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Introduction

Au cours des dernieres décennies, une plus gratetigian est portée a la sécurité alimentaire
afin de protéger la santé humaine que ce soit esircontaminants chimiques, contaminants
physiques ou contaminants d’origine biologique. sketeur des aliments fermentés nécessite une
attention particuliere en raison de la complexité tbur processus de transformation
biotechnologique. La recherche de contaminantsigife naturelle et biologique tels que les
amines biogénes est particulierement importante,ceaaines de ces molécules, notamment

I’histamine, sont dangereuses pour 'lhomme si kedngérée est trop élevée.

Les amines biogénes sont des composés organiqotss ate faible poids moléculaire qui sont
formées principalement suite a la décarboxylatian gies microorganismes de certains acides
aminés. Dans le vin, les amines biogénes les flaadantes sont : la putrescine, I'histamine, la
tyramine, la cadavérine et dans une moindre meéayreényléthylamine. Certaines de ces amines
sont déja présentes dans le modt de raisin canétysies par la vigne mais la plupart d’entre elles
sont produites et accumulées au cours de la \aifis, par des levures pendant la fermentation
alcoolique, et principalement par les bactérieidaes au cours de la fermentation malolactique
et surtout aprés celle-ci pendant I'élevage du keurs teneurs sont variables généralement de
'ordre de quelques milligrammes par litre dangfeduit fini mais peuvent dans certains cas
atteindre plusieurs dizaines de milligrammes pee.li

Les travaux scientifiques menés actuellement somdwits de maniére a répondre a trois
guestions importantes : i) quel(s) microorganisine& responsable de la présence des amines
biogenes dans le produit fini ii) comment s’eftemit ces syntheses et iii) quel réle jouent ces

amines dans le métabolisme des microorganismes.

Le manuscrit est organisé en trois chapitres :

Le premier chapitre présente une synthése biblbggae sur les amines biogénes et plus

particulierement celles retrouvées dans le vin.

Le deuxiéme chapitre est consacré a la présentdéermatériels et des méthodes qui ont été
utilisés pour réaliser le travalil.

Les résultats obtenus et leurs discussions sosepigs dans le troisieme chapitre. Quatre parties

sont proposees :
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La premiere partie a consistéut d’aborda isoler des souches bactériennes a partir deephssi
vins rouges ayant effectué leur fermentation matalae et caractérisés par des pH élevés. En
effet, nous souhaitons avoir a notre dispositios lagctéries indigenes appartenant aux différents
genres rencontrés dans les vihsagtobacillus Pediococcuset Oenococcus et des bactéries
productrices d’amines puisque les souches sélewamsont peu ou pas productrices (absence
dans leur génome de genes codant des enzymes udggdicdans la synthese d’amines). Les
souches isolées ont été caractérisées pour lenmdraphies vis-a-vis de quatre acides aminés
précurseurs d’amines a savoir I'arginine, la tymesil’histidine et la phénylalanine. Les relations
entre l'auxotrophie vis-a-vis de l'acide aminé, paésence de genes codant des enzymes
impliquées dans la synthese des amines et la piodwtans le milieu de I'amine correspondante
ont étéétudiées, I'objectif étant de savoir si une baeté@uxotrophe vis-a-vis d'un acide aminé
précurseur d’'une amine biogene et cultivée en poésde cet acide aminé produit plus de I'amine

correspondante qu’une souche non auxotrophe.

La deuxieme partie concerne 'étude de l'effet’deidlité du milieu sur la production des amines
biogenes pour les cing souches bactériennes ingBgéetenues appartenant toutes a I'espece

Oenococcus oeni

La troisieme partie concerne plus particulierenesiactivités enzymatiques liées au métabolisme
de l'arginine, compte tenu de la forte productidéagdhatine observée dans les différents milieux

de culture pour certaines souchesd@mococcus oeni

La quatrieme partie est consacrée a I'étude déet’'efune addition croissante d’agmatine dans

des vins issus de Pinot noir et de Chardonnayesuiierception olfactive.

Enfin, dans la conclusion de ce manuscrit, nougmers sur les principaux résultats que nous
avons obtenus lors de cette thése, et nous propagsnorientations pour continuer ce travail sur

le plan scientifique.
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1. Définition des amines biogénes

Les amines biogenes (AB) sont des composés orgasidiorigine biologique ayant un faible
poids moléculaire. Elles existent sous différerstiesctures chimiques possédant au minimum un
groupement aminé. La structure chimique peut &ipbatique (putrescine, cadavérine, agmatine,
spermine, spermidine), aromatique (tyramine, 2-plééhylamine) ou hétérocyclique (histamine
sérotonine, tryptamine). Les amines biogenes pdéwuessi étre classées en fonction du nombre
de groupements aminés (BHen monoamines (2-phényléthylamine, tyramine, teypne,
histamine, sérotonine), en diamines (putrescinernsime, spermidine, cadavérine) ainsi qu’en
polyamines (agmatine). Elles sont formées ou dégmgar le métabolisme des animaux, des
plantes et des microorganismes, c’est la raisorr jeuelle on peut les retrouver dans les
aliments. Elles sont produites principalement paradboxylation des acides aminés par action de
décarboxylases microbiennes, mais aussi par ammea cetones et aldéhydes ou par hydrolyse

de composés azotés.

Les différentes amines sont : - EthanolamingH(@IO) - Histamine (GHyoN3) - Méthylamine
(CHsN) - Sérotonine (@H12N.O) - Ethylamine (GH/N) - Tyramine (GH1:NO) -
Isopropylamine ou méthyléthylaminefdN) - Propylamine (gHgN) - Isobutylamine (GH11N)

- Butylamine (GH1:N) - Tryptamine (GoH12N2) - Phényléthylamine (§H11N) - Putrescine ou
1,4-diaminobutane (fE112N,) - 2-Méthylbutylamine (gH13N) - 3- Méthylbutylamine (6H13N) -
Cadavérine ou 1,5-diaminopentanesHiN,) - 1,6-Diaminohexane @Eli6Ny) - Hexylamine
(CeH1sN) - Agmatine (GH14N4) - Spermidine (G4HsgNe) - Spermine (GoH26Na).

2. Amines biogénes et santé humaine

2.1. Effets des amines biogénes

Les AB jouent un rble essentiel dans la physiolagide développement de toutes les cellules
vivantes : croissance, rénovation, métabolismed®az, 1995). Dans les végétaux, la putrescine,
la spermidine et la spermine sont impliquées dandiision cellulaire, le développement et la
réponse aux stress (Friedmanal, 1989 ; Tiburcioet al., 1993). Chez 'homme, les AB sont

impliquées dans l'activité du cerveau, la régulatade la température corporelle, la sécrétion
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d’acide gastrique, la réponse immunitaire, lesatams de pression sanguine (Ladetoal.,

2010). Il est donc important pour I’'homme de maiitein métabolisme normal pour une santé
optimale et donc de réguler le pool intracellulade ces composés car ils ont a la fois un role
positif de type antioxydants (Lagishetty et NaiRQ8) et un réle négatif sur le développemnt de

cancers par stimulation de la croissance cellu(@exner et Meyskens, 2004).

Le pool de polyamines dans le corps humain prowden sources : endogénes et biosyntdese
novq microorganismes présents dans l'intestin et altatéon et c’est la troisieme source qui
apporte des quantités trés largement supériedeebysynthése endogene chez I'homme (Tabor
et Tabor, 1984 ; Karovicova et Kohajdova, 2005)eLkles personnes saines, une teneur trop
elevée en AB dans I'organisme pourra étre dimirsgdes I'action d’oxydases spécifiques (mono-
ou di-oxydases), mais aussi par méthylation etykaté&in (Taylor et Eitenmiller, 1986 ; Rast

al., 1986). Par contre des personnes ayant de faibtastés oxydasiques vis-a-vis des amines
seront alors sujettes a la toxicité des aminediogestion d’aliments riches en AB modifie trop
I'équilibre cellulaire et on retrouve rapidemens ammposés dans l'intestin, le sang et dans un
certain nombre d’organes. La gravité des symptouseige en fonction de la quantité d’AB
consommée : de simple nausées et migraines a aeissaments, diarrhées, éruption cutanée,
arythmie cardiaque, brdlures buccales, hypotengMaorrow et al., 1991). Les symptomes
d’intoxications histaminiques sont les plus étudezs ils pourraient concerner 1% de la
population (Maintz et Novak, 2007). Ces symptonésilitent le plus souvent d'un déséquilibre
entre I'histamine accumulée et la capacité a dégregtte amine ; ils peuvent apparaitre 2 h apres
'ingestion de la nourriture, et 'empoisonnemenirel habituellement 16 h avec souvent des
symptémes neurologiques et cutanés. La tyraminda e2-phényléthylamine ont été aussi
reconnues comme des inducteurs possibles de nmegra&ihde maux de téte séveres (McCabe-
Sellerset al.,2006). La putrescine et la cadavérine augmentgmbtientiel toxique de I'histamine
(Bjeldanest al.,1978).

Les amines biogénes sont aussi de potentiels me&msrde composés N-nitroso carcinogénes car
les fonctions amines secondaires peuvent formenid@samines par réaction avec des nitrites et
les fonctions amines tertiaires produisent une gardenproduit N-nitrosés labiles (Karovicova et
Kohajdova, 2005). L’éthanol augmenterait les effetiesirables des amines biogénes notamment
par l'inhibition des amines oxydases (Maynard dtébker, 1962)mais aussi en diminuant les
jonctions intracellulaires et permettant ainsi amsit d’AB de 'alimentation vers le sang (Draper
et al., 1983). Toutefois, des tests cliniques avec des nages et pauvres en amines biogénes

chez des sujets sains et sur des patients attéintgcaire chronique on été réalisés et ne

4
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permettent pas d’incriminer les amines biogenes darcas d’intolérance au produit (Kanety
al., 1999 ; Kannyet al.,2001).

2.2. Réglementation

Le niveau toxicologique des AB est tres difficileéfablir car il dépend des caractéristiques
individuelles. Aussi il n’existe pas aujourd’hui eutimitation de la teneur en amines biogénes
dans les aliments. Seule la teneur en histamineégétmentée par la Iégislation européenne
(Reglement CE N° 2073/2005 de la commission dudiembre 2005). Pour les produits de la
péche, la teneur est fixée entre 100 et 200 mgdgpour les produits de la péche ayant subit un
traitement de maturation aux enzymes dans la sajrantre 200 et 400 mg.Kgceci concerne
les produits fabriqués a partir d’especes de possssociées a une grande quantité d’histidine
appartenant aux familleScombridae, Clupeidae, Engraulidae, CoryfenidaemBmmidaeet
ScombresosidaeAucune réglementation n’existe actuellement pleuwin. Néamoins lors de
'exportation, les acheteurs peuvent imposer desues maximales aux fournisseurs de vins.
Seule, la Suisse avait fixé un seuil maximum dirighe dans le vin de 10 m@lmais elle vient

de supprimer cette limite Iégale d’importation. kf@nisation Internationale de la vigne et du Vin
(OIV) a travaillé tres réecemment a I'établissem#on « Code des bonnes pratiques vitivinicoles
en vue de limiter au maximum la présence d’amiigganes dans les vinsqui est paru en 2011.

Mais, des amines biogenes sont parfois présentplugmgrande quantités que I'histamine dans les
produits fermentés comme le fromage, ou dans leduits fumés comme la charcuterie ou la
choucroute. Selon I'’Autorité Européenne de Séculee Aliments (EFSA, 2011), il n’y aurait pas
d’effets néfastes sur la santé humaine apres upesiion aux doses suivantes (par personne et
par repas) :

i) 25 a 50 mg d'histamine pour les personnes eméaganté, pour les personnes intolérantes a
I’histamine seuls des niveaux inférieurs aux limitktectables peuvent étre considérés comme

sains;

i) 600 mg de tyramine pour les personnes en bean& qui ne prennent pas des medicaments

qui inhibent la monoamine oxydase et entre 6 @h§@our ceux qui prennent ces médicaments;

iii) pas de doses limites pour la putrescine etcéavérine car les informations sont

insuffisantes.
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3. Méthodes analytiques utilisées pour la quantifation des AB

Le dosage des AB dans le vin est difficile pourdesx raisons suivantes : (i) le vin est considéré
comme une matrice complexe, (ii) les AB sont soupe@sentes en faibles concentrations voire a

I'état de traces. Différentes méthodes ont cepeangtarappliquées au vin (Tableau ).

Tableau | - Différentes méthodes de dosage desaki t& vin.

Méthodes de dosage Références
- Méthode immuno-enzymatique (ELISA) pour HIM Marcbbtal. (2005)
- Chromatographie sur couche mince (TLC) Romeinal. (2012)

Buteauet al. (1984)
Bauzaet al (1995a)
Soleaset al. (1999)
Sass-Kis®t al. (2000)
Herbertet al. (2001)
Vidal-Carouet al. (2003)
Bustoet al. (1996)

- Chromatographie en phase liquide a haute perforengtieL.C) Alberto et al. (2002)
Hernandez-Ortet al. (2006).
GOmez-Alonscet al. (2007)
Garcia-Villaret al. (2006-2009)
Souffleroset al. (2007)
Yildirim et al.(2007)
Proestost al.(2008)
Lehtonen (1996)

- Electrophorese capillaire (CE) Kvasnicka et Voldrich (2006)
- E;géo_mgt)ographle en phase gazeuse couplée a laspétte de masse Fernandes et Ferreira (2000)
- I(\:/lhsr;Jmatographle liquide couplée a I'electrospraydation ion trap (LC- Millan et al. (2007)

- Nano-chromatographie liquide Hernandez-Borgést al. (2007)

- Trap ion versus Spectrometrie de masse en temypsl de )
couplée a Electrophorése capillaire Simoet al. (2008)

Parmi les méthodes de dosage citées dans le tathdassus, la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) est la plus utilisée pour arelyss AB dans le vin comme pour les aliments
(Onal, 2006).

Les différences entre les techniques utiliséesgsaauteurs portent :
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- sur lagent dérivant: 6-aminoquinolyl-N-hydroxysinimidylcarbamate, sodium 1,2-
naphthoquinone-4-sulfonate, o-phthaldialdéhydegrciné de dansyl, AQC, FMOC pour les plus
courants et 8-phenyl-(4-oxy-acetic acid N-hydroxysoimide ester)-4, 4-difluoro-1,3,5,7-
tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (ou THEYERI) qui vient d’étre synthétisé et testé
avec succes par lat al. (2006). Certains auteurs utilisent plusieurs ageié@rivants : OPA, 3-
MPA, FMOC-CI pour doser a la fois 10 amines et 2Rles aminés par HPLC (Herbet al.,
2001).

- sur la détection: mesure en UV, par fluorescemma spectrométrie de masse, ou par
combinaison de différentes techniques. De BorlRoétrer(2007) proposent ainsi des détections

par suppression de conductivité, ampérométrie iagegulsée, UV ensemble ou en combinaison.

- sur le type de colone utilisée (ODS-Hypersil, N®Rak Gs, C5 Bondapak, Inertsil ODS-3
RP18, Luna C18, Bondclone4_..).

- sur le moment de la dérivation avant ou aprésagggessur colonne, avec de la ninhydrine pour
Csomos et Sirnon-Sarkadi (2002) et du 1,2-naphihoge-4-sulfonate pour Hlabangagtzal
(2006).

4. Présence des amines biogenes

On peut trouver les AB dans les végétaux, les alimet les boissons fermentées.

4.1. Amines biogénes dans les végétaux

Plusieurs végétaux, tels que les oranges, les beed les citrons, les pamplemousses, les
mandarines, les fraises et les raisins contienrdifierentes amines biogenes avec des
concentrations variables (Maxa et Brandes, 1998)tableau Il explicite le type d’AB trouvées

dans différents produits d’origine végétale.
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Tableau Il - Amines biogenes retrouvées dansédggtaux (d’apres Halast al.,1994).

Produits d’origine végétale Amines biogénes

Oranges noradrénaline, tryptamine,

Tomates tyramine, tryptamine, histamine

Bananes tyramine, noradrénaline, tryptamine, senwto
Prunes tyramine, noradrénaline

Epinards histamine

Feves de cacao phényléthylamine

Dans le but de construire une banque de donnéepaligamines dans I'alimentation, Adit al.
(2011) ont récemment répertorié les végétaux camtethe la putrescine, de la spermidine et de la
spermine. Ces dernieres sont effectivement retesidéns de nombreux végétaux : la pomme de
terre, le chou-fleur, le chou, les épinards, leeglla betterave, la carotte, le concombre, la
tomate, les oignons, les asperges... mais aussi @amsmbreux fruits : prune, poire, péche,
orange, banane... . Les teneurs sont trés variables $es produits considérés. Ces auteurs
montrent ainsi que les jus de raisin frais appsesis a la premiére place dans l'apport de
putrescine avec 19,6 mg/portion devant les jusatige avec 17 mg/portion et la choucroute avec

14,6 mg/portion.

La vigne contient des amines et notamment la puitresla spermine et la spermidine. Ces
amines jouent un role dans la régulation de latplat sont trouvées a tous les stades du
développement de la baie de raisin et de la viBreguediset al, 1989). La quantité de
putrescine dans le raisin permet en fait de diggngin état adulte d’'un état juvénile chez des
plants deVitis vinifera (Chardonnay et Pinot noir) cultivés en conditiomsitodlées. C’est un

marqueur de rajeunissement au vignoble (Heloir81.99
Difféerents parametres influencent les concentratemamines du raisin :
a) Lavariété

Le cépage Tempranillo est plus riche en histamingramine et moins riche en putrescine et
cadaveérine que le cépage Cabernet Sauvignon (HegrdDdrteet al., 2006). Souffleroset al.
(2007) montrent aussi que les cépages peuventeidr les teneurs en amines des vins ; en

rouge, le Mantilaria et la Syrah donnent les cotregions les plus élévées en amines par rapport
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aux 9 cépages testés et en blanc c’est la méme ploos le Muscat d’Alexandrie, le Roditis et le
Asyrtiko par rapport aux 8 cépages testées. Hediat. (2005) montrent également que la variété
cultivée influence beaucoup la teneur en acide ésnites modts et donc la richesse finale en AB

du vin.

En blanc, le cépage Harslevell apparait difféeresst cépages Furmint, Ottonel et Muscat en ce
qui concerne les teneurs retrouvées en spermiramiye et histamine (Sass-Kiss al., 2000).
Soleaset al. (1999) étudient la teneur en AB de vins, tousesrencés avec des levures
sélectionnées, et issus de différents cépages wlamsnéme region de production (Ontario) et
trouvent alors des différences significatives. lioPnoir et le Chardonnay donnent des vins plus
riches en AB que les autres variétés méme si tesite obtenues restent parfaitement acceptables

d’un point de vue sanitaire.
b) La maturation du raisin

Les teneurs en putrescine, spermine, spermidiagraatine diminuent au cours de la maturation
car elles deviennent de moins en moins essentigeties le développement de la plante ; ceci se
traduit alors par des niveaux d’amines dans lessbai(res tres faibles : entre 12-25 mg/kg pour
la putrescine, 18 mg/kg pour la spermidine, 6-7 kagpour la spermine dans la pulpe de
Grenache et Syrah (Bauesal.,2007).

c) les facteurs environnementaux

Pour Bover-Cidet al. (2006), des grappes de Cabernet Sauvignon souriddferentes stress
hydriques ne présentent pas de différence sigivie dans les teneurs en putrescine mesurées :
5,19 mg/L dans le modt pour le lot n'ayant pas disistress hydrique et caractérisé par une
évapotranspiration potentielle (ETP) de 80%, 5,8drpune ETP de 65%, 5,58 pour une ETP de
35% et 5,64 pour le stress hydrique maximal (ETP63.

La localisation géographique jouerait un réle. Lab€&mnet Sauvignon cultivé en Californie
apparait beaucoup plus riche en putrescine, hisggmiyramine et spermidine que celui
d’Australie (de Borba et Rohref007). Par contre, Anlet al, (2004) ne trouvent pas de
différences et d’interactions significatives lor§lgucomparent les teneurs en amines quantifiées
pour des vins produits dans différentes région3 urguie. Vigentiniet al. (2009) insistent aussi

plus sur I'effet millésime que sur I'espace geobigpe de culture de la vigne.
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d) le devéloppement des champignons sur les raisins

Kiss et al. (2006) montrent que des difféerences significatisst notées lorsque I'on compare la
composition en amines de raisins sains, de ralhytisés ou de raisins infectés panicillium
(pourriture grise ou verte). Les baies saines eangnt principalement de la putrescine et de la
spermine. Les baies infectées @wtrytis cinereacontiennent en outre de la tyramine, de
'agmatine, de I'isomylamine et des quantités @lessées en histamine et spermidine. Lorsque le
Penicillium se développe sur les raisins, la teneur en agmedste faible, mais les teneurs en
putrescine, spermidine et phényléthylamine augnméfteaucoup. Les microorganismes présents
sur le raisin synthétisent en fait ces amines auscde leur développement (Sass-Kessal.,
2000).

La quantification des amines dans les vins issus rdesins botrytisés permet méme de les
distinguer des vins issus de raisin sains maisi &@3n leur origine géographique : les Tokaji

Aszu se différencient nettement des vins liquorétrangers élaborés eux aussi par pourriture
noble (Kiss et Sass-Kiss, 2005). Csomos et Simaokafa(2002) trouvent ainsi des teneurs en
AB totales de 15 a 29 mg/L pour les vins Aszu etegaent 4 a 20 mg/L pour les vins doux.

4.2. Amines biogenes dans les aliments

Dans les aliments non fermentés, la présence deeamiogenes au dessus d'un certain seuil est
considérée comme un indice d'une activité microbéemdésirable. Toutefois, la présence des

AB dans les aliments n’est pas nécessairement tueraissance d’organismes d'altération, parce
gu'ils ne sont pas tous décarboxylase-positifscdracentration de I'histamine, de la putrescine et
de la cadavérine augmente généralement au coltgzatian du poisson et de la viande, alors que

celle de la spermine et de la spermidine baisssoats de ce processus (Ten Bratkal, 1990).

La famille des poissons Scombridés sont les plasc@es a des cas d'intoxication histaminique

(scombrotoxicosis). D’autres amines biogénes ohtégalement trouvées chez les poissons ; on
distingue alors la putrescine, la cadavérine, tartyne, I'histamine, I'agmatine, la spermine, et

la spermidine.

Apres les poissons, les fromages sont les prodliitentaires fermentés les plus souvent associés
a I'empoisonnement histaminique. De nombreuseggtmict été menées pour déterminer la teneur

en amines dans les fromages. Une variété d'amiees que I'histamine, la tyramine, la

10



Synthese bibliographique

cadaveérine, la putrescine, la tryptamine la spemaict la spermine ont été trouvées dans le
fromage (Standarowet al.,2010). Pour Alet al. (2011), les fruits et les fromages contiennent les
valeurs les plus élevées en putrescine alors guedigétaux et les viandes sont les plus riches en
spermine et spermidine. Les différentes aminesdnieg présentes dans les produits alimentaires

sont listées dans le tableau IlI.

Tableau Ill - Amines biogenes présentes dans lesuis alimentaires (d’apres Brillet, 2005).

Produits alimentaires Amines biogenes

Produits laitiers
lait, yaourt spermine, spermidine

fromage tyramine, histamine, putrescine, cadavgtigptamine,
phényléthylamine

Produits carnés

porc frais tyramine, phényléthylamine, cadavérmerescine,
histamine,
spermine, spermidine, putrescine, tyramine, tryptam

saucisson histamine, cadavérine, phényléthylarsjpermine,
spermidine
boeuf frais ou haché tyramine, putrescine, histaimiadavérine, tryptamine

Produits marins
poissons : saumon frais et fumé, histamine, tyramine, putrescine

truite, bar, thon, cabillaud, dorade, merlu, cadavérine, agmatine, tryptamine, phényléthylamine,
sardine ... spermidine,

spermine, triméthylamine
calmar agmatine, putrescine, cadaveérine, tyranhiiseamine

crevettes putrescine, cadaveérine

4.3. Amines biogénes dans les boissons fermentées

Parmi les boissons fermentées, la biére présentiaataeur de risque important pour la santé

humaine, car certaines des AB sont produites emtij@is considérables lors des processus

11
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fermentaires (Cortacero-Ramirez al., 2007). La teneur en AB dans la biére provenant de
différents pays a été étudiée par Kalac et Krizf038). Le résultat de cette étude est présenté

dans le tableau IV.

Tableau IV- Concentrations des AB dans la bieraefgis Kalac et Krizek, 2003)

Amine biogene concentration en mg.L
Histamine 0,2-21

Tyramine <0,3-67,5

Putrescine <0,3-30,7
Spermidine <0,2-6,8

Spermine <0,2-15,2
Cadaveérine <0,2-49,1
Tryptamine 0-10,1
Phényléthylamine <0,2-8,3

Agmatine 0,5-46,8

Ces mémes auteurs rapportent que la teneur enesumat fonction de la matiere premiere et du
procédé de brassage. Une contamination microbianneous du processus de brassage peut
modifier beaucoup la teneur en AB. Une attentiontdoparticuliére doit étre portée a la
contamination par des especedPaeliococcuglsquierdo-Pulideet al.,2000).

D’autres boissons fermentées sont actuellement@eést au niveau des teneurs en amines. Le
cidre est élaboré a partir d’'un fruit riche en aesiret il subit un processus fermentaire. Pourtant
sur 66 échantillons, Garai-lbabat al. (2012) montrent que le pressurage et le process de
fabrication n’influencent pas les niveaux de lalseamine retrouvée (PUT) mais insistent sur la
nécessité de stérilisation microbiologique du prbcour éviter des apparitions d’AB en
bouteilles. Des produits fermentés a base de rizaassi etudiés (Kimt al.,2011 ; Zhonget al.,
2012) car ils contiennent notamment de la tyramieeJa sérotonine, de I'histamine et de la

putrescine.

De nombreux travaux ont été réalisés sur le vine Upnthése non exhaustive de différentes
études est reportée dans les tableaux suivariikeataV pour les vins rouges, tableau VI pour les

vins blancs et tableau VII pour les vins roseés.

12



Tableau V - Concentration des amines biogénesldaris rouge en mg.t.

Synthése bibliographique

Pays

ETA

HIM

PUT

CAD

TYM

TRP PHM ETM MEM ISM AGM SE R SPD SPM Références
Australie (1) 0,45 52 0,35 - Nd nd nd De Borbaet al.(2007)
Chine (38) nd - 10,5 0,19 - 13,06 nd-13 nd-19,1 nd A58 nd - 3,82 nd-264 Lietal (2007)

Espagne (18) 0,55 - 11,95 3,92 -15,35 0,35-0,8 0,47 -2,63 0,03-0,07 nd - 0,06 nd - 0,02 nd - 1,07 113,84 Goémez-Alonscet al. (2007)
Espagne (27) nd - 19,6 3,7-99,9 nd—-1 nd - 18,2 nd-4,7 - ikt nd- 3,2 nd-0,7 nd - 2,64 nd Bover-Cidet al.(2006)
Espagne (11) 0,8-12,2 10,5 - 15,37 1,9-14,1 <0,02-0,66 0,06 - 5,15 <0,22-0,5 Garcia-Villaret al (2006)

Espagne (2) 3,69 - 4,57 6,94 - 16,11 0,82-1,35 0,68-0,72 - - - Hernandez-Ortet al.(2006)

Espagne (9) 14,8-27,8 nd - 21,6 nd - 69,1 7-59,7 ngs- 4 12-78 - nd-6,7 Hlabanganat al (2006)

Espagne (3) 17,6 - 25,2 31,8-83,2 41-7 13,8 -20 563 Siméet al (2008)
Espagne (100) 0,40 - 8,22 0,06 - 13 0,07 - 0,68 0,03 - 3,20 40.0.98 0.09 - 4.02 - 0.08 - 1.10 0 Millan et al. (2007)
Espagne (61) 0-10,77 0-26,54 0-3,15 0-11,32 0-2,24 - 365 0-1,78 - - Marcobalet al.(2005)
Espagne (36) 0,2-10,21 5,28 - 44,35 0,82- 30,39 0,008781, 0,006 - 7,11 - 0,07 - 3,04 Garcia-Villaret al. (2007)

Moreno-Arribas et Carmen Polo

Espagne (36) nd-55 nd - 25 nd- 12,4 nd- 4,3 nd-1,8 nd nd - (2008)

Espagne (6) nd- 4,74 4,67-19,19 nd - 3,15 nd - 5,91 nd nd - nd nd-057 Romeroet al.(2002)
Espagne (103) 24-82 7,5-47,3 <0,5 18-23 <0,5 08-1 - Landeteet al. (2005b)

Espagne (8) 2,38-159 48-45 0,07 -0,46 22-93 0,a726 - Garcia-Villaret al.(2009)
Espagne (32) 0,51 -15,7 375-235 0,33-0,9 0,26-2,63  020,0,08 0,008 - 0,06 - 0,004-0,02 0-1,15 851 4,24 Izquierdo Canast al. (2008)
Espagne (44) nd - 3,24 0,66 - 13,5 nd - 5,04 nd- 0,71 nd - Bi68 0,41-1,17 nd - 0,79 - Bustoet al. (1996)
Etats-Unis (1) 4,9 16.1 0.35 2.6 - nd 1,7 nd De Borbaet al.(2007)
France (485) 2,6-8,7 7,1-34,3 0,5-1,2 2,3-10,6 - 0,1-0,3 12-6 0,1-0,3 0,1-0,4 - Marchandet al. (2012)

France (54) 37 10,8 0,2 37 1,9 21,6 0,6 0,1 Bauzaet al (1995a)

Gréce (15) nd-0,71 0,98 - 1,65 nd-2,7 nd - 0,21 nd-046 nd-1,32 - nd - 0,59 nd-095  nd-0,63 Proesto%t al. (2008)

Gréce (45) nd-2,11 nd - 5,23 nd - 3,21 nd - 3,65 nd158, nd - 1,61 nd - 0,66 nd - 8,17 nd - 1,56 acb2 Soufleroset al.(2007)

Italie (3) 2,18-8,93 5,56 - 22,5 0-0,378 2,52-15 nd 09243 135-182  nd-0,125 0-20,1 0,63-1,86 Hernandez-Borgest al. 007)
Portugal (17) 11,1-27,3 6,1-152 1,3-27,2 0,6-27 nd-6  <0,35-0,9 nd - <0,47 04-87 nd - 3,2 nd-0,6 Herbertet al. (2001)
Turquie (30) nd - 1,96 nd - 5,92 nd - 3,94 nd- 0,23 nd - 7,94 nd - 3,87 - nd - 18,18 - nd - 2,19 nd-1,75 Anli etal.(2004)

Turquie (8) nd - 3,14 2,39-6,28 nd - 0,49 nd - 1,42 ndL60, 0,22-1,03  0,23-1,15 - nd - 3,31 - - Yildirim et al. (2007)
Chili (50) 0,37 - 15,85 5,76 - 34,45 1,36-5,21 0,37-6,31 nd-25 1,93-7,22 0,63-2,15 Henriguez-Aedet al.(2012)

Ethanolamme (ETA), histamine (HIM), putrescine Blcadavérine (CAD), tyramine (TYM), tryptamlneF(lP) phenylethylamlne (PHM) ethylamme (ETM™), nmmlne (MEM), isoamylamine (ISM), agmatine

(AGM), spermidine (SPD), spermine (SPM), sérotor{iBER)

nd = non détecté ; tr = traces ; (n) = nombreids &nalysés
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Tableau VI - Concentration des amines biogénes lgavia blanc en mg.L

Pays ETA HIM PUT CAD TYM TRP PHM ETM MEM ISM AGM SE R SPD SPM Références

Turquie (2) nd 3,22-599 nd nd nd - 024-125 018-029 - nd - - Yildirim et al.(2007)
Espagne (14) nd - 0,67 3,88-18,43 0,15-0,33 nd-5,48 n70 nd - 0,09 - - 0-0,15 0,44 - 1,07 0,27-2,35 - Gomez-Alonseet al. (2007)
Espagne (10) nd-1,1 21-97 nd-0,6 nd-23 nd nd-1,7 - - - nd nd-06 nd-15 nd Bover-Cidet al.(2006)
Espagne (1) 04 44 5,1 0,3 - 0,2 - - - - - - Simodet al (2008)

Espagne (6) nd - 2,85 1,48 -12,61 nd-1,16 nd-144 nd nd - - - . nd nd Romeroet al. (2002)

Espagne (14) nd - 0,15 nd - 3,46 1,93-3,88 nd-1,43 nd-033 - - nd-0,6 nd-1,21 0,26-0,82 - - - Bustoet al. (1996)

France (15) 01 1,9 0,1 2.2 - 0,9 - - - 10,3 03 01 Bauzaet al.(1995a)

Gréce (17) nd - 0,17 0,18-1,13 nd - 9,07 nd-013 nd-1,16 nd-051 - - nd-049  046-241 nd - - Proesto%t al. (2008)

Gréce (47) nd - 5,95 nd - 3,22 nd-444 nd-254 nd-7,82 d-096 nd-2 nd - 4,63 - nd- 1,26 nd-485 Soufleroset al.(2007)
Hongrie (11) 0,81-2,82 0,67 -2,11 0-0,31 11,32-2245 - - - - - 0,48 - 1,11 0,45 - 0,81 - Csomos et Simon-Sarkadi (2002)

Italie (3) 1,45-1,97 1,83-2,23 0-0,20 0,67-1,14 nd 0B39  466-7 nd - - 0-10,4 0,62-1,58 Hernandez-Borgest al.(2007)

Portugal (16) 11,1-22,3 51-16,5 1-76 <0,17-1,1 nd-4 0,35-0,6  nd-<0,47 <024-32 02-18 n®-0, - - - Herbertet al. (2001)

Chili (10) 0,51-291 1,51-12,86 0,07-0,84 nd-0,42 205 tr- 3,69 012-0,16 Henriquez-Aedet al.(2012)

Hongrie (32) 0,07-0,21 1,09 - 8,72 0,04-04 021-272 4,38,6 0,02 - 20,2 0,01-2,22 Kiss et Sass-Kiss (2005)

Ethanolamine (ETA), histamine (HIM), putrescine (Bllcadavérine (CAD), tyramine (TYM), tryptamineRP), phényléthylamine (PHM), éthylamine (ETM), mydéimine (MEM), isoamylamine (ISM), agmatine
(AGM), spermidine (SPD), spermine (SPM), sérotor{BER)

nd = non détecté ; tr = traces ; (n) = nombreids analysés
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Tableau VII - Concentration des amines biogénes taxin rosé en mgk

Pays ETA HIM PUT CAD TYM TRP PHM ETM MEM ISM AGM SE R SPD SPM Références
Espagne (7) - nd - 3,24 3,25-9,6 nd - 2,87 0,33-2,59 nd nd - - - - - nd nd Romeroet al.(2002)
Espagne (8) nd - 2,01 0,46 - 5,18 2,64 - 4,01 nd - 0,34 nd - - nd-215 0,25-0,92 0,39-0,68 - - - - Bustoet al.(1996)
France (15) - 0,4 25 0,4 23 - 15 - - - 9 - 0,4 0,2 Bauzaet al.(1995a)

Grece (8) - nd - 4,43 nd - 1,85 nd - 4,49 nd - 1,64 - nd6s8l,  nd-1,32 nd-0,5 nd - 1,44 - - nd - 0,29 foeery Soufleroset al.(2007)
USA (1) } nd 036 nd ) ) . . . . 12 nd nd nd De Borbaet al.(2007)

Ethanolamine (ETA), histamine (HIM), putrescine (Bllcadavérine (CAD), tyramine (TYM), tryptamineRP), phényléthylamine (PHM), éthylamine (ETM), mdémine (MEM), isoamylamine (ISM), agmatine
(AGM), spermidine (SPD), spermine (SPM), sérotor{BER)

nd = non détecté ; tr = traces ; (n) = nombreids analysés

15



Synthese bibliographique

La synthese des tableaux V, VI et VIl montre quemajorit¢ des études concernant la
guantification des AB sont effectuées sur le vinge La comparaison de I'abondance des AB
dans les trois types de vin montre que le vin roegele plus riche en ces composés. Cette
richesse est due a (i) la fermentation malolactipeeée pendant le processus de fabrication de ce
type de vin, (i) a l'acidité relativement faiblee dce dernier, cette faible acidité favorisant
croissance et diversité bactérienne (Lonvaud-Fu2@d1) et donc possibilité d’'une production

importante des AB.

Pour le méme type de vin, on peut constater unati@ar importante de la concentration des AB
donnée par les différentes études. Elle est daecarhposition différente de la matiere premiere et
notamment pour les acides aminés, aux différerdsgssus de vinification utilisés et aussi aux

méthodes analytiques utilisées.

La putrescine et I'histamine sont systématiquemdosées dans tous les types de vin, la
cadaveérine et la tyramine presque toujours. Lees@mines ne sont pas toujours quantifiées par
les auteurs, mais la plupart d’entre elles, lorsties sont dosées, ont des concentrations le plus

souvent faibles.

Les AB les plus abondantes dans les trois typesrdsiont respectivement : putrescine, histamine,
tyramine, cadavérine et phényléthylamine. Les coinagons les plus élevées répertoriées dans
ces différentes études peuvent étre problématigies point de vue sanitaire. Ainsi on peut
trouver jusqu'a 99,9 mg:t pour la putrescine (Bover-Cidt al., 2006), 25,2 mg.t. pour
I'histamine (Simoet al., 2008), 30,4 mg.t pour la cadavérine (Garcia-Villat al., 2007), 59,7
mg.L pour la tyramine (Hlabangaret al., 2006) et 8,15 mg.L pour la phényléthylamine
(Souffleros et al., 2007). Mais heureusement dans la trées grande ibéajdes vins les
concentrations mesurées sont tres faibles.

L’agmatine, la sérotonine et I'éthanolamine sonemzent quantifiées. Or I'éthanolamine peut
atteindre plusieurs dizaines de m§out comme I'agmatine ; les teneurs les plus @swbsées
sont pour I’éthanolamine 27,8 m@\Len vin rouge (Herbest al.,2001) et pour 'agmatine avec

une moyenne de 21,6 mg-lpour 54 vins rouges (Bauetal.,1995a).
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Différents parametres influencent les concentratemamines du vin :
a) les levures

Du modt au vin, il y a une augmentation des am{Besizaet al.,2007). Comme les teneurs des
AB sont tres faibles dans les baies mdres, lesd@® synthétisés par les microorganismes du vin.
Dans les vins il ya deux process fermentaires (fak les levures) et FML (par les bactéries). Les
AB peuvent étre libérés par les microorganismes ditfiérentes étapes de la vinification. Au
cours de la fermentation alcoolique effectuée par levures notamment p&accharomyces
cerevisiaeJes sucres sont convertis en gaz carbonique éthamol. Plusieurs études montrent
gue cette fermentation peut contribuer a I'augntentade la teneur en AB dans le produit final
(Carusocet al.,2002 ; Torrea et Ancin, 2002). La concentratiorA8nd’'un vin dépend ainsi de la
levure utilisée pour la fermentation alcoolique (i¥tai et al., 2009). Pour Granclat al. (2005),

S. cerevisiaeet M. pulcherrima en prosuisent environt 13 mg-Lalors que les levurek.
apiculata, Candidaen produisent moins de 10 mg.LLa levure d'alteratiorBrettanomyces

bruxellensisserait capable d’en synthétiser jusqu’a 20 rig.L

Pour Schneider (2011), les levures augmententadwig@ént les teneurs en putrescine et histamine
du vin ; cela dépend de la souche de levure wilisdis également de la concentration en acide
aminé précurseur. Les fermentations faites parries-Sacharomycesnt toujours abouti a des

vins moins riches en amines. Les levures formeaisemblablement de trés faibles teneurs en

histamine en condition normales : < & 2 miAerny, 1985).

b) Les bactéries lactiques

La fermentation malolactique (FML) est un procedsusientaire lors de I'élaboration des vins et
notamment des vins rouges qui intervient apresAalla FML joue un rdle important sur la
qualité finale des vins. Cette fermentation estliséa par des bactéries lactiques et plus
communément pafDenococcus oeniqui est une bactérie particulierement bien adapide
conditions difficiles du vin. Ces bactéries sorpatales de produire une large gamme d’ AB dans
le vin tels que la putrescine, I'histamine, la tyiae, la cadavérine, la spermidine, I'agmatine, la
tryptamine, la phénylétylamine, I'isoamylamine liigamine et la méthylamine (Lonvaud-Funel,
2001; Guerriniet al.,2002; Hernandez-Ortt al.,2006; I1zquierdo Canast al.,2008; Marquesgt

al., 2008; Rosiet al., 2009, Pramateftalet al., 2012). Manfroiet al. (2009) ont montré que le
profil en AB dépend du type de microorganismesséd pendant la FML. La production des AB

17



Synthese bibliographique

par différentes souches @ oenia été aussi étudiée par Resial. (2009). Aprés 30 jours de
FML, des différences dans les teneurs en histantyn@mine, putrescine et cadavérine ont été
observées. La capacité @e oenia produire les amines biogenes dépend de la sdaattérienne
mais aussi de la composition du vin. Petaal. (2010) ont montré également que la production
des AB est plus importante en flore indigene qutades starters malolactiques. Pour Ronetro
al. (2002), la formation des amines se fait essentiedlg par les bactéries lactiques pendant la
FML et cette production est plus importante dansiterouge qu’en vin blanc. Del Pregt al.
(2009) expliguent 'augmentation des teneurs enaipe et en tyramine observée apres FML
non pas par une synthese de ces composés parctésdsmmais probablement par une hydrolyse
enzymatique bactérienne des complexes agmatinetym@mine-acides hydroxycinnamiques
présents dans le raisin qui libéreraient ainsiatgatine et de la tyramine.

Lorsque les FML sont difficiles ou lorsque les vim# des acidités volatiles élevées, il y aurait
plus de tyramine de produite pour Vidal-Casdtal. (1990). Un grand nombre d’auteurs signalent
gue la formation d’AB dans les vins est liée bién & la FML mais qu’elle devient importante
surtout aprés la FML (Grancht al., 2005 ; Landetet al.,2005b ; Hernandez-Ortt al., 2008 ;
Herbertet al.,2005 ; Roskt al.,2009) ou lors d’altération du vin (Souffleresal, 2007). Ainsi,
des valeurs trés élevées d’histamine (33 my.He putrescine (135 mg), de tyramine (10,8
mg.L") et de cadavérine (1,5 mg)Lont été quantifiées dans un vin rouge qui possénte

odeur désagréable pouvant indiquer une altératiorobienne (Pena-Gallega al.,2009).

5. Formation des amines biogénes

La formation des AB dans les produits dépend (iJaddisponibilité des précurseurs (i) de la
présence de microorganismes décarboxylase-pa@ififest des conditions environnementales qui

permettent la croissance bactérienne et I'actoégarboxylase.

5.1. Disponibilité des précurseurs

Les acides aminés libres se présentent naturelleta@s les produits alimentaires ou peuvent étre
formés par I'activité protéolytique. L'activité eyrnatique protéolytique bactérienne augmente la
formation d'amines en augmentant la disponibilité¢ &cides aminés libres. Le taux de

décarboxylation des acides aminés dépend de leentration d'amine produite ou de la présence
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d'autres amines. Par exemple, il a été montré guderiation de l'histidine décarboxylase est

inhibée par 'accumulation de I'histamine dans i&eu (Omuraet al.,1978).

Dans le vin, l'influence de la concentration endasi aminés précurseurs sur la teneur en amines
biogenes n’est pas simple a établir. Pour Bageizal. (1995b), aucune corrélation entre les
niveaux de phényléthylamine, tyramine et histandosés dans les vins et les concentrations en
phénylalanine, tyrosine et histidine ne peut étedblée. Par contre, Herbeet al. (2005) relient

tres nettement la richesse en amines biogénesducelle des acides aminés déterminée en moat
de raisin. Ainsi, dans leur étude portant sur legits et vins de la région viticole portuguaise
Alentejo, les variétés qui possédent les tenewgsplaes élevées en amines sont effectivement
celles qui ont les valeurs les plus fortes en acamlainés que ce soit en vin rouge ou en blanc.
Hernandez-Ortet al. (2008) expliquent eux aussi les teneurs en anphessélevées dans les vins
rouges issus de Tempranillo que dans ceux issuSatbernet Sauvignon par la richesse plus
grande en acides aminés du cépage Tempranillo.Ntowano-Arribas et Polo (2008), les teneurs
les plus élevées en putrescine et cadavérine pesirvihs élevés sous voile de levures sont
trouvées sur les vins qui initiallement contenaiest concentrations les plus fortes en arginine,
ornithine et lysine. La tyramine produite par breviset E. faeciumest en lien direct avec la
guantité du précurseur du milieu pour Marcobahl (2006). Récemment, Arered al (2011)
voient une trés forte influence de la teneur erssats (tyrosine et arginine) dans le milieu sur
'expression des genewic et aguA2 codant pour la tyrosine décarboxylase et I'agneatin
déiminase chez une soucheldebrevis,lorsque les teneurs en arginine et en tyrosineitieu
augmentent, qui se traduit effectivement par urggreintation significative des concentrations en

amines : 6 fois plus de tyramine et 12 fois plupdeescine.

De plus, plusieurs études s’accordent sur le pamintant : lorsque les vins sont élevés sur lies
apres la fermentation alcoolique, on note tres spusles augmentations significatives des amines
histamine et putrescine au cours de I'élevage (& ivarezet al, 2006 ; Alcaide-Hidalget al,
2007 ; Marqueset al, 2008 ; Perez-Serradilla et Luque de Castro, P008eci est du
vraisemblablement a la libération progressive dotexau intracellulaire des levures par autolyse
qui entraine alors une augmentation notable desutsnen acides aminés libres et donc des
précurseurs potentiels d’amines (Charpentier eilleeul 993 ; Alexandreet al.,2001). L'impact
des lies sur les teneurs en AB des vins n’est pasnple cependant. En effet, certains travaux
montrent ['effet bio-sorbant des parois de levusag des composés volatils notamment
(Chassagnet al, 2005 ; Pradellest al, 2008) et aussi sur les AB (Ha&tral, 2012). Cependant,

pour ces derniers, l'efficacité d’adsorption n'gsis trées grande car ils observent un relargage
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rapide d’AB dans le vin suite a I'agitation du raili Par ailleurs ces auteurs pensent que les
teneurs élevées en AB dans les lies pourraienpktgrer outre I'adsorption par une plus grande

biomasse bactérienne au niveau des levures mottedorec a une plus grande activité

décarboxylase bactérienne.

5.2. Présence des microorganismes décarboxylase-ifits

Les décarboxylases sont des enzymes qui catalgser#iactions de décarboxylation des acides
amineés :

R— CH - COOH

l
NH,

acide aminé

décarboxylase R — (CH, — NH,
_—

amine

 CO,

Les acides aminés précurseurs sont transportésceaiqu’'on appelle les transporteurs
membranaires, ces derniers aménent les acides agang la cellule et exportent les produits de
la décarboxylation vers le milieu extracellulaifeéig{ 1). La présence d'un systéme antiport
histidine/histamine a été rapporté chHezctobacillus buchneriST2A (Molenaaret al., 1993).
D’autres transporteurs acides aminés/amines biggameété également caractérisés chez d’autres
microorganismes, par exemple le systéme tyrosiraatine chez actobacillus brevigWolkenet

al., 2006) ou les transporteurs de la putrescine etadeadavérine cheEscherichia coli
(Soksawatmaekhiat al.,2004).
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Fig. 1 - Voies métaboliques de la biosynthése d@aes dans les bactéries.

Une fois que les acides aminés sont transportésldanilieu intracellulaire, un cofacteur nommé
pyridoxal-5"-phosphate (PLP) est essentiel pouistessla réaction de décarboxylation (Bover-
Cid et Holzapfel, 1999). Les principales aminesgbites, leurs acides aminés précurseurs ainsi

gue leurs enzymes décarboxylases sont donnéesedaiéeau VIII.

Tableau VIII - Amines biogénes et acides aminésymseurs (selon Ten Brirgt al., 1990).

Acides aminés Décarboxylases Amines biogénes
Histidine Histidine décarboxylase Histamine

Tryptophane Tryptophane décarboxylase Tryptamine / Sérotonine
Tyrosine Tyrosine décarboxylase Tyramine
Phénylalanine Phénylalanine décarboxylasé’hényléthylamine
Ornithine Ornithine décarboxylase Putrescine

Lysine Lysine décarboxylase Cadavérine

Arginine Arginine décarboxylase Agmatine?

!La putrescine est le précurseur de la spermidide ¢ sperminéL’'agmatine peut étre aussi le précurseur de lzepuaine

Une grande variation a été rapportée concernagpéeet la quantité d'amines biogenes produites
entre les différentes souches d’'une méme espéaerthines souches sont capables de produire

plusieurs amines (Bover-Cid et Holzapfel, 1999).
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Le rble physiologique des amines est encore incenais I'accumulation de ces composés est
considérée comme un mécanisme de défense viséhrngilieu acide : moyen d’obtenir pour la
cellule de I'énergie métabolique a travers les pamti acide aminé/amine électrogéniques
permettant la génération d’'une force proton motr{téolenaar et al, 1993). Mais cette
accumulation est aussi une réponse a un stresstigamd@Schilleret al, 2000) et a un stress
oxydatif (Tkachenket al, 2001).

5.2.1. vis-a-vis de I'histidine

La capacité de production de I'histamine a étévitewchez les bactéries Graet Grani. Une
étude réalisée par Bjornsdotet al (2009) sur la production de I'histamine par lepéres
bactériennes (Grainmontre que 10 especeMdrganella morganii, Providencia rustigianii,
Proteus mirabilis, Raoutella planticola, Raoultellarnithinolytica, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter gergoviae, Photobacterium damseladnidaalvei et Citrobacter freundiisur 25
testées sont capables de produire [I'histamine. Dinsvin, Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus, Pediococcust I'especeOenococcus oersont capables de produire I'histamine
(Torrea et Ancin, 2002 : Lonvaud-Funel et Joyel994t Guerriniet al., 2002 ; Landetet al.,
2005b ; Lucast al., 2005; Rosiket al., 2009). Mais aujourd’hui se pose encore la quedlies
microorganismes du vin responsable de cette syatbepour Garcia-Moruno et Munoz (2012),

O. oenine serait pas I'agent principalement responsable.

La synthése de I'histamine est liee a l'activitdabdique de I'histidine décarboxylase (HDC).
L’HDC de O. oenia été recemment caractérisée : cette enzyme geosende 2 sous-unités (11 et
28 kDa environ). Son pH optimum est de 4,8 (Cabal, 1998b) et le pyridoxal-5-phosphate est
un cofacteur (Landetet al, 2006). L’histidine décarboxylase est inhibée ¢ies teneurs usuelles
dans les vins de S(et d’éthanol (Fariast al, 1993)mais elle reste toutefois mesurable aprées
plusieurs mois de conservation du vin (36% de iV#ét initiale) et ce en l'absence d'une
population cultivable. D’'un point de vue cenologigaeci est important car il souligne le risque

potentiel de formation d’histamine alors qu'auctaetérie viable n’est détectée.

Les géneshdcP, hdcAet hisRScodent repectivement un transporteur His/HIM, uisidine
décarboxylase et une histidyl-t-RNA synthétase. dégnehdcB code une protéine de fonction
inconnue. Le caractétedc+ n'est pas stablel,. hilgardii producteur d’histamine perd ainsi la
possibilité de synthéthiser I'histamine en fonctaes conditions de culture (Lucasal, 2007).
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Le cluster est localisé sur un plasmide instabégdion 80 kb. Ce cluster a été détecté chez tous
les microorganismes producteurs d’histamibeh(lgardii, O. oeni, T. muriaticys Lucaset al.
(2008) suggerent que, de fait, la forte identitttorevée entre les séquences dle sakei, L.

hilgardii, L. buchneripourrait avoir été acquise par transfert horizo(faj. 2).

GGAAGTCTGATCTATG GGAGGTAACAATTATG GGGAGATAATTATG GGGAGAATTGTTATG

1 > A > heAs > e
487 aa 316 aa 174 aa 428 aa

<—> <> =< <> <>
496 nt 301 nt 36 nt 376 nt 309 nt

Fig. 2 - Organisation génétique du lotwikcAdeL. hilgardii 0006.
Les phases d’ouverte de lecture ou ORF (Open Rg&dame) sont représentées par des fleches. Les
séquences des sites de fixation des ribosomegdshapnt présentées en amont des codons de dgenarra

de la traduction (en italique). aa : acide amité,nucléotides (Lucast al.,2005).

Pour Cotoret al. (1998a), le génbdc est largement disséminé car plus de 50% des nalyses
contiennent des souches@eoenihdc+. Mais pour Garcia-Moruno et Munoz (2012), la prese
dans la bactérie du géhdcne veut pas dirgu’il sera exprimé dans les conditions stressatiies

vin.

La production d’histamine serait favorisée en cbads nutritionnelles pauvres pour Lonvaud-
Funel et Joyeux (1994) alors que pour Faeiaal. (1993) la présence de sucres dans le milieu est
nécessaire au transport de l'histidine. La présahibistidine induit I'expression du gértedc
tandis que I'histamine cause une diminution de empresion sans effet direct sur l'activité
enzymatique de I'HDC (Landetet al, 2006). Le maximum d’activit¢ de 'HDC est mesuré
durant la phase exponentielle de croissance, awmecforte diminution en fin de la phase
stationnaire pour Landetet al. (2006) alors que Pessiom al. (2005) observent une forte
synthese de I'HDC en phase stationnaire de craigesan présence d’une forte concentration
d’histidine.
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5.2.2. vis-a-vis de la tyrsosine et de la phénylaliae

Les bactéries Gramet surtout les bactéries lactigues sont produestricle tyramine :
Streptococcusp etL. curvatusen charcuterid,, brevisdans les fromagegnterococcus sp., L.
breviset L. curvatusdans les produits laitiers (Straeb al., 1994 ; Joosten et Northolt 1989 ;
Laderoet al, 2010 ; Marcobaét al, 2012). Un minimum de fOmicroorganismes producteurs
par g de produit et une certaine richesse en tyeodu milieu sont cependant nécessaires pour
avoir une teneur significative de tyramine danprieduit. Dans la biére, ce sont Bediococcus

qui sont surtout responsables de la présence teamine mais ici aucun lien entre richesse en

substrat et amine produite n’est trouve (Izquigrddidoet al, 2000).

Dans le vin, beaucoup d’espéces de bacilles dowtmmuentL. brevismais aussPediococcus
parvulus, Enterococcus faeciuet Oenococcus oenont été décrits comme producteurs de
tyramine ( Moreno-Arribagt al., 2000 ; Nannelliet al., 2008 ; Cotoret al.,2010a ; Roset al.,
2009). La synthese apparait le plus souvent aprEMIL (Rosiet al.,2009) et est tres dépendante
de la concentration en tyrosine sans qu’il y aitiele entre niveau de la population et quantité de
tyramine produite (Marcobadt al., 2006).La croissance bactérienne est bien sdr indispemsabl
mais ce n’est pas la condition essentielle poprdauction. PourEnterococcus faeciuimsolée de
raisin, la production maximale est observée dasgrigieux de cultures les plus acides car la
tyramine pourrait contribuer & une neutralisatian lécidité du milieu et donc permettre la
croissance bactérienn@ardini et al. 005) notent cependant ch€z oeniune diminution de
synthese de tyramine en présence élevee d’étharefaible pH sans doute par réduction globale
de l'activité métabolique de la bactérie plus quar jnhibition de la TDC. Lorsque la
concentration en sucres augmente dans le miliegrdduction diminue fortement. Ce n’est
cependant qu’'en présence de petites quantités atesswque I'activité TDC est possible ; ceci
signifie que le transport tyrosine/tyramine app@aas doute un peu d’énergie a la cellule mais
pas suffisamment pour permettre une croissancdransport des acides aminés vers le milieu
intracellulaire ne se fait pas seulement par vaigve, mais est possible aussi par diffusion

passive a cause de I'hydrophobicité de la chaitéedke de la tyrosine (Konings al.,1989).

La tyrosine décarboxylase (TDC) a été caractenbéeL. brevis.Elle a un pH optimum de 5 et
est pyridoxal-5’-phosphate dépendante (Moreno-Agiket Lonvaud-Funel, 1999). L’'activité
augmente pendant la croissance bactérienne entatiei maximum a la fin de la phase

exponentielle de croissance (Moreno-Arrilgasl, 2000). La tyramine produite réduit cependant
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'activité TDC sans doute par inhibition du trangptyrosine/tyramine. Arenat al. (2011)
montrent une forte influence du substrat sur I'espion du géne codant pour la tyrosine

décarboxylase chdzactobacillus brevis

Apres purification de I'enzyme TDC de.brevis une séquence partielle du getge a été
déterminée dans le but de créer des sondes poecteletes microorganismes producteurs de
tyramine (Lucas et Lonvaud-Funel, 2002). CReznobacterium divergenga région codant pour
'enzyme contient 1875 pb (Cotaat al., 2004). Ched.. breviset Enterococcusspp., le cluster
code une perméase, une tyrosyl-t-RNA synthétaseantiport Na+/H+ et la TDC (Luca al.,
2003). Il semble exister une forte similarité démséquence et I'organisation du cluster chez les

différentes microorganismes producteurs (Fernaetiak,2004).

Les microorganismes producteurs de phényléthylansioet des souches denterococcus
faecalis,de Lactobacillus sakeimais aussi dé. curvatus, L. brevis, L. hilgardiiSaccharomyces
cerevisiae et Oenococcus odfranchiet al., 2005; Landeteet al, 2007; Moreno-Arribas et
Carmen Polo, 2008; Vigentimt al., 2009). Les souches de brevisfortement productrices de
tyramine le sont aussi de phényléthylamine maig a@les teneurs produites pour cette derniere
beaucoup plus faibles (Moreno-Arribaet al., 2000 ; Landeteet al, 2007). En fait, la
décarboxylation de la phénylalanine se fait apoésld disparition de la tyrosine du milieu par
l'activité de la TDC. Cette enzyme est non spgadi et a une plus faible affinité pour la
phénylalanine (Pessiongt al, 2009 ; Marcobakt al., 2012). Les amorces utilisées pour la
détection du genddc sont actuellement utilisés pour la détection desrourganismes

producteurs de phényléthylamine.
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5.2.3. vis-a-vis de l'arginine

Les bactéries homofermentaires, pédiocoques oablaciles, isolés de I'environnement vin ne
catabolisent pas l'arginine alors que les bactdnggrofermentaires, lactobacilldsuconostoc

ou Oenococcugde peuvent (Liu et Pilone, 1998).

La production de putrescine a ainsi été détectéz ©enococcus oeniGuerrini et al., 2002 ;
Marqueset al., 2007 ; Rosiet al., 2009), chez actobacillus hilgardij Lactobacillus breviset
Lactobacillus buchnerfArena et Manca de Nadra, 2001; Lueasl.,2007; Nannellet al.,2008;
Ladero et al.,, 2010). Certaines espéeces de levures du vin tets Kijoeckera apiculata,
Metschnikowia pulcherrima, Brettanomyces bruxelleesSaccharomyces cerevisiée peuvent
aussi (Caruset al.,2002).

La production d’agmatine dans le vin est faite giffiérentes espéces de levur8sccharomyces
cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, Candida stellatsletschnikowia pulcherrima et
Brettanomyces bruxellensislRomanoet al., 2007) mais aussi par désctobacillus(Arena et
Manca de Nadra, 2001).

La voie de catabolisme de I'arginine est schématisis la figure 3.

3 H NWN\. MNHz
H,N"ILH/\/\‘)\OH >2 \b]:;-ia

Apmdine

. ,,”.L M —~ —~ NH,

L T Ve T HNT O TNT TN TN
H

N-carbamoylputrescine

Srmthine Putréscine

Fig. 3- Voies métabolique de l'arginine chez lestéaes (Arena et Manca de Nadra, 2001)

(1) arginine déiminase ; (2) ornithine transcarbamy|g& arginine décarboxylase ; (4) agmatine
déiminase ; (5) Agmatinas€6) N-Carbamoylputrescine hydrolase ; (7) diinié décarboxylase ;
(8) systéme anabolique
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La voie de l'arginine déiminase dite ADI existe zHes bactéries lactiques utilisant I'arginine
(Liu et al; 1995) et comprend 3 enzymes qui ne sont paérwent toujours présentes toutes les 3
dans la souche bactérienne (Liu et Pilone, 19983 apit de l'arginine déiminase (ADI), de

I'ornithine transcarbamoylase (OTC) et de la carl@nkinase (CK). Les réactions sont décrites

ci-dessous :

1. Arginine déiminase (ADI)

L-Arginine + H,O - Citrulline + NH;
2. Ornithine transcarbmoylase: (OTC)

L-citrulline + HPQ?® - carbamoyl phosphate + L-ornithine
3. Carbamate kinase (CK)

carbamoyl phosphate + ADP +®I> CO, + NH; +ATP

Bilan : L-Arginine + ADP + 2HO + HPQ? => L-ornithine + C@+ 2NH, + ATP AG =-29 kJ/mol

Cette voie ADI conduit a une faible libération deutline dans le milieu extracellulaire qui peut
étre réutilisée ou non par la bactérie. Cette ¢xeréerait due a une formation de citrulline par
I'ADI plus rapide que la phosphorylation par I'OT@i conduit alors a la formation d’ornithine et
de carbamyl-phosphate et qui apparait étre thermardiguement défavorable (Mira de Ordwa
al., 2001).

L’arginine joue un réle important dans I'adaptatides bactéries aux différents stress du vin. En
effet, son métabolisme permet d’augmenter le plkiadeilulaire par la production de Nldt
génere de I'énergie métabolique sous forme d’ATB €t Pilone, 1998, Tonoet al.,2001). Ceci
favorise la croissance mais surtout le temps deies@n milieu vin (Tonon et Lonvaud-Funel
2002).

Cette voie ADI est a l'origine de I'apparition daesmilieu de précurseurs du carbamate d’éthyle
connu pour son action cancérigene a savoir lalloiteuet le carbamyl-phosphate (Oughal.,
1988) et pourrait ainsi contribuer a la formatiam chrbamate d’éthyle dans le vin (Lét al.,
1994) ; ce dernier étant cependant surtout fornm@ighement par réaction spontanée entre l'urée
synthétisée par les levures et I'éthanol au coursigillissement du vin. Le fait qu@. oenisoit
capable de réutiliser la citrulline excrétée cdnterait a diminuer la formation de carbamate
d’éthyle dans le vin (Arenet al.,1999 ; Arena et Manca de Nadra, 2005).
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O. oenipossede le locus ADI (arginine déiminase) qui cangres genes impliqués dans le
catabolisme de I'arginine en ornithine (Diwalal, 2003 ; Tonoret al, 2001) (Fig. 4). Le cluster
contient les genes suivantsarcA codant Il'arginine déiminase (ADI)arcB I'ornithine
transcarbamoylase (OTCyrcC la carbamate kinase (CKaycD les protéines responsables de
'antiport Arg/Orn. Dans les conditions de cultiestées, I'expression des genes est constitutive
(Divol et al.,2003). Cependant, le géaecR pourrait coder un régulateur transcriptionnel de ce
opéron (Nehmet al.,2006).

ATG TAA ATG TGA ATG TAA ATG AAT
1 261 1223 1912 3278 4333 5870 7298
orf86) |orf1 19| | arcR | ‘ arcA || arcB | | arcC | | arcD1 | arcD2
ATG TGA ATG TAG ATG TAG ATG TAA
619 978 2014 3261 4443 5384 7955 9350

Fig. 4 - Organisation du clustarc (Divol et al.,2003)

L’arginine peut aussi étre décarboxylée directemantagmatine par I'arginine décarboxylase
(ADC) ; ceci a été montré chez leactobacillus (Arenaet al.,2002) dont L. hilgardii (Alberto
et al.,2007).

La putrescine dosée dans les vins peut donc éhupe par deux voies métaboliques : la voie de
I'ornithine décarboxylase (ODC) et la voie de I'amfine déiminase (AgDI) (Arena et Manca de
Nadra, 2001 ; Lonvaud-Funel, 2001). La premiereevoorrespond a une décarboxylation de
'ornithine et la deuxieme voie a une déiminatt@l’agmatine. Dans le vin cependant, seule une
faible population bactérienne (<16ellules/mL) posséde la voie agmatine déiminasesajue
10° & 16 cellules/mL portent le géne codant I'ornithineaidoxylase.

La putrescine apparait souvent aprés la FML eg&tiéamontré qu’elle peut étre produite a travers
une association métabolique entre différentes smjatertaines capables seulement de dégrader
I'arginine en ornithine et d’autres capables delesaant décarboxyler I'ornithine en putrescine
(Manganiet al.,2005).

L’ODC de O. oenia été caractérisée par Bonnin-Jussegdral. (2011). Elle a poids moléculaire
de 85 kDa. L’activité maximale se retrouve a pHobir une température de 35°C et elle apparait

spécifique de I'ornithine.
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5.3. Conditions environnementales permettant la cissance bactérienne et ['activité

enzymatique

5.3.1. Généralités

hY

Les facteurs environnementaux affectant la fornmaties amines sont similaires a ceux qui
affectent la croissance et l'activité enzymatiquericroorganisme. Ces facteurs sont en général i)

la température ; ii) le pH ; iii) I'activité dedau (@) et iv) les conditions de conservation.

La température a en effet un impact important suformation des AB dans les aliments.
Plusieurs études montrent que la teneur des AB lganaliments et dans les boissons augmente
avec le temps et la température de stockage (Ktaeséund, 1986 ; Diaz-Cincet al, 1992;
Standarovét al., 2010 ; Kilet al, 2011). Une température élevée favorise la fownaties AB,
cette élévation a deux effet principaux : (i) ufeesur la protéolyse due a l'augmentation de la

croissance microbienne (ii) et un effet directlaativité décarboxylase (Maijakt al.,1995).

Les amines biogenes seraient impliqguées dans iktasése au stress acide et dans la production
d’énergie métabolique (Pereeaal.,2009).

L’activité de I'eau (@) ou “eau libre” indique le “degré de liberté” dedu absorbée dans les
matériaux. L’activité des microorganismes dansal@sents dépend directement de l'activité de
'eau. De fortes concentrations de solutés (pamgse, chlorure de sodium) peuvent diminuer
I'activité de I'eau, ce qui inhibe la formation aianes dans les aliments, car une faihleetarde

la croissance bactérienne (Gardihil.,2001).

Les conditions de conservation et I'ajout de corseurs ont également des effets significatifs sur
la formation des AB dans les aliments. Halésal. (1994) ont rapporté que dans les conditions
d’anaérobioselEnterobacter cloacal@roduit environ deux fois moins de putrescine daes les

conditions d’aérobiose, &llebsiella pneumonisynthétise nettement moins de cadavérine. L'ajout
d’agents conservateurs dans les aliments influsi dauslynamique des populations microbiennes,
et, par conséquent, la production d'AB. Shalab¥§)l% rapporté que le sorbate de potassium,
fréquemment utilisé comme inhibiteur microbien,iterla formation d'amines biogenes dans les

aliments.
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5.3.2. Conditions cenologiques
a) Température

La température semble avoir un effet faible suptenation des AB dans le vin, Gonzalez Marco
et Ancin Azpilicueta (2006) ont montré une Iégéngraentation dans le vin de la concentration
en histamine a une température de 20°C par rapparautres températures testées (4 et 35°C).
Ces auteurs suggérent que l'activité décarboxysteplus importante a 20°C et surtout que
'enzyme HDC pourrait se maintenir méme en l'abgede bactéries viables. C’est ce que
trouvent aussi de Borba et Rohrer (2007) : suriarstoké a 4°C, il y avait une augmentation de
de 12 & 87% de I'histamine, de 0 & 1,4 rigde la spermidine et de 20 & 36% de putrescine et ¢
en l'absence de bactéries vivantes, en raison singe de leur activités enzymatiques

décarboxylases toujours présentes et encore eficac
b) Acidité du milieu

Guerriniet al. (2002) ont montré la production des AB telles gleeputrescine, la cadavérine et
I’histamine par des souches @e oeniau pH optimal de leur croissance. A faible pH,desches
deO. oenimaintiennent la production de ces AB avec apjparitiune nouvelle amine telle que la
spermidine. Mais d’autres études montrent que feue en histamine, en tyramine et en
spermidine augmente avec l'augmentation du pH du(@ardiniet al., 2005 ; Bauzeet al,
1995b ; Proestost al., 2008). Marcobakt al. (2005) trouvent ainsi qu’'un vin a pH 3,25 ne
contient pas d’amines biogénes alors que le mémeyiH 4,09 en contient 43,8 mg.LLa
concentration en histamine dans un vin a pH 3,08e$,8 mg.[* alors qu'elle atteint 12,2 mg.
L™ pour un pH de 3,5 (Garcia-Villat al., 2006). Ceci est confirmé par Gerbaux et Monamy
(2000) en ce qui concerne la putrescine, I'histanginla tyramine. Pour Landegeal. (2005b), si

le lien est clair entre faible pH et faible teneurhistamine, cela est cependant moins net pour la
tyramine et la phényléthylamine. Il n'y aurait dlairs pas d'utilisation de I'arginine par les
lactobacilles et pa®enococcus oerlbrsque le pH devient inférieur a 3,5 (Terraddviia de
Orduna, 2006 ; Mira de Ordurs al, 2001). Une diminution du pH du milieu n’affec#rpas
'expression des geénes impliqués dans ['utilisatitenla tyrosine et de I'arginine chéz brevis
(Arenaet al, 2011).
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c) Teneur en éthanol

La teneur en alcool a également un effet significair la croissance et le métabolisme des
bactéries lactiques du vin. La production de lagagine et de la tyramine p@. oenidiminue
avec l'augmentation du degré alcoolique du vin @Baret al., 2005 ; Marquet al., 2007),
cependant la production de la spermidine augmefgerément avec l'augmentation du degré
alcoolique (Gardinet al.,2005).

d) Opérations préfermentaires

L'utilisation des enzymes pectolytiques et le satfe du modt de raisin ont un effet significatif
sur la teneur en AB dans le vin. Ces enzymes augmile rendement en jus, permettent une
diminution de la turbidité du modt vin et une pgrande extraction des composés phénoliques et
des ardmes. Martin-Alvarest al. (2006) rapportent ainsi que I'utilisation de cegymes peut, en
contenant des activités enzymatiques secondalles tgie activités protéolytiques, contribuer par
I'hydrolyse des protéines et des peptides a ugealion accrue d’acides aminés dans le milieu.
Seules les concentrations en phényléthylamine ddvégine apparaissent pourtant affectées par

I'utilisation de ces enzymes (Martin-Alvaretal.,2006).

La durée de macération est un facteur qui augmkextraction de certains composés de la
pellicule du raisin tels que les composés phénesicet les composés azotés (Ribéreau-Gayon
al., 2006). Pour ces raisons la durée de maceérationgbacter 'accumulation des AB dans le
vin (Martin-Alvarezet al.,2006). Leurs résultats sont en accord avec d'sédtiedes qui montrent
gue l'augmentation de la durée de macération autgriareneur en acides aminés (Guttaral.,
1997), ce qui peut augmenter la teneur en AB daninl Parmi les 5 cépages rouges cultivés en
Ontario et testés, les vins de Pinot noir posseldet@neur globale en amines la plus élevée avec
les concentrations les plus fortes en histamingepcine, cadavérine et éthylamine (Soketaal,
1999). Ces auteurs font le lien avec les duréemat=ration plus longues pour le Pinot noir par

rapport aux autres cépages en raison de la maansigrichesse en couleur de ses pellicules.
e) Stabilisation microbienne

Le sulfitage consiste a apporter au modt de ragsiau vin une quantité d’anhydride sulfureux
(SO, pouvant éliminer les levures et les bactériesdoélles et ainsi obtenir un produit
microbiologiqguement stable. Le sulfitage favorisgalément [I'extraction des composeés
phénoliques et aromatiques par son effet sur len@abilité des membranes des cellules de la

pellicule du raisin. Marcobadt al. (2006) ont rapporté qu’il n’y a pas d’augmentatites amines
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biogenes apres I'addition de £@e qui indique que ce produit a un effet de préeantontre la
production des AB par les bactéries lactiques duevi tuant les bactéries. Cette observation est
également faite par Gerbaux et Monamy (2000). Gaguet pour Lopeet al. (2009) et Bauzat

al. (1995b), l'addition de SOn’empéche pas toujours le développement des extéctiques
et/ou les activités enzymatiques responsables t@rzation des AB. En réalité, plus longtemps
les bactéries peuvent se maintenir vivantes damsilleu et plus la teneur en amines biogenes
produites est élevée (Patval.,2010).

La formation de certaines amines dans le vin éstdiussi aux mauvaises conditions hygiéniques
pendant le processus de vinification (Mantobial., 2009). Delfini (1989) a ainsi montré qu’une
concentration élevée en histamine dans le vin Eg & une contamination bactérienne
essentiellement pdrediococcuspp., ces dernieres pouvant étre présentes dams &ec une
faible concentration cellulaire. Un contrble efieade la fermentation malolactique est donc
nécessaire pour prévenir la formation des AB dani.

f) Starters malolactiques

Leur utilisation conduit toujours a des vins moimshes en amines (Marques al., 2008 ;
lzquierdo Canaet al., 2008 ; Gerbaux et Monamy, 2000 ; Lonvaud-FuneQ120Hernandez-
Orte et al., 2008 ; Nannelliet al., 2008 ; Spancet al, 2010). Les starters ont été en effet
sélectionnés pour leur efficacité en vin mais ausar l'absence de génes codant des
décarboxylases dans les bactéries utiliséees.ude gnh utilisant des starters, la FML est controlée
par les vinificateurs et des la fin de la FML ldasvsont soutirés et sulfités ce qui contribue
grandement a leur stabilisation microbienne. lirestessaire de s’assurer de leur efficacité sinon
cela laisse le champ libre a la flore indigeneedh se traduit toujours par des augmentations de la
teneur en AB (Baclet al, 2012). Des co-inoculations avec des levureseseel des bactéries
lyophilisées s’averent aussi tres efficaces pomnirlier les concentrations en AB des vins rouges
(Capozziet al, 2012).

g) Conditions de conservation

Pour Garcia-Villaret al. (2006), il y a une corrélation entre la conceidragn amines et la durée
de I'élevage. Une mise en bouteilles aussitbt apids aboutit toujours a des vins ayant une
faible teneur en amines, alors qu'un élevage en digmente les teneurs en amines.
L’augmentation de I'histamine et de la putrescisetees significative en vin rouge (Gerbaux et
Monamy, 2000).
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Le vieillissement du vin peut augmenter les cormegioins en AB (Proestost al., 2008). Une
étude sur I'évolution des amines dans les vinse®ay cours de leur vieillissement en fats de
chéne américainuercus albg et de chéne francai®(ercus sessil)sa été réalisée par Moreno
et al. (2003). Les résultats de cette étude montrentl'quelution des AB est similaire dans les
deux types de bois. L'histamine et la tyramine ét# produites au début du processus de
vieillissement et ne sont pas accumulées dans iles en raison probablement de leurs
dégradations. La production dhistamine dans lesmmrs mois de vieillissement est
probablement due a l'activité décarboxylase etrmpduitre favorisée par la libération des acides
aminés par l'autolyse des levures. La putrescihdassine la plus abondante dans les vins; sa
concentration augmente considérablement au courgiailissement, car elle ne subit pas de
dégradation. La concentration de la cadavérindéggtrement augmentée au premier stade de
vieillissement, cette amine également n'est pagadiég au cours du vieillissement. D’autres
éetudes montrent que le vieillissement du vin nengkapas significativement la teneur en AB
(Marcobalet al.,2005). Récemment, Marchandagt(2012) émettent I'hypothése d’'une synthese
chimique d’amines au cours du vieillissement dupan décarboxylation chimique. En effet, au
pH du vin les acides aminés précurseurs (His, Plie, Orn, Leu, Lys) ont la fonction carboxyle
sous forme carboxylate (COCet la fonction amine sous forme BHCeci crée donc un centre
électrophilequi peut permettre alors la décarboxylation. Céewas trouvent en effet une relation
inverse entre les valeurs de pKa et les taux d’asmgans des vins de millésimes différents. Les
acides aminés ayant les valeurs les plus faiblgsk@ecorrespondent aux plus fortes teneurs en

amines dosées dans les plus vieux millésimes @astment de I'histidine-histamine).

6. Dégradation des amines biogenes

Les amines biogénes dans les aliments peuvenpysgologiquement inactivées par les amines
oxydases. Ces enzymes existent chez les bactdesschampignons, les plantes et les
mammiféres. L’activité amine oxydase permet d’oxylee amines, les produits de cette réaction
sont : l'aldéhyde, le peroxyde d'hydrogene et l'amiac (Cooper, 1997). Des auteurs ont
rapporté que certaines souches ont la capacité édeader les AB commes des souches
appartenant aux genrbficrococcuset Staphylococcufleuschneet al.,1998; Martuscellet al.,
2000).

Les facteurs environnementaux peuvent aussi inflereta dégradation des amines dans les

aliments, ils sont similaires a ceux qui affect@nfiormation d'amines. Leuschretral. (1998) ont
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observé que la dégradation de I'histamine et dgrlemine dépend du pH (avec un pH optimal
€gal a 7). La température joue aussi un role dandépradation des AB. La dégradation de

I’histamine observée a 22°C et 15°C est cependarimale a 37°C (Dapkeviciwet al.,2000) .

Dans les conditions cenologiques, Cueval.(2012) montrent la dégradation de I'histamine, de
la tyramine et de la putrescine par les champigrdmda vigne en milieu synthétique (yeast
carbon base) additionné de leurs précursltsrnaria sp., Penicillium roqueforti, Penicillium
citrinum, Phoma sp., Ulocladium chartarumpparaissent ainsi capables de dégrader 100% des 3
amines considérées. En milieu vin, le pourcentageédjradation varie en fonction du type de vin
et de I'amine. Les activités amines oxydases sespiansables de la diminution de la teneur en
amines. Par contre, certaines bactéries lactiquegird appartenant aux genrediococcuset
Lactobacillus,apparaissent capables de diminuer nettement lesumven histamine, putrescine
et tyramine en milieu synthétique ; cette capagéeient cependant trés faible en vin. Seule une
souche dd.. caseifait diminuer les concentrations en histamine d&.16n tyramine de 15% et
en putrescine de 8% (Garcia-Ruaizal., 2011). Ce potentiel qui est en réalité effet p@gudent
chez les souches étudiées. est fortement réduitlgpgrésence d’éthanol, de $@t des
polyphénols. Des études complémentaires sont r@oesspour évaluer une application

industrielle afin de réduire la teneur en aminesidu

Alcaide-Hidalgoet al. (2007) observent cependant une diminution derlaueen tyramine des
vins au cours de I'élevage gu'ils attribuent autivités oxydasiques bactériennes (Margekal.,
2008). Polcet al. (2010) notent aussi au cours de I'élevage desunesbaisse de la concentration
en cadaveérine qu’ils attribuent soit a la présafiamines oxydases soit a une adsorption possible

sur les lies comme le montrent Jimenez-Morenal (2003).

7. Impact des amines biogenes sur le godt du vin

Au-dela des risques sanitaires, certaines AB resgimles de défauts aromatiques peuvent altérer
la qualité du vin. Lors d’'une dégustation a I'avieude vins contenant de la putrescine ou de la
cadavérine, plus de 50% du jury composé de conséenmsaont percu un défaut (Silvano, 2008).
Egalement Palaciost al (2004) montrent que la putrescine et la cadagéoimt un effet négatif

sur le godt du vin, en masquant la typicité du gép®e plus des dégustateurs entrainés peuvent
détecter des concentrations élevées d’histamine das vins commerciaux (Rolen al., 2005).

Pour Dumoulin et Barthas (2009), la putrescineaatddavérine entrainent des déviations de type

34



Synthese bibliographique

« putréfaction » ou «viande pourrie » a des niveassez €levées et qui pourraient alors déprécier
les ardmes du vin en agissant par masquage olfdictif addition de 60 mg’Lde putrescine dans
un vin rouge de Pinot noir aurait peu d’'impact seie$ (Gerbaux et Monamy, 2000) alors que
pour Arena et Manca de Nadra (2001) lorsque la exttnation en putrescine dépasse 20 a 30

mg.L* en vin rouge et 15 & 20 mg'-len vin blanc cela diminue la qualité sensorietie groduits.
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Matériels et Méthodes

1. Matériel biologique

1.1. Bactéries indigénes

Des isolements de bactéries lactiques indigénesetentréalisées 15 jours apres la fin de la
fermentation malolactique de trois vins rouges $odéns plusieurs contenants et caractérisés par
des pH élevés (pH > a 3,6). Les vins sont du niiié<2009 :

- unvin des Cotes du Rhone (Appellation Cétes-dunehdillage)
- unvin de Bordeaux (Appellation Pessac-Léognan)
- unvin de Bourgogne (Appellation Hautes Cotes ded)\u

En effet, nous souhaitons pouvoir isoler des basé&ppartenant aux divers genres rencontrés

dans les vins ©enococcus, Lactobacilliet PediococcusAinsi 80 souches ont été isolées.

Apres dilution des vins dans de I'eau physiologigtéile (NaCl a 9 %0 m/v), des étalements sur
boites de Pétri ont été effectués. Le milieu kst le milieu LAC solide dont la composition est
décrite dans le paragraphe 3lks souches isolées sont alors repiquées dansliku rhiAC
liquide et conservées a -80°C dans le milieu LAGitamwhné de glycérol (40 %).

1.2. Bactéries de laboratoire

Les souches de référence utilisées sont :

- L. brevislOEB 9809 (Coton et Coton, 2005)

- O. 0enilOEB 0610 (Faculté d’cenologie, Bordeaux, France)
- O. oeniBR 1497 (Faculté d’cenologie, Bordeaux, France)

- O. oeniDiv 7.12 (Collection Lallemand, Blagnac, France)

- O. oenilRBL 0079 (Inter-Rhéne, Orange, France)
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2 - ldentification des souches isolées

2.1. Morphologie et caracteres biochimiques

Toutes les souches indigénes isolées ont subi oleeation de Gram qui confirme ou non leur
appartenance aux bactéries lactigues (Gram +) rebgtede voir s'il s’agit de coques ou de
bacilles, isolés, en paires, en tétrades ou emetias.

Les caracteres biochimiques concernent l'utilisatie 49 sucres a I'aide de la galerie AP1 50 CH
(bioMérieux, France).

Le milieu d’inoculation des cupules a une compositt un pH qui conviennent a la majorité des
bactéries lactiques. Par contre, la tres faiblessamce d€®enococcus oersur ce milieu avec un
virage de l'indicateur de pH indétectable demandidisation d’un milieu de remplacement qui
est le milieu FT80 sans acide malique et sans sugk 5 additionné de 0,2 g'lde vert de
Bromocrésol (Caviret al., 1989). Si la souche utilise le sucre teste, ibl@s acidification du
milieu avec virage du vert au jaune de l'indicateoiioré.

Les galeries sont incubées 4 a 5 jours a 28°C emagacrobiose (cupules remplies d’huile de

paraffine).

2.2. Méthodes moléculaires

2.2.1. Extraction d’ADN

La technique utilisée est celle de Wizard® GenddA Purification Kit, Promega. L’extraction
de 'ADN des bactéries est réalisée a partir dési@s en milieu liquide LAC. Les cellules sont
récoltées a &onm =1 ; 1mL est alors centrifugé 5 min a 10 000 g.culot obtenu est suspendu
dans une solution de EDTA 50 mM pH 8, contenanlydazyme (10 mg.mt). Aprés incubation

60 min a 37°C puis centrifugation (2 min a 10 000Ig culot est repris dans le tampon Nuclei
Lysis Solution (0,8 mL). Une incubation de 5 miB&C est réalisée. Un ajout de 5 pL de tampon
RNase (4 mg.mt!) est effectué. Aprés une incubation de 30 & 60an®7°C, il est rajouté 200
puL de Protein Precipitation Solution. Le milieu estlangé 20 s a I'aide d’'un vortex puis placé
dans la glace pendant 5 min.

Apres centrifugation de 3 min a 10 000 g, le sugaag est transvasé dans un microtube contenant

800 pL d’isopropanol. Ce tube est doucement agitérgtournement jusqu’a I'obtention d’'une
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masse Vvisible d’ADN, puis la solution est centrdag@ min a 10 000 g a 4°C. Aprés élimination
du surnageant, I'ADN est rincé dans 800 pL d’éthan@0% (v/v). Cette solution est alors
centrifugée 2 min a 10 000 g. Le culot ainsi obtesuséché a I'air libre. L’ADN est alors repris
dans de I'eau Milli-Q (20 a 50 pL), mis a 4°C pemdB2 h, puis conservé a -20°C.

La durée totale de I'extraction est d’environ 2LlADN est quantifié par spectrophotométrie a
l'aide d'un biophotometre (Eppendorf, Le Pecq, Esn Les rapports des absorbances
(260nm/280nm et 260nm/230nm) sont déterminés adwvatlier la qualité des ADN extraits.

2.2.2. Amplified Ribosomal DNA Restriction AnalysiYARDRA)

La méthode moléculaire ARDRA ciblée sur le gene @6&ant pour la sous-unité 16S de 'ARN
ribosomal a été utilisée. Elle permet la clasdiitca de nombreuses familles et especes. Cette
méthode est en effet fondée sur le principe queARNr 16S des différentes espéces de
Procaryotes ont divergé a partir d’'une seule séspieMRNr, celle d’'un ancétre commun. Les
mutations accumulées au cours de I'évolution onsigbu conduire a des ARNr 16S avec des
séquences conservées et des séquences variabiesttpet I'obtention de profils de restriction
différents selon les espéces étudiées. Le protapgiérimental est inspiré des travaux de Rodas
et al. (2003) et de Marquest al. (2010) et permet l'identification d'isolats de léaiets lactiques a

partir des échantillons du vin.

Dans un premier temps, les amplicons d’environ 1j58iées de bases correspondant a la totalité
de la région d’ADN codant pour 'ARNr 16S des ditfétes espéces sont obtenus en utilisant un
couple d’amorces universelles encadrant la réegeohADN codant pour I'ARNr 16S (Ulrikest

al., 1989) :

- pA : 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

- pH : 5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3
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L’amplification est réalisée dans le thermocycl@dyCycler™ Thermal Cycler, Bio-Rad,

Hercules, USA¥elon les conditions de PCR données ci-dessous :

Premiere étape : - Dénaturation initia@aC pendant 5 min 1 cycle
=Deuxiéme étape : - Dénaturation a 94°C pengas ;
- Hybridation a 56p€ndant 30 s ; 30 cycles

- Elongation a 723éndant 60 s.

=Troisieme étape : - Elongation finale & 7p¥bdant 5 min 1 cycle

La composition du meélange réactionnel (volume fB@lL) est donnée ci-dessous :

C initiale de la V prélevé C finale dans le
solution mere mélange
réactionnel
Eau Milli-Q gsp 50 plL
5X tampon GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega) 10 uL
MgCl,, 6 HO 25 mM 4 pL 2 mM
dNTP (mix) 10 mM (chaque) 1puL 0,2 mM
Amorce pA 10 pM SuL 1uM
Amorce pH 10 pM SuL 1uM
Taq polymerase (Promega) 5UpL™ 0,5 uL 0,05 WiL™
ADN 50-100 nguL™ 1uL 1-2 nguL™?

C = concentration ; V = volume

Les produits de PCR sont contrblés par électromeofmigration pendant 45 min a 105 Volts)
dans un gel d'agarose & 2% contenaniL5de bromure d’éthidium (BET) & 10 mg.mLLe

tampon d’électrophorese utilisé est du TAE 1X (-Bdgtate 0,04 M, EDTA 0,001 M). La taille
des fragments d’ADN est estimée par comparaisorc awe marqueur de taille connue
(GeneRule™ 100 pb DNA Ladder, Fermentas, France). Les prafilst analysés a l'aide du

logiciel BioRad Image Lab.

Pour les bactéries lactique@dnococcus, Lactobacillus, Pediococgume bande caractéristique

entre 1300 et 1500 paires de bases est obtenue.
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Pour différencier les genres ou espéces, une digesinzymatique est alors réalisée avec

'enzyme de restrictioMsd dont le site de coupure est le suivant :

S..TTAA..3
3..AATT...%Y

Le mélange réactionnel de restriction (volume f2@juL) a la composition suivante :

Produit de PCR 10 pL
Eau Milli-Q stérile 7 pL
Tampon de I'enzyme 2 UL

EnzymeMsel (10 000 U.mCY)  1pL

Le mélange réactionnel est incubé durant 16 h €37°

Apres restriction, on obtient des profils de resion par €lectrophorése (migration pendant 60
min a 105 Volts) en gel d'agarose a 2% (m/v) dangampon d’électrophorese TAE 1X. La
taille des fragments d’ADN est estimée par comparaiavec un marqueur de taille 100 pb
(GeneRule™ 100 pb DNA Ladder, Fermentas, France). Les prafilat analysés a l'aide du

logiciel BioRad Image Lab.

3 - Milieux et conditions de culture
3.1. Isolement, repiquage, conservation

Pour l'isolement, le repiquage et la conservati@s tactéries, le milieu LAC est utilisé. Sa
composition est la suivante : 33 g.d’extrait de levure, 0,6 mL:t de Tween 80, 0,08 glLde
MnSQ,, H,O et 78 mL.L* de jus de raisin blanc (Pampryl). Le pH est ajust&,3 et la

température d’'incubation est de 28°C.

Pour le milieu LAC solide, 20 gt d'agar sont rajoutés. Pour inhiber le développendes
levures éventuellement présentes dans le vin, 3. thde Delvocid & 1% (m/v) sont rajoutés au
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milieu LAC lorsque la température du milieu aprés sautoclavage (20 min a 120°C) est

redescendue autour de 50-55°C.

3.2. Milieu pour galerie API 50 CH

Pour les galeries API 50 CH, le milieu FT80 (Cawiral, 1989) a été modifié par I'élimination de
I'acide D,L-malique et des sucres (glucose et frs€}. Sa composition est la suivante : 5'g.L
d’extrait de viande, 5 g:t. d’extrait de levure, 0,6 gtde KHPO,, 0,45 g.L* de KCI, 0,13 g.I}
de CaC4, 2 H:,0, 3 mg.L* de MnSQ, H,0, 0,13 g.[* de MgSQ, 7 H,O et 1 mL.L* de Tween
80.

3.3. Milieu pour caractériser les auxotrophies vis-vis des acides aminés

Le milieu chimiqguement défini par Terradst al. (2009) a été utilisé (milieu MCD). Sa
composition est donnée dans le tableaullXcontient 44 composeés : sources de carbone, sels
minéraux, sources azotées sous forme uniquemenidd& aminés et de nucléotides et des

vitamines.

Pour la préparation du milieu MCD, 11 solutions eseont été utilisées. La préparation des

solutions meres est détaillée dans I'’Annexe 1.

Le milieu est stérilisé par filtration sur membrandlipore (Expres8” plus) de porosité 0,22 pm

puis conservé a 4°C.
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Concentration finale (g:f)

Concentration (g.1)

Compose dans le milieu dans la solution meére
D-Ribose 10 100
MnSOy.4H,0 0,1 10

MgSO,. 7H,0O 0,1 10
KoHPO, 1 50

CaCb 0,44 100

Acide 4-aminobenzoique 110 0,1

Biotine 2.10° 1 (50% NaOH 1M)
Chlorure de Choline 2.10 1
Cyanocobalamine 1.10 0,1

Acide folique 2.10 (10% HCI 1M)
Acide nicotinique 2.18 1
Ca-D-pantothénate 2.10- 1
Pyridoxine HCI 2.10 1
Riboflavine 2.10 1 (10% HCI 1M)
Thiamine.HCI 1.10 1

Adenine sulfate 1.1 1

Guanine HCI 10.16 1 (10% HCI 1M)
Cytosine 10.18 1
Thymine 10.10 1

Uracile 10.10 1
Xanthine 5.10 1 (10% NaOH 1M)
L-Alanine (Ala) 0,2 10
L-Arginine (Arg) 0,75 10
L-Asparagine (Asn) 0,15 10

Acide L-aspartique (Asp) 0,35 4 (2,5% HCI 1M)
L-Cystéine (Cys) 0,2 5 (10% HCI 1M)
Acide L-glutamique (Glu) 0,5 10 (10% HCI 1M)
L-Glutamine (GIn) 0,2 10

L- Glycine (Gly) 0,5 50
L-Histidine (His) 0,5 10
L-Isoleucine (lleu) 0,2 10
L-Leucine (Leu) 0,2 10
L-lysine 2 HCI (Lys) 0,25 10
L-Méthionine (Met) 0,15 5 (10% HCI 1M)
L-Phénylalanine (Phe) 0,2 10
L-Proline (Pro) 0,5 10
L-Sérine (Ser) 0,4 10
L-Thréonine (Thr) 0,35 10
L-Tryptophane (Trp) 0,2 10
L-Tyrosine (Tyr) 0,2 5 (10% NaOH 1M)
L-Valine (Val) 0,2 10
CusSQ.5 H,0 15.10° 0,01
FeSQ.7 H,O 20.10° 5

ZnSQ.7 H,0 135.10° 0,25
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3.4. Milieux pour évaluer la production d’amines bogéenes

Deux milieux ont été utilisés :

- le milieu chimiqguement défini (MCD) ajusté a pHtdaepH 5,3 a I'aide de HCI 6M ou
KOH 3M.

- unvin blanc ajusté a pH 3,5 et a pH 4,5 a I'aidéH€| 6M ou KOH 3M.

Ce vin a été élaboré a partir d’'un mouUt de raidingépage Chardonnay, obtenu lors du millésime
2010 sur le domaine expérimental de I'UniversitéBirirgogne a Marsannay-la-Cote (21), et
conservé a -18°C.

Une fois le moQt de raisin décongelé, une centaifiog a été nécessaire pour clarifier le jus (10
min a5 000 g). La souche &accharomyces cerevisiatlisée pour la fermentation alcoolique
est une souche commerciale sélectionnée par I''UvAhdue sous le nom de Levuline BRG
YSEO par OENOFRANCE (Bordeaux, France). Le molté ehsemenceé a l'aide d’'une pré
culture en milieu YPD (20 g:t.de glucose, 5 gt d’extrait de levure, 10 g:t.de Bacto peptone)

a raison de Tevures.mL*, incubé & 28°C sous une vitesse d’agitation derfp0 La croissance
des levures est suivie en réalisant quotidiennemmecbomptage des levures vivantes et mortes sur
cellule de Thoma, aprés coloration au bleu de nhétiey(0,01% m/v dans 20 g'lde citrate
trisodique). L’évolution de la fermentation alcaple est suivie par I'évolution de la teneur en
sucres réducteurs du milieu. La méthode utilisédaeméthode colorimétrique au DNS (Miller,
1959) qui consiste en la réduction de l'acide Jrbuabsalicylique par les extrémités réductrices
des sucres a 100°C. L’absorbance est mesuréeda Bin spectrophotomeétre a 540 nm et les
différentes concentrations des échantillons sotgraénées a partir d'une gamme étalon établie a
I'aide de glucose entre 0 et 5 g.L

L’éthanol est déterminé par ébulliométrie a I'aidain ébulliométre Dujardin-Salleron. Le
glucose et le fructose sont dosés par méthode eatiue (Biosentec, Toulouse, France). Le D-
Glucose et le D-Fructose sont phosphorylés en Degker6-phosphate (G-6-P) et D-fructose-6-
phosphate (F-6-P) respectivement, par I'enzyme kiease (HK), en présence de I'ATP

transformé simultanément en ADP :
(1) D-Glucose + ATP—>»  G-6-P + ADP

(2) D-Fructose + ATP——»  F-6-P + ADP
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Ensuite le G-6-P est oxydé en D-gluconate-6-phdspber le NADP, en présence de I'enzyme
glucose-6-phosphate deshydrogénase (G6P-DH). LeMN&dD alors réduit en NADPH (3).
(3) G-6-P + NADP — D-gluconate-6-phosphate + NADPH™*

La quantité de NADPH formée, déterminée par la meede I'absorbance a 340 nm, dans cette
réaction est proportionnelle & la quantité de DeGée. Une fois la réaction (3) terminée, le F-6-P
est converti en G-6-P par la Phosphoglucose issaéRGl) (4).

(4) F-6-P«——» G-6-P

Le G-6-P réagit a son tour avec le NADP pour forfedd-gluconate-6-phosphate et NADPH. La
guantité de NADPH formée dans cette réaction regtgotionnelle a la quantité de D-Fructose.

L’'acide L-malique est dosé par méthode enzymat{Bimsentec, Toulouse, France). En présence
de nicotinamide-adénine-dinucléotide (NAD+), I'azid-malique est oxydé en oxaloacétate par la
L-malate déshydrogénase (L-MDH). L’équilibre deréaction est situé du c6té du malate. En
éliminant I'oxaloacétate du milieu réactionnel,anrente la réaction (1) dans le sens L-malate

oxaloacétate. En présence du L-glutamate, I'ox&l@ae est transformé en L-aspartate (2) par la

glutamate -oxaloacétate-transaminase (GOT).
(1) L-malate + NAD «—» oxaloacétate + NADH + H
(2) oxaloacétate + L-glutamate—» Latge +a-cétoglutarate

La formation de NADH mesurée par 'augmentation’dbesorbance a la longueur d’'onde de 340 nrr

est proportionnelle a la quantité de L-malate consée.

La durée de la fermentation alcoolique est de 11&ktomposition du milieu vin ainsi obtenu est
donnée dans le tableau X.
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Tableau X - Composition du vin apres la fermentattroolique

Ethanol 11,7 % (v/v) £0,2
Sucres réducteurs  -de2@.L
Glucose 0,05 g.t+ 0,01
Fructose 0,20 g.L+ 0,02

Acide L-malique 419gLl+0,1

La détermination de la composition et de la corretion des acides aminés libres et des acides
aminés liés (constitutifs des peptides et prot@igegté réalisée selon la méthode décrite par
Guilloux-Benatier et Chassagne (2003). Les acidemés liés sont le résultat de la différence
entre les acides aminés totaux et les libdEesraison de la conversion partielle durant I'hygse
acide de l'asparagine et de la glutamine en lewilea correspondants, on exprime
conventionnellement pour les acides aminés liés lmneurs en Asx (Asp + Asn) et GIx (Glu +

GIn). Les résultats sont rassemblés dans le tabeau

Avant ensemencement bactérien, le vin est fil@élstment sur membrane Millipore de porosité

0,22um. Tous les essais de culture bactérienne onéalisés en double.
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Tableau XI - Composition azotée du vin en fin denfentation alcoolique

Acides aminés libres Acides aminés liés
mg.L* mg N.L* mg.L* mg N.L*

Asp 12,1 (0,3) 1,3 (0,0) - -
Glu 20,2 (0,6) 1,9 (0,1) - -
Asx - - 47,5 3,5
Glx - - 125,1 11,8
Ser 7,4 (0,5) 1,0 (0,1) 35,8 4,8
Asn 14,2 (0,8) 3,0 (0,2) - -
Gly 52 (0,3) 1,0 (0,1) 31,0 5,8
GlIn 1,7 (0,4) 0,3 (0,1) - -
His 7,2 (0,3) 2,0 (0,1) 9,4 2,5
Thr 8,7 (0,5) 1,0 (0,1) 33,4 3,9
Arg 23,8 (0,7) 7,6 (0,2) 18,2 59
Ala 21,1 (0,8) 3,3 (0,1) 30,3 4,8
Gaba 55,9 2,1) 7,6 (0,3) 0,0 0,0
Pro 719,3 (31,4) 87,5 (3,8) 80,0 9,7
Tyr 6,8 (0,3) 0,5 (0,0 16,3 1.3
Cys 4,2 (1,2) 0,5 (0,1) 2,0 0,2
Val 9,2 (0,7) 1,1 (0,1) 36,4 4,3
Met 4,8 (0,7) 0,5 (0,1) 0,6 0,1
lleu 2,7 (0,2) 0,3 (0,0) 23,9 2,5
Leu 21,3 (1,5) 2,3 0,2) 27,5 2,9
Lys 21,0 (1,2) 4,0 (0,2) 31,5 6,0
Phe 11,2 (0,4) 0,9 (0,0) 16,1 1.4
Total 127,6 71,4

(les chiffres entre parenthéses correspondent arksétype)

4 - Criblage des souches possédant des genes cogantr des activités décarboxylases.

La présence des génes est testée par PCR, apadiertde 'ADN des souches. Tous les essais

on été effectués en présence d’une souche témsgegant le gene cible :

- L. brevislOEB 9809 pour le gengrdc codant la tyrosine décarboxylase (Coton et Coton,
2005) et pour le germgydi codant 'agmatine déiminase (Cotenal.,2010)

- 0. 0enilOEB 0610 pour le génedcAcodant I'histidine décarboxylase (Bonnin-Jusserand,
2011)
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- 0. 0eniBR1497 pour le génedc codant I'ornithine décarboxylase (Bonnin-Jusserand,
2011)

- 0. oeniDiv7.12 pour les genes de la voie ADdrcA codant I'arginine déiminasercB
I'ornithine transcarbamoylasarcC la carbamate kinase atcD1 etarcD2 un transporteur
(Divol et al.,2003)

L’extraction de 'ADN des souches bactérienneséarétlisée selon le protocole décrit en 2.2.1.
Le tableau Xl rassemble les génes a amplifier, les amorceséddiet les tailles des bandes du
produit de PCR.

Tableau Xl - Génes a amplifier, amorces utiliséetilles des bandes du produit de PCR

Geénes Nom des amorces et séquences utilisées daieoduit
de PCR

tyrdc TD2 ACATAGTCAACCATR TTGAA 1133 pb
TD5 CAAATGGAAGAAGAAGTAGG-3'

hdcA HDCAF GTCAGAGTTTGATAAAAAGTTG 402 pb
HDCA R GTATTCAACTAAAG TATCTTGTAA

odc ODC V1l AATAAGAGTTTACAT TGGGGAA 1828 pb
ODC V3 TGAGTTTCTGCAGGTGTCATT

arcA ADIOOS'" ATGATGGATAAGAAAGTTCC -F 1247 pb
ADIOO3'" CTATTTTTTAATATCATCACG -R

arcB OTCOO5 ATGGAACAAAAGTTAGG - F 1056 pb
OTCOO 3 TTAAACATGCGGAATAAAC - R

arcC CKOO5% ATGGCAAATAGAAAAATTGTGG - F 941 pb
CKOO3' CTACTTTGTGATAATCGTTCC - R

arcD1 B11 ATGTTTTCCTTTTTAATTACTGC -F 236 pb
B12bis TAAAAGCATTAGTAAAAG -R

arcD2 B5 TGTTCTCTCGATTAATTTGG - F 588 pb
B6 AGCACATAAATTGCAAGC - R

agdi AgD1 5'-CAYGTNGAYGGHSAAGG-3' 600 pb
A 5-TGTTGNGTRATRCAGTGAAT-3'
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L’amplification est réalisée dans le thermocyclBir-Rad ; les conditions de PCR retenues sont

données ci-dessous :

Premiere étape : - Dénaturation initiale a 9488dant 3 min
Deuxiéme étape :
e PourTD2 et TD5 : - Dénatioata 94°C pendant 30 s

- Hybridation a 52°C pendant 30 s 30X

H/_/

- Elongation a 72°C pendant 1 min 15 s

e PourHDCAF et HDCAR: - Dénaturation 2@%endant 30 s
- Hybridation a 52°C pendant 30 s 30X

- Elongation a 72°C pendant 30 s

e PourODCV1etODCV3: - Dénaturations8® pendant 30 s

- Hybridation a 55°C pendant 30 s 30X

H/_/H/_/

- Elongation a 72°C pendant 3 min

«  Pour OTCOO F et OTCOO R, ADIOO F et ADIOO R, CKOGtCKOO R, B11 F et
B12bisR,B5 FetB6 R :

- Dénaturation a 94°C pendant 30 s

-Hybridation a 45°C pendant 30 s 35X

%/_/

- Elongation & 72°C pendant 1 min 30 s

* Pour AgD1 et AgD2 : - Dénaturate 94°C pendant 30 s

- Hybridation a 56°C pendant 45 s 30X

H/_/

- Elongation & 72°C pendant 45 s

Troisieme étape : - Elongation finale a 72°C @enid.5 min.
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La composition du meélange réactionnel est donnéessous :

Cinitiale dela V prélevé C finale dans le
solution mere mélange
réactionnel
Eau Milli-Q qsp 24 uL
5X tampon GoTaq® Flexi DNA Polymerase Promega SpuL
MgCl,, 6 H,O 25 mM 1,5puL 1,5 mM
dNTP (mix) 10 mM (chaque) 0,5 puL 0,2 mM
Amorce F* 10 uM 2,5 uL 1uM
Amorce R* 10 uM 2,5 puL 1uM
Taq polymerase (Promega) 5UpuL? 0,2 puL 0,04 WL
ADN 50-100 nquL™ 1a2pL  2,1-4,2ngL?

F : forward primer, R : reverse primer C = corication, V = volume

Les produits de PCR sont mis a migrer par élecomse dans les conditions décrites en 2.2.2.1.
La révélation sous UV et la photographie des gelsété faites a l'aide de I'appareil Bio-Rad

munie d’une imprimante.

5 - Caractérisation des auxotrophies vis-a-vis dexides aminés

La caractérisation des auxotrophies vis-a-vis deides aminés (His, Tyr, Phe, Arg) précurseurs

d’amines biogenes a été faite selon la techniqamdsion individuelle.

Elle consiste a préparer 4 milieux de culture @miéant a chaque fois un des acides aminés. Pour

la détermination des auxotrophies, la compositian dtre de milieu est la suivante :

MCD complet (sans omission d’un acide aminé) :
- 263,1 mL de MCD (3,8 X)

- 1 x50 mL de His (20 X), 1 x 50 mL de Arg (20 X)x150 mL de Tyr (20 X), 1 x 50
mL de Phe (20 X)

- 536,9 mL d’eau Milli-Q
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MCD (avec omission d’'un seul acide aminé) :
- 263,1 mL de MCD (3,8 X)

- 3 X50mL (20 X) : Arg + His + Phe ; His + Phe +rTyPhe + Tyr + Arg ; Tyr + Arg +
His.

- 586,9 mL d’eau Milli-Q

Les souches sont pré-cultivées dans le milieu L& %) pendant 72 h a 28°C.

1 mL de milieu est centrifugé pendant 10 min a 50 4°C. La biomasse obtenue est ensuite

lavée avec de I'eau physiologique deux fois deespitiis conservée dans I'eau physiologique.

Les ensemencements du MCD complet (culture ténmindlu MCD avec un acide aminé omis
sont réalisés dans des tubes de 5 mL avec une rtoatien initiale en bactéries de 4°10
UFC.mL™.

Chaque expérience est reéalisée au minimum enctiipli’incubation a lieu a 28°C pendant 48 a
168 h. L'absorbance a 600 nm de chaque culturenesurée, et le pourcentage de biomasse

obtenue par rapport a celle obtenue dans un nubewplet est calculé.

6 - Mesure des activités enzymatiques

6.1. Préparation des extraits cellulaires

Aux différentes phases de la croissance bactéridang un milieu LAC a pH 5,3 : début, milieu
et fin de phase exponentielle de croissance, 100@enmilieu ont été centrifugés (7 000 g, 15
min, 4°C). Le culot bactérien obtenu est lavé aleteau physiologique, puis repris dansmbD

de tampon MES (acide 2-morpholino éthanesulfoni§@enM, MgSQ 10 mM pH 5,6.

Les cellules sont cassées par pression avec wyelbrd haute pressioi3 passages a 0.8 kb)
(Constant system, Angleterre). Il est nécessaireefteidir le surnageant dans la glace entre les
passages. A cette pression la température pedfetraegmenter rapidement ce qui dénature les
protéines et donc les activités enzymatiques. k#ales non cassées et les débris cellulaires sont
eliminés par centrifugation a 14 000 g a + 4°C pend 0 min.
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6.2. Dosage des protéines dans les extraits

La concentration en protéines dans les extraitsnesturée par la méthode de Bradford (dosage
colorimétrique & 595 nm). Une gamme d’étalonnagé {8 mg.[*) est réalisée & partir de sérum
albumine bovine (BSA). Les échantillons sont méémngu réactif de Bradford (Bio-Rad) dilué au
1/5 dans un volume final de 1 mL. Aprés une incigipatle 15 min a température ambiante,
I'absorbance est mesurée au spectrophotomeétre &lofBmartSpec™ Plud)es concentrations

sont calculées a I'aide de la courbe étalon obtenee la BSA (Fig. 5).

A 595nm

0,7

y =0,0521x
P R? = 0,9953

0,6 /
0,5

0,4 /
” /
0,2

0,1

0 T T T T T T T T T T T T T 1 [BSA] en mg.L_1
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Fig. 5 - Courbe étalon du dosage des protéinempaéthode de Bradford

6.3. Mesure des activités enzymatiques décarboxyéss

L’activité enzymatique est mesurée dans un tamjtostesphosphate pH 5,3 (Moreno-Arribas et

Lonvaud-Funel, 1999). Les deux tampons sont prépnsi :
- tampon NgHPO, a 0,1 M, EDTA1 mM et DTT 1 mM

- tampon citrate a 0,1M, EDTA 1 mM et DTT 1 mM puiglangés jusqu’au pH voulu.
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Une solution de BSA & 10 g'Lest préparée, ainsi qu’une solution de pyridoxalk®sphate
(PLP) a 1 mM.

Pour un volume réactionnel de 5 mL sont ajouté&smg.L* de BSA, 0,5 pM de PLP, 2,5 mL de

surnageant et le tampon citrate-phosphate gqsp S.mmélange réactionnel est incubé 60 min a
35°C afin que I'enzyme se stabilise dans sa cordtiom active (Bonin-Jusserand, 2011). L’'acide
aminé précurseur est ensuite ajouté a 3,6 mM. cubation dure 3 h a 35°C. La réaction
enzymatique est stoppée en ajoutant 1,75 mL dedmarbprate 1M pH 9, et 750 uL de méthanol
par mL de produit final (dans un vial de 4 mL a ¢lman a vis). La concentration des amines

biogénes formées est ensuite mesurée par HPLC.

7 - Dosage des amines biogénes et des acides anyiaé¢siPLC

7.1. Appareillage

Un appareil de chromatographie liquide a hauteoperdnce (LaChrom Elite® VWR Hitachi,
Japon) est utilisé pour doser les amines biogéntss eacides aminés des différents milieux de

culture. Cet appareil est composé des parties si@sdFig. 6) :

» Un systeme de pompage qui comprend une double pampigurée en série,
commandée par microprocesseur ;

» Un systeme d’injection avec une capacité d’injectie 0,1 a 90 pL ;

» Un détecteur UV a une haute sensibilité, la soakedumiéere est une lampe au
deutérium, la plage de longueurs d'ondes est sintte 190 et 600 nm ;

» Une colonne Alltimd" HP C18-HL ;

> Le systeme est piloté par un logiciel de donnéesnchtographiques EZChrom
Elite.
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Colonne HPLC

- -
Systéme
d’aquisition

Vanne de Injecteur

mélange

-
il |

..
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Echantillon

Détecteur

Solvant A Solvant B ﬂ
Poubelle

Fig. 6 - Schéma d'un appareil de chromatograpgiede a haute Performance

(http://www.waters.com)

Le systéme de pompage assure |'élution des solesntsode gradient (compositions variables au

cours du temps). Ce systéme doit répondre a uaicgrbmbre de critéres :

> Le débit doit étre constant et reproductible ;
> Le mélange des différentes compositions du solanst de gradients doit étre
reproductible et efficace ;

» Les pompes doivent supporter des hautes presgiosars environ).

7.2. Dérivation au DEEMM

La méthode de dosage par HPLC est décrite par Géwoeso et al (2007). Une étape de
dérivation est nécessaire, afin de détecter lenesnilL’'agent dérivant utilisé est le diéthyl
éthoxyméthylenemalonate noté DEEMM (Sigma-Aldri8ajnt Quentin Fallavier, France). Il
réagit avec les fonctions NHbour former des aminoénones. La réaction s’efeeaitec : 1,75 mL

de tampon borate 1M pH 9, 750 puL de méthanol, ldréchantillon a doser, 40 uL de standard
interne (2,4,6-triméthylphénéthylamine hydrochleji@ 2 mg.mt* dans HCI 0,1N, stocké a 4°C,
et 30 uL de DEEMM. Le mélange réactionnel s’effectians des vials en verre de 4 mL munis
d’'un bouchon a vis. Le mélange est vigoureuseneguwe pour homogénéiser la réaction car le
DEEMM est visqueux et forme des bulles. Les sohgisont ensuite placées dans un bain a ultra
sons pendant 30 min (les vials sont agités towessImin) puis placées 90 min a 70°C pour

éliminer le DEEMM en exces.
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7.3. Analyse par HPLC

La séparation des molécules s’effectue en chromgbge phase inverse en utilisant la colonne
C18-HL (Alltima ™ HP) aux caractéristiques suivantes : (250 x 4.6 dijgranulométrie de 5
pum. Cette colonne est « High load » (HL) ce quniig un fort taux de greffage. Elle est munie
d’'une pré-colonne C18 HL (7,5 x 4,6 mm di), gramoédrie 5 um.

L’élution s’effectue avec un gradient binaire cors@al’un tampon A : acétate d’ammonium 10
mM et azide de sodium 0,02% pH 5,6 et d’'un tampor80% d’acétonitrile et 20% de méthanol

(Fig. 7).

100
90
80
70

: /
o A
20 ~

10 T / >

0 50 100 150

Temps (min)

% solvant B

Fig. 7 — Evolution du pourcentage de solvant B t@ué&ile - méthanol 8 /2)
lors de I'analyse par HPLC

La durée totale de chaque injection est de 120 imimoplume d’injection est de 50 pL et le débit
de 0,9 mL.miit. La détection s'effectue & 280 nm au DAD (barrette diode). Le
profil chromatographique obtenu sur les solutidasdards est représenté en Annexe 2.
L’attribution des pics a été realisée par I'injeatiindividuelle de chaque amine ou acide aminé.
Ensuite, afin de quantifier les teneurs en aminesa@des aminés, des solutions contenant des
concentrations croissantes en acides aminés damespen amines biogénes d’autre part ont été
injectées afin d’établir des droites d’étalonnageirpchaque composé. La figure 8 montre les

pourcentages d’erreur obtenus pour 'agmatine @fg&reintes concentrations testéees.
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Fig. 8 - Pourcentage d’erreisur le dosage de I'agmatine en fooo de la concentratic

8 - Détermination de I'effet d’un ajout d’agmatine dansun vin sur la perception olfactive

8.1. Vins étudiés

Deux types de vins provenant du done de I'Université de Bourgogne & Marsar-la-Cote ont
éte utilisés : un vimouge et un vin blanc (millésime 2010). Le vin rewgst issu du cépage Pil

noir et le vin blanc du cépage Chardon

8.2. Réactifs et concentrations étudié

Le sulfate d’agmatinet le sulfate d’ammonium c été fournis paSigme-Aldrich (Saint Quentin

Fallavier, France).

Les concentrations de sulfate d’'ammoniont été calculées pour égadechaque foila quantité
d’ion sulfate apportétrs de I'ajout d’agmatine sous forme sulfate d’agmatir. Par exemple,
120 mg.' d’agmatine sont apportésar 207,1 mg.[' de sulfate d’agmatit; cette teneur

apportera donc 87,1 mg'ld’ions sulfates. Pour avoir cette méme quantité&daxpérience qu
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veut voir si les ions sulfates ont un impact suvite il faudra alors apporter 119,9 mg.lde

sulfate d’ammonium.

8.3. Panel de dégustateurs

Le panel est composé de 20 personnes de I'Ins&geignants-chercheurs et étudiants (Diplome

National d’cenologue®f et 2™ années).

8.4. Procédure expérimentale

8.4.1. Nécessite d’étudier I'effet de I'ajout d’ios sulfate.

L’agmatine se présente sous forme de powigde de sulfate d’agmatine. Il est donc
important d’étudier d’abord un éventuel impact difege sur la perception olfactive du produit,

afin de se concentrer ensuite uniguement sffet’ de I'agmatine. Dans une premiére série, du
sulfate d'ammonium sera donc ajouté dansvies de maniere a avoir la méme quantité
de sulfate que celle apportée par la poutdresulfate d’agmatine pour les concentrations e

agmatine souhaitées. Cela permettra de vérifierlguilfate aux concentrations de I'étude ne
modifie pas I'arome du vin, et donc que les évdata#fets observés sont bien dus exclusivement

a 'agmatine.

8.4.2. Protocole expérimental pour le sulfate d’'amonium et pour le sulfate d’agmatine.

L'effet sensoriel de I'ajout de sulfates ainsi gieel’'agmatine ont été étudiés au moyen de tests
triangulaires entre le vin sans ajout et le vincag@ut de la molécule cible. Ce test consiste a

présenter les deux échantillons a comparer, I'amtétioublé et l'autre pas. Les dégustateurs

doivent indiquer, parmi les trois échantillons pye@s, lequel n’est pas doublé.

Deux séries de test triangulaires ont été rosgas afin d’évaluer dans un premier temps
'impact ou non du sulfate (sous forme de sulfaéinonium) sur la perception olfactive du vin
et dans un deuxieme temps pour évalueretefie I'ajout de I'agmatine (sous forme de

sulfate d’agmatine). Pour chaque série, quatres tegngulaires sont réalisés sur chaque vin
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(Chardonnay et Pinot noir). La série de 4 trianigegacorrespondant a I'ajout d’agmatine sur du
vin blanc a été doublé avec le méme panel afin @eolborer les résultats obtenus. Les
échantillons étaient évalués par voie orthonasattusivement. En effet, étant donné gu’aucune
étude n’a encore été faite sur les effets allergélee 'agmatine, il était nécessaire pour la santé
des dégustateurs d’évaluer les vins uniquementtoléanent. Aprés chaque triangulaire les
dégustateurs étaient invités a faire des commestaur leurs critéres de choix. Ces commentaires

n'ont pas été analysés de fagon systématique. éstignnaire utilisé est présenté sur la figure 9.

Description de I'essai :

Pour chaque série, veuillez examir@FACTIVEMENT les trois échantillons dans l'ordre que
vous désirez, puis notéznumeéro de I'échantillon que vous trouvez différent.

Il est indispensable que vous fassiez un choi¥ous pouvez, si vous le désirez, faire un
commentaire pour chaque série (descripteurs arque] criteres de choix).

Ordre de déqgustation
Série 1 :
Série 2 :
Série 3 :
Série 4 :

X X X X
X X X X
X X X x

Résultats de vos tests :

Pour la Série 1

N° : Commentaires :
Pour la Série 2

N° : Commentaires :
Pour la Série 3

N° : Commentaires :
Pour la Série 4

N° : Commentaires :

Fig. 9 - Questionnaire d’évaluation sensorielle
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8.5. Conditions pratiques de réalisation

Une solution mére est préparée dans les deqpériences et diluée par la suite dans les
vins aux concentrations souhaitées. Les testsréahsés dans la salle d’évaluation sensorielle de
UVV. Les échantillons sont présentées dans deses correspondant aux normes AFNOR
codées avec des nombres aléatoires a trois chéfresecouverts d’une coupelle pour mieux
conserver les ardbmes des échantillons (AFNOR, 199%atre tests triangulaires étaient présentés
dans chaque poste soit 12 verres remplis avec 100denvin chacun. Au sein de chaque
triangulaire, les 6 ordres de présentations passibtaient relativement bien équilibrés (trois ou

guatre présentations pour chague combinaison).

Les résultats sont traités statistiguement en oatdnt le nombre de réponses justes a la valeur
trouvée sur la loi binomiale 1/3 pour un risque 5% et pour le nombre de participants de

I'épreuve.
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Résultats et Discussion

| - Relation entre auxotrophies vis-a-vis de 4 ac&bs aminés précurseurs d’AB et production

des AB correspondantes.

Cette étude va consister a sélectionner des soudidigenes de bactéries lactiques
potentiellement productrices d’amines biogéneso&imment de putrescine, histamine, tyramine
et phényléthylamine, diverses amines régulieredesées dans des vins finis.

Les bactéries lactiques du vin et notamnm@nbeniprésentent de nombreuses auxotrophies vis-a-
vis des acides aminés. Une question se pose alors :

une bactérie auxotrophe vis-a-vis d’un acide ampirgeurseur d’'une amine biogéne produit-elle
plus de cette amine en présence de cet acide @mimée souche non auxotrophe vis-a-vis de cet

acide aminé ?

1 - Choix des souches bactériennes

Les 80 souches indigénes isolées a partir de 3roinges, sont des Gram + se présentant toutes

sous forme de coques plus au moins en chainettes.

1.1. Recherche de la présence des genes d’intérét

La présence de genes codant pour des enzymes udpsiglans la production d’amines biogenes
a été effectuée sur ces 80 souches. Nous avonsudgm&mier temps recherché la présence du
genetyrdc codant la tyrosine décarboxylase et formant dimgiyramine, du genédc codant
I'histidine décarboxylase et formant alors I'hisiam du génegdi codant 'agmatine déiminase,
des genesarcA, arcB, arcC, arcDlet arcD2 codant la voie ADI (arginine déiminase) et du gene
odc codant pour I'ornithine décarboxylase qui conduiia dormation de putrescine. Les résultats
sont rassemblés dans le tableau Xlll et quelguesnples de profils de PCR obtenus sont

présentés dans I’Annexe 4.
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Tableau XIlII - Présence ou absence de génes cddamnzymes impliquées dans la production
d'amines biogénes

arcA, arcB, arcC,

Geénes recherchés tyrdc hdc agdi odc arcD1 et arcD2
Nombre de
souches testées 80 80 80 27 5
Souches (+) 41% 6% 0% 19% 100%

1,2,3,4,6,7,

8,9, 10, 11, 12,

13, 14, 15, 21,

22, 23, 24, 25, 17 16 7’2‘24’ 7, 34,
Souches (+) 26, 27, 28, 30, 2’6 ’62’ 37’ 26,

31, 32, 33, 34, ’ 23’ 37,23

35, 36, 38, 39,

40, 41

Depuis que des primers ont été concus pour cielgehe codant pour la tyrosine décarboxylase,

beaucoup de screening de bactéries lactiques poétrarde potentielles productrices de tyramine

ont été réalisés (Cotoet al, 2004). Il apparait que ce géene est souvent préshez

Lactobacillus hilgardii et Lactobacillus brevis moins fréquent chekactobacillus plantarum

(Cotonet al, 2010a ; Arenat al, 2007) et rarement présent cheen@coccus oer(Nannelliet

al., 2008 ; Lermet al.,2011; Ruizet al.,2010 ; Cotoret al, 2010a). Quelques auteurs rapportent

méme queO. oenine serait pas capable de produire cette aminer(@uet al, 2002 ; Moreno-

Arribas et al., 2000 et 2003). Pourtant d’autres études monteemrdduction de tyramine par

cette espece dans le vin (Gardanial, 2005 ; Roskt al, 2009). Les résultats que nous avons

obtenus montrent que 41% des souches que nous Bobéss possedent le gétyedc; ceci ne

signifie pas pour autant que ces souches seromblEpde produire de la tyramine dans les

milieux de culture.

Seulement 6% des souches isolées ont le bdneCes résultats sont en accord avec ceux de

Cotonet al (2010a) qui détectent ce gene dans seulemerduihas sur 113 souches @eoeni

provenant du milieu vin. Cependant dans la littéeat les résultats sont assez contradictoires.

Pour Landeteet al. (2005a), le genédc est tres présent ch&2. oenipuisque sur 32 souches
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isolées de vins espagnols 25 souches le possé&tiest.ce qu’observent aussi Cotetnal. (1998):
49% des vins francais analysés possedent des stubtrequi sont en fait de©enococcus oeni.
Par contre pour le®. oeniprovenant de vins d’Afrique du Sud (Leret al, 2011), de vins
espagnols issus du cépage Tempranillo (Rtial., 2010) et de vins grecs (Pramateftakial,
2012), le génédcn’a jamais été trouvé dans les souches isoléeerRéent, Garcia-Moruno et
Munoz (2012) ont tenté de clarifier ce point. Paes auteursQ. oenin’est pas la bactérie
responsable des teneurs en histamine rencontréededain. Pour eux, le gémelc n’est que trés
rarement présent che@. oeniet la plupart des souches ne possédent pas leclygsterhdc Les
résultats contradictoires trouvés dans les dift&epublications pourraient s’expliquer par le fait
gue le clustehdc est localisé sur un plasmide d’environ 100 kb @dsuet al, 2008) qui est
probablement instable. Ainsi on peut imaginer qujmand nombre de souches @enococcus
oenipourraient aisément le perdre lors de repiquages.

Aucune des souches testées ne semble avoir dangésome le genagdi. Ceci confirme les
résultats de Lucast al. (2007) qui montrent que ce gene n'est pas préseet ©. oeni.
Cependant Cotoat al. (2010a) ont recemment trouvé des soucdeseniagdi+ non isolées du

vin mais toutes du cidre. Toutes les souches ®shéein se sont avérées égdi. La présence

ou l'absence de genes est trés souche dépendargaelépend surtout des niches écologiques.
Donc dans le milieu vin si des souchesOdeenisont des productrices de putrescine, ceci se fera
par la voie de l'arginine déiminase, suivie ensdid’action de I'ornithine décarboxylase et non

par la voie de I'agmatine déiminase.

19% des souches testées smift+. Le geneodc apparait donc aussi peu fréquent cezoeni.
Seules 28 souches sur 121 souches isolées deoringqis (Marquest al.,2007), 7 souches sur

66 souches isolées de vin grecs (Pramatedtiafi.,2012) et 2 souches sur 113 souches isolées de
vins francais (Cotomet al, 2010a) le possedent. Dans d’autres études, ree rgjést pas retrouve
chez les souches@: oeniisolées (Marcobagt al., 2004 ; Constantinet al, 2006 ; Ruizet al.,
2010 ; Lermet al., 2011). Récemment, le screening de 263 soucheSesale deux matrices
différentes : vin ou cidre a montré que la préseduegéneodc apparait étre trés souche

dépendante (Bonnin-Jusserand, 2011).
Enfin la présence du clustarc et la capacité a dégrader I'arginine cli@zoeniest aussi tres

souche dépendante (Tonehal, 2001 ; Divolet al., 2003). Ici dans cette étude, ce cluster est

retrouvé au complet dans les 5 souches isoléesapgeavons testees.
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Cette étude confirme qu@enococcus oer@n possedant dans son génome plusieurs gened codan
des enzymes décarboxylases est bien une especanpquaeduire des amines biogenes dans le
vin. Les 5 souches possedent a la fois les genés\dee ADI (clusterarc) et le genendg donc

elles peuvent synthétiser de la putrescine a petitarginine. Ceci confirme les résultats obtenus
par d’autres auteurs qui ont trouvé des souché&em@coccus oeiDI*/odc ou ADI/odc” mais
aussiADI*/odc” (Manganiet al, 2005 ; Divolet al, 2003).

1.2. Croissance des souches en milieu LAC et MCD

Apres une préculture en milieu LAC a pH 5,3, lessB0ches sont repiquées dans le MCD sans

modification de pH.

La durée de croissance des souches sur le mili€liesk relativement homogene. A 28°C, la fin
de la phase exponentielle de croissance est atfeinir certaines souches a 24 h et pour d’'autres a
48 h. Par contre, la croissance sur MCD est tréabla d’une souche a I'autre, des souches sont

incapables de pousser dans le MCD tout en se d#paahd bien dans le milieu LAC.

Le tableau XIV répertorie les souches ayant etaluas de se multiplier, méme lentement, sur le
MCD.

18 souches indigénes sur les 80 souches isoleé¢xapables de se multiplier sur ce milieu et
seulement 7 souches le peuvent en moins de 7 jGersnilieu, d’aprés Terradet al. (2009),
permet pourtant une meilleure croissance des lhestéactiques avec des biomasses totales
formées bien supérieures a celles obtenues dangasamilieux chimiquement définis puisque
les absorbances mesurées a 750 nm par ces autatursomprises entre 0,7 et 1,4. En effet, |l
contient a priori tous les éléments nécessairedéaeloppement des bactéries lactiques du vin,
soit 44 composés (oses, vitamines, acides amiagsspéléments minéraux). Nos résultats sont
bien en retrait des absorbances mesurées sur oeunpir Terradeet al. (2009) puisque
pratiguement 8 souches sur 10 s’averent incapal@egoissance sur ce milieu. Les souches de
bactéries lactiques testées par Termidal (2009) proviennent d’'une collection de souchefade
société Lallemand aprés vraisemblablement une tg#esur leur capacité de croissance. Nos
souches proviennent de la flore indigene de 3 einse milieu MCD apparait finalement peu

approprié au développement d@snococcus oermndigenes.
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Tableau XIV - Souches capables de se multiplieM0D a pH 5,3

Souches Durée de croissance Asoonm Maximale Nombre de tests effectués
63 48 h 1,77 6
34 72 h 0,44 6
7 72 h 1,24 9
23 144 h 0,33 6
39 168 h 0,43 6
26 168 h 1,57 6
37 168 h 0,33 2
64 13] 1,51 6
1 20 0 9
62 20 0 6
16 20 0 6
18 20 0 6
40 20 0 6
10 20 0 6
3 20 0 6
23 20 0 6
59 20 0 6
30 20 0 6

1.3. Souches bactériennes retenues

5 souches sont retenues pour la suite de I'etlid&adit des souches 7, 23, 26, 34 et 37 qui,esur |
milieu MCD choisi, se multiplient significativemerffgoo entre 0,3 et 1,6) et sur un temps
relativement court (6 jours au maximum). De pldksepossédent dans leur génome des génes

codant pour des enzymes impliquées dans la prasiudés amines biogénes :
- souche 7 tyrdc, hdc, odc, arcA, arcB, arc, arcl®tarcD2
- souches 23tyrdc, odc, arcA, arcB, arc, arcDdtarcD2
- souche 26 :tyrdc, hdc, odc, arcA, arcB, arc, arcl2tarcD2
- souche 34 tyrdc, odc, arcA, arcB, arc, arcDdtarcD2

- souche 37 odc,arcA, arcB, arc, arcD¥tarcD2
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Les 5 souches ont été identifiees tout d’aborch@é’ d’une galerie APl 50 CH, le profil est
typique deO. oeni(Annexe 5). Ceci a été confirmé par PCR par diogtion et restriction

du gene ARNr 16S. Apres digestion enzymatiqueptesils de restriction obtenus montrent
des bandes caractéristiques du geDemococcus d40, 200, 250 et 680 paires de bases

(Rodaset al, 2003). Les 5 souches appartiennent bien a I'espénococcus oerfFig. 10).

M 57 534 526 537 523 BT9 -}

sad g

g

8

Fig. 10 - Profils obtenus par 16S- ARDRA apreés stigm parMsd des 5 souches retenues pour
notre étude aprés électrophorése sur gel d’agard$e,

Les puits de gauche a droite représentent : Mmdequeur de poids moléculaire de 100pb, les souches
isolées (S7, S34, S26, S37 et S23), B@@nococcus oenémoin + et (-) : sans ADN.

2 - Auxotrophies vis-a-vis de 4 acides aminés préaseurs d'amines biogenes des 5 souches

retenues.

Nous avons testé I'auxotrophie des 5 souches aauimMCD a pH 5,3 sur un minimum de trois
répétitions. Nous avons retenu ce pH car c’esH@ptimum de culture d®. oeniet par ailleurs
toutes les études faites sur les besoins en aaideg®s poul. oenisont effectuées dans un zone
de pH entre 4,8 et 5,3 qui permet une croissangeifisative des bactéries (Garvie, 1967 ;
Fourcassiet al., 1992 ; Saguir et Manca de Nadra, 2002 ; Remizd.,2006).
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Pour linterprétation des données, I'acide aminésaiho miliet : Arg, His, Tyr ou Phe sera

- essentiel lorsque la biomasse formée sera inféiau25% de celle de la culture tém

(E)

- stimulant lorsque la biomasse formée correspon 25 - 80% de celle de la cultu

témoin (S)

- non essentiel lorsque la biomasse formée de lareuteprésentera plus de 80% de

obtenue dans le témoin (N

Les résultats obters sont donnés dans la figure. Les données sont exprimées en poucerde
valeurs Agoonmmesurée en phase stationnaire pour chaque souchelleuobtenue dans le MC

contenant tous les acides am (culture témoin).

120% -
110% -
100% -
90% - I
£ 80% -
2 70%
= o ms7
. 60% -
l_
<~t‘3 40% - 526
30% - T ms37
20% -
10% - 523
0%

His Tyr Phe Arg

Fig. 11 -Croissance bactérienne des 5 souches en milieu B#€DP omission ¢ I'acide aminé
indiqué

Les deux lignes horizontales indiquent les liméage les trois zones de classification : E, SE
Les chiffres correspondent & la moyenne obtenuarsaminimum de 3 expérimentations indépenda

Comme pour Remizet al. (2006), pour certains acides aminés et pour cedgasouches nol
avons observé de larges variations de rendemerodsance lors de la répétition d’expérier
d’omissions. Cet effet est visualisé sur les gragyee des écetypes importan : cas notamment
del'histidine pour les souches 34, et 37, de la tyrosine pour la souche 26, de la yiakmine

pour la souche 26 et de l'arginine pour la souchelRi fait des faibles besoins quantitatifs
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azote deDenococcus oerfGuilloux-Benatieret al, 2006), une teneur résiduelle dans les cellules
en acides aminés omis peut vraisemblablement su#fassurer une croissance bactérienne. Ceci a
déja été observé par Remigieal (2006). On ne peut pas en effet penser a la pcésg@siduelle
dans le culot bactérien du milieu de préculture LLA@s riche en azote, puisque les cellules

bactériennes ont subi plusieurs lavages successafs|’eau physiologique.

La souche S23 est la plus exigeante des 5 souchdes4 acides aminés testés apparaissent
essentiels pour sa croissance. Les autres souddsnpent seulement une ou deux auxotrophies :
vis-a-vis de l'arginine pour S7, S24 et S26, vigsade la tyrosine pour S34 et vis-a-vis de la
phénylalanine pour S37. On peut cependant notef@uéssion d’'un des 4 acides aminés choisis
conduit le plus souvent a une biomasse plus fabéedans le milieu complet avec le plus souvent

un effet trés significatif.

La comparaison des auxotrophies vis-a-vis de casides aminés cheé2. oenireportée dans la

littérature et dans notre étude est donnée danablieau XV.

Tableau XV - Comparaison des auxotrophies détemsingfeD. oenidans différentes études
pour 4 acides aminés

Etude Garvie Fourcassie Saguiret Remizeet Terrade et Miracette étude
(1967) et al. Manca de al.(2006) de Orduna
(1992) Nadra (2002) (2009)
Nombre de
souches 9 6 1 5 2 5
testées
Histidine E 6/9 E 1/6 non testé E 3/5 E 2/2 E 1/5
S 3/9 S 0/6 S 2/5 S1/5
NE 5/6 NE 3/5
Tyrosine E 9/9 E 1/6 E1/1 E 5/5 E 2/2 E 2/5
S 0/6 S 3/5
NE 5/6
Phénylalanine E 7/9 E 1/6 E 0/1 E 5/5 E 2/2 E 2/5
S 2/9 S 0/6 S1/1 S 2/5
NE 5/6 NE 1/5
Arginine E 9/9 E 6/6 E 0/1 E 3/5 E 2/2 E 4/5
S1/1 S 2/5 S 1/5

E : essentiel, S : stimulant, NE : non essentiel
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Au vu de cette comparaison, plusieurs remarquegepe@tre faites :

- l'arginine n’est jamais indifférent pour les soustteO. oenitestées : il est essentiel pour

la majorité des souches (24 sur 28) ou stimulasti(28)

- la tyrosine dans toutes les études, excepté celleodrcassiet al. (1992), apparait aussi

comme un acide aminé essentiel pour 19 souchésnetant pour 3 souches

- I'histidine et la phénylalanine, lorsqu’ils sontsaimts du milieu, ont un effet trés souche
dépendante. L'acide aminé histidine apparait esdgraur 13 souches sur 27, stimulant
pour 6 souches et non essentiel pour 8 soucheside’aminé phénylalanine apparait

essentiel pour 17 souches sur 27, stimulant pesoubhes et non essentiel pour 6 souches.

Les auxotrophies vis-a-vis des acides aminés p@enococcus oendoivent donc étre
vérifiées pour chaque souche bactérienne car wailtreonfirme qu’elles sont trés variables

selon les souches d’'une méme espece.

3 - Capacité des souches a produire des amines lBogs

Les 5 souches ont été cultivées en milieu MCD &bHde maniéere a favoriser I'utilisation des
acides aminés et donc la production éventuelle ilesnbiogénes (Mira de Ordueaal, 2001 ;
Arena et Manca de Nadra, 2001 ; Gareihal.,2005). En effet, I'utilisation de I'arginine neraé

pas possible a faible pH (< a 3,5) pddenococcus oerLiu et Pilone, 1998) méme si apres
récolte en fin de phase de croissance des souckesultivées dans un milieu a pH élevé et
transplantées dans un tampon de faible pH (3,2308¢ avérées capables de produire de la

putrescine a partir de I'arginine (Mangaial, 2005).

En fin de phase exponentielle de croissance, legthas lactiques sont éliminées du milieu par
centrifugation et les amines biogénes présentes tamilieu sont dosées par RP-HPLC. Le

tableau XViIrassemble les résultats obtenus pour les 5 sodel@soeni.
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Tableau XVI - Production d’amines biogenes pablesuches

Amines biogénes détectées (Mp.L

Souches
AGM PUT PHM

7 120+ 2,9 nd nd
34 63,9+0,8 nd 0,6 +0,1
26 81,5+1,3 0,4+0,04 nd
37 nd nd nd
23

90,4+1,6 nd nd

nd : non détecté AGM = agmatine. PUT trgscine ; PHM = phényléthylamine

Bien que tous les acides aminés précurseurs d'anfiftmyenes soient présents dans le milieu
(lysine pour cadavérine, tryptophane pour tryptamin, seulement 3 amines ont été détectées et
guantifiées. L’agmatine est I'amine la plus impote en quantité produite pour 4 des 5 souches
testées avec des valeurs trés élevées : de 64'pgLir la souche 34 a 120 mg.pour la souche

7.

Excepté I'agmatine, les concentrations en amiiegebes dosées dans le milieu apres croissance
bactérienne sont tres faibles. Ces résultats eoafit différents travaux (Straudt al, 1995 ;
Moreno-Arribaset al, 2003 ; Ruizet al, 2010) qui montrent que I'espe@enococcus oem’a

pas beaucoup de potentialité a former des amiress Dotre étude, il n’a ainsi jamais été détecté
d’histamine ni de tyramine quelle que soit la sautéstée, alors que ces amines sont souvent

dosées dans les vins rouges apres fermentationatizdoie.

Malgré ces faibles concentrations produites parscesuches, nous pouvons cependant tenter de
voir s’il existe une relation entre I'auxotrophiésaa-vis d'un acide aminé, la présence dans le
génome de la bactérie du géne codant pour la sattié 'amine biogene correspondante et

I'amine retrouvée dans le milieu (Tableau XVII).
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Tableau XVII - Relation entre auxotrophies vis & diacides aminés précurseurs, présence des
génes et production de I'’AB correspondante pab lesuches

Souches Auxotrophie Présence des géenes Amines dosées
pour

AGM PUT PHM

hdc, tyrdc,
odc, arcA,
arcB, arcC,
7 Arg arcD1, arcD2 +++ nd nd

tyrdc, odc,
arcA, arcB,
arcC, arcD1,
34 Arg, Tyr arcD2 +++ nd +

tyrdc, hdc,
odc, arcA,
arcB, arcC,
26 Arg arcD1, arcD2 +++ + nd

odc, arcA,
arcB, arcC,
arcD1, arcD2
37 Phe nd nd nd

tyrdc, odc,
arcA, arcB,
Arg, Tyr, arcC, arcD1,
23 Phe, His arcD2 +++ nd nd

+ : [AB] inférieure & 1mg.L,, +++ : [AB] supérieure & 10 mg’.nd : non détecté
AGM = agmatine. PUT = putrescine ; PHM = phényl&hyine

Les souches 7 et 26 somtdc’, cependant, on ne retrouve pas d’histamine dangilieu aprés
croissance de ces 2 souches. Par contre, I'abgédniseamine dans le milieu pour les souches 23,
34 et 37 s’explique par I'absence du géde dans ces souches. Comme le montrent nos résultats,
la présence dans le génome bactérien du gene cpdant’histidine décarboxylase ne signifie

pas nécessairement que la souche produira dealhise. Ainsi l'utilisation des sondes
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moléculaires comme cela est reporté dans la littéza (Cotonet al ; 1998 ; Lonvaud-Funel ,
2001 ; Landete et al, 2005) pour détecter des ssupbrteuses de genes codant des enzymes
impliquées dans la synthése d’amines ne permetdeasonclure sur une production effective
d’'amines. Il apparait en effet impossible de pedine production d’amines biogenes dans un
milieu donné méme si des populations porteusesedesgcodant pour des décarboxylases sont
présentes (Nannelét al, 2005). Landetet al (2005) observent évidemment une corrélation de
100% entre la production d’histamine et la présemicegenehdc chez les différentes souches
testées mais avec des teneurs synthétiséeg3grarcoccus oemjui s’averent le plus souvent tres
faibles. Ces faibles concentrations dosées dammileeux de culture sont aussi trouvées par Rosi
et al. (2009) qui en concluent que cette espéce a péiind@& pour former des amines. Leitabd

al. (2000) arrivent également a cette conclusion.idém éntre auxotrophie vis-a-vis de I'histidine
et production d’histamine est difficile a établiuipque la seule souche auxotrophe pour
I'histidine, la souche 23, ne possede pas le ¢eloet les 2 souches qui ont le gérde ne sont

pas auxotrophes pour cet acide aminé et ne prodypss d’histamine.

Les souches 7, 34, 26 et 23 possedent le ygde maisici aussiaucune production de tyramine
dans le milieu n’est trouvée. Les souches auxo&eptour la tyrosine : souches 23 et 34 et
possédant le géengr ne produisent pas plus de tyramine que les 2 ssuchn auxotrophes pour
cet acide aminé et qui elles aussi styrt+.

Parmi ces 4 souches, seule la souche 34 produirésméaible quantité de phényléthylamine (0.6
mg/l). Il semble bien que &éococcus oenie soit pas un producteur de phényléthylamineset d
tyramine. Guerriniet al. (2002) ne trouvent pas eux aussi de quantitésfisajives de ces 2
amines dans un milieu de culture ensemencé avespdehes différentes d@enococcus oeni
Une production simultanée de tyramine et de phémylegmine par les bactéries lactiques telles
qguel. breviset L. hligardii a été observée mais ces especes sont souventsigrimducteurs.
Lorsque les souches sont faiblement productricet/menine, il n'y a pas de synthese dans le

milieu de phényléthylamine (Moreno-Arribasal., 2000).

Bien que toutes les souches possedent le clasi@m entier et soiemdct, donc potentiellement
capables de produire de la putrescine via I'ornghicette amine n’est seulement formée que par
la souche 26 et & un trés petit niveau (0,4 Myg.4L souches sur 5 produisent de grandes quantités
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d’agmatine entre 60 et 120 mg.LQuelques souches Hactobacillus hilgardiiont été vues pour
étre des producteurs d’agmatine (Arena et Mandsdatta, 2001) mais aussi des producteurs de
putrescine a partir de I'agmatine (Albedbal, 2007). A notre connaissance, nous décrivons pour
la premiere fois une forte production d’agmatinezldes souches deenococcus oeniPeu
d’études donnent les teneurs en agmatine dans itss (Vableaux V, VI et VII) mais des
concentrations de l'ordre de 20 md.bnt été signalées dans des vins rouges (Batiz.,
1995a ; Anliet al, 2004). Il faudra donc maintenant s'attacher angjtier cette amine dans les
vins car O. oeni qui est trés souvent I'agent de la fermentatiorohaetique pourrait étre
responsable de teneurs élevées en cette aminemd#eEnnos souches ne pourront pas former de

la putrescine par la voie de 'agmatine déiminagsqu’elles sont toutesgydi-.

En ce qui concerne le lien en auxoptrophie vissade I'arginine et production, les 4 souches
auxotrophes vis-a-vis de cet acide aminé (7, 34et2Z83) ne synthétisent pas plus de putrescine
gue la souche 37 non auxotrophe. L'existence de géo et du clustearc impliqgués dans la
synthése de la putrescine dans toutes les soughaomduit donc pas nécessairement a la
production de la putrescine. Dans le vin, 'appamitde putrescine p&. oenipeut se faire aussi
par association métabiotique avec des souches aptieanent seulement la voie arginine
déiminase (production de ornithine a partir d’amg#) et d’autres souches qui ne peuvent
dégrader l'arginine en ornithine mais qui sont tdgm par contre de décarboxyler I'ornithine
ainsi produite pour former de la putrescine (Mamgdral., 2005). Les souches que nous avons
isolées ont, elles, simultanément dans leur gérlerokisterarc de la voie ADI et le genedc ce

qui indique qu’elles contiennent le systéme enzigunatcomplet leur permettant potentiellement
a partir de l'arginine de synthétiser de I'ornithipuis ensuite de la putrescine. Les 4 souches
auxotrophes pour I'arginine ne produisent pas gliputrescine dans le milieu que la souche non
auxotrophe vis-a-vis de cet acide aminé. Par catdse4 souches semblent synthétiser de plus
grandes quantités d’agmatine que la souche nontraypke. Cependant ceci ne sera pas observé
dans d’autres milieux (vin et et milieu MCD a pltasble pH) (cf partie Il de Résultats et

discussion).

En conclusion, il n’existe pas de relation clairdre auxotrophie vis-a-vis d’'un acide aminé et
production de I'amine biogéne correspondant. Lagmée dans le milieu de I'acide aminé dont la

bactérie est auxotrophe n’induit pas du tout delsgse accrue de I'amine biogéne correspondant.
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Ces résultats sont intéressants car les souchieactieries lactiques de I'espe@enococcus oeni
présentent tres souvent de nombreuses auxotroghiasvis des acides aminés. Il faut cependant
rester prudent avec cette affirmation d’absenceredation entre auxotrophie et production
d’amine car les souches bactériennes utiliséesoats e ce travail n'ont probablement pas le
méme fond génétique. Ce travail devra étre reprsgue des outils adaptés a la manipulation

génétique d©enococcus oerseront disponibles (Assad Gareizal, 2008).

Par ailleurs, il n'a pas été retrouvé dans le géndes souches d@enococcus oerséquencées
(GenBank) de géne codant pour une protéine prédenta forte identité avec l'arginine
décarboxylase trouvée chieactobacillus casgfZhanget al.,2010).Cette recherche a été réalisée

a I'aide du programme BlastP sur le serveur NQBip(//blast.ncbi.nim.nih.ggvLes 4 souches
indigénes deD. oeniisolées au cours de ce travail (souches 7, 34et2B3) sont cependant
capables de décarboxyler I'arginine puisqu’il ettauvé dans le milieu apres leur croissance de

'agmatine.

Plusieurs hypotheses peuvent étre émises. L'ongittdécarboxylase pourrait présenter une
activité décarboxylase vis-a-vis d’autres acidesinam dont l'arginine. Différentes études
montrent en effet des décarboxylases spécifiquesd aminé capables de décarboxyler d’autres
substrats ; ceci est le cas pour l'arginine décailase deCucumis sativusjui décarboxyle
'arginine et l'ornithine (Prasad et Adiga, 198@), pour l'ornithine décarboxylase débrio
vulnificus et deStaphylococcus epidermidii décarboxyle I'ornithine et la lysine (Lex al,
2007 ; Cotonet al, 2010b). En ce qui concerne les bactéries lagsigues ornithines
décarboxylases deactobacillus sp30a (Guirard et Snell, 1980) et @enococcus oerBR14/97
ont été caractérisées au niveau enzymatique (Balusiserandet al, 2011). Ces 2 enzymes
présentent une tres forte spécificité pour I'oiméhméme si 'ODC de.actobacillussp. 30a a
une tres faible activité de décarboxylation visisee la lysine et de I'acide 2,4-diaminobutyrique
(ADAB). Tres récemment Romaret al. (2012) caractérisent les ODC de plusieurs bactérie
lactiques et montrent qu’il existe en fait deuxesde décarboxylation de I'ornithine chez ces
microorganismes. L'une de ces voies implique 'O@ présente alors une tres forte spécificité
pour I'ornithine avec une faible activité sur lasitye (cas d€. oenilOEB 89006 et.. brevis
IOEB 9906) et l'autre voie utilise une décarboxgldses active sur TADAB avec une activité

beaucoup plus faible pour I'ornithine (casldgyasseriATCC 33323 et.. caseiATCC 334).

Par contre dans toutes ces études, aucune adweiticarboxylation vis-a-vis de l'arginine n’a

été détectée. Il semble donc probable que la vwidédarboxylation de I'arginine que nous avons
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trouvé dans les 4 isolats implique une autre désathse. Cette protéine pourrait étre codée par
un gene pouvant étre porté par un plasmide. Ceite métabolique pour ces 4 souches pourrait
avoir été acquise par un transfert horizontal etespondre alors a une adaptation de ces souches

a une niche écologique particuliére.
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Il - Effet du stress acide sur la production des aines biogénes par les souches @e oeni

Pour cette étude, nous avons choisi de quantifieprbduction d’amines aprés la croissance
bactérienne dans deux milieux de culture qui diifér(i) par la présence ou I'absence de I'acide
malique (respectivement vin et MCD) qui permet ldes la fermentation malolactique une
meilleure résistance a l'acidité (maintien du pltaoellulaire) et (ii) par le niveau de l'acidité :
pH 5,3 et 4 pour le milieu MCD et pH 4,5 et 3,5 ptauvin. Les valeurs de pH ont été choisies
relativement élevées pour permettre aux bactériesiliser les acides aminés et ainsi
éventuellement de produire des amines (Mira de @xdtial., 2001 ; Gardiniet al, 2005). Car
certains auteurs montrent en effet que l'utilisatii® I'arginine par exemple ne serait pas possible
pour des pH inférieurs a 3,2 ou 3,5 (laual, 1995 ; Terrade et Mira de Orduna, 2006) méme si
cela apparait plus souche dépendante que caréicuézisle I'espéce (Mangaet al, 2005).

Les souches bactériennes testées sont les 5 soncligenes d©. oenique nous avons isolées
(7, 34, 26, 37 et 23) ainsi qu'une souche@eoeninotée B79 productrice de la putrescine
(Bonnin Jusserandt al, 2011). Cette derniére a été rajoutée car lesubh&s isolées sont peu

productrices d’amines excepté 'agmatine (8 1 dapihe 3).

1. Production d’amines apres croissance bactérienren fonction de I'acidité de milieu

La figure 12 donne les biomasses maximales fornpéesles souches bactériennes dans les

différents milieux estimées par la mesure de I'dboce a 600 nm.
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Fig. 12 - Biomasses formées dans le milieu MCDe{d¢ milieu vin (b)
des 6 souches d@. oenien fin de phase exponentielle de croissance.

Comme décrit par Terrad# al. (2009), le milieu MCD permet une forte productiba biomasse
de O. oenilargement supérieure a celle qui est mesurée daninlet ce pour les deux pH
considérés (+ ou — bas). La souche 37 produitdenasse la plus faible que ce soit a pH 5,3 ou
4,0. Alors que toutes les autres souches se dégatbpnieux lorsque I'acidité du milieu est plus
faible, cette souche forme pratiquement deux fais gde biomasse dans le milieu plus acide. A
pH 4,0, on note des différences importantes s@srsbuches : une absorbancgdmsupérieure

a 0,5 pour 7, 34 et 23 et inférieure a 0,3 pour3Zeet B79.

Dans le milieu vin, les croissances de toutes delses sont beaucoup plus faibles que dans le
milieu MCD. A pH 4,5, elles sont comprises entr&l@, pour la souche B79 et 0,153 pour la
souche 37. En milieu plus acide (pH 3,5), les diffi€es sont plus marquées et seule la souche 7
atteint une absorbance de 0,1. Pour toutes lessastuches les absorbances mesurées en fin de
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croissance sont inférieures a 0,06 et la souchealédplus petite biomasse formée ddnm =

0,020).

Les concentrations en amines biogenes que nous godétecter et doser dans les milieux en fin

de croissance exponentielle des bactéries songésroans le tableau XVIII pour le milieu MCD

et dans le tableau XIX pour le vin. Pour le vin,deoduction en amines a été calculée par

différence entre la concentration dosée apressaont® bactérienne et la concentration du vin

avant 'ensemencement bactérien.

Tableau XVIII - Production d'amines biogenes pardeuches d®. oenien milieu MCD.

Souches Production d'amines biogénes (md)L
pH Agmatine Putrescine Spermine Phényléthylamine
7 53 120+2,9 ND ND ND
4 27+0,2 ND ND ND
34 53 63,9+0,8 ND ND 06+0,1
4 20,1+0,1 ND ND 0,3+£0,1
26 53 815+1,3 04 £0,1 ND ND
4 34+0,1 ND ND ND
37 5,3 ND ND ND ND
4 0,7+0,1 ND ND ND
23 53 90,4+1,6 ND ND ND
4 0,1+ 0,1 ND ND ND
B79 53 ND ND ND ND
4 ND ND ND ND

ND : non détecté
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Tableau XIX - Production d'amines biogenes pasteghes d€©. oenien milieu vin.

Souches Producion d'amines biogénes (md)L
pH Agmatine Putrescine Spermine Phényléthylamine
7 4,5 323+ 0,4 0,1+0,1 05+0,1 04+ 0,1
3,5 149+0,1 ND ND ND
34 4,5 26,8 £0,3 0,2+0,1 0,3+0,1 04+0,1
3,5 29 0,1 ND 05+0,1 0,3+0,1
26 4,5 20,3+ 0,2 ND 0,2+0,1 0,1+0,1
3,5 39+0,1 0,1+0,1 05+0,1 04+0,1
37 4,5 23,3 £0,2 0,1+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1
3,5 4,2+0,1 0,1+£0,1 06+0,1 05+0,1
23 4,5 294 £+ 03 0,1+01 0,3+ 0,1 03+0,1
3,5 4,2+0,1 ND 05+0,1 0,3+0,1
B79 4,5 ND 09+0,1 06+0,1 0,3+0,1
3,5 ND 0,6+0,1 ND ND

ND : non détecté

Trés peu d’amines biogénes différentes ont étéhstistes dans les différents milieux de
culture puisque seulement I'agmatine, la putresdmehényléthylamine et la spermine ont été
dosées. Dans le milieu MCD, toutes les souche$étisént de 'agmatine excepté la souche B79.
Seule la souche 34 produit en plus de la phényhatiige en tres faible concentration (0,6 ou 0,3
mg.L™) et la souche 26 de la putrescine, la teneur destéeférieure & 0,4 mg-L La souche B79

ne produit apparemment aucune amine dans ce nidans le milieu vin, on retrouve I'agmatine,
la putrescine, la phényléthylamine mais aussi Ermme. De plus méme si les concentrations
sont trés faibles (< 1mgl), toutes les souches synthétisent de la phényééttige, de la
putrescine et de la spermine. Dans ce milieu, leels® B79 ne produit pas non plus d’agmatine.
Les 2 milieux de culture contiennent tous les axideinés précurseurs des amines tels que
I'histidine, la tyrosine, le tryptophane... maisl'histamine, la tyramine et la tryptamine ne sont
détectées dans les milieux de culture apres craisshactérienne. Ces résultats confirment que
'especeO. oenin’‘est pas une espéce trés productrice au contlardres bactéries du genre
Lactobaccillus(Arena et Manca de Nadra, 2001). Ceci peut santed&re mis en relation avec
les faibles consommations d’azote constatées €hepeni (Remizeet al., 2006 ; Guilloux-

Benatieret al.,2006) lors de son développement.
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Le fait que de I'agmatine soit retrouvée dans Ikemisynthétique MCD contredit les conclusions
de Del Preteet al. (2009). Ces auteurs rapportent en effet qu®.noenini S. cerevisiaene
sont capables de produire de I'agmatine dans leevique I'agmatine retrouvée dans le vin
provient en fait de I'hydrolyse enzymatique micerime des complexes agmatine—acides
hydroxycinnamiques qui existent naturellement dansaisin et qui se retrouvent alors dans le
modt de raisin. Or en I'absence de ces complexes lgamilieu MCD, la présence d’agmatine est
bien due a la décarboxylation de I'arginine pardéfrentes souches @ oeniétudiées. Dans le
vin, la présence d’agmatine pourra sans aucun déué due en partie a l'activité arginine

décarboxylase d@. oeni
La comparaison des teneurs retrouvees dans lésadifs milieux posent les questions suivantes :

- existe-t-il un lien entre la richesse en précursedu milieu et la quantité d’amines
produites ?
- existe-t-il un lien entre le niveau de populatiofeequantité d’amines produites ?

- existe-t-il un lien entre I'acidité du milieu etpaoduction d’amines produites ?

Nous avons ici 2 milieux de culture tres différerts composition et teneur en azote : acides
aminés libres & raison de 1022,3 mg Npar le milieu MCD, acides aminés libres & raisen d
127,6 mg N.[* et acides aminés liés (peptides et/ou protéineajsan de 71,4 mg N:tpour le
milieu vin. La disponibilité en arginine et phéngaine (précurseurs des amines dosées dans les

milieux de culture) est notée dans le tableau XX.

Tableau XX - Disponibilité en précurseurs argingighénylalanine dans les 2 milieux

Arginine Phénylalanine
Forme d'azote (mg.L™?) (mg.L'Y)
MCD Vin MCD Vin
acides aminés 750 23,8 200 11,2
peptides et /ou protéines - 18,2 - 16,1

Méme si a premiere vue, les concentrations en arapparaissent plus élevées dans le milieu
MCD que dans le vin, une analyse plus précise raante les résultats que nous avons obtenus ne
vont pas dans le sens d’un lien clair entre didgbi@ en précurseurs et production. En effet :
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- la souche 37 produit 23,3 m@'ld’agmatine dans le milieu vin & pH 4,5 et 0 mbde
cette amine dans le milieu MCD & pH 5,3 et seulérighmg.L* dans le milieu MCD &
pH 4

- la souche B79 ne produit pas de putrescine enumiED alors qu’elle en produit 0,6 ou
0,9 mg.L* dans le vin beaucoup moins riche en arginine ;

- la souche 26 produit des quantités voisines d’aigaians le milieu MCD pH 4 et le vin
pH 3,5 (respectivement 3,4 et 3,9 mg.L

- la souche 34 produit la méme quantité de phényithipe (0,3 mg.L) dans le milieu
MCD a pH 4 et dans le milieu vin & pH 3,5 alors tpeilieu MCD contient 7,3 fois plus

de substrat précurseur que le vin.

Les résultats que nous obtenons montrent que pamiisilité en précurseurs n’est donc pas liée a
une plus forte synthese des amines correspondabtass la littérature, les résultats sont
contradictoires: certains auteurs trouvent uneefogtation entre concentration initiale du milieu
en précurseurs et amines correspondantes (Hexbeit, 2005 ; Hernandez-Ortet al, 2008 ;
Marcobalet al, 2006 ; Moreno-Arribas et Polo, 2008 ; Arestaal, 2011) alors que d’autres ne

voient aucune corrélation (Bauetal, 1995b).

Cette non relation trouvée dans cette étude paigsemblablement étre mise en relation (i) avec
des demandes en azote variables selon les soucki@saec la source d’azote du milieu. En
effet, il a été montré que ch&x oenila fraction peptidique est une source d’azote beaa#pic
intéressante pour sa croissance que les acidegariimes (Guilloux-Benatier et Chassagne,
2003; Remizeet al., 2006 ; Aredes Fernandezt al, 2010). La seule considération de la
disponibilité en précurseurs du milieu ne peut dencaucun cas étre suffisante pour prédire la

production d’amines possibles par les bactéridfglaes présentes dans le milieu.

Qu’en est-il d’'un lien entre population et prodoati?

Dans le milieu MCD faiblement acide (pH 5,3), lesncentrations en agmatine (seule amine
majoritairement retrouvée pour les cultures de®ucises isolées) produite et dosée en fin de
croissance ne sont pas en lien direct avec la ptipnlbactérienne formée. Ainsi les cultures des
souches 7, 34 et 26 présentent des valeurs d’asmla 600 nm trés proches (environ 0,8) mais
des teneurs en agmatine tres différentes : la goti@n produit 2 fois plus que la souche 34 et 1,5

fois plus que la souche 26. Dans le méme milietdapla souche 23 qui a donné une culture
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avec une absorbance finale de 0,65 ne produipeient pas d’agmatine (0,1 mg)lalors que
la souche 34 qui dépasse légérement 0,5 en abserleanproduit 20,1 mg:t Dans ce milieu
MCD, on n’observe donc aucun lien entre niveau @aufation bactérienne et teneur en amines

produites.

Dans le vin, la méme constatation peut étre féitpH 4,5, nous avons une quantité d’agmatine
produite pratiquement équivalente pour les souBdest 37 (respectivement 26,8 et 23,3 rify.L
alors que les populations formées sont 24% plugeékepour la souche 37. La souche 26 forme
autant de biomasse que la souche 23 (respectivedyia et 0,128) mais produit 31% de moins
d’agmatine. C’est seulement dans le vin & pH 3,;6mgpeut trouver une relation entre population
et quantité produite mais ceci que pour 'agmatiree souche 7 qui forme le plus de biomasse
synthétise effectivement le plus d’agmatine ; martie ceci n’est plus vrai pour les autres amines
dosées dans le milieu (putrescine, spermine etyétéylamine). La teneur la plus élevée en
agmatine est retrouvée pour la souche 7 qui doffeetigement la biomasse la plus élevée.

La seule considération du niveau de populationébaetne dans un milieu ne peut donc en aucun

cas étre suffisante pour prédire une quantité diampouvant étre synthétisées par ces bactéries.

Qu’en est-il d'un lien entre niveau d’acidité dulieu et production d’amines ?

L’augmentation de I'acidité du milieu MCD (de pH%3 pH 4) se traduit par une nette diminution
de la concentration de I'amine majoritaire du nuil{@agmatine), de I'ordre de 78% pour la souche
7, de 69% pour la souche 34, de 96% pour la soR6het plus de 99% pour la souche 23. Les
variations obtenues pour la phényléthylamine @ulaescine vont dans le méme sens méme si les
concentrations dosées sont trés faibles. Quansauehe 37 qui se développe mieux a pH 4 qu'a
pH 5,3, les concentrations obtenues en agmatinaraispent trés faibles (< 1 mg)Ldans les

deux milieux.

Dans le vin, la concentration en agmatine diminussabeaucoup lorsque l'acidité du milieu

augmente (pH 4,5 a pH 3,5) et ce pour toutes lesh&s. On note des diminutions de 54% pour la
souche 7, et supérieures a 80% pour les souchez6387 et 23 (respectivement 89, 81, 82 et
86%). Le méme résultat est obtenu pour la putrespi@me si les teneurs dosées restent trés
faibles. Quant aux autres amines, linterprétatreste délicate compte tenu des quantités

détectées.
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La production d’amines par les bactéries lactigesis souvent invoquée dans la résistance au

stress acide (Molenaat al, 1993 ; Wolkeret al, 2006). Nos résultats ne vont pas dans ce sens et
sont en accord avec ceux de Margaesl. (2007) qui trouvent aussi des teneurs produites par

exemple en putrescine ch@z oeniplus faibles lorsque le pH baisse, et avec cewtdedeteet

al. (2005b) qui trouvent également une plus fortelpetion d’histamine dans le vin en lien direct

avec des pH élevés (> a 3,6).

Compte tenu des niveaux de populations tres differmesurés dans les 4 milieux de culture, et
afin de mieux voir I'impact de I'acidité sur la siese de I'agmatine notamment (car amine
majoritaire), nous avons calculé la capacité pr@mhaque souche de produire de I'agmatine ;
elle est exprimée en quantité produite en umopaur 0,1 unité d’absorbance & 600 nm (Fig. 13).

200 (a)

0] | DH_'q-

AGM (uM.0,1Au™")

20 - m pH-5,3

7 34 26 37 23
Souches bactériennes productrices

200 (b)

® pH-3,5

AGM (UM.0,1Au™")

" pH-4,5

7 a4 26 a7 23

Souches bactériennes productrices

Fig. 13 - Capacité spécifique des souches a predail’agmatine (AGM)
dans le milieu MCD (a) et dans le vin (b).
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Cette capacité propre est différente selon leshemibactériennes et apparait tres influencée par le
milieu de culture. Elle est, pour toutes les soaattepour les 2 pH considérés, supérieure dans le
milieu vin. Cette augmentation de production pone unéme quantité de biomasse pourrait
s’expliquer par les conditions plus stressantegviges dans le vin (moins d’éléments nutritifs,
présence de composés inhibiteurs tels I'éthandé etioxyde de soufre notamment) pour les
bactéries et conforterait ainsi I'idée, tres répandans la littérature, que la production d’amines
par les bactéries est un moyen mis en place pdaletgries pour lutter contre un milieu stressant.
En effet, sur un milieu appauvri nutritionnellemefds bactéries trouvent alors un moyen
supplémentaire de générer de I'énergie métabobque forme d’ATP par I'utilisation de certains
acides aminés (Koningst al, 1997). Ceci explique pourquoi on trouve par eglenplus de

putrescine dans le milieu vin que dans le milieuDAC

La présence de spermine en milieu vin et non eremMCD pour les 5 souches, méme si les
concentrations dosées sont faibles (< & 1 ig.peut s’expliquer par sa fonction antioxydative.
Gardini et al. (2005) expliquent ainsi des productions plus frtie spermine et spermidine

lorsque les conditions de culture sont difficiles.

Néanmoins, la capacité spécifique de synthéseadgnktine (Fig. 13) diminue tres nettement
pour les 5 souches considérées avec 'augmentdédiacidité du milieu et ce quel que soit le
milieu considéré. Or la perte d'une fonction acides de la décarboxylation de I'arginine en
agmatine a forcément un impact positif sur l'augraton du pH. Le fait que la capacité
spécifique a produire I'agmatine soit plus faibuples 5 souches considérées dans le milieu le
plus acide indique clairement que cette synthesgndatine intervient tres peu dans les
mécanismes de régulation du pH mis en place pdrdetries. Ceci a déja été vu chezsakei

par Rimauxet al. (2012) pour la conversion de la citrulline enithrime (voie ADI) qui est pH-

dépendante et maximale au pH optimum de croissance.

D’un point de vue cenologique, ce résultat est @sgant car il montre bien que I'esp&xeoen;

le plus souvent responsable de la fermentation lawique dans les vins, génere de faibles
teneurs en amines et ce d’autant plus que le mélgacide. Le maintien d’une certaine acidité
du vin est un point important pour les vinificatewar cela peut leur garantir des produits

contenant finalement peu d’amines.
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2. Production d’amines aucours de la survie bactérienn en milieu acide

Trois souches (7, 34 et B79) on été enseme a 16 UFC.mL* dans le milieu vin & pH 3,

Le nombre d’unités formant colonies est < sur 7 jours panumeération sur milieu LAC en boi
de Pétri (Fig. 14).

9

8 ™ <> —— —
L7 \ —
E ——7
L 6 -&-34
=
20 B79
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3

0 2 4 6 8

temps (j)

Fig. 14 -Viabilité cellulaire au cours du temps dans le&ipH 3,:.

La souche 7maintient son niveau de population autour d® UFC.nL™ sur les 7 jours. La
souche 34 voit sa population diminuer d’facteur 10pendant les 2 premiers jours puis
maintenir ensuiteutour de 1’ UFC.mL*. La souche B79 ne se maintient pas du totsa
population décroit trés rapidement, elle est iefére & 1* UFC.mL* aprés 6 jours. Cette souc

a une faible résistance au milieu ac

Apres 7 jours, ledosage des amines éventueller produites par les 3 souches (7, 34 et E
apres 7 jours de siie dans le milieu vin a pH 3a été réalisé par RRPLC. Les concentratior
obtenuesont données danstableau XXI.
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Tableau XXI -Amines produites par les souches 7, 34 et B79
aprées 7 jours de survie dans le vin a pH 3,5.

Production d'amines (mgi)

Souches Agmatine Phényléthylamine Putrescine rndpe

7 11,3 +0,1 0 0 0,15 +0,1
34 29+0,1 0,2 + 0,1 0,25+0,1 0,6 +0,1
B79 0 0 0,2+0,1 0,75 £0,1

La teneur la plus élevée en agmatine est retropwée la souche 7, souche qui se maintient le
plus longtemps vivante dans le milieu vin. Cettetlgse permet d’atténuer I'acidité du milieu par
perte d’'une fonction acide de I'arginine et perpett-&tre alors a la souche de rester viable plus
longtemps. De plus, le transport arginine/agmagiéreere, comme d’autres transports (Lolkerha
al., 1996), une force proton-motrice constituée &ola flu potentiel membranaire et du gradient
de pH créé par la décarboxylation intracellulaite@ gonsomme un proton et conduit a une

alcalinisation du cytoplasme bactérien.

Mais méme avec une diminution des populations egnon observe aussi une production
d’amines : agmatine, phényléthylamine, putrescingpermine pour la souche 34 et putrescine et
spermine pour la souche B79. Ces résultats soatléquation avec la littérature puisqu’il a déja
été observé des augmentations de concentratioasgmes sans aucune bactérie viable (Rosi
al., 2009) et qui peuvent étre dues seulement a untieraides activités enzymatiques (Cotin
al., 1998). En conditions cenologiques, méme si unehsopcoduit peu d’amines pendant la
FML, il existera donc toujours un risque potential en survie ou en déclin certaines souches

peuvent continuer a synthétiser des amines dangiéau.
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En conclusion, ce travail montre qu’il n’existe p#es relation nette entre la richesse en acides
aminés précurseurs et la quantité d’amines correlgaes produites d’'une part et le niveau de
population bactérienne et la teneur en amines tlauraprés croissance d’autre part. Par ailleurs,
'augmentation de I'acidité du milieu de culture se traduit pas pour les souches@leoeni
étudiées par une production plus élevée d’aminexi Signifie que la production d’amines
souvent invoquée pour aider les cellules bactéegrinse développer et a survivre en conditions

acides n’est vraisemblablement pas le mécanisnppdérant.

85



Résultats et Discussion

[l — Activités enzymatiques liées au métabolismeall’arginine

L’amine majoritaire formée par les souched@enique nous avons retrouvée dans le milieu est
'agmatine. Aussi, nous avons décidé de regardes ptécisément le métabolisme de I'arginine
chezO. oeni

La dégradation de l'arginine est possible chedbagéries hétérofermentaires du vin : elle se fait
par la voie de l'arginine déiminase qui conduitaaférmation d’ornithine, de CQde NH et
d’ATP (Liu et al, 1996) avec une excrétion partielle de citrullihéu et al, 1994 ; Mira de
Ordunaet al, 2000) mais aussi par la voie de I'agmatine déase apres décarboxylation de
'arginine en agmatine (Arena et Manca de Nadr&l120Albertoet al, 2007). La putrescine
provient alors soit de I'ornithine soit de I'agnradi (Fig. 3). Les trois souches retenues sont les
souches 7, 34 et B79 qui montrent de grandes difté&ys dans leur production en agmatine
(Tableaux XIX et XX).

1- Comparaison de la capacité des souches a dégradlarginine

Apres récolte des bactéries en fin de phase extiellerde croissance dans le milieu LAC, les

cellules et les extraits cellulaires correspondantsété mis dans le tampon citrate-phosphate pH
5,3 additionné de pyridoxal-5’-phosphate et d’argna 3,6 mM. Apres 3 heures de réaction,

arginine et les métabolites apparus ont été dgm@sRP-HPLC. Les résultats obtenus sont
rassemblés dans le tableau XXII.
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Tableau XXII - Consommation d’arginireg production de métabolites
par les souches d2. oeni(7, 34 et B79).

Souches Arginine Métabolites formés
consommée (LM.HY)
(uM.hh AGM Orn Cit Put
Cellules
entieres 7 1468 £ 6 1563 +7 1745+ 8 321 ND
34 202+1 226+ 1 861 311 ND
B79 588 + 2 ND 531 18+1 ND
Extraits
cellulaires 7 1158 + 5 620+ 3 527+ 1 4+1 ND
34 203,21 134 £1 671 1+1 ND
B79 5+1 ND 351 2+1 ND

AGM (agmatine), Orn (ornithine), Cit (citrullinefput (putrescine) ND= non détecté

Les 3 souches produisent de l'ornithine et detlalline a partir de I'arginine. Seules les souches
7 et 34 produisent en plus de I'agmatine. Aucuroelpetion de putrescine n’est détectée chez les
3 souches alors gu’elles ont toutes le gamecodant pour I'ornithine décarboxylase. Sur cefiule
entieres ou sur les extraits cellulaires, les 3ckes montrent des capacités d’utilisation de
I'arginine différentes : la souche 7 consomme beap@lus de cet acide aminé que les souches
34 et surtout B79. Cette aptitude a dégrader ramgi déepend de la souche, cette particularité
phénotypigue a déja été mise en évidence par d@atrteurs (Tonoet al.,2001).

La répartition des métabolites produits est augfgrdnte pour les 3 souches : la souche 7 produit
des quantités sensiblement équivalentes d’agmatingornithine, la souche 34 produit plus
d’agmatine que d’ornithine et la souche B79 ne pitogue faiblement de I'ornithine. Dans tous
les cas, il est retrouvé de la citrulline, interma@@ dans la voie ADI (arginine»> citrulline —
ornithine).

Les voies métaboliques utilisées par ces 3 soussteschématisée sur la figure 15.
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7,34

Arginine » Agmatine

7,34,B79

Y

Citrulline

7,34,B79

v

Ornithine

Fig. 15- Utilisation de I'arginine par les 3 souglgeO. oeni7, 34 et B79.

L'utilisation plus forte de I'arginine par la souelY d’'une part et l'utilisation quasi-équivalente
par la voie ADI et arginine décarboxylase lui coaf@eut-étre un avantage par rapport aux 2
autres souches dans un milieu acide. Ceci exphkgualors pourquoi elle se développe mieux
dans le vin a pH 3,5 et que sa survie soit pluadgd8Il du chapitre Ill). En effet, elle bénéficie
de deux transports arginine/agmatine et argininéfone, d’'une consommation de protons plus
grande, de la production de M Hui augmente le pH extracellulaire et de la foramat’'une mole

ATP par mole d’arginine dégradée.

2- Substrats préférentiels pour les souches

Cette étude a pour but de comparer la capacitéfispicdes souches (7, 34 et B79) a dégrader
les précurseurs suivants : arginine, citrullinemtithine. Les extraits cellulaires ont été obtenus
sur des bactéries récoltées en fin de phase expelleee croissance. Les résultats sont donnés

dans le tableau XXIII.
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Tableau XXIll— Consommation des précurseurs et métabolites psoduit
par les 3 souches @ oeni(7, 34 et B79) apres 3h de réaction enzymatique

Souches Précurseurs Métabolites formés
consommes (mmol.g prot?)
(mmol.g prot?)

Orn Arg AGM Cit Put
7 6,61 0,95 4,82 0,14 ND
34 10,46 0,846 9,45 0,05 ND
B79 0,02 0 0 0,02 ND

Cit Arg AGM Orn Put
7 13,97 0,86 5,47 7,06 ND
34 13,30 0,81 9,34 3,08 ND
B79 0,31 0,08 0 0,18 ND

Arg AGM Orn Cit Put
7 103,82 55,66 47,27 0,32 ND
34 32,54 21,49 10,84 0,14 ND
B79 0,57 0 0,43 0,02 ND

AGM (agmatine), Arg (arginine), Orn (ornithine),t@citrulline), Put (putrescine)
ND= non détecté

Les quantités de précurseurs utilisés dépendeatstmiche bactérienne mais aucune formation de
putrescine n'a été observée. La souche B79 a ésddible capacité d'utilisation pour les trois

composeés testés. L'arginine est le substrat prdtiétgoour les trois souches étudiées. Une forte
proportion d’ornithine est formée a partir de limige trés supérieure a celle formée a partir de la

citrulline. Nous confirmons également gDeoeniest capable d’utiliser la citrulline du milieu.
L’agmatine peut donc étre synthétisée par les dmuches productrices 7 et 34 a partir de

larginine mais aussi de l'ornithine et de la diine. Ceci avait déja été montré chez
Lactobacillushilgardii (Arena et Manca de Nadra, 2001).
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3- Activités enzymatiques mesurées au cours de laotssance cellulaire

Les 3 souches ont été cultivées dans le milieu BA 5,3. Des prélévements correspondants au
début, au milieu et a la fin de la phase exponbatike croissance ont été réalisés (Fig. 16). Pour

chaque prélévement des extraits cellulaires onblétEnus.
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Fig. 16 — Croissance des 3 souche®deeni: 7 (a), 34 (b) et B79 (gur milieu LAC
en fonction du temps (en heure).
Les fleches indiquent les moments des prélévements.
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Les différents métabolites liés a la dégradatioliatginine par les trois souches O. oeni(7, 34
et B79) ont été dosés par -HPLC. La citrulline étant un intermédiaire dans la voiBIAsa
concentration résiduelle dosée dans le m ne nous permepas de calculer I'activit
enzymatique arginine déiming; seules les activites enzymatiques ADC (argil

décarboxylase) et OTC (ornithitranscarbamylasent été calculées (Fig. 1°
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Fig. 17 -Activités enzymatiques ADC et OTC au cours de oissance d¢ souches
deO. oeni7 (a), 34 (b) et B79 (c).
D = début, M = milieu et F = fin ( phase exponentielle de croissal
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Les activités enzymatiques ADC et OTC sont hétéreged’'une souche a l'autre mais elles
augmentent pour toutes les souches tres fortennefih ée phase exponentielle de croissance ou
en début de phase stationnaire. L’activité ADCiatit809 nmol.mift.mg?* de protéines pour la
souche 7 et 119 pour la souche 34. L’'activité O8Cde 262 nmol.miA.mg? de protéines pour

la souche 7, 60 pour la souche 34 et seulememia2idla souche B79.

Ces résultats ont déja été observés par plusietesra que ce soit pour l'utilisation de I'arginine
ou d’'autres acides aminés précurseurs. Rimeaak (2011) montre en effet une activation de la
transformation de I'arginine chdz sakeien phase stationnaire. Chiezbrevis la conversion
tyrosine en tyramine est maximale en fin de phagp®mrentielle (Moreno-Arribast al, 2000).
ChezLactobacillus sp30a, la forte synthése d’histamine et de putnesse voit lors de la phase
stationnaire (Pessiongt al, 2005) ; ceci s’explique par une augmentation’eeplession du

génehdclors de la phase de croissance bactérienne (Laatat, 2006).

Cette augmentation des activités ADC et OTC essemablablement pour les bactéries lactiques
un meécanisme de réponse a un stress qui devientngleessaire en fin de phase exponentielle,
milieu plus limitant nutritionnellement (Lonvaudfel et Joyeux, 1994)), et qui permet ainsi de
produire de I'énergie supplémentaire et de régldepH (Arenaet al, 2011 ; Liu et Pilone,
1998).
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IV - Effet de 'agmatine sur la perception olfactive du vin

Des vins possédant des teneurs élevées en pu&resticadavérine ont été décrits comme
renfermés, peu fruités au nez et masquant en partigicité du cépage (Palacasal, 2004).

De plus, plus de 50 % de membres d'un jury de dédgass, consommateurs de vins et non

experts, ont percu un défaut dans des vins ayantaecentrations non nulles en cadavérine et
putrescine (Silvano, 2008). L'objectif de cettedétest donc de déterminer pour la premiere fois
I'impact de I'agmatine, amine biogéne non toxicgue, la perception olfactive d'un vin blanc issu

du cépage Chardonnay et d'un vin rouge issu dugegpimot noir.

Les concentrations testées retenues pour l'agmaome 15, 30, 60 et 120 mg-l La
concentration moyenne la plus élevée répertoriés Galittérature pour des vins rouges s’éleve a
21,6 mg.I* (Bauzat al.1995a). Ces auteurs notent cependant que 1/3 dein84u’ils ont
analysés posseédent des teneurs supérieures & 20".mAyant montré qu'une souche de
Oenococcus oenfchapitre 1I1§ 1) a été capable d’en produire 12@.L" dans un milieu
synthétique, il nous a paru intéressant d’évalleéfiet de 'agmatine jusqu'a 120 mg'Lméme

si pour le moment cette amine n’a jamais été reémeaaune telle concentration dans les vins.

1 - Effet d’'une addition de sulfate dans le vin sula perception olfactive

L’agmatine en poudre se présente sous forme datsulfagmatine. Nous devons donc dans un
premier temps vérifier si une addition de sulfaegile vin modifie ou non la perception olfactive

de celui-ci. Actuellement, I'impact d’'une concetitva élevée en sulfates dans les vins est
reportée seulement au niveau gustatif en donnanteriaine amertume voire assechement de la
bouche (Feuillat et Peyron, 1998). Les résultatgwemiere série de test triangulaires, consacré

a l'effet de I'adition d’ions S@Quniquement, sont présentés dans le tableau XXIV.

93



Résultats et Discussion

Tableau XXIV - Nombre de réponses correctes des taangulaires effectués pour étudier
I'effet du sulfate sur la perception olfactive da v

Test Vin test Vin témoin qubre de Significativité
reponses
correctes
1 VR + 10,9 mg.[* de SQ Vin rouge 5/20 ns
2 VR + 21,8 mg.I* de SQ Vin rouge 9/20 ns
3 VR + 43,5 mg.L! de SQ Vin rouge 5/20 ns
4 VR + 87,1 mg.[* de SQ Vin rouge 11/20 *
5 VB + 10,9 mg.[* de SQ Vin blanc 9/20 ns
6 VB + 21,8 mg.[* de SQ Vin blanc 6/20 ns
7 VB + 43,5 mg.[* de SQ Vin blanc 2/20 ns
8 VB + 87,1 mg.[* deSQ Vin blanc 4120 ns

ns= non significatif et *= significatif a 5%.

Au niveau du vin blanc, aucun des tests réalisasnmontré de différences significatives entre le
vin non supplémenté et le vin supplémenté. Conogreavin rouge, seul I'ajout a 87rig.L de
sulfate montre une différence significative avetitetémoin. Le fait que seule la concentration la
plus élevée en sulfate correspondant a la condemtran sulfate apportée par 'agmatine-sulfate
pour une concentration souhaitée de 120 mgllagmatine, ait été détecté, n’est pas vraiment un
probleme pour la suite de I'étude. En effet, utle moncentration en agmatine parait aujourd’hui

assez invraisemblable dans les vins.
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Le sulfate ne géne visiblement pas la perceptidactive du vin blanc aux 4 concentrations

testées et pour le vin rouge seule la derniéreestration a un impact. Ainsi I'effet du sulfate

apporté par I'agmatine sulfate sera négligeabldasperception olfactive des vins exceptée a la

concentration correspondant & 120 mgd’agmatine qui, rappelons-le, n’a encore jamaés ét

détectée a cette valeur dans les vins rouges.

2 - Effet d’une addition d’agmatine dans le vin sulla perception olfactive

L’ajout d’agmatine aux concentrations croissanteslf, 30, 60 et 120 mg'Lest ensuite testé

dans le vin blanc et dans le vin rouge. Les résuttatenus sont rassemblés dans le tableau. XXV

Tableau XXV - Nombre de réponses correctes des teahgulaires effectués pour étudier I'effet

de I'agmatine(AGM) sur la perception olfactive da v

Test Vin test Vin témoin Ngmbre de Significativité
réponses
correctes
1 VR + AGM 15 mg.[* Vin rouge 8/20 ns
2 VR + AGM 30 mg.[* Vin rouge 6/20 ns
3 VR + AGM 60 mg.[* Vin rouge 6/20 ns
4 VR + AGM 120 mg.[* Vin rouge 9/20 ns
5 VB + AGM 15 mg.L* Vin blanc 7/20 ns
6° VB + AGM 30 mg.L* Vin blanc 13/20 *x
7t VB + AGM 60 mg.L* Vin blanc 6/20 ns
g VB + AGM 120 mg.L* Vin blanc 7/20 ns

fexpérience doublée avec des résultats identiquesina significatif et **= significatif &

1%.
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Au niveau du vin rouge, aucun test triangulaire rpdifférencier le vin rouge témoin et le vin
rouge auquel I'agmatine a été ajoutée pour towescbncentrations, ne montre de résultats
significatifs. Nos résultats montrent ainsi qu’utieninution de la qualité sensorielle des vins
rouges par les amines biogénes ne le sera en an@ameére par la présence d’agmatine méme en
concentration élevée. Il est intéressant auseptir qu’a la concentration maximale, les sujets ne
percoivent plus un effet sulfate ; ceci pourraiteéll a un effet masquage par la présence

d’agmatine.

Au niveau des vins blancs, on observe des dift@®msignificatives lorsqu’il a été demandé de
comparer le vin blanc témoin et le vin blanc additié de 30 mg.t d’agmatine. Ce résultat est
assez surprenant car aucune différence significatilest détectée pour les concentrations
supérieures de 60 et 120 md.lEn effet, la relation psychophysique entre lacemtration et la
détection (ou I'intensité percue) présente en génire pente positive. Dans notre cas nous avons
trouvé un changement de pente & 30 mglle test sur vin blanc a donc été dupliqué etiémes
résultats ont été donnés par le jury.

Des ruptures et inversions de pente en fonctiola @®ncentration de la substance a étudier ont
déja été montrées dans la littérature. C'est lepesisexemple pour la détermination du seuil de
détection de B-ionone et qui a été observé par 6 sujets sur gl et Moulton, 1981). De
plus il est fort connu que pour un certain de navd® stimuli (notamment olfactifs), la nature de
la sensation varie avec la grandeur du stimuluseRemple, le 2rans nonénal, juste au-dessus
de son seuil de perception (0,1 ppb) posséde wattese boisé (planche), au-dessus de 8 ppb il
sent la graisse et il devient déplaisant a 30 pgbsolution aqueuse a 1000 ppb, I'aldéhyde a une
forte odeur de concombre (Forss, 1981). Il estigiassible que la perception de I'agmatine ou
que son effet sur les molécules odorantes du virdscacet ordre la. Cela pourrait expliquer alors
pourquoi les dégustateurs percoivent 'amine aquedtet dans le vin blanc a une concentration
de 30 mg.[* et non aux autres concentrations. Ce phénomeéte réanmoins a confirmer avec
un autre panel et avec d’autres vins afin de valiel@ésultat obtenu pour cette concentration de

30 mg.L et pour le vin testé.

Il semble donc que I'agmatine puisse avoir un inhgac la perception olfactive du vin blanc pour
la concentration en agmatine de 30 mig.Afin de comprendre cet effet, nous avons regésé

commentaires donnés par les dégustateurs. Plugi®amge eux signalent une différence assez
marquée au niveau de la perception olfactive daébentre les deux échantillons : vin témoin et

vin contenant I'agmatine & 30 m@'LLe caractére boisé apparait trés atténué daris #anc
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contenant 'agmatine. Une interaction serait domgsageable entre des molécules responsables
des ardmes boisés et I'agmatine. Les deux isonféiest trans) de la whisky-lactone (noix de
coco, boisé) et la vanilline (vanille) sont des poses bien connus a 'origine de I'arbme boisé de
certains vins blancs (Chatonnet al, 1990) et notamment des vins blancs issus du eépag
Chardonnay. L’atténuation du boisé pourrait étrpliguée par une réaction entre la fonction
amine primaire de 'agmatine et le groupement cayleode ces composeés (Fig. 18 ) pour former

une imine ou base de Schiff.

AN NH; - S
HEN | ==zl
NHz ' 50 R
Vanilline Agmatine whisky-lactone (cis et trans)

Fig.18 - Structures de la vanilline, de 'agmat&teles 2 isomeres de la whisky-lactone

Les bases de Schiff sont cependant généralememhiqgiément instables (inversions
tautomériques, hydrolyses, formation d’especeséns) (Galiet al, 1997), mais celles qui sont
formées avec des aldéhydes aromatiques type venjleuvent étre tres stables (Mueiral,
1985). Ces bases peuvent se faire en milieu hydoolegque (Ibrahim et Sharif, 2011), mais aussi
a la chaleur et sous catalyse acide ou basiquef,(R205).

Elles apparaissent donc probables dans le vinduienson pH soit relativement bas, entre 3 et 4.
Le fait que nous n'observons pas de perte du camdtoisé au-deld de 30 mgd.de I'amine
pourrait peut-étre s’expliquer par des mécanistfiageraction avec la matrice du vin (synergies
entre composes, présence des macromolécules pregéa/ou polysaccharidiques...). De telles
réactions ont déja été envisagées d’'un point deavadytique et mécanistique pour expliquer la
grande variété olfactive trouvée dans certains rmindéles contenant de la cystéine et des dérivés
carbonylés provenant de la dégradation Maillar8tedcker (Pripis-Nicolaet al, 2000).

La validation de ces difféerentes hypotheses et maitant la possibilité de réaction entre

'agmatine et la vanilline en milieu acide hydre@@blique synthétiqgue a été testée au sein du

97



Résultats et Discussion

laboratoire. Nous avons utilisé la propriété ddaiees bases de Schiff d’étre fluorescentes : cas
par exemple vu en milieu acide entre la vanilline l& 4,5-diméthyl-o-phénylénediamine
(Katayamaet al, 1987). L'agmatine pourrait-elle ainsi libérer au contraire inhiber certaines
notes de boisé en présence de vanilline en foroembases de Schiff comme décrit sur la figure
197

NH; H
NH N
HQN/WNﬁ/ 2 HQNANW o
~3
NH, o
0 H Agmatine
+ J— Bases de Schiff de la vanilline OH

Vanilline H
N
o7 H2N Y CHs
OH NH; 0
OH
Fig.19 - Réaction de formation des bases de Spbf$ibles de I'agmatine avec la vaniline

La stratégie utilisée a consisté a chercher laepcss de ces bases de Schiff dans différentes
solutions de vins modeles par spectroscopie derghoence. Les spectres d’émission de
'agmatine et de la vanilline ainsi que de leur amgle en milieu hydro-alcoolique sont donnés sur

la figure 20.
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Spectres d'émission

6001 A, =230 nm
— Ethanol
1 Vaniline 1mg/L
—— Agmatine 60 mg/L
. 400 - Mélange AV : 15/1
g Mélange A/V : 30/1
o Mélange A/V : 60/1
‘© |
=
7]
c
]
€ 200 -
0 ' T — T ' T ' T
200 250 300 350 400

A/nm

Fig. 20 - Spectres de fluorescence de la vaniltied,agmatine
et de leur mélange en milieu hydro-alcoolique.

Longueur d’onde d’excitation fixée a 230 nm.
Mélange testé avec différents rapports d’agma#e 60, 30 et 15 mg.L et de vanilline (V) & 1 mg.L

Les trois mélanges contenant I'agmatine et la liagilprésentent une large bande d’émission
centrée sur 340 nm, un épaulement a 300 nm, égalgmnésent dans la vanilline seule et un
deuxieme épaulement a 380 nm, aussi présent dagrmdtine seule. Cette fluorescence traduit
des interactions-a*de la solution hydro-alcoolique sous une excitatier230 nm.

Le spectre d’émission du mélange contenant 60 thgllagmatine et 1 mg:t de vanilline
présente sa bande d’émission centrée sur 340 nimoenst elle apparait 5 fois plus intense
comparée aux deux autres mélanges.

Cette augmentation de l'intensité de fluorescenmermait s’expliquer par l'intervention d’'une
base de Schiff de la vanilline avec I'agmatine soersaines conditions de concentrations d’amine
biogéne. Afin d’expliquer la faisabilité ou non dette réaction, une étude cinétique devra étre

explorée pour valider ce résultat.
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Le réle de ces bases de Schiff dans le vin demewystérieux mais une telle méthodologie
comme précédemment initiée devrait élucider deslemes concrets relatifs au sensoriel.
L'importance de la fraction macromoléculaire, comres protéines, semble influencer
'expression de la fluorescence des imines (Ghalagoet Boghaei, 2008). Le fait que la
diminution du boisé soit observée dans le vin @fumg.L* et la formation probable d’une base
de Schiff & 60 mg.t et non 30 mg.tt en milieu synthétique peut s’expliquer par leséliéhces

de composition des matrices utilisées. Il faudfaire ces expériences en complexifiant le milieu

modele synthétique avec des apports de protéirtesmolysaccharides notamment.

En conclusion, nous pouvons dire que la présenagntitine dans un vin rouge de Pinot noir
n'aura aucun impact sensoriel. Pour le vin de Givardy, un seuil de détection ou de
modification de perception olfactive a été trouwéoar de 30 mg.t. Cette concentration
d’agmatine reste cependant trés supérieure a detlegées naturellement dans les vins blancs.
Ainsi en conditions naturelles, 'agmatine ne dévpas géner la perception olfactive des vins

issus des deux cépages testés.
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La premiere partie de ce travail a été consactésodement de 80 souches de bactéries lactiques
a partir de vins rouges. Nous avons choisi des ronges de pH supérieurs a 3,6 pour tenter
d’isoler des souches appartenant aux différentsregemencontrés dans les vins a savoir
OenococcusLactobacilluset PediococcusMais toutes les souches isolées (80) se sonéesér
étre des souches de I'espé@enococcus oeniNous avons tout d’abord recherché chez ces
souches la présence de genes codant des enzymkguéap dans la synthése des amines
biogenes et plus particulierement quatre aminesapoment rencontrées dans les vins a savoir la
putrescine, I'histamine, la tyramine et la phényémine. Ensuite, nous avons pour les souches
porteuses de ces genes d'intérét caractérisé lexotraphie vis-a-vis des acides aminés
précurseurs (respectivement arginine, histidineysipe et phénylalanine), afin de savoir si une
bactérie auxotrophe vis-a-vis d'un acide aminé yms&ur d’une amine biogéne produit plus de
cette amine en présence de cet acide aminé quaushe non auxotrophe vis-a-vis de cet acide
aminé. La détermination de la production d’aminesrges 5 souches retenues a été réalisée dans
un milieu de culture chimiquement défini a pH ®B8adapté a la croissance des bactéries
lactiques.

Les souches se sont avérées non productrices dmitg et trés faiblement productrices de
putrescine et de phényléthylamine (moins de 1 fhglans le milieu). Cependant, nous mettons
en évidence, pour la premiere fois, une synthésenggligeable d’agmatine (décarboxylation de
I'arginine) dans le milieu chimiquement défini paguwatre souches deenococcus oersur les
cing souches retenues. Les concentrations dosées@mprises entre 60 et 90 mg.pour les

souches 23, 26 et 34 et atteignent 120 Mgaur la souche 7 la plus productrice.

Les relations entre I'auxotrophie vis-a-vis d’undgcaminé, la présence des genes impliqués dans
la synthese de l'amine correspondante et la pramuctle cette amine dans le milieu
extracellulaire ne peuvent étre examinées que pangjinine et pour la tyramine. En effet, pour
I'histamine, la souche auxotrophe ne posséde pgsrehdc et les deux souches porteuses du
genehdc ne sont pas auxotrophes. Les 4 souches auxotrepiasvis de 'arginine et porteuses
du genendcet des genes du clustec (7, 34, 26 et 23) ne synthétisent pas plus deegpcitie que

la souche 37 non auxotrophe porteuse, elle-aussgedeodc et des génes du clustarc. Par
contre, ces 4 souches synthétisent de plus grangdastités d’agmatine que la souche non

auxotrophe dans le milieu chimiquement défini a3p8imais cette plus forte production ne sera
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pas retrouvée dans les autres milieux de culture & pH 4,5, vin a pH 3,5 et milieu
chimiqguement défini a pH 4R.our la tyramine, les deux souches auxotrophesregyses du géne
tyrdc ne produisent pas plus de cette amine que les sleushes non auxotrophes également
porteuses du gertgrdc. Il n’existe donc pas de relation nette entreX@tophie vis-a-vis d'un
acide aminé et la production de 'amine biogéneespondant. La présence dans le milieu de
I'acide aminé dont la bactérie est auxotrophe niihgas du tout de synthése accrue de I'amine
biogene correspondant. Comme les souches bactésierifisées n’ont vraisemblablement pas le
méme fond génétique, il faudra poursuivre ce tfaarx@c des souches bactériennes productrices
d’amines lorsque des outils adaptés a la manipumlagienétique déenococcus oenseront
disponibles (i) en comparant le profil d’auxotrapliie souches et la production d’amines, (ii) en
modifiant génétiquement ces mémes souches afiruteapporter les génes impliqués dans la
biosynthese des amines et (iii) en comparer de esule profil d’auxotrophie et la production
d’amines.

Par ailleurs, nous confirmons que la présence thdrmactérie d'un géene codant une enzyme
impliqguée dans la synthése d’'une amine ne condistn@cessairement a sa production dans le
milieu extracellulaire. Il serait maintenant néeases d’étudier plus précisément I'expression des

genes et leur régulation en fonction des conditamsulture par PCR quantitative en temps réel.

La production des amines a été quantifiée dansmde=ux de culture différents par leur richesse
en acides aminés précurseurs, leur effet streggdiménol, acide malique...) et leur niveau
d’acidité pour les cing souches isolées et poursamehe de laboratoire.

Les résultats obtenus montrent qu’il n’existe padieh entre le niveau de population bactérienne
et la concentration en amines produites dans lieumil

Une plus grande disponibilité dans le milieu deuwel d’acides aminés précurseurs n’est pas lieée
a une plus forte synthese par les bactéries deseamorrespondantes.

L’augmentation de l'acidité dans les milieux sedtida par une nette diminution de la
concentration dosée de I'amine majoritaire (agredtinelle est de plus de 70% en milieu
chimiquement défini et de plus de 50% en vin. Enfgs dosages des activités enzymatiques
impliquées dans le métabolisme de l'arginine dasss dxtraits cellulaires montrent que leur

synthése est maximale en fin de phase exponerntielgoissance.

La plus faible production d’amines par les bacttmsque I'acidité du milieu augmente indique

gue la synthése d’amines joue sans doute un rééz asineur dans I'adaptation des souches.
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La quantité et la diversité des amines produitésotnasse formée équivalente sont différentes
selon les souches bactériennes et surtout apparaisss influencées par le milieu de culture. Les
teneurs produites sont, pour toutes les souchpswstles 2 pH considérés, supérieures dans le
milieu vin ce qui peut étre le reflet d'un mécanssm’adaptation a un milieu moins riche
nutritionnellement et plus stressant (éthanol, ylilexde soufre, acides gras, acidité....). Ainsi, la
souche 7 qui se développe le mieux a faible pHeffsictivement celle qui produit le plus
d’agmatine. Cette souche est aussi celle qui comsorie plus d'arginine et qui utilise a
proportion équivalente les deux voies : la voie’deinine déiminase (voie ADI) et la voie de
'arginine décarboxylase (ADC). La souche B79 qeideveloppe le moins bien n'utilise que
faiblement I'arginine et que par la voie ADI. Entfaur un milieu appauvri nutritionnellement,
cas du vin en fin de fermentation alcoolique, lack® 7 trouve vraisemblablement un moyen
supplémentaire de générer de I'énergie métabolsmues forme d’ATP par l'utilisation de
'arginine avec la voie ADI, de générer une fpm (A& ADC) et aussi d’augmenter le pH
extracellulaire (perte d'une fonction acide COOH pactivité arginine décarboxylase ADC et
production de Nkl par la voie ADI). Les activités enzymatiques : ARE OTC (ornithine
transcarbamylase) augmentent tres significativenantcours de la croissance cellulaire et
apparaissent maximales en fin de phase exponent@tlla souche 7 est aussi la souche qui a le
meilleur taux de survie dans le milieu vin acidea kynthése d’amines po. oeni est
certainement un mécanisme mis en jeu pour se di@icet survivre dans un milieu difficile

comme celui du vin.

Dans un vin, des souches indigénes utilisant begukarginine peuvent étre un facteur de risque
car méme si elles synthétisent peu de putrescies-gémes, I'ornithine excrétée dans le milieu
peut étre décarboxylée par d’autres soudiespar association métabolique. Le fait que certaines
souches puissent survivre dans le milieu et quadgsités enzymatiques liées au métabolisme de
'arginine soient maximales en fin de phase exptelm de croissance représente un risque
potentiel non négligeable d’altération du vin Idesson élevage. Les teneurs en amines pourraient
augmenter de maniere importante ; ceci est d’aglsouvent observé dans les conditions de la
pratique et I'élimination des bactéries apres tanBntation malolactique apparait nécessaire afin

de diminuer le risque d’apparition de ces amines.

103



Conclusion

Certaines souches s’averent capables de synthdiésequantités élevées d’agmatine. Aussi, il
sera neécessaire de poursuivre ce travail afin dect@iser I'enzyme responsable de la
décarboxylation de I'arginine puisqu’il n’existegpde gene codant I'arginine décarboxylase dans

le génome d©enococcus oeni.

L’effet d’'une addition d’agmatine sur la perceptimfactive de vins blancs et de vins rouges a été
testé compte tenu des concentrations d’agmatirdujies par certaines de nos souches isolées.

La perception olfactive sur le vin rouge issu deoPnoir méme avec des ajouts en concentrations
élevées n'est pas du tout modifiée. Par contrey pwwin blanc de Chardonnay, un seuil de
modification de perception olfactive a été trouwtoar de 30 mg.L. Cette concentration étant
nettement supérieure a celles couramment doséasslemnins blancs, I'agmatine ne devrait pas

géner la perception olfactive dans les conditiomsidification.

L’atténuation du boisé, qui a été décrite par lg/ jde dégustateurs dans les lots enrichis en
agmatine a la dose de 30 mg,lpourrait s'expliquer par une réaction entre lacfon amine
primaire de 'agmatine et le groupement carbonyecdmposés d’ardbmes type vanilline et/ou
whisky-lactones qui conduirait a la formation entes composés d’'une base de Schiff. Cette
hypothése a été vérifiee en milieu synthétiqueppleait effectivement possible. Le fait que la
diminution du boisé soit observée dans le vin @fumg.L* et la formation probable d’une base
de Schiff dans le milieu synthétique pour 60 migét non pour 30 mg:tpeut étre du aux

différences de composition des matrices utilisées.

Ce travail mérite d’étre approfondi avec d’'autresires telles que la putrescine, la cadavérine et
histamine et d'autres matrices vins (issus de ag&s et/ou de millésimes différents).
L'utilisation d’un milieu modele plus complexe dugp proche d’'une matrice vin, avec notamment
la présence de polysaccharides et de protéines, remressaire. Ces futures études devraient
permettre de mieux élucider dans le vin le roleluleses de Schiff qui aujourd’hui est peu ou non

compris.
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Annexe 1 - Composition et préparation des solutionsieres du milieu MCD

Annexes

N° Volume en (L)
solutions Concentration finale dans le milieu Solution mére utilisé pour préparer
meres 1 L de milieu MCD
Composé Concen_tration Solubilité Conce_ntrée Concerltration
(g.L™) (x fois) (g.L™)
D-ribose 10 10 100 0,1
MnSQ,.4H,0 0,1 100 10 0,01
MgSQ,.7H,O 0,1 100 10 0,01
KoHPG, 1 50 50 0,02
CaC} 0,44 227 100 0,0044
4-Aminobenzoic acid 0,0001 1000 0,1 0,001
1 Choline Chloride 0,002 Eau 500 1 0,002
Cyanocobalamine 0,0001 1000 0,1 0,001
Nicotinic acid 0,002 500 1 0,002
Ca-D-pantothenate 0,002 500 1 0,002
Pyridoxine HCI 0,002 500 1 0,002
CuSQ.5H,0 0,000015 667 0,01 0,0015
FeSQ.7H,0O 0,02 250 5 0,004
ZnSQ,.7H,0 0,000135 1852 0,25 0,00054
Thiamine.Hcl 0,001 1000 1 0,001
Adenine sulphate 0,01 100 1 0,01
2 Cytosine 0,01 Eau 100 1 0,01
Thymine 0,01 100 1 0,01
Uracil 0,01 100 1 0,01
L-Alanine 0,2 50 10 0,02
L-Glutamine 0,2 50 10 0,02
L- Glycine 0,5 100 50 0,01
L-Isoleucine 0,2 50 10 0,02
3 L-Leucine 0,2 Eau 50 10 0,02
L-lysine.2HCI 0,25 40 10 0,025
L-Proline 0,5 20 10 0,05
L-Serine 0,4 25 10 0,04
L-Threonine 0,35 29 10 0,035
L-Valine 0,2 50 10 0,02
4 Biotin 0,002 (50% 1M NaOH) 500 1 0,002
5 Xanthine 0,005 (10% 1M NaOH) 200 1 0,005
6 L-Arginine 0,75 Eau 13 10 0,075
Folic acid 0,002 (10% 1M HCI) 500 1 0,002
Riboflavin 0,002 (10% 1M HCI) 500 1 0,002
Guanine.HCI 0,01 (10% 1M HCI) 100 1 0,01
7 L-Asparagine 0,15 HCI 67 10 0,015
L-Aspartic acid 0,35 (2,5% 1M HCI) 11 4 0,0875
L-Cysteine 0,2 (10% 1M HCI) 25 5 0,04
L-Glutamic acid 0,5 (10% 1M HCI) 20 10 0,05
L-Methionine 0,15 (10% 1M HCI) 33 5 0,03
8 L-Histidine 0,5 Eau 20 10 0,05
9 L-Phenyalanine 0,2 Eau 50 10 0,02
10 L-Tryptophan 0,2 NaOH 50 10 0,02
11 L-Tyrosine 0,2 (10% 1M NaOH) 25 5 0,04
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Annexe 2 - Profil d’élution des acides aminés et demines biogénes par RP- HPLC
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tyramine, i : putrescine, j : tryptamine, k : 2-pi#thylamine, | : cadavérine,  m : spermidine spermine.
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Arnexe 3 - Calcul de la quantité de sulfate d’ammaam a utiliser

L’ajout de sulfate dans les échantillons se faitssiorme de sulfate d’ammonium. La quantité de
sulfate d’ammonium a ajouter est calculée en priesracompte la concentration propre en sulfate
dans les concentrations en sulfate d’agmatine @gsir
Ona

- sulfate = 43% Agmatine sulfate

- sulfate = 73% sulfate d’ammonium

- Agmatine = 57% agmatine sulfate

- avec masse molaire sulfate d'ammonium (N6, =132,14 g.mct
Ainsi, la masse de sulfate ajoutée est calculée uuésenter exactement la méme quantité
présente dans le sulfate d’agmatine, afin de moatr&ventuel effet du sulfate, qui fausserait nos

expeériences.

Exemple de calcul pour une concentration a 30 rhg.L

Concentration voulue de 30 mg.ld’agmatine soit 11,25 mg d’agmatine dans 375 bbaLmasse
d’agmatine sulfate a ajouter = 11,25/ 0,57= 19,74

a) Calcul de I'apport de sulfate par I'agmatindatel pour une concentration de 30mg/L :
19,74 x 0,43 = 8,487 mg de sulfate

b) Calcul de la quantité de sulfate d’'ammoniumatuigr dans 375 ml de vin :

8,487/ 0,73= 11,63 mg de sulfate d'ammonium
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Annexe 4— Exemples de PCR obtenus pour les souches bactériex isolée:

a) apres amplification d'une partie du gertyrDC (1133pb) codant pour la tyrosi
décarboxylase, aprés électrophorese sur gel d'sgaso 2%.Les puits de gauche a dro

représentent : M : le marqueur de poids moléculier@&00pb, de 1 a : les souches isoléer-) : témoin négatif
sans ADN, (+) :@émoin positif Lactobacillus breviSOEB9809).

3 4TS ST N DS IO TINIZ R IS P MR NS Y 18 19 20 21 22 23 24 25 26 2728 D

1000 pb .- - e =
500 pb

30 31 32 33 34 35 365 37 38 3940 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 (+)
1000 pb
500 pb
1000 pb
500 pb

b) aprés amplification d'une partie du géthdcA (402pb) codant pour la ['histidir
décarboxylase, apres électrophorése sur gel d's¢ a 2%.Les puits de gauche a droite représenten

. le marqueur de poids moléculaire de 100pb, 16718, 26, 62, 63, 64, 70 : les souches isolég : témoin positif
(O. 0enilOEB0610), (-): ttmoin négatif sans AD

1000 pb —>

500pb ——mM>

|
:
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c) apres amplification d’'une partie du géodc (1828ph codant pour I'ornithine décarboxyla:

apres électrophorése sur gel d’agarose alLes puits de gauche a droite représentent : Mmdequeur de
poids moléculaire de 100pb, 7, 34, 26, 37: les souches isolées, (+) : témoin posilif peniBR1497), (-) : témoin
négatif sans ADN.

N 26 375 2 Al

2000pb —>
1500pb — >

1000pb —>

500ph — >

d) aprés amplification d’'une partie du géagdi (600 ph codant pour I'agmatine déimina:
apres électrophorése sur gel d’agarose alLes puits de gauchedioite représentent : M : le marqueur
poids moléculaire de 100pb, les souches testéek #d&0), (+ : témoin positif Lactobacillus brevis IOEB98Y), (-) :
témoin négatif sans ADN. Les bandes présentesldaoigpart des puits sont des hybridatiaspécifiques.

M1 2 3 4 56 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

1000 pb =
500 pb -

- - - il b B L R R R R -

M 30 3132 33 3435!6373039404!424344;5 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57§
1000 pb =
500 pb —

59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 7N 72 73 74 75 76 77 78 79 80

1000 pb
500 pb

= <—— 1000 pb
=
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e) aprés amplification d’'une partie des ge: arcA (1247pb) (1),arcB (1050pb) (2),arcC
(941pb) (3)arcD1 (236pb)(4) etarcD2 (588pb)(5), aprés électrophorese sur gel d’agarose ¢

Les puits de gauche a droite représentent : Mmdequeur de poids moléculaire de 10C7, 34, 26, 34 et 37es

souches isolées, (+}émoin positif O. oeniPSU1).

(1)

300004 woopb [

1000pb
P 1000pb

500pb
500ph

100pb
100ph

3000pb 3000pb

1000pb 1000pb

Shizh 500pb

100pb
100pb

3000pb

1000pb

E00pb

100pb
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Annexe 5 - Profils d'utilisation des sucres de quelies souches isolées
(Galerie API 50 CH, 4 jours)

T | 6Ly | ERY | DARA | LARA | RIB | DXYL |LXYL [ADO |MDX |GAL |GLU |FRU | MNE | SBE| RHA| DUL| INO | MAN| SOR| MDM| MDG| NAG| AMY| ARB| ESC

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1. 14 16 16 17 18 19 0 p 21 22 23 24 25
s7 | - | - - - + | + - - - - - + |+ | - -l - - - - - - - - - -+
saal - | - - - + | + - - - - - + |+ | - -l - - - - - - - - - -+
sl - | - - - + | + - - - - - + |+ | - -l - - - - - - - - - -+
ss7| - | - - - + | + - - - - - + |+ | - -l - - - - - - - - - -+
soal - | - - - + | + - - - - - + |+ | - -l - - - - - - - - - -+

SAL | CEL | MAL | LAC MEL [ SAC | TRE INU MLZ | RAF | AMD | GLYG | XLT | GEN | TUR| LYX | TAG | DFUC| LFUC| DARL| LARL|[ GNT| 2KG| 5KG

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 3 37 38 39 #0 Bl 42 43 44 45 46 47 48 49

S34| ~ - - - - - - - - - - - B B - B - - - - - - - -

S26| ~ - - - - - - - - - - - B B - B - - - - - - - -

S37| T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

S23| ~ - - - - - - B B - B - - - - - B B - - - - - -

+ : positif, - : négatif

0= Témoin ; 1= glycérol ; 2= Erythritol ; 3= D-aliabse ; 4= L-arabinose ; 5= D-ribose ; 6= Dxylose ;
7= L-xylose ; 8= D-adonitol; 9= Méth@b-xylopyranoside ; 10= D-galactose ; 11= D-glucpse
12= D-fructose ; 13= D-mannose ; 14= L-sorbose 7 15rhamnose ; 16= Dulcitol; 17= Inositol ;
18= D-mannitol ; 19= D-sorbitol ; 20= MéthgB-mannopyranoside ; 21= Méthyb-glucopyranoside ;
22= N-acétylglucosamine ; 23= Amygdaline; 24= Aibei; 25= Esculine; 26= Salicine
27= D-cellobiose; 28= D-maltose; 29= D-lactose30= D-mélibiose; 31= D-sacchargse
32= D-tréhalose ; 33= Inuline ; 34= D-mélézitose5= D-raffinose ; 36= Amidon ; 37= Glycogeéne ;
38= Xylitol ; 39= Gentiobiose ; 40= D-turanose ;=4D-lyxose ; 42= D-tagatose; 43= D-fucose;
44= L-fucose; 45= D-arabitol; 46= L-arabitol; 47Gluconate ; 48= 2-cétogluconate ; 49= 5-

cétogluconate
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Amino-acid auxotrophies and biogenic amine produrcin Oenococcus oeni
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Abstract

Wine contains biogenic amines, which are producedcipally by amino-acid decarboxylation by lacticid
bacteria. The concentration and nature of the biimgg@mines present depend on the pH of the envieonindeed,
high pH leads to the production of a large biombhssalso results in considerable bacterial biodite. Oenococcus
oeni has been identified as a potential producer ofdnic amines. This bacterium is auxotrophic foruanber of
amino acids. The relationship between auxotrophyafaino-acid precursors of biogenic amines (BA) #mel BA
concentration of the medium is unknown. We inveg#d this aspect in 80 isolates @énococcus oerfrom red
wines. We investigated the presence of genes emgdté various decarboxylases responsible for Bithgsis in
these strains, which we also characterized in terfntiseir auxotrophy for the four amino-acid presans of BA (Arg,
Tyr, His, Phe). There was no direct correlationaetn the presence of decarboxylase genes anddbhmalation of
the corresponding BA. Furthermore, no link was fbletween auxotrophy for an amino acid and the raatation
of the corresponding BA. We report here, for thistftime, the production of large amounts of agn&atil20 mg/l)
due to arginine decarboxylation 9enococcus oeniAgmatine production was isolate-dependent butoim
conditions, larger amounts of this compound wemdpced at pH 5.3 than at pH 4.0, for an equivalBomass.
Agmatine is produced principally at the end of thgonential growth phase, and its levels are catedl with
arginine decarboxylase activity. Only one of theldses tested (clustarc’, odc) produced putrescine via the
arginine deiminase pathway, because this straimalighossess the agmatine deiminase gene.

Keywords: Wine Oenococcus oenauxotrophy - amine production -agmatine

Introduction

Biogenic amines (BA) are low-molecular weight orgamases generated by metabolic activity in animalknts and
microorganisms. They are formed principally by émzyme-catalyzed decarboxylation of amino acidsthag have
many physiological functions. They are involvednain activity, body temperature regulation, gasagid secretion,

immune system responses, blood pressure regulatdingrowth and differentiation [1]. Excessive BAnsumption
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can cause various symptoms, such as headachehediarrespiratory distress, tachycardia and bloabsure
disorders following the consumption of foods conitag histamine, and headaches, migraine, neura@bdisorders,
nausea, vomiting, respiratory disorders and hypsit@ in cases of tyramine consumption [2]. Some(Bétrescine,
cadaverine, spermidine and spermine) are poteuralursors of carcinogenic nitrosamines [3].

Several studies have investigated the formatioBAfin wine. The most abundant BA in wines are estine,
histamine, tyramine, cadaverine and phenylethylarfdih Some of these amines, such as putrescinsamiidine,
are present in small amounts in the raw materjalg3 may be formed by yeasts during the alcohfdienentation
[6], but they are generated principally by lact@dabacteria (LAB) during malolactic fermentatiodl(F) [7]. The
formation of BA in wine is influenced by many fartpincluding grape variety, soil type and the gapbic location
of the vineyard [8, 9]. The winemaking processlitalso has a major effect on the amount of BA fedhin the wine
[10, 11]. The physicochemical properties of theayithe degree of alcohol and temperature in paatiauay affect
the BA content of the wine. However, pH is the miiator influencing BA production. Indeed, high f&lors the
development of a great diversity of lactic acidtbaa and the production of a large amount of biesr{&@]. However,
the principal bacteria responsible for producing 8&h as tyramine, putrescine and histamine beioiihe genera
Lactobacillusand Pediococcug12]. Oenococcus oens$ the principal bacterium responsible for MLFWimes. This
bacterium produces BA, but generally in very snadissibly even negligible, amounts [13]. Howevke, production
of substantial amounts of histamine, putrescinecauthverine by. oenihas been reported in some studies [14, 15].
The physiological role of BA production remains attar of debate. Molenaar et al. [16] showed thweg t
decarboxylation of histidine to histamine limctobacillus buchnerivas involved in the generation of metabolic
energy and resistance to acid stress. Another ssimhywed that the formation of tyramine from tyresim
Lactobacillus brevicontributed to the acid stress resistance ofdpéxies [17]. However, other studies have shown
that BA content does not increase with acidity [18]. BA synthesis in wine is dependent on the eairation of
amino-acid precursors present [20, 21], althoughai$ proved difficult to establish a relationshigtviieen the
concentration of a free amino acid and the fornmaté the corresponding amine [2Z)enococcus oerdoes not
require large amounts of nitrogen, but its requeata are complex, with a need for both amino aaitt$ peptides
[23]. O. oeniis auxotrophic for 7 to 13 amino acids, dependingdle strain concerned [24]. Even if an amino &id
not essential, it may appear to be so [24, 25, &6lino-acid transport is coupled to the exporthe torresponding
amine following the decarboxylation of the aminddacThis generates a protonmotive force constitutgdthe
membrane potential and a transmembrane pH gradjengrating energy and protecting the cells agéesadverse

effects of the acid environment during nutritiompletion [18]. In this study, our main aim wasexplore BA
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production byO. oeniisolates from different French wines, to determireether isolates auxotrophic for a particular
amino-acid precursor of amines produce more BA ti@nauxotrophic isolates when the amino acid ésent in the
medium. However, some of the amino acids requioedacterial growth are precursors of biogenic @siand may
therefore affect amine production.

Materials and methods

Chemicals

All chemicals were of analytical reagent grade. toérile and methanol (HPLC - grade) were obtairfezm
CarloErba Reagents (Val de Reuil, France). Amina$ @mino acids were purchased from Sigma-Aldrichir(s
Quentin-Fallavier, France) and had purity greatent98%. Deionized water was obtained with thei1@ilsystem
(Millipore, Bedford, USA). Other chemicals, diethgthoxymethylenemalonate (DEEMM) and boric acid ever
purchased from Sigma-Aldrich.

Bacterial strains and culture conditions

In total, 80 indigenous lactic acid bacteria wesslated at the end of the MLF. All these isolatesenobtained from
three red wines (grapes harvested in 2009) origigetom three areas of France: Coétes du Rhéneddsurx and
Burgundy. Samples were diluted 1 in 2, with 0.9 %N The bacteria were then allowed to grow on LA€dium
(pH5.3) supplemented with 20 g/l agar. LAC medignaibasal medium with the following composition:g@3Byeast
extract; 0.6 ml/l Tween 80; 0.08 g/l Mng@,0 and78 ml/l white grape juice. This medium wasilited (20 min at
120°C) and allowed to cool to 50 to 55°C), at whidint, we added 5 ml of the antifungal compoundvbed (1%
w/v) (Gist Brocades, Seclin, France). Culturesairs Oxoid, France) were then incubated in anaerotmditions, at
28°C, for 7 to 10 days. We isolated 80 coloniesaatiom. The purified indigenous bacterial isolatese maintained
at -80°C, in 40% glycerol.

Isolate identification

Isolates were identified with the API 50 CH ideiatiftion system (BioMérieux, France). The FT80 med[@7] was
modified by eliminating D,L-malic acid and sugagiucose and fructose). Its composition was thu®kmwvs: 5 g/l
meat extract; 5 g/l yeast extract; 0.6 g/l #y; 0.45 g/l KCI; 0.13 g/l CaGI2H,O; 3 mg/l MnSQ; 0.13g/l MgSQ7
H,O and 1 ml/l Tween 80. Isolate identification wamfirmed by amplified ribosomal DNA restriction dysis
(16S-ARDRA) [28]. The following primers were usedorf molecular characterization: pA (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") and pH (5-AGGAGGTGATCCAGCGCA-3’). Amplification reactions were
performed in a final volume of 50l, containing 10ul GoTaq® Flexi DNA buffer (5 X) (Promega) with 2 mM

MgCl,, 0.2 Mm dNTP mixture, 1M of each primer, 0.05 W Taq polymerase (Promega) and 1 to 2uhgémplate
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DNA. Amplifications were carried out in a Thermotgrc(Biorad) with the following program: initial deturation at
94°C for 5 min, followed by 30 cycles of,94°C fdd 8econds, 56°C for 30 seconds, 72°C for 60 secands final
extension phase of 5 min at 72°C. Restriction asislwas carried out withsd. Each 16S rDNA amplicon (10 pl)
was digested with 1 pl dflsd (10,000 U/ml), in 2 pl of the corresponding enzybuffer in a final volume of 20 pl,
with incubation for 16 h at 37°C. The DNA restricti fragments were analyzed by electrophoresis 286a(w/v)
agarose gel, with ethidium bromide staining andiafization of the bands under UV illumination. Alf the isolates
were identified a®. oeni

PCR-based search forgenes involved in biogenic emiaduction

We screened 80 bacterial isolates for the presehgenes encoding proteins involved in the proaurctf biogenic
amines (histamine, tyramine and putrescine). Wendidnvestigate the possible presence of genesdéng proteins
involved in phenylethylamine production, due to taek of availability of data concerning these geriehe primer
pairs used have been described elsewhere: HDCA EAIR [29] and TD2/TD5 [30] for partial amplificatioof the
hdcAgene (histidine decarboxylase) and tyrelc gene (tyrosine decarboxylase), respectively, ab€ ®1/ODC V3
[29] for partial amplification of th@dcgene (ornithine decarboxylase). We also testethfoipresence of the cluster
arc (arginine deiminase pathway) aaddi (agmatine deiminase) gene, using the ADIOO5/ADBYADTCOO F/
OTCOO R, CKOO5'/CKOO3’, B11/B12bis, B5/B6 [31] prars for partial amplifications of arginine deimieas
ornithine transcarbamylase, carbamate kinase, inegornthine antiport, respectively and AgD1/AgCR2] primers
for partial amplication of agmatine deiminase. far primers sets TD2 and TD5, the program was lasifs: 94°C 3
min, 30 cycles of 94°C 30 s, 52°C 30 s, 72°C 1 tns with a final extension at 72°C 15 min. For piieners sets
HDCA F and HDCA R, the program was as follows: 98 @in, 30 cycles of 94°C 30 s, 52°C 30 s, 72°G 30th a
final extension at 72°C 15 min. For the primers $DC V1 and ODC V3, the program was as follows(3 min,
30 cycles of 95°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 3 min witfimal extension at 72°C 15 min. For the primes ©TCOO F
and OTCOO R, ADIOO F and ADIOO R, CKOO F and CKO(BR1 F and B12 bis, B5 F and B6, the program was
as follows: 94°C 3 min, 35 cycles of 94°C 30 s,@30 s, 72°C 1 min 30 s with a final extension 28@ 15 min. .
For the primers sets AgD1 and AgD2, the program agfollows: 94°C 3 min, 30 cycles of 94°C 30 s;G@l5 s,
72°C 45 s with a final extension at 72°C 15 min. ification reactions were performed in a final wole of 24ul
containing 5ul of GoTag® Flexi DNA buffer (5 x; Promega), 1.5 mMgCl,, 0.2 Mm dNTP mix, JuM of each
primer, 0.04 Uil Tag polymerase (Promega) and 2.1 to 4.2uh¢gmplate DNA. All multiplex experiments were

carried out in a Mastercycler Gradient (Bio-Radhwaq polymerase (Promega). For PCR experiments, weyzedl
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2ul of each PCR sample by electrophoresis in a \&p6) (@garose gel in 1 x TAE buffer at 105 V for B(n, with
ethidium bromide staining for visualization. A pidge control isolate was included in each set qgfeziments.
Amino-acid auxotrophies dd. oenistrains

Amino-acid auxotrophies were investigated in a dealty defined medium (CDM) from which we omittedah of
the amino acids of interest (arginine, histidineemylalanine and tyrosine) in turn. These four aranids have all
been shown to be important for bacterial growth.[Bdis medium was similar to that used by Terradé Klira de
Ordufa [33] and is suitable for investigationshwd tutritional requirements and metabolism of taatiid bacteria in
wine. Isolates were first grown to the mid-exporengrowth phase in LAC medium. The cells were ectéd by
centrifugation (5000 g, 10 min, 4°C), washed twice and transferred to Cbtium. The two washes ensured that
any growth observed was due exclusively to nutsidram CDM medium. All transfers occurred at anci@ation
rate of 5% (v/v) and for each growth experiment. gkbwth studies were carried out in triplicate nAn inoculated
control was also established, to check the stenifteach batch of medium, and complete CDM med{without
amino acid omission) was used as a control medAlhtultures were carried out in 5 ml plastic tubasubated at
28°C, to establish anaerobic conditions. Growth wemnitored by measuring the absorbance at 600 nioh,wae
calculated the percentage of biomass obtainedvelst that obtained in complete medium.

Biogenic amine production

Isolates were grown in CDM medium at pH 4 and pB. 3he BA released from the strains investigatedewe
quantified by RP-HPLC with 2,4,6-trimethyl hydroohile as an internal standard, as previously desdrj29]. The
method involved the pre-column derivatization of #mines by treatment with diethyl ethoxymethylealomate
(DEEMM) on an HPLC column (C18-HL) (Grace, Alltecjth 5 um particles (250 mm x 4.6 mm),maintained at
16°C with a thermostat throughout the binary gnad{phase A, 25 mM acetate buffer pH 5.8 with 0.028dium
azide; phase B, 80:20 mixture of acetonitrile arethanol), and run at a flow rate 0.9 ml/min. Ddtectat 280 nm
made it possible to separate, identify and quardlfythe compounds from a single injecticdompounds were
identified on the basis of retention time and qiiieat by the internal standard method.

Arginine decarboxylase activity assay

Cells were collected by centrifugation (7 009,45 min, 4°C) at various points in their growtltleyin LAC media
(pH 5.3) and washed twice in 0.9%. NaCl. The biomaas resuspended in 10 ml of 50 mM MES (2-(N-motipio
ethanesulfonic acid) pH 5.6. The cells were disgd8 x 0.8 kb) witha high-pressure disruption sys{Constant,
United Kingdom). The temperature was kept low beeathe high-pressure used induces warming and high

temperatures may denature proteins. Unbroken aetlscell debris were removed by centrifugationldt @00 x, 10
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min, 4°C). Protein concentration was determinedthy Bradford method. Arginine decarboxylase agtivitas
assessed by measuring the release of agmatineafiginine by the RP-HPLC method described aboveaysssiere
conducted in a reaction volume of 5 ml, with a pool based on that of Moreno-Arribas and Lonvaudefi34].
The reaction mixture contained 3.6 mM arginine,2§IBSA, 2.5 ml of cell supernatant and 0.5 uM ggwial-5P-
phosphate in 2.5 ml of 0.5 M citrate-phosphate drufExperiments were conducted at 35°C for thragshand the
reaction was started by adding the amino acidgadhction mixture.

Results and discussion

Genes involved in biogenic amine production

PCR assays were performed to detect the presengenes encoding enzymes involved in tyramine, imista and
putrescine synthesis in our isolates from wine. tgted for theéyrdc gene encoding tyrosine decarboxylase, which
catalyzes tyramine formation and timelcA gene encoding histidine decarboxylase, which gagal histamine
formation. According to Landete et al. [35], seVaganes are involved in the synthesis of putresclie arginine
deiminase (ADI) pathway contains three enzymesinarg deiminase (encoded faycA),which converts arginine
into citrulline, ornithine transcarbamoylase (eretbdyarcB), which converts citrulline into ornithine and bamyl-

Pi, and carbamate kinase (encodedalgC), which transforms carbamyl-Pi into NH CO, and ATP. Ornithine is
then converted into putrescine by ornithine decaylase (gen®dq). Lactic acid bacteria can decarboxylate arginine
to produce agmatine, with putrescine subsequeptigndd by the agmatine deiminase pathway (geyd). We
therefore investigated thoglc arcA, arcB arcC, arcD1, arcD2andagdigenes in the strains (Table 1).

Primers targeting the tyrosine decarboxylase gemealeady available, and many attempts to screeticlacid
bacteria for tyramine production have thereforenb@ported [36]. This gene is often encountereld. imilgardii and

L. brevis less frequently ih. plantarum[32, 37, 38] and rarely irD. oeni[32, 39, 40]. Some studies have reported
thatO. Oenicannot produce tyramine [13, 14], whereas otheve demonstrated the production of this molecule, by
this species, in wine [18, 41]. We found that 41Rthe isolates harbored tiyrdc gene.

Only 6% of the isolated strains possessedhtiegene. These results are consistent with thoseotdrCet al. [32],
who detected this gene in 10 of 103 Oeniisolates from wine. However, discrepancies have lbeported. Landete
et al. [4] detected the histidine decarboxylaseegan 24 of 320. oeniisolates from Spanish wines. Similar
observations were reported by Lonvaud-Funel [7p648 the French wines analyzed contaitet” bacteria from
the specie®©. oeni By contrast, not all th®. Oeniisolates obtained from South African wines [39]aBigh wines
[40] and Greek wines [42] carry the histidine déoaiylase gene. Garcia-Moruno and Munoz [43] regemibd to

clarify these contradictory results. According bege author€). oeniis not responsible for histamine production in
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wine. Indeed, thdédc gene is not common i®. oeniand most strains do not possesshte cluster gene. These
discrepancies may be accounted for by the preseihtiee hdc gene on a large, possibly unstable plasmid of abou
100 kb [37]. ManyO. oenistrains may lose this plasmid during subculture.

Only 19% of tested isolates wepdc’, confirming the low frequency of thedc gene inO. oeniisolates: 28 of 121
isolates from Portuguese wines [11], seven of 6faies from Greek wines [42] and two of 113 isciate another
study [32] wereodc’. In a recent screening of 263 isolates from twitedint matrices, wine and cider, the presence
or absence of thedc gene was found to be highly strain dependent [@8]y five of the 263 strains weralc’. The
presence of thedcgene seems to be correlated with the productigrutrescine. Seven of the 4dc’ isolates tested

in one study were found to produce putrescine [14].

The entire clustearc was found in all five isolates tested (Table 2vRsus studies have shown that the presence of
the arcABCDgene cluster is strain-dependent [31]. None ofisbkates tested appeared to haveapdi gene. This
confirms the findings of previous studies [44] sesting that this gene was not preseriroeni However, Coton et
al. [32] recently obtaine®. oeniisolates that weragdi’, but they were all isolated from cider.All the wiisolates
wereagdi. Indeed, wine strains producing putrescine ddsough the arginine deiminase pathway, with subsegu
ornithine decarboxylase action, rather than viaagmatine deiminase pathway. Our findings confinat ©. oeni
may possess several genes encoding decarboxylasgged in BA synthesis (Table 2). Indeed, the figelates
studied possessed both the cluster and odc genes, and would therefore be expected to produtescine from
arginine.O. oenimay be clustearc’, odc’, clusterarc/odc™ or clusterarc’/odc [14].

Characterization of auxotrophy

Auxotrophy was assessed in a chemically definedunedt pH 5.3, with at least three replicates facleisolate. We
carried out our studies at a pH of 5.3, becauserallious studies on the amino-acid requirementS.obeniwere
performed at pH values of between 4.8 and 5.3walig a high level of bacterial growth [24, 25, 26]DM contains

44 compounds: carbon sources, mineral salts, mitrogources from amino acids, nucleotides and witami
According to Terrade et al. [33], this medium gitiee best growth of lactic acid bacteria transféfrem collection
sites to the laboratory for analysis. However, im study, only a small number of the tested isslatere able to
grow in this medium. CDM may not be the best medfemthe development of indigeno@. oenistrains. All
isolates were able to grow in LAC media. Howevexesal major isolates were more difficult to grdvan others in
CDM. These isolates were not retained for subsdgstedies because they did not grow enougfhc 0.3) for
auxotrophy test. The isolates that grew suffickeriti CDM for tested were isolates 7, 23, 26, 34 &id with

maximal absorbances after incubation at 28°C of,1033, 1.57, 0.44 and 0.33.
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Auxotrophy tests involve the omission of a singieiro acid from the medium. An amino acid omittednfr the
CDM medium was considered i) essential (E) if th@rass formed was less than 25% that of the couotriblire
(without amino acid omission), ii) stimulating (}the biomass formed corresponded t025 to 80%adah#ie control
culture and iii) not essential (NE) if the biomassmed corresponded to more than 80% that obtaimid
thecontrol. The results of the auxotrophy testsséi@wvn in Figure 1. Data are expressed as pereniaigcontrol
values. Growth yield varied considerably betwegalicates for some strains and some amino acids&irfimdings
were reported by Remize et al. [24]. This effectsiown indicated on the graphs by the significaandard
deviations, for histidine omission for isolates 28,and 37, tyrosine omission for isolate26, phalayline omission
for isolate26 and arginine omission for isolate®7.0enihas a very low nitrogen requirement [23], and #wdual
amino-acid content of cells is therefore sufficiempromote microbial growth. The preculture medi{(irAC) is rich
in nitrogen, but contamination was prevented byhiagsthe cells twice in dilute saline and the ciémging them to
eliminate any residual medium before incorporatida CDM. Isolate 23 was the most demanding offibheisolates
tested, because all four amino acids tested wearsidered essential for its growth. Other isolatesenauxotrophic
for only one or two amino acids: isolates7, 34 @bdwere auxotrophic for arginine, strain 34 wasadkophic for
tyrosine and strain 37 was auxotrophic for phemylade. The omission of one of the four amino astdslied led to a
highly significant effect, resulting in a lower bass.

The potential of selected strains to produce bimgamines

BA production was assessed in CDM at two pH valideand 5.3). The pH values used were relativelhhig
promote the use of amino acids and the eventualuystmn of biogenic amines [18, 45]. Indeed, amgndoes not
seem to be used at low pH [46], although this feaisl strain-dependent [47]. At the end of the ewpuial growth
phase, BA production was assessed by RP-HPLC (T3)blEhe amino-acid precursors required for BA piaithn
were present in the medium (e.qg. lysine for cadaeetrytophan for trytamine), but only three ansingere detected,
with agmatine being produced in the largest amolmtall five O. oeniisolates tested.

Isolates7 and 26 wetwdc’, but neither of these isolates released any histainto the medium, at either of the pH
values tested. The absence of histamine produbtidsolates 23, 34 and 37 may be accounted fohéybsence of
an hdc gene in these strains. However, our results gléadicate that the presence of the gene is no¢sserily
sufficient for histamine synthesis to occur. Thirg, detection of BA producers with molecular protsspreviously
reported [7, 48] might result in false positivesdéed, the presence of the gene is not always iat=tavith BA

production [41].
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Isolates?, 26, 23 and 34 weretgll’, but no tyramine release into the medium was dededloreover, isolate 34 was
the only one of the isolates tested to produce Isamabunts of phenylethylamine (0.3-0.6 mg/l). Théselings
suggest tha®. oenidoes not generally produce tyramine and phenylathiyle. Guerrini et a[14] reported a lack of
significant tyramine and phenylethylamine releade the growth medium after inoculation with 44feliéntO. oeni
strains. The simultaneous production of tyraming plnenylethylamine by lactic acid bacteria, sucl.asrevisand

L. hilgardii, has been observed. These species are generalhg giroducers of tyramine, but isolates producawg |
levels of tyramine do not synthesize phenylethytenj#9].

All the isolates werarcABCD andodc” and were therefore potentially able to producegsaine via ornithine, but
this amine was produced only by isolate 26, at pB] &nd even then only at a very low level (0.4Ijnglowever
isolates 4 and 5 synthesized large amounts of ageyaanging from 60 to 120 mg/l. Sorhactobacillus hilgardii
strains have been reported to produce agmatinéoageherate putrescine from agmatine [50]. We tepare, for the
first time, the production of agmatine By oeni Agmatine is not usually analyzed in studies of @aduction byO.
oeni particularly in wine. Some rare studies have reggbagmatine levels of up to 20 mg[R2, 51]. AsO. oeniis
the principal bacterial species involved in malGaéermentation, agmatine quantification maybefuiséMoreover,
the impact of agmatine on the sensorial propedig¢se wine should be investigated further.

The contribution of the ADI pathway to general catifveness and adaptation to the environment i kmewn.
This contribution is strain- and pH-dependent, thet highest levels adrc operon expression are often observed at
the optimal pH for growth ih.. sakei[52]. The decarboxylation of arginine to generaggnatine may also have an
impact on the pH of the medium, due to the losaroacid group. However, we found levels of agmapireluction

to be greater at pH 5.3, which is the optimal glowH of O. oenj than at pH 4. For the four isolates found to
produce agmatine, the amounts produced, in mdf/lAy3, nmat pH 5.3 and pH 4 were 150 and 52, respectively, f
isolate 7, 82 and 39 for isolate34, 102 and 24dolate26, and 133 and 0.2 for isolate 23. Furiimegstigations are
therefore required to determine the impact of énggnine utilization pathway i®. oenistrains.

Our isolates were unable to produce putrescine fagmatine via the agmatine deiminase pathway, lsecthey
were allagdi. We determined the fate of arginine, which camistabolized by either the arginine decarboxylase or
arginine deiminase pathway, by quantifying the riméediates produced by these two pathways in alaelaxtract
(Table 4).

Both pathways appeared to be used in isolate 7.t@dimounts of ornithine (arginine deiminase patfjwand
agmatine (arginine decarboxylase pathway) prodweere similar. By contrast, isolate 34 produced énés much

agmatine as ornithine, reflecting the preferenisd of the arginine decarboxylase pathway. Neifighese isolates
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produced putrescine from ornithine, despite havirepdc gene in their genomes. In the presence of arginimese
isolates accumulated agmatine, confirming that theey no agmatine deiminase gene in their genomall @mounts
of citrulline (an intermediate) are excreted durarginine catabolism. The presence of this amird atght thus
allow the formation of ethylcarbamate in media edmihg ethanol, such as wine. The reasons for iffiereinces in
arginine metabolism by these two strains are uneled require further investigation.

Arginine decarboxylase activity was determined rat start and end of the exponential growth phasginke
decarboxylase activity levels were below 50 nmat.tming” protein in both isolates, but increased to 300 &2@
nmol.min.mg* protein for isolates 7 and 34, respectively, atend of the exponential growth phase. This inereas
may reflect a stress response mechanism [53] lgddirthe production of ATP and N&hd facilitating additional
energy and pH regulation of the medium during #te exponential growth or stationary phases [46].

Finally, we investigated the relationships betwaarino-acid auxotrophy, the presence genes encaldagnzymes
required for BA synthesis and the level of the esponding amine in the medium.

It was not possible to draw firm conclusions fastidine and phenylalanine. Isolate 23 was auxoioofan histidine
but did not have thiadc gene. Isolates 7 and 26, which posseshtivgene, were not auxotrophic for histidine and
did not synthesize histamine. Tyrosine auxotrophyhietyr” isolates 23 and 34 did not result in higher lewafls
tyramine production than in the non auxotroptyic” isolates7 and 26. The four isolates auxotrophicaf@inine
produced more agmatine than the non auxotrophiates@7, but only at pH 5.3, not at pH 4. Thusyé¢his no clear
relationship between auxotrophies for amino-acigcprsors of BA and BA production. This is intenegtifrom a
technical point of view, becaus®. oeni,the main agent involved in malolactic fermentati@auxotrophic for a
number of amino acids. However, unambiguous dematist of the lack of correlation between auxotrpphd BA
production will require the use of strains withntieal genetic backgrounds. A wild-type strain anthutant of that
strain auxotrophic for a particular amino-acid psor of BA should be compared. However, no gerietits for the
deletion of sequences @. oeniare currently available.

Conclusion

Thus, auxotrophy for an amino-acid precursor ofagénic amine does not necessarily lead to thehsgig of the
biogenic amine following the addition of the amincid concerned to the culture medium. Likewise, ptesence of a
gene involved in biogenic amine synthesis doesneaessarily imply that the strain concerned wibbcarce the
corresponding biogenic amine. None of the isolatadied here possessed the full agmatine deimipatbevay, but
all had arginine decarboxylase activity. Agmatinasvwthe principal biogenic amine produced by the fsolates

studied. ThusD. oeniappears to be a potential source of agmatine ie.win
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Table 1 Presence of genes encoding proteins involvedarptbduction of tyramine, histamine and putresan®.

oeniisolates
Amine Tyramine Histamine Putrescine
arcA, arcB, arcC,
tyrdc hdcA agdi odc
Target gene arcD1, arcD2
No. strains tested 80 80 80 27 5
Strains (+) 41% 6% 0% 19% 100%

Table 2 Characteristics of fiv®. oeniisolates with multiple BA production-associatechge

tyrdc'/hdc/clusterarc’/odc”

tyrdc’/clusterarc’/odc

Clusterarc'/odc’

Isolates7 and 26

Isolates23 and 34

Isolate87
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Table 3Biogenic amine productions in CDM at two pH valuagthe fiveO. oeniisolates studied

Strain pH Agmatine Putrescine Phenylethylamine
(mg/l) (mall) (mg/l)
7 5.3 120+2.9 nd nd
4 27+0.2 nd nd
34 5.3 63.9+0.8 nd 0.6+0.1
4 20.1+0.1 nd 0.3+0.1
26 5.3 815+13 0.4 £0.04 nd
4 34+0.1 nd nd
37 5.3 nd nd nd
4 0.7+x0.1 nd nd
23 5.3 90.4+1.6 nd nd
4 0.1+ 0.1 nd nd

nd: not detected , valuestheemeans of two independent experiments

Annexes
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Table 4 Arginine consumption and metabolite production(nyoeniisolates 7 and 34 after incubation at 25°C for 3

hours in citrate-phosphate buffer

Strain Arginine consumption Metabolite production
(M) (LM)
Agmatine Ornithine Citrulline
7 3475.3+13.8 1862.6 £ 7.7 1581.4+0.1 10.86t 0.
34 609.6 + 2.3 402.4+1.6 202.7+0.8 2.8+0.6
140 -
120 -
100
©
g 80 .
S 60 m34
€
c 26
iy -
<w m37
= 20 w23
0
Histidine Tyrosine Phenylalanine  Arginine
omitted aa

Fig. 1 Growth yields on CDM lacking the indicated aminddac
Data are expressed as the percentage of ghe#value measured during the stationary phase fdr isatate on the

control CDM, containing all four of the amino acigsted.
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Résumé

Dans le vinles amines biogenes sont essentiellement d'origiombienne, et sont produites
notamment par les bactéries lactiqu€enococcus oenprincipal agent responsable de la
fermentation malolactique, posséde de nombreusesraphies vis-a-vis des acides aminés.
Aucune étude n'a été menée sur la relation emtuadtrophie vis-a-vis d’'un acide aminé et le
niveau de I'amine correspondante. 80 souche®eieococcus oeront été isolées de vins
rouges. Leurs auxotrophies vis-a-vis d’acides amipk&curseurs d’amines biogenes (Arg,
Tyr, His et Phe) ainsi que la présence de gendantades enzymes impliquées dans la
synthese des amines ont été étudiées. Aucuneorelatitre auxotrophie et niveau de
production d’amines ne peut étre établie pour deglses testées. La présence de genes codant
des enzymes impliquées dans la synthese d'amirest pas non plus corrélée avec la
production effective d’amines. Nous montrons paupiemiére fois qu®enococcus oerast

un producteur d’agmatine. Cette production estitétreent liée a la souche bactérienne. La
souche la plus adaptée au milieu acide est celiecgusomme le plus l'arginine et en
proportions équivalentes par les 2 voies : void'alginine déiminase et voie de l'arginine
décarboxylase. L'effet d'une addition d’agmatinenslales vins montre une atténuation de
I'effet boisé du Chardonnay sans doute par formatie base de Schiff ente les composés

d’arbme et cette amine.

Mots clés: Vin - Oenococcus oenri auxotrophie - agmatine



Abstract

In wine biogenic amines (BA) are mainly of micrdbaigin, Oenococcus oenthe main
responsible for malolactic fermentation, has bemtified as a BA producer from nitrogen
precursorsOenococcus oelossess humerous amino acid auxotrophies tharecarsors of
biogenic amines. No study has been done so farood& bt the relationship between
auxotrophy for amino acids precursors of BA andléwel of BA in the medium. In order to
do so, 800enococcus oerstrains were isolated from red wines. The detactb genes
encoding the different decarboxylases responsibteBfA synthesis has been realised. In
parallel, the auxotrophy for the four amino acidsg( Tyr, His, Phe) precursors of BA has
characterized. Our results demonstrate that tiseneti direct correlation between auxotrophy
and the accumulation of the corresponding BA asl vasl between the presence of
decarboxylase gene and the accumulation of theswonding BA. High levels of agmatine
produced from arginine decarboxylation®gnococcus oefis reported for the first time.
Agmatine production is strain dependant. the mdapted to acidic environment is the strain
whith use arginine in higher level with same prajpor for ADI pathway and arginine
decarboxylase. Agmatine addition in wines reducedy aroma probably by formation of

sciff bases between aromla compounds and amine.

Keywords : Wine -Oenococcus oenri auxotrophy — amine production - agmatine



