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DENOMBREMENT RAPIDE DE BRETTANOMYCES
DANS LES VINS ROUGES PAR CYTOMETRIE DE FLUX

. , . i Figure 1 : évolution des levures fermentaires
Brettanomyces est une levure tres frequente dans les caves. Differentes ¢tudes . s : . :
pendant I’elaboration d’un vin

montrent que les vins rouges peuvent €tre plus ou moins contamines par Bretta- ———
nomyces. Jusqu’a 50 % des cuvees le sont avant la stabilisation de la fin de fer- o o
mentation malolactique (Figure 1).

Le développement d’un caractere phenole nécessite une population de Brettano-
myces suifisante pendant une periode suffisamment longue. Pour ¢viter le carac-
tere pheénolé, 1l est nécessaire d’interdire 1’activite de Brettanomyces.

Le suivi microbiologique permet de mettre en ¢vidence le moment et 1’1mpor-
tance d’un developpement de Brettanomyces au cours de 1’¢laboration d’un vin.
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¢ Matériel et méthode Figure 2 : schéma du cytométre
e Echantillon de vin rouge sans traitement prealable : soit un vin en cours d’¢le- N

vage dont la fermentation alcoolique est achevée (prélevement aseptique au-des- B e

sus des lies (turbidité < 500 NTU)), soit un vin en bouteille. Capteur Ry

fluorescence

e Reactifs : tampon spécifique pour atteindre un pH entre 6,5 et 7,0 et fluochrome
marquant les levures vivantes (temps de marquage retenu : 10 mn a 22°C).

e Cytometre de flux equipe de deux capteurs : la taille des cellules et 1a fluores-
cence (Figure 2).

e Parametrage specifique pour le denombrement de Brettanomyces.

La lecture des resultats (Figure 3) prend en compte le nombre d’¢lements fluo- Echantillon Source - Partec
rescents (ordonnee) et 'intensité de la fluorescence (abscisse). Le croisement
fluorescence et taille des cellules permet de confirmer le résultat et/ou de ’affiner
lors d’une mauvaise s¢paration du pic de fluorescence.
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Figure 3 : exemple de visualisation des résultats
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¢ Limites du dénombrement de Brettanomyces 1 Zone

19 d'intégration

La plage de dénombrements pour 1’analyse d’un vin non dilué¢ se situe entre 100 | wn—% Zone d'intégration

et 1 000 000 cellules/ml. Pour les vins de taible turbidité (en fin d’elevage ou en w | __,F'ﬂ
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bouteille), 1a limite basse peut €tre diminuée par centrifugation. Ainsi, le seuil de
detection est abaisse a environ 10 cellules/ml. La limite haute peut €tre augmen-
tee par dilution de I’¢échantillon.

L’ écart-type de répétabilite, ¢tabli a partir de trois vins, analyses huit fois chacun,
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¢ Validation avec 1a méthode de référence en boite de Pétri
Sur 225 vins en cours d’élevage ou en bouteilles : Figure 4 : état physiologique de Brettanomyces
- 116 présentent moins de 200 cellules/ml. Le comptage en boite de Petri donne apres sulfitage

en moyenne 13 cellules/ml avec un maximum de 182 cellules/ml.

- 109 présentent plus de 200 levures vivantes/ml. Pour 90 d’entre eux, les valeurs | g
sont fortement correlees a celles obtenues en boites de Péetri (coetficient de corre- E

lation de 0.96). Pour 19 ¢chantillons, la cytometrie de flux révele une population E —4@— Cytométrie : Témoin
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—ip— Boite de Pétri : Témoin
levurienne non détectée en boite de Pétri. Ces incohérences peuvent s’expliquer
soit par la presence de S. cerevisae (prise en compte en cytometrie de flux) dans .
un ¢chantillon dont la fermentation alcoolique n’est pas achevée, soit par la pre- @
sence de Brettanomyces sous forme viable non cultivable (Figure 4). 5 - - M -

—aliy— Cytomeirie : 30 mg'l S0,
—aliy— Boite de Petri : 30 mg/l 50,

CONCLUSION

La cytometrie de flux est un nouvel outil pour « mieux vivre » avec Brettanomyces dans les caves, car elle donne la possibit¢ d’¢tablir une
prevention en temps reel et de connaitre le degre d’urgence d’une opération de stabilisation.

Par rapport a I’analyse en boite de Pétri, la cytomeétrie de flux peut dans quelques cas surestimer le risque Brettanomyces (8 % des cas ana-
lysés en prenant en compte les formes viables non cultivables), mais non de le sous-estimer.

Avec des prelevements au-dessus des lies potentiellement riches en cellules, les seuils d’intervention suivants peuvent €tre avances :

- moins de 200 cellules/ml : cuveée non ou faiblement contaminee

- entre 200 et 2000 cellules/ml : cuvee contaminée, a surveiller et a stabiliser des que possible

- plus de 2000 cellules/ml : cuvée fortement contamingée, a 1soler et a stabiliser.
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