Fiche pratique

CYTO-3D VINS

Comprendre et maitriser la microbiologie des vins

HISTOIRE DE L'ANALYSE
MICROBIOLOGIQUE DU VIN

D'un point de vue analytique, le vin est un produit issu de la
chimie et de la biologie. Si nous avons connu ces derniéres
années énormément de progres dans la productivité de
I'analyse chimique, la microbiologie est quant & elle restée
a I'ere de Pasteur, avec les boites de Petri | Si d'autres
technologies sont apparues plus récemment, comme la

Suivi de FA, des malo, levains...

Geste juste Nécéssaire et suffisant

Contrdle qualité LSA

Enologie raisonnée

Levures

PCR, ces techniques restent des méthodes adaptées a la
recherche mais pas & I'analyse de routine en termes de
rapidité et compétitivité.

MICROBIOLOGIE DU VIN

Enjeux brett

indigénes

- . . Vins sans soufre
De la vendange au conditionnement, il y a pourtant un réel

intérét a suivre la microbiologie du vin, & diverses étapes du

processus de production. Conditionnement des vins

Adapter les gestes /\ Répondre a des

cahiers des charges

Il nous apparaissait donc essentiel de développer un
ensemble d'applications innovantes et précises afin en fonction de la charge initale
d'ensivager, enfin, I'analyse microbiologique en routine, &
la maniéere des autres parametres physico-chimiques du vin.

Evaluer les résultats des process

Principle of Flow Cytometry

LA CYTOMETRIE

La cytométrie en flux est une technique de comptage et de mesure
des états des cellules. Un premier systeme fluidique permet de faire
passer d travers une cannelure tres fine des cellules mises en suspension
dans un fluide, permettant d’aligner une & une ces cellules devant un
(ou plusieurs) laser(s). Chaque cellule émet alors des signaux lumineux
analysés par un systéme optique : fluorescence émise par la particule,
réfraction / obscuration de la lumiére, taille structure... A partir de ces
parametres, un systeme électronique interpétre ces signaux et établit
un cyfogramme, permettant d'identifier la nature des cellules.

1. Cells in a single profile
pass trough the flow cell
» Cells Focusing

Mixture of cells labeled with fluorescent antibodies

2. Laser hits individual
cell passing through the
narrow tube called flow
cell

» Interrogation point

3. Deflected light hits a
series of detectors
(PMTs)

4. The signal from
detectors are interpreted
by a computer

La cytométrie en flux n'est pas une méthode récente : les premiéres

publications en cenologie sur le sujet datent de 1994. Mais les limites de la technique (sensibilité au bruit de fond, limites
de quantification élevées, nécessité de concentrer les échantillons et surtout, une difficulté a distinguer Saccharomyces
et Brettanomyces) ont réduit son utilisation et sa diffusion en cenologie de terrain.

LES INNOVATIONS DES LABORATOIRES DUBERNET

Le triple marquage cellulaire activé par fluorescence (technique FACS)

Les micro-organismes sont mis en présence de fluorochromes (colorants ayant des propriétés fluorescentes). Les
fluorochromes absorbent ces colorants de maniere différente selon leur nature et leur état physiologique. Inédite &
cette échelle, cette technique permet une stratégie originale de « gating » associée au marquage triple utilisé, la
discrimination des levures Brettanomyces et Saccharomyces dans les vins, ainsi que la quantification des levures et
bactéries en une seule analyse.

Des cytométres de haute performance

Les nouveaux cytometres sont dotés de détecteurs de trés haute résolution et d’'une haute cadence. Ces cytometres
de derniere génération permettent un débit éleve de flux et sont également équipés de plusieurs lasers, multipliant le
nombre d'informations porté sur chaque particule. Nous investissons constamment dans des équipements de haute
technologie : nous avons récemment acquis le Cytpix : un cytometre doté d'un appareil photo et d'un quatrieme laser:
ces améliorations permettent d'étre plus précis dans la perception du microbiote, notfamment dans la différenciation
des bactéries lactiques et acétiques.
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CYTO-3D VINS

APPLICATION CONCRETE DANS LE CYCLE DU VIN

Avec Cyto-3D vins, nous vous proposons une méthode innovante, exclusive et brevetée, capable de répondre aux enjeux
du terrain. L'analyse microbiologique devient I'outil incontournable d'une cenologie précise et préventive :

e des résultats rapides en moins de 48 heures,

¢ un controle de toutes les étapes de la production du vin.

Evaluation de I'efficacité des techniques et traitements cenologiques

Y

Préparation du conditionnement
CYTO-3D VINS - VINS PREMIUM

Fermentation malolactique » contréle des populations microbiennes
CYTO-3D VINS avant la mise en bouteille/BIB
e contrdle des populations de e contrdle qualité des filtrations
bactéries totales ¢ contrdle des flash-pasteurisations

Fermentation alcoolique Vin nouveau ou en cours d'élevage Vin conditionné

CYTO-MOUT si D > 1040 CYTO-3D VINS - VINS PREMIUM - BACT - EXPERTISE CYTO-3D CONDITIONNE

CYTO-3D VINS si D < 1040 * controle des Brettanomyces et e contrdle des Brettanomyces et
* controle de I'implantation des levures Saccharomyces Saccharomyces
 suivi des fermentations languissantes * contréle des bactéries totales » controle des bactéries totales

* contréle des bactéries acétiques et lactiques

NOS MENUS D’ANALYSES

ECHANTILLON
CODE ANALYSE PARAMETRES ANALYSES NECESSAIRE DELAI

R Levures totales
CYTO-MOUT Populations vivantes-vitales, VMI et mortes
& bactéries vivantes-vitales

CYTO-3D VINS (forfait) Brettanomyces, Saccharomyces & bactéries totales
CYTO-3D VINS PREMIUM (acte) Populations vivantes-vitales, VMI et mortes

Brettanomyces 200 ml

S EIINS Populations vivantes-vitales, VMI et mortes

48 h
Bactéries lactiques & bactéries acétiques

Sine-gy el Populations vivantes-vitales, VMI et mortes

Brettanomyces, Saccharomyces
CYTO-3D EXPERTISE Bactéries lactiques & bactéries acétiques
Populations vivantes-vitales, VMI et mortes

CYTO-3D Brettanomyces, Saccharomyces & bactéries totales  Vin
CONDITIONNE Populations vivantes-vitales, VMI et mortes conditionné

Définition VMI : Viables Métaboliqguement Inactifs (absence d'activité estérase).

UNE METHODE ACCREDITEE cofrac

Depuis Octobre 2021, les analyses Cyto-3D sont réalisées sous accréditation COFRAC selon la norme NF EN ISO 17025.

Accréditation n°1-0207 Accréditation n°1-5833
Portée disponible sur www.cofrac.fr Portée disponible sur www.cofrac.fr
Site de Montredon-Corbiéres Site d'Orange
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CYTO-3D VINS

INTERPRETER LES RESULTATS DE CYTO-3D

Cyto-3D vins réalise le comptage direct et spécifique des différentes populations microbiennes dans le vin,
ainsi que leurs états :

CYTO-3D VINS
Levures Levures Bactéries
Saccharomyces Bretanomyces totales

CELLULES VIVANTES VITALES
II's’agit des populations vivantes et métaboliquement actives.
Par exemple, pour les brettanomyces, ce sont ces populations qui sont productrices de phénols volatils.

CELLULES VMI (Viables Métaboliquement Inactlves (absence d'activité estérase))

Ces populations ne sont pas en phase de multiplication, mais constituent une forme de latence. Elles peuvent
se revitaliser d la faveur d'un changement dans I'environnement du vin et représentent un risque potentiel
pour celui-ci, mais non immédiat a I'inverse d'une population vivante vitale.

Ces populations correspondent théoriquement aux populations viables non cultivables (VNC).

Elles ne poussent pas en culture sur boite de Petri.

CELLULES MORTES
Cellules mortes présentes dans le milieu.
Cellules théoriquement comptées en PCR, faussant I'interprétation du résultat.

LevuresBF - Echantillon

LIRE LE RAPPORT D’ANALYSE -

Par convention en microbiologie, les résultats sont exprimés en
écriture scientifique, pour une meilleure lisibilité.

Par exemple, 2,5e+04 événements/mL signifie 2,5.10* évenements/
mL ou encore 25 000 événements/mL.

Signification des parametres figurant sur le rapport :

Sacch = Saccharomyces
Brett = Brettanomyces 10
Bact = Bactéries totales

Type de micro-organisme

VV = Vivants Vitaux 7 Brettanomyces: 0.075
Etat du micro-organisme VMI = Viables, Métaboliquement 100
Inactifs (absence d'activité estérase) S
FL2

nd = non détecté (< a la limite de détection)

Cytogramme illustrant la séparation des levures
Brettanomyces et Saccharomyces suivant I'axe FL2.

LABORATOIRES
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FOCUS : L'ETUDE DES BRETTANOMYCES

En passant de 5 000 a 30 000 analyses microbiologiques annuelles, la cytométrie en flux nous a permis d’accumuler une
base de données conséquente pour I'étude des Brettanomyces.

Les Brettanomyces sont des levures présentes dans les moUts et les vins. Elles sont dotées d'un pool enzymatique capable
de métaboliser certains acides phénols naturellement présents dans les vins (acide p-coumarique et acide caftarique),
en phénols volatils malodorants (respectivement 4-Ethyl-phénol et 4-Ethyl-gaiiacol). Ces phénols volatils conférent au vin
un caractere aromatique “animal” typique, considéré aujourd’hui comme un défaut rédhibitoire par la majorité des
acteurs du vin et des consommateurs.

Une levure environnementale de I'écologie naturelle des vins

90% des vins rouges analysés contiennent des populations de Brettanomyces vivantes vitales et/ou des populations VMI.
La présence de Brettanomyces est naturelle, quasi-systématique et ces levures peuvent se développer & toutes les étapes
de la vie du vin : on les trouve au vignoble comme sur le matériel vinicole.

Certains gestes cenologiques aggravent le risque Brettanomyces

Macération pré-fermentaires & froid, longues phases de latence pré-fermentaires, FA languissantes ou arrétées, tfraces de
glucose/fructose en fin de FA, hygieéne vinaire mal adaptée, températures non maitrisées en élevage, niveaux faibles de
SO2 actif, populations microbiologiques non maitrisées au conditionnement...

La maitrise des Brettannomyces passe donc par la surveillance de la taille des populations, en particulier celle des
cellules vivantes vitales aptes a produire des phénols volatils : un pilotage rendu possible grace au suivi mensuel Cyto-3D.

Nos observations ont permis d'établir des seuils d'interprétation représentés ci-dessous :

3.102 108 104 10%
Limite de quantification
BRETT
VIVANTES VITALES

Zone de sécurité Zone de surveillance Zone d'action Zone d'urgence

Surveiller un éventuel Pas d'évolution rapide des Evolution des phénols Evolution & treés court terme.

niveau élevé de VMI. phénols volatils. volatils & moyen terme. Traitement a réaliser d'urgence
Traitement & envisager en Traitement & réaliser.

amont d'entonnage.
Surveiller le vin sous 3 & 4
semaines.

GROUPE LABORATOIRES DUBERNET « www.dubernet.com

ZA du Castellas ¢ 35 rue de la Combe du Meunier 11100 MONTREDON-CORBIERES ¢ +33 (0)4 68 90 92 00 e labo.dubernet@dubernet.com
Rhoéne Sud ¢ 2260 rte du Gres 84100 ORANGE ¢ +33 (0)4 88 60 04 00 ¢ labo.orange@dubernet.com
Rhoéne Nord ¢ 485 av. des Lots 26600 TAIN L'HERMITAGE ¢ +33 (0)4 82 77 02 32 ¢ labo.tain@dubernet.com
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