglutaric and pyruvic acids

(Magyar et al., 2014; Englezos et al., 2018b). This acidification could be exploited in winemaking, in
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order to make more acidic wines in warm climate regions. This acidification can also improve

microbiological stability at the end of the fermentation process.

The sensory analysis using the flash profile method showed significant differences between wines
from sequential and control fermentations. Nevertheless, the distribution of the alcohol term (and
the vocabulary of the same lexical field) in the MFA did not distinguish a correlation with a particular
group of samples. This result is in agreement with the literature in which, unlike the panelists,
consumers were unable to detect changes among wines with a 1% (v/v) difference in ethanol content
(King and Heymann, 2014). Generally, alcohol reduction leads to a decrease in the perception of the
number of aromas, persistence, strength and complexity of Syrah wines (Escudero et al.,, 2007,
Goldner et al., 2009). However, it seemed that the complexity of wines from sequential fermentation
(samples with the least alcohol) was not affected and was even improved. In 2009, Goldner et al.
evaluated the sensory profiles of 23 monovarietal Malbec wines related to the headspace
composition of aromas at two levels of ethanol (10-12 to 14.5-17.2% (v/v)). The results showed that
samples with a high level of ethanol (14.5-17.2% (v/v)) were described as herbaceous instead of
fruity, a trait that was perceived at low ethanol levels (Goldner et al., 2009). To a lesser extent, our
results obtained from control fermentation (samples with the most alcohol (14.36% (v/v)) were
correlated with vegetal/herbaceous descriptors. Wines obtained from sequential fermentation
(13.35% (v/v)) were correlated with red berry and exotic fruits descriptors. Nevertheless, the ethanol

effect on aroma profiles taken alone could not explain the aromatic difference.

In 2017, we showed that sequential inoculation greatly affects nitrogen availability at the time of
inoculation with S. cerevisiae SLM. The YAN consumed by S. bacillaris SFL1 are not subsequently
available to S. cerevisiae SLM, and this may affect the concentrations of the volatile compounds
generated from these amino acids. Leucine, the precursor of isoamyl acetate in S. cerevisiae
(Hazelwood et al., 2008) was rapidly consumed by S. bacillaris SFL1 during the first stage of
fermentation. S. bacillaris has been shown to produce only small amounts of isoamyl acetate
(Sadoudi et al., 2012). Thus, without its precursor the production of isoamyl acetate by S. cerevisiae is
limited. The contrast between sequential and control fermentation regarding amylic/banana
descriptors could be explained by this fact. However, recent studies have suggested that YAN plays a
minor role in the production of volatile compounds (Crépin et al.,, 2017; Rollero et al., 2017). A
significant difference was also observed for higher alcohols, in particular for 2-phenylethanol. The
concentration in control fermentation was approximately four times higher than in sequential
fermentation. In the literature, the production of 2-phenylethanol is variable depending on the

studies considered. For some of them, in the presence of S. bacillaris (mixed or sequential
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fermentation) the production of 2-phenylethanol was improved (Andorra et al., 2012; Englezos et al.,
2016b, 2018c), whereas in the study of Englezos et al. (2018), it decreased. The use of different
strains and/or fermentation conditions (such as grape variety, temperature, pH, YAN, lipids etc.) may
explain these differences. It was demonstrated that S. bacillaris produced significantly more
terpenols than S. cerevisiae (Sadoudi et al.,, 2012; Rolle et al., 2017). Here, the concentration in
terpenols in sequential fermentation was approximately three times higher than in control
fermentation. This result was in contradiction with the study of Rolle et al. (2017) in which no
difference was observed in sequential fermentation and a pure culture of S. cerevisiae but in
agreement with that of Sadoudi et al. (2012). In addition to positive or negative interactions, the use

of different strains and/or fermentation conditions could also have been involved in this case.

3.8. Conclusion

The use of a bioreactor at the laboratory scale provided better insight into the oxygen needs of S.
bacillaris. To our knowledge, K,a used as landmark in the enological context applied to sequential
fermentation has never been considered before. Reasoned oxygenation led to a significant decrease
of ethanol (~-1.65 % v/v) with reasonable volatile acidity production (0.28 g/L). The results showed
that several nutrients were consumed during the first part of the sequential fermentation by S.
bacillaris, involving a the addition of multiple growth factors to fulfil the needs of S. cerevisiae. The
choice of nutrients referred to the recent bibliography and confirmed that specific supplementation
is necessary. The development of the process at the laboratory scale was adapted to the pilot scale.
The results showed a decrease of ~-1% (v/v) without organoleptic deviation, which confirmed the
proof of concept. Nevertheless, to complete the control of the process further studies focusingon the
timing of the addition of the NS yeast in industrial application (during harvest, before racking, after
racking etc.), the implantation of S. bacillaris in the must, the behavior of the strain with other NS

yeasts and the consequences of using another matrix appear necessary.
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Conclusions et Perspectives
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Les travaux réalisés dans le cadre de cette thése portaient sur I'étude des besoins en azote des
levures non-Saccharomyces et de leur impact sur les fermentations séquentielles. Deux grandes
familles de levures sont distinguées en ocenologie, les levures non-Saccharomyces (NS) et S.
cerevisiae. Généralement, la diversité des levures NS est importante en début de fermentation puis
S. cerevisiae devient la levure majoritaire (Albergaria and Arneborg, 2016). Ainsi, S. cerevisiae a été

intensément étudiée depuis plusieurs décennies.

Cependant, il est apparu que I'implication de I'azote aussi bien d’un point de vue physiologique qu’au
niveau de la production des composés volatils suite a une supplémentation n’était pas clairement
établie. Il a alors été choisi de consacrer le premier chapitre de cette thése a une analyse
bibliographique en abordant le sujet d’un point de vue cenologique. Une liste de sources en YAN
« préférentielles » ou « non préférentielles » a été établie a la fois chez les levures NS et S. cerevisiae.
L’analyse de cette liste montre clairement que ce concept est remis en cause car en fonction des
conditions de croissance et de la souche utilisée, les résultats peuvent étre contradictoires. Une
uniformatisation de la méthode de détermination des sources en YAN préférentielles doit étre
envisagée. Puis il faudrait évaluer si un effet souche-dépendant existe (Eder et al., 2018) et si un
regroupement possible de souches peut s’expliquer par une pression environnementale (nature de la
matrice, niveau de maturité, itinéraires cenologiques suivis, ...) Toutes ces questions amenent a la
problématique de I'ajout d’azote assimilable exogéne dans le modt. De nombreuses sources (sels
d’ammonium, acides aminés) et de moments d’ajout (avant fermentation, pendant la phase
stationnaire) sont préconisés. Ces préconisations sont basées sur les paramétres fermentaires
(formation de biomasse, vitesse de croissance, temps de fermentation, vitesse de fermentation).
Mais il apparait une grande variabilité, confortant I'idée de mettre au point ici aussi une nouvelle
méthode de détermination de lI'impact de la source azotée et le moment de I'ajout sur les
parameétres fermentaires. Le méme constat peut étre fait vis-a-vis de I'impact d’'un ajout d’azote
assimilable sur la production des composés volatils. Une analyse bibliographique des changements
du transcriptome a d’ailleurs montré que suite a I'ajout d’azote assimilable, la surexpression des
geénes impliqués dans la synthése des composés volatils n’avait pas lieu (Mendes-Ferreira et al., 2007;
Conway et al., 2012; Barbosa et al., 2015; Liu et al., 2017; Tesniere et al., 2017). Cette étude
bibliographique ouvre donc de nouvelles perspectives de recherche. Une approche
multiparamétrique parait essentielle puisqu’il a été démontré que le métabolisme de I'azote est

interconnecté avec d’autres voies (lipidiques, vitaminiques).

L'intérét des levures NS en cenologie est récent. Plusieurs levures NS sont déja commercialisées avec

pour principales applications d’améliorer le profil aromatique des vins (Soden et al., 2000; Azzolini et
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al., 2014; Liu et al., 2016; Tofalo et al., 2016), de réduire |'utilisation des sulfites (Simonin et al., 2018)
ou encore de réduire la concentration en éthanol dans les vins (Contreras et al., 2014b, 2015;
Englezos et al.,, 2015; Rolle et al.,, 2017). Or [utilisation des levures NS dans ces domaines
d’applications lors du processus de vinification implique de nouvelles problématiques. En effet,
certains nutriments présents dans le mo(t vont étre consommés avant que S. cerevisiae soit inoculée
ou devienne majoritaire. Ceci augmente ainsi le risque de carence nutritionnelle envers S. cerevisiae
qui reste indispensable a la réalisation de la fermentation alcoolique. Cette carence peut se traduire
par une fermentation languissante ou méme un arrét de la fermentation. Parmi ces nutriments,
I'azote assimilable est essentiel aux levures dans la réalisation de la fermentation alcoolique (Bell and

Henschke, 2005).

C'est pourquoi, la deuxieme partie de cette thése a permis de caractériser les besoins en azote
assimilable (YAN) de plusieurs levures NS d’intérét. Les résultats ont montré que I'implication des
levures NS vis-a-vis de la compétition pour les sources azotées avec S. cerevisiae était significative. En
sachant qu’une carence en azote assimilable peut conduire a une fermentation languissante
(Alexandre and Charpentier, 1998), I'utilisation des levures NS commerciales ou indigénes doit étre
maitrisée. Il est clair que suivant les conditions de fermentation les sources en YAN, aussi bien d’un
point de vue quantitatif que qualitatif, consommées par les levures NS vont étre impactées.
Certaines sources azotées sont préférentiellement assimilées par chacune des souches de levure NS
testées. Afin de mieux comprendre les mécanismes de régulations impliqués lors d’une fermentation
séquentielle, une premiere étude du niveau de transcription de génes déja bien décrits chez S.
cerevisiae impliqués dans la régulation des YAN (MEPs, GAP1) pourrait étre envisagée. Puis a plus
grande échelle, une étude transcriptomique en utilisant le RNA-Seq permettrait de mettre en
évidence l'impact de ces co-fermentations sur I'expression de I'ensemble des génes connues
impliqués dans la régulation de I'azote chez S. cerevisiae. Dans une méme approche, une étude
métabolomique au cours d’une fermentation séquentielle permettrait de suivre I’évolution de
I'ensemble des métabolites et d’identifier si certains composés sont impliqués dans le métabolisme
de I'azote. Enfin, la nature des interactions vis-a-vis de I'azote pourrait étre étudiée en réalisant des
fermentations compartimentées afin d’identifier si des phénoménes de cell-cell contact sont

impliqués.

L'identification de ces sources préférentielles pourrait également permettre la mise au point de
nutriments azotés spécifiques répondant aux besoins de la souche dans le cas d’'une carence dans le
mo(t. En effet, I'utilisation généralisée de sels d’'ammonium pour supplémenter les mo(ts peut

conduire a la production de composés indésirables déja décrite chez S. cerevisiae (Torrea et al., 2011;
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Martinez-Moreno et al., 2014). De plus, Fairbairn et collaborateurs (2017) ont montré que d’autres
sources en YAN pouvaient s’avérer étre plus performantes d’un point de vue cenologique.
Néanmoins, il n’existe pour le moment aucunes données sur I'impact d’'une supplémentation azotée
sur le comportement des levures NS aussi bien d’un point de vue physiologique qu’cenologique.
Ainsi, une premiere étude du «fithess» de plusieurs souches de levures NS avec une
supplémentation azotée pourrait étre entreprise. Cela permettrait de mettre en évidence a la fois
I'impact de la source en azote ajoutée sur la vitesse de croissance et de fermentation ainsi que de

comparer le comportement des différentes levures NS a cet ajout.

Dans cette deuxiéme partie, il a également été montré que la compétition pour les sources azotées
entre les levures NS et S. cerevisiae pouvait étre a I'origine de certains changements vis-a-vis de la
production de composés volatils par S. cerevisiae. Cette observation pourrait expliquer en partie
I'origine des changements des profils aromatiques des vins produits en fermentation séquentielle ou
mixte. Ce dernier point reste a discuter puisque récemment des études ont montré que I'implication
des YAN ne serait pas directe dans la formation des composés volatils (Crépin et al., 2017; Rollero et
al., 2017). A ce jour, il reste donc des mécanismes inconnus impliquant les YAN et la formation des
composés volatils notamment lorsque les sources en YAN sont multiples. Une approche globale de
génomique puis de transcriptomique dans le cadre d’une fermentation en milieu synthétique,
corrélée aux profils des composés volatils, pourrait apporter une premiére piste quant aux voies de

biosyntheses impliquées.

Les deux premiers chapitres de cette thése ont activement permis d’aboutir a une stratégie pour la
mise au point d’'un nouveau procédé biotechnologique de réduction de la teneur en éthanol dans le
vin. A partir de la bibliographie et de plusieurs étapes de screening, la levure Starmerella bacillaris
s’est avérée étre la meilleure candidate pour réduire la concentration en éthanol dans le cadre d’une
fermentation séquentielle. L'oxygénation durant la premiére partie de la fermentation s’est montrée
essentielle. Cette oxygénation a impliqué la formation plus importante de biomasse de S. bacillaris
qui a consommeé la majeure partie de I'azote assimilable et probablement d’autres nutriments. Pour
pallier une carence pour S. cerevisiae (qui reste essentielle dans ce procédé puisque S. bacillaris seule
ne peut pas terminer la fermentation), la mise au point d’une solution de facteurs de croissance a été
nécessaire. En effet, un ajout seul de sulfate d’ammonium ne permettait pas de pallier une
fermentation languissante. La mise au point de cette solution a pu se faire a I'aide des connaissances
acquises lors du chapitre 1 et 2 au cours desquels les connaissances des besoins des souches en
azote et les relations entre les différentes voies métaboliques ont été déterminantes. L'utilisation de

bioréacteurs afin de maximiser le transfert d’oxygene a permis de diminuer la concentration en
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éthanol de 1,65 % v/v avec une teneur acceptable en acidité volatile. Cette méthode a par la suite
été transférée a I'échelle semi-industrielle. Pour la premiére fois, une diminution de 1% v/v avec une
concentration acceptable en acidité volatile a été obtenue a cette échelle. Une analyse sensorielle a
confirmé la bonne qualité du vin, avec une corrélation plus importante des descripteurs « positifs »
vis-a-vis des vins réalisés a I'aide du procédé. Avant industrialisation de ce procédé, un certain
nombre de parameétres restent encore a étre vérifiés, notamment la résistance de la souche aux
sulfites, I'impact d’un séchage de la levure sur son comportement fermentaire, la maitrise des
niveaux de population des levures indigenes dans le mo(t. D’un point de vue technologique, le
développement d’un procédé de macro-oxygénation dynamique en cuve industrielle reste a étre

réalisé.
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Annexe 1 : Transporteurs des acides aminés et ammonium chez les levures (Ramos et al., 2016)
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Aming acd permease family

Systematic
name

Gene name

Functional description
(substrate specificity)

Regulation

Reference

Cove - Cluster 1 - 53PS sensar requilated

YLD 5

YBROGEC

YDROMGC

YDRS0BC

YEROEHE

YOLOZOw

Cove - Cluster Il
Y KROISw

YER13 1w
YLLOETw

YPLZTAw

Cove - Claster W
YELOB
YHL2T0C
THL2EEw

Ciove - Unclustered
YOR348c
YPL2E5w

YDR160w

YER13Z2c

AGPT

gAF2

GNPT

TATT

TATZ

GART

HIF?
MARAET

SAMZ

CANT
ALF?
LYP1

PUT4

v

AGR2

Broad substrate range,
medium capacity permease

[val, lle, Phe, hdat, Ser, Leu,
Thr, Cys, Asn, Tyr, Ala, Gly,

GiIn {Frab

Branched-chain amino
acid permease
[Wal, lle, Phe, Tyr, Leu,
Trp, Mat, Cys, Alad

Branched-chain aming
acid permease
(al, lle, P, Tyr, Trp,
Lew, Met, Cys, Thr, Ala¥®

High-affirity glutamine
permease (Thr, G,
Ser, Cys, Lew, Met,
Asn)t (Pro)

Tyrosine and tnyptophan
permease (Val, Thre
(knee-affimity Hisl, {Leu)

High-affinity tryptophan
permease (Phe, Tyr, Trp,
Gly, Alaf

General, high-capacity,
aming acd permease
(all L-aming acids, D-amina
acids, GABA, peptides,
polyamines)

Histidine permeass

High-affinity 5-methy
methionine permease

High-affinity S-adencsy
miethicnine permease;

High-affirity putrescine,
spermidine, spermane
(palyarmine)

Argimane permease (Ang)
Afgining permease (A

Lysing permease {Lys, hiet)®

High-affinity praline
permeass (Val, Ala, Praf®
[GABA)

Dicarbosylic amino acid
permeasa (Sar, Mla, Asn.
Asp, Gin, Gly, Gln¥®

Receptor component of the
5P5 sensor

Carnitine, spermiding,
putrescine (palamine}

SPS-senmor, NCR, GAACH

SPS-sermor, GAACT

SPS-seErmor

SPS-sermor

SPS-sensor

SPS-sensor

WNCR, GAACY

HCH, GAACT

Gasce

HNCR

MCR

Andréasson et al. (2004);
Iraqua et &l (1999);
Schreve et all {1998)

Grauslund et al. {1995)

Didion et al. {1598)

Andréasion ef ol (2004);
Zhu et al. (1996)

Bajmaczi et al, (19598),
Schmidt et al (1994)

Schimidt, et af, {1984)

André et al. (1993);
Jauniawx and Grenson
(1990} van Zeebroack
et al. (2009)

Tanaka and Fink {1985)
Rouillon et afl. {1999

Rauillon et al. {1999);
Uernura et af {2007}

Hoffrmann {1985)

Sychrowa and Chevallier
(19594}

Sychrova and Chevallier
(1993}

André ef al (1993);
Jauniaus et 3l (1987)

Regenberg et al. (1998}

Didicn et al. {19938);
Iragqua et &l (1999);
Klasson et 3l (1999)

Aouida et &l (2005);
van Aoermund &t al.
(1993}

foantinued]
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Aming acd permease family

Systematic Functional description
name Gene name [substrate specificity) Regulation Referemce
WELOS 5w AGFI Broad-substrate specificity Menant et &l (2006);
aming acid permeaase Regenberg et al, {1999)
(Asp, Glu, Ser® iMat)
Nan-care - AMUP Cluster
YGRS 5w MLUPT High-affinity methiocnine Isnard et ai. {1996);
permease {Cys) Kosugi et 2l (2001)
WHLO3Gw MLUPT Lewy-affinity methionine G Isnard et al. {1996)
permease; inhibited by
broad-substrate
spectrum (Met)
Nar-care - UWGA Clusfer
YDL2 10w LGA4 GABA perrmiedse MZR André et al (19393
E-aminclevulinic aod, Uermwura ef ol (2004)
pulrescine) vacuok:
localization
YELT 74 TPOS Palyarnine secretion, Golgl Tachihara et &l (2005
lacalization
YELOPYC HMNAAT Chaline permease IME regukan Mikawa et af, {1986)
tethanalaming)
YHRGSEC BICS Biotin permease Phalip et al. {1999
{7-keto B-aminopelargonic
acid)
Ammonium permease family
YOR121C WAEF] Mediurn-affinity, MR Mariru et &l (1994)
high-capacity
AMMCAILM PEMEase
WHLT43W MEE? High-affinity, N R Lorenz and Heitman {1998);
low-Capacity armmanium Barini ed al, (1997}
PEFMEase, ammonium
FEN50F
YPR13EC NEF3 Loww-affinity, high-capacity HCR Marini et &l (1997)

AMMOonium parmeasa

Annexe 2 : Transporteurs des acides aminés et ammonium chez S. cerevisiae (Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012)
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Compounds g/L
Glucose 44,5
Potassium dihydrogen phosphate 1,78
Magnesium sulphate 0,89
Calcium chloride fused 0,178
Sodium chloride 0,089
Adenine 0,00178
DL-methionine 0,000891
L-histidine 0,000891
DL-tryptophane 0,000891
Boric acid 0,0000089
Zinc sulphate 0,0000356
Ammonium molybdate 0,0000178
Manganese sulphate 0,0000356
Ferrous sulphate 0,0002225
Lysine 1,0
Inositol 0,02
Calcium pantothenate 0,002
Aneurine 0,0004
Pyridoxine 0,0004
p-aminobenzoic acid 0,0002
Nicotinic acid 0,0004
Riboflavin 0,0002
Biotin 0,000002
Folic acid 0,000001
Agar 17,8

Annexe 3 : Composition du milieu Lysine (Oxoid LTD., England)
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