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CGENOLOGIE

Par Virginie Serpaggi, Claudine Degueurce et Romain Lacroix

Brettanomyces:
lutter contre les biofilms

La levure Brettanomyces saccroche au matériel de cave en formant des biofilms.
LInstitut Rhodanien, en collaboration avec I'Université de Bourgogne, étudie ce mode
de vie « biofilm » afin d'optimiser les nettoyages et désinfections.

es biofilms (mince couche de
L micro-organismes adhérant 3 une

surface) sont responsables de graves
contaminations du produit fini. Ces bio-
films colonisent toutes sortes de surfaces
et résistent a la plupart des méthodes
classiques de nettoyage. Ce mode de vie
«biofilm » peut ainsi se montrer trés pro-
blématique pour la filiére vinicole lorsqu’il
est composé de micro-organismes d’alté-
ration comme Brettanomyces.
Létat de propreté microbiologique des
surfaces est important au sein d’un chai
pour garantir la qualité des vins. La

procédure de traitement est habituelle-

ment constituée de deux étapes:

«Une étape de nettoyage a l'aide de
détergents qui décrochent les saletés et
les micro-organismes. Cette étape ne
permet pas de tuer les flores présentes.

« Puis une étape de désinfection avec une
action létale sur les micro-organismes,
empéchant la recolonisation des surfaces
par les germes. Les produits chimiques
utilisés pouvant étre nocifs pour 'opé-
rateur, des produits alternatifs plus
écologiques et moins dangereux sont
recherchés.
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Dans ce contexte, nous avons comparé
I'impact de méthodes de nettoyage-dé-
sinfection sur deux souches différentes
de Brettanomyces développées en bio-
film. Pour chacune de ces souches, des
biofilms 4gés de quatorze jours ont été
formés en vin sur des morceaux d’acier
inoxydable appelés « coupons ». Les
méthodes de nettoyage-désinfection
ont ensuite pu étre testées sur les bio-
films formés en conditions statiques au
laboratoire et en conditions dynamiques
grice a un circuit-test pilote développé
par 'IFV (Institut Frangais du Vin, pdle
Val de Loire-Centre) et le CETIM (Centre
Technique des Industries Mécaniques).

Les produits désinfectants

ont un effet sur la viabilité
ATéchelle du laboratoire, en comparaison
avec leau, deux produits désinfectants ont
été testés : I'acide peracétique a 2 %, (habi-
tuellement utilisé a la cave expérimentale)
et l'acide lactique a 10 % comme produit
alternatif. UEFSA (European Food Safety
Authority) a publié un rapport sur ce der-
nier, démontrant son efficacité antimicro-
bienne et son absence de toxicité comme
agent de décontamination dans la filiére
viande. Les biofilms ont été testés selon la
méthodologie expérimentale développée
dans l'encadré.

Les résultats sont récapitulés dans le sché-
ma ci-contre et montrent une réduction
significative de la population totale aprés
traitement par les deux désinfectants et
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par 'eau en comparaison avec le témoin.
Ces deux produits ont également un effet
significatif sur la diminution de la viabilité
des cellules restantes sur le coupon, ce qui
nest pas le cas pour l'eau.

Ces données confirment I'interét d'utiliser
un produit de désinfection

Limportance d'une

procédure compléte de

nettoyage-désinfection

A Iéchelle pilote, les résultats montrent

une réduction de la population viable

restante sur le coupon apres l'utilisation
d’une procédure compléte

pour inhiber la croissance par rapport au témoin.
des micro-organismes. Les biofilms de La procédure classique a
De plus, les deux produits Brettanomyces base de soude et d’acide
présentent le méme écart colonisent toutes peracétique permet de
SI/gm['ican par rapport au sortes de surfaces. diviser s1gp1f1cat1vement
témoin. Lacide lactique, la population de cellules

a cette concentration

de 10 % et avec un temps de contact de
20 minutes, serait donc une alternative
intéressante.

viables par vingt comparé
au témoin. La procédure alternative avec
savon noir et acide lactique se montre
quant a elle prometteuse mais nécessite

des ajustements a l'échelle dynamique
puisquelle divise seulement par deux la
population viable présente sur les cou-
pons. D’autres essais seront mis en place
avec des temps de contact plus longs ou
une concentration d’acide lactique plus
élevée, afin de déterminer si l'efficacité de
cette procédure peut étre améliorée.

Cette étude montre que les étapes de net-
toyage-désinfection restent essentielles
pour limiter les micro-organismes d’alté-
ration comme Brettanomyces sur les sur-
faces du matériel vinaire. Les solutions
alternatives a base de savon noir et dacide
lactique se sont montrées performantes:
une piste prometteuse pour se diriger vers
des solutions de nettoyage plus durables. @

Méthodologie

des expérimentations

Coupon d’acier aprés 14 jours
dans unvin contaminé par
des Brettanomyces.

a premiére étape consiste

a contaminer des supports

en acier inoxydable appelés
«coupons » en les laissant trem-
per 14 jours dans un vin contenant
une population importante de
Brettanomyces. Les essais ont été
menés avec deux souches diffé-
rentes de Brettanomyces :'une sen-
sible, 'autre résistante aux sulfites.
Puis, les différents produits de
traitement ont été testés en condi-
tion statique et en condition dyna-
mique. Un témoin non-traité per-
met pour chaque test de connaitre
la population formée initialement
sur le coupon et ainsi détermi-
ner lefficacité du traitement. En

condition statique, les biofilms
ont été traités pendant 20 minutes
soit avec l'acide peracétique 2 %,
soit avec l'acide lactique 10 %, soit
avec de l'eau. Les populations de
levures totales et viables restantes
sur les coupons ont ensuite été
déterminées a la fin du processus
par une numération en cytométrie
en flux. A I'aide du circuit-test, les
conditions dynamiques ont pu
étre mises en ceuvre pour com-
parer deux procédures complétes
composées d’'un détergent et
d’un désinfectant. La premiére
est la technique classique a base
de soude caustique 5 % et d’acide
peracétique 2 %, la seconde est
une technique alternative a base de
savon noir et d’acide lactique 10 %.
Les coupons avec les biofilms ont
été installés dansle circuit-test. Les
biofilms ont été traités par un pas-
sage en continu des produits dans
le circuit pendant 15 minutes pour
les détergents suivi de 20 minutes
pour les désinfectants. Les popu-
lations delevures viables restantes
sur le coupon ont été elles aussi
déterminées par cytométrie en
flux. 1l est & noter quaucun effet
souche n’a été détecté pour l'en-
semble des résultats. Les deux
souches testées se comportent
donc dela méme faconvis-a-vis des
conditions de nettoyage mises en
place pour ces expérimentations. ®

Vers une nouvelle
piste pour expliquer
le golit de souris ?

"Institut Rhodanien s'intéresse aux gotits de

souris depuis de nombreuses années car il

y a un manque trés important de connais-
sances sur le syjet. On découvre chaque année une
nouvelle molécule dans la famille responsable du
défaut: les pyridines. La perception du gotit de
souris augmente généralement avec l'exposition
a l'air et diminue en condition réductrice. Mais
personne ne sait si c’est la perception du défaut
qui évolue ainsi, ou les concentrations en pyri-
dines elles-mémes. Ces pyridines sont connues,
en agroalimentaire, pour étre générées chimique-
ment par des réactions de Maillard. Pourtant, a
ce jour, seule une voie microbiologique, via les
bactéries lactiques et Brettanomyces, a été décrite
dans le vin. C’est pour essayer dy voir plus clair
que I'Institut Rhodanien méne différentes expé-
rimentations visant a explorer ces deux origines
du défaut: microbiologique et chimique. Ce pro-
gramme est soutenu financiérement par la région
AURA. A ce stade, les recherches se heurtent
a la faisabilité de générer du goiit de souris de
maniére suffisamment contrdlée pour servir de
base expérimentale. L'Institut Rhodanien lance
donc des travaux pour tenter de standardiser la
production de pyridines par voie chimique. @
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