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La production de composés aromatiques par les
levures cenologiques dépend de la gestion de leur
équilibre d’oxydoréduction intracellulaire

Les levures cenologiques produisent de
métabolites pendant la fermentation, donnant au vin fini son empreinte
organoleptique unique. Le réseau complexe de voies métaboliques conduisant &
la production de ces composés aromatiques dépend en grande partie de réactions
enzymatiques d’oxydoréduction qui utilisent les cofacteurs NAD(H) et NADP(H).
Dans ce travail, nous avons étudié I'équilibre des cofacteurs d’oxydoréduction et
la gestion de deux souches de levure génétiquement apparentées tout au long de
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‘éthanol et une myriade d’autres

la fermentation alcoolique, et avons surveillé leur production de métabolites clés.

Cinétique de la fermentation alcoolique

la cinétique de fermentation de deux souches génétiquement :
et :
IONYSWI™!, @ été comparée dans un milieu synthétique de mott de
raisin confenant 230 g/l de sucres répartis pour moitié en glucose :
et pour moitié en fructose (Figure 1. La littérature décrit IONYSwf™ :
comme une levure produisant de grandes quontités d'acides :
organiques et de glycérol, et de faibles quantités d'éthanol et d'acide

apparentées  de  Saccharomyces  cerevisiae, EC1118™

acétique?.

les temps correspondant aux éfapes clés de la fermentation ont :
enfrée dans :
lo phase exponentielle de croissance de la levure, milieu de phase
exponentielle, enfrée dans la phase stationnaire (qui correspond
également au tiers de la fermentation), les deux tiers de la fermentation :
et la fin de la fermentation [marquée par une concentration en sucres :
inférieure & 5 g/1). les deux souches de levure ont produit des profils
de fermentation typiques et ont permis d'obtenir un vin sec, mais :
IONYSWI™ a fermenté & un rythme plus lent que EC1118™, metiant

été identifiés. les éfapes retenues sont les suivantes :

120 heures pour rendre le vin sec, alors que cette demiére a eu
besoin de 110 heures.

Dynamique de la concentration intracellulaire :

en NAD(H) tout au long de la fermentation

les concentrations infracellulaires des cofacteurs d'oxydoréduction :
NAD*, NADH, NADP* et NADPH ont ét¢ déterminées aux éfapes :
clés de la fermenfafion mentionnées ci-dessus. Alors que les :
concenfrations et les ratios de NADP* et de NADPH se sont avérés :
relativement sfables dans le temps [données non présentées), ceux :
de NAD* et de NADH ont varié de maniére significative (Figure 2).
En effet, la concentration totale de NAD(H) (cest-a-dire la somme de
[NAD"] et de [NADH]) n’est stable que jusqu'a la moitié de la phase :
exponentielle, aprés quoi elle diminue drastiquement dans les deux :
souches, mais avec une différence marquée. En effet, la concentration :
en NAD(H) a chuté plus 16t dans 'EC1118™. De méme, le rapport :
NAD*/NADH a chuté plus &t dans I'ECT118™ révélant que la
souche IONYSwf™ q réussi & mainfenir une concentration de NAD* :
plus élevée que 'ECT118™ durant la deuxiéme moitié de la phase :

exponentielle.

La littérature indique généralement que la concentration de NAD[H) et
le rapport NAD*/NADH sont stables fout au long de la fermentation®
4 les résultats de cette étude révélent que la premiére hypothése :
sur la concentration de NAD(H) est incorrecte, et que la seconde :
sur le rapport NAD*/NADH n'est que partiellement correcte. Ces
hypothéses étaient principalement basées sur des modéles établis :
dans des systeémes fed-batch (fermentation discontinue) lorsque les

levures adoptent un métabolisme respiratoire, ce qui est rare dans
le cas de S. cerevisiae, qui est soumise & un fort effet Crabiree.
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: FIGURE 1. Cinétique de fermentation et croissance des levures des souches EC1118™ et
: IONYSwf™ dans du moft de raisin synthéfique contenant 230 /L de sucres.

En effet, chez cette espéce de levure, des concentrations en sucres
: aussi faibles que 150 mg/L induisent un passage de la respiration
. & la fermentation, indépendamment de la présence d'oxygeéne®.
les données suggérent qu'au fur et & mesure que les levures se
. rapprochent de la phase stationnaire, le NAD(H) est progressivement
: reconverti en son substrat d'origine, le nicotinamide. En outre, une
: fois la phase sfationnaire afteinte, les levures luttent pour maintenir
I'équilibre entre les deux formes de NAD (c'ester-dire NAD* et NADH),
* bien que cerfaines souches semblent réussir mieux que d'aufres. Ces
: données éclairent donc d'un jour nouveau non seulement la gestion
i des cofacteurs d'oxydoréduction infracellulaires de S. cerevisiae,
' mais aussi les flux métaboliques propres & chaque souche.
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© FIGURE 2. Dynamique de la concentration infracellulaire en NAD* et NADH tout au long de o
: fermentation chez les souches ECT118™ et ONYSwf™.

1 Ce travail est disponible sous la licence Creative Commons Attribution 4.0 International.
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TABLEAU 1. Concentrations des métabolites et de la biomasse produits d la fin de la fermentation
- production d'éthanol plus faible (bien que limitée dans les conditions
i de cefte expérimentation) car elle réduit la disponibilité en sucres.
¢ D'un point de vue d'oxydoréduction, I'augmentation de la production
i de glycérol oblige également la levure & produire une plus grande
¢ quantité d'autres composés lui permettant de régénérer plus de
: NADH, comme mécanisme compensatoire. |l s'agit nofamment de
¢ 'acide succinique ef des principaux composés aromatiques fels que
: les alcools supérieurs et les esters d'acétate. Cela explique sans doute
¢ la concentration plus élevée de NAD* tout au long de la fermentation.

alcoolique dans du modt de raisin synthétique en conditions tofalement anaérobies par EC1118™
et IONYSwf™

EC1T1g™ [ONYSwf™

Sucres résiduels (g/L) 0,37 +0,03° 2,42 +193°
Biomasse (g/L) 4,56 +0,05° 4,430,020
thanol (g/1) 104,34 1,97 100,57 =1,49°
(0, (g/1) 108,27 +0,13° 107,93 +0,07¢
Glycérol (g/L) 6,78+0,01° 9,83+0,11°
Acide succinique (g/L) 0,46 +0,03" 0,92 +0,03°
Acide acétique (g/L) 0,66 +0,02° 0,45+0,01°
Somme des principaux alcools supérieurs™ (g/L) 0,24 +0,00° 0,32+0,00°
Somme des principaux esters d‘acétate™* (mg/L) 1,32 +0,1° 4,75+0,3°

**Somme d'océtate de 3-méthylbutyle et d’acétate de 2-phényléthyle.

En effet,

métabolites ef, en fin de compte, dans le profil aromatique du vin
produit avec des souches spécifiques.

Production des principaux métabolites

uniques, les principaux métabolites produits par EC11

ropportés?,  la connaissance  de  I'éfat
intracellulaire particulier de cefte souche par rapport & la souche
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FIGURE 3. Voies métaboliques simplifiées conduisant @ la formation des principaux produits
finaux d'inférét cenologique. Les réactions qui impliquent des cofacteurs d’oxydoréduction sont
représentées en rouge. Le pourcentage d’augmentation ou de diminufion des produits finaux dans
IONYSw™ par rapport @ ECT118™ est indiqué en vert et en violet, respectivement,  c6té des :

noms des produits finaux. Les flaches en pointillés indiquent les étapes mulfiples. Abréviations :
G6P : Glycose-6-Phosphate, F6P : Fructose-6-Phosphate, GAP : Glycéraldéhyde-3-Phosphate, PEP :
Phosphoénolpyruvate, DHAP : Dihydroxyacétone Phosphate.
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En effet, sa production accrue de glycérol entraine directement une

: Conclusion

i Cette éfude apporte un nouvel éclairage sur la gestion de
¢ I'oxydoréduction infracellulaire  chez la levure  Saccharomyces
: cerevisiae. Elle montre notamment que la concentration en NAD(H)
: diminue avec le temps, ce qui est & metire en corrélation avec la

- - — : diminution de la vitesse de la fermentation alcoolique aprés la phase
*Somme de : Butan-1-ol, Propan-1-ol, 2-méthylpropan-1-ol, 3-méthylbutan-1-ol et 2-phényléthanol ; : mi-exponentielle puisque moins de cofacteurs sont disponibles pour
¢ aider & la dégradation enzymatique des sucres. Bien que le lien
¢ complexe entre la production de métabolites primaires et les cofacteurs

les différents niveaux de déséquilibre du rapport :

NAD*/NADH suggérent des différences dans la production de : spécificité liée & la souche. Dans le cas de la souche IONYSwWI™, sa

: forte production de glycérol a un effet boule de neige métabolique.
¢ D'oprés les données générées par cette éfude, on peut supposer que
: les conditions conduisant & une production de glycérol encore plus
: élevée sont susceptibles de réduire davantage la production d'éthanol
. et daugmenter la production de co-produits souhaités tels que I'acide

Pour confirmer que la gestion de I'oxydoréduction spécifique & une

souche de levure donnée conduit & des empreinies méiaboliques : succinique ef les composés aromatiques fermentaires. les recherches

18™ ot futures devront se concentrer sur I'amélioration de notre compréhension
IONYSWI™ ont ét¢ quantifiés & la fin de la fermentation (Tableau 1). : de la dynamique de la production et de la dégradation du NAD(H)

Afin de comprendre la différence de flux métaboliques entre les * dans diverses conditions environnementales et sur le lien avec la

deux souches, les résultats sont présentés sur un schéma monfrant : production de métabolites d'intérét cenologique. ®

les principales voies et les produits finaux d'intérét cenologique :
(Figure 3). Les résultats montrent clairement que la souche IONYSwi™
produit plus de glycérol, moins d'éthanol, moins d'acide acétique :
et plus d'acide succinique ainsi que plus d'alcools supérieurs et : Financement :

d'esters d'acétate. Si ces résultats confirment ceux précédemment : Foundation of South Afca (UID

d'oxydoréduction * ainsi que Lallemand (Enologie et Winetech pour leur soutien conjoint au projet de recherche.

Sources : Arficle prenant sa source de I'arficle de recherche “Redox cofactor mefabolism in
EC1118™ permet de mieux comprendre son activité métabolique. :
. (Food Research International, 2023).

d'oxydoréduction soit connu, cette étude a clairement démontré une

Les auteurs remercienf ["Université de Stellenbosch et la National Research
- 145290) pour le financement de la bourse de J.D. Duncan,

Saccharomyces cerevisiae and its impact on the production of alcoholic fermentation end-products”

1 Tilloy, V., OrtizJulien, A., & Dequin, S. (2014). Reduction of ethanol
yield and improvement of glycerol formation by adaptive evolution of the
wine yeast Saccharomyces cerevisiae under hyperosmotic conditions.
Applied and Environmental Microbiology, 80(8), 2623-2632. htips://
doi.org/10.1128/AEM.03710-13

2 IONYSwWf™ technical sheet. www.lallemandwine.com

3 Bakker, B. M., Overkamp, K. M., Van Maris, A. J., Kétter, P., Luttik,
M. A., Van Dijken, J. P, & Pronk, J. T. (2001). Stoichiomefry and
compartmentation of NADH metabolism in Saccharomyces cerevisiae.
FEMS Microbiology Reviews, 25(1), 15-37. hitps://doi.org/10.1016/
SO168-6445(00)00039-5

4 Richard, P, Teusink, B., Westerhoff, H. V., & van Dam, K. (1993).
Around the growth phase fransition S. cerevisiae'’s make-up favours
sustained oscillations of intracellular metabolites. FEBS Letters, 318(1),
80-82. hitps://doi.org/10.1016/0014-5793(93)81332-T

5 Verduyn, C., Zomerdijk, T. P., van Dijken, J. P., & Scheffers, W. A.
(1984). Continuous measurement of ethanol production by aerobic
yeast suspensions with an enzyme electrode. Applied /\/\\crob|ology
and Biotechnology, 19(3), 181-185. hiips://doi.org/10.1007/
BFO0256451



https://ives-technicalreviews.eu/

