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Introduction générale 

Les bactéries lactiques sont largement utilisées pour la conservatioll de pn>duits 

laitiers, mais aussi carnés et végétaux. Le principal mécanisme d'amélioration de la 

conservation de ces aliments réside dans la consommation de glucides par ces cellules avec 

production d'acide lactique. Ainsi, d'une part, la présence d'acide lactique inhibe le 

développement d'une éventuelle flore pathogène et, d'autre part. la consommation des 

glucides limite leur croissan<;e rapide dans l'hypothèse où l'effet de la production d'acide 

lactique ne serait pas suffisant. Cependant. en dehors de ce rôle primordial de conservatioll 

des aliments. l'action des bactéries lactiques se traduit aussi par des effets important~ sur la 

texture. le goût ou l'arôme du produit fermenté. effet~ s'ajoutant aux propriétés initiales de 

l'aliment. 

En particulier, l'arôme tinal d'un produit laitier fermenté provient à la fois des 

arômes présents initialement dans le lait ou ses dérivés, des traitements subis par le lait 

après la traite et avant la fermentation, et de la fermentation. Il résulte de cette origine 

multiple des composants d'arômes des bouquets complexes avec. qui plus est, de 

nombreuses interactions entre composants d'arômes et des seuils de sensibilité variant avec 

la nature du produit. En conséquence, l'identification de l'effet d'une molécule particulière 

sur l'arôme final d'un produit est difficile à évaluer. Néanmoins, parmi les nombreuses 

molécules composant ces arômes laitiers, le diacétyle a été parfaitement identifié comme 

étant responsable de l'arôme typique de noisette présent dans le beurre, mais aussi dans de 

nombreux produits laitiers tels que crèmes et laits fermentés, ou non comme la margarine. 

L'origine de cette molécule dans les produits laitiers fermentés provient de l'action 

microbiologique de LactOCOCCIIS lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis et Lellconostoc 

mesenteroides subsp. cremoris. Le fort intérêt économique que revêt la production 

microbiologique du diacétyle a entraîné le développement de nombreuses études 

physiologiques et génétiques dont il ressort que deux voies métaboliques peuvent être 

empruntées pour synthétiser ce composé: la première fait intervenir une réaction entre un 

complexe acétaldéhyde-TPP issu d'une activité pyruvate décarboxylase et l'acétyl-CoA 

catalysée par la diacétyle synthétase pour former directement le diacétyle (Speckman et 

Collins, 1968 et 1973). alors que la seconde implique la formation d'une molécule 

d'acétaldéhyde-TPP et sa condensation avec une molécule de pyruvate en a-acétolactate 

(AAL) au niveau d'une acétolactate synthétase, puis la décarboxylation oxydative de 

\'AAL en diacétyle (Verhue et Tjan, 1991). 

Toutefois, en dépit de la démonstration de l'existence de ces deux voies, leurs 

participations cinétiques respectives pour la production microbiologique de di acétyle n'a 

pu être établie. A l'heure actuelle, l'absence d'identification de la diacétyle synthétase fait 

que la voie de l'A AL est considérée comme cinétiquement prépondérante. Néanmoins. la 

réaction de décarboxylation oxydative de l'AAL en diacétyle demeure elle aussi mal 

connue. En effet, bien que la capacité importante de ce composé à subir une 

décarboxylation oxydative spontanée ait été constatée (Veringa et al., 1984; Monnet et al .• 
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1994). ces données semblent contredites tout d'abord par l'accumulation d'AAL lors de 

cultures aérobies pourtant favorables à la décarboxylation oxydative (Curie, 1977) mais 

aussi, à l'inverse, par l'observation d'une production de diacétyle par LacrococclIs lacris 

subsp. lacris biovar. diacetylacris dans des conditions anaérobies et à faible potentiel rédox 

défavorables pour une décarboxylation oxydative (Stien, 1993). Au vu de ces données 

parcellaires et contradictoires, il apparaît nécessaire de recueillir des données cinétiques 

complémentaires concemant la réaction de décarboxylation oxydative de l'AAL. 

Ainsi, la première voie de recherche de ce travail consiste tout d'abord en 

l'amélioration du niveau de connaissance concemant la réaction de décarboxylation 

oxydative dans des conditions physico-chimiques existant lors de cultures de bactéries 

lactiques productrices d'ari'>mes. avec pour objectif principal de déterminer si la 

décarboxylation oxydative de l'AAL peut effectivement être à l'origine de la production 

micrbbiologique du diacétyle. Pour ce faire, nous nous proposons d'établir une 

comparaison entre des cinétiques de production microbiologique de diacétyle en 

anaérobiose par la souche de référence du laboratoire, LactococclIs Il/cris subsp. lacris 

biovar. diacetylacris SD 933, et une production de diacétyle par décarboxylation oxydative 

d'AAL dans des conditions extra ou intracellulaires correspondant à cette culture. Cette 

comparaison doit permettre non seulement de déterminer la palt cinétique que peut avoir la 

décarboxylation oxydative de l'AAL dans la production microbiologique du diacétyle. 

mais aussi, si cette part se révèle importante, de connaître la localisation cellulaire de cette 

réaction. Par la suite, ces connaissances pourront éventuellement être mises à profit pour 

envisager des modifications des procédés de mise en œuvre de bactéries lactiques 

productrices de diacétyle afin d'en améliorer les niveaux de production. la productivité et 

la tiabilité. 

C'est pourquoi la deuxième voie de recherche de ce travail se propose d'évaluer des 

modes de mise en œuvre en continu des bactéries lactiques productrices d'arômes. La 

production d'arômes dans les produits laitiers fermentés tend de plus en plus à être 

découplée des autres opérations unitaires comme c'est le cas avec le procédé NIZO de 

production de beul1'e dans lequel la production d'arômes, d'acides et de cellules est séparée 

de la maturation physique de la crème. Ce découplage présente l'avantage de simplitier le 

contrôle et l'amélioration des pelformances de chaque opération unitaire de façon à obtenir 

un produit fini ayant une texture, une acidité ou une concentration en arômes données et 

constantes. 

L'amélioration de la production de diacétyle peut être atteinte dans un premier 

temps par sélection ou développement de souches surproductrices. ainsi que par 

optimisation des conditions de culture en influant sur des paramètres tels que la 

température, le pH ou la composition du milieu. Cependant, cette approche se trouve, d'une 

part, confrontée à des bmTières d'ordre physiologique, les performances des bactéries 

lactiques productrices d'm'ômes étant limitées. mais aussi réglementaires pour l'utilisation 

2 
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de souches issues de l'ingénierie génétique. Pour pouvoir accroître encore la productivité 

'en arômes, et, par là même, diminuer la taille des installations tout en les rendant plus 

polyvalentes, il devient donc nécessaire de considérer des changements importants du 

mode de culture de ces bactéries productrices d'arômes. 

La mise en œuvre des bactéries lactiques productrices d'arômes a. en effet. 

principalement lieu en culture discontinue, qui, bien que présentant l'avantage de limiter 

les risques technologiques, ne permet pas de tirer tout le parti des performances des 

souches productrices. A l'inverse, le mode de culture continu, quoique plus complexe 

technologiquement, permet de maintenir sur de longues périodes les cellules dans un état 

physiologique donné, apportant à la fois une meilleure productivité en arômes et une 

meilleure maîtrise de la qualité du produit aromatisé. La productivité en diacétyle peut. de 

plus, être encore améliorée en mode continu par l'utilisation de réacteurs à haute densité 

cellulaire. Le gain de productivité peut alors être suffisant pour justifier aux yeux des 

industriels l'investissement dans de nouvelles installations et l'augmentation de la 

complexité du procédé de production. Toutefois, le choix du mode de culture à haute 

densité cellulaire le plus adapté parmi le large éventail disponible semble assez ardu, vu 

l'absence de données comparatives. 

Ainsi, l'objectif de cette deuxième voie de recherche consiste à établir une 

comparaison entre deux modes de culture continue à haute densité cellulaire éloignés sur 

un plan technique, pour en déterminer les potentialités et les limitations propres. La 

comparaison doit tout d'abord être effectuée en terme de comportement métabolique d'une 

souche productrice d'arômes, par la détermination de macrocinétiques d'orientation du flux 

provenant des deux substrats carbonés, lactose et citrate, vers le catabolite principal. le 

lactate, mais aussi vers la production de molécules issues de voies mineures, comme le 

di acétyle. Ces données macrocinétiques, seront ensuite mises à profit pour établir une 

nouvelle comparaison, mais cette fois-ci, en terme de performances. L'ensemble de ces 

résultats doit alors permettre d'établir une analyse de choix du procédé en fonction de la 

physiologie de la souche et des performances recherchées. 

Les deux modes de culture continue à haute densité cellulaire sélectionnés dans le 

cadre de ce travail sont la culture continue en réacteur à recyclage cellulaire par 

microfiltration tangentielle et la culture continue de cellules immobilisées sous forme de 

biofilm en réacteur à lit fixe. Ces modes de mise en œuvre ont été choisis, tout d'abord, 

parce que leur transfert au niveau industriel semble raisonnablement réalisable, le recours 

aux procédés à membrane étant admis en industrie laitière et la robustesse tout comme les 

faibles coOts de fonctionnement du réacteur à lit fixe présentant un fort intérêt. De plus. ces 

modes de culture sont très éloignés d'un point de vue technologique et physiologique, l'un 

faisant appel à des cellules libres contingentées dans un réacteur pmfaitement agité, l'autre 

mettant en œuvre des cellules immobilisées sous forme de biofilm, ce qui permet d'espérer 

3 
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recueillir une grande quantité d'informations sur le comportement métabolique et les 

performances d'une souche de référence en culture continue à haute densité cellulaire. 

L'étude comparative doit être effectuée par la mise en œuvre d'une même souche, 

LactOCOCCIIS lacfis subsp. lactis biovar. diacetylactis PAL D DIA A, apparentée à la 

souche SD 933 dont la commercialisation a cessé, dans des conditions comparables (milieu 

de culture, température, anaérobiose) et à deux pH favorisant soit la production de 

biomasse soit l'orientation du flux carboné vers l'ensemble des voies cataboliques. Ainsi. 

ces conditions de culture. bien que loin d'être optimales, doivent permettre de mettre en 

évidence les influences de chaque mode de culture sur la croissance et l'orientation du flux 

carboné catabolisé par les cellules. La dételmination des productivités en biomasse et 

métabolites ainsi que l'évaluation de la nature des effets des modes de culture sur la 

physiologie de la souche doivent ensuite permettre de définir des domaines d'application 

de chaque 'mode de culture en industrie laitière. 

Le premier chapitre de ce document décrit les matériels employés, ainsi que les 

méthodes développées pour explorer les deux voies de recherche concernées. 

Le chapitre suivant consiste en une étude bibliographique qui décrit l'état de l'art 

concernant le métabolisme des lactocoques producteurs de diacétyle et leurs modes de 

mise en œuvre. 

Ensuite, la première partie du chapitre résultats - discussion est consacrée à la 

présentation de cinétiques de production microbiologique de diacétyle et de 

décarboxylation oxydative extra et intracellulaires d'AAL ainsi qu'à leur interprétation. La 

deuxième et dernière partie de ce chapitre présente les résultats macrocinétiques obtenus 

avec les deux procédés de culture continue à haute densité cellulaire dans différentes 

conditions de fonctionnement et en dresse une analyse tant sur le plan physiologique que 

technologique. 

4 
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Matériels et méthodes 

I. REACTIFS 

I.1. MILIEUX DE CULTURE ET DE CONS ER V A TION DES SOUCHES 

Lait écrémé en poudre 
Peptone de caséine réf. 15.544 
Extrait de levure réf. 19.512 
Sulfate de magnésium réf. A 771886 
D(+) lactose monohydraté réf. 24945.360 
Acétate de sodium réf. A 4RR930 1 
Acide citrique monohydraté réf. 20275.29R 
Hydroxyde de sodium réf. A 4R94953 

Elle et Vire, Condé-sur-Vire 
Organotechnie. Melun 
Organotechnie. Melun 
Merck, Nogent-sur-Marne 
Prolabo, Fontenay-sous-Bois 
Labosi. Elancourt 
Prolabo. Fontenay-sous-Bois 
Labosi. Elancourt 

1.2. REACTIFS POUR DENOMBREMENTS, ANALYSES ET ENTRETIEN 

Acide formique réf. 1135598 
Acide sulfurique réf. 748 
Ethanol absolu réf. 20821.296 
Acide acétique réf. 45731 
Chlorure de sodium réf. 71380 
Agar - Agar réf. 05038 
Acide pyruvique réf. 15940 
Acide lactique L(+) réf. 69771 
Acétaldéhyde réf. 00070 
Diacétyle (2,3-butanedione) réf. 31530 
Acétoïne (3-hydroxy butanone 2) réf. 00540 
2,3-butanediol réf. 18970 
MaturexL 
Permanganate de potassium réf. 26906.290 
Ethyl 2-acetoxy-2-méthyl-acétoacétate réf. 4142733850 
Lysozyme réf. 62971 
FAD réf 1102 338 

NAo+ réf 127302 
NADP réf 127302 
Solution de nettoyage Divos 122 
Solution stérilisante Divosan 
Eau miIliQ 

1.3. EFFLUENTS GAZEUX 

Azote de qualité R 
Azote de qualité U 
Hydrogène de qualité U 
Hélium de qualité U 

II. SOUCHES 

Merck, Nogent-sur-Marne 
Merck, Nogent-sur-Marne 
Prolabo, Fontenay-sous-Bois 
Fluka, Saint Quentin Fallavier 
Fluka, Saint Quentin Fallavier 
Fluka, Saint Quentin Fallavier 
Fluka, Saint Quentin Fallavier 
Fluka, Saint Quentin Fallavier 
Fluka, Saint Quentin Fallavier 
Fluka, Saint Quentin Fallavier 
Fluka, Saint Quentin Fallavier 
Fluka, Saint Quentin Fallavier 
Novo Nordisk, Dittingen, Suisse 
Prolabo, Fontenay-sous-Bois 
Aldrich, Saint Quentin Fallavier 
Fluka, Saint Quentin Fallavier 
Boehringer, Mannheim 
Allemagne 
Boehringer, Mannheim 
Boehringer, Mannheim 
Diversey, Ozoir-la-Ferrière 
Diversey. Ozoir-la-Ferrière 
Millipore. Molsheim 

Air liquide. Paris 
Air liquide. Paris 
Air liquide. Paris 
Air liquide. Paris 

Deux souches de l'espèce Laetoeoeeus laetis subsp. laetis biovar. diaeetylaetis ont 

été utilisées au cours de ce travail: 

- la souche SD933 commercialisée par les laboratoires Visby (Tonder. Danemark). 

souche de référence employée au laboratoire, 

- la souche PAL D DIA A commercialisée par Standa Industrie (Caen) qui 

correspond à une souche employée couramment en industrie laitière. 

Il 
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III. MILIEUX DE CULTURE 

TILL MILIEUX LIQUIDES 

Deux milieux liquides, l'un complexe, le lait, et l'autre semi-synthétique le milieu Y, 

ont été utilisés pour ces études concemant les bactéries lactiques. 

III.!.!. MILIEU LAIT 

Le lait constitue un bon milieu de culture pour les microorganismes aptes à assimiler 

le lactose et les protéines (Desmazeaud, 1994). Cependant, pour diverses raisons ce n'est 

pas un milieu de culture universel. La première est liée aux vadations des concentrations 

en vitamines, en bases azotées et en autres facteurs de croissance présents naturellement 

dans le lait, indispensables à la croissance de la pluprut des bactéries lactiques, mais dont 

les concentrations peuvent être vadables suivant la période de la traite et l'alimentation 

animale. La seconde est liée à la composition du lait en matière azotée et, en particulier, en 

composés azotés de faible masse molaire (acides aminés libres et petits peptides) qui sont 

les plus efficaces pour stimuler la croissance et dont la teneur dans le lait est dix fois plus 

faible que la concentration nécessaire pour une bonne croissance des bactéries lactiques 

dans un milieu synthétique (Alais, 1984). La troisième est liée aux traitements thermiques 

du lait, d'abord industriel, puis en autoclave (121°C, 15 mn), qui détruisent pmtiellement 

certaines substances naturelles stimulantes du lait cru ainsi que les acides aminés libres. La 

dernière raison est d'ordre pratique car le lait ne permet pas un suivi facile des 

fermentations, en premier lieu du fait de sa non-transpm'ence qui empêche le recours à la 

turbidimétde pour l'évaluation rapide de la concentration en biomasse, ensuite, à cause des 

traitements préalables, parfois source d'erreurs, imposés avant l'utilisation de méthodes 

d'analyses chromatographiques (CPG, CLHP) et, enfin, pru-ce que les vm'iations de 

viscosité de ce milieu sont susceptibles de perturber l'agitation du milieu de culture et le 

suivi en ligne des composés volatils par la technique analytique mise en œuvre au 

. laboratoire. 

111.1.2. MILIEU SEMI-SYNTHETIQUE DIT MILIEU Y 

Les milieux semi-synthétiques présentent de nombreux avantages qui justifient leur 

large utilisation comme milieux d'étude cinétique. A la fois complets du point de vue 

nutdtionnel et facilement modifiables (diminution ou augmentation de la quantité d'un des 

constituants), ils sont moins soumis aux aléas de variation des lots et aux difficultés 

d'approvisionnement et de conservation. Leur u'ansparence et leur composition pelmettent 

généralement un suivi simple et précis des felmentations, atout supplémentaire aux yeux 
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de l'expérimentateur. Le milieu y, employé lors de ce travail. est un milieu semi­

synthétique dérivé du milieu MRS (De Man et al., (960). qui a été mis au point au 

laboratoire (Stien, 1993) après une série d'essais en fioles d'Erlenmeyer et en fermenteurs 

de milieux naturels (lait, perméat de lactosérum) et semi-synthétiques. Sa composition est 

la suivante: 
- D (+) Lactose monohydraté 
- Peptone de caséine 
- Extrait de levure 
- Acétate de sodium 
- Acide citrique monohydraté 
- MgS04, 7H20 
- Eau MiIIiQ qsp 

lOg 
lOg 
5g 
5g 
1,5 g 
O.Ig 
1000 ml. 

Le pH du milieu est amené à la valeur requise par ajout de soude ou d'acide 

sulfurique 4 N. La forme solide du milieu Y est obtenue en ajoutant 15 g/l d'Agar-Agar au 

milieu Y liquide, et est utilisée pour le dénombrement des espèces utilisées sur boîte de 

Pétri. 

IV. SUppoRTS D'IMMOBILISATION 

ly.I. SUppoRTS MINERAUX 

Diatomées agglomérées R635 (D XL: 6,35 X 12,7 mm) Célite. Rueil Malmaison 
Billes de verre (D : 2 mm) Bioblock scientific, Strasbourg 
Billes de verre (D : 3 mm) Bioblock scientific, Strasbourg 

N,2, SUPPORTS BIOLOGIOUES 

Granulés de rafles de maïs RM 16 (D : 1 à 1,25 mm) 
Granulés de rafles de maïs RM 12 (D : 1,5 à 2 mm) 
Granulés de rafles de maïs RM 8 (D : 1,8 à 2,8 mm) 

N.3. SUPPORTS A BASE DE CHARBON ACTIVE 

Acticarbone GAC 1240 (D : 0,9 à 1 mm) 
Acticarbone NC 35 (D : 2,5 à 5 mm) 
Acticarbone SA 1810 (D: 0,4 à 2 mm) 

Lur Berri. Aïcirits 
Lur Berri, Aïcirits 
Lur Berri, Aïcirits 

Ceca Ato, Parentis-en-Born 
Ceca Ato. Parentis-en-Born 
Ceca Ato, Parentis-en-Born 

N.4, SUPPORTS A BASE DE RESINES ECHANGEUSES D'IONS 

Amberlite 200 C (D < 1 mm) 
Amberlite IRA 900 (D: 0,3 à 1,2 mm) 
Amberlite RF 14 (D < 1 mm) 
Amberlyst A 21 (D : 0,4 à 1,2 mm) 
Amberlyst 15 WET (D: 0,4 à 1,2 mm) 
Duolite A 378 (D < 1 mm) 
Duolite C 26 LF (D < 1 mm) 
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Rohm et Haas, Chauny 
Rohm et Haas, Chauny 
Rohm et Haas, Chauny 
Rohm et Haas, Chauny 
Rohm et Haas, Chauny 
Rohm et Haas, Chauny 
Rohm et Haas, Chauny 
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V. MATERIELS 

V.1. MATERIELS D'ANALYSE 

Spectrophotomètre visible LKB Novaspec 

Chromatographe liquide haute pelformance M.6000 A 
- Réfractomètre différentiel R.41O 
- Spectrophotomètre Lambda-Max 481 
- Injecteur automatique WISP 
- Four pour colonne CLHP HTR 
- Pompe Spectraphysics P 1000 
- Colonne Polypore H (PPH - 257) 

- Station d'acquisition et de traitement des données 

Biochrom, Cambridge, 
Angleterre 

Waters, Milford, E.U.A. 
Waters, Milford, E.U.A. 
Waters, Milford, E.U.A. 
Waters, Milford, E.U.A. 
Waters, Milford, E.U.A. 
TSP, Riviera Beach, E.U.A. 
Brownlee Lab, FosterCity, 
E.U.A. 

équipée du logiciel Chroma Biosystèmes, Dijon 

Chromatographe en phase gazeuse IGC 121 FL 

- Vanne d'injection gazeuse automatique 
- Détecteur à ionisation de flamme 
- Détecteur à capture d'électron EC4 
- Coffret d'automatisme 
- Colonne inox (2m x 1/8 de pouce), 

garnie de 5% PEG 20M sur Chromosorb 
W AW-DMCS (80 - 100 mesh) 

- Station d'acquisition et de traitement des données 
équipée du logiciel Chroma 

Chromatographe en phase gazeuse DI 200 
- Vanne d'injection liquide automatique 
- Détecteur à ionisation de flamme 
- Colonne capillaire COT de 30 m en silice fondue, 

phase stationnaire: Carbowax 20M 0,25 Il-m 
- Station d'acquisition et de traitement des données 
équipée du logiciel Chroma 

EchantiIIonneur de molécules volatiles (D 25 et 47 mm) 
- Membrane de PTFE pur SM 11807-25N (D 25) 
- Membrane de PTFE pur SM 11807-47N (D 47) 

Intersmat, Chelles-Ies­
Coudreaux 
Delsi Nermag, Suresnes 
Delsi Nermag, Suresnes 
Delsi Nelmag, Suresnes 
Delsi Nermag, Suresnes 

Chrompack, Les Ulis 

Biosystèmes, Dijon 

Delsi Nermag, Suresnes 
Delsi Nermag, Suresnes 
Delsi Nermag, Suresnes 

J&W Scientific, Courtabœuf 

Biosystèmes, Dijon 

LSGC-CNRS, Nancy 
Sartorius, Güttingen, Allemagne 
Srutorius. Güttingen, Allemagne 

V.2, MATERIELS DE FERMENTATION ET DE CULTURE 

Etuve bactériologique 
Etuve à matière sèche Memmert 
Hotte à flux laminaire veltical 
Autoclave 100 1 
Table d'agitation Certomat R 

14 

Astel, Château Gontier 
Bioblock Scientific, Strasbourg 
SIBM Plastec, Ivry-sur-Seine 
Lequeux, Dourdan 
Braun, Melsungen, Allemagne 
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Fermenteurs de 3 1 (21 de volume utile) 
- Boîtier de régulation ADJ 1030 
- Système d'agitation ADJ 1016 
- Electrodes pH, 02 et rédox stétilisables 
- Pompes péristaltiques 7521-35 et 7544-20 
- Bain thermostaté FIOIHC 
- Station d'acquisition et de pilotage 
- Logiciel d'acquistion et de pilotage 

sous Testpoint (Keithley, Taunton, E.U.A.) 

Fermenteur de 20 1 
- Boîtier de régulation ADJ 1030 
- Coffret d'agitation de contrôle d'agitation 
- Electrodes pH, Oz et rédox stérilisables 
- Pompes péristaltiques 7521-35 et 7544-20 
- Bain thermostaté RM 20IRCSIR22 

- Station d'acquisition et de pilotage 
- Logiciel d'acquistion et de pilotage 

sous Testpoint (Keithley, Taunton, E.U.A.) 

Installation de microfiltration tangentielle 
- Module de microfiltration tangentielle, 

19 canaux, surface: 0,2 m2, 
seuil de coupure de 0,2 J1m 

- Pompe de recirculation 28220.7105 

- Capteur de pression Cerabar 
- Débitmètre massique Picomag Il 
- Vanne pilotée 687/15/0 
- Bain thermostaté FIO/C 
- Station d'acquisition et de pilotage 
- Logiciel d'acquistion et de pilotage 

sous Testpoint (Keithley, Taunton, E.U.A.) 

Dispositif de culture continue de cellules immobilisées 
- Réacteur thermostaté de 520 ml de volume utile 
- Pompes péristaltiques 101 U et 501 U 

- Bain thermostaté FIO/C 

Y.3. MATERIELS DIVERS 

Microscope LABORLUX 12 
Balance de précision AT 200 
Balance Precisa 6000 D 
Débitmètres massiques RDM4 
Cartouche Oxysorb 
Membranes filtrantes en acétate de cellulose 
(diamètre 25 mm; seuil de coupure: 0,2 J1m) Millex GS 
Cartouche microfiltrante (0,2 J1ffi) Sartobran 
Filtres d'entrée et de sortie des gaz pour fermenteur 
Micro-seringue de 1 J,1llBR-5-RA8 
Boîtes de Pétri, étaleurs stériles, verrerie 
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Applikon, Schiedam. Pays-Bas 
Applikon. Schiedam. Pays-Bas 
Applikon. Schiedam, Pays-Bas 
Ingold, Zürich. Suisse 
Masterflex, Chicago, E.U.A. 
Julabo, Seelbach, Allemagne 
Z.M.I., Nancy 

L.S.G.C.-C.N.R.S., Nancy 

Chemapec, Bron 
Applikon, Schiedam, Pays Bas 
Chemapec, Bron 
Ingold, Zürich, Suisse 
Masterflex. Chicago. E.U.A. 
Lauda, Konigshofen, 
Allemagne 
Z.M.I., Nancy 

L.S.G.C.-C.N.R.S., Nancy 

L.S.G.C.-C.N.R.S., Nancy 

Ceraver, Tarbes 
ITT Jabsco, Hoddeston, 
Angleterre 
Endress Hauser, Huningue 
Endress Hauser, Huningue 
Gemü, Ingelfingen, Allemagne 
Julabo, Seelbach, Allemagne 
Z.M.I., Nancy 

L.S.G.C.-C.N.R.S., Nancy 

L.S.G.C.-C.N.R.S., Nancy 
L.S.G.C.-C.N.R.S., Nancy 
Watson Marlow, Falmouth, 
Angleterre 
Julabo, Seelbach, Allemagne 

Leitz, Wetzlar, Allemagne 
Mettler, Greifensee, Suisse 
PAG Oerlikon, Zürich, Suisse 
Air liquide, Paris 
Messer Griesheim, Saint Denis 

Millipore, Molsheim 
Sartorius, Gottingen, Allemagne 
Millipore, Molsheim 
SGE, Villeneuve Saint Georges 
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VI. CONDUITE DES FERMENTATIONS 

VI.I. CONSERVATION DES SOUCHES ET PRECULTURE 

Les souches sont livrées sous forme lyophilisée pure dans des sachets destinés à 

l'inoculation directe des cuves de levains. Régulièrement, un sachet de souche pure 

commerciale est utilisé pour l'inoculation de 1 1 de lait écrémé reconstitué stérile. Cette 

culture en fiole d'Erlenmeyer est incubée pendant 15 h à 30°C. 5 ml de cette première 

culture sur lait sont introduits stétilement dans des fioles de ce type contenant 200 ml de 

milieu Y et à nouveau, l'ensemble est incubé à 30°C pendant 15 h pour la souche SD 933 

et Il h pour la soul:he PAL D DIA A. 

Les stol:ks de souches destinés à la préparation des inoculums de fermentation sont 

préparés à partir de ces cultures sur milieu Y. Une série de tubes cotltenant du milieu Y 

stérile est inoculée à 10 % à partir des fioles d'Erlenmeyer de seconde culture. L'ensemble 

des tubes est placé 5 heures à 30°C puis est rapidement congelé à -18°C. La conservation 

des différentes souches pures sous cette forme est limitée à deux mois. 

Pour les cultures en réacteur de 2 1, un volume de culture pure décongelée 

correspondant à 5 % du volume de préculture est transféré dans une fiole de milieu Y 

stérile contenant 12,5 % du volume de milieu final dans le réacteur. Cette fiole, après 

incubation à 30 oC pendant respectivement 15 h et 8 h pour SD 933 et PAL D DIA A sett à 

inoculer le réacteur. Pour les cultures en réacteur à cellules immobilisées, le même 

protocole est suivi, avec un volume final d'inoculum de 100 ml. Dans le cas de cultures en 

réacteur de 20 1, une étape de pré-préculture dans des conditions identiques à celles de la 

préculture est nécessaire pour obtenir un volume d'inoculum suffisant pour la préculture. 

VI.2. CULTURES DISCONTINUES EN FERMENTEUR DE 2 1 

Le volume initial de milieu Y dans le réacteur est fixé à 1,41 pour l'ensemble des 

fetmentations réalisées. Après stérilisation, le réacteur est inoculé avec 200 ml de 

préculture. 

VI.2.1. REGULATION DU pH 

La régulation du pH est obtenue à l'aide d'une solution de soude 4 N et permet de 

maintenir un pH constant à 0,02 unité pH près. 

VI.2.2. REGULATION DE LA TEMPÉRATURE 

La température est régulée par circulation d'eau thermostatée au sein d'une double 

enveloppe entourant le réacteur. Ce système de régulation assure une température 

constante du milieu de fermentation à 0,2 oC près. 
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VI.2.3. AGITATION 

Le système d'agitation coin porte trois turbines Rushton fixées sur un arbre entraîné 

par le haut de la cuve et deux contre-pales fixes. La vitesse de rotation du moteur est fixée 

li 250 tr/mn. 

VI.2.4. CONOmONS DE TRAVAIL 

La plupart des cultures ont été réalisées en anaérobiose stricte sauf précision apportée 

dans le texte. De l'azote est injecté dans le réacteur durant 20 mn avant inoculation puis. à 

nouveau durant 5 mn après inoculation. Par la suite, plus aucun gaz n'est introduit dans le 

réacteur de manière à éviter la perte de molécules volatiles aromatisantes par "stripping". 

Une sortie de gaz stérile est prévue afin d'éviter toute surpression ou dépression dans le 

réacteur (production de C02, prélèvement d'échantillon). Cette sortie est reliée à une fiole 

d'Erlenmeyer vide de trois litres balayé en permanence par de l'azote stérile. Ce système 

permet de maintenir les conditions anaérobies en évitant toute rétrodiffusion de l'oxygène 

de l'air à partir de la sortie "gaz" du fermenteur. Un schéma complet du réacteur et de ces 

accessoires est présenté figure 1.1. 

V13. CULTURES CONTINUES EN REACTEUR DE 2 1 

Les régulations et conditions de travail sont identiques à celles employées en culture 

discontinue en réacteur de 2 1. Les cultures continues commencent par une phase 

discontinue classique. Lorsque les cellules sont en phase de croissance exponentielle, une 

alimentation en milieu Y est déclenchée. Dans le même temps, un dispositif de soutirage 

faisant appel à une pompe de débit supérieur à celui de la pompe d'alimentation est lui 

aussi déclenché. Le placement précis d'une canule connectée à la pompe de soutirage dans 

le réacteur permet de connaître et maintenir ce volume réactionnel (1 1). Le taux de dilution 

est fixé par action sur la pompe d'alimentation préalablement calibrée et vérifié 

régulièrement par mesure des débits de soutirage. 

VI.4. CULTURES DISCONTINUES EN FERMENTEUR DE 20 1 

Des cultures de SD933 ont été réalisées en fermenteur de 20 1 en vue de la 

production de quantités suffisantes de cellules pour l'obtention d'extraits cellulaires. La 

conduite des fermentations, la régulation du pH, de la température et de l'agitation du 

milieu de culture sont similaires à celles décrites pour les cultures réalisées en réacteur de 

2 1. Le volume initial de milieu présent dans le réacteur est fixé à 14 1. Après stérilisation 

"in situ" à la vapeur du réacteur. 2 litres de préculture sont introduits lors de l'inoculation. 

Le montage expérimental complet est similaire à celui présenté figure 1.1. à l'échelle près. 
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Filtre stélilisant 

azote 

Fi Itre stéIiI isant 

azote ou air --"-6~~~~1 

azote 

Filtre stéIilisant 

Sortie gaz 

diffuseur de gaz 

Capteur à mOlléclules 
volatiles 

CPG 
viga 

~ gaz inelte + molécules 
gazeuses volatiles 

régulation 

pH 

NaOH 4N 

électrode pH 

felmenteur 

thelmostaté 

Figure 1.1 : schéma complet du réacteur de 2 1 utilisé et de ses accessoires (D'après Stien, 

1993). 

18 

. ------------------------------- ----



~~~-------------,. 

Matériels et méthodes 

VI.5. CULTURES CONTINUES AVEC RECYCLAGE CELLULAIRE EN REACTEUR 

.l2Ii2.!U 

Ces cultures mettant en œuvre la souche PAL D DIA A ont eu lieu dans le réacteur 

Chemap de 20 1 utilisé pour les cultures discontinues en fermenteur de 20 1. et 

bénéficiaient des mêmes régulations et modes de prélèvement à l'exception de la régulation 

de pH qui comprenait, en plus, un dispositif d'injection d'acide sulfurique 4 N. ~ 

d'expérience, le bioréacteur était muni d'une boucle de microfiltration tangentielle 

thermostatée alimentée par une pompe dont le débit est fixé par un variateur de fréquence. 

Le débit de purge était obtenu par branchement d'une pompe péristaltique au niveau d'un 

piquage dans la boucle en amont de la membrane. Le décolmatage était assmé par 

injection d'air comprimé à 6 bars poussant du perméat au travers de la membrane (Fig. 1.2). 

VI.5.1. CONDUITE DES CULTURES 

La conduite de ces expériences est, au départ, identique à celle de cultures en 

fermenteur de 20 1. Après une phase discontinue de démarrage de la culture, la boucle de 

circulation avec microfiltration tangentielle est alimentée avec le contenu du bioréacteur. 

Le volume de milieu de culture, dans l'ensemble de l'instaIlation, est fixé par un 

asservissement du débit d'alimentation en milieu frais aux débits de perméat et de purge et 

aux additions en soude et acide sulfurique. Le contrôle des expériences est assuré par un 

logiciel d'acquisition et de pilotage développé pour cette application à partir du logiciel de 

programmation orienté objet Testpoint (Capital Equipment Corporation). Ce logiciel est 

implanté sur un PC sous la forme d'un fichier exécutable gérant: 

- les communications avec le boîtier de régulation du fermenteur ADI 1030 

(acquisition pH, Rédox, Û2 et volumes ajoutés par pompes péristaltiques de 

régulation du pH, pilotage du pH et de l'aération), 

- l'acquisition de la pression transmembranaire et du débit de pelméat. son contrôle 

avec une vanne pilotable, 

- le pilotage d'une vanne pneumatique sur le circuit de recirculation assurant le 

contrôle de la pression dans ce circuit, 

- le pilotage de la pompe d'alimentation en milieu frais. 

- le décolmatage du module de filtration. 

y1.6. CULTURES DISCONTINUES DE CELLULES IMMOBIUSEES 

Ces cultures, destinées à évaluer l'aptitude de différents supports pour 

l'immobilisation de la souche PAL D DIA A ont été réalisées en fiole d'Erlenmeyer de 300 

ml contenant 50 ml de support et complétés à 200 ml avec du milieu Y. 
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Figure 1.2 : schéma générdl de l'installation de fermentation continue avec recyclage cellulaire par microtïlu'ation tangentielle 
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Ces fioles sont inoculés avec un tube de préculture de 5 ml préalablement 

décongelé. Ils sont ensuite placés sur une table d'agitation avec une vitesse de rotation de 

40 tr/mn dans une chambre chaude régulée à 25 oC. Le suivi des cultures est assuré par des 

prélèvements hors ligne de surnageant. La quantité de biomasse adsorbée est évaluée. 

après élimination du surnageant. rinçage des sUpp0l1S à J'eau physiologique stérile et 

remise en suspension dans l'eau physiologique stérile. par la mesure de la quantité de 

biomasse remise en suspension après 12 h d'agitation à 200 tr/mn. 

V1.7. CULTURES CONTINUES DE CELLULES IMMOBILISEES 

Les cultures de cellules immobilisées ont eu lieu en réacteur à lit fixe de 520 ml de 

contenance thermostaté à 25 oC. Pour le suivi de ces cultures. ce réacteur est équipé en 

sortie d'un capteur à molécules volatiles (Fig. 1.3). 

VI.7.1. COLONISATION DU SUPPORT 

La phase de colonisation du support est initiée par l'injection en haut de colonne de 

100 ml de préculture. suivie par une alimentation en circuit fermé de haut en bas pendant 

12 h à 25 oC à partir d'une bonbonne de 5 1 de milieu Y à pH 7. L'alimentation en circuit 

fermé est ensuite orientée de bas en haut pendant 12 h. Cette alimentation alternée a pour 

but de réduire le gradient de biomasse longitudinal dans le lit. La phase de colonisation est 

à la fois suivie visuellement et par mesure des concentrations en substrats et métabolites 

par prélèvements hors ligne dans le circuit de recirculation. Cette phase de circulation 

alternée est suivie par une alimentation en milieu Y frais à pH 7 pendant 12 h à 300 ml/h. 

VI.7.2. CONDUITE DES CULTURES 

Une fois la phase d'immobilisation des cellules sur le support réalisée. les cul,tures 

sont réalisées en faisant varier le débit d'alimentation en milieu frais en base de colonne. 

VI8 PRELEVEMENT D'ECHANTILWNS 

Les prélèvements liquides sont effectués stérilement à l'aide d'une seringue à 

proximité d'un bec Bunsen. Le volume prélevé est respectivement de l'ordre de 8 ml et de 

20 ml pour les réacteurs de 2 1 et 20 1. à l'exception des prélèvements destinés à la 

détermination du poids sec de cellules où 25 ml de milieu sont prélevés. 

VI 9. STERILISATION 

Les fermenteurs de 2 1. de même que le réacteur à cellules immobilisées. sont 

stérilisés à l'autoclave avec tous leurs accessoires et le milieu de fermentation. La 

stérilisation est effectuée à 121°C pendant 20 mn. 
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Figure 1.3 : schéma général de l'installation de culture continue de cellules immobilisées 

en lit fixe. 
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Le fermenteur de 20 1 est stérilisé directement à la vapeur pour les çultures disçontinues. 

En ce qui concerne les cultures continues avec recyclage cellulaire. l'installation. réaçteur 

de 20 1 et circuit de microfiltration tangentielle, est stérilisée chimiquement pendant 4 h 

avec du Divozan Mezzo à 1 % V/V, après nettoyage à 70 oC avec une solution de Divos 

122 à 1 % pendant 6 h. 

VII. TECHNIOUES ANAL YTIOUES 

VU.I. SEPARATION CELLULES - MILlEU 

Cette séparation est réalisée par filtration sur membrane de seuil de coupure de 0.2 

~m. Des membranes Millipore de 25 mm de diamètre d'acétate de cellulose ont été 

utilisées pour séparer les cellules du milieu de culture afin de récupérer le filtrat pour 

analyse. Les échantillons de lI!ilieu de culture récupérés de cette manière sont stockés à 
-20 oC. 

VU.2. MESURE DE LA BIOMASSE 

VII.2.1. METHODE TURBIDIMETRIQUE 

Elle est basée sur la propriété que présente toute solution d'absorber une partie de 

l'intensité d'un faisceau de lumière qui la traverse en ligne droite. L'absorbance (DO) 

mesurée est proportionnelle à la concentration (C) des particules (cellules) en suspension, 

tant que cette concentration ne dépasse pas un certain seuil. Alors, 

DO=k.C avec k le coefficient d'absorption. 

La longueur d'onde optimale pour laquelle le milieu y, dépoUlvu de cellule absorbe 

le moins, est de 650 nm et la DO maximale pour laquelle la relation DO = k . C est encore 

vérifiée correspond à 0,30 unité de DO (Stien 1993). La figure 1.4 présente des courbes 

d'étalonnage des mesures d'absorbance par rapport aux mesures de concentration en 

biomasse par méthode gravimétrique permettant de déterminer la valeur du coefficient k 

pour les deux souches utilisées lors de ce travail. 

VII.2.2. METHODE GRA VIMETRIQUE 

Cette méthode longue et délicate nécessitant des volumes de culture non négligeables 

a été utilisée pour établir les corrélations entre la densité optique à 650 nm et le poids de 

cellules ~ches pour les deux souches de nos travaux. Les cellules contenues dans 25 ml de 
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milieu de culture sont retenues sur des membranes de filtration SARTORIUS en acétate de 

cellulose préalablement tarées. puis sont lavées avec 3 fois le volume filtré d'eau 

physiologique (NaCI 0.9%). Les membranes sont ensuite mises à l'étuve à 105°C pendant 

24 h. Après refroidissement au dessicateur, les membranes sont pesées pour déterminer le 

poids de cellules sèches présentes initialement dans l'échantillon filtré. 

VII.2.3. METHODES DE NUMERATION 

l' Etalements sur boîte de Pétri 

Les numérations ont lieu par étalement de dilutions du milieu de fermentation sur 

boîtes de Pétri dans lesquelles est coulé du milieu Y gélosé dont le pH est fixé à 6.5. Les 

prélèvements de milieu de fermentation sont dilués en cascade dans une solution de sérum 

physiologique. Pour chaque dilution, 0,1 ml de suspension est déposé et étalé sur la surface 

de la gélose. Trois étalements sont réalisés pour chaque dilution. L'ensemble est incubé à 

30 oC pendant deux jours après lesquels un comptage est effectué. 

o Numération sur cellule de Thoma 

Une cellule de Thoma est une lame sur laquelle sont gravées des lignes délimitant 

des carreaux de sUlface connue (0,0025 mm2) au-dessus de laquelle est placée une lamelle 

à une hauteur fixée (0,1 mm). Un échantillon dilué du milieu de culture est introduit entre 

lame et lamelle et les cellules sont comptées au microscope avec un grossissement de 400 

X. Le nombre de cellules est alors rappOIté au volume dans lequel elles ont été comptées 

(sUlface des carreaux x hauteur) pour obtenir le titre cellulaire. 

VIL3. MESURE DES CONCENTRATIONS EN LACTOSE ET EN ACIDES 

ORGANIOUES 

Le dosage du lactose et des acides organiques provenant du milieu et du métabolisme 

des espèces étudiées (acide lactique, acide citrique, acide acétique et acide pyruvique) est 

réalisé par chromatographie liquide à haute pelformance. Le dosage des sucres et des 

acides est réalisé en une seule injection d'un échantillon filtré sur membrane. La séparation 

des différents composés est effectuée au sein de la colonne polypore H par un mécanisme 

mixte d'exclusion et d'échange d'ions. En sortie de colonne, deux détecteurs placés en série 

permettent le suivi des différents composés (réfractomètre différentiel pour le lactose, 

spectrophotomètre UV à 210 nm pour les acides organiques). Les signaux issus des deux 

détecteurs sont reçus par une station d'acquisition et de traitement des données équipée du 

logiciel Chroma (Biosystèmes). Ce dosage est réalisé hors ligne avec un passeur 

automatique d'échantillons. 
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0,15 -,-------------------, 
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Figure 1.4 : exemples de corrélations obtenues sur le milieu Y entre l'absorbance à 650 nm 

et le poids sec cellulaire des souches SD933 et PAL D DIA A. 
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Les paramètres utilisés sont les suivants: 

volume injecté: 10 III 

éluant : H2S04, 0,04 N 

température du fOUf : 65°C 

débit de la pompe: 0,9 ml/mn 

L'étalonnage est réalisé avec une gamme de solutions aqueuses des cinq acides purs 

et du lactose. La durée totale d'une analyse complète est voisine de 17 mn. La réponse est 

linéaire de 0 à 50 gli pour le lactose, l'acide lactique, l'acide acétique et l'acide citrique et 

de 0 à 5 glI pour l'acide pYlUvique. 

VII.4. MESURE DES CONCENTRATIONS EN DIACETYLE. EN ACETALDEHYDE 

ET EN ETHANOL 

Le dosage de ces trois molécules est réalisé au moyen d'un échantillonneur de 

composés volatils à membrane, couplé à une méthode chromatographique en phase 

gazeuse (Stien, 1993). Le capteur à membrane, mis au point au Laboratoire des Sciences 

du Génie Chimique, se compose d'une chambre en acier inox intercalée dans l'une des 

branches d'un tube en U, dans lequel circule un gaz collecteur de molécules volatiles, de 

l'azote de qualité "R" de l'AIR LIQUIDE (figures 1.5 et 1.6). 

Gaz collecteur 
Gaz collecteur + 
molécules volatiles 

___ Tube en acier inox 

{1S9rH--__ Membrane plane 
enPTFE 

Figure 1.5 : Schéma général du capteur 
à membrane plane (D'après Stien, 1993). 

Couvercle 

Joint téflon 

III-''ri-- Mcm brane 
Chmnbrc 

Gri Ile support 

Joint torique 

Gaz collecteur 

Figure I.6 : Vue en coupe de la chambre 
(D'après Stien, 1993). 

Une membrane microporeuse hydrophobe en polytétrafluoroéthylène pur (épaisseur: 

65 Ilm, seuil de coupure: 0,2Ilm) disposée sur une grille métallique permet le transfert des 

molécules volatiles du milieu de culture vers le gaz collecteur. Les molécules volatiles 

ainsi "captées" sont entraînées vers le chromatographe en phase gazeuse IGC 121 FL dans 
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une tubulure métallique chauffée à 60°C pour éviter les phénomènes de condensation et 

injectées par une vanne d'injection de gaz automatique. Les molécules volatiles. séparées 

sur la colonne alimentée par de l'azote de qualité U filtré sur caltouche OXYSORB comme 

gaz vecteur, sont détectées en sortie de chromatographe par deux détecteurs placés en série 

: un détecteur à capture d'électrons pour le suivi du diacétyle et un détecteur à ionisation de 

flamme (FID) pour l'acétaldéhyde et l'éthanol. 

Les paramètres de fonctionnement sont les suivant~ : 

volume de boucle d'injection: 1 ml 

température du circuit de transfert et d'injection: 60 oC 

durée de balayage de la boucle d'injection par le gaz vecteur: 15 s 

température du four: 100°C 

température du détecteur à capture d'électrons: 200 oC 

température du détecteur à ionisation de flamme : 220°C 

débit de gaz vecteur: 30 ml/mn 

débit d'hydrogène (FID) : 30 mUmn 

débit d'air (FID) : 350 mUmn. 

YU.5 MESURE DES CONCENTRATIONS EN ACETOINE ET EN 2,3-BUTAMEDIOL 

Le dosage de ces deux composés est réalisé au moyen d'une méthode 

chromatographique en phase gazeuse (Stien, 1993) : un échantillon filtré de fermentation 

est injecté dans le chromatographe DI 200 qui est entraîné par de l'hélium comme gaz 

vecteur sur une colonne capillaire ayant une phase stationnaire en carbowax 20 M. 

L'acétoïne et les deux isomères du 2,3-butanediol sont détectés en sortie de colonne par un 

FID, la durée totale d'une analyse avoisinant 10 mn. Une séparation correcte de ces 

molécules est obtenue avec les conditions opératoires suivantes: 

volume d'injection: 1 ml 

débit de division: 75 mUmn 

débit de fuite: 0,5 mUmn 

température du four: 80°C pendant 1 mn 30 

80 à 160°C à l3oC/mn 

1600 e pendant 30 s 

160 à 165°e à 1O°C/mn 

165°e pendant 15 s 

165 à 800 e à 15°C/mn. 
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VIII. SUIVI DE LA DECARBOXYLATION OXYDATIVE DE L'a­

ACETOLACTATE 

VIII 1. MILIEUX REACTIONNELS 

La réaction de décarboxylation oxydative de l'a-acétolactate est suivie en 

anaérobiose dans de l'eau, du milieu de culture Y, du microfiltrat de milieu de culture 

fermenté et dans des extrait~ de cellules cultivées dans du milieu Y. Le microfiltrat de 

culture est obtenu par tiltration sous atmosphère d'azote sur cartouche Sartobran. Les 

extraits cellulaires sont préparés en anaérobiose selon le protocole suivant: les cellules 

sont traitées pendant 2 h à 25 oC avec du lysozyme à raison de 0.71 glg de matière sèche. 

Les cellules sont ensuite séparées du milieu de culture par sédimentation à 8 oC. Après 

élimination du surnageant. le culot est soumis à un choc osmotique cOI1'espondant à l'ajout 

de 2,5 gli de NaCI. La lyse totale est contrôlée par observation sur cellule de Thoma. 

VIII.2. PREPARATION DE L'a-ACETOLACTATE 

500 mg d'éthyl 2-acétoxy-2-méthylacétoacétate sont hydrolysés en a-acétolactate. 

éthanol et acétate par addition de 2 ml de soude 4 M dans une seringue maintenue sous 

azote. Après 30 mn de réaction, le mélange est injecté dans le bioréacteur contenant 1 1 de 

milieu réactionnel et où le rendement est évalué par mesure en ligne de la concentration en 

éthanol. 

VIII.3. SUIVI DE LA REACTION 

La réaction de décarboxylation oxydative est suivie en ligne par mesure de la 

concentration en diacétyle. L'éventuelle formation de produits de réduction du diacétyle et 

de décarboxylation non oxydative de l'a-acétolactate (Acétoïne et 2,3-butanediol) est 

évaluée par CPG hors ligne. 

IX. CALC()L DES PARAMETRES CINETJOUES - FILTRAGE DES VALEURS 

Au cours de ce travail, un filtre numérique passe-bas a été employé pour traiter les 

valeurs brutes mesurées au cours des différentes fermentations mises en œuvre. Mis au 

point au LSGC (Mosrati et al., 1993), ce logiciel permet de réaliser un filtrage des données 

cinétiques expérimentales en éliminant le bruit des valeurs brutes, c'est-à-dire J'erreur 

réalisée sur chaque mesure (erreur due à l'appareillage, aux calibrations, à l'irrégularité de 

la base de temps ... ). Ce logiciel permet également de générer, par calcul, des points 
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intennédiaires aux mesures effectivement réalisées. Enfin, il calcule autnmatiquement les 

vitesses instantanées à tout moment t de la fermentation, t étant réel (mesure) ou généré 

(point intennédiaire). Pour la présentation des résultats, quand le filtre a été employé. les 

valeurs brutes sont toujours indiquées avec les valeurs filtrées correspondantes. 

X, INTERPRETATION DES RESULTA TS 

Pour chaque culture, les évolutions du pH. de la température, du potentiel rédox. de 

la quantité de biomasse. des substrats carbonés (lactose. acide citrique) et de nombreux 

produits (acide lactique. acide acétique. acide pyruvique. acétaldéhyde. éthanol, di acétyle. 

acétoïne et 2.3-butanediol) ont été suivies. L'ensemble des paramètres cinétiques relatifs à 

la croissance. à l'utilisation de substrats et à la production de métabolites est déterminé à 

partir de ces données de base. 

X 1. VITESSES ET VITESSES SPECIFIOUES 

Si les vitesses de fonnation de biomasse (X). d'utilisation d'un substrat (S) et de 

fonnation d'un produit (P) (exprimées en glUh) à l'instant t. sont notées respectivement rx. 

rset Cp • alors. les vitesses spécifiques à ce même instant sont données par les expressions 

suivantes: 

- vitesse spécifique de croissance : 

- vitesse spécifique de consommation du substrat Si : 

- vitesse spécifique de fonnation du produit Pi : 

où X est la concentration de biomasse à l'instant t. 

Il = IX 
X 

Vs = rs 
X 

rp 
VPi = X 

Il. Vs et Vp s'expriment en gramme de biomasse. de substrat ou de produit formé ou 

consommé par gramme de biomasse et par heure (glg(X)/h). 

X.l.I. CULTURE DISCONTINUE 

En fennentation discontinue. il est possible de déterminer les vitesses rx. CS et rp à 

différents temps t en déterminant les valeurs des tangentes aux courbes de croissance 

(X = f(t», d'assimilation de substrat (S = f(t» et de fonnation de produit (P = f(t)) à chaque 

instant l Cela est parfaitement réalisé par le logiciel de mtrage numérique. Connaissant la 

valeur de X à chaque instant t, il est alors possible d'évaluer les valeurs de Il. Vs et de 

Vpjau cours du temps par une division de ces vitesses par la valeur de la concentration en 

biomasse au même instant t. La détennination des vitesses spécifiques maximales est 
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réalisée à partir des courbes de vitesses spécifiques obtenues en fonction du temps. 

Un autre moyen rapide de détermination de Jlmax est de tracer la représentation 

Ln(X) = f(t). En négligeant le décès cellulaire, la pente de la droite obtenue lors de la phase 

exponentielle de croissance correspond à Jlmax (figure 1.7). 

0 

-0,5 

-1 

x: 
-1,5 c: 

...J 

-2 

-2,5 

2 

00000000000000000000000000000 .. 

Ilmax = 0,58 g/g(X)/h 

4 6 8 10 
Temps (h) 

12 

Figure 1.7 : détermination de la vitesse spécifique maximale de croissance (Jlmax) durant 

la phase exponentielle de croissance d'une fermentation discontinue de la souche PAL D 

DIA A à pH non régulé. 

X.l.2. CULTURE CONTINUE 

En felmentation continue simple, avec un débit d'alimentation Q, un volume utile V 

et des concentrations en substrat SA et en produits PA dans le milieu d'alimentation, les 

équations de bilans en biomasse, substrat et métabolites sur le réacteur à l'état stationnaire 

permettent d'accéder aisément aux vitesses et vitesses spécifiques de croissance, 

consommation de substrats et production de métabolites. 

Vitesse de production de biomasse: 

Vitesse spécifique de production de biomasse : 

Vitesse de consommation de substrat: 

Vitesse spécifique de consommation de substrat: 
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Vitesse de production d'un métabolite: 

Vitesse spécifique de production d'un métabolite: Vp =Q(P-PA ). 

V X 

X.I.3. CULTURE CONTINUE AVEC RECYCLAGE CELLULAIRE 

En fermentation continue avec recyclage cellulaire, avec cette fois-ci un débit 

d'alimentation Q égal à la somme du débit de perméat QF et du débit de purge Qp, une 

démarche analogue permet de déterminer les différentes vitesses et vitesses spécifiques. La 

vitesse de production de biomasse et la vitesse spécifique de production de biomasse sont 

alors exprimées en fonction de Qp et non de Q. alors que les expressions des vitesses et 

vitesses spécifiques de consommation de substrat et production de métabolites demeurent 

identiques par rapport à une culture continue simple. 

Vitesse de production de biomasse : 

Vitesse spécifique de production de biomasse : 

X.2. RENDEMENTS 

X.2.1. CULTURE DISCONTINUE 

Cl Rendements globaux 

Les rendements globaux YXIS et YP/S sont définis comme les rapports de masse de 

biomasse (poids de cellules sèches) (X) ou de métabolites formés (P) par la masse de 

substrat carboné consommé (S) depuis le début de la fermentation : 

y _ (P-Po) 
PIS - (So -S) 

où Xo. So et Po sont les concentrations initiales en biomasse. en substrat et en produit 

définies au départ des cultures. 
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o Rendements instantanés 

Cependant, ce type de rendement global ne permet pas de révéler d'éventuelles 

variations instantanées. C'est pourquoi, il est préférable de recourir au calcul de 

rendements instantanés. Ces rendements sont accessibles graphiquement par les tracés de 

X = f(S) et Pi = f(S). La pente des courbes est égale au rendement à l'instant t 

correspondant. Les rendements instantanés YiXIS et Yip/S peuvent aussi être obtenus en 

effectuant le rapport de des vitesses instantanées respectives obtenues avec le logiciel de 

filtrage: 

et 

rp 
YiP/S =-. 

15 

X.2.2. CULTURE CONTINUE 

En réacteur continu à l'état stationnaire, les rendements Y XIS et YP/S sont établis 

comme les rapports de masse de biomasse X ou de métabolites formés (P - PA) par la 

masse de substrat carboné consommé (SA - S) depuis le début de la fermentation: 

y =_X __ 
X/S (SA - S) 
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1. TAXONOMIE DES BACTERIES LACTIOUES 

Les bactéries lactiques, du fait de leur importance pour la conservation et la 

transformation des aliments, ont, très tôt, suscité l'intérêt des microbiologistes. Cet intérêt 

s'est, entre autres, traduit par la nécessité d'en répertorier et classer les différentes souches. 

Ainsi, une première classification basée sur des critères morphologiques et physiologiques 

est apparue dès 1919 avec les travaux d'Orla-Jensen. Cette classification faisait au départ la 

distinction entre deux groupes de bactéries lactiques: le groupe homofermentaire et le 

groupe hétérofermentaire. Le groupe homofermentaire rassemblait les bactéries qui ne 

forment que des traces de produits accessoires à côté de l'acide lactique. qui représente 90 

à 97% du lactose catabolisé. Le groupe hétérofermentaire rassemblait des bactéries qui 

forment moins d'acide lactique en raison de la production, à partir du lactose consommé, 

d'autres acides, de substances diverses et de C02. Au sein des deux groupes, les bactélies 

étaient ensuite réparties en sous-groupes en fonction de critères morphologiques et 

physiologiques (Dellaglio et al., 1994). 

La taxonomie bactérienne a depuis lors évolué au fil des progrès en biochimie, 

immunologie, biologie moléculaire et à l'heure actuelle principalement en génétique 

(Novel, 1991; Kersters et al., 1991; Gasser et 01.,1994). En effet, il est maintenant admis 

que le critère de référence pour les comparaisons entre souches doit être la séquence 

désoxyribonucléotidique complète permettant de déterminer la phylogénèse dont découle 

la taxonomie (Wayne et al., 1987; Schleifer et al., 1991). La prise en compte de ces 

nouveaux critères a clairement montré que les différents genres bactériens regroupés sous 

l'appellation "bactéries lactiques" ne forment pas une entité homogène. En effet, bien que 

les différents genres composant les bactéries lactiques appartiennent au phylum des 

bactéries à Gram positif, ils sont répartis dans des subdivisions très différentes : celle des 

c10stridia et celle des actinomycètes. En conséquence, l'appellation bactérie lactique, bien 

que présentant un caractère pratique évident, n'a pas de signification taxonomique. 

li TAXONOMIE DES SOUCHES UTILISEES DANS CE TRAVAIL 

En se référant à la classification du Bergey's Manual (Holt et al., 1994), les souches 

mises en œuvre dans le cadre de ce travail (Laetoeoeeus laeris subsp. laetis biovar. 

diaeetylaetis) appartiennent à la catégorie II de la classification bactérienne générale, qui 

regroupe les eubactéries Gram positives à paroi cellulaire. Dans cette catégorie, elles font 

partie de la subdivision II (coques microaérophiles et anaérobies facultatives présentes en 

paires, tétrades, chaînettes ou agrégats) du groupe 17 (coques gram positives). Elles 

appartiennent au genre Laetoeoeeus, établi en 1985 par Schleifer er al. regroupant les 

streptocoques lactiques mésophiles et certains lactobacilles. Antérieurement, les 

lactocoques étaient classés comme appartenant au genre Streptoeocells en tant que 
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streptocoques lactiques mésllphiles du lait appartenant au groupe sérolngitlue "N" (Garvie. 

19R4). Les souches aromatisantes considérées avaient alors la dénnm ination de 

Streptococcus diacetylactis. Les principaux caractères de l'espèce utilisée lors de nos 

travaux sont reportés dans les tableaux II.1 et Il .2. 

Arrangement prédominant des cellules 

Mode de fermentation des sucres 

Cnntïguration de l'acide lactique formé 

Production de diacétyle 

Fermentation du citrate 

Groupe sérologique 

% G+C dans l'ADN 

Acides téichoïques dans la paroi cellulaire 

Peptidoglycane : 

Position 1 

Position 2 

Pont interpeptidique 

Ménaquinone dominant 

Croissance à 10 oC 

Croissance à 37 oC 

Croissance à 45 oC 

Croissance à pH 9,6 

Croissance avec 2 % de NaCI 

Croissance avec 4 % de NaCI 

Croissance avec 6,5 % de NaCI 

Production de NH3 à partir d'arginine 

Réduction rapide du lait tournesolé 

Hydrolyse : 

Esculine 

Hippurate 

Production : 

Arginine dihydrolase 

a-galactosidase 

~-galactosidase 

~-glucuronidase 

Leucine arylamidase 

Phosphatase alcaline 

Paires et courtes chaînes 

Homofermentaire 

L (+) 

+ 

+ 
N 

34 à 36 % 

+ 

Ala 

Lys 

D-Asp, Gly-Ala, Ser-Ala, Thr-Ala 

MK9 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Tableau Il.1 : principaux caractères distinctifs de Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. 
diacetylactis (D'après Holt et 01.,1994 et Dellaglio et al., 1994). 
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Substrat Utilisation Substrat Utilisation 

Adonitol - Mélibiose -

Amidon v Mélézitose -

L-arabinose - a-méthyl-D-glucoside -

Amygdaline v a-méthyl-D-mannoside -

Arbutine + Raffinose -

Cellobiose + Rhamnose -

Fructose + Ribose + 
Galactose + Salicine + 

p-gentiobiose + L-sorbose -
Glucose + Sorbitol -
G1ycérol - Saccharose v 

Glycogène - Tréhalose + 
Inuline v D-tagatose -

Lactose + D-turanose -

Maltose + D-xylose v 

Tableau II.2 : profil fennentaire de Laetoeoeeus laetis subsp. laetis biovar. diaeetylaetis 
(D'après Holt et al., 1994). v : utilisation variable. 

Acides aminés Vitamines 

Lysine - Vitamine BI2 + 
Leucine + Biotine + 
Histidine + Niacine + 

Valine + Pantothénate + 
Cystéine s Riboflavine + 

Acide aspartique nc Thiamine + 
Acide glutamique + Pyridoxal + 

Isoleucine + Acide folique + 
Tyrosine nc Acides nucléiques 

Méthionine + Hypoxanthine -
Phénylalanine v Adénine -

Proline v Guanine -
Acides organiques Thymine -

Acide acétique + Thymidine -
Acide oléique + Uracile -

+ essentiel pour la crOIssance: - non essentiel pour la aolssance: v eXigence vanable selon les souches: 
5 action stimulante sur la aoissance: ne non connu. 

Tableau II.3 : besoins nutritionnels de Laetoeoeeus laetis subsp. laetis biovar. 
diaeetylaetis (D'après Marshall et Law, 1984; Pettersson, 1988; Stien, 1993; Desmazeaud, 
1994). 
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Il. METABOLISMES ET BESOINS NUTRITIONNELS 

Les genres bactériens regroupés sous l'appellation bactéries lactiques. de par leur 

faible aptitude biosynthétique, peuvent être considérés comme les plus exigeants du point 

de vue nutritionnel. Ils requièrent, pour leur croissance, non seulement des substrats 

complexes carbonés, azotés, phosphatés et soufrés, mais aussi, des catalyseurs comme 

certaines vitamines et des oligoéléments (Marshall et Law. 19R4). En ce qui concerne 

wcrococcus /aCfis subsp. /acris biovar. tliacety/acris, les différents besoins connus sont 

répertoriés dans le tableau 11.3. 

Dans le cadre de nos travaux. wcrococcus /acris subsp. /actis biovar. tliacery/aCfis a 

été cultivé principalement dans un milieu semi-détïni riche, en condition de limitation en 

substats carbonés. En conséquence, la suite de ce chapitre sera principalement consacrée à 

l'utilisation des sources carbonées par les lactocoques. Néanmoins, il faut garder à l'esprit 

les interactions pouvant exister entre flux métaboliques provenant de l'utilisation des 

sources azotées et carbonées (Loubière et al. 1996). De plus, les effets importants de 

l'oxygène sur les flux carbonés justifient la description du métabolisme de l'oxygène 

clôturant cette partie consacrée au métabolisme de Lactococcus lactis subsp. /actis biovar. 

diacetylactis . 

Il. !. METABOLISMES CARBONES 

Les composés carbonés fermentescibles majeurs du lait, métabolisables par 

Lacrocnccus /acris subsp. /acris biovar. diacery/acris sont au nombre de deux. La source 

principale de carbone et d'énergie est le lactose, disaccharide formé d'une molécule de 

glucose et d'une molécule de galactose encore appelé [O-B-D-galactopyranosyl-( 1 ->4 )-1.\­

D-glucopyranose] dont la concentration dans le lait varie de 4 à 5% (Cogan, 19XO; 

Desmazeaud, 1994). Le catabolisme de ce sucre par les lactocoques en mode 

homofelmentaire est à l'origine de la production de quantités élevées d'acide lactique de 

forme lévogyre représentant au moins 90 % du lactose métabolisé (Gottschalk, 1986). 

L'autre substrat carboné du lait, métabolisé par Lactococcus /acris subsp. /acris 

biovar. diacety/actis est l'acide citrique . Présent sous forme saline à une concenu'ation 

comprise entre 1,2 et 2,2 g/l (Desmazeaud, 1994), ce composé est d'une importance 

capitale pour la formation des molécules aromatisantes simples participant à l'arôme final 

de nombreux produits laitiers felmentés. 

Nous allons maintenant présenter l'état des connaissances concernant le transpOlt et 

l' utilisation de ces deux substrats carbonés par Lacrococclls /acris subsp. /acris biovar. 

diacery/acris. 
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Il.1.1. METABOLISME DU LACTOSE 

II.1.1.1. Transport 

Chez Laetoeoeeus laetis subsp. laetis biovar. diaeetylaetis , le transport actif du 

lactose à travers la membrane cellulaire met principalement en jeu un système 

phosphotransférase (PTS) qui phosphoryle le lactose aux dépens du phnsphnénolpyruvate 

ou PEP (de Vos et Vaughan. 1994). Le lactose est phnsphorylé au l:ours de l:e transport et 

apparaît dans la cellule sous forme de glul:osyl-B-( 1.4)-galactoside-op (ou lactose-o­

phosphate). Ce système phosphotransférase phosphoénolpyruvate dépendant (PTS-PEP) a 

été mis en évidence et étudié par McKay et al. (1969) et Thompson (1979) chez les 

lactocoques (Figure 11.1). n comprend des éléments d'usage général pour le transport des 

glucides tels que l'enzyme El et la protéine thermostable transporteuse de phosphate HPr. 

La spécificité envers le glucide est apportée par la protéine EH et le facteur EIII. Cette 

protéine et ce facteur sont aussi connus sous l'appellation enzyme Ifficla et enzyme HAIn 

dans la nomenclature uniformisée des systèmes phosphotranférasiques proposée par Saier 

et Reizer (1992). Dans le cas du système Lactose-PT, EII'ac et EIIIlac sont induites en 

présence de lactose alors que les protéines de fonctionnement général El et RPr sont 

constitutives (Cogan, 1980). 

Lactose-6P 

Lactose ~ .. ex~ e :fpyruvate 
Mg"'" : Et: Mt+ 

e ~ PEP .,., ~ 

Milieu extraccllulaire Membrane Milieu intracellulaire 

Figure n.1 : transport du lactose chez Laetoeoeeus laetis subsp. laetis biovar. diaeetylaetis 
par le système phosphotransférase phosphoénol dépendant 

Un deuxième système de transport actif mettant en œuvre une perméase dépendante 

de la force proton-motrice (symport lactose: H+) a lui aussi mis en évidence par McKay et 

al. (1969) et Thompson (1979). Par l'intermédiaire de ce système, le lactose pénètre à 

l'intérieur des cellules sous forme non phosphorylée en même temps qu'un proton (de Vos 

et Vaughan, 1994). 
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Il.1. 1.2. Catabolisme 

Le catabolisme du lactose est lié à son mode de transpOIt. Suivant les cas, le lactose 

intracellulaire peut se présenter sous forme phosphorylée ou non, avec intervention d'une 

enzyme spécifique pour chaque forme pour la catalyse la première étape du catabolisme. 

Chez Lactococclls lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, le lactose-phosphate 

ayant pénétré dans la cellule par le système PTS est hydrolysé en glucose et en galactose-

6-phosphate par la phospho-~-galactosidase (ou ~-D-phosphogalactoside galactohydrlllasel 

(Johnson et McDonald, 1974: Kandler, 19R3; Konings et al .. 19lJ4). A cette activité 

enzymatique prédominante s'adjoint fréquemment une seconde activité 13-galactosidase ou · 

~-D-galactoside galal:tohydmlase beaul:oup plus faible hydrolysant le ladose ayant pénétré 

par le système perméasique dépendant de la forl:e proton-motrice (De Roissart. 19X6; 

Desmazeaud et de Roissart, 1994). Le glucose libéré par la phospho-~-galal:tosidase et la 

~-galactosidase est dégradé suivant la voie glycolytique de Embden-Meyerhof-Parnas 

(Voie EMP) encore appelée voie des hexoses-di phosphates (Cogan. 19RO: Kandler, 19R3: 

De Roissart, 1986; Thompson et Gentry-Weeks, 1994). Le galactose-6-phosphate issu de 

l'hydrolyse du lactose-6-phosphate empnmte la voie du tagatose-6-phosphate qui rejoint la 

voie EMP au niveau des trioses phosphates : glycéraldéhyde-3-phosphate et 

dihydroxyacétone-phosphate (Bisset et Anderson, 1974). Le galactose libéré par l'action de 

la ~-galactosidase est phosphorylé par une kinase spécifique et métabolisé suivant la voie 

de Leloir avant de rejoindre la glycolyse (Thompson et Gentry-Weeks, 1994; Grossiord et 

de Vos, 1997). Le produit terminal de la fermentation du lactose est l'adde lal:tique 

(Cogan. 1980; Garvie, 19RO; Kandler, 1983). Le gradient de concentration en lactate entre 

l'intérieur et l'extérieur de la cellule est utilisé pour la co-excrétion de deux protons en 

même temps qu'une molécule de lactate (Konings et al. 1994). Les voies cataboliques du 

lactose chez l'espèce wctOCOCCIIS lactis subsp. la ais biovar. diacetylactis sont présentées 

dans la figure Il.2. 

LactococclIs lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis est aussi capable de fermenter 

les pentoses et possède la plupart des enzymes de la voie des pentoses phosphates. en 

particulier, la phosphocétolase inductible par les pentoses. Sous induction. la fermentation 

des pentoses chez les lal:tocoques homofermentaires emprunte les mêmes voies 

métaboliques que chez les bactéries lactiques hétérofermentaires, conduisant à la formation 

de quantités équimolaires d'acides lactique et acétique. La fermentation des pentoses chez 

les lactocoques est donc hétérofermentaire (Kandler, 19R3). Toutefois. en présence de 

glucose ou de lactose. l'activité des enzymes de la voie des pentoses phosphates est très 

faible. Elle ne servirait qu'à couvrir les besoins des lactocoques en pentoses pour la 

synthèse des nucléotides ou du NADPH nécessaire à la synthèse des acides gras 

(Desmazeaud. 1983). 
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lactose l:J.ctose 

MEMBRANES 

CYTOPLASME 
lacto,",-P (actose 

(1 ) 

~alactose-6-P 

~ (2) 

(9 ) 

glucose An> galact"s. 

(5) ~ADP (Ill) r=.:T:
Op 

(II) 

glucoi~:F glucose-I-P f\ galactuse- I-P '-... 

, ttJ U~P-glucose T" 
fructose-6-P UDP-galactose ,--_______ -, 

(7) f=:n> 1 VoiedeLELOIR 
ADP (13) 

1 - phospho-B-sabctosid ... 

An> tagatose-6-P 

ADP~(3) 
tagata-I-6 DiP 

J 
fructose-l,6-DiP 

(4) • ,~ (8) 

2 - «alactose-6-P-isomérasc 

3 - taS.lose-6-P-tinn.~ 

4 - "1.tose-l .6-P-AldoI3~ 

~ - hexotinue 
dihydroxyadtone-P ::"'ii==::!!.~ glyc&aldéhyde-3-P 

Voie du D-TAGATOSE-6-P 

Voie glycolytique de 
EMBDEN-MEYERHOFF-PARNAS 

(14 ) (15)~NAD+ 
i~NADH 

1,3-dipliosphoglycérate 

~
ADP 

( 16) 
An> 

3-phosphoglycérate 

J (17) 

2- ptdphoglycérate 

~ (18) 

pho.phoénolpyruvate 

A:~(19) 
(20 ) 

pyruvate ?"""'\ • 
NADH , 

NAD+ 

lactate 

6 - B1uc:ose phœrha1e Î5(lnl&a.,e 
7 : J>ho3p/lo-IivcIO JOMSC 

S - rruclose diphosJ1ll8le .tdola", 

9 - B-,allC105idase 

10 - galQClokinl\Sc 
Il - uridyll ..... rtr .... 
12 - UOP-sluco!IC-4-épin~ra.<e 
13 - pho.'pho-glucon'll.ltll~ 

14 - lriose phoJphôlle i!'Omérn~ 

1 S - 3-pho>phosly_I~81yde 

~shydrngén;'l!le 

16 - 3-pho,pho8Iyc~rale kinn.'ic 

17 - phosphoglyœrale m\ltlL~ 

18-molase 

19 - pyruv.lc tina"e 

20 - Inctale dt>hydro&~""", 

Figure Il,2 : transport et catabolisme du lactose chez Lactococcus lactis subsp_ lactis 
biovar_ diacetylactis (d'apœs Bisset et Anderson, 1974; Cogan. 1980; Desmazeaud. 1983; 
Moa!, 1985; Stien. 1993; Thompson et Gentry-Weeks. 1994)_ 
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11.1.1.3. Régulation du métabolisme du lactose 

La régulation du métabolisme du lactose chez Lactococcus I"cris subsp . lauis 

biovar. diacerylacris peut être effectuée via deux grands types de mécanismes (Weil et al .• 

1990) : 

- la répression ou l'induction de la synthèse d'enzymes inductibles, 

- la modification du niveau d'activité des enzymes synthétisées par al:tivation ou 

inhibition. 

Au niveau de la régulation de l'activité des enzymes du l:yde PT-glYl:Olyse de 

transport et d'utilisation du lactose, quatre protéines sont prinl:Ïpalement impliquées : la 

protéine transporteuse de phosphate HPr. l'HPr kinase, la pyruvate kinase (PK) et la lal:tate 

déshydrogénase (LOH). 

La capacité de la protéine HPr à transporter les groupements phosphate est inhibée. 

en présence d'excès glucidique, par phosphorylation de la fonction hydroxyle du résidu 

sérine 46 (Ye et Saier, 1996). Ce type d'inhibition permet de moduler le flux de carbone 

entrant dans la cell ule. 

L'HPr kinase et la pyruvate kinase sont activées par l'intermédiaire de la glycolyse 

fructose-l,6-di phosphate (FOP) et inhibées par le phosphate inorganique (Pi) (Thomas. 

1976). Lors d'un afflux glucidique important, la concentration en FOP augmente et celle en 

Pi diminue, d'où une augmentation de l'activité PK pour faire face à ce tlux carboné dans la 

glycolyse. L'HPr kinase est elle aussi activée et diminue l'activité HPr en phosphorylant 

cette protéine, ce qui permet de contrôler le flux de lactose pénétrant dans la cellule. En 

limitation glucidique, la concentration en Pi est élevée et celle en FOP est faible . Il en 

résulte une activité PK faible avec accumulation de PEP et de ses deux précurseurs 

(Thompson, 1987). Ce fort potentiel PEP doit permettre, d'une palt, à la cellule de survivre 

en lui apportant l'énergie nécessaire à sa maintenance, et, d'autre, part de métaboliser 

rapidement une source glucidique apparaissant dans le milieu par l'intermédiaire du 

système phosphotransférasique PEP dépendant. En effet, dans de telles conditions, du PEP 

est présent pour faire fonctionner le système PT et, du fait de la faible activité HPr kinase , 

l'HPr est présente majoritairement sous forme non phosphorylée active. Ainsi, cette double 

régulation au niveau du transport du lactose et de son catabolisme permet de contrôler le 

flux carboné provenant du lactose dans la cellule. 

La quatrième enzyme intervenant dans cette régulation est la lactate déshydrogénase. 

Cette enzyme allostérique est activée soit par le FOP, soit par le tagatose-I ,6-diphosphate 

(TOP) (Marshall et Law, 1984). Ce mécanisme de régulation permet d'adapter l'activité 

LOH au flux glycolytique en évitant l'accumulation de pyruvate et sa réorientation vers 

d'autres voies métaboliques (Thomas, 1976). La glycolyse peut, de cette manière. 

correctement se poursuivre puisque les coenzymes réduits NAOH + H+ sont réoxydés en 

NAO+ et peuvent donc être de nouveau utilisés dans la chaîne glycol Y tique (Cogan, 19RO). 
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Plus récemment, Garrigues et af. (1997) ont proposé l'existence d'un autre 

mécanisme de régulation et d'orientation du flux carboné par l'intermédiaire du rapport 

NADH + H+/NAD+ à partir d'expérimentations menées sur la souche wcroCOCCI/S lacris 

NCDO 2118. Lorsque le flux glycolytique est élevé, le rapport NADH + H+/NAD+ 

augmente, ce qui lève la régulation de la LDH et inhibe la glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase (GAPDH). L'accumulation de trioses phosphate qui en découle inhibe la 

pyruvate formate Iyase ou PFL (figure Il.5), d'où l'orientation du flux carboné vers la LDH 

et l'obtention d'un profil homofermentaire. En faible flux carboné. la PFL est relaxée et 

entre en compétition avec la LDH pour l'utilisation du pyruvate, avec apparition d'un profil 

fermentaire acide mixte. Ces résultats doivent néanmoins être confirmés par des études sur 

des souches de LactOCOCCI/S factis subsp. lactis biovar. diacef)'facfis. 

II.1.1.4. Génétique 

Chez Lactoeoeeus lactis subsp. /aetis biovar. diaeetylaetis, les gènes codant pour la 

perméation spécifique du lactose par le système lac-PT et l'utilisation du lactose-6-P sont 

localisés au niveau plasmidique (Thompson et Gentry-Weeks, 1994; Nechaeva et 

Sukhodolets, 1996). L'instabilité génétique qui en résulte est à l'origine des irrégularités 

d'acidification parfois observées avec ce type de souche (McKay et af. 1972; Anderson et 

McKay, 1977; Kempler et McKay, 1979b; Foucaud et Hemme, 1990). Ces éléments 

génétiques localisés sur un même opéron du plasmide lac sont : 

- le gène lac R codant pour la protéine-répresseur Lac R, 

- les gènes lac FEG codant pour le transport spécifique du lactose par la système 

phosphotransférase et l'hydrolyse du lactose-6-P avec: 

· lac F codant pour le phosphotransporteur EIIIlac, 

• lac E codant pour le transporteur de lactose EIIlac, 

• lac G codant pour la phospho-p-galactosidase, 

- les gènes lac ABCD des enzymes de la voie du tagatose-6-phosphate : 

• lac A et B codant pour la galactose-6-phosphate isomérase multimérique, 

• lac C pour la tagatose-6-phosphate kinase 

• lac D pour la D-tagatose-I,6-diphosphate aldolase, 

- le gène lac X codant pour une protéine inconnue. 

L'organisation de cet opéron est reportée dans la figure n.3. 

La régulation de l'opéron se fait de la façon suivante : la protéine Lac R est exprimée 

de façon constitutive et se fixe sur la région opératrice de l'opéron en réprimant 

l'expression des autres gènes lac. En présence de lactose ou de galactose-6-phosphate, un 

inducteur est formé. Celui-ci interagit avec Lac R, empêchant son interaction avec 
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l'opérateur. La transcription des gènes de l'opéron laçtose devient alors possible (de Vos et 

Vaughan, 19(4) . 

Cène laç R laç A laç B laç C lac D lac F laç E laçG laç X 

f- ---7 -7 -7 -7 -7 -7 -7 -7 

PM 2R617 153261 8926 33249 36476 11416 61562 5407R 344X7 

Résidus 254 141 171 310 326 105 56X 46R 299 

Figure Il .3 : organisation de l'opéron laçtose (D'après De Vos et Vaughan. 19'>4: 
Thomps(lI1 et Gentry-Weeks. 19'>4). 

Il . 1.2. METABOLISME DE L'ACIDE CITRIQUE 

Le métabolisme de œtte seconde source de carbone du lait qu'est l'acide dtrique joue 

un rôle important. teçhnologiquement parlant, en apportant un large éventail de 

métabolites autres que l'acide laçtique dans de nombreuses fermentations alimentaires 

(Diviès et al., 1994; Paquot et al., 1994; Sçhmitt et al., 1994). En palticulier, le diacétyle et 

l'acétaldéhyde sont particulièrement recherchés pour les qualités organoleptiques qu'ils 

confèrent aux produits fermentés (Dumont et Adda, 1978 ; Alais, 1984; Heath et 

Reineccius, 1986; Marshall, 1987; Lemoine, 1991 ; Welsh, 1994). 

D'un point de vue physiologique, le métabolisme du citrate permet à la œllule 

d'assurer des fonctions essentielles telles que la régénération de coenzymes d'oxydo­

réduction ou la production d'énergie (Harvey et Collins, 1963a; Marshall et Law, 19X4; 

Hugenholtz, 1993). Toutefois, l'implication de l'acide citrique dans la noissance œllulaire 

est à l'heure actuelle sujette à controverses (Hugenholtz, 1993) : certains auteurs (Collins. 

1972; JOnsson et Petterson, 1977; Kempler et MçKay, 1981 ; Cogan, 1981) aftirment que le 

citrate ne participe pas à la croissance chez les lactocoques au vu de l'absence de 

çroissance de ces bactéries sur acide citrique çomme seule source énergétique 

çontrairement à d'autres auteurs qui ont observé soit une stimulation de la croissance par 

ajout de citrate dans un milieu de culture contenant déjà un sucre fermentescible soit une 

croissance sur citrate comme seule source d'énergie (Starrenburg et Hugenhultz. 1991; 

Cogan, 1981 et 1987; Schmitt et Diviès, 1991 ; Stien, 1994). 

Le métabolisme de ce substrat peut être décomposé en plusieurs phases (Gottsçhalk, 

1986; Hugenholtz, 1993; Diviès, 1994) : le transpOlt actif à travers la membrane cellulaire, 

le clivage de l'acide citrique en acétate, dioxyde de carbone et pyruvate et enfin 

l'orientation du pyruvate vers les voies de la lactate déshydrogénase, de la pyruvate­

formate Iyase (PFL), de la pyruvate déshydrogénase (PDH) ou de la production des 

molécules en C4 que sont le diacétyle, l'acétoïne et le 2,3-butanediol (Figures Il.4, [1.5, 11.6 

et II.7). 
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Il.1.2.1. Transport et clivage de l'acide citrique 

Les différentes étapes de transpOit et de clivage de l'acide citrique en acide pyruvique 

et dioxyde de carbone sont présentées dans la figure Il.4. 

Acide citrique 

H+ 
Acide cjJrigue 

fH2- CO()H 

HO-C-COOH 

Ci/mIt! lyast! 

1 
CHr COOH 

F-c:J;':: 
COOH 

o = b Acide Il!II!rwf!jgue 

1 

0 __ • r.: 
COOH 
1 

0= C Acide pyruyiaue 
1 
CH

3 

Milieu eXII1lcellulaire 

Cyloplasme 

Figure Il.4 : transport et clivage du citrate en C02, acétate et pyruvate (D'après Stien, 
1993). 

La première ~tape du m~tabolisme du citrate est son transport dans la cellule. Cette 

~tape constitue le premier point de régulation du m~tabolisme du citrate (Hugenholtz, 

1993). La ~n~tration de l'acide citrique à l'int~rieur de la cellule a lieu par un m~canisme 

de transport actif faisant intervenir une pro~ine s~ifique inductible. la citrate perméase 

(Harvey et Collins, 1962). Cette perm~ase ne modifie pas chimiquement l'acide citrique 

mais assure son accumulation dans le cytoplasme. Cette enzyme co-transporte la forme 
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oivalente du çitrate et un proton selon un mécanisme michaëlien oe réaçtion à deux 

substrats avec fixation au hasaro oont l'étape limitante est la formation du complexe 

ternaire pelméase-çitrate-proton (Cachon et al., 1995). Cette enzyme est fonçtionnelle aux 

pH acides avec une étroite zone optimale entre pH 4,5 et 5,5 et quasi inaçtive à pH neutre 

(Harvey et Collins, 1962). La citrate perméase est codée par le gène cit P de l'opéron cit 

QRP situé sur le plasmide citrate de 7,9 Kb. La perte de ce plasmide se traduit par 

l'incapacité pour la bactérie de transporter l'acide citrique au travers de sa membrane 

(Kempler et McKay, 1979a et 1981; Davies et Gasson, 1981). Néanmoins, l'instabilité ou 

métabolisme ou citrate oue à la perte ou plasmioe en absence de citrate semble être moins 

importante que celle oue à la perte ou plasmide lactose en absenœ de œ substrat dans le 

milieu (Smith et al .. 1992). La production de la dU'ate perméase ou protéine Cit Pest 

induite par acidification du milieu et réprimée par le produit du gène dt R. La régulation 

oe la synthèse de la dtrate perméase peut provenir au niveau post-transcriptionnel sur 

l'ARNm de cit QRP : une compétition a lieu entre la traduction du messager et son clivage 

par des ribonucléases (endoribonucléase III et 3'-5' polynucléotide phosphorylase) au 

niveau de structures secondaires. Ainsi, les cinétiques de formation de ces structures 

secondaires et de traduction permettent-elles de contrôler le niveau d'expression de la 

citrate perméase (Lopez et al. , 1997). 

Une fois à l'intérieur de la cellule, l'acide citrique est scindé en acide acétique et en 

adde oxaloacétique par la citrate-Iyase (ou citritase). Cette enzyme est çonstitutive çhez 

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (Harvey et Collins, 1961; Cogan, 

1981 ; Mellerick et Cogan. 1981). Son pH optimum est voisin de 7,5, et la présence des 

cations Mn++ et Mg++ est favorable à son activité (Harvey et Collins, 1961). Cette enzyme 

est constituée des trois sous-unités suivantes: 

cr : citrate : acétyl-ACP transférase. 

~ : citryl-S-ACP Iyase, 

y : protéine transporteuse de groupement acyle (ACP). 

L'activité de l'enzyme est activée par modification covalente sous l'action d'une 

çitrate-lyase-Iigase (Bowien et Gottschalk, 1977). La citrate Iyase Iigase açétyle le 

groupement prosthétique de la citryl-S-ACP Iyase initialement inactive en acétyl-citryl-S­

ACP Iyase active (Harvey et Collins, 1963b; Kümmel et al., 1975; Diviès et al. , 1994; 

Bekal et al., 1997). 

L'acide acétique fOlmé est soit excrété, soit orienté vers la synthèse o'açétyl-CoA par 

l'acétate kinase puis la phospho trans-açétylase avec consommation d'une molécule d'ATP 

(figures 11.5 et Il.6). Au ÇOlll'S de l'étape suivante, l'acide oxaloaçétique est converti en C02 

et en acide pyruvique par une oxaloacétate-décarboxylase (Harvey et Collins, 1961 et 

1962; Collins, 1972; Cogan, 191iO; Kempler et McKay, 1981; Ramos et al., 1994). Cette 

enzyme intracellulaire a un pH optimum de 7 mais sa fOlme, constitutive ou inductible est 

encore inconnue (Diviès et al. , 1994). 
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11.1.2.2. Catabolisme de l'acide pyruvique 

L'acide pyruvique occupe une position clé dans le métablllisme général des bactéries 

lactiques. Cet acide a trois origines essentielles. D'abord, le métabolisme des sucres. 

ensuite, le métabolisme de l'acide citrique, enfin, et beaucoup plus modestement. le 

métabolisme de certains acides aminés (Lees et lago, 1978; Desmazeaud et de Roissart. 

1994; Monnet et Gripon, 1994; Thompson et Gentry-Weeks, 1994; Loubière el al .. 19%). 

Au niveau catabolique. LacrocncclIs lacris subsp. lacris biovar. diaCl'fy/acris dispose de 

plusieurs voies pour dégrader ce composé: 

- la lactate déshydrogénase pour la formation de L( +) lactate. 

- la pyruvate-formate Iyase pour la production de fonnate . acétate. acétaldéhyde et 

éthanol, via l'acétyl-coenzyme A, 

- le complexe pyruvate déshydrogénase, avec synthèse de dioxyde de carbone. 

acétate, acétaldéhyde et éthanol, ici encore via l'acétyl-coenzyme A. 

- la formation des composés en C4 à partir de l'a-acétolactate synthétase (ALS) ou de 

ln pyruvate décarboxylase (PDC). 

(J Catabolisme du citrate par la lactate déshydrogénase 

En conditions fermentaires normales, avec un sucre fermentescible (lactose ou 

glucose) comme unique source de carbone, en absence d'accepteurs d'électrons extérieurs 

au métabolisme cellulaire, la formation d'acide lactique est la voie métabolique principale 

d'utilisation de l'acide pyruvique (Desmazeaud et de Roissart, 1994; Thompson et Gentry­

Weeks, 1994). En effet, elle constitue la dernière étape de ln glycolyse par laquelle le 

NADH + H+ formé lors de la dégradation du glucide est réoxydé en acide lactique. Cette 

dernière réaction de régénération du NAD+ est indispensable à la poursuite de la 

fermentation des sucres par les bactéries lactiques (Harvey et Collins, 1961; Anders et al., 

1970; Collins, 1972; Garvie, 1980). En dépit de l'existence de quelques autres nccepteurs 

d'électrons dans les cellules, l'acide pyruvique reste donc peu disponible dans ces 

conditions pour permettre l'expression d'autres voies métaboliques, le mode de régulation 

de la lactate déshydrogénase maintenant la concentration intracellulaire d'acide pyruvique 

à un niveau tas bas (Thomas, 1976; Marshall et Law, 1984). Lactococcus lactis subsp. 

lactis biovar. diacetylactis présente donc dans de telles conditions un comportement 

homolactique. 

Toutefois, dans certaines conditions de fermentation telles que la présence d'un 

deuxième substrat carboné de niveau d'oxydation élevé comme l'acide citrique, et donc 

dégradé sans production de NADH + H+, ou la présence d'un accepteur d'électrons, l'acide 

pyruvique s'accumule sans nécessité de régénérer du NAD+ (HugenhoItz, 1993). Le 

pyruvate toxique pour la cellule et non nécessaire à la réoxydation des cofacteurs NADH + 
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H+ et à la synthèse de matériel cellulaire va être transformé en molé<.:ules moins toxiques 

et. le cas é<:héant. en énergie. En wnséquence, des voies métaboliques autres que celles de 

la la<.:tate déshydrogénase peuvent être empruntées (Ramos et al., 1(94). LaCfoc(}cc:u.\' 

lacti.\' subsp. lac lis biovar. diace~ylactis adopte alors un <.:ompnrtement fennentaire dé<.:rit 

précédemment <.:hez Slreptococclis !aeculis par Lindmark el al. (19fi9) et chez 

SlrepIOCoCCl/S ml/lall.\' par Takahashi el al. (l9!l2) <:omme étant de type "acide mi xte " 

(Hugenholtz, 19(3). 

(1 Catabolisme du pyruvate par la pyruvate-fnrmate Iyase 

Le <.:atabolisme du pyruvate par la pyruvate-formate Iyase est la se<.:onde voie 

pouvant être empruntée par le pyruvate. Cette enzyme transforme l'acide pyruvique en 

a<:ide formique et en acétyl-coenzyme A (Diviès et al. , 1994). L'adtykoenzyme A 

constitue le précurseur de l'acide acétique, l'acétaldéhyde et l'éthanol (Figure Il.5). 
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Figure n.5 : devenir du pyruvate métabolisé au niveau de la pyruvate-fonnate Iyase 
(D'après Stien. 1993). 

La production d'a<:ide acétique est accompagnée par la produ<:tion équimola ire 

d'ATP selon le bilan réa<.:tionnel suivant : 

Pyruvate + ADP + Pi Acétate + Formate + ATP. 

Cette voie peut donc constituer une source additionnelle d'énergie pour la cellule, Il 

faut noter que les réa<.:tions de production d'acide acétique à partir d'a<:étyl-<.:oenzyme A 

sont réversibles et que l'a<.:ide acétique produit peut, les conditions de <.:ulture évoluant, être 

reconsommé pour servir de source d'acétyl-coenzyme A (Collins et Bruhn , 1970: 

Speckman et Collins, 1(73). Ce mécanisme coûteux en énergie est normalement peu 

impOitant, sauf en cas de carence du milieu en acide lipoïque (Collins, 1(72). 
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Les formations d'acétaldéhyde et d'éthanol s'accompagnent. quant à elles. de la 

régénération de NAD+ suivant les stœchiométries indiquées ci-dessous: 

Pyruvate + NADH + H+ 

Pyruvate + 2 NADH + H+ 
-- Acétaldéhyde + Formate + NAD+ 

Ethanol + Formate + 2 NAD+. 

Cette gamme de produits formés par le catabolisme du pyruvate par la pyruvate­

formate Iyase permet à la cellule d'assurer des fonctions métaboliques essentielles que sont 

la régénération du NAD+ et la synthèse d'ATP (Hugenholtz, 1993). La régulation de 

l'activité de cette enzyme se fait de façon allostérique par les intermédiaires du 

métabolisme des glucides. Son activité est inhibée par les hexoses-phosphate, le fructose­

l ,6-diphosphate et les trioses-phosphate. De plus, la pyruvate-formate Iyase est inactive à 

faible saturation en oxygène. Son pH optimal est voisin de 6 (Kandler, 1983; De Roissart, 

1986; Condon, 1987; Diviès etai., 1994). En conséquence, l'activité de cette enzyme est 

faible quand le flux carboné provenant de la glycolyse est élevé et en conditions d'aération. 

Par contre, lorsque l'activité glycolytique diminue, cette inhibition est levée et la cellule est 

capable, grâce à cette voie, de régénérer la totalité de ses cofacteurs d'oxydation cellulaires 

oulet de former de l'ATP (Hugenholtz, 1993). 

a Catabolisme du pyruvate par le complexe pyruvate déshydrogénase 

Ce complexe multienzymatique tétramérique catalyse, chez Lactococcus lactis 

subsp. lactis biovar. diacetylactis, la formation d'acétyl-coenzyme A à partir de pyruvate 

(Figure 0.6), avec co-production de CÜ2 et NADH + H+ sans qu'il y ait production d'acide 

formique (Snoep et al., 1992). Après l'étape initiale de formation de l'acétaldéhyde-TPP 

par la pyruvate décarboxylase, celui-ci réagit avec l'acide Iipoïque lié de façon covalente à 

la seconde enzyme du complexe pyruvate déshydrogénase (PDH), la li'poate 

acétyltransférase. Cette étape assure le transfert d'un groupe acétyle du complexe 

acétaldéhyde-TPP au coenzyme A avec production d'acétyl-CoA. Cette réaction libère de 

l'acide dihydrolipoïque qui est reconverti en acide Iipoïque par la flavoprotéine Iipoyle 

déshydrogénase avec réduction d'un cofacteur d'oxydo-réduction NAD+ (Collins et Bruhn, 

1970; Collins, 1972; Broome et al., 1980; Hugenholtz, 1993). 

L'acétyl-coenzyme A ainsi formé peut ensuite être orienté, comme c'est le cas avec la 

pyruvate-formate lyase, vers les aldéhyde et alcool déshydrogénases avec réduction en 

acétaldéhyde puis en éthanol et réoxydation de deux cofacteurs réduits (NADH + H+) ou 

vers la phospho trans-acétylase et l'acétate kinase formant de l'acide acétique et de l'ATP 

(Figure 0.6). 
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Les bilans de production d'acétate, acétaldéhyde et éthanol à partir du pyruvate 

catabolisé par le wmplexe pyruvate déshydrogénase sont les suivanL~ : 

Pyruvate + NAD+ + ADP + Pi ..... Acétate + C02 + NADH + H+ + ATP 

Pyruvate ..... Acétaldéhyde + C02 

Pyruvate + NADH + H+ ..... Ethanol + C02 + NAD+. 
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Figure Il.6 : devenir du pyruvate métabolisé par le complexe pyruvate déshydrogénase 
(D'après Stien, 1993). 

L'activité de ce complexe enzymatique est difficile à mettre en évidence étant donné 

qu'elle nécessite la disponibilité de TPP, NAD+ et d'acide lipoïque pour fonctionner. Ainsi, 

les conditions opératoires pour lesquelles cette activité est observable sont assez réduites; 

en absence d'oxygène ou lorsque la croissance est très active, la LDH et la PFL ont un 

avantage sur le complexe PDH vis-à-vis du catabolisme de l'acide pyruvique, le NAD+ 

nécessaire au bon fonctionnement du complexe n'étant pas disponible (Hugenholtz, 1993). 
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Par contre, en présence d'oxygène, le NADH + H+ peut être réoxydé en NAD+ par 

une NADH + H+ oxydase. La disponibilité du NAD+ n'étant plus limitante. le pyruvate 

pourra emprunter la voie métabolique du complexe pyruvate déshydrogénase. Dans de 

telles conditions. la formation de C02 et d'acétylCoA sera favorisée par rappolt aux voies 

de la LDH et de la PFL (Condon, 1987). L'acétyl-CoA formé. en présence d'oxygène. est 

transfonné en acide acétique via l'acétyl-phosphate plutôt qu'en acétaldéhyde et en éthanol. 

En effet. l'acétaldéhyde déshydrogénase et l'éthanol déshydrogénase ont besoin de NADH 

+ H+ pour fonctionner et sont donc en compétition avec le système NADH + H+ 

oxydase/peroxydase alors que la conversion de l'acétyl-CoA en acide acétique par la 

phospho-trans acétylase et l'acétate kinase pennet la fonnation d'ATP (Condon. 19117). 

a Catabolisme du pyruvate par l'acétolactate synthétase ou la pyruvate 

décarboxylase 

Cette partie du catabolisme du pyruvate revêt un intérêt technologique très important 

étant donné qu'eUe est à l'origine de la production de l'arôme laitier diacétyle. présent dans 

le beurre, la crème fennentée et autres produits laitiers (Dumont et Adda, 1978; Heath et 

Reineccius, 1986; Paquot et al., 1994; Welsh et al .• 1994). En dépit de ce vif intérêt, 

l'étude de ces voies métaboliques est rendue difficile par les faibles quantités de diacétyle 

produites, de l'ordre de quelques mgll à quelques dizaines de mgll (Stien, 1993), par la 

forte parenté chimique entre les métabolites de ces voies (le di acétyle, l'acétoïne et le 2,3-

butanediol ne diffèrent que par des degrés d'oxydation ou de réduction) et par la présence 

d'un intennédiaire instable, l'a-acétolactate (AAL), pouvant subir une transformation 

spontanée en diacétyle, peuvent avoir des effets désastreux pour la précision des méthodes 

de dosage du diacétyle (Jonsson et Pettersson, 1977; Veringa et al., 1984). 

Cependant, malgré ces difficultés d'étude, deux voies de production du diacétyle ont 

été mises en évidence. L'existence de la première de ces voies a été démontrée par les 

études de Speckman et Collins (1968 et 1973). Une première série de travaux (Speckman 

et Collins, 1968) avec des extraits ceUulaires et ajout de substrats marqués au J4(: a montré 

l'intégration de carbone provenant du pyruvate et de l'acétyl-coenzyme-A dans les 

molécules de diacétyle et d'acétoïne. La réaction de production de diacétyle nécessite la 

présence de TPP et d'ions Mg++ ou Mn++. Ces résultats ont été confirmés en 1973 par des 

expériences d'incorporation d'acétate marqué par des ceUules en carence d'acide Iipoïque. 

Dans ces conditions de culture, l'acétate marqué sert de source d'acétyl-coenzyme A et est 

incorporé dans le diacétyle et l'acétoïne. Speckman et Collins ont donc proposé le schéma 

suivant pour la synthèse des molécules en C4 : dans un premier temps, le pyruvate est 

transfonné en acétaldéhyde-TPP au niveau d'une pyruvate décarboxylase (Juni, 1952; Seitz 

et al., 1963). Cette forme activée de l'acétaldéhyde se condense ensuite avec l'acétyl­

coenzyme-A sous l'action d'une diacétyle synthétase pour fonner directement du diacétyle 
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avec relargage de TPP et de çoenzyme A. Le dial:étyle formé peut ensuite être réduit de 

façon irréversible en acétoïne par la diacétyle réductase, puis, à nouveau en 2.3-butanediol 

par cette même enzyme aussi nommée acétoïne réductase (Speckman et Collins. 19(iX: 

Crow, 1990). La voie de Speckman et Collins est décrite au niveau de la figure 11.7 . 
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Figure Il.7 : formation de composés en C4 à paltir du pyruvate (D'après Stien. 1993). 

Au cours de leurs travaux, Speckman et Collins (1973) ont aussi remarqué une 

diminution de J'activité spécifique du diacétyle et de J'acétoïne formés à partir d'acétate 

radioactif lorsque du pyruvate non marqué est ajouté au milieu de çulture. Ils ont dllnc 

supposé J'existence d'une deuxième voie de synthèse des molécules en C4 qui a été mise en 

évidence en 1991 par Yerhue et Tjan en suivant par RMN I3C le devenir d'acides citrique 

et pyruvique marqués. Dans cette nouvelle voie, le diacétyle est formé à partir d'un 

intermédiaire métabolique instable, l'AAL. Cet intermédiaire est produit par une 

açétolactate synthétase (ALS) à partir du pyruvate : dans un premier temps, une açtivité 

pyruvate déçarboxylase de cette enzyme transforme une molécule de pyruvate en 

al:étaldéhyde-TPP (Snoep et al. 1992) qui est ensuite condensé avec la deuxième molécule 

de pyruvate pour former J'AAL avec relargage du TPP. L'AAL peut ensuite subir une 

décarboxylation oxydative en diacétyle (J6nsson et Pettersson, 1977: Yeringa el al. 19X4) 

ou une décarboxylation simple en acétoïne par J'açétolactate déçarboxylase (AOC). Le 

diacétyle et l'acétoïne formés sont à nouveau susceptibles d'être réduits par la 

diacétyle/acétoïne réductase. A l'heure açtuelle, la voie de l'AAL est considérée comme 

étant dominante par rapport à celle de Speckman et Collins du fait du lien existant entre 

surproduction de dial:étyle et accumulation d'AAL par les souches producuices d'arômes. 

et de l'effet positif de l'aération sur la production de diaçétyle, cette aération favorisant 

aussi la réaction de décarboxylation oxydative de l'AAL en diacétyle . Il faut tout de même 
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nuancer une telle supposition car cette voie n'a pu être mise en évidence yue chez de~ 

souches produisant du diacétyle en forte -concentration, à cause de la faible limite 

inférieure de détection de la RMN. En conséquence, chez ces souches surproductrices. il 

n'est pas impossible que la voie de Speckman et Collins soit empruntée dans une faible 

proportion (production de diacétyle à paltir d'acétyl-CoA en concentration inférieure à la 

limite inférieure de détection) et, chez des souches plus communes produisant des 

quantités moyennes ou faibles de diacétyle, cette dernière voie pourrait très bien ne pas 

être négligeable (Verhue et Tjan, 1991). 

Quelle que soit la voie empruntée, les bilans de production des composés en C4 à 

partir du pyruvate sont les suivants : 

2 Pyruvate -
2 Pyruvate + NADH + H+ -
2 Pyruvate + 2 NADH + 2 H+ -

Diacétyle + 2 C02 + 2 H' 

Acétoïne + 2 C02 + NAD+ + 2 H* 

2,3-butanediol + 2 CÛ2 + 2 NAD+ + 2 H* 

* : accepteur des électrons provenant de l'a-acétolactate non identifié. 

Ces bilans montrent que les voies des composés C4 peuvent tout à fait être utilisées 

pour la régénération du NAo+, dans le cas où du 2,3-butanediol serait formé, ou servir à 

évacuer un excès de pyruvate potentiellement toxique sous forme d'acétoïne sans affecter 

le rapport NADH + H+ 1 NAD+ (Harvey et Collins, 1963; Speckman et Collins, 1968). 

L'acétolactate synthétase, l'acétolactate décarboxylase, la diacétylelacétoïne réductase sont 

des enzymes constitutives (Cogan, 1981), alors que la diacétyle synthétase est inductible 

(De Roissart, 1986). L'ALS, dans le cas où la synthèse des composés C4 emprunterait cette 

voie, catalyse l'étape Iimitante pour la production du diacétyle, de l'acétoïne et du 2,3-

butanediol. En effet, cette enzyme présentant une faible affinité pour le pyruvate (50 mM), 

même avec une forte coopérativité positive, le flux carboné qui emprunte cette v~ie est 

normalement très limité (Snoep et al., 1992). Cette voie peut, par contre, être empruntée 

dans des conditions très particulières où le flux carboné alimentant les autres voies (LDH, 

PDC, PDH) dépasse leurs capacités de transformation, ou alors dans lesquelles ces 

enzymes sont inhibées. De telles conditions sont obtenues lors de cultures dans un milieu 

contenant du lactose et du citrate, où le citrate apporte un flux de pyruvate important sans 

production des inducteurs de la LDH fructose-l,6-diphosphate et NADPH + H+, et en 

aérobiose, pour inhiber la PFL (Hugenholtz, 1993). 

Une fois le pyruvate orienté vers les voies des C4, toujours selon l'hypothèse où la 

voie de l'AAL serait dominante, la répartition entre le diacétyle, l'acétoïne et le 2,3-

butanediol dépend dans un premier temps de la compétition qui s'établit entre la réaction 

de décarboxylation de l'AAL en acétoïne par l'AOC et la décarboxylation oxydative de 

l'AAL en diacétyle. Le mode de compétition entre ces deux réactions reste pour l'instant 
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difficile à établir, le mécanisme de décarboxylation oxydative de l'A AL étant à ce jour 

inconnu. Le deuxième facteur de répartition provient de l'acétoïneldiacétyle réductase 

(DR) car cette enzyme présente une affinité bien supérieure pour l'acétoïne (Km = 0.2 

mM) que pour le diacétyle (Km = 9 mM). De plus, l'activité de cette enzyme est inhibée de 

façon non compétitive par l'acétoïne à des concentrations supérieures à 2 mM (Crow. 

1990; Hugenholtz, 1993). Enfin, le synthèse de la DR est réprimée par l'acide citrique 

(Cogan, 1981 ; Mellerick et Cogan. 1981). Ces deux étapes de régulation permettent 

d'expliquer, d'une part. la disproportion entre les quantités très faibles de diacétyle et plus 

importantes d'acétoïne et de 2,3-butanediol (compétition entre décarbuxylatiun et 

décarbuxylation oxydative). et, d'autre part, les lentes vitesses de réduction de diacétyle 

dans les pr(lduit.~ laitiers fermentés (régulatiun de la DR). 

11.2, OBTENTION DE SOUCHES SURPRODUCTRICES DE DlACETYLE 

Depuis les travaux de Verhue et Tjan de 1991, la recherche ou le développement de 

souches surproductrices de diacétyle s'est orientée vers la surproduction d'AAL. Deux 

stratégies ont été appliquées pour obtenir de telles souches: 

o la première consiste à sélectionner, à l'aide de cribles appropriés. des mutants 

spontanés ou induits de façon aléatoire de souches présentant au départ un intérêt 

technologique certain, 

o la deuxième, plus radicale , exploite plus profondément les connaissances acquises 

en génétique et physiologie des lactocoques pour en modifier les voies métaboliques; il 

s'agit de l'ingénierie métabolique. 

11.2.1. SELECTION DE MUTANTS A CAPACITE DE PRODUCTION AMELIOREE 

Cette stratégie repose sur le développement de cribles efficaces permettant de 

sélectionner dans une population donnée des souches surproduisant du diacétyle ou, dans 

un premier temps, accumulant l'AAL. 

Un premier type de crible, développé par Monnet et al. (1997), repose sur 

l'adaptation de techniques colorimétriques de dosage du diacétyle et de l'AAL à des 

cultures sur citrate en boîtes de Pétri. Ce premier type de crible est intéressant car il ne 

nécessite pas de connaissance préalable du métabolisme de production du diacétyle. Des 

mutants spontanés peuvent être sélectionnés, pour peu que les évènement génétiques 

conduisant à leur apparition soient suffisamment fréquenl~. Dans le cas contraire, une 

mutagénèse au hasard peut alors être appliquée. Qui plus est, le recours à une mutagénèse 

par transposition doit pouvoir permettre, en plus d'obtenir des souches performantes, de 

localiser et déterminer la ou les mutations intervenues, et donc d 'accroître les 

connaissances sur ces voies métaboliques. 
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Un deuxième type de crible repose sur le phénotype dit d'inhibition par la leucine 

chez les souches prototrophes pour les acides aminés branchés leucine. isoleucine et valine 

pour sélectionner des souches déficientes en AOC, enzyme effectuant la décarboxylation 

de l'AAL en acétoïne (Goupil et al., 1996). En effet, chez LaCfOCOCCI/S facf;s subsp. fact;s 

biovar. diacetylactis, l'AAL se trouve être un intermédiaire commun du catabolisme des 

sources carbonées et de l'anabolisme des acides aminés branchés. L'AAL peut. dans 

l'anabolisme des acides aminés, servir de précurseur aux acides aminés branchés. La 

régulation de ces voies fait intervenir l'activation par la leucine d'une AOC différente de 

l'AOC du catabolisme des sources carbonées. Ainsi, lorsque la quantité de leucine formée 

est suffisante, le flux d'AAL est orienté vers l'AOC anabolique. Le phénomène d'inhibition 

par la leucine apparaît pour des cultures pauvres en valine mais riches en leucine. La 

leucine, en activant l'AOC anabolique, empêche l'AAL d'emprunter l'anabolisme des 

acides aminés branchés, d'où une carence en valine qui limite la croissance. Un moyen de 

sélectionner des mutants déficients en AOC anabolique est donc de sélectionner les 

souches réussissant à croître sur un milieu dépourvu de valine et riche en leucine. De tels 

mutants déficients en AOC, enzyme responsable des faibles rendements en diacétyle formé 

à partir d'AAL, ont des capacitis d'accumulation d'AAL accrues et par conséquent un 

potentiel de synthèse de diacétyle amélioré (Goupil et al., 1996; Curic et al., 1997). 

Il.2.2. DEVELOPPEMENT DE SOUCHES SURPRODUCTRICES PAR INGENIERIE 

METABOLIQUE 

La stratigie employée vise à déterminer les réactions Iimitantes pour la production de 

diacétyle et à faire en sorte que ces limitations soient levées par le biais de modifications 

génétiques modifiant la synthèse d'enzymes ou leur activité (Gasson, 1993). Chez 

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, la première limitation réside dans 

l'orientation du flux carboné sous forme de pyruvate vers les différentes voiès 

métaboliques. La principale voie responsable de fuites pour la production de diacétyle est 

celle de la lactate déshydrogénase, l'activiti PFL pouvant être limitée par les conditions de 

culture (pH et aération) et l'activiti PDH étant généralement faible (Platteeuw et al., 1995; 

Gasson et al., 1996). La deuxième limitation provient de l'activité ALS assez réduite. 

Toujours dans la voie des C4, des fuites importantes peuvent être imputées à l'AOC, 

qu'elle soit catabolique ou anabolique et à la diacétyle/acétoïne réductase. Des productions 

améliorées de diacétyle peuvent donc être obtenues par inactivation de la LDH, des AOC 

(enzymes anaboliques et cataboliques) et de la diacétyle réductase et par surexpression de 

l'activiti acétolactate synthétase (Gasson et al., 1996). Toutefois, la combinaison optimale 

des modifications génétiques et de conditions de culture est loin d'être aisée à déterminer. 

A titre d'exemples, des améliorations de production de diacétyle et/ou d'AAL ont été 

obtenues par Benson et al. (1996) avec une souche surexprimant une ALS anabolique, par 
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Swindell et al. (1996) avec une souche avec ADC anabolique délétée et ALS anabolique 

surexprimée, par Platteeuw et al. (1995) avec une souche déficiente en ADC et 

surproduisant une ALS anabolique, par Gasson et al. (1996) avec une souche déficiente en 

LDH. ADC et diacétyle réductase, avec une activité ALS surexprimée. Néanmoins, au vu 

des résultat~ publiés. il est à l'heure actuelle difficile de comparer l'efficacité respective des 

modifications réalisées, les informations cinétiques faisant défaut et les conditions 

expérimentales différant d'une équipe à l'autre. 

11.2.3. LIMITES DE L'UTILISATION DE MUTANTS SPONTANES OU DE SOUCHES 

MODIFIEES GENETIQUEMENT 

La première limite pour l'utilisation de telles souches concerne principalement celles 

obtenues par ingénierie génétique et est d'ordre réglementaire: l'emploi de souches 

modifiées génétiquement est considérablement restreint, en particulier, pour une utilisation 

alimentaire (Welsh, 1994). Des études ont été réalisées pour déterminer l'impact de 

l'introduction de bactéries lactiques génétiquement modifiées dans les aliments en termes 

de colonisation du tractus intestinal , relargage dans l'environnement, et de transfert 

d'information génétique à des souches résidentes (Klijn et al. , 1995 a et b; Guédon et al.. 

1995; Brockman et al., 1996). Les résultats montrent que ces cellules peuvent survivre au 

transit intestinal et être rel arguées dans l'environnement. Qui plus est, des échanges 

d'informations génétiques sont susceptibles d'avoir lieu avec des bactéries implantées au 

niveau intestinal ou dans l'environnement. Pour tenter de minimiser l'apport de matériel 

génétique étranger, des techniques de modification génétique ont été mises au point en vue 

d'obtenir des mutants dits "food-grade" pouvant éventuellement satisfaire à certaines 

exigences réglementaires. Ces méthodes font appel à l'utilisation d'éléments génétiques 

mobiles (transposons ou éléments IS) ou à des séquences de régulation présentes chez les 

lactocoques pour empêcher la transcliption des gènes indésirables, perturber la traduction 

des transcrits correspondants, produire des protéines sous forme inactive ou surexprimer 

les produits des gènes intéressants (Maguin et al., 1996; Platteeuw et al. , 1990) . 

Néanmoins, même avec des cellules modifiées par de telles méthodes, il demeure difficile 

d'évaluer correctement la nature du danger auquel seraient soumis les consommateurs et le 

reste du biotope. 

Qui plus est, les cellules ainsi modifiées peuvent se trouver confrontées à de 

nouvelles limitations physiologiques : 

o l'inactivation de la LDH, enzyme appartenant à l'une des voies métaboliques 

ptincipales des lactocoques, risque de pelturber la croissance des cellules à un point tel que 

l'obtention d'une biomasse suffisante pour la production d'arômes risque de s'avérer 

problématique, 
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o la transformation de quantités importantes d'AAL peut devenir limitante pour 

l'obtention du diacétyle, la réaction de décarboxylation oxydative de l'AAL étant loin d'être 

maîtrisée 11 l'heure actuelle qu'il s'agisse de son mécanisme, de sa cinétique ou de sa 

thermodynamique (Veringa et al., 1984; Ho Park et al., 1995), 

o les quantités importantes de diacétyle obtenues risquent d'atteindre le seuil de 

toxicité diacétyle sur les lactocoques (proche de 1 g/l) ou sur les autres bactéries lactiques 

(proche de 350 mgll) susceptibles d'être cultivées en présence des lactocoques (Jay, 1982). 

o Enfin, la dernière limite provient de la nécessité de disposer en production d'un 

large éventail de souches surproductrices pour limiter les conséquences d'infections 

phagiques (Hill et al., 1995). Le développement d'un tel éventail risque 11 terme de peser 

lourdement sur les coOts de production d'aliments aromatisés. 

fi 3 METABOUSME DE L'OXYGENE CHEZ LES LACIOCOOUES 

Le comportement de LActococcus lactis subsp. lactis biovar diacerylactis vis-li-vis de 

l'oxygène est du type microaérophile : de faibles teneurs en oxygène sont favorables au 

développement des cellules alors que des concentrations plus élevées ont des effets 

néfastes (Desmazeaud et de Roissart, 1994). Cette classification ne doit pas être prise 11 la 

lettre car elle est relativement floue, du fait de l'emploi de termes peu quantifiables tels que 

"concentration plus élevée" ou "faible teneur" et le qualificatif donné 11 une souche peut 

dans une large mesure dépendre des conditions de culture, la limite entre souches 

microaérophiles, aérotolérantes ou anaérobies facultatives étant ténue (Condon, 1983). 

Quoi qu'il en soit, le caracthe microaérophile traduit la coexistence de deux effets 

antagonistes de l'oxygène avec un effet positif dO 11 la présence d'un accepteur d'électrons 

supplémentaire pour le métabolisme de la cellule, et un effet négatif résultant de la 

formation et éventuellement de l'accumulation d'espèces activées de l'oxygène. 

Sur un plan positif, l'oxygène peut accepter des électrons par exemple en provenance 

du NADH + H+ et permettre ainsi de régénérer du NAD+. Les enzymes responsables de 

cette réaction d'oxydo-réduction (Figure II.8) peuvent être la NADH + H+ : H2Û2 oxydase 

catalysant la réduction de l'oxygène en peroxyde d'hydrogène (Anders et al., 1970) ou la 

NADH + H+ : H20 oxydase catalysant la réduction de l'oxygène en eau (Bruhn et Collins, 

1970). Ces deux enzymes entrent en compétition avec la LDH pour la régénération du 

NAO+. De plus, Smart et Thomas (1987) ont noté une diminution de l'activité spécifique 

de la LDH en présence d'oxygène imputable 11 la diminution de la concentration de 

l'activateur fructose-l,6-diphosphate. Ces effets permettent une réorientation du flux de 

pyruvate vers la pyruvate décarboxylase, la pyruvate déshydrogénase ou l'ALS. La PFL, 

par contre, est inhibée par la présence d'oxygène (Condon, 1987). La réorientation du 

pyruvate est le premier effet positif de l'oxygène sur le métabolisme des composés en C4, 

l'ALS ou la pyruvate décarboxylase étant mieux alimentées en source carbonée. La 
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production de diacétyle est en plus améliorée par l'intluence bénéfique de l'oxygène sur la 

réaction de décarboxylation oxydative de l'AAL en diacétyle. Cette intluence positive de 

l'oxygène peut être exploitée pour améliorer les rendements de production de diacétyle par 

rapport aux substrats carbonés consommés, le rappOit diacétyle / acétoïne et la productivité 

de procédés de production d'arômes laitiers (Bassit et al. , 1993 et 1994 ; Boudennassi et 

al. , 1996). 

NADH + W: H202 oxydase 
NADH+H++ 02 ------------~~~ NA[)t + H202 

NADH + H+: H20 oxydase 
2 NADH + 2 H+ + 02 -----------1~~ 2 NAo+ + 2 H20 

superoxyde dislllLlfase 

202- + 2 H+ H202 +02 

NADH + W peroxydase 
~ 2 H20+NAD+ 

Figure n.s : Utilisation de l'oxygène et du peroxyde d'hydrogène chez les lactocoques 
(d'après Condon, 1987 et Stien, 1993). 

En parallèle, le métabolisme de l'oxygène s'accompagne de la formation d'espèces 

activées toxiques pour les cellules, telles l'anion superoxyde ou le peroxyde d'hydrogène 

(Anders et al., 1970; Condon, 1987). LactOCOCCl/S lactis subsp. lactis biovar diacetylactis 

dispose de systèmes de détoxification de ces espèces avec la su peroxyde dismutase, qui 

réduit l'anion superoxyde d'un niveau de toxicité élevé en peroxyde d'hydrogène d'une 

toxicité moindre, et la NADH + H+ peroxydase qui réduit le peroxyde d'hydrogène 

provenant des activités superoxyde dismutase (Britton et al. , 1978) et NADH + H+ : H202 

oxydase (Figure 11.8). L'activité de la NADH + H+ : H20 oxydase est néanmoins faible 

par rapport à celles des superoxyde dismutase et NADH + H+ : H202 oxydase, ce qui 

entraîne une accumulation de peroxyde d'hydrogène à partir d'un certain seuil d'aération et 

se traduit par un comportement microaérophile. Cette activité NADH + H+ : H20 oxydase 

insuffisante peut être palliée par l'adjonction dans le milieu d'un dérivé hémique, 

permettant aux cellules de produire des cytochromes (Ritchey et Seeley, 1976) ou une 

catalase (Sijpes teijn, 1970 ; Desmazeaud et de Roissart, 1994), ou par un ajout direct de 

catalase (Desmazeaud et de Roissart, 1994). De telles modifications du milieu de culture 

permettent aux cellules de supptllter des teneurs accrues en oxygène et donc d'accroître les 

effets positifs de l'oxygène sur le métabolisme. Ces particularités du métabolisme de 

l'oxygène ont en particulier été exploitées par Ochi et al. (1991) pour produire du diacétyle 

en aérobiose à partir de cultures de lactocoques co-immobilisés dans des fibres d'alginate 

avec des extraits de foie de bovins. source peu onéreuse de catalase. 

60 



Etude bibliographique 

III. MOPES DE MISE EN ŒUVRE DE Laetoeoecus lactis subsp. lactis biovar. 
djacetyWetis 

DI. 1. INTROPUCTION 

Laetoeoeel/s laetis sllbsp. laetis biovar. diaeetylaetis est une souche très répandue 

en industrie laitière, qui intervient notamment dans les procédés de production de laits 

fermentés, beurres et crèmes acides, fromages frais et affinés (Schmidt et al .• 1994). La 

propriété la plus recherchée apportée par cette souche est l'aromatisation par production 

principalement de diacétyle et d'acétaldéhyde. Ces deux composés ont un rôle dominant 

dans l'arôme du beurre ou des crèmes fermentées et participent aux qualités 

organoleptiques des laits fermentés et autres fromages. En parallèle à leur activité 

d'aromatisation, ces lactocoques produisent également de l'acide lactique, bien que leurs 

capacités d'acidification soient inférieures à celles des lactobacilles (Schmidt et al. 1994). 

De plus, dans certaines conditions, les lactocoques adoptent un comportement fermentaire 

de type acide mixte qui s'accompagne d'une production non négligeable de dioxyde de 

carbone, pouvant participer au propriétés texturales des produits laitiers fermentés (Diviès 

et al., 1994). 

Un autre caractère intéressant de Laetoeoeells laefis subsp. laetis biovar. 

diacetylactis. est sa capacité à produire des peptides aux propriétés antimicrobiennes 

appelés bactériocines (Gasson, 1993; Coffey et al., 1994; Cenatiempo et al. 1996). Les 

bactériocines, produits à plus forte valeur ajoutée que les arômes ou acides issus du 

métabolisme des lactocoques, apportent aux aliments qui en contiennent des propriétés 

dites probiotiques. Le plus connu de ces composés est la nisine, dont les applications vont 

de l'utilisation comme conservateur en industrie alimentaire au traÎtement de pathologies 

humaines ou animales telles que certaines formes d'ulcères ou de mastites bovines 

(Delvesbroughton et al. 1996; Siegees et Entian. 1995; Vandenhooven et al .• 1996 a et b; 

Kelly. et al. 1996; Matsusaki et al 1996; VantHul et Gibbons. 1996). 

Une autre propriété des lactocoques réside dans la relative aisance de modification 

génétique de ce micro-organisme qui en fait un candidat valable comme système à haut 

niveau d'expression de protéines hétérologues. De plus. au vu de la large et longue 

utilisation des lactocoques en industrie alimentaire, ces bactéries voient leur innocuité 

généralement admise (Generally Recognized As Safe ou GRAS). La combinaison de ces 

deux qualités fait des lactocoques des supports intéressants pour des protéines hétérologues 

à propriétés antigéniques. De telles cellules, modifiées génétiquement. sont à l'heure 

actuelle l'objet d'études approfondies en vue d'être utilisées comme vaccins mucosaux 

(Gasson. 1993; Norton, 1995). 

Pour toutes les applications évoquées ci-dessus. le mode de mise en œuvre des 

lactocoques influe fortement sur les performances des procédés. Dans la suite de cette 
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étude, nous ne nous intéresserons pas aux modes traditionnels de mise en (euvre employés 

en laiterie. faisant bien souvent appel à des cultures mixtes (starters mixtes levains 

hétérogènes) opérant dans des milieux polyphasiques complexes et en évolution au cours 

du procédé tels que des gels protéiques acides dans les yaolllts et laits fermentés, des gels 

protéiques obtenus par protéolyse dans les fromages et d'émulsions eau dans huile avec 

cristallisation partielle de la phase lipidique dans le beurre. En effet. ces procédés ont 

grandement été maîtrisés de façon empirique et la compréhension du comportement des 

lactocoques vis-à-vis des autres souches ainsi que de l'environnement est encore par trop 

parcellaire (Marc et al .. 1997). En revanche, dans la partie qui va suivre seront traitées la 

mise en œuvre des lactocoques en milieu liquide en culture discontinue, semi-continue ou 

continue. Nous nous intéresserons aussi à l'utilisation des lactocoques sous forme 

immobilisée ou en fermentation extractive. L'optique de cette revue bibliographique est de 

faire le point sur les modes de culture permettant la production de biomasse (starters nu 

vaccins mucosaux ... ) ou de métabolites secondaires avec une attention toute particulière 

pour le diacétyle. 

111.2, CULTURE EN REACTEUR PARFAITEMENT AGITE 

Au niveau des industries laitières, la mise en œuvre de lactocoques en milieu 

palfaitement agité a subi un regain d'intérêt dû à l'évolution des procédés de production du 

beurre. En effet, à la fin des années 1970 est apparu un procédé continu de production de 

beun'e découplant la maturation physique de la crème de sa maturation biologique par les 

bactéries lactiques (Paquot et al., 1994). Avec ce procédé, la maturation biologique a lieu 

en milieu liquide dans des cuves assurant la production de suspensions acides et 

aromatisées injectées directement au niveau de l'étape de barattage en continu dans le 

butyrateur pour apporter au beurre des concentrations voulues en biomasse viable, acides 

et arômes (Figure Il .9). Les avantages de ce procédé, augmentation de la productivité 

induite par la continuité, meilleure stabilité de la qualité du produit par découplage des 

opérations unitaires de traitement physique de la crème et de fermentation lactique, 

obtention de babeurre doux plus aisément valOlisable que le babeurre acide du fait de la 

non-inoculation de la crème, ont fait qu'il s'est rapidement imposé dans l'industrie laitière. 

avec en parallèle le développement de nombreuses études concernant l'optimisation de 

cultures en milieu parfaitement agité (Bassit et al., 1993 et 1994; Boudelmassi et al .. 1997: 

Guttierez et al., 1996) non seulement pour l'aromatisation et l'acidification. mais aussi pour 

la production de bactériocines (Matsusaki, 1996). 

Au niveau industriel, les cultures de lactocoques ont quasi-exclusivement lieu en 

mode discontinu, pour des raisons pratiques de simplicité de mise en œuvre et de limitation 

des pertes en cas d'accident de fermentation . Ce mode de culture, bien que permettant 

aisément de tirer parti des connaissances acquises en physiologie sur l'influence des 
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composant~ du milieu (acide citrique principalement) et des çonditillns physiçll-chimiques 

de fermentation (température, aération, pH ... ), ne permet pas un çontrÎlle suftïsamment 

p~cis pour en tirer pleinement pani, à cause des évolutions permanentes en biomasse, 

substrats et métabolites. Il en résulte que le mode de culture discontinu n'est pas le plus 

adapté à l'obtention d'une productivité optimale. 

Crème douce 

Tanks levain 

Conditionnement 

Figure 0.9 : schéma du procédé continu de production de beurre. 

Le niveau de performances peut être accru, sans modification drastique des 

installations, par le passage en mode semi-continu. Le mode semi-continu, comme le mode 

discontinu, permet de limiter l'ampleur des risques dus aux accidents fermentaires. 

L'amélioration des performances par le passage à ce mode de culture tient d'une part à 

l'affranchissement des mécanismes d'inhibition par excès de substrat et, d'autre part, à la 

possibilité de réaliser des cultures comprenant plusieurs phases physiologiques. Ces 

cultures pluriphasiques peuvent, par exemple, comprendre une phase de production de 

biomasse assurant la formation d'une quantité suffisante de biocatalyseur, suivie d'une 

phase de production de métabolites déclenchée par une alimentation en milieu (Montville 

et al., 1987). Dans le cas de la production de bactériocines, le passage de la phase de 

croissance à la phase de production est initié par modification physico-chimique du milieu 

(pH, ra) et par alimentation avec un milieu ~orientant le métabolisme (Tween 80, éthanol) 

et les p~cuTSeuTS des molécules recherchées (Devuyst et al., 1996). 

L'obtention de conditions de production physiologiquement optimales peut, quant à 

elle. être atteinte par le biais de procédés de culture continus de cellules libres (Schmitt et 

al., 1990 et 1992; Starrenburg et Hugenholtz, 1991; Boyaval, 1994). Cet avantage 

physiologique est renforcé par l'utilisation plus efficace des installations de production, le 

temps de nettoyage et de remise en condition étant proportionnellement plus court avec des 

cultures longues comme les cultures continues qu'avec des cultures discontinues ou semi­

continues. De plus, le nombre de p~cultures nécessaires à quantité de produit formé égale 
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est inférieur dans le cas de fermentations continues par rapport aux cultures discontinues et 

semi-continues. Les gains de productivité en culture continue sont en général si importants 

qu'à production égale. le volume réactionnel d'une installation de culture continue est 5 à 

10 fois plus faible que celui d'une installation discontinue (Boyaval, 1994). Cependant, le 

coût des réacteurs continus est plus élevé que celui des installations de culture discontinue 

et semi-continue et leur mise en œuvre demeure problématique pour une utilisation 

industrielle courante, à cause, notamment, des pertes potentiellement très importantes en 

cas d'accident de fermentation sur une culture représentant, du fait de sa grande durée, un 

volume important de produit. Pour ces raisons, ce mode de culture ne semble pas 

s'implanter au niveau industriel , même si l'activité de ferments obtenus par ce type de 

procédé ou les prodm;tivités atteintes peuvent se révéler avantageuses (Lloyd et Ponts. 

1973; Bibal et al. , 19R9; Schmitt et al. , 1988). 

111.3. CULTURE SOUS FORME IMMOBILISEE 

111.3.1. INTRODUCTION 

Les avantages de l'immobilisation cellulaire sont nombreux (Champagne et al .. 

1994). le premier d'entre eux est l'obtention de hautes densités cellulaires, de l'ordre de 

JOli UFC/ml de support (Audet et al., 1988; Champagne et al., 1993; Prévost et Diviès, 

1987). De plus, l'immobilisation des cellules permet de s'affranchir des phénomènes de 

lessivage et de travailler avec des temps de séjour très COUIts. D'un point de vue pratique, 

les biocatalyseurs immobilisés sont relativement aisés à manipuler, rendant leur utilisation 

possible par du personnel éventuellement peu qualifié pendant des phases telles que leur 

mise en place ou leur récupération (Champagne et al., 1994). Qui plus est, les cellules 

immobilisées voient leur stabilité génétique accrue (Champagne et al. 1994), fait très 

important pour Lactococclls lactis subsp. lactis biovar diacetylactis dont le métabolisme 

carboné dépend des plasmides citrate et lactose (Hugenholtz, 1993; de Vos et Vaughan. 

1994). Les contaminations par des levures ou bactéries sont également moindres avec les 

cellules immobilisées, les contaminants éprouvant de grandes difticultés à s'implanter et 

pouvant être rapidement lessivés dès leur détection (Champagne et al., 1989). La 

sensibilité aux bactériophages semble, elle aussi, être réduite par l'immobilisation, même si 

le développement phagique se poursuit et risque de nuire aux étapes suivantes du procédé 

(Steenson et al. , 19R7). La résistance des cellules immobilisées est également accrue à 

certains antibiotiques responsables d'accidents de fermentation comme la pénicilline et 

dont l'efficacité est dépendante de chocs osmotiques (Champagne, 1992). Les cellules 

immobilisés sont aussi moins sensibles aux variations de température, ce qui permet la 

production de biocatalyseurs conservant une meilleure activité après un stockage au froid 

et même après des variations de température accidentelles (Kim et al .. 19R8; Kearney et 

64 



Etude bibliographique 

al., 1990; Champagne et al., 1992 b). De l'ensemble de ces élémenl~. il résulte que l'emploi 

de biomasse immobilisée améliore grandement la robustesse des procédés. Enfin. un 

dernier avantage de l'immobilisation découle de la possibilité de co-immobiliser différents 

biocatalyseurs, enzymes ou cellules pour améliorer les penormances du procédé (Ochi et 

al., 1991; Audet et al., 1995). ou réaliser des inoculations définies. 

L'immobilisation cellulaire comporte néanmoins un certain nombre 

d'inconvénients. Le premier provient des limitations diffusionnelles qui perturbent le 

transfert des substrats vers les cellules et provoquent l'accumulation de métabolites patfois 

inhibiteurs comme l'acide lactique (Riley et al., 1996; Roukas et Kotzekidou. 1996). Ces 

limitations diffusionnelles sont panois à l'origine de variations du métabolisme des cellules 

par rapport à leur comportement sous forme non immobilisée. Le recours à de tels 

biocatalyseurs nécessite donc la mise en œuvre de bioréacteurs dont l'hydrodynamique 

permet d'amenuiser les limitations diffusionnelles sans provoquer d'attrition excessive de 

l'ensemble cellules-support. La conception, le dimensionne ment de tels réacteurs ainsi que 

l'optimisation des conditions de culture peuvent, par conséquent, se révéler 

particulièrement ardues. Qui plus est, la production de tels biocatalyseurs pose 

évidemment le problème de leur devenir, une fois les biotransformations réalisées. Un 

éventuel réemploi en tant que matrices de chromatographie d'affinité pour la purification 

de milieux liquides a été évoqué (Champagne et al., 1994). Les supports peuvent par 

exemple retenir des pesticides, des mutagènes (Zhang et Ohta, 1991), des antibiotiques 

(Champagne et al., 1992 b) ou des pyrolysats d'acides aminés (Hosono et al. , 1990). Cette 

réutilisation ne fait toutefois que retarder le problème du traitement de tels déchets. Enfin, 

d'un point de vue réglementaire, certains pays comme le Canada refusent l'emploi, dans le 

procédé de fabrication de produits laitiers, de réactifs ne provenant pas du lait, excluant 

ainsi les supports d'immobilisation et autres polymères d'inclusion et d'encapsulation 

(Champagne et 01.,1994). 

m.3.2. MODES D'IMMOBILISATION CELLULAIRE 

La technique la plus simple à mettre en œuvre demeure l'immobilisation des 

cellules à la sunace de supports par adsorption (Diviès et al., 1994 b; Ruhaut, 1994). Un 

choix judicieux du support par rapport aux cellules permet l'établissement de liaisons de 

niveaux énergétiques suffisants pour permettre l'adsorption des cellules (McFeters, 1984; 

Rutter, 1984). Ces supports peuvent être aussi bien organiques que minéraux, et 

correspondre à des matériaux bruts comme des déchets agricoles, des broyats de matériaux 

de construction ou des supports beaucoup plus évolués comme des résines 

chromatographiques greffées avec des fonctions chimiques bien définies (Ruhaut, 1994). 

Une fois l'adsorption réalisée, a lieu une phase de colonisation du support avec formation 
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d'un biofilm à sa surface avec, en parallèle, des phénomènes de décrochement des cellules 

résultant de l'hydrodynamique dans le réacteur ou de la physiologie des cellules (autolyse 

ou cycle lytique phagique). 

Un deuxième moyen d'immobiliser les cellules consiste à créer des liaisons 

covalentes entre les cellules et le support ou entre les cellules elles-même par adjonction de 

molécules réactives comme le glutaraldéhyde (Diviès et al., 1994 b, Ruhaut. 1994). Ce 

type de liaison de forte énergie permet d'obtenir des recouvrements des supports ou des 

agrégats résistants à l'attrition. L'inconvénient principal de cette technique réside dans la 

toxicité des réactifs employés vis-à-vis des cellules, qui peut nuire, par inhibition de la 

croissance, à la colonisation du support suivant la phase d'accrochage des cellules, ou aux 

performances globales de la biotransformation du fait d'une trop faible activité 

microbiologique résiduelle. La présence éventuelle de traces de ces toxiques au niveau des 

produits alimentaires explique le peu de travaux réalisés avec ce type de biomasse 

immobilisée en vue d'une application en industrie laitière. De plus, dans le cas de la 

formation d'agrégats par liaisons entre cellules, la faible activité des cellules est encore 

agravée par l'apparition de limitations diffusionnelles. 

La technique la plus courante d'immobilisation des bactéries lactiques demeure 

l'inclusion dans une mau1ce polymérique (Champagne et al., 1994; Diviès et al., 1994 b). 

Les polymères les plus communément employés sont naturels comme l'alginate, les 

caITaghénanes, l'agar, le chitosane, ou la cellulose dont les conditions de formation , en 

général, douces permettent une bonne conservation de l'activité microbiologique (Boyaval 

et Goulet, 1988: Schmitt et al., 1988; Morin et al., 1992; Prévost et Diviès, 1992; 

Champagne et al., 1992 a et 1994; Jankovski et al., 1997; Sodini et al., 1997 a et b). Cette 

activité est parfois telle qu'un relargage important des cellules peut être observé 

(Champagne et al., 1992 a; Prévost et Diviès, 1992). Ce phénomène de relargage peut être 

exploité pour l'inoculation en continu d'un milieu de culture ou limité, dans les cas oü il se 

révèle indésirable par l'utilisation de polymères synthétiques plus résistants, mais aux 

conditions de formation plus dommageables pour les cellules comme le polyacrylamide, le 

polyuréthane ou le chlorure de polyvinyle. De même, l'enrobage des matrices avec une 

seconde couche de polymère permet aussi de contrôler le relargage (Prévost et Diviès, 

1992; Prévost etai., 1994). Comme dans le cas de la formation d'agrégats, les limitations 

diffusionnelles sont susceptibles d'influer grandement sur les performances du procédé. 

Ces limitations peuvent être réduites en jouant sur la nature chimique de la matrice 

d'inclusion, sur la géométrie des matrices d'inclusion sous forme de billes ou de fibres 

(Takahashi et al., 1990) ou sur leur taille pour en augmenter la sUlface volumique. 

Le deuxième mnde d'immobilisation naturel après l'adsorption est la floculation qui 

permet d'obtenir des agrégats cellulaires dans des conditions plus douces qu'avec la 

formation de liaisons covalentes, mais dont les performances fermentaires sont limitées par 

les phénomènes de transfert de matière. Néanmoins, la floculation est à la base de la 
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formation des grains de Kéfir, co-immobilisats de bactéries et de levures (Gan·ote et al .. 

1997). 

Enfin, le dernier mode d'immobilisation fait appel à des membranes perméables aux 

solutés mais retenant les cellules. Ces membranes peuvent être formées autour de 

suspensions bactériennes. Des capsules ou microcapsules sont alors obtenues. 

L'encapsulation du biocatalyseur est obtenue par polymérisation de molécules telles que la 

gélatine, le chitosane, le nylon ou encore le polyéthylèneimine à l'interface de deux phases 

dont l'une contient les cellules (Groboillot et al., 1993; Hyndman el al., 1993; Poncelet et 

al., 1990 et 1992). L'avantage principal de la microencapsulation découle de la 

relativement faible taille des capsules et dans la faible épaisseur des membranes. qui 

permettent de favoriser le transfert de matière (Poncelet et al., 1990). De plus, un choix 

correct de la nature des membranes peut permettre une rétention quasi-totale des micro­

organismes et éventuellement apporter une résistance accrue à l'attrition. Les limitations de 

la microencapsulation proviennent des réactions chimiques de formation in situ des 

membranes, faisant appel à des produits parfois toxiques pour les cellules et de la 

complexité de mise en œuvre de réactions interfaciales en présence de biocatalyseurs. 

Toujours dans le cadre de l'immobilisation par membrane, des modules de séparation par 

micro ou ultrafiltration intéglis à des réacteurs biologiques peuvent être employés pour le 

confinement des cellules mais aussi pour l'extraction des métabolites. C'est pourquoi ces 

modes de culture des lactocoques seront traités dans les paragraphes ultérieurs consacrés 

aux fermentations extractives. 

m .3.3. DOMAINES D'APPLICA nON DE L'IMMOBILISA nON CELLULAIRE 

Les cellules immobilisées peuvent se révéler très intéressantes pour des utilisations 

en industrie laitière : Laetobacillus delbrueeki bulgarieus et Streptoeoeeus salivarills 

thermophilus immobilisés par inclusion ont été employées pour la pré-acidification et 

l'inoculation en continu du lait pour la fabrication de yoghourt (Prévost et Diviès, 1988). 

Ce procédé permet un gain de productivité découlant, d'une part, de la haute densité 

cellulaire et, d'autre part, du bon état physiologique des cellules relarguées du support et 

inoculant le lait en continu (Prévost et al., 1994). L'ensemencement en continu du lait a 

aussi été mis en œuvre avec des cultures mixtes de lactocoques contenant Laetoeoeeus 

laeris subsp. laeris biovar. diacetylactis pour la production de fromage frais (Prévost et al., 

1994; Sodini et al., 1997 a et b). L'immobilisation permet, dans ce cas, d'améliorer le 

rendement de conversion du citrate en diacétyle et donc améliore l'aromatisation du 

produit fini. Qui plus est, ce mode de fermentation permet de travailler à de très forts taux 

de dilution, excédant largement le taux de dilution critique en culture continue simple, et 

donc d'augmenter sensiblement la productivité du procédé. Des co-cultures de lactocoques 

ont aussi été employées pour la pré fermentation de la crème. Cette pré-fermentation 
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permet une acidification modérée de la crème, ainsi qu'une bonne aromatisation (Prévost et 

Diviès, 1992). Pour \:ette application, l'avantage supplémentaire apporté par ce mode de 

fermentation réside dans le contrôle du relargage des cellules, qui limite les accidents de 

suracidification de la crème, nuisant à son traitement en aval (Champagne ef al .. 1994). 

Enfin, des cellules de CarnobacteriulI1 divergens ont été immobilisées dans des billes 

d'alginate pour la production d'une bactériocine, la divercine, avec une productivité 30 fois 

supérieure à celle d'une culture discontinue (Boyaval et al., J 997) et ce type d'application 

pourrait fort bien être étendu à d'autres bactéries productrices de bactériocines comme les 

lactocoques. 

iliA. FERMENTATION EXTRACTIVE 

111.4.1. INTRODUCTION 

La mise en œuvre des lactocoques en fennentation extractive se fait principalement 

à l'aide de modules à membrane couplés à des bioréacteurs. Ces membranes assurent le 

confinement des cellules, tout en permettant l'extraction de métabolites , dont certains. 

comme l'acide lactique, peuvent nuire aux performances fermentaires des cellules. Cette 

levée de l'inhibition par excès de lactate est un des avantages décisifs de l'utilisation de 

membranes couplées aux bioréacteurs par rapport aux autres méthodes d'immobilisation 

cellulaire où, du fait des limitations diffusionnelles, l'acide lactique produit s'accumule au 

niveau des cellules (Altaba, 1991). De plus, dans une optique de production d'arômes 

laitiers, l'absence de flore microbienne dans le produit fermenté assure une meilleure 

conservation des molécules produites. Pour le diacétyle , la présence résiduelle de 

Lactococcus [actis subsp. lac fis biovar. diacetylactis et particulièrement son activité 

diacétyle réductase sont à l'origine de pertes importantes lors du stockage (Klaver et al.. 

1992). 

L'utilisation de procédés à membrane couplés à des cultures de wctococcus Im'fis 

subsp. lactis biovar. diacetylactis peut, par contre, s'avérer très complexe. En effet. la 

maîtrise du couplage des deux opérations unitaires de biotransfonnation et de séparation 

peut se révéler très ardue, et ce, même si le métabolisme des lactoco4ueS est en partie 

cerné et l'utilisation des membranes répandue en industrie laitière avec, par exemple, la 

stérilisation à froid du lait par microfiltration, la standardisation du taux protéi4ue du lait 

ou l'extraction des protéines du lactosérum par ultrafiltration (Maugas et Daufin, 1992: 

Boyaval, 1994). Il peut par exemple devenir très difficile de définir un optimum de 

fonctionnement correct pour une installation de fermentation couplée à un module de 

microfiltration tangentielle, de fortes contraintes hydrodynamiques augmentant les tlux de 

perméat mais nuisant à la viabilité et à l'activité des cellules (Bibal et al.. 1991). Enfin. une 

fois l'optimisation globale effectuée, les gains de productivité doivent se révéler 
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suffisamment importants pour justifier l'emploi de séparateurs coûteux à l'achat et en 

entretien (Altaba, 1991). 

m .4.2. DOMAINES D'APPLICA nON 

Le principal domaine d'application de la fermentation extractive est bien 

évidemment la production d'acide lactique, vu les avantages physiologiques pouvant être 

tirés de l'extraction en continu de ce produit (Mehaia et Cheryan, 1986). Néanmoins, pour 

cette application, les lactobacilles, du fait de leur très forte activité acidifiante. sont 

largement préférés aux lactocoques (Timmer et Kronkamp, 1994; Schmidt et al., 1994). 

L'extraction en continu de l'acide lactique peut être réalisée à l'aide de modules de 

microfiltration ou d'ultrafiltration (Ohleyer et al., 1985; Altaba, 1991; 8ibal et al., 1991), 

d'osmose inverse (Timmer et al., 1993 et 1994), de nanofiltration (Timmer et al., 1993 et 

1994) de dialyse (Friedman et Gaden, 1970; Stieber et Gerhardt, 1981), d'électrodialyse 

(Hongo et al., 1986), ou encore par extraction liquide-liquide (Lazarova et Peeva, 1994) ou 

cristallisation (Vickroy, 1985). 

Le deuxième domaine d'application de la fermentation extractive est la production 

de biomasse concentrée utilisée comme starter en industrie laitière (Taniguchi et al., 1987; 

Prigent et al., 1988; Bibal et al., 1991). De fortes densités cellulaires ont en effet été 

atteintes en couplant un réacteur parfaitement agité avec un module d'ultrafiltration ou de 

microfiltration tangentielle. Néanmoins, les conditions hydrodynamiques prévalant dans la 

boucle d'ultrafiltration se sont révélées néfastes pour les cellules, avec une augmentation 

de la mortalité des cellules avec le nombre de passages dans la boucle de filtration, 

induisant des temps de latence pour les fermentations utilisant de tels ferments. Pour 

remédier à ce problème, Suzuki (1996) a introduit une cartouche de microfiltration 

directement dans un réacteur parfaitement agité. Avec un tel dispositif, une concentration 

cellulaire élevée de 141 gn de matière sèche est obtenue avec une viabilité très 

satisfaisante de 94 %, les conditions douces d'agitation du réacteur aidant. 

La fermentation extractive des lactocoques a aussi été envisagée pour la 

concentration de biomasse en vue de la production de superoxyde dismutase (Holst et al., 

1985) ou pour la production de bactériocines (Boyaval et al., 1997). Pour ce qui est de la 

production d'arômes laitiers, Smith et al., 1993 ont étudié le métabolisme de Lactococcus 

lactis subsp. lactis ·biovar. diacetylactis immobilisé en fibre creuse et ont noté une 

amélioration de production du diacétyle à pH faible (aussi bas que 4) et en présence de 

citrate en plus du sucre fermentescible. Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. 

diacetylactis a aussi été utilisé par Klaver et al. (1992) pour réaliser l'aromatisation de lait 

par fermentation dite interactive par deux souches de lactocoques, l'une métabolisant le 

citrate et réalisant l'aromatisation et l'autre non, dans deux réacteurs communiquant par le 

biais d'une membrane de dialyse. Au cours de telles cultures, le diacétyle formé dans le 
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réacteur d'aromatisati on contenant Lactncoccu,\' [acTis subsp. [actis biovar. diacetylac:ris 

est u'ansféré à travers la membrane de dialyse dans le deuxième réacteur contenant le 

produit fini. Le diacétyle introduit ainsi dans le produit ne peut plus alors subir de 

réduction en acétoïne ou 2,3-butanediol, la souche croissant dans le réacteur de produit ne 

possédant pas cette activité réductasique. Un lait légèrement acidifié avec une 

aromatisation stable est ainsi obtenu. Toutefois, des pelformances identiques peuvent être 

atteintes pour un coût bien moindre avec des cellules immobilisées (Prévost eT al., 1994). 

Enfin, lshii et al. (1995) ont réalisé le couplage d'un réacteur airlift contenant LacTococCllS 

lactis subsp. laeris biovar. diacetylactis co-immobilisé avec de la catalase (Ochi et al .. 

1991) avec un module de pervaporation pour l'extraction du diacétyle. La concentratilln 

élevée en diucétyle dans le réacteur. de l'ordre de plusieurs centaines de mg/l , et les bons 

rendements d'extractilln ont permis. en mode discontinu, l'obtention de concentrations en 

diacét'yle dans le pennéat proches de 2 gli. Ces performances très intéressantes doivent 

néanmoins être rapportées au coût d'un procédé aussi complexe. Un deuxième 

inconvénient de ce procédé provient de l'utilisation de catalase sous forme d'un extrait de 

foie bovin dont l'inocuité pour les consommateurs est sujette à caution. 
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Résultat~ - discussion 

I, INTRODUCTION 

La production microbÎologique du diacétyle. arÎlIne dominant du beurre mais 

participant de façon non négligeable aux propriétés organoleptiques de nombreux produit~ 

laitiers fermentés présente un intérêt économique évident. Néanmoins. en dépit d'un grand 

nombre d'études menées sur ce sujet, des zones d'ombre subsistent concernant le mode de 

production de ce composé par les souches LacfococclIS facfis subsp. filais biovar. 

diacetylacfis et Lellconosfoc mesenteroitle.\· subsp. cre/lloris. En effet. deux voies 

métaboliques ont été formellement mises en évidence (figure 111.1) : la première fait 

intervenir une réaction entre un complexe acétaldéhyde-TPP issu d'une activité pyruvate 

décarboxylase et l'acétyl-CoA catalysée par la diacétyle synthétase pour former 

directement le diacétyle (Speckman et Collins, 1968 et 1973), alors que la seconde 

implique la formation d'une molécule d'acétaldéhyde-TPP et sa condensation avec une 

molécule de pyruvate en AAL au niveau d'une acétolactate synthétase, puis la 

décarboxylation oxydative de l'AAL en diacétyle (Verhue et Tjan, 1991). 

Pyruvate 

1 

c4zr : 
Dlacétyle~AAt"~~1I'- Acétaldéhyde-TPP Diacétyle 

Acétyl-CoA Dlac6tyle 
synth6tne 

Figure nu : voies métaboliques de production du diacétyle. 

Cependant, la participation cinétique respective de chacune de ces voies dans .la 

production biologique du diacétyle n'a pas été déterminée, Speckman et Collins ayant 

constat6, sans pouvoir la quantifier, la coexistence d'une autre voie, et Verhue et Tjan 

n'ayant pas b6n6ficié d'une technique analytique à la limite inférieure de détection 

suffisamment faible pour évaluer la part de la voie de Speckman et Collins. L'absence 

d'identification de la diacétyle synthétase fait qu'à l'heure actuelle, la voie de l'AAL est 

consid6rée comme cinétiquement prépondérante. Toutefois, une étape demeure mal 

connue dans cette voie: la réaction de décarboxylation oxydative de l'AAL en diacétyle. 

En effet, bien que la capacité de ce composé à subir une décarboxylation oxydative 

spontanée soit reconnue (Veringa et al, 1984; Monnet et al, 1994), il n'est en aucun cas 

prouv6 que la cinétique de cette réaction puisse correspondre aux productions 

microbiologiques observées. En particulier, il semble surprenant qu'une production de 

di acétyle puisse être obtenue par décarboxylation oxydative de l'AAL lors de cultures 
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anaérobies et à potentiel rédox négatif, conditions expérimentales défavorables pour une 

telle réaction (Stien . 1993). Qui plus est, certains auteurs ont observé une forte 

accumulation d'AAL par certaines cultures, sans possibilité de transformer ce composé en 

diacétyle, et ce même en aérant le milieu de culture (Curic, 1997). Enfin, les ù'avaux de Ho 

Park et al. (1995) sur la décarboxylation oxydative in vitro d'AAL avec des coenzymes 

d'oxydo-réduction comme accepteurs d'électrons suggèrent un mécanisme plus complexe 

qu'une simple réaction spontanée en présence d'oxygène. 

Devant ces données contradictoires, il nous a semblé nécessaire de nous intéresser à 

la réaction de décarboxylation oxydative de l'A AL dans des conditions physico-chimiques 

existant dans le milieu de culture et dans les cellules productrices de diacétyle pour 

déterminer si. d'un point de vue cinétique, la décarboxylation oxydative de l'AAL peut 

effectivement être à l'origine de la production microbiologique du diacétyle. Notre 

approche expérimentale est basée sur la comparaison cinétique de la production 

microbiologique de di acétyle avec les vitesses de décarboxylation oxydative, dans Je 

milieu extracellulaire ou à l'intérieur des cellules. Cette comparaison, effectuée dans des 

conditions expérimentales défavorables pour la décarboxylation oxydative que sont 

J'anaérobiose et un faible potentiel rédox, doit non seulement permettre de déterminer la 

part éventuelle de la décarboxylation oxydative de l'AAL dans la production 

microbiologique du di acétyle, mais aussi, dans le cas où cette part serait importante, d'en 

déterminer la localisation et, enfin, de contribuer à l'amélioration des connaissances 

portant sur le mécanisme réactionnel éventuellement mis en jeu. 

Il. PRODUCTION MICROBIOLOGIOUE DE DIACETYLE 

La production microbiologique de diacétyle est suivie au cours d'une culture de 

référence. Celle-ci a lieu avec la souche Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. 

diacérylactis SD 933 mise en œuvre au laboratoire au cours de précédentes études 

physiologiques (Stien, 1993). La culture se déroule dans le milieu semi-synthétique y, et 

en anaérobiose, condition défavorable pour la décarboxylation oxydative de l'AAL. La 

température est fixée à 25 oC pour atteindre à la fois un niveau de production correct de 

diacétyle, et une croissance intéressante, nécessaire pour l'obtention ultérieure d'extraits 

cellulaires. Le pH choisi pour cette culture est de 5,5, suffisamment acide pour observer 

une bonne production de diacétyle, mais pas trop pour limiter l'apparition d'éventuels 

phénomènes de coagulation protéique. 

o Production de biomasse 

Dans de telles conditions expérimentales, la production de biomasse est 

relativement lente et régulière (figure III.2) avec une vitesse spécifique maximale de 

croissance proche de 0,4 h·1 atteinte après 2 h 30 de culture. 
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o Catabolisme du lactose 

Le lactose, substrat carboné principal, est totalement consommé lors de la l:lIlture. 

avec un pic de vitesse de consommation à 2,2 g/(l.h) en fin de culture (ligure 111.3). La 

vitesse spécifique de consommation est, par contre, maximale en début de culture (0,7 g de 

lactose consommé par g de biomasse et par h) et décroît tout au long de celle-ci. La 

cinétique de production d'acide lactique découle logiquement de celle de consommation du 

lactose. La concentration maximale en acide lactique est obtenue après 16 h de culture et la 

vitesse spécifique de production diminue tout au long de la culture. Le rendement global 

lactate/lactose est de 0,89 g/g, soit inférieur à la valeur théorique de 1,05 g/g pour une 

conversion totale du lactose en lactate. Donc, dans de telles conditions, plus de JO % du 

flux carboné provenant du lactose est orienté vers des voies métaboliques autres que celle 

de la lactate déshydrogénase. 

o Clivage de l'acide citrique 

Concernant l'acide citrique (figure m.4), la consommation totale intervient après un 

peu plus de 6 h de culture. La vitesse maximale de consommation de 0,3 g/(l.h) est atteinte 

avant 5 h de culture alors que la vitesse spécifique de consommation décroît de 0,4 g/g de 

biomasse/h en début de culture à 0 après 7 h. L'acide acétique est produit d'abord avec une 

vitesse importante (0,09 à 0,04 g/(l.h)) en parallèle de la consommation de l'acide citrique, 

au cours des 7 premières heures de cuIture. Après consommation totale du citrate, la 

production d'acétate continue, du fait de l'activité pyruvate-formate lyase (PFL) oU 

pyruvate déshydrogénase (PDH), mais avec une vitesse moins élevée (initialement 0.01 

g/(l.h» et en décroissance constante. La vitesse spécifique de production diminue tout au 

long de la culture pour atteindre une valeur quasi nulle après 10 h. Le rendement de 

production d'acétate à partir du citrate est de 0,4 g/g, soit supérieur au rendement de 

production d'acétate par la citrate Iyase de théoriquement 0,3125 g/g. De l'acide acétique 

est donc formé à partir du pyruvate découlant de la dégradation du citrate ou du lactose, et 

ce probablement par la PFL, l'activité PDH étant limitée dans les conditions 

expérimentales adoptées (Hugenholtz, 1993). 

o Production d'acide pyruvique 

L'acide pyruvique, intermédiaire commun du métabolisme du lactose et du citrate, 

voit sa concentration dans le milieu augmenter au cours des 4 premières heures de co­

consommation du lactose et du citrate. La concentration se stabilise ensuite jusqu'à 9 h où 

intervient une diminution progressive (figure 111.5). 
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C ul ture anaérobie de WCIOCOCCIIS lacli,ç subsp. lac lis biovar diacetylaclis SD 933 en 

anaérobiose, à 25 oC dans du milieu Yet à un pH régulé à 5,5. 
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o Orientation du flux carboné vers la PFL et la PDH 

Comme nous l'avons vus dans le paragraphe consacré au clivage du citrate . une 

production excédentaire d'acétate a lieu après épuisement du citrate dans le milieu de 

culture, cet acide acétique pouvant être formé à partir de l'acétyl-coenzyme A issu de 

l'action de la PFL ou de la PDH. La production d'acétaldéhyde et d'éthanol , pouvant eux­

aussi provenir de l'action de la PFL et de la PDH, commence à partir du moment Oll la 

concentration en acide pyruvique atteint un plateau (figures 111.5 et 111.6). La production 

d'éthanol se poursuit pendant la fermentation alors que la concentration en acétaldéhyde 

décroît à partir de 13 h de culture. Le démarrage de la production d'acétaldéhyde et 

d'éthanol, après 4 h de culture, peut être associé à une dérépression de la PFL par les 

intermédiaires de la glycolyse, c'est-à-dire à l'atteinte d'un flux glycolytique critique dans 

les cellules, du fait de la diminution de la vitesse spécifique de consommation du lactose 

au cours de la culture. L'atteinte du plateau concernant la concentration d'acide pyruvique 

peut de même être expliquée par l'augmentation de l'activité PFL et 1 ou PDH, fournissant 

un débouché supplémentaire au pyruvate, et mettant donc un terme à son accumulation 

dans le milieu. 

a Orientation du flux carboné vers la production de molécules en C4 

Les concentrations en acétoïne et diacétyle augmentent dès le début de ln culture 

pour atteindre un maximum avec l'épuisement du citrate (figures nI.7 et nI.8). Ensuite, les 

concentrations de ces deux composés diminuent, avec en parallèle le début de la 

production de leur dérivé réduit, le 2,3-butanediol. Ce phénomène peut facilement être 

expliqué par la dérépression de la diacétyle réductase en absence d'acide citrique 

(Mellerick et Cogan, 198\). Pour ce qui est du diacétyle, la vitesse de production est 

importante dès le début de la fermentation (supérieure à 1 mg/(I.h» puis augmente jusqu'à 

un maximum de 1,5 mg/(I.h) après 4 h de culture. La vitesse diminue ensuite jusqu'à 0, au 

moment oille citrate est épuisé (figure nI.9). La diminution de la vitesse à 4 h de culture 

correspond au début de la dérépression de la PFL, qui prive alors la ou les voies de 

production du diacétyle d'une partie de l'acide pyruvique. Après 6 h, la vitesse devient 

négative, le diacétyle produit et excrété étant peu à peu reconsommé par réduction en 

acétoïne ou 2,3-butanediol par action de la diacétyle réductase. 

La valeur maximale de la vitesse de production de diacétyle observée au cours de 

cette culture sera utilisée comme référence pour la comparaison avec les vitesses de 

production de diacétyle par décarboxylation oxydative de l'AAL. A cet instant de la 

culture, la concentration en biomasse atteint 150 mglI, soit une vitesse spécifique de 

production de 10 mglg de biomasse/h. Qui plus est, le potentiel rédox atteint alors - 83,7 

m V, valeur a priori défavorable pour une réaction de décarboxylation oxydative. 
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m. DECARBOXYLATION OXYDATIVE DE L'AAL DANS L'EAU 

La réaction de décarboxylation oxydative de l'AAL est suivie, dans un premier 

temps, dans de l'eau, en anaérobiose, et dans des conditions de température et d'agitation 

identiques à celles de la culture réalisée à pH 5,5. Cette première étape vise à valider le 

dispositif expérimental pour le suivi de la réaction de décarboxylation oxydative et à en 

définir les modalités de fonctionnement. De plus, ces expéIiences doivent fournir des 

valeurs témoins de réactivité de l'AAL. 

Pour ce faire , les cinétiques de décarboxylation oxydative de l'AAL sont 

déterminées dans de l'eau osmosée dans une large gamme de pH, allant de 4 à 9,1, avec un 

intervalle approximatif de 0,5 unité pH. Quel que soit le pH, des courbes linéaires 

d'évolution de la concentration en diacétyle au cours du temps sont obtenues, des exemples 

étant montrés au niveau de la figure 11110. Les évolutions sont indiquées en concentration 

relative (concentration initiale rapportée à 0) pour faciliter la comparaison. 

" .~~ 
'ils g-
. ." 
~ 
C 

" U 

§ 
U o 0,5 1 1,5 2 2.5 3 3.5 4 

Temps (h) 
Figure 111.10 : évolution de la concentration en 
diacétyle en fonction du temps à différents pH dans 
de l'eau bi-osmosée. 
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Figure m.n : évolution de la concentration en 
diacétyle en fonction du temps dans de l'eau bi­
osmosée. 

Pour des pH allant de 4 à 7,5, des productions de diacétyle sont observées alors que 

pour des pH supérieurs à 7,5, une diminution de la concentration en diacétyle a lieu. Dans 

ce dernier cas, des dosages d'acétoïne et de 2,3-butanediol dans le milieu ne révèlent 

aucune production de ces composés à partir du diacétyle. Cette perte de diacétyle est donc 

la conséquence du mode de fonctionnement du dispositif expérimental. La cause la plus 

évidente de ces pertes est la purge régulière du réacteur avec de l'azote pour maintenir 

l'anaérobiose, et ce malgré l'utilisation d'un dispositif de condensation en sortie de gaz. 

Pour évaluer les pertes en diacétyle dues au fonctionnement du réacteur, une solution 

diluée de diacétyle est introduite dans le réacteur et l'évolution de la concentration est 

suivie (figure III.ll). Une perte constante de 5,2 mg/(l.h) est observée, suite au balayage 

du réacteur par de l'azote. En additionnant cette valeur de pertes aux vitesses de production 

et disparition brutes du diacétyle dans un milieu contenant de l'AAL, des valeurs de 
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réactivités réelles de l'AAL en anaérobiose dans l'eau ou valeurs corrigées sont obtenues 

(figure 111.12). 

Les vitesses de décarboxylation oxydative de l'AAL en diacétyle ainsi obtenues 

sont très élevées à bas pH et décroissent avec l'augmentation du pH . Ces vitesses de 

production très élevées n'étaient pas attendues, le milieu réactionnel, de l'eau bi-osmosée 

purgée à l'azote, ne contenant pas d'accepteur d'électrons pour la réaction de 

décarboxylation oxydative. Qui plus est, ces réactivités ont été observées à des potentiels 

rédox eux aussi défavorables, variant entre - 80 et -160 mY. En dépit de la diminution de 

la vitesse de réaction avec l'augmentation du pH, la vitesse de décarboxylation oxydative 

est encore très élevée à pH 5,5 dans l'eau: 8 mg/(I.h). Cette valeur est 5 fois supérieure à la 

vitesse de production microbiologique de diacétyle observée à ce même pH. Néanmoins. 

cette réactivité élevée dans l'eau n'augure rien des vitesses de décarboxylation oxydative de 

l'AAL dans le milieu de culture ou à l'intérieur des cellules. Cette valeur doit donc plutôt 

être considérée comme un témoin que comme une indication réellement significative. 

o Vilesse bruie 

lE Vilesse corrigée 

4 4,5 5,5 6 7,2 7,5 9,1 
pH 

FIRure 111.12 : vitesses bruies et corrigées de décarboxylation oxydarive de J'AAL en diacétyle Cil 

anaérobiose dans de J'eau osmosée. 

Quoi qu'il en soit, cette forte réactivité de l'AAL et la décroissance de la vitesse de 

décarboxylation oxydative avec l'augmentation du pH sont tout à fait en accord avec les 

résultats de la littérature (Veringa et al., 1984), ce qui confirme le bon fonctionnement de 

notre dispositif expérimental. D'un point de vue pratique, pour un meilleur suivi des 

cinétiques de décarboxylation oxydative ultérieures, celles-ci se dérouleront sans flux 

constant d'azote, le recours à des injections de ce gaz étant limité à la purge initiale du 

milieu réactionnel de toute trace d'oxygène et aux phases d'ajout des réactifs. 
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IV. PRODUCTION BIOLOGIOUE DE D1ACETYLE PAR DECARBOXYLATION 

OXYDATIVE EXTRACELLULAIRE DE L'AAL 

IV 1 CINETiOUES DE DECARBOXYLATION OXypATIVE EXTRACELLULAIRE 

La réaction de décarboxylation oxydative est ensuite étudiée dans des conditions 

physico-chimiques extracellulaires. De telles conditions peuvent être atteintes dans du 

milieu de culture frais, correspondant aux conditions initiales extracellulaires de 

fermentation, et dans du milieu fermenté filtré, correspondant aux conditions 

extracellulaires en cours de culture. 

IV. 1. 1. DECARBOXYLATION OXYDATIVE DANS DU MILlEU NON FERMENTE 

Tout comme pour l'eau, la réactivité de l'AAL a été évaluée dans le milieu Y en 

fonction du pH et des cinétiques de production linéaires de diacétyle à partir d'AAL sont 

obtenues, avec une vitesse de réaction fortement dépendante du pH. Des vitesses très 

importantes sont atteintes entre pH 4 et 5 avec un maximum de 5,9 mg/(I.h) à pH 4, alors 

qu'au delà de pH 5, les vitesses de production sont faibles ou nulles. Ces expériences 

prouvent qu'à bas pH, en anaérobiose et à faible potentiel rédox (entre -97,7 et -181,5 mV), 

la décarboxylation oxydative de l'AAL est possible dans le milieu de culture non fermenté. 

Les valeurs obtenues indiquent cependant une réactivité plus faible de l'AAL dans 

le milieu Y que dans l'eau, chose surprenante, le milieu Y étant a priori susceptible de 

contenir des accepteurs d'électrons pour la réaction de décarboxylation oxydative. Qui plus 

est, cette réactivité plus faible ne peut être due à une décarboxylation non oxydative de 

l'AAL ou à une réduction du diacétyle produit, les concentrations en acétoïne et 2,3-

butanediol restant constantes au cours des expériences, après une légère phase de 

production lors de l'hydrolyse de l'ester d'AAL. 

En ce qui concerne la décarboxylation oxydative d'AAL à pH 5,5, aucune 

production de diacétyle n'est détectée. Pourtant, les conditions expérimentales dans 

lesquelles est suivie la réaction, avec en particulier un potentiel rédox de -108 m V, sont 

proches de celles relevées en culture discontinue à pH 5,5 au moment où la vitesse de 

production microbiologique du diacétyle est maximale avec un potentiel rédox de -83,7 

mV. Il apparaît donc que la décarboxylation oxydative de l'AAL en anaérobiose dans le 

milieu Y non fermenté n'est pas un mécanisme cinétiquement très important pour justifier 

la production microbiologique de diacétyle dans des conditions comparables. Toutefois, il 

est possible que la présence des cellules dans le milieu induise des modifications physico­

chimiques importantes et favorise la décarboxylation oxydative. 
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IV . 1.2. DECARBOXYLATION OXYDATIVE DANS DU MICROFILTRAT DE 

MILIEU FERMENTE 

Des expériences du même type réalisées dans du microfiltrat de culture anaérobie 

réalisée à pH 5,5 ont montré une fois encore la forte dépendance de la réaction de 

décarboxylation oxydative du pH du milieu. Une réactivité maximale correspondant à une 

vitesse de production de 2,2 mg/(I.h) a été atteinte à un pH de 4. La vitesse de productiun 

de diacétyle à partir d'AAL décroît ici encore avec l'augmentation du pH. Bien que la 

valeur maximale de la réactivité soit plus faible dans le milieu fermenté microfiltré que 

dans le milieu frais, la décroissance de l'activité en fonction du pH est plus lente dans le 

microfiltrat de culture. 

Ainsi, pour un pH de 5,5, la réactivité de l'AAL correspond em;ore à 0.5 mg/(I.h). 

ce qui est supérieur à la valeur obtenue dans du milieu non filtré . De même qu'avec le 

milieu non filtré, ces réactivités plus faibles que dans l'eau ne peuvent être imputées à une 

décarboxylation non oxydative de l'AAL ou à une réduction du diacétyle formé, les 

concentrations en acétoïne et 2,3-butanediol n'évoluant pas au cours des expériences après 

l'hydrolyse de l'ester d'AAL. Néanmoins, cette valeur de 0.5 mg/(I.h), bien que non 

négligeable, reste encore trop faible pour pouvoir expliquer la vitesse maximale de 

production de diacétyle observée en culture anaérobie à pH 5,5 (tableau 111.1). Le potentiel 

rédox, légèrement plus bas au cours des expériences dans les milieux de culture qu'au 

cours de la phase de production maximale de diacétyle en felmentation , ne peut entraîner 

une telle diminution de la réactivité de l'AAL. 

Conditions Culture Eau Milieu Y Microfiltrat de milieu Y 

Vitesse de production 1,5 8 0 0,5 

de diacétyle (mg/(I.h» 

Potentiel rédox (m V) -83,7 -94 -108 -126 

Tableau nu : tableau récapitulatif des vitesses de production biologique el d~carboxylatioll oxydalivc de 
l'AAL en anaérobiose et à pH 5,5. 

Ces expériences montrent donc que la production microbiologique de diacétyle ne 

peut cinétiquement parlant provenir uniquement d'une décarboxylation oxydative 

extracellulaire de l'AAL. Néanmoins, au vu de ces résultats, un tiers de la production de 

di acétyle pourrait toutefois en provenir, pour peu que de l'AAL soit effectivement présent 

dans le milieu, comme c'était le cas au cours des expériences de suivi de décarboxylation 

oxydative. L'étape suivante de notre travail consiste donc à rechercher une éventuelle 

accumulation extracellulaire d'AAL au cours de cultures anaérobies à pH 5,5 de la souche 

de référence. 
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IV 2 ACCUMULATION EXTRACELLULAIRE DE L'AAL 

La présence ou l'accumulation transitoire d'AAL dans le milieu de culture est 

recherchée afin de détenniner si le substrat de la réaction de décarboxylation oxydative est 

effectivement présent au niveau extracellulaire et donc de savoir si les vitesses de 

décarboxylation oxydative déterminées dans des conditions extracellulaires peuvent être 

considérées comme significatives. 

IV.2.1. RECHERCHE PAR METHODE ENZYMATIQUE 

La méthode enzymatique de détection extracellulaire de l'AAL est basée sur ulle 

modification cinétique de l'éventuelle production extraceIJulaire de diacétyle par 

décarboxylation oxydative d'AAL par ajout dans le milieu d'une enzyme catalysant la 

production d'acétoïne au détriment du diacétyle, l'acétolactate décarboxylase ou AOC 

(figure 111.13). Ainsi, la présence d'AAL est révélée par une diminution de la production de 

diacétyle dans une culture avec AOC par rapport à une culture sans l'enzyme. 

co/ H coz 

DiacétYle~AAL J..Acétoïne 
AOC 

Figure nu 3 : réactions de décarbox ylatioll de l'AAL. 

Des cultures comparatives avec et sans ADC ont été réalisées en anaérobiose et à 

un pH de 5,5. Les consommations des substrats carbonés, les productions des métabolites 

primaires et des composés en C4 sont reportées dans le tableau I1I.2. 

AOC - + 
Biomasse produite (gtl) 0,9 1,1 

Lactose consommé (gtl) 9,8 9,9 

Lactate produit (gtl) 9,3 9,4 

CItrate consommé (gtl) 1,5 1,5 

Acétate produit (gtl) 0,5 0,5 

Diacétyle produit (mg/I) * 7,3 7,8 

Acétoïne produite (mgtl) * 214 264 

2,3-butanediol produit (mgll) * 226 241 

Tableau 111.2 : effet de l'AOC sur le métabolisme primaire et la production de molécules en C4 par 
LaCIOCOCCUS laclis subsp. laClis biovar. diacélylaClis SD 933 cultivé en anaérobiose à pH 5,5. 
+ présence d' AOC - absence d' AOC • Niveau maximal aUeiOl durant les 16 h de culture. 
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La comparaison des fermentations avec et sans AOC ne révè le pas de différence 
flagrante au niveau du métabolisme du citrate et du lactose : ces deux wmposés S(lnt t(lUS 
deux totalement consommés dans des temps comparables, avec formation d'acétate et de 
citrate dans des proportions identiques. Seule la production de biomasse e.~t légèrement 
améliorée par la présence d'AOC dans le milieu de culture. Il apparaît donc que l'extrait 
enzymatique contenant l'AOC n'a pas d'effet drastique sur le métabolisme primaire de 
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylacfis SD 933. 
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FIgure 01.14 : effet de l'AOC sur la production de 
diacétyle lors de cultures anaérobies à pH S,S. 
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Flllure 111.16 : eITet de l'AOC sur la production 
d'acétoïne lors de cultures anaérobies à pH 5.5. 
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d'évolution de la concentration en diacétyle lors de 
cultures anaérobies 11 pH 5,5. 
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Figure 111.17 : effet de l'AOC ~ur la production de 
2,3-but:U1ediollors de cultures mlaérobies à pH 5,5. 

Concernant le métabolisme des composés en C4. la quantité de diacétyle produite 

avec de l'AOC est supérieure à celle produite lors de la culture de référence (figure III. 14). 

La production de diacétyle en présence d'ADC démarre plus lentement que sans l'enzyme 

et atteint une vitesse maximale inférieure à celle observée sans AOC. Néanmoins. la 

décroissance de la vitesse de production est plus lente en présence d'AOC. d'où une 

concentration supélieure en diacétyle atteinte (figure 111.15). L'acétoïne et sa forme réduite, 

le 2.3-butanediol, sont plus produits en présence de l'enzyme. avec une différence de 50 

mgll pour l'acétoïne et de 15 mgll pour le 2,3-butanediol. représentant respectivement une 

amélioration de 23 et 7 % (figures m .16 et 11117). La production d'acétoïne commence dès 

le début de la culture avec ou sans enzyme. mais se prolonge plus en présence d'AOC. En 

conséquence, l'acétoïne atteint une concentration plus importante en présence d'AOC et le 

niveau maximal est atteint plus tardivement en présence d'AOC avec un décalage de 2 h 

par rapport à la culture sans AOC. Par contre, la production de 2.3-butanediol commence 

avec 2 h d'avance lors de la culture avec AOC par rapport à la culture sans, les vitesses de 

production étant ensuite équivalentes. 
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Il ressort de ces résultats qu'un large excès d'activité AOC. ajouté au niveau 

extracellulaire, n'a pas permis de diminuer significativement la quantité de diacétyle 

produite. Il est toutefois difficile de conclure à l'absence d'AAL au niveau exu·acellulaire. 

la quantité d'acétoïne produite ayant été accrue en présence d'AOC. En effet, cette 

surproduction d'AAL peut tout à fait être un artéfact dû à la composition de l'extrait 

enzymatique, ou être la conséquence d'une présence effective d'AAL au niveau 

extracellulaire, le diacétyle étant quant à lui formé au niveau intracellulaire et voyant sa 

production non affectée par l'AOC. 

Pour tirer des informations supplémentaires, cette méthode a été appliquée à une 

culture continue anaérobie réalisée à pH de 5.5 et à un taux de dilution çorrespondant à la 

vitesse spécifique de croissance observée en mode discontinu lors de la phase de 

production maximale de diacétyle. Après atteinte de l'état stationnaire sans AOC à ce taux 

de dilution (0,29 h- I ). un échelon d'AOC a été appliqué et un nouvel état stationnaire 

observé. Le tableau 111.3 récapitule les concentrations en substrats, biomasse, métabolites 

primaires et composés en C4 atteintes pour ces deux états stationnaires. 

AOC - + 
Biomasse (gll) 0,8 0,6 

Lactose (gIl) 7,"3 7,2 

Lactate (gll) 2,4 2,5 

Citrate (gll) 0,6 0,6 

Acétate (g/l) 4,0 4,0 

Diacétyle (mgll) 3,Il 3,7 

Acétoïne (mgll) 194 222 

2,3-butanedlOltmgll) 33 32 

Tableau 111.3 : effet de l'ADC sur le métabolisme primaire et la production de molécules en C4 par 
LaclococClIs laclis subsp. lacI;s biovar. diacélylaclis SD 933 cultivé en mode continu à un taux de dilution 
de 0,29 h-J en anaérobiose et à pH 5,5. + présence d'AOC - absence d' AOC. 

Les états stationnaires obtenus confirment les résultats obtenus en mode discontinu. 

La croissance est légèrement améliorée par la présence de l'extrait enzymatique alors que 

les consommations de lactose et citrate et les productions de lactate et d'acétate ne sont pas 

affectées par l'ajout de l'enzyme. L'extrait enzymatique n'a donc pas d'effet perturbateur 

majeur sur le métabolisme primaire de la souche employée en culture continue. Pour ce qui 

est de la production de molécules en C4, les concentrations en diacétyle et 2,3-butanediol 

sont comparables avec ou sans enzyme. L'absence d'effet sur la concentration en 2,3-

butanediol tient au fait que, dans les conditions opératoires, du citrate est encore présent et 

inhibe la reconsommation de l'acétoïne par l'acétoïne réductase. Le 2,3-butanediol reste 

donc présent à une faible concentration. Concernant le diacétyle, la conservation du niveau 

de production en présence d'une forte activité AOC extracellulaire suggère que sa synthèse 
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a lieu au niveau intracellulaire. Qui plus est. comme c 'est le cas pour le 2.J -butanedilll. 

J'ajout de l'AOC n'influe pas sur une éventuelle reconsommatilln par la diacétyle rédl1l:tasc. 

Néanmoins, l'augmentation de la production d'acétoïne peut très bie n résulte r de la 

présence extracellulaire d'AAL. 

Il ressort donc de l'utilisation extracellulaire de l'AOC que la localisation de la 

production de diacétyle est très probablement intracellulaire, sans pouvoir conclure quant à 

la voie métabolique empruntée (voie de Speckman et Collins ou voie de J'AAL). 

L'observation d'une augmentation de la concentration en acétoïne en présence d'AOC est 

plus problématique. car elle peut provenir de la présence extracellulaire d'i\AL. Il devient 

donc nécessaire de recourir à une autre méthode de dosage extracellulaire de 1'i\i\L pOlir 

pouvoir évaluer efficacement la part de la décarboxylation oxydative extracelllliaire de 

l'AAL dans la production microbiologique du diacétyle. 

IV .2.2. RECHERCHE PAR METHODE CHIMIQUE 

Le principe de cette méthode, mise en œuvre initialement par Mathis (19R9) dans 

des moûts brassicoles, est le suivant : du milieu extracellulaire est prélevé en anaérobiose 

stricte par microfiltation et la concentration en diacétyle est alors mesurée. L'échantillon 

subit ensuite, soit une oxydation douce en présence d'oxygène (injection d'air à 30 VVM 

pendant 30 s), soit une oxydation plus dure avec du KMn04 à raison de 250 mg/l 

d'échantillon. Ces opérations d'oxydation de J'échantillon permettent la rapide 

transformation d'AAL éventuellement présent en diacétyle. La concentration en diacétyle 

est ensuite mesurée toutes les 15 mn pendant 2 à 3 h pour détecter une production de ce 

composé. La différence de concentrations en diacétyle dans l'échantillon avant et après 

oxydation est révélatrice de la présence extracellulaire d'AAL dans le milieu 

extracellulaire. 

Durre de culture (h) 3 6 9 

Oxydation - O2 KMnO~ - O2 KMnO. - O2 f{MnO~ 

L:lCtose (gll) 8,9 8,8 8,9 8,0 7,9 7,9 5,6 5,6 5,6 

L.1ctate (g!I) 0,8 0,8 0,8 1,7 1,8 1,8 4,0 3.9 3,9 

Citrate (g/I) 0,4 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 

Acétate (,vI) 4,1 4,1 4,1 4,2 4,1 4,2 4,2 4,2 4,2 

Diacétyle (mgll) 6,2 6,2 6,2 7,2 7,1 7,2 7,1 7,1 7,1 

Acétolne (mg!l) 131 133 129 165 163 170 265 260 268 

2,3-butanediol (mg/l) 28 25 27 27 27 29 25 32 27 

Tableau 111.4 : effet d'oxydations au permanganate de potassium ct 11 l'oxygène sur le contenu 
extracellulaire à différents temps d'une culture disconûnue anaérobie r~alisée 11 pH 5,5. 

En premier lieu, il a été constaté que l'étape de microfiltration ne modifie pas le 

contenu du milieu de culture. Aucune rétention n'a été détectée concernant les substrats et 
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métabolites dosés (lactose, lac tate . citrate, acétate. pyruvate. acétaldéhyde. éthanol et 

composés en C4), les concentrations de ces produits obtenues par dosage dans le milieu de 

culture ou par dosage dans le microfiltrat étant quasi identiques. 

Au niveau des échantillons de milieu extracellulaire recueillis après 3, 6 ou 9 h de 

culture, les opérations d'oxydation par oxygénation ou ajout de pelmanganate n'ont pas 

modifié les concentrations des substral~ et métabolites principaux (tableau UI.4) . En ce qui 

concerne les composés en C4, en général et le diacétyle en particulier. aucun changement 

de concentration n'a été induit par les oxydations. Ces résultats indiquent donc que l'AAL 

n'est pas présent en quantité détectable dans le milieu extracellulaire. 

La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus par méthode enzymatique 

montre que la surproduction d'acétoïne observée en présence d'AOC est due à un artéfal,;! 

causé par l'extrait enzymatique, l'AAL n'étant pas .présent au niveau extracellulaire. 

L'analyse par CLHP des acides organiques et glucides de l'extrait enzymatique révèle que 

l'enzyme est conservée dans du glycérol , non métabolisé par Lactococcus lactis subsp. 

lactis biovar diacetylactis (chapitre Il, paragraphe 1.1) avec des concentrations faibles de 

substrats éventuellement catabolisables par la souche (Lactose : 1,2 gli et glucose : 0,64 

gIJ). Cet apport en substrats étant très limité vu le faible volume d'extrait ajouté au milieu 

(mUI), cette surproduction d'acétoïne doit donc provenir d'autres composés présents dans 

l'extrait, mais non identifiés. II est donc préférable, à l'avenir de recourir à une forme 

purifiée de l'ADC disponible maintenant chez Sigma pour la mise en œuvre de la méthode 

enzymatique de détection de l'AAL. 

IV,) CONCLUSIONS 

Au vu des cinétiques de décarboxylation oxydative de J'AAL dans des conditions 

physico-chimiques proches de celles existant au niveau extracellulaire en culture 

discontinue anaérobie à pH 5,5, il apparaît clairement que cette réaction extracellulaire 

n'est pas assez importante, cinétiquement parlant, pour pouvoir expliquer les productions 

microbiologiques de diacétyle observées dans des conditions identiques. Qui plus est, le 

dosage du substrat de la réaction, l'AAL, dans des microfiltrats de milieu de culture n'a pas 

permis de mettre en évidence une quantité détectable de ce composé. Enfin, l'ajout 

extracellulaire d'une enzyme entrant en compétition avec la réaction de décarboxylation 

oxydative de J'AAL en diacétyle n'a pas permis de diminuer la quantité de diacétyle formé . 

En conséquence, il est possible d'écarter la décarboxylation oxydative extracellulaire de 

l'AAL en tant que mécanisme dominant de production du diacétyle par LactOCOCCIIS lactis 

subsp. lactis biovar. diacetylactis SD 933 cultivé en anaérobiose à pH 5,5. 

Les expériences réalisées avec l'AOC suggérant un mode de production 

intracellulaire du diacétyle. sans présager de la voie empruntée, J'étude de la 

décarboxylation oxydative de J'AAL doit être poursuivie au niveau intracellulaire. 
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y. DECARBOXYLATION OXYDATIVE DE L'AAL DANS DES EXTRAITS 

CELLULAIRES 

y. l, INTROPUCTION 

Afin de détenniner des cinétiques de décarboxylation oxydative de l'A AL dans des 

conditions intracellulaires, des extraits cellulaires correspondants sont préparés par 

traitement au lysozyme puis choc osmotique de cellules de la souche de référence issues 

d'une culture anaérobie à pH 5,5 en réacteur parfaitement agité de 20 1 concentrées par 

microfiltration. Ces extraits, préparés sous atmosphère d'azote. sont ensuite transférés en 

réacteur parfaitement agité de 2 1 avec capteur à molécules volatiles pour l'évaluation des 

cinétiques de décarboxylation oxydative intracellulaire. Les vitesses indiquées dans les 

paragraphes suivants sont exprimées à quantité de biomasse équivalente à celle présente en 

culture discontinue à pH 5,5 quand la vitesse maximale de production de diacétyle est 

atteinte (150 mgll de matière sèche), de façon à établir plus aisément les comparaisons 

entre cinétiques de décarboxylation oxydative intracellulaire et production 

microbiologique de diacétyle. De plus, la culture de référence étant réalisée à pH S,S, les 

cinétiques de décarboxylation oxydative intracellulaire de l'A AL sont déterminées pour 

une gamme de pH correspondant au pH intracellulaire d'une culture de lactocoques 

effectuée à un pH extracellulaire de S,S. Les pH choisis, 6,25, 6,75 et 7,25, tiennent 

compte à la fois de mesures effectuées au laboratoire par cytométrie en flux, et de résultats 

d'études d'autres équipes sur les lactocoques (Poolman et al. 1987; Cook et Russel 1994). 

V 2. DECARBOXYLATION OXypATlYE INTRACELLULAIRE DE L'AAL 

La réaction de décarboxylation oxydative de l'AAL est étudiée pour les 3 pH 

considérés en anaérobiose par ajout d'AAL dans les extrait~ cellulaires et suivi de la 

production de diacétyle. Les substrats carbonés et métabolites ont été dosés au cours de ces 

expériences pour quantifier d'éventuelles activités enzymatiques résiduelles. Les 

concentrations initiales et finales, après 8 h de réaction, de ces composés sont reportées 

dans le tableau 111.5. Concernant les substrats carbonés et métabolites primaires (lactose, 

lactate, citrate et acétate), aucune variation significative de la concentration n'est observée 

au cours des différentes expériences. Pourtant, pour chacune de ces expériences, une 

augmentation de la concentration du pyruvate, intennédiaire du métabolisme du lactose et 

du citrate a lieu dans le milieu réactionnel. L'origine de cette production est difficile à 

identifier. le pyruvate pouvant provenir de la transformation d'intermédiaires de la 

glycolyse non dosés ou du métabolisme des acides aminés. Pour ce qui est des autres 

composés. comme pour les substrats et métabolites primaires, aucune variation 

significative de concentration n'est mise en évidence. Il en résulte, pour le métabolisme des 
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composés en C4. que les activités ADC et diacétyle réductase de l'extrait cellulaire 

n'intetfèrent pas avec les mesures de décarboxylation oxydative de l'AAL en diacétyle. 

pH 6,25 6.75 7.25 
Concentration initiale finale initiale finale initiale finale 
Lactose (~II) 0.1 01 0.1 0.1 0.2 0.1 
Lactate (j!/I) 2.0 2.0 1.9 2.0 1.9 2.0 
Citrate (~/I) 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
Acétate (g/l) 1.1 1.2 1.1 1,1 1,1 1.1 

Pyruvate (me/l) 9,9 30,5 5,8 18,1 3,6 41.7 
Ac~tald~hyde (me/l) 0 0 0 0 0 0 

Ethanol (10 el)) 121 12X 126 122 121 124 
Diacétyle (me/l) 2,0 8.4 0.5 7,2 1.3 3,9 
Acétoïne (mg/l) 12 14 13 10 9 10 

2 3-butanediol (me/l) 101 95 10& 102 115 121 

Tahleau 111.5 : comparaison des concentrations initiales ct finales des suhstrats ct m~taholitcs carhonés lors 
d'expériences de suivi de décarboxylation oxydative dans des extraits cellulaires de Lac/ocoecus lae/is spp. 
/nelis bv. diaeety/nelis SD 933. 

Une production importante de diacétyle à partir d'AAL est observée, quel que soit 

le pH (figures m .18 à III.20). Les cinétiques de production de diacétyle sont biphasiques, 

avec une première phase rapide à vitesse constante dénommée VI suivie d'une seconde 

phase plus lente elle aussi à vitesse constante et dénommée V2 (tableau 01.6). 

pH 6,25 

~ 
......... 0.13 mg/(l.h) 5 

" :;:, 
-<i 
~ 
i5 2 

023 456 789 
Temps (h) 

Figure 10.18 : production de diacétyle à partir 
d'AAL dans un extrait cellulaire de Laelocoeeus 
laelis subsp. /nelis biovar. diaeelylaelis à pH 6,25. 

pH 7,25 

~ 8 

5 
6 " :;:, /" 0.11 mg/(l.h) 

-<i 4 
" '" i5 2 

1,81 mg/(I.h) 

02345 6 789 
Temps (h) 

Figure 10.20 : production de diacétyle à panir 
d'AAL dans un extrait cellulaire de Laeloeoeeus 
/nelis subsp. laelis biovar. diaeetylaelis à pH 7,25. 
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pH 6,75 

~ 8 

5 6 
" "E- 0,14 mg/(I.h) .., 4 
" '" ----- 2,66 mg/(I.h) i5 2 

02345 6 789 
Temps (h) 

Figure 111.19 : production de diacétyle à partir 
d'AAL dans un extrait cellulaire de LaelOcocC/ls 
laclis subsp. laelis biovar. diacel)'laclis à pH 6,75. 

pH VI (mg/n.h) V2 (mg/(I.h) 

625 3,16 013 

6,75 2.66 0.14 

725 181 011 

Tableau 111.6 : vitesses de décarboxylation 
oxydative de l'AAL dans un extrait cellulaire de 
Laeloeoeeus laelis subsp. laelis biovar. 
diaeetylaelis en fonction du pH. 
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La première phase est relativement courte (1 h à 1 h 30 mn) avec une vitesse 

pouvant atteindre plus de 3 mg/(I.h). La vitesse de cette première phase est dépendante du 

pH, avec une diminution lorsque le pH augmente, tout comme c'est le cas dans l'eau ou le 

milieu de culture. Par contre, la deUldème phase, d'une durée plus longue. ne voit pas sa 

cinétique influencée par le pH. Lors de ces expériences. les productions de di acétyle sont 

limitées (<10 mg/I) en regard de la concentration initiale d'AAL. La disponibilité de l'AAL 

n'est donc pas le facteur pouvant expliquer la transition d'une phase rapide à une phase 

lente. La présence de ces deux phases distinctes. avec des effets différents du pH suggère 

l'existence de deux mécanismes de décarboxylation oxydative de l'AAL. Ce changement 

de phase peut être expliqué par l'intervention dans la phase rapide d'un composé très réactif 

présent en quantité limitée dans l'extrait et rapidement épuisé, ne laissant plus qu 'une 

réactivité de base. La dépendance du pH de la vitesse de la phase rapide peut être la 

conséquence de l'intervention d'un réactif plus complexe que pour la phase lente, dont la 

cinétique n'est pas influencée par le pH. Quoi qu'il en soit, au vu des vitesses de 

décarboxylation oxydative de la première phase, il apparaît que la décarboxylation 

oxydative de l'AAL peut tout à fait être à l'origine de la production microbiologique du 

diacétyle, et ce, dans des conditions physico-chimiques pourtant défavorables pour une 

telle réaction (anaérobiose et potentiel rédox inférieur à -350 m V). 

V 3. EFFET D'UN TRAITEMENT THERMIOUE SUR LA DECARBOXYLATION 

OXYDATIVE 

Pour recueillir des informations complémentaires sur le mécanime de production du 

diacétyle par décarboxylation oxydative de l'AAL, l'extrait cellulaire est traité 

thermiquement (121°C pendant 20 mn) avant d'être soumis aux mêmes études que 

précédemment pour essayer de mettre en évidence l'intervention de composés 

thermolabiles. Lors de ces expériences, aucune modification notable des concentrations en 

substrats carbonés et en métabolites dosés à l'exception du di acétyle n'est détectée (tableau 

HI.7). 

pH 625 6.75 725 
Concentrntion initiale finale initiate finale initiale finate 
Lactose (g/\) 02 02 02 0,2 0,2 0,2 
L.-.ctatc (g/t) 1,8 1,8 1,7 18 1,8 1,8 
Citrntc (g/I) 00 0,0 00 0.0 00 00 
Acétate (l!!1) 10 10 10 10 1.0 10 

Pvruvate (ml!!1) 257 28 23,2 24,8 313 32,5 
Acétaldéhvde (ml!!1) 0 0 0 0 0 0 

Ethanol (ml!!1) 112 116 114 105 108 lOI 
Diacétvle (ml!!1) 07 30 08 2,0 0,9 18 
Acétoïne (ml!!1) 4 4 4 5 4 6 

2 3-butanediol (ml!!1) 86 78 89 84 64 65 

Tableau 111.7: comparnison des concentrntions initiales et finales des substrats ct métabolitcs carbonés lors 
d'cxpériences de suivi de décarboxylation oxydative dans des extmil' cellulaires trai lés thenniqucmcnt de 
Lac/oeoeeus lac/is spp. lae/is bv. diacetylac/is sn 933 . 
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En particulier. et à la diftërence des travaux réalisés avec l'extrait non traité. la 

concentration en pyruvate n'évolue pas, conséquence probable de l'inactivation des 

enzymes de l'extrait par la température. L'absence de variation des concentrations en 

acétoïne et 2,3-butanediol indique qu'aucune activité ADC ou diacétyle réductase présente 

dans l'extrait n'a pu influer sur les mesures de décarboxylation oxydative de l'AAL. 

Les cinétiques de production de diacétyle à partir d'AAL dans l'extrait cellulaire 

traité thelmiquement sont présentées en figure III. 21. Quel que soit le pH. les cinétiques 

obtenues sont monophasiques, avec une vitesse dénommée V3. largement inférieure à VI. 

vitesse de la phase rapide avec l'extrait non traité (tableau III .Il). Qui plus est. V3 est 

dépendante du pH. Elle tend vers la valeur de V2 lorsque le pH augmente. Ainsi. le 

traitement thermique élimine la phase rapide pour ne laisser qu'une phase lente. mais dont 

la vitesse dépend du pH contrairement à la phase lente observée avec l'extrait non traité. 

Cette phase lente semble correspondre à la combinaison d'une activité résiduelle de phase 

rapide, dépendante du pH, avec l'activité constante de la phase lente, indépendante du pH. 

~ 1, .., 
~ 1 
ëi 0, 

023 456 789 
Temps (h) 

Figure 111.21 : production de diacétyle à partir 
d'AAL dans un extrait cellulaire traité 
thermiquement de Lac/ococcus lac/is subsp. lac/is 
biovar. diace/ylac/is à différents pH. 

DH V3 (mg/(J.h)) 

6 25 027 

675 0,17 

7,25 0,12 

Tableau 111.8 : vitesses de décarboxylation 
oxydative de l'A AL dans un extrait cellulaire 
trailé thermiquement de Lac/ococcus lac/is subsp. 
lac/is biovar. diace/y/ac/is en fonction du pH. 

Ces expériences mettent clairement en évidence l'intervention d'un composé 

thermolabile dans la phase rapide de décarboxylation oxydative de l'AAL. Parmi les 

composés thermolabiles susceptibles d'intervenir dans cette réaction, les coenzymes 

d'oxydo-réduction font figure de candidats potentiels idéaux, à même d'accepter les 

électrons provenant de l'AAL (Ho Park et al., 1995), présents en quantité limitée dans 

l'extrait cellulaire et rapidement épuisés par absence de régénération. 

VA INFLUENCE DE COFACTEURS D'OXypO-REDUCTION SUR LA 

DECARBOXYLATION OXYDAIIVE 

Cette étude a pour but de mettre en évidence l'intervention éventuelle de certains 

coenzymes dans le mécanisme de décarboxylation oxydative. La méthodologie employée 

consiste, lors d'expériences de décarboxylation oxydative dans de l'extrait cellulaire non 

traité thermiquement, à ajouter ces coenzymes en phase lente, après épuisement des 
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composés réagissant rapidement avec l'AAL, et d'observer si un retour à une cinétique plus 

rapide est obtenu. Ces expériences sont réalisées à pH 6.25. (Ill la vitesse de 

décarboxylation oxydative en phase rapide est plus impOitante e t donc Oll un éventuel effet 

positif des coenzymes sera plus marqué. Les coenzymes dont l'effet est étudié dans le 

cadre de ce travail sont le NAD+, pour sa forte implication dans les réactions d'oxydo­

réduction du métabolisme des substrats carbonés, le NADP intervenant dans le cyde des 

pentoses phosphate et le FAD, pour le métabolisme lipidique . 

Une première expérience est effectuée avec ajouts successifs de 0.5 mM de NAD+. 

NADP et FAD. Ces concentrations en coenzymes doivent chacune permettre la 

décarboxylation oxydative d'approximativement un quart de l'AAL présent. Comme au 

cours des expériences précédentes avec l'extrait cellulaire non traité . aucune évolution des 

concentrations en substrats carbonés, et métabolites dosés n'est observée. à l'exception 

d'une légère production de pyruvate et bien sûr de la production de diacétyle. Une 

cinétique de décarboxylation oxydative (figure III.22) tout à fait comparable à celle 

obtenue lors de la précédente expérience à pH 6,25 avec l'extrait cellulaire non traité est 

observée. Une phase initiale rapide d'une durée légèrement inférieure à 2 h avec une 

vitesse de production de 3,3 mg/(I.h) est suivie d'une phase plus lente avec une vitesse de 

0,13 mg/(I.h) . L'ajout successif des coenzymes ne produit aucune augmentation de la 

vitesse de la phase lente (tableau III. 9). 

o 3 5 8 Il 13 16 19 21 24 
Temps (h) 

Figure 111.22 : effet de l'addition de 0,5 mM de 
différents coenzymes sur la production de 
diacétyle à partir d'AAL dans un extrait cellulaire 
de Laefoeoeell.f laefis subsp. laefis biovar. 
diaeef.vlaefis à pH 6,25. 

v2 (mg/(I.h» 

Phase lente 013 

NAD+05mM 0,13 

NADP05 mM 012 

FAD05mM 0,12 

Tahleau 111.9 : effet de l'ajout de 0,5 mM de 
différents cocn7.ymes sur la cinétique de la phase 
lente de décarboxylation oxydative de l'A AL dans 
un extrait cellulaire non traité thcnni'luemelll. 

Cette absence d'effet des coenzymes testés peut être la conséquence soit d'une non­

intervention dans le mécanisme de décarboxylation oxydative, soit d'une forte compétition 

entre les différents systèmes enzymatiques oxydo-réductasiques et l'AAL pour l'utilisation 

de ces accepteurs d'électrons. Pour réduire le niveau de cette compétition, deux 

expériences ont été réalisées, l'une avec doublement de la concentration en coenzymes et la 

seconde avec doublement de la concentration coenzymatique et traitement thermique de 

l'extrait pour dénaturer les différents systèmes enzymatiques oxydo-réductasiques. 
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Les résultats obtenus avec le milieu non traité et les concentrations en coenzymes 

doublées sont comparables en tous points avec ceux de l'expérience précédente : les 

concentrations des différents substrats et métabolites, diacétyle non compris, n'évoluent 

pas au cours de l'expérience à l'exception d'une légère production de pyruvate. Concernant 

la cinétique de production de di acétyle par décarboxylation oxydative de l'AAL, aucune 

modification de la vitesse de décarboxylation oxydative de la phase lente ne peut être 

détectée après ajout des concentrations doublées en coenzymes (figure 111.23 et tableau 

111.10). 

l·······, .......... i· .. ·· .. 6 •• ........ ·1 
4-:' NAD' 

'>- NADP 
.. FAD 

o 3 4 5 7 8 9 II 12 
Temps (hl 

Figure 111.23 : effet de l'addition de 1 mM de 
différents coenzymes sur la production de 
diacétyle à partir d'AAL dans un extrait cellulaire 
de Laclococcus laclis subsp. lacris biovar. 
diacerylaclis à pH 6,25. 

V2 (lDg!(l.h» 

Phase teille 0,13 

NAD+ ImM 0,12 

NADPI mM 0,13 

FADlmM 0,13 

Tableau 111.10 : effet de l'ajout de 1 mM de 
différents coenzymes sur la cinétique de la phase 
lente de déc:u1>oxylation oxydative de l'AAL dans 
un extrait cellulaire non traité thcnniquement. 

La deuxième expérience réalisée avec l'extrait traité thermiquement et les 

concentrations doublées en coenzymes a donné des résultats tout à fait similaires à ceux de 

J'étude de décarboxylation oxydative de l'AAL à pH 6,25 dans l'extrait cellulaire traité 

thermiquement sans ajout de coenzymes. Ainsi, aucune augmentation de la vitesse de 

production de diacétyle à partir d'AAL après ajout des coenzymes n'a été observée 

(tableau m.11). 

V3 (mgi(l.bll 

V tesse de base 0,25 

NAD+ ImM 025 

NADPI mM 025 

FADlmM 024 

Tableau 111.11 : effet de l'ajout de 1 mM de différents 
coenzymes sur la cinétique de décarboxylation oxydative de 
l'AAL dans un extrait cellulaire traité thenniquemenL 

Il découle de ces expériences que la compétition entre des composants de J'extrait 

cellulaire et l'AAL pour l'utilisation des coenzymes évalués n'est pas à l'origine de 

l'absence d'effet de ceux-ci sur les cinétiques de décarboxylation oxydative. Il peut donc 

être conclu que les coenzymes NAD+, NADP et FAD ne favorisent pas la réaction de 
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décarboxylation oxydative de l'AAL dans l'extrait cellulaire de Lacfococc/(s IW:fis subsp. 

IUCfis biovar. diacefylactis SD 933. Leur intervention directe dans la réaction de 

décarboxylation oxydative est donc peu probable. 

YI. CONCLUSIONS 

Ces travaux sur la décarboxylation oxydative de l'AAL ont permis dans un premier 

temps de vérifier que. d'un point de vue cinétique. cette réaction peut être à l'origine de la 

production microbiologique du diacétyle par Lut'focoL't'l/S Iucfi.\' subsp. lacfis biovar. 

t!iucetylacfis SD 933, et ce. dans des conditions u "riori fOltement ùéfavorables. comme 

l'anaérobiose et un faible potentiel rédox. Ces observations d'une vitesse de 

décarboxylation oxydative en rapport avec la vitesse de production microbiologique du 

diacétyle n'excluent toutefois pas pour autant la possibilité que le diacétyle soit produit 

partiellement ou non par la voie de Speckman et Collins (1968 et 1973). 

Cependant, dans le cas où le diacétyle serait produit par décarboxylation oxydative, 

les résultats de notre étude montrent que la localisation de cette réaction serait 

obligatoirement intracellulaire. En effet, si la réactivité intracellulaire de l'A AL est 

importante, la vitesse de décarboxylation oxydative de l'A AL dans des conditions 

extracellulaires est réduite. Ces données peuvent donc tout 11 fait expliquer les difficultés 

rencontrées pour transformer en diacétyle de l'AAL ayant été accumulé par une souche 

producuice dans le milieu de culture (Curic, 1997). 

Pour ce qui est du mode de décarboxylation oxydative de l'AAL, nos travaux ont 

montré la coexistence de deux mécanismes, dont l'un, rapide. fait intervenir un composé 

thetmolabile. Une tentative d'identification de ces composés thermolabiles comme étant les 

coenzymes d'oxydo-réduction NAD+, NADP ou FAD n'a pas appnrté de résultats probants. 

aucune réaction n'étant détectée dans des conditions intracellulaires avec l'AAL. Ces 

travaux montrent que la réaction de décarboxylation de l'A AL dans un milieu 

intracellulaire est un phénomène bien plus complexe que dans l'eau. où les coenzymes 

précités réagissent directement avec l'AAL (Ho Park ef al., 1995). Au vu de ces résultal~, 

les deux principales hypothèses permettant d'expliquer la vitesse élevée de production 

intracellulaire de diacétyle à partir d'AAL sont soit une réaction directe de l'AAL avec des 

coenzymes d'oxydo-réduction autres que le NAD+, le NADP ou le FAD, soit 

l'intervention d'un système enzymatique dans l'accomplissement de la réaction. 
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1. INTRODUCTION 

A l'heure actuelle, la production microbiologique d'arômes laitiers par Lactococcus 

laetis subsp. laetis biovar. diacetylactis et Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris a 

principalement lieu en culture discontinue, bien que ce mode de production n'apporte pas 

des niveaux de productivité élevés. Pour pallier cet inconvénient. sans remettre en cause ce 

mode de culture. des souches plus performantes tant en niveau de production qu'en 

productivité ont été sélectionnées. voire même développées. sur la base d'études 

physiologiques et génétiques (Gasson et al .• 1996). Néanmoins. cette approche du 

problème est confrontée à des limitations tant métaboliques que réglementaires (Welsh. 

1994). 

Pour accroître encore la productivité. il devient nécessaire de considérer des 

changements plus importants du mode de mise en œuvre des bactéries lactiques 

productrices d'arômes, pour pouvoir tirer un meilleur parti de leurs capacités de 

biotransformation. Le mode de culture continu est en cela très attractif car il permet de 

placer les cellules dans un ~tat physiologique adapté (Boyaval, 1994). Toutefois. les 

modifications d'installations de production existantes ou leur remplacement, induits par le 

passage à un mode de culture continu, ne sont pas assez largement compensés par les gains 

en productivi~ attendus. n est donc nécessaire de recourir à des cultures à haute densi~ 

cellulaire pour espérer obtenir un gain significatif et satisfaisant des performances de 

production d'arômes (Smith et al., 1993 ; Champagne et al .• 1994 ; Diviès et al., 1 994b ). 

Toutefois, le choix du mode de culture à haute densité cellulaire le plus adapté 

parmi le large ~ventai1 disponible est assez ardu, vu l'absence de données comparatives. En 

conséquence, l'objectif principal de la présente étude est d'établir une comparaison de deux 

modes de mise en œuvre de bactéries lactiques productrices d'arômes en haute densité 

cellulaire les plus éloignés possibles théoriquement et techniquement. La comparaison 

entre ces deux procédés est établie, d'une part, en terme d'influence sur le métabolisme de 

la souche et en particulier sur l'orientation du flux carboné provenant du lactose et du 

citrate vers les diff~rentes voies métaboliques (figure III.24) et, d'autre part, en terme de 

performances fermentaires principalement pour la production de biomasse ou d'arômes. 

Le premier mode de culture choisi est la culture continue en réacteur à recyclage 

cellulaire par microfiltration tangentielle. Ce type de culture est techniquement parlant 

complexe à mettre en œuvre puisqu'il consiste en un couplage de deux opérations unitaires, 

l'une de fermentation et l'autre de séparation, les performances de l'une influant sur celles 

de l'autre. Cette complexi~ n'est pourtant pas en soi un inconvénient pour une éventuelle 

utilisation industrielle, ce type de proc~d~ ~tant loin d'être ~tranger en industrie laitière. 

Qui plus est, ce type de r~acteur, permet l'obtention de cellules dans des états 

physiologiques in~ressants grâce à la réduction des limitations diffusionnelles découlant 
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d'une agitation efficace et à la réduction des phénomènes d'inhibition par l'extraction en 

continu de métabolites toxiques. 

Le deuxième mode de mise en œuvre sélectionné est la culture continue de cellules 

immobilisées sous forme de biofilm en réacteur à lit fixe. Il est couramment employé à 

l'échelle de laboratoire, aisé de mise en œuvre, robuste, et fait appel aux propriétés 

naturelles de la souche de référence à coloniser divers supports. Ces avantages font de ce 

mode de culture un candidat intéressant pour une implantation industrielle, les risques 

technologiques étant réduits. Néanmoins. l'inconvénient majeur de ce type de culture 

réside dans les importantes limitations diffusionnelles et forts gradients au sein du réacteur. 

dont l'influence sur le métabolisme de la souche et les pelformances du procédé peut se 

révéler critique. 

Cilrale L.1CloSe 

Diacélyle 
32,Aœ~~H l 
~ 3;" 

FO~" ?Y'-C~2H -f' 
~ Laclale 

-2 H", 
Acéloïne -2H.., 

2,3-bUlanediol 

Acétale Acélaldéhyde - .. EUlanol 

Figure 111.24 : repréSenl.1lÎon simplifiée des voies métaboliques pouvant êlre empruntées 
par le flux carboné issu du laclose Cl du cilrale . 

Avant de réaliser l'étude comparative de ces deux modes de culture. la première 

étape de cette partie du u'avail consiste à déterminer, en mode discontinu, le comportement 

métabolique et les pelformances d'une souche productrice de diacétyle de référence, 

Laetoeoeeus laetis subsp. laetis biovar. diaeetylaetis PAL D DIA A, de façon non 

seulement à établir une base de données comparative pour les procédés de culture à haute 

densité cellulaire, mais aussi pour choisir des conditions expérimentales adéquates pour 

réaliser la comparaison entre les deux modes de culture continue à haute densité cellulaire. 

La deuxième étape de ce travail est la mise en œuvre de la souche de référence dans 

des conditions définies d'après la première partie expérimentale en réacteur continu avec 

recyclage cellulaire et en réacteur continu à cellules immobilisées. 

Enfin, la troisième étape de cette étude consiste à exploiter les données recueillies 

en culture discontinue et en cultures continues à haute densité cellulaire pour déterminer 

l'influence de chacun de ces modes de mise en œuvre sur le métabolisme de la souche et 

leurs domaines d'application en industrie laitière. 
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Il. ETUDE PRELIMINAIRE DU COMPORTEMENT METABOLIOUE DE 

Laclococcus 'aclis SUbSD. lactis bioyar. d;acetvlact;s CULTIVE EN MODE 

DISCONTINU 

Cette première partie expérimentale a pour objectifs d'appréhender le métabolisme 

de la souche de référence et de détenniner des conditions expérimentales dans lesquelles 

effectuer la comparaison entre les deux modes de culture à haute densité cellulaire. Le 

comportement métabolique de cette souche est détenniné en fonction d'un paramètre aisé à 

contrôler en fennentation et connu pour sa forte influence sur la répartition du flux carboné 

entre les différentes voies cataboliques : le pH. Les cultures sont toutes réalisées en 

anaérobiose et à une température intennédiaire de 25 oC constituant un bon compromis 

pour l'obtention d'une croissance satisfaisante et pour la biosynthèse des différents produits 

du métabolisme du lactose et du citrate. 

Il.1 CULTURE DISCONTINUE DE LactQÇQCCUS lactis subsp lactis bjoyar. djacetvlactis 

A pH NON REGULE 

Cette première culture est effectuée dans le milieu Y, en anaérobiose et sans 

régulation de pH. Le pH du milieu est fixé initialement à la valeur rencontrée dans le lait : 

6,5. Cette expérience a pour but d'évaluer les perfonnances de base de la souche employée. 

La croissance de la souche dans ces conditions expérimentales est faible, avec une 

production de 0,6 gli de biomasse (figure Hl.25). La croissance a lieu pendant les 6 

premières heures de la culture, et est importante lors de la cométabolisation du lactose et 

du citrate. Après épuisement du citrate observé après 5h de culture, la croissance ralentit 

puis cesse (figures 01.25 et III.27). 

Le pH décroît de 6,5 à 4,6 au cours de la culture. La diminution du pH est d'abord 

rapide pendant les 6 premières heures, avant de ralentir progressivement (figure 111.25). 

Cette acidification du milieu est la conséquence directe de la consommation du lactose et 

de sa transfonnation en lactate (figure DI.26). La consommation du lactose, et donc la 

production de lactate, sont en effet simultanées à la décroissance du pH. Le lactose n'est 

que partiellement assimilé par les cellules, et le rendement en lactate fonné par rapport au 

lactose consommé est légèrement supérieur à l,OS glg. Ceci traduit la production de lactate 

à partir d'une source additionnelle de carbone, probablement le citrate. 

Le citrate est consommé totalement en environ 5 h, avec une production associée 

d'acétate (figure 111.27). Le rendement global en acétate fonné par rapport au citrate 

consommé est de 0,9 moVmol, ce qui indique que de l'acétate issu du clivage du citrate est 

orient6 vers la production d'acétyl-coenzyme A. 

La concentration en acide pyruvique, initialement élevée, décroît pendant la 

première heure, avant d'augmenter jusqu'à 6 h de fennentation (figure III.28) . Cette 
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C ul ture anaérobie de LlICloCOCCIiS laclis subsp. laclis biovar dia(;elylacfis PAL D DIA A 

en anaérobiose, à 25 oC dans du mi lieu Y. 

1,4-
1,2- " , pH 

§ " / 1-
0.> 

0,8 ~ 0 ,(, ; ; 
E . 0 0,4 ' " 

o:i 
'''----. Riomasse 0,2 , 0 

.. 0 

() 2 4 0 X 10 12 
Temps (h) 

Figure 111.25 : éVlllu lilln de la COllccll tratilln cn 
Ililllnasse el du pH. 
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FIgure 111.27 : évolution des concentrations en 
acides citrique el acétique. 

" .• .. .............. '."'. 

o 2 4 6 8 10 12 
Temps (h) 

Figure 111.29 : évolution dc la concentration en 
acide fonnique. 
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Figure 111.31 : évolution des conccntrations en 
acétoïne ct 2,3-butlUlediol. 
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Figure 111.28 : évolution de la concentration en 
acide pyruvique. 
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Figure 111.30 : évolution des concentrations cn 
acétaldéhyde et éthrulOl. 
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accumulation de pyruvate correspond ici encore à la période durant laquelle le citrate et le 

lactose sont cométabolisés et provient probablement de la formation de pyruvate à partir 

du citrate sans formation de NADH + H+, ne pouvant être métabolisé par la LDH (figure 

llI.24). D en résulte cette augmentation transitoire de la concentration en pyruvate. Ensuite, 

une fois le citrate épuisé, la concentration en pyruvate diminue jusqu'à la fin de la culture. 

La concentration en formate, après un pic à la première heure, diminue tout au long 

de la fermentation, d'abord rapidement entre 1 et 5 h, puis plus lentement (figure 111.29). 

La concentration en éthanol diminue jusqu'à s'annuler après 6 h de culture (figure 111.30). 

En parallèle, une quantité équivalente du dérivé oxydé apparaît dans la même péliode de 

temps (figure 111.30). La concentration globale en éthanol plus acétaldéhyde n'évolue donc 

pas au cours de l'expérience. Ainsi, vu les absences de production de formate et 

d'acétaldéhyde plus éthanol, ainsi que le rendement en acétate produit 1 citrate consommé 

inférieur à 1 moll mol, il est évident que le flux carboné provenant du lactose et du citrate 

n'emprunte pas la voie de la PFL, pas plus d'ailleurs que celle de la PDH. 

Concernant le métabolisme des composés en C4, l'acétoïne et le diacétyle sont 

produits durant le cométabolisme du lactose et du citrate au cours duquel le pyruvate 

s'accumule (figures III.28, III.31 et III.32). Cette accumulation de pyruvate doit être 

suffisante pour permettre son orientation vers l'ALS, présentant une affinité faible pour ce 

compo~. Avec l'arrêt du cométabolisme, la concentration en pyruvate diminue, ce qui met 

un tenne à l'orientation du flux carboné vers la voie des C4. Les concentrations en 

diacétyle, acétoïne et 2,3-butanediol n'évoluent alors plus, ce qui indique que les activités 

diacétyle 1 acétoïne réductase sont minimes (figures III.31 et DI. 32). 

Ainsi, le déroulement d'une telle culture peut être divisé en deux phases : la 

première durant laquelle le lactose et le citrate sont cométaboli~s, avec production de 

biomasse, d'acide lactique et de molécules en C4 et la seconde, après épuisement du 

citrate, où seul subsiste un catabolisme lent et incomplet du lactose en lactate. Du fait que 

seule une partie de la fermentation est réellement productive pour l'aromatisation, les 

performances obtenues sont tœs moyennes. En cela, cette culture est tout à fait révélatrice 

des limitations du mode de culture discontinu. 

Il 2. CULTURES DISCONTINUES DE Laçtoçoccus laçtis subsp laças biovar. 

diaçerylaçtis SOUS CONTRAINTE DE pH 

A l'issue de cette culture de référence sans régulation de pH, une série de 

fermentations discontinues à pH régulé est réali~e dans une zone de pH comprise entre 4 

et 9. Cette ~rie de cultures a pour but de déterminer l'influence du pH, paramètre à la fois 

crucial et ai~ à fixer dans un procédé de culture, sur l'orientation du flux carboné 

provenant du lactose et du citrate vers les différents produits du métabolisme, pour choisir 

des conditions opératoires permettant la comparaison des deux procédés de mise en œuvre 
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de lactocoques en culture continue à haute densité cellulaire. L'ensemble des données 

présentées dans cette paltie cOlTespond aux productions et aux consommations observées 

après arrêt de la croissance, ou, en cas d'absence de croissance, après arrêt de la 

consommation de lactose et de citrate. 

Il.2 .1. CROISSANCE, CONSOMMATION DE SUBSTRATS ET PRODUCTION DE 

METABOLITES 

o Production de biomasse 

Une production maximale de biomasse, proche de 2 g/l. est obtenue à pH 6.5 avec 

une diminution de la quantité de biomasse formée en augmentant ou diminuant le pH 

(tïgure III .33). En diminuant le pH, aucune croissance n'est observée en deçà de pH 4,5. La 

vitesse spécifique de croissance maximale suit une évolution tout à fait semblable à celle 

de la production de biomasse, avec toutefois un optimum de 0,79 h- 1 à pH 7 au lieu de 6.5 

(figure 1II.34). Pour ces cultures, lorsqu'une croissance a lieu, la vitesse spécifique de 

croissance maximale est atteinte peu de temps après l'inoculation (moins de 2 hl , avec 

ensuite une rapide diminution. 

o Catabolisme du lactose 

La consommation de lactose est totale dans un intervalle de pH compris entre 5,5 et 

8,5 (figure 1II.35). Pour des pH extél1eurs à cet intervalle, son utilisation est limitée avec, 

en particulier, une consommation très faible ou nulle en dessous de pH 5 . Dans tous les 

cas, le lactate est produit dans des proportions équivalentes à celles du lactose consommé. 

avec en conséquence un rendement global proche de 1,05 g/g (figure 111.36). Ceci est 

révélateur de la très faible 0I1entation du flux carboné provenant du lactose vers des voies 

autres que la LDH, ou du très faible apport complémentaire de pyruvate vers la LDH par 

d'autres sources de carbone. 

La vitesse spécifique maximale de consommation de lactose est atteinte peu de 

temps après l'inoculation pour les cultures où le lactose est utilisé, comme c'est le cas pour 

la biomasse, avec ensuite un ralentissement notable et rapide. Un pic isolé de vitesse 

spécifique maximale de consommation de lactose est observé pour la même valeur de pH 

que la vitesse spécifique maximale de production de biomasse, à pH 7 , mettant ainsi en 

exergue les rôles de source de carbone et d'énergie du lactose (figure 111.37). En dehors de 

ce pic, la vitesse spécifique maximale de consommation de lactose augmente avec le pH. 

o Clivage du citrate 

La consommation du citrate est totale de pH 4 à la neutralité , avec ensuite une 

diminution de son utilisation jusqu'à seulement 20 % à pH 9 (figure II1.38). La vitesse 

spécifique maximale de consommation, elle aussi atteinte dans les 2 premières heures de 

chaque culture, présente un optimum proche de 3,5 g/(g.h) à pH 6 (figure 111.39). 
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Influence du pH sur le métabolisme de Lactocnccils lactis subsp. lacti.\" biovar diacetylacri.\" 

PAL D DIA A cultivé en mode discontinu, en ana~robiose et à 25 oC dans du milieu Y. 

NR : pH initial de 6,5 puis non régulé. 
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De part et d'autre de cette valeur, la vitesse spécifique maximale diminue, tout en restant à 

une valeur assez élevée, supérieure ou égale à 2 g/(g.h), entre pH 5 et 7. Ce profil d'effet 

du pH sur la vitesse spécifique maximale d'utilisation du citrate est à relier avec la faible 

wne de pH optimale, légèrement acide, de la citrate perméase. La production d'acétate. 

dérivant en partie du clivage du citrate, ne suit pourtant pas une évolution comparable à 

celle de consommation du citrate. En particulier, la production d'acétate ne diminue pas 

avec le pH entre pH 4,5 et pH 7 comme le fait la consommation du citrate. La production 

d'acétate par les voies de la PFL ou dans une moindre mesure, de la PDH, ou une 

transfonnation d'acétate en acétyl-coenzyme A ont donc lieu (figure 1lI.40). Le rendement 

global en acétate fonné 1 citrate consommé (figure 111.41) est très parlant à cet égard: pour 

des pH inférieurs à 6 et supérieurs à 7, celui-ci est supérieur à 1 mol/mol, ce qui 

correspond à une production complémentaire d'acétate pouvant provenir des voies de la 

PFL ou de la PDH, alors qu'entre pH 6 et 7, le rendement est inférieur à l, ce qui indique 

une transfonnation d'acétate en acétyl-coenzyme A. La destination précise de cet acétyl­

coenzyme A est difficile à détenniner, tant ce composé peut intervenir dans de nombreuses 

réactions cellulaires, mais il est intéressant de noter la correspondance entre la zone 

optimale de croissance et la zone pour laquelle le rendement acétate 1 citrate est inférieur 

à 1 (figures m.33, m.34 et m.4I). 

CJ Flux carboné issu du lactose et du citrate orienté vers la PFL et la PDH 

Les rendements de production d'acétate par rapport à la consommation de citrate 

(figure m.41) sont révélateurs de l'orientation du flux carboné vers la PFL ou la PDH, de 

même que la production croissante de fonnate et d'éthanol avec le pH (figures 111.42 et 43). 

Si la détennination de la part du flux carboné orientée vers la PFL est aisée à détenniner à 

partir du dosage de la quantité de fonnate produite, la part du flux carboné empruntant la 

PDH est plus difficile à évaluer. Une méthode pour détenniner cette part consiste à faire la 

somme des concentrations molaires des métabolites communs aux deux voies, l'acétate 

produit en excédent par rapport au clivage du citrate, l'éthanol et l'acétaldéhyde, et d'en 

soustraire la concentration en fonnate, révélatrice du flux orienté vers la PFL. Une 

évaluation du flux carboné orienté vers la PDH peut ainsi être obtenue. Cependant, cette 

évaluation ne peut être significative que si l'acétyl-coenzyme A produit tant par la PFL que 

par la PDH est effectivement utilisé pour la synthèse d'acétate, d'acétaldéhyde et d'éthanol 

et si une reconsommation d'acétate pour fonner de l'acétyl-coenzyme A n'a pas lieu. A 

l'aide de cette méthode, la prépondérance de l'action de la PFL ou de la PDH pour la 

production d'acétate excédentaire, d'acétaldéhyde et d'éthanol peut être détenninée . 

.1 Pour des pH compris entre 4 et 5, en l'absence de production de fonnate (figure 

m.42), l'acétate excédentaire ainsi que l'éthanol et l'acétaldéhyde ne peuvent provenir que 

de la seule action de la PDH. 

113 



Résultats - discussion 

./ A pH 5,5 la seule action de la PFL peut expliquer les niveaux de production de 

ces 3 molécules . 

./ A pH 6 et 6,5, le calcul de la part du flux orienté vers la PDH indique des valeurs 

négatives, ce qui traduit l'orientation d'une partie de l'acétyl-coenzyme A issu de l'action de 

la PFL ou de la PDH vers la production d'autres métabolites que l'acétate, l'éthanol ou 

l'acétaldéhyde, avec pour conséquence l'impossibilité de déterminer la voie à l'origine de la 

production de ces trois composés. Toutefois, la production croissante de formate avec le 

pH laisse à penser que la PFL joue un rôle prépondérant par rapport à la PDH . 

./ De pH 7 à 9, la production d'acétate excédentaire, d'acétaldéhyde et d'éthanol 

peut provenir de la seule action de la PFL. 

n Flux carboné issu du lactose orienté vers la production de composés en C4 

La production globale des composés en C4 augmente lorsque le pH diminue 

(figures 111.44 et 111.45). Alors que la production de la somme adtoïne + 2,3-butanediol est 

d'abord négligeable à des pH supétieurs à 7, elle tend rapidement vers un plateau proche de 

200 mgll avec la diminution du pH (figure III.44), la production de diacétyle augmente 

régulièrement de pH 9 à pH 4 avec une valeur maximale de 37 mgll (figure III.45). La 

vitesse spécifique maximale de production de diacétyle est atteinte pour toutes les cultures 

en début de fermentation, lorsque le cométabolisme du lactose et du citrate est important 

(fortes vitesses spécifiques de consommation de lactose et de citrate). La vitesse spécifique 

maximale de production du diacétyle est importante (> 10 mg/(g.h)) pour les cultures 

réalisées à des pH compris entre 4 et 6,5, c'est-à-dire dans la gamme de pH où le citrate est 

totalement métabolisé (tïgures 111.46 et III.38). A partir de pH 7, la vitesse spécifique 

maximale de production devient bien moindre. 

II.2.2. ORIENTATION GENERALE DU FLUX CARBONE 

L'utilisation des sources carbonées que sont le lactose et le citrate est totale entre 

pH 5,5 et 7 (figure III.47). Au delà de pH 7, la diminution du tlux carboné métabolisé 

provient de l'utilisation incomplète du citrate alors qu'en dessous de pH 5,5, cette 

diminution est imputable à la consommation partielle ou nulle du lactose. L'orientation de 

ce flux carboné entre les voies cataboliques majeures (LDH, PFL, PDH et C4) est elle 

aussi fortement dépendante du pH (figure 111.48). La part de la LDH dans le flux carboné 

catabolisé reste constante entre pH 5 et 9. En dessous de pH 5, du fait de l'utilisation 

incomplète du lactose, la part de la LDH dans le catabolisme du flux carboné décroît 

naturellement. La part de la PFL, quant à elle, augmente avec le pH, en conséquence 

logique de la combinaison de l'augmentation de la production de formate avec le pH 

(figure I1I.42) et de la diminution du flux carboné total métabolisé de pH 7,5 à 9 (figures 

III. 35, Ill.38 et I1I.47). Une utilisation du flux carboné par la PDH n'est clairement 
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démontrée qu'à faible pH (4 à 5), bien qu'une intervention mineure à des pH légèrement 

supérieurs soit possible. La part du flux catabolique orienté vers la production de 

molécules en C4 augmente avec la diminution du pH du fait de l'action combinée d'une 

augmentation brute de la production de molécules en C4 à bas pH (figures 111.40 et 111.41) 

et de la diminution du flux carboné par métabolisation partielle du lactose (figures 111.31 et 

111.43). 

Ainsi, en fonction du pH de culture, trois zones de rép3.1tition du flux carboné entre 

LDH, PFL, PDH et C4 peuvent être mises en évidence (tableau rn.12). 

IlH 4 9 

Utilisation du lactose ~ ~ 
Utilisation du citrale ~ 
Citrate consomm~ 1 lactose consomm~ ---
Aux carbotM! orienœ vers la LDH ~ • 
Aux carboné orienœ vers la PA.. ~ 

Aux carboné orienœ vers la PDH ----- • -Aux carboné orienœ vers la • 
1 oroduction de molécules en C4 

Tableau III. 12 : lableau récapitulatif de la consommation de lactose et de citrate et de l'orienlation du flux 
carboné qui en résulte vers les différentes voies cataboliques lors de cultures discontinues de LaclococClIs 
/aclis subsp. /aclis biovar. diac~tylaclis PAL D DIA A sous conlnlinle de pH. 

a A faible pH (4 à 5), le pyruvate issu du catabolisme du citrate et d'une partie 

seulement du lactose est orien~ vers la voie des molécules en C4, la PDH et vers la LDH, 

suivant la quanti~ de lactose consommé, 

a A pH modérément acide (5,5 à 6,5), le flux provenant de l'utilisation complète du 

lactose et du citrate est orien~ principalement vers la LDH, une part mineure du carbone 

se répartissant entre la PFL et la production de molécules en C4, l'intervention de la PDH 

n'étant toutefois pas exclue, 

a De pH neutre à modérément basique (7 à 9), la LDH occupe toujours une part 

prépondérante dans l'utilisation du flux carboné, mais seule la PFL catabolise une partie du 

carbone résiduel, la production de molécules en C4 n'ayant pas lieu. 
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lU. CONCLUSIONS 

Cette étude physiologique a permis de mettre en évidence l'effet du pH sur la 

croissance et la répartition du flux carboné chez LacrOCOCCIIS laais subsp. hIC,is biovar. 

diacetylacris PAL D DIA A. Ces résultats, en eux-mêmes, fournissent une base de données 

pour la comparaison avec le comportement de la souche de référence en culture continue à 

haute densité cellulaire. Qui plus est, ils permettent de déterminer des valeurs de pH pour 

lesquelles les comparaisons entre les deux modes de culture continue à haute densité 

cellulaire et entre cultures continues à haute densité cellulaire et cultures discontinues 

peuvent s'avérer les plus fructueuses. 

La première valeur de pH sélectionnée est bien évidemment pH 7, valeur pour 

laquelle la vitesse spécifique maximale de croissance est la plus élevée (tableau 111.13). Ce 

pH doit permettre de mettre en lumière les potentialités des deux modes de culture à haute 

densité cellulaire pour l'atteinte de hautes concentrations en biocatalyseur. 

Production ou Productivité Vitesse spécifique de 

Consommation production ou consommation 

Biomasse 181111 022 e/(I.h) 079 Il/(e.h) 

Lactose 97~ 1,21 Il/Cl.h) 4,67 e/(e.h) 

Citrate 1,2 ell 0,151l/Cl.h) 2,10 e/Ce.h) 

Diacétvle 0.3ell 004 mll/Cl.h) 2.9 mll/CIl.hl 

Tableau 111.13: rappel de données sur le métabolisme de Lae/oeoeeus laet;s subsp. lae/;s biovar. 
diaeetylaetis PAL D DIA A cultivé en mode discontinu à 25 oC en anaérobiose dlU1S du milieu Y et à pH 7. 

De plus, à ce pH, les substrats carbonés citrate et lactose sont totalement 

consommés, avec, en particulier, une vitesse maximale spécifique de consommation du 

lactose optimale pour l'intervalle de pH considéré (tableau III . 13). Le carbone provenant 

du lactose et du citrate est métabolisé principalement par la LDH et dans une moindre 

mesure par la PFL. Le choix de ce pH doit donc aussi apporter des informations sur 

l'influence que peut avoir le mode de culture sur les consommations du lactose et du citrate 

par les cellules, ainsi que sur les voies empruntées par ce flux catabolique. 

Production ou Productivité Vitesse spécifique de 

Consommation production ou consommation 

Biomasse 121111 o 051l/(l.hl 046 g/(g .hl 

Lactose 9,7 ell 0,41 g/( I.h) 141 g/(g.h) 

Citrate 1 .2~1I 0,05 g/(I.h) 2.70 e/(g.h) 

Diacétvle 6.21l11 0,26 mg/(l.h) 16,3 mg/(e.h) 

Tableau 111.14: rappel de données sur le métabolisme de Laetocoecus la ctis subsp. lact;s biovar. 
diacetylact;s PAL D DIA A cultivé en mode discontinu en anaérobiose à 25 oC dmlS du milieu Y et à pH 5,5. 
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La deuxième valeur de pH sélectionnée pour la mise en œuvre de la souche de 

référence en réacteurs continus à haute densité cellulaire est pH 5.5 (tableau 1lI.l4). Pour 

cette valeur, un compromis intéressant entre la croissance et la production des différents 

métabolites par les 3 voies cataboliques principales (LDH, PFL et C4) est obtenu. Ainsi. le 

choix de ce pH permet d'évaluer l'influence du mode de culture tant sur la croissance que 

sur la répartition du flux carboné entre la LDH, la PFL et la production de molécules en 

C4. Qui plus est, la production de diacétyle étant satisfaisante en culture discontinue à pH 

S,S, ce pH se révèle tout à fait adapté à l'évaluation du potentiel de procédés de culture 

continue à haute densité cellulaire pour la production d'arômes laitiers. 
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III. MISE EN ŒUVRE DE LactOCOCCIiS lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis EN 

REACTEUR CONTINU A RECYCLAGE CELLULAIRE 

Cette partie expérimentale a pour objectifs, d'une part, d'évaluer l'intluence que 

peut avoir la mise en œuvre de la souche de référence en culture continue avec recyclage 

cellulaire sur son métabolisme, et, d'autre part, de déterminer l'incidence que ce mode de 

mise en œuvre est susceptible d'avoir sur les pelformances fermentaires par rapport à des 

cultures discontinues de référence réalisées à pH 7 et 5,5. Ces valeurs de pH con-espondent 

respectivement à des conditions favorables à la croissance et à des conditions mixtes 

permettant l'orientation du tlux de pyruvate vers les u'ois voies principales de dégradation. 

ilL\. ETUDES PRELIMINAIRES 

Afin d'établir des conditions de fonctionnement correctes de l'installation de 

microfiltration tangentielle, des expériences sans débit de purge sont entreprises. Celles-ci 

visent tout d'abord à déterminer la concenU'ation maximale en biomasse pouvant être 

atteinte et, ensuite, avec cette haute densité cellulaire, à adapter les paramètres de 

décolmatage, de pression u'ansmembranaire, et de débit dans la boucle de recirculation de 

façon à obtenir un débit de perméat important et constant. 

Pour ce qui est de la production de biomasse, avec le milieu Y standard, seule une 

concentration de 4,5 gli est atteinte. Pour accroîu'e la concenu'ation en biomasse afin de 

mener à bien la recherche de paramètres opératoires adéquats pour le maintien d'un tlux de 

perméat élevé, le milieu Y est emichi en lactose (30 g/l en concentration initiale au lieu de 

10 gll). Avec le milieu Y ainsi enrichi, une concentration stable en biomasse de 6,3 g/l est 

obtenue en culture continue avec recyclage cellulaire. Ce bon ni veau de production de 

biomasse est mis à profit pour fixer les paramètres de fonctionnement de l'installation 

suivants : 

Débit de recirculation : 900 I/h (régime turbulent au niveau du module de filtration) 

Pression transmembranaire : 0,3 bar 

Durée de décolmatage : 0,1 s 

Période de décolmatage : 3 mn. 

Dans de telles conditions, un débit de perméat de 2,6 I/h , soit un tlux de 13 l/(h.m2 

de membrane) est maintenu pendant plus de trente heures. Les cultures continues avec 

recyclage cellulaire présentées par la suite sont réalisées avec le milieu Y enrichi et en 

adoptant les paramètres ainsi déterminés. Ces cultures ont lieu aux deux pH sélectionnés 

en culture discontinue, en appliquant des taux de purge décroissants. 
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III 2. MISE EN ŒUYRE EN CONDITIONS DE CROISSANCE 

Cette culture continue avec recyclage cellulaire est réalisée à pH 7. favorable à la 

croissance et au catabolisme du lactose en culture discontinue. Durant cette expérience. 4 

états stationnaires sont atteints. pour des taux de purge variant de 0,41 à 0.07 h· 1 (tableau 

m .15). Lors de cette expérience. le taux de purge maximal appliqué n'est que de 0,41 h- I • 

et est donc très éloigné de la vitesse spécifique maximale de croissance de cette souche 

déterminée en culture discontinue (0.79 h- I ). En conséquence. le domaine expérimental en 

terme de taux de purge n'a pu être totalement exploré. De plus. et contrairement à ce qui 

était constaté lors des études préliminaires. un débit de perméat important n'est pas obtenu 

tout au long de l'expérience. Cependant. le débit de perméat peut être considéré comme 

stabilisé pour chaque état stationnaire. 

Taux de DUrl!e Ch-I) 041 021 012 007 

Taux de pennéat (b- I) 019 003 0.02 001 

Taux de dilution (b-I) 060 0.24 014 008 

Biomasse produite W!) 17 16 2,5 2.7 

Lactose consommé W!) 61 233 260 258 

Lactate fonné (v.II) 50 217 236 253 

Y lacllItellaeto.e (gIg) 082 093 091 098 

Cilr1lte consommé (v.II) 0.33 039 044 039 

Acérate produit (v.II) 009 024 020 090 

Yaa!llIte/citnlte (mol/mol) 090 195 145 742 

Pvruvate accumulé (mv.ll) 137 183 42 41 

Fonnate JlI'C)duit (mgll) 221 588 707 795 

Etbanolll.roduit~m2l1) 19 249 255 223 

Acé18ldéJmle 3)I'Oduit (m2l1) 10 12 6 6 

Diacétyle accumulé (mgll) 33 17 1.5 1,4 

Acétoïne accumulée (mgll) 433 327 286 309 

2 3-buranediol produit (mglll 76 78 108 101 

Tableau DI.1S : rableau récapitulatif des consommations de subslr1lts et productions de mérabolites el de 
biomasse aux érats srationnaires atteints à pH 7 en culture continue à recyclage cellulaire. 

III.2.1. CONSOMMATION DE SUBSTRATS CARBONES ET PRODUCTION DE 

BIOMASSE ET DE METABOLITES 

Cl Production de biomasse 

La concentration de biomasse dans le réacteur diminue logiquement lorsque le taux 

de purge augmente. tout en restant au minimum du même ordre de grandeur que celle 

obtenue en mode discontinu à pH 7 (l.8 gll). Le gain induit par le recours au mode de 
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n1lture continu avec recyclage cellulaire est donc faible si la concentration en biomasse 

atteinte est considérée. Néanmoins, l'état physiologique de cette quantité de biomasse est 

très différent de celui de la biomasse obtenue en fin de culture discontinue, les cellules 

étant maintenues à un taux de croissance allantjuSl)u'à 0,41 h- I. 

o Catabolisme du lactose 

L'utilisation du lactose avec ce milieu enrichi est toujours incomplète. quelque soit 

le taux de dilution appliqué, et diminue lorsque celui-ci augmente. Toutefois. il est 

probable qu'avec lll1 milieu Y standard. la consommation du lactose aurait été totale. La 

consommation de lactose est accompagnée d'une production de lactate, mais avec un 

rendement de conversion toujours inférieur à 1,05 g/g. Le flux carboné provenant du 

catabolisme du lactose n'est donc pas exclusivement orienté vers la LDH dans ces 

conditions expérimentales et l'ampleur de cette fuite de carbone augmente avec le taux de 

dilution. 

o Clivage du citrate 

La consommation du citrate, tout comme celle du lactose, n'est pas totale pour les 

différents taux de dilution considérés. La proportion de citrate métabolisée est faiblement 

affectée par la variation du taux de dilution. En parallèle, de l'acétate est produit, mais avec 

une concentration largement influencée par le taux de dilution. En effet. la concentration 

en acétate produit diminue avec l'augmentation du taux de dilution. En conséquence, le 

rendement en acétate formé 1 citrate consommé augmente quand le taux de dilution décwÎt, 

pour atteindre une valeur aussi élevée que 7,4 moll mol à un taux de dilution de 0,08 h- I. 

L'excédent d'acétate, tout comme l'éthanol produit, semblent découler du flux carboné 

olienté vers la PFL ou vers la PDH. 

o Production de métabolites via la PFL et la PDH 

La concentration de formate augmente avec la diminution du taux de dilution. Cette 

augmentation de la concentration en formate peut d'ailleurs être rapportée à l'augmentation 

du rendement en acétate formé 1 citrate consommé dans les mêmes conditions. La 

concenu-ation en éthanol ne suit pas la même évolution; elle est faible au plus impol1ant 

taux de dilution puis devient importante et stable pour les 3 taux de dilution inférieurs. 

Enfin, la concentration en acétaldéhyde demeure faible, quel que soit le taux de dilution . 

La comparaison entre la somme de l'acétate excédentaire, de l'acétaldéhyde et de l'éthanol 

avec le formate produit permet d'établir que la PFL est à l'origine de la majorité de la 

production d'acétate excédentaire, quand elle a lieu, ainsi que de celle d'éthanol et 
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d'acétaldéhyde. L'action de la PDH n'est mise en évidence à l'aide de cette c.:omparaison 

qu'au taux de dilution le plus faible, où son activité représente 25 % de l'activité totale de 

production d'acétate excédentaire. d'éthanol et d'acétaldéhyde. Cependant. Il est intéressant 

de constater qu'aux 3 taux de dilution les plus élevés. la somme des productions d'acétate 

excédentaire. d'éthanol et d'acétaldéhyde est inférieure à la production de formate . Il 

apparaît donc qu'une partie du flux métabolique d'acétyl-coenzyme A produit par la PFL 

n'est pas orientée vers la production d'acétate, d'éthanol ou d'acétaldéhyde . Dans ces 

conditions. il est tout à fait possible qu'une activité PDH non négligeable existe. et que 

l'acétyl-coenzyme A produit soit lui aussi orienté vers la production de molécules autres 

que l'acétate, l'acétaldéhyde ou l'éthanol. 

Cl Production de molécules en C4 

La concentration globale de ces molécules augmente avec le taux de dilution, tout 

comme celle de leur précurseur. le pyruvate. Alors que les concentrations en acétoïne et 

diacétyle augmentent fortement au taux de dilution le plus élevé, la concentration en 2,3-

butanediol n'est que modérément affectée. Ceci est probablement, en partie. la 

conséquence de la consommation incomplète, et peu sensible au taux de dilution, du 

citrate. Une concentration stable en citrate est donc maintenue dans le réacteur et peut 

réprimer la synthèse de l'acétoïne réductase. A ce phénomène de répression s'ajoute un 

phénomène d'inhibition de l'AR par l'acétoïne produite. qui limite encore la réduction 

d'acétoïne en 2.3-butanediol. Pour ce qui est du diacétyle. la concentration maximale 

atteinte est faible (l,3 mg/l), mais néanmoins nettement supérieure à celle obtenue en 

culture discontinue à pH 7 (0.3 mgll). 

111.2.2. DONNEES CINETIQUES DE CONSOMMATION DE SUBSTRATS 

CARBONES ET DE PRODUCTION DE BIOMASSE ET DE MET ABOUTES 

L'étude des vitesses de production (ou productivités volumiques) ou de 

consommation de la biomasse. des deux substrats carbonés et des différents métabolites. 

apporte des données complémentaires quant au métabolisme et aux performances de cette 

souche cultivée en réacteur continu à recyclage cellulaire. 

Cl Production de biomasse 

La vitesse de production de biomasse augmente avec la progression du taux de 

purge. Cette augmentation n'est pas simultanée à l'évolution de la vitesse de consommation 

du lactose, mais correspond par contre à l'évolution de la vitesse de consommation du 

citrate (figures m.49 • m.50 et m.51). Ainsi, ces cinétiques montrent un effet positif de 
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Culture continue lie LacfllcocctlS !acf;s subsp. !acf;s binvar. d;acer.y!ac';s PAL D DIA A en 

réacteur à recyclage cellulaire en anaérobiose à pH 7. 
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l'igure 111.49 : influence du taux de dilutinn sur la 
productivité cn biomasse en culture continue ft 
recyclage cellulaire à pH 7. 
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Figure 111,51 : influence du laux de dilulion sur la 
vitesse de consommation du citrate et la productivité 
en acide acétique en cuHure continue à recyclage 
cellulaire à pH 7. 
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Figure 111.53 : influence du taux de dilution sur la 
productivité cn acide fonnique en cu Hure continue à 
recyclage cellulaire à pH 7. 
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l'igure 111.55 : influence du t.aux de dilution sur la 
productivité en diacétyle en culture continue à 
recyclage cellul:tire à pH 7. 
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l'igur. 111.50 : influence du taux de dilution sur la 
vitesse de consommation du lactose et la 
productivité en acide lactique en cullure continue il 
recyclage cellulaire à pH 7. 
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Figure nI.52 : influence du taux de dilution sur la 
productivité en acide pyruvique en culture continue 
à recyclage cellulaire à pH 7. 
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Figure 111.54 : influence du taux de dilution sur les 
productivités en éthanol et acétaldéhyde en cll llllre 
cominue il recyclage cellulaire il pH 7. 
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Figur. IIJ.56 : influence du UIUX de dilution sur les 
productivités en acétoïne et 2,3-butanediol en 
culture continue à recyclage cellulaire à pH 7. 
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la consommation du citrate sur la croissance. Cet effet positif peut tout à fait provenir de la 

quantité croissante d'acétyl-coenzyme A produit par la PFL non transformé en acétate. 

éthanol ou acétaldéhyde lorsque le taux de dilution augmente. l'augmentation de cette 

quantité étant elle-même liée au métabolisme du citrate. 

CI Catabolisme du lactose 

La vitesse de consommation du lactose atteint un maximum pour la valeur 

intermédiaire de taux de dilution de 0,14 h· I , tout comme la vitesse de production du 

lactate. Néanmoins, la différence entre la vitesse de consommation de lactose et celle de 

production de lactate augmente avec le taux de dilution (figure II1.50). 

CI Clivage du citrate 

La vitesse de consommation du citrate augmente régulièrement avec le taux de 

dilution, contrairement à la vitesse de production de l'acétate qui a globalement tendance à 

décroître avec le taux de dilution (figure 111.51). Cette comparaison des cinétiques de 

production d'acétate et de consommation du citrate confirme les premières constatations 

concernant une production d'acétate par un mécanisme autre que le clivage du citrate 

(Tableau Ill. 15). 

CI Accumulation de pyruvate 

La vitesse d'accumulation du pyruvate augmente avec le taux de dilution (figure 

Ill.52). Ce résultat découle de l'augmentation du flux carboné provenant du lactose et non 

métabolisé en lactate ainsi que de l'augmentation de la vitesse de consommation du citrate 

(figures Ill.50 et IlI.5I). 

CI Production de métabolites via la PFL et de la PDH 

La vitesse de production du formate, reflétant la vitesse de production de l'acétyl­

coenzyme A, suit la même évolution que celle de consommation du lactose (figures m.50 

et m.53). Un lien semble donc exister entre la vitesse de consommation du lactose et la 

vitesse de production de métabolites à partir de la PFL et ce lien existe aussi au niveau des 

vitesses spécifiques. Néanmoins le devenir de l'acétyl-coenzyme A produit par la PFL 

dépend des vitesses .de consommation du lactose ou du citrate. La vitesse de production 

d'éthanol est dépendante de celle de consommation du lactose alors que la vitesse de 

production d'acétaldéhyde ou l'orientation d'acétyl-coenzyme A vers des productions 

autres que celles d'acétate, d'acétaldéhyde ou d'éthanol sont liées à la vitesse de 
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consommation du .:itrate (figures 111.50, 111.51 et 111.54). Ce.~ influences respe\:tivcs 

peuvent être simplement expliquées par le pouvoir réducteur néçessaire à la .~ynthèse de 

ces métabolites : plus un pouvoir réducteur impOitant est nécessaire, plus la produ\:tion de 

ce composé dépend de la vitesse de consommation du lactose, qui fournit le NADH + H+ 

et moins la formation du métabolite nécessite de pouvoir réducteur, moins sa production 

est liée à la consommation du lactose et plus elle dépend de çelle du citrate, soun;e 

additionnelle de carbone sans formation de NADH + H+. 

o Production de molénlles en C4 

Les vitesses de production de diacétyle, m;étoïne et 2.3-butanedi,,1 augmentent avec 

le taux de dilution (figures 111.55 et 111.50). Cette augmentation est en relation ave\: 

l'augmentation de la vitesse de production du pyruvate (figure 111.52). L'augmentation de la 

vitesse de production du pyruvate rend l'ALS, peu affine initialement pour ce substrat. 

capable de traiter un !lux croissant de pyruvate. 

111.2.3. ORIENTATION DU FLUX CARBONE ISSU DU LACTOSE ET DU CITRATE 

La vitesse spécifique globale d'utilisation des sources carbonées découle de celles 

de consommation du lactose et du citrate, mais, du fait de la prépondérançe de la vitesse de 

consommation du lactose sur çelle du citrate, l'évolution est comparable à çelle de la 

vitesse spédfique de c(lIl.~ommati(ln du lactose, avec un maximum pour un taux de dilutilln 

de 0,24 h- I (tïgure 111.57). 

50,------------------, 

0,08 0,14 0,24 0,60 
Taux de dilution (h- ~ 

0,08 0,14 0,24 0,60 
Taux de dilution (li 1) 

.'~ure 111.57 : innuencc du taux de dilution sur le Figure 111.58 : innuence du taux de dilution sur la 
nux carboné spécifique catabolisé en culture répartition du nux carhoné cataholisé en culture 
continue à recyclage cellulaire 11 pH 7. continue 11 recyclage cellulaire il pH 7. 

Le recouvrement carboné calculé aux différents taux de dilution paraît très 

satisfaisant, avec au minimum 93 % (figure 11\.51\), ce qui indique que les éléments 

complexes du milieu de culture (extrait de levure et peptones de caséines ne semblent pas 

interférer avec le catabolisme du lactose et du citrate. Les légers écarts par rapport à 100 % 

peuvent être reliés à la production par la PFL d'acétyl-coenzyme A non utilisé pour la 
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synthèse d'acétate, d'éthanol ou d'acétaldéhyde. Ainsi, il apparaît que les voies majeures de 

dégradation du pyruvate provenant du catabolisme du lactose et du citrate sont toutes 

identifiées. 

La part du flux catabolique global alimentant la LDH diminue lorsque le taux de 

dilution augmente (figure III.58). La cause de ce phénomène est la participation croissante 

du citrate au flux carboné global. Ainsi, un flux croissant de pyruvate formé sans 

production de NADH + H+ est produit. Ce flux croissant ne peut donc êÙ'e traité par la 

LDH du fait d'un manque de disponibilité de ce coenzyme. Ce flux de pyruvate croissant 

avec le taux de dilution est alors orienté vers la production de molécules en C4, la faible 

affinité de l'ALS pour le pyruvate devenant de moins en moins limitante (figure III.58). 

La part du flux catabolique orienté vers la PFL ne semble pas être affectée par les 

variations du taux de dilution et reste toujours proche de 5 % dans l'intervalle de taux de 

dilution considéré (figure 111.54). Enfin, l'orientation du flux carboné vers la PDH est 

difficile à évaluer, vu l'orientation d'une partie de l'acétyl-coenzyme A vers la production 

de molécules autres que l'acétate, l'acétaldéhyde ou l'éthanol. 

II1.2.4. CONCLUSIONS 

La quantité de biomasse produite en culture continue avec recyclage cellulaire est 

au minimum du même ordre de grandeur que celle obtenue en culture discontinue, pour les 

taux de purge appliqués. La concentration maximale en biomasse atteinte avec le taux de 

purge le plus faible n'est que 2,7 g/l, soit seulement 50 % supérieure à la production de 

biomasse en culture discontinue. Néanmoins, en dépit de ce résultat très moyen, la 

productivité en biomasse est améliorée d'un facteur 3 par la mise en œuvre des cellules en 

réacteur continu à recyclage cellulaire au plus fort taux de dilution appliqué. De plus, à ce 

taux de dilution, le rendement de production de biomasse par rapport à la consommation 

de lactose est amélioré de plus de 50 % par rapport à la culture discontinue de référence. 

Production ou consommation Vitesse de production ou Vitesse spécifique de 

consommation production ou consommation 

Culture Discontinue Recyclage Discontinue Recyclage Discontinue Recyclage 

cellulaire cellulaire cellulaire 

Biomasse Ih/l 171!J1 022 S!I(I.bl" 071 S!I(I.bl 079 S!I(e.hlo 041 g/(g.hl 

Lactose 971!J1 611!J1 1 21 S!I(I.bl" 6.64 S!I(I.bl 467 S!I(2.blo 404 S!I(2.h) 

Citrate 12211 033211 o 15 S!I(I.b)" 020 S!I(I.h) 2,10 S!I(2.b)O 011 S!I(2.h) 

Dia<:ttvlc 03 m211 13 m211 004 m2l(1.h)" 197 m2l(l.b) 2,9 m2l(2.h)O 1 1 m2/C2.h) 

Tableau m.16 : comparaison à pH 7 des performances de culrures discontinue et continue avec recyclage 
cellulaire à un taux de dilution de 0,60 b- l , correspondant aux vitesses de production de biomasse et de 
diadtylc maximales. 
" : vitesse moyenne 0 : vitesse sptcifiquc maximale. 
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Le recours au mode de culture continu avec recyclage cellulaire permet aussi 

l'obtention de milieux de culture fermentés contenant une quantité plus élevée de diacétyle 

qu'en culture discontinue. Cette augmentation de la concentration en diacétyle est 

accompagnée d'un gain de productivité de 50 fois par rapport à la culture discontinue à pH 

7 (tableau 1II.16). La productivité en diacétyle augmentant avec le taux de dilution et le 

taux de purge maximal appliqué étant éloigné du taux de purge critique, l'obtention de 

gains en productivité encore plus importants à des taux de dilution accrus est prévisible. 

Ce mode de mise en œuvre des bactéries lactiques productrices d'arômes se révèle 

donc intéressant pour la production de diacétyle, à un pH pOUltant assez peu favorable. Les 

gains induits en production et vitesse de production de biomasse sont par contre 

relativement minimes par rapport à l'augmentation de la complexité du procédé. Qui plus 

est, les vitesses spécifiques de consommation des deux substrats carbonés et de production 

de diacétyle étant inférieures aux vitesses spécifiques maximales de 

production/consommation en culture discontinue (tableau 1II.l6), il en résulte que l'état 

physiologique dans lequel sont les cellules mises en œuvre en réacteur continu avec 

recyclage cellulaire est loin d'être l'état optimal, avec des conséquences néfastes pour 

l'utilisation de la biomasse produite par ce procédé comme ferment industriel. Enfin, ces 

productivités améliorées en diacétyle et biomasse sont accompagnées d'une utilisation 

incomplète des sources carbonées lactose et citrate découlant naturellement des fOlts taux 

de dilution appliqués. Ce faible niveau d'utilisation des sources carbonées peut être 

recherché si l'obtention d'un produit modérément acide est souhaitée, mais représente aussi 

un risque technologique impOltant d'évolution microbiologique non contrôlée du produit. 

111.3. MISE EN ŒUVRE EN CONDITIONS DE CROISSANCE/AROMATISATION 

La souche de référence est cette fois-ci mise en œuvre à pH 5,5, condition 

permettant, en culture discontinue, l'obtention d'une croissance modeste , et surtout 

l'orientation du flux catabolique à la fois vers la LDH, la PFL et la ou les voies de 

production de molécules en C4. 

Comme pour la culture précédente, un débit de perméat important au cours de 

l'expérience n'est pas obtenu (tableau HU7). Seuls 3 états stationnaires sont atteints, dont 

un pour lequel une 1 yse cellulaire importante est observée, ce qui rend les interprétations 

plus difficiles. Néanmoins, un taux de purge maximal de 0,47 h- 1, quasi identique à la 

vitesse spécifique maximale de production de biomasse en culture discontinue à pH 5.5, a 

été appliqué. L'éventail des taux de purge pouvant être appliqués a donc été couvert. 

malgré le faible nombre d'états stationnaires. 
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Taux de \lIIrl!e (h,l) 047 0,31 0,20 

Taux de pennést (h,l) 098 066 003 

Taux de dilution (h,l) 145 097 0,23 

Biomasse produite (1!fI) 0,06 0,64 0,01 

Lactose consommé (1!fI) 09 2,1 4,4 

Lactate fonné (I!fI) 0,3 1,9 43 

Ylactatellact,,<e (glg) 0,39 0,90 0,99 

Citrate consommé (vI) 008 117 125 

Acétate produit (t!I1) 022 0,53 045 

Yacétate/citrate (moUmol) 8,88 1,44 115 

Pvruvate accumulé (mt!l1) 44 68 271 

Formate produit (mt!l1) 90 Il 12 

Ethanol produit (mt!l1) 1 6 9 

Acétaldéhvde Droduit (mt!l1) 3 5 5 

Diacétyle accumulé (mt!l1) 52 33 44 

AcélOlne accumulée (mt!l1) 413 452 409 

2 3,butaoediol oroduit (mt!l1) 31 48 44 

Tableau DU7 : tableau récapitulatif des consommations de substrats et productions de métabolites et de 
biomasse aux étaIS stationnaires atteints il pH 5,5 en culture continue il recyclage cellulaire. 

III.3.l. CONSOMMATION DE SUBSTRATS CARBONES ET PRODUCTION DE 

BIOMASSE ET DE METABOLITES 

a Production de biomasse 

La concentration en biomasse est toujours faible et est maximale au taux de purge 

intermédiaire de 0,31 h,l, Au taux de purge supérieur, cette concentration diminue de 

façon logique. Par contre, la diminution de la concentration en biomasse à faible taux de 

dilution est surprenante, d'autant plus qu'elle est intervenue brutalement après le 

changement de taux de purge et a été accompagnée par un colmatage très rapide et 

important de la membrane de microfiltration. L'observation microscopique du milieu 

réactionnel à cet état stationnaire révèle la présence de nombreux fantômes de bactéries. 

Ainsi, la diminution de la quantité de biomasse à faible taux de dilution peut être attribuée 

à un phénomène de lyse, entraînant le relargage dans le milieu du contenu cellulaire avec 

des conséquences importantes sur les performances du module de filtration. La cause de 

cette lyse cellulaire n'a pu être déterminée, Néanmoins, l'atteinte d'un état stationnaire avec 

une activité métabolique importante ne semble pas cohérente avec une succession de 
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cycles lytiques phagiques. L'hypothèse la plus probable est donc le déclenchement d'un 

phénomène d'autolyse avec la diminution du taux de purge à pH 5,5. 

o Catabolisme du lactose 

La consommation du lactose est toujours très incomplète et faible. avec toutefllis 

une augmentation du niveau de consommation lorsque le taux de dilution diminue. Cette 

consommation de lactose est accompagnée d'une production d'acide lactique avec un 

rendement lactate produit / lactose consommé diminuant avec l'augmentation du taux de 

dilution. En particulier. au taux de di lution maximal, le rendement lactate produit / lactose 

consommé est très faible (0,39 glg), ce qui indique qu'une partie importante du flux 

carboné issu du lactose consommé n'est pas orienté vers la LDH. 

o Clivage du citrate 

La consommation du citrate est totale à faible taux de dilution, et diminue lorsque 

celui-ci augmente. La production globale d'acétate n'est pas liée à la consommation de 

citrate, ce qui doit provenir d'une forte production d'acétate à partir du pyruvate métabolisé 

par la PFL ou la PDH. En effet, le rendement acétate produit / citrate consommé est 

toujours supérieur à 1 et augmente avec le taux de dilution. 

o Accumulation de pYlUvate 

La concentration en pYlUvate augmente lorsque le taux de dilution diminue avec, en 

particulier, une concentration élevée de l'ordre de 270 mgll pour le taux de dilution le plus 

faible. Cette augmentation de la concentration en pyruvate découle des niveaux 

d'utilisation croissant<; de ses précurseurs que sont le lactose et le citrate. 

o Production de métabolites via la PFL et la PDH 

Le rendement en acétate produit / citrate consommé toujours supérieur à 1 indique 

que l'acétate est un métabolite fOl1ement produit par la PFL oU la PDH. Comparées à cette 

production d 'acétate, les productions d'éthanol et d'acétaldéhyde sont minimes. La 

comparaison entre la quantité excédentaire d'acétate produite additionnée des productions 

d'éthanol et d'acétaldéhyde avec la quantité de formate montre qu'une part non négligeable 

du flux carboné orienté vers la PFL et la PDH est en fait traitée par la PDH (tableau 111.18). 

Qui plus est, cette pal1 du flux orienté vers la PDH évolue de la même façon que la part du 

citrate dans le flux carboné global (tableau 111.18). L'explication de ce phénomène provient 

de la nécessité pour la cellule de maintenir un équilibre pour les coenzymes 
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d'oxydoréduction. Plus la part du citrate dans le flux carboné total augmente. plus grande 

est la part de pyruvate fonné sans production de NADH + H+ ne pouvant pas être réduite 

en lactate et plus une accumulation toxique de pyruvate peut avoir lieu. Alors. l'orientation 

de pyruvate vers la PDH présente un double intérêt : du pyruvate potentiellement toxique 

est éliminé et surtout, dans le cas de la production d'acétate, un potentiel réducteur sous 

fonne de NADH + H+ est obtenu, potentiel pouvant être utilisé par la LDH pour 

cataboliser une quantité supplémentaire de pyruvate, et donc améliorant l'activité 

glycolytique de la cellule. 

Taux de dilution (b') 1,45 097 0,23 

Part du citrate dans le flux carboné tol8l (mol/mol) 014 050 034 

Part de la PDH dans le flux tol8l PDH + PFL (mol/mol) 041 092 079 

Tableau m.18 : évolution de la part du flux métabolisé par la PDH par rappon au flux total métabolisé par 
la PFL et la PDH en fonction de la part du citraIC dans le flux carboné global Il düférents taux de dilution. 

Cl Production de molécules en C4 

La production de molécules en C4 est assez peu sensible aux importantes variations 

du taux de dilution imposées au réacteur. Ceci est surprenant car une forte augmentation de 

la production de pyruvate a lieu au taux de dilution le plus faible, sans effet sur la 

production de molécules en C4 qui en découlent pourtant physiologiquement. Cette 

indépendance entre la production de molécules en C4 et la production de pyruvate pourrait 

en fait être la conséquence, au plus faible taux de dilution, de la lyse des cellules induisant 

une augmentation importante de la concentration en pyruvate dans le milieu, sans que la 

concentration intracellulaire en pyruvate des cellules non affectées par la lyse soit 

grandement modifiée. 

111.3.2. DONNEES CINETIQUES DE CONSOMMATION DE SUBSTRATS 

CARBONES ET DE PRODUCTION DE BIOMASSE ET DE METABOLITES 

Cl Production de biomasse 

La vitesse de production de biomasse atteint une valeur maximale pour le taux de 

dilution intennédiaire de 0,97 h- I. Ce type d'évolution est difficile à interpréter vu le 

nombre réduit de points expérimentaux et la lyse cellulaire apparue au plus faible taux de 

dilution. 
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Culture çontinue ùe WCfrlCOCClIS /uuis subsp. /acfis biovar. tliucefy/uL"fis PAL D DIA A en 

réacteur à recyclage cellulaire en anaérobiose à pH 5.5. 
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Figure 111.59 : influence du taux de dilution sur la 
productivité en hiomasse en cullure continue ft 
recyclage cellulaire ft pH 5,5. 
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Figure 111.61 : influence du taux de dilution sur la 
vitesse de consommation du citrate et la productivité 
en acide acétique en culture continue à recyclage 
cellulaire à pH 5,5. 
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Figure 111.63 : influence du taux de dilution sur la 
productivité en acide fonnique en culture continue à 
recyclage cellulaire à pH 5,5. 
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Figure 111.65 : influence du taux de dilution sur la 
productivité cn diacétylc en culture continue à 
rccyclage cellulaire à pH S,S. 
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Figure 111.62: influence du Laux de dilulion sur la 
productivité en acide pyruvique en culture continue 
à recyclage cellulaire à pH 5,5. 
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Figure 111.64 : influencc du ~IUX de dilution sur les 
productivités cn éthanol ct acétaldéhyde en cullure 
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Figure 111.66 : influcnce du Jaux de dilution sur les 
produclivités en acétoïne et 2,3-butanediol en 
cullure continue à recyclage cellulaire il pH S,S. 
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Cl Voies métaboliques principales 

Les vitesses de consommation des substrats principaux lactose et citrate ainsi que 

les vitesses de production de lactate et d'acétate présentent toutes un maximum apparent 

pour le taux de dilution intermédiaire de 0,97 h-l (figures 1II.59 et 1II.60). Néanmoins, la 

vitesse de production du lactate s'éloigne de celle de consommation du lactose quand le 

taux de dilution augmente. De plus, il n'existe pas de proportionnalité entre l'évolution de 

la vitesse de consommation du citrate et celle de production d'acétate. Il en résulte qu'une 

part croissante avec le taux de dilution de flux carboné provenant du lactose n'est pas 

orientée vers la LDH et qu'une production additionnelle d'acétate par un mécanisme autre 

que le clivage du citrate a lieu. La vitesse d'accumulation du pyruvate reste stable pour les 

trois taux de dilution (figure III.62), ce qui signifie que malgré les variations importantes 

des vitesses de consommation du lactose et du citrate, la vitesse d'utilisation du pyruvate 

s'adapte à la vitesse de production dans l'intervalle de taux de dilution considéré. 

Cl Orientation du pyruvate vers les voies métaboliques mineures 

La vitesse de formation du formate, révélatrice de l'activité de la PFL, augmente 

avec le taux de dilution, en relation d'ailleurs avec l'écart entre vitesse de consommation du 

lactose et vitesse de production du lactate (figures 10.60 et m.63). Par contre, les vitesses 

de production des métabolites formés à partir de l'acétyl-coenzyme A issu de l'action de la 

PFL et de la PDH présentent toutes un maximum au taux de dilution intermédiaire de 0,97 

h- l, comme les vitesses de consommation de lactose et de citrate (figures m .60, 1II.61 et 

10.64). Cette différence d'évolution entre les vitesses de production d'acétate, d'éthanol et 

d'acétaldéhyde et celle de production du formate est elle aussi révélatrice du rôle important 

de la PDH dans le catabolisme du pyruvate. Les vitesses de production de molécules en C4 

peuvent, tout comme celle de production du formate, être reliées à l'écart entre vitesse de 

consommation du lactose et vitesse de production du lactate (figures III.60, m .65 et 

nl.66). Ainsi, la présence d'une disponibilité supérieure en pyruvate influe sur son 

orientation vers ces voies métaboliques. 

m.3.3. ORIENTATION DU FLUX CARBONE ISSU DU LAcrOSE ET DU CITRATE 

La vitesse spécifique globale d'utilisation des sources carbonées lactose et citrate 

croît en fonction du taux de dilution pour les deux taux de dilution les plus élevés, en 

conséquence d'une diminution en proportion plus importante de la concentration en 

biomasse par rapport aux diminutions des vitesses de consommation du lactose et du 

citrate (tableau m.17 et figures m .60, 1II.61 et III.67). Cependant, la valeur de vitesse 

spécifique d'utilisation du flux carboné au taux de dilution le plus faible ne doit pas être 
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prise en compte. vu les fortes incertitudes portant sur la mesure de la très faible 

concentration en biomasse. Le recouvrement carboné est toujours très proche de 100 %. 

comme à pH 7 et l'écart par rapport à 100 % peut ici encore être relié à l'importance du 

flux carboné orienté vers la PDH. 

Il , ~J Il,<)7 1,45 
T:II" de t1iIUli<ln (If ~ 

Il,23 O,Y7 1,45 
Taux de dilution (If 1) 

Figure III.li7 : influencc du taux de dilutinn sur le Figure HUiS: influcnce du taux de dilulion sur la 
nux car"()n~ sp~cifil)ue t'ata"()lis~ en culture r~parlition du nux carboné catabolis~ cn culture 
continue à recyclage ccllulaire à pH S,S. continuc à recyclage cellulaire il pH S,S. 

Comme à pH 7, la palt du tlux carboné orientée vers la LDH diminue avec le taux 

de dilution, sans toutefois qu'un lien puisse être établi avec la part du citrate dans le flux 

catabolique global (figure 1lI.68 et tableau 111.17). Néanmoins, la LDH catabolisant une 

proportion moindre du flux carboné avec l'augmentation du taux de dilution , la part 

restante est orientée vers la PFL et la production de molécules en C4 (figure 111.68). 

L'orientation du flux carboné vers la PDH (tableau BU8) dépend par contre de la 

proportion du citrate dans le flux catabolique global. Plus la paIt du citrate est importante, 

plus la quantité de pyruvate produite sans réduction de NAD+ augmente, et plus une part 

importante du flux est OIientée vers la PDH avec production d'acétate, de façon à produire 

du NADH + H+. 

I1I.3.4. CONCLUSIONS 

La mise en œuvre de Lactococcus lactis subsp. lac:tis biovar. diacetylac:tis en 

réacteur continu à recyclage cellulaire à pH 5,5 permet l'obtention d'un milieu de culture 

felmenté COITectement aromatisé en diacétyle, avec toutefois une concentration légèrement 

inférieure à celle atteinte en mode discontinu (tableau Ill . 19). Toutefois, le rendement en 

diacétyle formé par rapport au citrate consommé est amélioré d'un facteur 12,5 avec 

l'utilisation d'un réacteur continu à recyclage cellulaire par rapport à une culture 

discontinue. De plus, un gain de productivité en diacétyle apporté par le recours au mode 

de culture continu avec recyclage cellulaire, proche d'un facteur 30, semble très prometteur 

puisqu'il a été obtenu sans contrôle optimal du débit de perméat. Ainsi, des progrès plus 

impOltants pourraient être observés. 
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Production ou consommation Vitesse de production ou Vitesse spécifique de 

consommation oroduction ou consolnlnatioll 

Culture Discontinue Recyclage Discontinue Recyclage Discontinue Recyclage 

cellulaire cellulaire cellulaire 

Biomasse 12g/1 0.06 ~/I 0.05 ~(I.hl" 0.14 e/Cl.hl 046 e/(e.hlo 0.47 e/(e.hl 

LaCtose 97 g/I 09 g/I 041 ~/(l.h)· 0.5ge/(l.h 1 1.41 e/( e.h)O 9.31 e/(e.hl 

Citrate 12l!11 008l!11 005 2/(J.hl· O.I22/(J.hl 270 e/(g.h)O 1.84 e/Ce .hl 

Diaœ!yle 62ml!ll 52ml!ll 026 meln.hl· 762 m2/CI.hl 16.3 mg/( g.h lO 119.1 mg/(o.hl 
Tableau 111.19 : comparaIson à pH 5.5 des performances de cultures dlSCOllllllue et contlllue avec recyclage 
cellulaire à un taux de dilution de 1.45 h-1• correspondant à la vitesse maximale de production de diacétyle. 
• : vitesse moyenne 0: vitesse spécifique maximale. 

Le niveau de biomasse dans le réacteur au taux de dilution où la productivité en 

di acétyle est maximale est très faible. Néanmoins. la productivité en biomasse est 

quasiment triplée par rapport à celle d'une culture discontinue à pH 5.5. du fait de 

l'importance du taux de purge. De plus, l'état physiologique de cette biomasse est 

excellent, puisque les vitesses spécifiques de consommation du lactose et du citrate et de 

production du diacétyle sont soit largement supérieures. soit du même ordre de grandeur 

que les vitesses maximales déterminées en culture discontinue. Cet excellent état 

physiologique peut être attribué à la combinaison de l'élimination en continu du lactate ou 

d'autres métabolites toxiques par le module de recyclage cellulaire et du fort taux de purge 

appliqué. maintenant les cellules à une forte vitesse spécifique de croissance. Au vu de ces 

résultats, il est d'ailleurs probable qu'une activité physiologique bien meilleure aurait pu 

être obtenue à pH 7 si des taux de purge et de dilution suffisamment élevés avaient pu être 

appliqués. 

Un tel mode de culture s'avère donc adapté tant à l'aromatisation qu'à l'inoculation 

en continu de produits laitiers. Le niveau d'aromatisation obtenu. bien qu'inférieur en 

valeur absolue à celui atteint en culture discontinue est toutefois intéressant car le diacétyle 

présent dans le perméat n'est pas sensible à une réduction en acétoïne ou 2,3-butanediol du 

fait de l'absence des cellules. De même, bien que le niveau d'inoculation soit réduit. 

l'activité de la biomasse est excellente. 

Néanmoins, en dépit de ces performances intéressantes, ce mode de culture 

présente certains inconvénients. En effet, les productivités élevées sont obtenues à forts 

taux de dilution et de purge au détriment de la consommation complète des substrats 

carbonés, qui peut s'avérer dommageable pour la conservation du produit fermenté_ Qui 

plus est, cette expérience, comme la précédente, met en évidence la complexité de mise en 

œuvre d'un tel mode de culture, avec en particulier la difficulté de contrôler le flux de 

perméal Enfin, l'observation d'un phénomène de lyse laisse planer des doutes quant à la 

fiabilité d'un procédé d'aromatisation faisant appel à ce mode de culture. 
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lITA. CONCLUSIONS 

D'un point de vue physiologique, ces cultures continues avec recyclage cellulaire 

ont permis de mettre en évidence des règles d'orientation du flux carboné vers la LDH , la 

PFL, la PDH ou la production de molécules en C4. 

En premier lieu, l'orientation du flux carboné vers la LDH est d'autant plus faible 

que le taux de dilution est important (tableau 1II.20). Ceci est en relation, à pH 7, avec 

l'augmentation de la part du citrate dans le flux carboné total catabolisé. Quand le taux de 

dilution augmente, le rapport citrate consommé / lactose consommé augmente lui aussi , et 

une part croissante de pyruvate est produite sans fOlmation de NADH + H+ indispensable à 

sa réduction en lactate par la LDH. Du fait du manque de données expérimentales, un tel 

lien entre augmentation du taux de dilution et augmentation du rapport citrate / lactose n'a 

toutefois pu être établi à pH 5.5. 

Taux de dilution ~ 

--
Flux carboné orienté vers la LDH .. 
Flux carboné orienté vers la ~ 

1 nroduction de molécules cn C4 -
Tableau III,2f1 : représentation simplifiée dc l'efret du taux de dilution sur l'orientation du Ilux carhoné 
provel1lUlt du lactose et du citrate vers la LDH ct la production dc molécules en C4. 

En conséquence de cet apport croissant de pyruvate avec l'augmentation du taux de 

dilution, la part globale du flux carboné orientée vers les voies cataboliques autres que la 

LDH augmente, avec des comportements qui peuvent varier suivant le pH. La part du flux 

catabolique total orientée vers la PFL ne semble pas dépendre du taux de dilution à pH 7 

alors qu'elle augmente avec le taux de dilution à pH 5,5. La part orientée vers la production 

de molécules en C4 augmente quant à elle systématiquement avec le taux de dilution. La 

part du flux catabolique total métabolisée par la PDH n'évolue pas directement en fonction 

du taux de dilution puisqu'elle est soumise à l'évolution du rapport de consommations 

citrate / lactose. En effet, le rôle physiologique de l'orientation du flux carboné vers la 

PDH avec production d'acétate en aval semble être de régénérer du NADH + H+ pour 

maintenir le rapport NADH + H+ / NAD+ à un niveau suffisamment élevé, ce rappolt étant 

perturbé du fait de la progression de la part du citrate dans le flux catabolique global. 

D'un point de vue technologique, ces expériences montrent que ce mode de culture 

apporte des gains notables de productivité tant en diacétyle, avec une amélioration d'un 

facteur 30 par rapport à la culture discontinue à pH 5,5, qu'en biomasse avec une 

multiplication par 3 de la productivité par rapport à une culture discontinue à pH 7. Qui 
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plus est, en ce qui concerne la production de diacétyle, une amélioration du rendement en 

diacétyle formé par rapport au citrate consommé d'un facteur 12,5 a été obtenue à pH 5.5. 

De plus, la biomasse produite en culture continue à haute densité cellulaire à fort taux de 

dilution présente des vitesses spécifiques de consommation des substrats carbonés et de 

production de diacétyle élevées, gage d'efficacité pour une utilisation en tant qu'inoculum. 

Néanmoins, ces gains, il est vrai améliorables, sont obtenus au prix d'un 

accroissement important de la complexité du procédé. En effet, l'intégration dans un 

procédé de production de produits laitiers fermentés d'une installation de culture continue 

avec recyclage cellulaire assurant, d'une part, une fonction d'inoculation-aromatisation par 

le débit de purge et, d'autre part, une fonction d'aromatisation par le débit de perméat 

risque de s'avérer particulièrement ardue. Enfin, l'apparition d'une lyse à pH 5.5 en 

diminuant le taux de dilution permet d'émettre des doutes quant à la robustesse d'un tel 

mode de production sachant que de nombreux dysfonctionnements affectant les systèmes 

d'alimentation en substrat, de purge ou de décolmatage peuvent provoquer des 

changements physiologiques nécessitant l'arrêt et le reconditionnement de l'installation. 
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IV. MISE EN ŒUVRE DE LactlJClJCCliS lactis subsp. /actis biovar. diacetvlactis EN 

REACTEUR CONTINU A CELLULES IMMOBILISEES EN LIT FIXE 

Cette étude vise à évaluer l'influence d'un second mode de culture continue à haute 

densité cellulaire, la culture continue de cellules immobilisées en réacteur à lit fixe , sur la 

physiologie de la souche de référence et sur les performances en aromatisation et 

éventuellement en production de biomasse. La phase initiale de cette étude consiste en la 

sélection d'un support d'immobilisation adéquat. Par la suite, LacfOCOCctlS Illais subsp. 

Illcris biovar. dillL"l'rylllui.v PAL D DIA A est mis en œuvre à différents taux de dilution en 

culture continue sur un lit fixe constitué de ce support dans des conditions initiales soit 

favorahles à la croissance (pH 7). soit favorables à une coexpression des différentes voies 

cataboliques (pH 5.5). 

IV . 1. ETUDES PRELIMINAIRES 

Ce travail préalable à la mise en œuvre de LacrococcL/S Lac ris subsp. Illois biovar. 

diacetyLactis PAL D DIA A en réacteur continu à cellules immobilisées en lit tixe consiste 

à sélectionner un support pour l'immobilisation des cellules. Les critères de choix retenus 

sont la non-toxicité du support vis-à-vis des cellules, ses capacités d'immobilisation , la 

force des interactions cellules-support et enfin, sa résistance à l'action des cellules et aux 

contraintes hydrodynamiques. Les différents supports dont les propriétés sont évaluées 

sont répertoriés dans le tableau 111.21. Les catégories de supports considérées vont des 

matériaux organiques ou minéraux les plus rustiques à des résines échangeuses d'ions plus 

évoluées techniquement. 

Nature du support Aooellation commerciale Code 
Diatomées Célile R635 R635 
Verre Verre (0 : 2mm) BVI 
Verre Verre (0: 3 mm) BV2 
Ralles de mHïs Ranes de maïs RM 16 RMI6 
Ranes de maïs Ranes de maïs RM 12 RMI2 
Ralles de maïs Ranes de mrüs RM 8 RM8 
Charhon activé Aclicarbone GAC 1240 GACI240 
Charbon aClivé AClicHrbone NC 35 NC35 
Charbon Hetivé Acûcarbone SA 1810 SAI810 
Résine échrUlgeuse d'ions Amberlile 200 C 200C 
Résine échangeuse d'ions Amberlite IRA 900 IRNJOO 
Résine échall2euse d'ions Amberlite RF 14 RFI4 
Résine échangeuse ,l'ions Amberlvsl A 21 A21 
Résine échangeuse d'ions Amberlvsl15 WET 15WET 
Résine éch,U1geUSe d'ions Duolite A 378 A378 
Résine échrulgeuse d'ions Dualite C 26LF C26LF 

TableaullUt: IHbleau récapitulatif des supports employés. 
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Cette sélection est réalisée à partir d'une série d'expériences tle tlépôt -colonisatinn­

désorption en fiole d'Erlenmeyer. Dans un premier temps. les cellules sont mises en 

croissance pendant 72 h en présence du support dans ce type de fiole faiblement agitée (40 

tr/mn) contenant du milieu Y à un pH initial de 7. Cette phase permet d'établir Je contact 

initial entre les cellules et le support, ainsi que la colonisation ultérieure de celui-ci . Le 

suivi de cette phase consiste en des mesures de quantité de biomasse libre, de substrats 

carbonés résiduels et des observations visuelles de l'état du support. La faible 

consommation de ces substrats, pourtant totale dans les mêmes conditions mais en absence 

de supports, est révélatrice d'une toxicité du support pour les cellules. La quantité de 

biomasse libre est mesurée pour déterminer ultérieurement la quantité totale de biomasse 

formée durant la culture et le rapport entre biomasse immobilisée et biomasse libre pour 

chaque support. 

Au cours de cette phase d'immobilisation, une consommation très incomplète des 

substrats carbonés par les cellules cultivées en présence des supports Amberlite 200 C, 

Amberlyst 15 WET et Duolite C 26 LF est observée. Ces supports, tous des résines 

échangeuses d'ions, ont des effets délétères sur le métabolisme des cellules. Ils ne sont 

donc pas aptes à la mise en œuvre de la souche de référence immobilisée en réacteur 

continu à lit fixe. De plus, les observations des différents fioles d'Erlenmeyer révèlent une 

forte attrition des matériaux à base de charbon activé Acticarbone GAC 1240, NC 35 et SA 

1810 dans des conditions hydrodynamiques pourtant douces. Cette attrition est, en outre, 

accompagnée d'une coloration noire du milieu de culture indésirable pour la transformation 

de produits laitiers. Ces trois supports ne sont donc pas non plus adaptés à l'immobilisation 

de bactéries lactiques productrices d'arômes. 

Suite à la phase d'immobilisation, a lieu une phase de désorption des cellules du 

support. Ap~s élimination du milieu de culture et remise en suspension du support dans de 

l'eau physiologique stérile, la désorption des cellules s'effectue en trois étapes successives 

de 24 h à agitation croissante de 40, 150 et 250 tr/mn, permettant de désorber les cellules 

faiblement, moyennement ou fortement liées au support. Pour chaque étape, des mesures 

de biomasse dans la phase liquide sont effectuées, ainsi que des observations de l'état du 

support. Ainsi, la quantité de biomasse immobilisée, la qualité de l'immobilisation et la 

résistance du support aux conditions hydrodynamiques sont déterminées lors de cette 

phase. 

Les meilleurs supports en terme de quantité de biomasse immobilisée par unité de 

volume de support sont les charbons activés, dont l'utilisation est par ailleurs exclue (figure 

m.69). Néanmoins, les rafles de maïs et résines échangeuses d'ions Amberlite IRA 900, 

Amberlyst A21 et Duolite A 378 permettent l'immobilisation d'une quantité intéressante de 

biomasse d'environ 109 cellules / ml de support. Les capacités des supports restants sont 

minimes et ne justifient pas leur mise en œuvre. Enfin, la qualité des interactions cellules­

support est élevée (plus de 70 % de la biomasse immobilisée par des interactions fortes) 
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pour la grande majorité des supports (figure 111.70). Seules la Célite R 635. les billes de 

verre et les résines Amberlyst A2l et Duolite A 378 présentent des interaçtions œllules­

support de qualité moindre. 
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Figure 111.69 : capacités d'adsorption volumiques des différents supports. 
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Figure 111.70 : force lies liaisons cellules-support pour les différents supports. 

Ainsi. les seuls supports jugés aptes à l'emploi en réacteur continu à lit fixe. çar 

étant non toxiques. résistant aux conditions hydrodynamiques et à l'açtion des cellules, 

présentant de bonnes capacités volumiques d'immobilisation et des forces d'interaçtion 

œllules-support élevées, sont les rafles de maïs et la résine échangeuse d'ions Amberlite 

IRA 900. Toutefois. la mise en œuvre plus complexe de la résine échangeuse d'ions 

(stérilisation chimique, rinçage et équilibrage), son coût élevé et les surcoûts induits par 

son traitement en aval du procédé font des rafles de maïs le support choisi pour mener à 

bien la suite de cette étude. Enfin, palmi les différentes granulométries de rafles de maïs. le 

produit RM 8 a été sélectionné pour la meilleure qualité des liaisons cellules-support, les 

expériences en réacteur à lit fixe devant être effeçtuées à des taux de dilution importants. et 

donc avec des conditions hydrodynamiques mettant le biofilm à rude épreuve. 
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IV.2 MISE EN ŒUYRE EN CONDITIONS DE CROISSANCE 

Cette culture continue en réacteur à lit fixe a été effectuée avec un milieu 

d'alimentation dont le pH est fixé initialement à 7, pour favoriser la production de 

biomasse. Des taux de dilution croissants de 0,47 à 8,84 h· l sont successivement 

appliqués. Pour chacun de ces taux de dilution, les concentrations en substrats, biomasse 

libre en sortie de réacteur et métabolites, ainsi que le pH sont mesurés à l'état stationnaire 

(Tableau 111.22). Ces mesures en sortie ne permettent toutefois pas d'accéder à la 

connaissance des gradients de pH, de substrats et de métabolites existant au sein du lit fixe. 

La concentration en biomasse immobilisée n'est mesurée qu'en fin d'expérience par 

désorption des cellules du support. Les taux de dilution et vitesses de production et 

consommation sont exprimées en fonction du volume total du réacteur, et non du volume 

accessible au liquide qui ne représente que 25 % du volume total en fin d'expérience. 

IV.2. i. CONSOMMATION DES SUBSTRATS CARBONES ET PRODUCTION DE 

BIOMASSE ET DE METABOLITES 

c:J Production de biomasse 

La concentration moyenne en biomasse immobilisée à l'issue de l'ex~rience est 

élevée, avec 6,47 g/l de œacteur, avec un important gradient de la base vers le haut de la 

colonne. Par rapport à cette importante concentration en biomasse immobilisée, la 

concentration en biomasse libre en sortie de œacteur est très faible, quel que soit le taux de 

dilution. Cette observation confmne les œsultats des études préliminaires sur la qualité des 

liaisons cellules-rafles de maïs et indique que la phase de dépôt-colonisation s'est effectuée 

dans des conditions satisfaisantes. 

c:J Catabolisme du lactose 

Le lactose n'est jamais totalement consommé, quel que soit le taux de dilution 

étudié. Son taux d'utilisation diminue de façon attendue lorsque le taux de dilution 

augmente, du fait de la réduction du temps de passage. En parallèle, une production de 

lactate, elle aussi diminuant avec l'augmentation du taux de dilution, a lieu, avec, pour 

conséquence, une acidification moindre du milieu en sortie de réacteur à fort taux de 

dilution. Le rendement lactate produit/lactose consommé varie entre 1,15 et 0,87 g/g pour 

les différents états stationnaires. Il en résulte donc que le lactate est bien le principal 

métabolite dérivant du catabolisme du lactose mais aussi que, suivant le taux de dilution, le 

flux carboné provenant du lactose peut être orienté dans de faibles proportions vers 
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d'autres voies métaboliques, ou que d'autres sources de carbone peuvent fournir une 

quantité additionnelle de pyruvate pour la LDH. 

Taux de dilution (h· l ) 0,47 0,86 1,24 2,67 5,91 8,84 

nH en sortie 49 51 53 56 59 60 

Biomasse en sortie (e/l) 0,08 0,04 0,04 0,04 0,05 0,06 

Lactose consommé (vI) 4,3 3,9 3,1 2,2 1,4 1,2 

Lactate fonné (vI) 4,4 4,4 2,7 2,0 1,3 1,1 

Ylactatellactose (g/g) 1,03 1,15 0,87 n,92 0,99 0,'16 

Citrate consommé (~/I) 1,15 1,15 1,05 0,77 n,7n 0,35 

Acétate oroduit (g/l) O,4R 0,87 0,66 020 0,34 0,26 

Yacétate/citrate (mol/mol) 135 2,45 2,05 0,86 l,57 2,41 

Pvruvate accumulé (me/I) 46 58 67 54 42 123 

Fonnate oroduil (mg/!) 0 0 0 0 40 196 

EthrulOl oroduit (m"/l) 176 388 511 647 169 298 

Acétaldéhvde oroduit (mg/!) 0 0 1 2 1 0 

Diacétvle accumulé (m"1I) 0 0 0 0 0 0 

Acétoïne accumulée (mwl) 152 110 99 112 180 96 

2,3-butanediol produit (mg/l) 66 13 31 28 36 31 

Tahleau 111.22 : tableau récapitulatif des consommations de substrats et productions de métaholites ct de 
hiomasse aux états stationnaires atteints à pH 7 en culture continue en réacteur à lit fixe. 

o Clivage du citrate 

L'utilisation du citrate est totale pour les plus faibles taux de dilution, mais diminue 

avec la progression du taux de dilution. La production d'acétate ne suit pas du tout la même 

évolution que la consommation de citrate, avec un rapport acétate produit / citrate 

consommé inférieur à 1 mol/mol à un taux de dilution de 2,67 h- I, mais très supérieur à 

cette valeur pour les taux de dilution supéIieurs et inférieurs. Ainsi, au taux de dilution de 

2,67 h- I , l'acétate issu du clivage du citrate est consommé alors qu'aux autres taux de 

dilution, une production additionnelle d'acétate a lieu, par action de la PFL ou de la PDH. 

o Accumulation de pYlUvate 

La concentration en pylUvate, intermédiaire commun du métabolisme du lactose et 

du citrate, atteint une valeur maximale au plus fort taux de dilution, où paradoxalement 

l'utilisation tant du lactose que du lactate sont minimes. Cette évolution peut probablement 
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être due à des vitesses et vitesses spécifiques élevées de dégradation du lactose et du citrate 

aux forts taux de dilution. 

CJ Flux carboné issu du lactose et du citrate orienté vers la PFL et la PDH 

L'observation d'un rapport acétate formé 1 citrate consommé supérieur à 2 pour tous 

les taux de dilution sauf 2,67 h- I prouve qu'une source additionnelle à celle du citrate 

existe. Cette formation d'acétate peut provenir de l'acétyl-coenzyme A formé par la PFL ou 

la PDH. L'absence de production de formate aux 4 taux de dilution les plus faibles indique 

que l'acétate excédentaire et l'éthanol produits à ces états stationnaires proviennent 

uniquement de l'activité PDH (tableau HI.23). 

Tableau DIol3 : ~volution de la part du flux mé!abolisé par la POH par rapport au flux total mé!abolisé par 
la PFL et la PDH en fonction de la part du cilrnte dans le flux carboné global à différents !aux de dilution. 

Pour tous les taux de dilution évalués, la part de la PDH dans le flux métabolique 

traité par la PDH et la PFL reste majoritaire, même si la part de la PFL augmente avec le 

taux de dilution. L'évolution décroissante puis croissante avec l'augmentation du taux de 

dilution du rapport acétate formé 1 citrate consommé avec la progression du taux de 

dilution peut donc provenir d'une diminution du flux carboné orienté vers la PDH, et d'une 

augmentation de celui orienté vers la PFL lorsque le taux de dilution croît. 

La production d'acétate par la PDH semble ici encore jouer un rôle régulateur sur le 

rapport NADH + H+ 1 NAD+ en étant accompagnée de la production de NADH + H+. La 

production d'éthanol est observée à tous les taux de dilution et peut donc provenir aussi 

bien de l'activité de la PFL que de la PDH. L'acétaldéhyde est produit quant à lui en 

quantités ~s réduites. 

CJ Flux carboné issu du lactose et du citrate orienté vers la production de molécules 

enC4 

La concentration en molécules en C4 reste modeste pour tous les taux de dilution 

avec une concentration totale inférieure à 220 mgll. Seuls l'acétoïne et le 2,3-butanediol 

sont produits, aucune formation de diacétyle n'étant détectée. Cette absence de production 

peut être expliquée par une activité diacétyle réductase supérieure à la vitesse de 

décarboxylation oxydative de l'AAL, ou à une activité AOC supérieure ou égale à l'activité 

ALS. 
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IV.2.2. DONNEES CINETIQUES DE CONSOMMATION DE SUBSTRATS 

CARBONES ET DE PRODUCTION DE BIOMASSE ET DE METABOLITES 

Considérons maintenant les vitesses de consommation et de production, qui , du fait 

de la stabilité du biofilm et du faible relargage des cellules à tous les taux de dilution. 

donnent aussi une bonne indication de l'évolution des vitesses spécitiques. 

o Production de biomasse 

La vitesse de production de biomasse libre en sonie de réacteur augmente avec le 

taux de dilution. en relation directe avec la vitesse de consommation du lactose, source 

plincipale de carbone et d'énergie (Figures 111.71 et 1ll.72). 

o Catabolisme du lactose 

La vitesse de consommation augmente avec le taux de dilution (figure 111.72), du 

fait de l'apport d'une quantité accrue de lactose et d'une réduction des limitations 

diffusionnelles par augmentation des contraintes hydrodynamiques dans le réacteur qui 

favorisent l'assimilation du lactose et l'élimination du lactate par les cellules. Ces 

contraintes hydrodynamiques restent cependant relativement limitées, le régime 

d'écoulement passant de laminaire aux faibles taux de dilution à inertiel pour les taux les 

plus élevés. Une augmentation de la vitesse de production du lactate est associée à 

l'augmentation de la vitesse de consommation du lactose lorsque le taux de dilution croît. 

De plus, les vitesses de consommation du lactose et de production du lactate restent très 

proches. 

o Clivage du citrate 

L'évolution de la vitesse de consommation du citrate est différente de celle de 

consommation du lactose : la vitesse de consommation du citrate augmente avec le taux de 

dilution jusqu'à 5,91 h- I , avant de décroître au taux supérieur (figure 1II.73). Cette 

évolution peut être expliquée par la combinaison de deux phénomènes : d'une part. 

l'augmentation du taux de dilution accroît le flux de citrate disponible pour les cellules et 

réduit les limitations diffusionnelles nuisant au transport du citrate dans les cellules, mais. 

d'autre part, cette augmentation est accompagnée d'une utilisation moindre du lactose et 

d'un niveau d'acidification du milieu de plus en plus faible (tableau 111.22), limitant 

progressivement la pelméation du citrate dans la cellule. l'activité de la citrate perméase 

étant maximale entre pH 4,5 et 5,5. L'évolution de la vitesse de production d'acétate n'est 

pas corrélée à celle de consommation du citrate puisqu'elle augmente globalement avec le 

taux de dilution. à l'exception notable de l'état stationnaire atteint à 2,67 h- I, où de l'acétate 
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provenant du clivage du c itrate est consommé pour apporter une source additionnelle 

d'acétyl-coenzyme A (figure 1ll.73). 

a Accumulation de pyruvate 

La vitesse d'accumulation du pyruvate augmente avec le taux de dilution, avec une 

progression très importante pour le taux de dilution le plus élevé (figure 111.74) . Cette forte 

progression ne peut en rien être reliée à l'évolution des vitesses de consommation du 

lactose et du citrate pour ce taux de dilution (figures IlI.72 et III.73) et doit plutôt provenir 

d'un catabolisme limitant du pyruvate. 

a Flux carboné issu du lactose et du citrate orienté vers la PFL et la PDH 

La vitesse de production du formate est nulle aux taux de dilution les plus faibles. 

puis augmente à partir de 5 ,91 h- I . Cette évolution peut provenir d'une disponibilité 

moindre du pyruvate aux faibles taux de dilution (figure I1I.74). Les vitesses de production 

d'acétate et d'éthanol ont des évolutions saccadées, découlant pour la première de la tri pIe 

origine de l'acétate et pour la deuxième de la double origine de l'éthanol (figures 1Il.73 et 

III. 76). Néanmoins, des vitesses importantes sont observées pour les taux de dilution Oll 

aucune production de formate n'est détectée : un flux de pyruvate important est donc 

orienté vers la PDH. 

a Flux carboné issu du lactose et du citrate orienté vers la production de molécules 

en C4 

La vitesse de production de molécules en C4 semble liée à l'évolution de la vitesse 

de consommation du citrate: la vitesse maximale de production d'acétoïne, composé 

dominant parmi les molécules en C4, est maximale pour le taux de dilution de 5,91 h- I 

(figure 111.77). La vitesse de production de 2,3-butanediol, composé minoritaire, augmente 

faiblement avec le taux de dilution, probablement en conséquence du flux carboné 

croissant alimentant les voies de production des molécules en C4. 

IV.2.3. ORIENTATION DU FLUX CARBONE ISSU DU LACTOSE ET DU CITRATE 

a Le flux carboné spécifique catabolisé par les cellules augmente avec le taux de 

dilution, du fait de l'apport croissant de substrat, mais aussi de la diminution de l'ampleur 

des limitations diffusionnelles avec l'augmentation du débit d'alimentation (figure 1I1.7R). 

Le recouvrement carboné atteint prufois des valeurs très supérieures à 100 %. Ces valeurs 

ne semblent pas provenir d'une non atteinte d'état stationnaire, car n'ont été prises en 
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compte que les mesures stabilisées effectuées entre 6 et 8 temps de passage après les 

changements de débit d'alimentation. Des problèmes analytiques ne peuvent pas non plus 

expliquer ces valeurs puisque les analyses concernant la mise en œuvre de cette souche en 

~acteur continu avec recyclage cellulaire ont eu lieu simultanément et ont abouti à des 

recouvrements carbonés proches de 100 %. L'hypothèse la plus plausible est donc 

l'intervention dans le flux carboné de substrats autres que le lactose et le citrate. Ces 

substrats ne semblent pas provenir du support car aucune attrition n'est détectée mais il est, 

par contre, fort possible que la présence de ce support biologique influe sur la 

métabolisation des substrats complexes du milieu Y : l'extrait de levure et les peptones de 

caséine. 

0,47 0,86 1,24 2,67 S,91 8,84 
Taux de dilution (h- , 

0,47 0,86 1,24 2,67 S~1 8,84 
Taux de dilution (If-J 

FIgure III 78 : influence du taux de dilution sur le FIgure 01.79 : influence du taux de dilution sur la 
flux carbont sptcifique issu du IaclOse et du cittate répartition du flux carbont catabolisé en culture 
catabolist en culture continue en reacteur Il cellules continue en réacteur Il cellules immobilistes Il pH 7. 
immobilistes Il pH 7. 

CI Au cours de cette culture continue en ~acteur à cellules immobilisées en lit fixe. 

l'orientation du flux carboné est influencée à un double niveau par la variation du taux de 

dilution. Dans un premier temps, l'augmentation du taux de dilution augmente la quantité 

de substrat carboné disponible pour les cellules et diminue le niveau des limitations 

diffusionnelles pouvant affecter leur utilisation. n en ~sulte un flux carboné catabolique 

spécifique en augmentation avec le taux de dilution (figure 111.78). Néanmoins. en 

parallèle à cette augmentation du taux de dilution, le taux d'utilisation des substrats 

carbonés, dont principalement le lactose, diminue. L'acidification du milieu par production 

d'acide lactique diminue par là même, avec des conséquences importantes sur l'orientation 

du flux catabolisé (figure III.79). 

CI La part du flux carboné orienté vers la LDH est toujours prépondérante par 

rapport aux autres voies, mais sujette à d'importantes variations non corrélables avec les 

variations du taux de dilution. Ces variations peuvent être la conséquence de l'utilisation 

d'autres sources de carboné que le lactose et le citrate comme les supports ou l'extrait de 

levure et les peptones de caséine. 

CI La proportion du flux carboné orienté vers la PFL augmente avec le taux de 

dilution pour les taux de dilution les plus élevés (5,91 et 8,84 h- I ), en relation ici avec 
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l'augmentation du flux carboné catabolisé global et surtout l'augmentation de la 

disponibilité du pyruvate avec la progression du taux de dilution (figure 111.74). L'absence 

d'orientation du flux carboné vers la PFL aux faibles taux de dilution est surprenante car. 

en culture continue en réacteur à recyclage cellulaire à pH 7, une faible proportion du flux 

carboné est toujours orientée vers la PFL, et ce pour des taux de dilution et des vitesses de 

production de pyruvate pourtant faibles. Ce phénomène peut être attribué à la diminution 

du pH aux faibles taux de dilution, diminution du pH dont les études en culture discontinue 

ont montré les effets néfastes pour l'olientation du flux carboné vers la PFL (figure 1I1.4X). 

Néanmoins, le pH n'est pas le seul facteur pouvant expliquer cette orientation. les gradients 

de substrats et de produits dans le réacteur peuvent aussi en être la cause. 

o L'orientation d'une part importante du flux carboné vers la PDH a été mise en 

évidence (tableau 111.23). De plus, il apparaît que la part du flux carboné empruntant cette 

voie diminue lorsque le taux de dilution augmente. 

o Enfin, la part du flux carboné catabolisé par la voie de production des molécules 

en C4 augmente avec le taux de dilution jusqu'à 5.9 \ h- I, en relation avec l'augmentation 

globale du flux carboné, pour diminuer au taux supérieur, le pH du milieu n'étant plus 

assez acide pour permettre une perméation importante de leur précurseur, le citrate (figures 

nI.73 et III.79). 

IV.2.4. CONCLUSIONS 

Cette expérience révèle que ces conditions favorables pour la croissance tout à fait 

adaptées pour l'immobilisation d'une forte quantité de biomasse dans le réacteur. 

Cependant, cette forte immobilisation s'accompagne d'une production de biomasse libre 

somme toute modeste et, qui plus, est assez hétérogène (tableau 111.22). 

Les niveaux de consommation des substrats carbonés lactose et citrate sont faibles 

par rapport à ceux atteints en culture discontinue (tableaux 111.22 et III.24), ce qui peut être 

intéressant si une modification minimale du produit fermenté est recherchée, mais aussi 

gênant pour la stabilité du produit. 

Enfin. aucune production de diacétyle n'est détectée à pH 7 en culture continue en 

réacteur à lit fixe dans l'intervalle de taux de dilution considéré, a lors qu'une faible 

production a lieu en mode discontinu. 

Il résulte de ces observations que la mise en œuvre de Lactoc:occ:us factis subsp. 

facfis biovar. diacetylactis PAL D DIA A sous forme immobilisée en réacteur à lit fixe à 

dans des conditions favorables pour la croissance permet l'obtention d'une haute densité 

cellulaire, mais que les vitesses spécifiques d'utilisation des substrats carbonés par cette 

biomasse restent limitées. Une adaptation des conditions de culture après immobilisation 

doit être envisagée pour permettre de tirer tout le parti de cette importante quantité de 

biocatalyseur immobilisée. 
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Production ou consommation Vitesse de production ou Vilesse spécifique de 

consommation Jlroduclion ou consommation 

Culture Discontinue Cellules Discontinue Cellules Disconl i nue Cellules 

immobilisées immobilisées immobilisées 

Biomasse 1.8211 O.06i!11 0.22e1(1.h)* 0.52 g/(l .h) 0.79 g/(g.h)O 0.08 e/(/l .h) 

Lactose 97i!11 1.2i!11 121i!f(l.h)* 10.28 2{(J.h) 4.67 e/h!.h)O 1.59 )!f(g.h) 

Citrate 12211 035211 o 15i!f(l.h)* 309i!f(I.h) 2.10 I!/IC.h)O 0,48 elle .h) 

Diacétyle 03 ml!ll OOmi!ll 0.04 mi!f(l.h)· O.OOmi!f(l.h) 2.9 me/lc.h)O O.Oml!/(l!.h) 

Tableau 0 1.24 : comparaison à pH 7 des performances de cultures discontinue ct continue avec recyclage 
cellulaire à un taux de dilution de 8.84 h·1 apportant la meilleure vitesse de production de biomasse. 
• : vitesse moyenne 0 : vitesse spécifique maximale. 

IY.3. MISE EN ŒUVRE EN CONPIDONS DE CROISSANCE/AROMATISATION 

Cette seconde culture continue en réacteur à lit fixe a été réalisée avec un pH du 

milieu d'alimentation fixé à S,S, pour lequel les voies métaboliques secondaires sont 

empruntées par le flux carboné en culture discontinue. Des taux de dilution croissants et 

identiques à ceux de l'expérience précédente sont appliqués à l'installation, et les mêmes 

mesures sont effectuées aux différents états stationnaires (tableau 1D.25). 

IV.3. l. CONSOMMATION DES SUBSTRATS CARBONES ET PRODUCTION DE 

BIOMASSE ET DE METABOLITES 

o Production de biomasse 

La concentration en biomasse immobilisée dans le réacteur déterminée en fin 

d'expérience est plus importante encore que celle atteinte avec du milieu d'alimentation à 

pH 7 avec 7,48 gfI de volume réactionnel. La concentration en biomasse libre en sortie de 

réacteur est en comparaison tœs faible par rapport à celle adsorbée, et du même ordre de 

grandeur que celle rel arguée lors de l'expérience avec le milieu d'alimentation à pH 7. et ce 

sans effet notable du taux de dilution. Ainsi, la diminution du pH d'alimentation de 7 à 5,5 

n'est pas néfaste pour l'immobilisation des cellules sur le support et pour la production de 

biomasse en suspension. 

o Catabolisme du lactose 

Comme à pH 7, le lactose n'est consommé que partiellement. avec une diminution 

attendue du taux d'utilisation avec l'augmentation du taux de dilution. La production 
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d'acide lactique est associée à la consommation du lactose. avec toutefois des rendements 

en lactate produit / lactose consommé pouvant être nettement supérieurs à 1,05 g/g. Ces 

valeurs indiquent qu'à certains états stationnaires, un flux carboné provenant d'une source 

autre que le lactose est orienté vers la LDH. Le niveau de production de lactate en baisse 

avec la progression du taux de dilution entraîne une diminution de l'acidification du milieu 

aux taux de dilution les plus élevés, avec un pH se rapprochant de sa valeur dans le milieu 

d'alimentation. 

Taux de dilution (h- I) 0,47 0,85 1,24 2,67 5,91 8.84 

oH en sonie 47 49 5,0 5,1 5,2 53 

Biomasse en sorlie (2/1) 0,06 005 0,05 0,05 0,02 0,05 

L1ctoSC consommé (ofl) 2,9 2,1 1,3 1,1 0,5 0,3 

L1ct.1te fonné (olll 2,8 2,1 1,6 1,1 0,7 0,4 

Y lactatcllactnse (g/g) 0,97 l,DI 1,18 0,97 1,32 1,17 

Citrate consommé (!!Il) 1,15 1,15 1,10 0,96 0,72 0.50 

Acét.1te nroduit (p/!) 120 109 089 074 075 099 

Yacétate/citrate (moVmol) 3,39 3,08 2,62 2,51 3,38 6,46 

Pvruvate accumulé (mpll\ 48 63 66 66 56 81 

Fonnate nroduit (mo/l\ 12 \3 12 14 19 22 

Ethanol nroduit (moll\ 192 168 194 148 90 52 

Acétaldéhvde oroduit (mg/!) 16 \3 12 10 12 II 

Diacétvle accumulé (moll) 41 2.8 31 34 30 2.8 

Acétoïne accumulée (mg/I) 147 161 116 108 93 47 

2,3-bulanetliol moduit (mg/!) 1 10 9 15 18 II 

Tableau 111.25 : t.1bleau récapitulalif des consommations de substrals et productions de mélaholites el tle 
biomasse aux étllls st.1tionnaires aueinlS à pH 5,5 en culture continue en réacleur à lillïxc. 

o Clivage du citrate 

L'utilisation du citrate est quasi totale pour les 3 plus faibles taux de dilution, puis 

diminue avec la progression du taux de dilution. De même qu'à pH 7, la production globale 

d'acétate n'est pas associée à la consommation de citrate. Le rappOit acétate produit / citrate 

consommé diminue pour les taux de dilution allant de 0,5 à 2,7 h- I , pour augmenter ensuite 

avec les valeurs supélieures de taux de dilution. Ce rendement est toujours supérieur à 2,5 

mol/mol, ce qui traduit une forte production d'acétate par des mécanismes autres que le 

clivage du citrate, comme la transformation d'acétyl-coenzyme A provenant du 

catabolisme du pyLUvate par la PFL ou la PDH. 
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(J Accumulation du pYl1lvate 

La concentration en pyruvate, issu principalement du catabolisme du lactose et du 

citrate, varie peu, et sans relation apparente avec l'évolution du taux de dilution. 

(J Orientation du flux carboné issu du lactose et du citrate vers la PFL et la PDH 

Une concentration en formate très faible et croissante avec le taux de dilution est 

observée. Cette concentration est incompatible avec les forts niveaux de production 

d'éthanol et d'acétate excédentaire (tableau 111.26). En effet. la part du tlux carboné global 

catabolisé par la PFL et la PDH qui est orientée vers la PFL est toujours inférieure ou égale 

à 4 %. La PDH joue donc un rôle prépondérant dans la production d'acétate, d'éthanol et 

d'acétaldéhyde. La répartition de ces trois composés est toujours conservée : la quantité 

d'acétate excédentaire produite est supérieure à celle de l'éthanol, elle-même supérieure à 

celle de l'acétaldéhyde. La conséquence en terme d'oxydo-réduction est que l'action de la 

PDH permet la régénération de NADH + H+. 

Tableau 01.26: t!volution de la part du nux mélabolist! par la PDH par rapport au nux IOlaI mt!labolist! par la 
PFL et la PDH en fonction de la part du citrate dans le nux carbont! global à différents laux de dilution. 

(J Orientation du flux carboné issu du lactose et du citrate vers la production de 

molécules en C4 

Concernant les molécules en C4, la somme des concentrations en diacétyle, 

acétoïne et 2,3-butanediol diminue avec l'augmentation du taux de dilution, en relation 

avec le niveau moindre de consommation des substrats carbonés. Néanmoins, pour ces 3 

molécules, l'effet du taux de dilution n'est pas le même. La concentration en diacétyle n'est 

que faiblement affectée par les augmentations du taux de dilution aux valeurs les plus 

élevées, alors que la concentration en acétoïne diminue régulièrement en fonction de 

l'augmentation du taux de dilution. La concentration en 2,3-butanediol, quant à elle, n'est 

pas affectée de façon significative par l'augmentation du taux de dilution. 

IV.3.2. DONNEES CINETIQUES DE CONSOMMATION DES SUBSTRATS 

CARBONES ET DE PRODUCTION DE BIOMASSE ET DE METABOLITES 

En prenant maintenant en compte les vitesses de consommation et de production. 

qui, comme pour la culture précédente, donnent une bonne indication de l'évolution des 

vitesses spécifiques de consommation et de production, l'orientation du flux carboné 

catabolique en fonction des conditions expérimentales peut être mieux appréhendée. 
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n Production de biomasse libre 

La vitesse de production de biomasse en suspension augmente globalement avec le 

taux de dilution, mais de façon irrégulière, probablement en conséquence des 

concentrations en biomasse très faibles mesurées (tableau 1l1.25 et figure III .80). 

o Catabolisme du lactose 

La vitesse de consommation du lactose augmente tout d'abord elle aussi avec le 

taux de dilution du fait de l'appOlt supplémentaire de lactose, et ce jusqu'à 2,7 h- I , avant de 

stagner aux taux de dilution supérieurs (figure 1l1.81). Cette stagnation peut être la 

conséquence de l'inhibition de l'activité de la protéine HPr nécessaire au transport du 

lactose à l'intélieur de la cellule par la concentration croissante en lactose dans le réacteur. 

La vitesse de production du lactate augmente jusqu'à 5,91 h- l , avant de décroître au taux 

de dilution le plus élevé (figure llU~ 1). La vitesse de production du lactate est largement 

supérieure à celle de consommation du lactose pour les deux taux de dilution les plus 

élevés. Une production excédentaire de lactate par rapport à la consommation de lactose a 

alors lieu. 

o Clivage du citrate 

L'évolution de la vitesse de consommation du citrate est similaire à celle de 

production du lactate. Elle augmente avec le taux de dilution pour stagner au taux de 

dilution le plus élevé (figure III.82). La stagnation de la vitesse de consommation du citrate 

au taux de dilution le plus élevé peut, comme à pH 7, êÙ'e reliée à une diminution moindre 

du pH par consommation moindre du lactose, dommageable pour l'activité de la citrate 

perméase. La progression de la vitesse de consommation du citrate pour les auù'es taux de 

dilution peut provenir, quant à elle, de l'augmentation du flux de citrate apporté aux 

cellules par augmentation du taux de dilution. Qui plus est, la progression de la vitesse de 

consommation du citrate est très importante par rapport à celle de consommation du 

lactose. Ainsi, la part du citrate dans le flux carboné catabolisé augmente avec le taux de 

dilution (tableau 111.27). Il est donc fort probable que le catabolisme du citrate soit à 

l'oligine de la production de pyruvate orienté vers la LDH. 

Taux de dilution (h-1) 

Citrate consommé / citrate + lactose consommés (mol/mol) 

Tableau 111.27: évolution de la P,U1 du citrate d,ms le Oux carhoné catabolisé en fonction du taux de dilution. 
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Par contre, la vitesse de production de l'acétate augmente constamment avec le taux 

de dilution (figure 111.82), et ne peut provenir du seul clivage du citrate. L'orientation 

croissante du flux carboné orienté vers la PFL, mais surtout vers la PDH est donc à 

l'origine de cette augmentation de la vitesse de production de l'acétate avec le taux de 

dilution (tableau 1II.26). 

o Accumulation du pyruvate 

La vitesse d'accumulation du pyruvate augmente régulièrement avec le taux de 

dilution (figure 111.83). Cette augmentation de la vitesse d'accumulation du pyruvate 

coïncide avec la part grandissante du citrate dans le flux carboné catabolisé et peut être 

interprétée comme une vitesse d'utilisation moindre du pyruvate formé à partir d'une 

proportion grandissante de citrate due à un manque de disponibilité du NADH + H+. 

o Orientation du flux carboné provenant du citrate et du lactose vers la PFL et la 

PDH 

L'orientation du flux carboné vers la PDH peut, elle aussi, être reliée à 

l'augmentation de la part du ciu'ate dans le flux carboné. Plus cette part augmente et plus 

une part importante du pyruvate produit l'est sans formation de NADH + H+. En 

conséquence, une part croissante du pyruvate est orientée vers la PDH et la production 

d'acétate (figure III.82) pour réduire du NAD+. Ce NADH + H+ régénéré peut ensuite être 

utilisé par la LDH pour réduire du pyruvate en lactate, ce qui explique les rendements en 

lactate formé 1 lactose consommé supérieurs à 1,05 g/g. L'acétate n'est cependant pas le 

seul métabolite dérivé de l'action de la PDH : des vitesses de production importantes 

d'éthanol (très supérieures à celle de production de formate) cOlTélées à la consommation 

de lactose sont observées (figures I1I .81 et III.85). Cette corrélation est logique puisque le 

catabolisme du lactose peut fournir le pouvoir réducteur nécessaire à la synthèse de 

l'éthanol. La vitesse de production de l'acétaldéhyde demeure quant à elle très faible et 

augmente régulièrement avec le taux de dilution (figure 111.85). Enfin, la vitesse de 

production de formate (figure 111.84), elle aussi faible en regard des vitesses de production 

d'acétate et d'éthanol (figures 111 .82 et 1I1.85), augmente avec la vitesse d'accumulation de 

son précurseur immédiat : le pyruvate (figure 111.83). 

o Orientation du flux carboné issu du lactose et du citrate vers la production de 

molécules en C4 

La vitesse de production de la somme des molécules en C4 suit la même évolution 

que celle de consommation de leur précurseur éloigné, le citrate (figures 111.86 'et III.R7). 

Cette évolution globale provient de l'évolution des vitesses de production des composés 
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majorimires que sont l'acétoïne et le 2.3-butanediol. La vitesse de prodlu;tinll du diacétyle. 

par contre, suit celle d'accumulation du précurseur plus direct. le pyruvate. 

IV.3.3. ORIENTATION DU FLUX CARBONE ISSU DU LACTOSE ET DU CITRATE 

Cl Le flux carboné spécifique issu du catabolisme du lactose et du citrate augmente 

avec le taux de dilution jusqu'à 5,91 h- I avant de décroître (figure III.!!!!). L'augmentation 

du flux avec le taux de dilution provient de l'apport d'un flux plus important de substrat 

carboné avec une réduction du niveau des limitations diffusionnelles. La diminution du 

flux au taux de dilution semble provenir de limitations physiologiques dues à une 

utilisation moindre du lactose (inhibition possible de la protéine HPr par le lactose et 

diminution de l'activité citrate pennéase par acidification insuffisante). Ce flux spécifique 

reste toujours inférieur aux valeurs observées à pH 7 dans les mêmes conditions 

(figure DI. 78) 

Cl Comme pour la culture réalisée à pH 7, des recouvrements carbonés supérieurs à 

100 % sont obtenus (figures ID.79 et ID.89) et, ici encore, l'hypothèse la plus plausible 

demeure un effet du support sur l'utilisation des substrats complexes du milieu 

d'alimentation, avec interférences avec le flux carboné. 

0,47 O,8S 1,24 2,67 Si91 8,84 
Taux de dilution (h', 

Figure 10,88 : influence du taux de dilution sur le 
flux cacbon~ spécifique catabolis~ en culture 
continue en ~cteur III cellules immobili~s III pH 
S.s. 

0,47 O,8S 1,24 2,67 S!?I 8,84 
Taux de dilution (If ') 

Figure 01.89 : influence du taux de dilution sur la 
répartition du flux carbon~ cataboli~ en culture 
continue en reacteur à cellules immobilisées à pH 
S,S. 

Cl Concernant maintenant l'orientation du flux carboné vers les différentes voies 

cataboliques, l'élément dominant semble être le rapport des vitesses de consommation de 

citrate et de lactose, rapport influencé par le taux de dilution par le jeu de mécanismes de 

limitations physiologiques et diffusionnelles. 

Cl La part de la LDH dans le flux carboné total reste prédominante mais fluctue 

avec le taux de dilution, probablement en conséquence de la double provenance du 

pyruvate alimentant la LDH, 
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o La part du flux carboné alimentant la PDH augmente avec le rapport citrate 

consommé 1 lactose consommé, dans ce cas avec le taux de dilution, pour fournir de 

l'énergie réductrice à la cellule par le biais de la production d'acétate. 

o La part du tlux carboné orientée vers la PFL augmente elle aussi avec la 

progression du rapport citrate consommé 1 lactose consommé qui entraîne une disponibilité 

plus grande du pyruvate pour les voies métaboliques secondaires, la LDH étant limitée en 

NADH +H+. 

o Enfin, la part du flux carboné orientée vers la production de molécules en C4 

semble n'être liée qu 'au flux carboné total. Cependant, la production du diacétyle. 

minmitaire parmi les C4. est dépendante du rappOit citrate consommé 1 lactose consommé. 

c'est-à-dire de la disponibilité du pyruvate. 

IV.3.4. CONCLUSIONS 

Cette culture continue de cellules immobilisées en réacteur à lit tixe alimentées par 

du milieu Y à pH 5,5 révèle des pelformances très intéressantes en production de diacétyle. 

Bien que le niveau d'aromatisation en diacétyle soit 2 fois inférieur à celui observé en 

culture discontinue à pH 5,5, un gain en productivité proche d'un facteur 100 est obtenu 

(tableau 111.28). Toutefois, le gain en rendement de bioconversion par rapport à une culture 

discontinue à pH 5,5 reste limité avec seulement 8 % d'amélioration. 

Production ou consommation Vitesse de production ou Vitesse spécilique de 

consommation production ou consommation 

Cullure Discontinue Cellules Discontinue Cellules Discolllinue Cellules 

immobilisées immobilisées immohilisées 

Biomasse 1,2gn 0,05 ~Il 0,05 g/(I.h)* O,46g/(l.h) 0,46 ~/(g . h)O O,06g/(~ . h) 

Lactose 9,7 gn 03 gn 0,41 g/(I.h)' 2,95~/(l.h) 1,41 g/(g.h)O 0.39 g/(g.h) 

Citrale 12g11 0,50 gll 0,05 g/(I.h)· 4,40 g/(Lh) 2.70 g/(g.h)O 059 g/(g.h) 

Diacétvle 6,2mgll 2.8 mgn O.26mg/(Lh)* 24.9 mg/(l.h) 16.3mg/(g.h)0 3.33 mg/(g .h) 

Tableau 111.28 : comparai son des pcrfonnanccs de cullures discontinue et continue en réacteur à cellules 
immobilisées à un taux de dilution de 8,84 h-1 à pH 5,5. 
• : vitesse moyenne ° : vitesse spécifique maximale. 

La concentration en biomasse libre en sortie en sortie du réacteur à lit fixe est 

toujours très inférieure à celle obtenue en fin de culture discontinue, mais une amélioration 

de productivité en biomasse en sortie de réacteur d'un facteur 9 est obtenue en culture en lit 

fixe. De plus, même si les vitesses spécifiques de croissance, de consommation de lactose 

et de citrate et de production de diacétyle se rapportant à l'ensemble de la biomasse 

présente dans le réacteur sont nettement infélieures aux valeurs maximales relevées lors de 
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la culture discontinue de référence, elles ne présagent en rien de l'état physiologique des 

cellules libres (tableau III.28). Ainsi, une vérification des pelformances de la biomasse 

libre en sortie de réacteur s'avère nécessaire pour vérifier l'aptitude de ce mode de culture 

pour l'inoculation en continu de produits laitiers. 

Ainsi, la culture continue de bactéries lactiques productrices d'arômes immobilisées 

sous fonne de biofilm en réacteur continu à lit fixe présente un potentiel important pour 

l'aromatisation en continu de produits laitiers. Un niveau intéressant d'aromatisation en 

diacétyle est accompagné d'un relargage minime de biomasse dans le produit, biomasse 

présentant, qui plus est, un faible potentiel de biotransfonnation, et d'une consommation 

réduite des substrats carbonés. L'intérêt de ce mode de culture pour l'inoculation reste 

quant à lui à vérifier. 

IY.4. CONCLUSIONS 

Ces deux expériences de mise en œuvre de LactOCOCCI/S lactis subsp. lactis biovar. 

diacetylactis PAL D DIA A sous fonne immobilisée en réacteur continu à lit fixe ont, en 

premier lieu, montré la capacité d'immobiliser une quantité importante de biocatalyseur 

dans le réacteur par cette méthode rustique. Ce mode de culture peut donc à juste titre être 

qualifié de culture à haute densité cellulaire. 

Cette étude a aussi pennis de détenniner des règles simplifiées d'orientation du flux 

carboné en fonction du taux de dilution (tableau m.29). Ainsi, si l'augmentation du taux de 

dilution ne semble pas avoir d'effet sur la part du flux carboné orienté vers la LDH, elle 

entraîne, par contre, une augmentation du flux dirigé vers la PFL et la production de 

molécules en C4, et une diminution du flux orienté vers la PDH. 

Taux de dilution ~ 

-
Aux carbon~ orienlt vers la LDH • 
Aux carbo~ orienlt vers la PFL ~ 

-
Aux ~ orienlt vers la PDH 

.... 
~ 

Aux carbo~ orienlt vers la ~ 

Droducôon de mol6:ules en C4 -
Tableau mol9 : repr~entation simplifih de l'effet du taux de dilution sur l'orientation du flux carboné 
provenant du lactose el du cilrllre vers la LDH et la production de molécules en C4. 
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Cette olientation du flux provient, d'une part, de l'amélioration de la disponibilité 

des substrats carbonés pour les cellules avec l'augmentation du taux de dilution. mais aussi. 

d'autre part, de la conversion d'une propOition moindre de lactose aux fort~ taux de dilution 

entraînant une acidification moindre du milieu et donc une diminution de l'activité citrate 

perméase. Il en résulte que l'augmentation du taux de dilution influe non seulement sur le 

flux catabolique global , mais aussi sur le degré de cométabolisme. Le degré de 

cométabolisme influant quant à lui sur les voies empruntées et les produits de ces voies 

préférentiellement formés, il en résulte des profils d'évolution de production en fonction du 

taux de dilution propres à chaque métabolite. 

En terme d'application. ce mode de culture s'avère très prometteur pour 

l'aromatisation en continu de produits laitiers, une concentration correcte en diat:étyle 

pouvant être obtenue avec des productivités très élevées, sans modifications importantes de 

la composition initiale du produit. Cependant, l'utilité de ce mode de culture pour la 

production de biomasse en continu reste à démontrer, les pelformances des cellules sortant 

du réacteur restant à définir. 
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V. DOMAINES D'APPLICATION ET LIMITES DE L'UTILISATION DE 

Laetoeoceus Iaetis SUbSD. laetis bioyar. d;acetylactis EN REACTEUR CONTINU À 

RECYCLAGE CELLULAIRE ET EN REACTEUR CONTINU A CELLULES 

IMMOBILISEES EN LIT FIXE 

V,L DOMAINES D'APPLICATION 

La mise en œuvre de Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis PAL D 

DIA A en réacteur continu à recyclage cellulaire s'avère tout à fait adaptée tant à 

l'aromatisation qu'à J'inoculation en continu de produits laitiers avec une biomasse active 

(tableau IlI.30). En effet. d'une part, la concentration et la productivité en diacétyle sont 

intéressantes par rapport à une culture discontinue et, d'autre part, la productivité en 

biomasse et la qualité des cellules produites marquent elles aussi un net progrès par rapport 

à une culture discontinue à pH 5,5 (tableaux lU. 19 et 111.30). 

Production ou consommation Vitesse de production ou V ileSse spécifique de 

consommation production ou consommation 

Culture Recyclage Cellules Recyclage Cellules Recyclage Cellules 

cellulaire immobil~ cellulaire immobilisées cellulaire immobilisées 

Biomasse 006 211 005211 o 141!1(Lb) o 461!1(\.h) 0471!1(2.h) o 061!1(2.h) 

Lactose 09211 03211 0591!1(\.b) 2.951!1(\.b) 9311!1(2.h) o 391!1(2.h) 

Citrate 008211 050211 o 121!1(t.b) 440 I!ICI.h) 1841!1(2.h) o 591!1(2.h) 

Diaœtyle 5.2ml!ll 2.8 m211 762 ml!l(l.b) 249mI!lCl.h) 119 1 ml!l(2.h) 333 ml!l(2.h) 

Tableau m.30 : comparaison des performances de cultures continues avec recyclage cellulaire ou Il cellules 
immobilisées en lit fixe aux taux de dilution les plus ~Ievts appliqu~s et Il pH S,S. 

La mise en œuvre de Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis PAL D 

DIA A sous forme immobilisée en réacteur continu à lit fixe permet, elle aussi, d'atteindre 

des niveaux de productivité en diacttyle élevés (tableau 01.30). Toutefois, le recours à ce 

mode de mise en œuvre pour la production en continu de biomasse ne doit pas être 

envisagé tant que des données complémentaires sur J'activité de la biomasse produite en 

sortie de réacteur n'auront pas été acquises. Ainsi, au vu de ces résultats partiels. la 

principale application de ce mode de culture semble être J'aromatisation légère en continu 

de produits laitiers. 

Une caractéristique commune de ces deux modes de mise en œuvre en continu par 

rapport aux cultures discontinues réside dans le faible degré d'utilisation des sources 

carbonées (tableau 01.30), qui peut être recherchée si une modification légère du produit 

est recherchée, mais présente des risques importants pour J'évolution ultérieure du produit. 
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V.1. LIMITES D'UTILISATIQN 

Le pIincipal obstacle à la mise en œuvre de LactOCOCCl/S lactis subsp. lactis biovar. 

diacetylacris en réacteur continu à recyclage cellulaire provient de sa complexité technique 

qui influe largement sur les coûts de production mais peut aussi avoir des conséquences 

néfastes sur la fiabilité du procédé de production d'arômes. Néanmoins, cette complexité 

technique peut parfaitement être maîtrisée à l'échelle industrielle et ne constitue un réel 

problème qu'aux faibles échelles. 

Les obstacles pour l'utilisation industrielle de bactéries lactiques productrices 

d'arômes immobilisées sous forme de biofilm en réacteur continu à lit fixe résident dans la 

grande hétérogénéité au sein du lit. En effet, des gradients imp\lltants en concentartion de 

biomasse. pH . substr:Jts et métabolites sont observés à l'échelle de laboratoire et ont une 

influence notable sur les pelformances du procédé. La mise en œuvre industrielle de ces 

cellules ne doit donc être envisagée qu'après un important travail de conception et de 

dimensionnement du réacteur à lit fixe pour réduire l'ampleur de ces gradients, ou en 

assurer un contrôle suffisant pour garantir des pelformances intéressantes. 
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Conclusions - perspectives 

CONCLUSIONS 

Ce travail apporte une contribution à un double niveau pour l'amélioration des 

connaissances et de la maîtrise du métabolisme de Laetoeoeeus [aefis subsp. [aetis biovar. 

diacetylaetis. Les résultats des études le composant fournissent, en effet, des données 

intéressantes, tant pour la détermination du mode de production du diacétyle par ce 

microorganisme, que pour la compréhension des mécanismes d'orientation du flux carboné 

vers les différents métabolites en culture continue à haute densité cellulaire. avec des 

implications évidentes pour l'amélioration et la conduite de procédés de production 

d'arômes laitiers. 

En effet, ce travail comportait deux voies de recherche. La première concernait 

l'étude cinétique d'une des réactions les moins maîtrisées d'une des voies métaboliques de 

production du diacétyle, la décarboxylation oxydative de l'AAL, pour en déterminer la 

participation dans la production microbiologique du diacétyle ainsi que la localisation et, 

éventuellement, le mécanisme mis en jeu afin, d'une part, d'accroître le niveau de 

connaissances, mais aussi, d'autre part, de réinvestir ces connaissances dans l'amélioration 

de la mise en œuvre de ces bactéries lactiques productrices d'arômes. La deuxième voie de 

recherche concernait l'évaluation du comportement métabolique de ces bactéries lactiques 

productrices d'arômes mises en œuvre en culture continue à haute densité cellulaire pour, 

ici encore, mettre à profit ces données complémentaires pour définir des solutions 

nouvelles pour la culture de ces bactéries lactiques. 

LI Mécanisme de production du diacétyle 

Pour explorer la première voie de recherche, une méthodologie cinétique 

comparative a été employée. Une comparaison des cinétiques de production 

microbiologique de diacétyle avec des cinétiques de production de diacétyle par 

décarboxylation oxydative d'AAL dans des conditions intra ou extracellulaires a été 

effectuée pour connaître la part de la décarboxylation oxydative de l'AAL dans la 

production microbiologique du diacétyle et en préciser la localisation. Cette comparaison 

a, qui plus est, été complétée par d'autres expériences visant, d'une part, à mettre en 

évidence la présence extracellulaire d'AAL dans l'hypothèse d'une production 

microbiologique de diacétyle par décarboxylation oxydative extracellulaire de l'AAL et, 

d'autre part, à identifier des molécules intervenant dans la réaction de décarboxylation 

oxydative de l'AAL. 

Les résultats obtenus montrent que, même dans des conditions physico-chimiques 

particulièrement défavorables pour une réaction de décarboxylation oxydative, la 

production microbiologique du diacétyle peut tout à fait provenir de la décarboxylation 

oxydative de l'AAL, sans pour autant exclure la possibilité d'une production par la voie de 

Speckman et Collins (1968 et 1973). Toutefois, en considérant que le diacétyle est formé 

par décarboxylation oxydative de l'AAL, la localisation de cette réaction est intracellulaire. 

161 



Conclusions - perspectives 

De plus, cette étude a montré l'existence de deux mécanismes de décarboxylation 

oxydative intracellulaire de l'AAL, avec intervention dans le mécanisme cinétiquement 

dominant d'un ou plusieurs composés thermolabiles présents en quantité limitée dans les 

extraits cellulaires avec lesquels ont été réalisées les expériences. Des expériences 

complémentaires ont permis de constater que les coenzymes NAD+, NADP ou FAD ne 

sont pas ces composés thermolabiles. Ainsi, cette partie du travail a permis d'accroître 

notablement le niveau des connaissances concernant la production du diacétyle par 

Lactococcus lacti.\" subsp. lactis biovar. diacetylactis , mais elle a aussi montré qu'il est 

difficile, dans l'état actuel des connaissances, d'améliorer la production ou la productivité 

en diacétyle par ces bactéries lactiques productrices d'arômes en intluant sur la réaction de 

décarboxylation oxydative de l'AAL. 

o Mise en œuvre en culture continue à haute densité cellulaire 

La deuxième voie de recherche a, elle aussi, été explorée à l'aide d'une 

méthodologie comparative. Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis a été mis 

en œuvre à différents taux de dilution avec les deux procédés de culture sélectionnés, la 

culture continue en réacteur à recyclage cellulaire et la culture continue de cellules 

immobilisées en lit fixe, avec un même milieu de culture. Cette mise en œuvre a été 

effectuée dans des conditions physico-chimiques identiques (température, aération et pH) 

favorisant soit la croissance, soit l'orientation du flux carboné vers les différents voies 

cataboliques, ces conditions ayant été préalablement déterminées grâce à une étude 

physiologique portant sur le comportement métabolique de cette souche sous contrainte de 

pH. L'influence de chaque mode de culture sur la physiologie de la souche a été évaluée en 

termes de production de biomasse et d'0l1entation du flux carboné vers les différentes voies 

métaboliques, ces données physiologiques étant, par la suite, mises à profit pour dresser 

une comparaison des performances de ces deux modes de mise en œuvre. 

Quel que soit le mode de culture, les résultats obtenus montrent que le taux de 

dilution influe grandement l'orientation du flux carboné vers les voies cataboliques 

primaire (lactate déshydrogénase ou LDH) et secondaires (pyruvate-formate lyase ou PFL, 

pyruvate déshydrogénase ou PDH et production de molécules en C4). Ainsi, une 

augmentation du taux de dilution entraîne une augmentation du flux carboné de lactose et 

de citrate catabolisé, avec, toutefois, une vaIiation du rapport citrate consommé !lactose 

consommé. Il en résulte une variation du degré de co-métabolisme citrate !lactose influant 

largement sur les voies cataboliques empruntées. Plus ce degré de co-métabolisme est 

important, plus les voies métaboliques secondaires sont empruntées au détriment de la 

production d'acide lactique. Cependant, en culture continue de cellules immobilisées en 

réacteur à lit fixe, l'effet du taux de dilution est plus complexe. Son augmentation entraîne 

le passage d'un fonctionnement en limitations diffusionnelles dominantes à un 
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fonctionnement en limitations physiologiques dominantes, avec des effets variables de ces 

limitations physiologiques sur le catabolisme du lactose et du citrate. 

De plus, ces travaux ont permis de mettre en évidence un mécanisme de 

stabilisation du rapport NADH, H+ 1 NAD+ par l'intermédiaire de l'action de la PDH. En 

effet, dans des conditions de déséquilibre coenzymatique, comme lorsque la paIt du citrate 

dans le flux carboné métabolisé est importante, de l'acétyl-coenzyme A, issu du 

catabolisme du pyruvate par la PDH, est transformé en acétate. Le bilan global d'oxydo­

réduction de cette voie aboutit à la formation d'une mole de NADH, H+ par mole d'acétate 

produite. Ce mécanisme est intéressant parce qu'il explique la part non négligeable du flux 

carboné orienté vers la PDH lors d'un fort co-métabolisme lactose-citrate. 

Concernant maintenant les performances de ces deux modes de culture, les 

expériences réalisées ont permis de révéler des gains en productivité importants pour la 

production de diacétyle, d'un facteur 30 pour la culture continue en réacteur à recyclage 

cellulaire et d'un facteur 100 pour la culture continue de cellules immobilisées par rapport 

à une culture discontinue effectuée dans des conditions comparables de pH, température, 

oxygénation. n serait cependant précipité de conclure à un avantage de la mise en œuvre 

des cellules sous forme immobilisée sur la mise en œuvre libre en réacteur à recyclage 

cellulaire, les débits de perméat obtenus avec le réacteur à recyclage cellulaire ayant été 

largement inférieurs aux taux de dilution appliqués au réacteur à lit fixe. 

Pour ce qui est de la production de biomasse libre, les deux modes de culture 

apportent aussi des améliorations notables mais non décisives en productivité par rapport à 

une culture discontinue dans des conditions favorables pour la croissance, avec un gain 

d'un facteur 3,2 pour le réacteur à recyclage cellulaire et d'un facteur 2,3 pour le réacteur à 

lit fixe. La culture continue en réacteur à recyclage cellulaire ne permet pas d'atteindre des 

concentrations en biomasse très élevées par rapport au mode de culture discontinu mais, 

cependant, la biomasse produite se trouve dans un état physiologique excellent avec des 

vitesses spécifiques de croissance et de consommation de substrats carbonés supérieures 

aux vitesses maximales relevées lors de cultures discontinues. Par contre, l'immobilisation 

des cellules en réacteur à lit fIXe permet la rétention dans le réacteur d'une très forte 

quantité de biocatalyseur, avec néanmoins des vitesses spécifiques de consommation de 

substrat inférieures aux valeurs maximales des cultures discontinues. 

Ainsi, la culture continue de bactéries lactiques immobilisées sous forme de biofilm 

en réacteur à lit fixe se révèle très prometteuse pour l'aromatisation en continu de produits 

laitiers. Cependant, ce mode de culture semble peu adapté comme système d'inoculation en 

continu du fait de l'hétérogénéité et de l'état physiologique assez moyen de la biomasse 

présente dans le réacteur. Par contre, la culture de bactéries lactiques productrices d'arômes 

en réacteur continu à recyclage cellulaire permet de produire une biomasse dont les 

performances fermentaires excellentes peuvent être valorisées pour la production de 

starters, mais se révèle moins performante que la culture continue de cellules immobilisées 
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en lit tïxe pour la production de diacétyle. Ainsi, la culture continue avec recyclage 

cellulaire, mode de mise en œuvre onéreux, devrait plutôt être employée pour la 

production de felments, dont la valeur ajoutée est importante, alors que la culture continue 

de cellules immobilisées en lit fixe devrait être utilisée pour la production de diacétyle. 

PERSPECTIVES 

o Mécanisme de production du diacétyle 

Les perspectives les plus immédiates de cette partie du travail résident dans la 

poursuite des recherches d'identification des substances réagissant in 1';1'0 avec l'AAL en 

étendant tout d'abord les recherches aux autres coenzymes d'oxydo-réduction, voire même 

à des systèmes enzymatiques complets de régénération de ces coenzymes, afin de 

déterminer la nature du mécanisme réactionnel cinétiquement dominant. Qui plus est. la 

même méthodologie et le même dispositif expérimental peuvent être utilisés pour évaluer 

l'influence de la modification de certains paramètres physico-chimiques, avec en premier 

lieu le potentiel rédox, ou de l'addition de certaines molécules sur la cinétique de la 

réaction de décarboxylation oxydative de l'AAL. L'ensemble des données ainsi recueillies 

peut en effet se révéler capital pour l'adaptation des conditions de culture de bactéries 

lactiques productrices de diacétyle pour faire en sOlte que la réaction de décarboxylation 

oxydative de l'AAL ne soit pas limitante pour la production de diacétyle. De plus, de telles 

informations peuvent aussi être mises à profit pour améliorer le traitement de produits 

laitiers en aval de leur fermentation par des bactéries accumulant de l'AAL, de façon à 

exploiter pleinement ce potentiel en di acétyle. 

o Mise en œuvre en culture continue à haute densité cellulaire 

L'étude portant sur la mise en œuvre des cellules en réacteur continu à recyclage 

cellulaire devrait être poursuivie par des expériences complémentaires à des taux de 

dilution soit plus élevés. en améliorant les performances du module de filtration pour 

vérifier que des gains de productivité comparables à ceux obtenus avec les cellules 

immobilisées peuvent être atteints, soit plus faibles, pour déterminer l'origine du 

phénomène de lyse apparu lors d'une expérience. De plus, des dosages intracellulaires de 

l'acide pyruvique devraient permettre d'affiner les interprétations quant aux mécanismes 

d'orientation du flux carboné vers les différentes voies cataboliques. 

De même, un travail d'identification du flux carboné excédentaire observé en 

culture continue de cellules immobilisées doit être impérativement effectué pour pouvoir 

mieux cerner le métabolisme des cellules adsorbées sur un support organique. Il serait 

intéressant, qui plus est, de procéder à une évaluation de l'état physiologique des cellules 

en sortie de réacteur pour véIifier les doutes émis quant à leur utilisation pour l'inoculation 

en continu de produit laitiers. 
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Ensuite, ces infonnations complémentaires étant acquises, il conviendrait, à moyen 

tenne, d'orienter les expériences suivantes vers la mise en œuvre de souches productrices 

d'arômes pour des applications et avec des milieux de culture ciblés. Ainsi, une recherche 

d'optimum de conception et de fonctionnement de telles installations prenant en compte à 

la fois des critères physiologiques, technologiques et économiques poulTait avoir lieu à 

l'aide d'outils de planification expérimentale adaptés à l'optimisation multicritère de 

procédés qui ont été récemment développés au laboratoire (Viennet, 1997). Enfin, à plus 

long tenne, les connaissances physiologiques et technologiques concernant chaque mode 

de culture pourraient être intégrées dans des modèles mathématiques faisant 

éventuellement appel à la logique floue pour assurer le pilotage d'installations de 

production (Perrin, 1996). 
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Glossaire 

AAL : a-acétolactate 

Acétyl-CoA : acétyl-coenzyme d'acylation 

AOC : a-acétolactate décarboxylase 

ADP 

ALS 

ATP 

AR 

CE 

CPG 

CLHP 

DO 

DR 

FAD 

FDP 

FID 

HPr 

LDH 

NAD+ 

NADP 

PDH 

PEP 

PFL 

Pi 

PK 

PTS 

IDP 

TPP 

UV 

VVM 

: adénosine-diphosphate 

: a-acétolactate synthétase 

: adénosine-triphosphate 

: acétoïne réductase 

: capture d'électrons 

: chromatographie en phase gazeuse 

: chromatographie liquide à haute performance 

: densité optique 

: diacétyle réductase 

: flavine-adénine-dinucléotide 

: fructose-l,6-diphopsphate 

: détecteur à ionisation de flamme 

: protéine transporteuse de phosphate 

: lactate déshydrogénase 

: nicotinamide-adénine-dinucléotide 

: nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate 

: pyruvate déshydrogénase 

: phosphoénolpyruvate 

: pyruvate-formate lyase 

: phosphate inorganique 

: pyruvate kinase 

: système phosphotransférase 

: tagatose-l,6-diphopsphate 

: thiamine-pyrophosphate 

: ultra violet 

: volume par volume par minute 
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Nomenclature 

S : concentration en substrat (g.l-I) 

So : concentration initiale en substrat (g.l-I) 

SA : concentration en substrat dans J'alimentation (g.l-I) 

P : concentration en produit (g.l-I ) 

Po : concentration initiale en produit (g.l-I) 

PA : concentration en produit dans l'alimentation (g.l-I) 

Q : débit d'alimentation (J.h-I) 

QF : débit de perméat (I_h-I) 

Qp : débit de purge (l.h-I) 

V : volume réactionnel (1) 

rs : vitesse de consommation du substrat S (gJ-I_ h- I) 

rp : vitesse de production du produit P (g.l-l_ h- l ) 

Vs : vitesse spécifique de consommation du substrat Si (g_ g de biomasse-l_ h- l) 

Vp : vitesse spécifique de production du produit Pi (g_ g de biomasse- I_ h- I) 

p. : vitesse spécifique de production de biomasse (g_ g de biomasse- l_ h- l ) 

Y PIS : rendement global de formation du produit P à partir du substrat S (g_g-I) 
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RESUME .' 
/' 

Ce .travail de recherche, portant sur les bactéries lactiques productrices d'arômes 

laitiers Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, 'comprend deux partie~.: la 

première est consacrée aux voies' métaboliques de production du diacétyle, élénient 

dominant de l'ai'ôme de beurre, alors que la seconde concerne la mise en œuvre de ces 
1 

I /; bactétles lactiques en culture continue à haute densité cellulaÏ;re. 

La première paltie consiste en l'étude d'une des voies métab.oliques de production du 
',\ , 

diacétyle par ce microorganisme, et, en particulier, de la réa'étion de décarboxylation 

oxydative de l'o:-acétolactate en diacétyle: Les résul~ats cinétiques obtenus montrent que 

cette réaction peut être à l'origine de la production micro biologique du diacétyle, et ee; , 
" . 

même dans des conditions physico-chimiques défavorables pour une décarboxylation 

oxydative. De plus, le siège de, cette réaction'; dans le.oas où la production microbiol~gique 
'# 

de diacétyle proviendrait d'une décarboxylation oxydative de l'o:-acétolactate, a été 

déterminé comme étant intracellulaire, avec un mécanisme cinétiquement dominant faisant 
1 

intervenir un ou des composés thermolabiles. 

La deuxième partie de ce travail consiste en une étude prospe(;tive pour la mise en 

œuvre de Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis en culture continue à haute 
1 • 

densité cellulaire. Deux modes de mise en œuvre sont évalués : la cu~ture continue en 

réacteur à recyclage cellulaire et la culture continue de cellules immobilisées en réacteur à 

lit fixe. L'évaluation est établie en termes d'i.nfluence ~e ces mOdes de culture sur le 

métabolisme des cellules et de performances our la productiùn de biomasse et de diacétyle. 

Au niveau physiologique, cette étude permet de mettre en Jvidence des règles d'orientation 

du flux catabolique provenant des substrats carbonés lactoJ et citrate en fonction du taux de 

dilution et de révél~r un mécanisme de régé,nération du N~DH + H+ en conditions de fort 

co-métabolisme citrate/lactose. Pour ce qui ~~t des perform~nces, -;es résultats montrent que 

ces deux modes de culture, comparés à des cultures di continues, apportent des gains 

~ notables en productivité, tant pour la biomasse que pour le diacétyle. 
, 1 

MOts CLEFS 

Lactococcus 

Diacétyle 

a-acétolactate 

Décarboxylation oxydative 

1 

Procédé! continu 

Cellules: immobilisées 

Réacteur à membrane 


