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vitesse de variation de la conductivité électrique (mS.cm™.min™)

expression différentielle d’une protéine

vitesse de consommation de soude (g.min™)

consommation de soude correspondant a VmNaOH (g)

differential scanning calorimetry (analyse enthalpique différentielle )

perte  d'activité  acidifiante  spécifique  pendant la  concentration
(min.(log(UFC.mL™)™

perte  d'activit¢  acidifiante  spécifique  pendant la  congélation
(min.(log(UFC.mL™)™

durée de centrifugation (min)

débit & I'eau (L.h™)

vitesse d’acidification (UpH.min™)

fréquence de pompage (Hz)

fatty acid methyl esters (esters méthyliques d'acides gras)

7

Liste des abréviations



HSP

KT

kspe

kDa

Lb.

Lc.
GMPA
mNaOH
MALDI-TOF
MF
MCF

P

Pre

Pes

Pre

Prs
pHmM

pl

PM;
PM,

R2
RE1
RE2
Ry

SAB

SDS

t365pc

tacspe

tCspe

heat shock proteins (protéines de choc thermique chaud)

densité de flux de perméat (L.h™*.m™)

coefficient permettant de standardiser la valeur de la température a 20C
pendant la vérification du nettoyage du module de microfiltration

vitesse de perte d'activité acidifiante spécifique au cours du stockage
(min.(log(UFC.mL™).j)™)

unité de masse moléculaire des protéines

Lactobacillus

Lactococcus

UMR Génie et microbiologie des procédés alimentaires

masse de soude consommée (g)

désorption-ionisation laser assistée par matrice — temps de vol

facteur de modification de l'intensité des protéines

facteur de concentration massique

valeur de probabilité critique (%)

pression absolue du perméat a I'entrée de la membrane (bars)

pression absolue du perméat a la sortie de la membrane (bar)

pression absolue du rétentat a I'entrée de la membrane (bar)

pression absolue du rétentat a la sortie de la membrane (bar)

pH correspondant a la vitesse maximale d’acidification (upH)

point isoélectrique

pression a I'entrée de la membrane de microfiltration (bar)

pression a la sortie du systéme de microfiltration (bar)

débit de recirculation dans le module de microfiltration (m®.s™)
coefficient de corrélation

expression relative d’'une protéine dans les gels de référence
expression relative d’'une protéine dans les gels de comparaison
résistance hydraulique de la membrane (m™)

section transversale de la membrane (m2)

Streptococcus

sérum albumine bovine

sodium dodécylsulfate

température ()

activité  acidifiante spécifique aprés 365 jours de stockage a -20C
(min.(log(UFC.mL™)™

activité acidifiante spécifique avant concentration (min.(log(UFC.mL™))™)

activité acidifiante spécifique aprés concentration (min.(log(UFC.mL ™)™
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tfspe
tpH5,8
tpH5,85pe

tpH;

tm

Tm
tmCond
tmNaOH
TMP

ts

tspe
tVm

UFC

u/s

v

Vm
VmCond
VmNaOH
X

activité acidifiante spécifique aprés congélation (min.(log(UFC.mL™))™)

temps nécessaire pour atteindre le pH 5,8 (min)

temps nécessaire pour atteindre le pH 5,8 rapporté au log de la concentration
en biomasse (min.(log(UFC.mL™))™?)

temps nécessaire pour atteindre un pH; donné (min)

temps nécessaire pour atteindre Vm (min)

température de transition lipidique (C)

temps pour atteindre VmCond (min)

temps pour atteindre VmNaOH (min)

transmembrane pression (pression transmembranaire) (bar)

durée de stockage a -20<C (j)

activité acidifiante spécifique (min.(log(UFC.mL ™))™

durée nécessaire pour atteindre les vitesses maximales de consommation de
soude et d'augmentation de la conductivité (min)

unités-formant-colonie

rapport entre la concentration en acides gras membranaires insaturés et saturés
vitesse tangentielle (m.s™)

vitesse maximale d’acidification (upH.min™)

vitesse maximale de variation de la conductivité électrique (mS.cm™.min™)
vitesse maximale de consommation de soude (g.min™)

concentration bactérienne (UFC.mL™)
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Introduction générale

Les bactéries lactiques représentent le deuxieme plus grand marché de production de
biomasse, aprés les levures. Principalement utilisées lors d'applications dans Iindustrie
alimentaire, comme la fabrication des fromages, des laits fermentés, de certains légumes et
produits carnés fermentés et de certains vins, elles interviennent aussi dans l'industrie chimique
pour la production d'acide lactique et de biopolymeres et acquierent, depuis quelques années, un
réle croissant en santé animale et humaine.

La production de ferments lactiques, située en amont de leurs applications, représente une
activité industrielle importante. Produites par fermentation, généralement en cultures pures et en
conditions contrélées, les bactéries lactiques sont soumises a différentes opérations unitaires lors
de leur production industrielle : refroidissement, concentration, cryoprotection, congélation ou
lyophilisation et stockage a basse température. Or, I'objectif majeur de cette filiére industrielle est
de produire des concentrés bactériens de qualité élevée, c’est-a-dire, comportant un nombre élevé
de cellules viables, présentant une reprise d'activité maximale lors de leur utilisation, capables
d'étre conservés le plus longtemps possible et bien reproductibles. Cependant, les étapes de la
production des ferments induisent différents types de stress (nutritionnel, acide, thermique,
osmotique, oxydatif, mécanique) qui sont a I'origine d’'une dégradation de I'état physiologique des
cellules, avec des conséquences directes sur la qualité technologique des ferments. Il est donc
nécessaire de bien malitriser tout I'ensemble de ces opérations pour obtenir des ferments
présentant des propriétés technologiques optimales lors de leur utilisation.

Parmi les différentes opérations qui se succedent lors du procédé de production des
bactéries lactiques, la congélation est une étape critique pour le maintien de la qualité des
ferments. L'exposition des cellules a des contraintes thermiques et physico-chimiques (osmotique,
pH,...) au cours de cette étape agit négativement sur la survie et I'activité des bactéries et génére
donc un stress important. Pour tenter de limiter et de mieux maitriser ces phénomenes de
dégradation, il est possible de jouer sur les conditions de stabilisation (cryoprotection et
congélation) comme le fait, par exemple, I'équipe de Fernanda Fonseca au sein du laboratoire
GMPA. En parallele, différents travaux visent a comprendre les mécanismes physiologiques a
I'origine de ces dégradations. Par exemple, des cellules cultivées dans un environnement acide ou
a une faible température développent des mécanismes d’'adaptation et démontrent une meilleure
résistance (meilleure survie et meilleure activité) aprés I'étape de congélation et au cours du
stockage sous forme congelée. La mise en contact des cellules avec un stress modéré leur permet
en effet de s'adapter aux conditions défavorables, et donc de mieux résister a une situation de
stress plus intense, comme celle gu’elles rencontrent lors de la congélation. En effet, en réaction a

ces différentes conditions, les cellules développent des réponses physiologiques, principalement
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au niveau membranaire et au niveau cytoplasmique. Ces réponses adaptatives semblent donc une
voie intéressante pour I'amélioration de la cryotolérance des cellules. Les résultats actuellement
disponibles décrivent principalement l'effet de conditions environnementales adverses (pH,
température, composition du milieu au cours de la fermentation) pour modifier la résistance des
bactéries lactiques a la congélation. En revanche, l'effet de stress modérés liés aux étapes de
récolte et de concentration sur la résistance des cellules a la congélation et tout au long du

stockage, ainsi que sur leur état physiologique, n'est pas encore connu.

Dans ce contexte, I'objectif de cette thése est de comprendre comment la résistance de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CFL1, soumise a un stress caractérisé par la
congélation et le stockage sous forme congelée, est influencée par les étapes de récolte et de
concentration. La premiere partie du travail porte sur I'étude de I'effet d’'une acidification en fin de
fermentation, avant le refroidissement. Dans un deuxieme temps, l'influence des conditions de
concentration par centrifugation sont analysées. La troisieme partie de ce travail étudie les
conséquences de la concentration des cellules par microfiltration tangentielle. Enfin, 'analyse des
changements d’état physiologique des cellules suite a ces différentes conditions opératoires, par
I'étude de leur composition en acides gras membranaires et de leur protéome, est réalisée. Avec
ces résultats, I'objectif est d’'identifier les mécanismes de réponse physiologique des cellules qui
sont a l'origine de leur comportement, et de définir des conditions opératoires ayant un effet positif

sur l'activité et la cryotolérance des cellules.

Ce mémoire de thése est structuré en trois chapitres.

Une revue bibliographique, qui présente les applications des bactéries lactiques et décrit le
procédé de production des concentrés bactériens, compose le chapitre I. Le concept de qualité
des ferments, avec les méthodes permettant sa détermination et les principaux facteurs
influencant cette qualité sont également présentés. Les réponses physiologiques des bactéries
lactigues a une modification de leur environnement ou a un stress, sont ensuite analysées. Enfin,
les méthodes permettant de déterminer et de quantifier ces réponses sont exposées, ce qui
permet de présenter une analyse plus approfondie des changements connus au niveau de la
composition en acides gras membranaires et du protéome cellulaire.

Le deuxieme chapitre de ce manuscrit décrit les principales méthodes appliquées pendant
cette étude. Il présente les protocoles, les critéres d’études retenus et les analyses statistiques
réalisées. La description, la mise en place et le fonctionnement du module de microfiltration
tangentielle sont également précisés.

Les résultats obtenus sont regroupés au chapitre Il et sont discutés dans quatre parties

différentes, structurées autour de quatre publications, dont trois sont acceptées.
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La premiére partie présente les résultats de I'effet d’'une préadaptation acide des cellules,
en fin de fermentation, sur les parameétres technologiques liés a la résistance a la congélation et au
stockage a -20C de Lb. bulgaricus CFL1. L'effet de cinq pH et de cing durées d’'acidification est
analysé a l'aide d'un plan d’expériences de type CCRD. L'influence du type d’acide utilisé pour
effectuer l'acidification, ainsi que d’'une remontée du pH a 6,0 avant congélation est également
étudiée.

La deuxiéme partie des résultats vise a comprendre les mécanismes biologiques qui
expliquent les différents niveaux de cryotolérance obtenus aprés acidification. Dans ce but, elle
analyse les réponses physiologiques de Lb. bulgaricus CFL1, au niveau métabolique
(protéomique) et au niveau de la membrane (composition en acides gras membranaires), en
relation avec leur activité acidifiante et leur cryotolérance.

La troisieme partie du travail a comme objectif de quantifier I'influence des conditions de
centrifugation sur la cryotolérance de Lb. bulgaricus CFL1. Trois paramétres liés a I'opération
unitaire de centrifugation sont étudiés : trois niveaux différents de vitesse de rotation et de durée,
ainsi que deux températures de centrifugation. L'effet combiné des conditions de centrifugation et
d’'une adaptation acide en fin de fermentation est également analysé.

La quatrieme et derniére partie des résultats porte sur I'étude de I'effet des conditions de
microfiltration sur les performances du procédé de concentration, mais également sur la résistance
de Lb. bulgaricus CFL1 aux étapes de concentration, congélation et stockage a -20C. Dans ce
but, cinq valeurs de vitesse tangentielle et de pression transmembranaire sont testées, afin de
définir la meilleure combinaison permettant d’obtenir des concentrés bactériens performants et
cryotolérants. Les réponses physiologiques (composition en acides gras membranaires et
protéome) des cellules, au regard de ces conditions, sont également étudiées.

Finalement, une conclusion générale permet de récapituler les principaux résultats de ce
travail et de les analyser de facon plus globale, a la fois en termes de cryotolérance et de réponses
physiologiques. Le manuscrit se conclut en présentant les principales perspectives envisagées

pour la poursuite de cette thématique de recherche.
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Chapitre | - Synthése Bibliographique
.1 Applications des bactéries lactiques et probiot iques

[.1.1 Définitions

Trouver une définition simple pour le terme « bactérie lactique » représente un exercice
difficile. Selon Axelsson (1998), ce groupe de bactéries regroupe des bacilles et des coques a
Gram positif, non sporulés, catalase négative, dépourvus de cytochrome, a métabolisme
fermentaire, anaérobies mais parfois aérotolérants, fermentant les sucres en produisant
principalement de I'acide lactique. Du fait de I'amplitude de cette définition, plusieurs genres de
bactéries appartient a cette famille : Aerococcus, Alloiococcus, Atopobium, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weisella (Pot, 2008). Elles sont toutes
considérées comme « GRAS » (Generally Recognized As Safe), exceptées certaines especes
d’entérocoques et certains ont obtenu le statut QPS (Quality Presumption of Safety).

Parmi ces bactéries, les bactéries probiotiques représentent les « microorganismes vivants
qui, a travers leur ingestion a une certaine concentration, exercent un effet positif sur la santé
humaine au-dela de la nutrition traditionnelle » (Guarner et Schaafsma, 1998). La concentration
conseillée pour obtenir un effet bénéfique pour la santé est de I'ordre de 10 & 10° UFC par jour, et
une consommation journaliére de 100 g de lait fermenté contenant 10° UFC.g™ apporte cette

concentration (Sondergaard, 2005).

1.1.2 Applications

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques assez diversifiées et une
capacité d'adaptation a différents environnements (Axelsson, 1998). Cette diversité est
responsable de leur large gamme d'applications a I'échelle industrielle.

Dans l'industrie alimentaire, ces microorganismes permettent la conversion d’'une grande
variété de matieres premiéres, conduisant ainsi a de nombreux produits. Les saucissons, les laits
fermentés et les fromages représentent des produits fabriqués a partir de matiéres premiéeres
d’origine animale, tandis que la choucroute, les olives et certains vins (fermentation malolactique)
sont des exemples de transformation de matieres premieres d’origine végétale.

Parmi ces applications, l'industrie laitiere est, sans doute, le plus grand consommateur de
ferments lactigues commerciaux, pour la production de laits fermentés, fromages, cremes et
beurres (Daly et al., 1998 ; Hugenholtz et al., 2002). Selon Mayra-Makinen et Bigret (1998), la
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fermentation du lait par des bactéries lactiques est a l'origine de plus de mille produits différents,
chacun avec ses caractéristiques spécifiques d’arébme, de texture et de qualité.

Les bactéries lactiques sont également utilisées dans l'industrie chimique (production
d’acide lactique), dans le domaine médical (notamment pour le traitement de dysfonctionnements
intestinaux) et dans l'industrie des additifs alimentaires (production d’exopolysaccharides et de
mannitol) (Ruas-Madiedo et al., 2002 ; Wisselink et al., 2002). Elles sont aussi utilisées pour la
production de bactériocines (Rodriguez et al., 2003) et pourraient étre impliquées dans la

production de protéines thérapeutiques ou comme vecteurs de vaccins (Langella et al., 2001).

1.1.3 Propriétés fonctionnelles et technologiques r echerchées

L'utilisation des bactéries lactiques ou probiotiques pour une application industrielle donnée
est déterminée par leurs propriétés fonctionnelles et technologiques. Celles-ci recouvrent les
propriétés suivantes :

Activité acidifiante : la transformation du lactose (ou d’'un autre sucre assimilable) en

acide lactique conduit a 'acidification du produit. Cette acidification accroit sa durée
de vie, en limitant sa contamination par les microorganismes d’altération ou
pathogénes, et lui confere des caractéristiques organoleptiques particulieres (Frank
et Hassan, 1998 ; Mayra-Makinen et Bigret, 1998) ;

Production _de métabolites d'intérét : selon les especes et selon les souches, les

bactéries lactiques sont capables de produire des meétabolites tels que l'acide
aceétique, I'éthanol, des ardbmes (diacétyle, acétaldéhyde...), des bactériocines
(activité antimicrobienne), des exopolysaccharides, des enzymes (protéases,
peptidases, lipases...) et du CO, (formation d’ouvertures dans les fromages) (Béal
et al., 2008 ; Frank et Hassan, 1998 ; Mayra-Makinen et Bigret, 1998) ;

Propriétés enzymatiques : les activités protéolytigue et peptidasique sont

importantes car elles déterminent la capacité des bactéries lactiques a utiliser la
fraction azotée du milieu. L’activité lypolytique présente, de plus, un intérét pour les
applications fromageéres (Béal et al., 2008);

Propriétés spécifigues aux probiotigues : en plus des activités précédentes, les

souches probiotiques doivent étre résistantes aux acides gastriques et aux sels
biliaires rencontrés lors de leur passage dans I'estomac, le duodénum et lintestin
(Da Cruz et al.,, 2007 ; Ouwehand et al., 2002). De plus, elles présentent des
propriétés thérapeutiques spécifiques a chaque souche, principalement en termes
d’activités immunostimulantes et anti-diarrhéiques ;

Critéres de performance : indépendamment de la propriété fonctionnelle envisagée,

les bactéries lactiques doivent étre résistantes aux bactériophages, aux traitements
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mécaniques, a la congélation ou a la lyophilisation et au stockage. Elles doivent
également étre tolérantes aux inhibiteurs de la croissance (antibiotiques, acidité,

éthanol, chlorure de sodium) (Béal et al., 2008).

[.2  Production de ferments lactiques

Le procédé de production de ferments lactiques concentrés, a I'échelle industrielle,
comporte différentes étapes. L'établissement du cahier de charge pour la production d’'un ferment
lactique varie selon le type d’ensemencement envisagé ainsi que le type de microorganisme et la
forme de stabilisation utilisée.

L'objectif de ce paragraphe est, dans un premier temps, de présenter brievement I'évolution
des techniqgues d'ensemencement des ferments lactiques, pour ensuite décrire leurs
caractéristiques, les différentes formes commerciales possibles et finir avec une description des

étapes du procédé de production des ferments lactiques concentrés.

[.2.1 Evolution des techniques d’ensemencement

Historiguement, [l'utilisation industrielle des ferments lactigues se faisait grace a la
technique du « pied de cuve », ou une partie du produit fermenté était conservé pour ensemencer
les fermentations suivantes. La nécessité d’'un contrble plus précis du procédé de fabrication et de
la qualité finale du produit, ajoutée a une meilleure connaissance des propriétés technologiques
des souches, a permis de développer, a partir des années 1920, la méthode d’ensemencement
par précultures (Lejard et al., 1994). A partir d'un échantillon liquide et en respectant les étapes
successives de propagation, le ferment est multiplié jusqu’au volume nécessaire pour l'inoculation
du produit. Cette méthode a permis une amélioration significative dans la conduite du procédé et la
standardisation du produit final, par comparaison a la méthode du pied de cuve. Par contre, elle
présente des inconvénients, concernant le risque de contamination des cultures et de mutation des
souches. De plus, son colt est €levé, car elle nécessite du personnel spécialisé ainsi que des
installations permettant de faire le « scale up » des précultures (Béal et al., 2008 ; Smith, 2001 ;
Tamime et Robinson, 1999). De plus, selon Tamine et Robinson (1999), cette méthode n’est pas
appropriée dans le cas d'utilisation de cultures mixtes, car le maintien des proportions entre les
souches est difficile.

Les ferments lactiques ont été produits pour la premiere fois sous forme concentrée et
congelée au cours des années 1965-1970, et commercialisés, sur le marché américain, par les
compagnies Boll-Hansen et Marshall-Miles (Maruejouls et Caigniet, 1983), permettant ainsi
I'ensemencement semi-direct ou direct des cuves de fabrication. Ce type de ferment a commencé
a étre produit, en France, a partir de 1978 par les sociétés Boll-Hansen et Eurozyme (Maruejouls
et Caigniet, 1983).
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1.2.2 Avantages de l'utilisation des ferments conce  ntrés

Grace aux techniques de concentration, qui permettent I'obtention de 10 & 10" UFC.g™
(Mayra-Makinen et Bigret, 1998), ces ferments présentent des avantages intéressants, qui ont
conduit au développement de la filiere de production des ferments concentrés. Selon, Mayra-
Makinen et Bigret (1998) et Béal et al. (2008), ces avantages se résument ainsi :

Simplicité de leur utilisation ;

Amélioration du controle de la fabrication ;

Obtention de produits plus réguliers, due a la standardisation des cinétiques
d’acidification, la régularité et la reproductibilité des productions ;

Limitation des risques de contamination et des infections phagiques ;

Flexibilité de I'organisation de la fabrication ;

Réduction et meilleure maitrise des colts de production ;

Possibilité de réalisation de mélanges précis entre les souches.

1.2.3 Formes commerciales des ferments lactiques

Les ferments lactiques utilisés dans le domaine agro-alimentaire sont généralement fournis
aux utilisateurs sous trois formes physiques : liquide, congelée ou lyophilisée (Tamime et
Robinson, 1999).

Pour des raisons de facilité de conservation, de transport et d'utilisation, la forme liquide a
été largement supplantée par les formes congelées et lyophilisées. Ces derniéres réduisent en
effet le nombre de cultures intermédiaires en usine. Les ferments liquides restent, cependant,
encore utilisés par certaines fromageries (Béal et al., 2008).

La lyophilisation est une technique de stabilisation qui permet le stockage des bactéries a
4 C ou -18 T. L'intérét de la lyophilisation des ferments lactiques est lié au fait que, grace a la
réduction de volume par rapport aux bactéries congelées, les colts de stockage et de transport
sont inférieurs. De plus, les cellules peuvent étre stockées a température ambiante pendant
plusieurs jours et sont plus facilement manipulables. Cependant, la lyophilisation implique des
étapes et des équipements supplémentaires par rapport a la congélation, ce qui la rend plus
colteuse. De plus, cette technique n’est pas applicable a tous les ferments, en raison de
l'importante sensibilité de certaines bactéries a la déshydratation.

Finalement, la congélation est actuellement la technique de conservation des bactéries
lactiques la plus utilisée dans le domaine agro-alimentaire. Par rapport a la lyophilisation, elle
permet une reprise d’activité plus rapide des ferments et présente un co(t de fabrication inférieur a
celui des ferments lyophilisés. Cependant, elle induit aussi des pertes de viabilité, inégalement
maitrisées jusqu’'a présent. De plus, les ferments congelés nécessitent une attention spéciale par

rapport au maintien de la chaine du froid lors de leur transport et leur stockage. Il est aussi
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préconisé que les bactéries congelées soient stockées a des températures inférieures a -45 C,

afin d’assurer la stabilité de la qualité et de I'activité des ferments.

1.2.4 Procédé de production des ferments lactiques concentrés

La production industrielle des ferments lactiques concentrés congelés est actuellement
réalisée dans des unités de production spécifiques, selon un procédé impliquant plusieurs étapes
(Béal et al., 2008). La figure 1.1 présente les différentes étapes de production des ferments

lactiques concentrés qui sont décrites par la suite.

1.2.4.1 Préparation et prétraitement des milieux de  culture

Le choix du milieu de culture des bactéries est important et doit prendre en compte des
contraintes d’ordre physiologiques et technologiques. Si la composition du milieu varie selon les
besoins nutritifs particuliers de chaque souche, il doit toujours contenir une source carbonée
(généralement du lactose dans le cas des applications dans l'industrie laitiere) et une source
azotée (extraits de levure, par exemple) (Frank et Hassan, 1998). Sa complémentation avec des
composés particuliers comme, par exemple, le Tween 80 ou des éléments minéraux peut étre
réalisée avec I'objectif d’'améliorer leur croissance et de rendre les cellules plus résistantes aux
étapes de concentration et stabilisation (Fonseca et al., 2001 ; Mayra-Méakinen et Bigret, 1998). En
plus de I'obtention d’'un bon rendement en biomasse, les milieux doivent aussi présenter de
bonnes caractéristiques de solubilité de leurs composants et de stabilité a la chaleur (Lejard et al.,
1994).

A la suite de sa préparation, le milieu de culture doit subir un traitement thermique pour
éliminer les microorganismes contaminants. Ce traitement thermique est généralement réalisé par
I'exposition du milieu de culture a une température élevée (entre 90 T et 140 C) pendant une
durée prédéterminée. Le couple température/temps doit étre optimisé pour éliminer les
microorganismes contaminants sans trop modifier la composition du milieu (Béal et al., 2008). II
est ensuite refroidi a la température de fermentation et son pH est ajusté a la valeur optimale pour

la culture de la souche.
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. ou . Traitement thermique
inoculum direct

AN

Fermentation en batch
a pH et température régulés

v

Refroidissement

v
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en boites en boites en sachets
I
Stockage <-40C Stockage <+15C
Distribution Distribution

Figure 1.1 : schéma de production des ferments lactiques concentrés (d’'aprés Béal et al., 2008)

1.2.4.2 Préparation de 'inoculum

Les souches utilisées pour inoculer les fermenteurs sont généralement conservées sous
forme congelée (stockées sous vapeur d’azote ou a -80 C), ou sous forme lyophilisée (stockées a
4 T oua-20 C).

L’inoculation est effectuée, soit par ensemencement direct, en utilisant des bactéries
congelées ou lyophilisées, soit a partir d'une préculture préalablement incubée. La majorité des

productions de ferments est effectuée en cultures pures.

1.2.4.3 Fermentation

La fermentation est une des étapes clé de la production des ferments. Elle est
généralement conduite en discontinu (batch) ou éventuellement en continu avec recyclage des

cellules (Mayra-Makinen et Bigret, 1998).
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Son objectif est d’obtenir a la fois une quantité de bactéries la plus élevée possible et
présentant une activité métabolique (généralement activité acidifiante) la plus élevée possible.
Selon cet objectif, la fermentation est conduite en conditions controlées de température, pH et
agitation, aux conditions optimales pour la croissance de la souche (Frank et Hassan, 1998). La
croissance des bactéries est favorisée quand la température est maintenue constante et égale a la
valeur optimale pour le développement des cellules. Par contre, si I'objectif principal est la
production d’'acide lactique ou de bactériocines, les fermentations doivent étre conduites a des
températures inférieures a la température optimale de croissance (Béal et al., 2008). La culture
peut étre conduite a pH libre ou régulé. La régulation du pH peut étre réalisée, soit par I'ajout d’'un
neutralisant externe, soit par un contrdle interne a travers l'utilisation d’un milieu tamponné. Une
production de biomasse entre 5 et 7 fois supérieure est ainsi obtenue pour les cultures a pH régulé
par rapport aux cultures a pH libre (Cachon et al., 1998). L'agitation doit étre suffisante pour
maintenir ’lhomogénéité du milieu, et favoriser le contréle de la température et la neutralisation du
milieu. Comme les bactéries lactiques sont anaérobies, elle ne doit cependant pas étre excessive
pour éviter I'incorporation d’oxygene et limiter la production de péroxyde d’hydrogéne, toxique pour
les cellules (Mayra-Makinen et Bigret, 1998). L'effet négatif de I'oxygéne sur la croissance des
bactéries lactiques peut étre minimisé si les cultures sont conduites en anaérobiose partielle ou
totale, grace a l'introduction de CO, ou d’azote gazeux en téte du fermenteur (Béal et al., 2008).

La fermentation se déroule jusqu'au moment prédéfini comme étant le meilleur pour I'arrét
de la culture. Ce moment peut étre établi comme l'instant représentant la consommation compléte
d’un constituant du milieu (source de carbone, par exemple) ou comme celui ou les cellules se
trouvent dans un état physiologique donné. Par exemple, Wang et al. (2005b) récoltent les cellules
de Lb. acidophilus RD758 trois heures apres avoir atteint la vitesse maximale de consommation du
neutralisant. Si Fonseca et al. (2001), qui ont analysé I'effet de l'arrét de la culture en phase
exponentielle et en phase stationnaire de souche de Lb. bulgaricus et St. thermophilus, n’ont
observé aucun effet sur la résistance des cellules a la congélation, il semble cependant que ce

facteur joue un rble sur la qualité des ferments.

1.2.4.4 Refroidissement et récolte des ferments

A la fin de la fermentation, le milieu fermenté est refroidi & une température comprise entre
15 C et 20 C, selon la souche et le procédé utili sé. Ce refroidissement permet de stopper
l'activité métabolique des cellules afin de les préserver dans I'état physiologique obtenu a la fin de
la culture.

La récolte est généralement effectuée a l'aide d'une pompe, qui permet le passage du

milieu fermenté dans un échangeur de chaleur, associé a un circuit de refroidissement adapté.
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1.2.4.5 Concentration des cellules

L'objectif de cette étape est de séparer les cellules bactériennes du milieu de culture afin
d’obtenir une concentration bactérienne la plus élevée possible dans un volume réduit. Les
facteurs de concentration se situent entre 10 et 40, permettant ainsi I'obtention d’'une concentration
cellulaire comprise entre 10° et 10" UFC.mL™ (Béal et al., 2008).

La centrifugation est la méthode de concentration la plus largement utilisée a I'échelle
industrielle (Mayra-Méakinen et Bigret, 1998). Les techniques de séparation par membrane
(microfiltration et ultrafiltration) peuvent aussi étre utilisées (Grandison et Finnigan, 1996). Selon
Boyaval (1992) et Béal et al. (2008), les taux de concentration obtenus dépendent fortement de la
capacité des bactéries a se séparer de leur milieu, de la viscosité du milieu (production
d’exopolysaccharides par les cellules ou non) et des conditions opératoires. Le tableau I.1 résume
les caractéristiques des différentes méthodes utilisées pour la concentration des bactéries.
Toutefois, peu d’informations sont disponibles sur I'effet des conditions de concentration sur la
séparation et sur la qualité des cellules. Le paragraphe 1.3.2.6 présente plus de détails sur ce

sujet.

Tableau I.1 : principe et caractéristiques des méthodes utilisées pour la concentration des
bactéries lactiques

Méthodes Principe de Parametres Avantages / Références
séparation importants Inconvénients
Centrifugation Basé sur la - Viscosité du milieu + Mise en ceuvre facile Boyaval et
différence de . Température - Récupération al. (1987)
densité entre les - Caractéristiques de incompléte des Beal et al.
cellules et le milieu I'équipement (mode cellules (< 90 %) (2008)
batch ou continu) - Colt de
- Durée fonctionnement élevé
Filtration sur Basé sur la - Température + Récupération totale Boyaval et
membrane sélectivité de la - Pression des cellules al. (1987)
membrane et - Porosité de la + Meilleure viabilité Grandison et
dépend de I'action membrane - Réduction de la Finningan
d’'un gradient de - Débit de circulation densité de flux de (1996)
pression du milieu perméat pendant le Carrére et
. Surface procédé Blaszkow
membranaire - Colmatage de la (2001)

membrane doit étre
minimisé

- Investissement initial
élevé

+ : avantage ; - :inconvénient

1.2.4.6 Cryoprotection

Afin de réduire les effets nocifs de la congélation et du stockage sur les cellules, cette
étape vise la protection des concentrés bactériens grace a l'ajout de substances dites
« cryoprotectrices » (Mayra-Makinen et Bigret, 1998). Ces substances, qui doivent étre peu

volatiles, solubles dans 'eau et n’avoir aucun caractére toxique, ont des origines diverses : polyols
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(glycérol, sorbitol), sucres (lactose, saccharose), protéines laitieres (lait écrémé, caséines), acides
aminés (glutamate), antioxydants (ascorbate) ou macromolécules (maltodextrines) (Béal et al.,
2008). Les cryoprotecteurs sont groupés en deux classes :
Cryoprotecteurs intracellulaires : ce sont des substances de faible poids moléculaire
(<100 Da) qui pénetrent a lintérieur de la cellule. lls sont utilisés a une
concentration de l'ordre de la mole/L et agissent principalement lors d'une
congélation lente. Le plus important représentant de cette catégorie est le glycérol ;
Cryoprotecteurs extracellulaires : ce sont des substances de haut poids moléculaire
(>10000 Da) qui se concentrent a I'extérieur de la cellule. lls sont utilisés a une
concentration plus faible, de l'ordre de la milimole/L, et sont indiqués lors des
congélations rapides. Parmi les molécules les plus utilisées de cette catégorie se
trouvent le lactose, le saccharose, le tréhalose, la maltodextrine, le dextrane et
'amidon.
Selon leur origine, ces substances protegent des cellules en permettant de :
réduire l'activité de I'eau cellulaire ;
minimiser I'effet négatif d’'un gradient osmotique ;
minimiser la formation de glace intracellulaire ;
minimiser la croissance des cristaux de glace ;
protéger les lipides cellulaires contre les processus oxydatifs ;
stabiliser la conformation native des protéines membranaires.

Pour obtenir des cellules plus résistantes apres I'addition d’'un cryoprotecteur, cette étape
doit étre effectuée entre 10 et 15 C, car cette zone de températures correspond & un bon
compromis entre le blocage métabolique des cellules et la fluidité du mélange protecteur (Lejard et
al., 1994).

1.2.4.7 Congélation ou lyophilisation

Cette étape a pour objectif de stabiliser les concentrés bactériens pour pouvoir les
conserver sur le long terme.

La congélation est, actuellement, la technique de conservation des bactéries lactiques la
plus utilisée dans le domaine agroalimentaire. Elle peut étre réalisée en blocs ou en particules de 2
a 5 mm. Une bonne maitrise de cette opération est nécessaire pour éviter ou minimiser les pertes
de viabilité liées a I'abaissement de la température et a la formation de glace au cours de la
congélation.

Les concentrés bactériens peuvent aussi étre conservés par lyophilisation. Au cours de la
lyophilisation, les cellules sont soumises a des contraintes plus importantes (Maruejouls et
Caigniet, 1983) et, de maniere générale, les cellules sont moins résistantes a la lyophilisation qu'a

la congélation. Les ferments stabilisés par lyophilisation doivent étre réhydratés avant d'étre
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inoculés dans les fermenteurs. Cette méthode est particulierement intéressante dans les situations
ou le transport et le stockage a des températures négatives sont difficiles (Frank et Hassan, 1998).

Les avantages et les inconvénients de ces deux méthodes de stabilisation ont été décrits
au paragraphe 1.2.3. Comme la congélation a été choisie pour effectuer la stabilisation des cellules
dans ce travail, les paragraphes qui suivent sont dédiés a cette méthode, sans entrer plus dans les

détails sur la lyophilisation.

1.2.4.8 Conditionnement et mélange

Aprés congélation, les concentrés bactériens congelés sont conditionnés dans des
emballages métalliques pour la congélation en blocs ou dans des boites en carton paraffiné pour
la congélation en particules. Avant le conditionnement final, et en accord avec I'application
envisagée, les souches peuvent étre mélangées dans des proportions bien définies au moyen de
mélangeurs mécaniques. En plus de garantir une bonne stérilité au moment du mélange, les
mélangeurs doivent assurer une précision de I'ordre de 1 % (Lejard et al., 1994). Le mélange doit

étre effectué a une température proche de -60 TC.

1.2.4.9 Stockage, distribution et utilisation

Pour garantir la bonne préservation des ferments lactiques, une attention spéciale doit étre
portée au maintien de la chaine du froid (Béal et al., 2008 ; Mayréa-Makinen et Bigret, 1998). Les
températures de distribution et de stockage, chez le producteur, le transporteur et l'utilisateur,
doivent étre inférieures & -55 C. En effet, la conservation des ferments lactigues a des
températures comprises entre -20 T et -40 T n’emp éche pas completement le déroulement de
certaines réactions (chimiques, physiques et enzymatiques), surtout dues a une faible mais réelle
mobilité moléculaire de la matrice (Fonseca et al., 2001 ; Smith, 2001). Lors de la conservation,
une diminution du taux de survie et/ou de Il'activité métabolique des cellules est généralement
observée. Cependant, pour une température inférieure ou égale a -55 C, la stabilité des ferments
lactiques peut atteindre plusieurs mois (Béal et al., 2008).

Au moment de l'utilisation des ferments concentrés et congelés, un contrble de I'asepsie
pendant l'inoculation doit étre réalisé pour garantir le bon développement de la souche et

I'obtention du produit avec les propriétés désirées.

Finalement, le procédé de production des ferments lactiques est relativement simple,
comparé aux procédés de production de biomolécules, notamment dans le domaine
pharmaceutique ou les étapes de récupération du produit d’'intérét sont beaucoup plus élaborées.
Par contre, comme pour tout procédé lié a un matériel biologique, chaque étape doit étre maitrisée

au maximum, en vue de limiter la dégradation de la qualité finale du produit.
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[.3 Qualité technologique des ferments lactiques co  ncentrés

La qualité d’'un ferment lactique concentré et congelé est directement liée a son application.
D’apres le paragraphe 1.1.3, les critéres déterminant la qualité d’'un ferment sont a la fois d’ordre
technologique (concentration en cellules viables, production de métabolites, résistance aux
phages) ou physiologique (résistance aux stress, vitesse de reprise de I'activité métabolique).

Dans ce paragraphe, les principales méthodes permettant de caractériser la qualité
technologique des ferments lactiques sont décrites. Dans un deuxieme temps, les facteurs qui

peuvent affecter cette qualité sont analysés.

1.3.1 Méthodes d’évaluation de la qualité technolog ique des ferments lactiques

concentrés

Les propriétés technologiques des ferments lactiques et le maintien de ces propriétés sont
tres importants notamment pour assurer la bonne reproductibilité du procédé et la qualité du
produit. Pour cela, les producteurs et les utilisateurs de ferments lactiques ont a leur disposition

différentes méthodes permettant de réaliser le contréle et le suivi de la qualité des ferments.

[.3.1.1 Viabilité

Pour toutes les applications de ferments lactiques, et en particulier pour les ferments
probiotiques, I'obtention d'une concentration élevée en cellules viables est primordiale. La
détermination de cette concentration cellulaire est donc systématique. Plusieurs méthodes sont
disponibles pour déterminer la viabilité des ferments lactiques: dénombrement sur milieux
gélosés, microscopie directe, microscopie d’'épifluorescence, cytométrie en flux couplée a
I'épifluorescence, ATP-métrie. Parmi ces méthodes, le dénombrement sur milieux gélosés est la
méthode de référence. Cependant, la cytométrie en flux couplée a I'épifluorescence est une
méthode rapide et trés prometteuse pour la mesure de la viabilité (Rault et al., 2007). Le tableau

I.2 résume ces méthodes, en précisant leurs avantages et inconvénients.

1.3.1.2 Activité acidifiante

L'activité acidifiante des bactéries lactiques représente leur principale activité métabolique.
Elle s'accompagne d’autres activités qui peuvent présenter un intérét selon le type d’application du
ferment, comme les activités aromatisante, texturante, protéolytique et gazogéne (Béal et al.,
2008). Liée au métabolisme central de ces bactéries, I'activité acidifiante caractérise aussi leur état

physiologique. Plusieurs méthodes sont disponibles pour la mesurer.
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Tableau I.2 : différentes méthodes de mesure de la viabilité des ferments lactiques (adapté de Wang, 2005)

Méthodes Principes Avantages Inconvénients Références
Dénombrement - Milieu gélosé sélectif - Mesure effective du nombre de - Détermination du nombre d’'UFC Fernandez Murga et
sur milieux - Température optimale cellules (ou colonies) cultivables plutét que du nombre de cellules al. (1998)
gélosés - Atmosphére appropriée - Important délai pour I'obtention Breeuwer et Abee
des résultats (24 a 72h) (2000)
Microscopie - Coloration des cellules Permet une analyse morphologique - Lourdeur de mise en ceuvre Beveridge et Davies
directe - Analyse microscopique Rapide - Pas de distinction entre cellules (1983)
viables et non viables Malone et al. (2002)
Microscopie - Marquage des cellules par Analyse morphologique - Lourdeur de mise en ceuvre Bunthof et al. (2000)

d’épifluorescence

un fluorochrome
Observation microscopique

Distinction des cellules vivantes et
mortes

Colt élevé des fluorochromes

Cytométrie en
flux couplée a
I'épifluorescence

Marquage des cellules par
un fluorochrome

Passage des bactéries dans
une cellule de mesure
Détection des particules
fluorescentes

Comptage des cellules individuelles
Distinction des cellules vivantes et
mortes

Rapidité de mise en ceuvre (10 a
30 min)

Analyse d'un trés grand nombre de
cellules

Investissement colteux
Col(t élevé des fluorochromes
Technicité élevée

Breeuwer et Abee
(2000)

Bunthof et Abee
(2002)

Ananta et al. (2004)
Rault et al. (2007)

ATP-métrie

Extraction de 'ATP
intracellulaire

Réaction enzymatique et
mesure de la lumiére émise,
corrélée a la concentration
en cellules viables

Sensibilité de la méthode
Rapidité de mise en ceuvre

Nécessité d’une standardisation
rigoureuse

Corrélation difficile avec le nombre
de microorganismes

Colt élevé des réactifs

Jakubczak et Leclerc
(1980)
Béal et al. (2008)
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Acidité titrable et pH-métrie

L’acidité titrable est une méthode traditionnelle qui permet de déterminer 'acidité du
produit (en degrés Dornic) grace a un titrage de sa concentration en acide lactique. Cette
technique ne peut cependant pas étre utilisée en ligne et souffre d’'une grande marge
d’erreur, liée a I'appréciation par 'opérateur de la zone de virage de l'indicateur coloré.

La mesure du pH d’'une culture est une méthode plus rapide et plus simple pour
mesurer son acidité. Cette technique exige une attention particuliere par rapport au
nettoyage, a la régénération et a I'’étalonnage des électrodes de pH.

Ces deux méthodes sont considérées comme statiques, car elles ne prennent pas en

compte la dynamique de la culture.

Conductivité électrique

La production d’acide lactique par les bactéries lactiques pendant la fermentation est
responsable d'une réduction du pH du milieu de culture et d'une augmentation de sa
conductivité électrique, due a I'accumulation des ions lactate (Latrille et al., 1992). Selon ces
auteurs, la mesure de la conductivité électrique du milieu permet, indirectement, d’estimer
les concentrations cellulaires, en substrat et en produits. Carvalho et al. (2003b) ont ainsi
montré que le suivi de la conductivité électrique au cours de la fermentation est une méthode
rapide et reproductible, qui permet de vérifier I'effet des conditions de production sur la

qualité finale du ferment.

Métabolisme des sucres

L’analyse de I'acidification d’'un milieu due a la fermentation de certains sucres, par
exemple du glucose ou du lactose, permet d’estimer rapidement I'activité d’un ferment. Les
résultats sont exprimés soit, par la vitesse maximale d’acidification (Lievense et al., 1990)
soit, par la variation du pH aprés une période de temps donnée (Gatto et al.,, 1993). Ces
méthodes ne sont cependant pas utilisées dans I'industrie, car elles n'ont pas été corrélées a

la viabilité bactérienne.

Cinétiques d’acidification CINAC

Corrieu et al. (1988) ont développé un systeme pour la caractérisation de I'activité
acidifiante des bactéries lactiques (systeme CINAC). Basé sur le suivi en ligne et en temps
réel du pH d'un milieu ensemencé, ce systeme permet I'acquisition automatique des
données et I'obtention de descripteurs originaux dont les valeurs caractérisent les souches
utilisées et leurs conditions de mise en ceuvre (Picque et al., 1992 ; Spinnler et Corrieu,
1989).
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Un exemple de cinétique d’acidification d’un ferment lactique ensemencé dans du lait,
montrant I'évolution du pH et de sa vitesse d’évolution (dpH/dt), est présenté a la figure 1.2. A
partir de ces courbes, cing descripteurs peuvent étre déterminés : la vitesse maximale
d’acidification (Vm, en u.pH.min?), le temps (tm, en min) et le pH (pHm, en u.pH)
correspondant & Vm, ainsi que les intervalles de temps (dt50, en min) et de pH (dpH50, en
u.pH) pour lesquels la vitesse est supérieure a Vm/2. D’autres descripteurs, correspondant
aux temps (tpHi, en min) nécessaires pour atteindre un pHi donné, sont également utilisés
(Chammas et al., 2006 ; Wang et al., 2005a).

Figure 1.2 : évolution du pH et de la vitesse d’acidification (dpH/dt) lors de l'incubation de
Lactobacillus bulgaricus CNRZ 398 dans du lait & 40 C (d’aprés Spinnler et Corrieu, 1989)
(a) évolution du pH en fonction du temps
(b) évolution de la vitesse d'acidification (dpH/dt) en fonction du temps
(c) évolution de la vitesse d’acidification (dpH/dt) en fonction du pH

Le descripteur pHm est relativement constant pour une souche donnée, quelle que
soit la concentration cellulaire initiale (Picque et al., 1992). En revanche, les descripteurs
Vm, tm et tpHi dépendent de la concentration cellulaire, de I'état physiologique des bactéries
et de conditions telles que la composition du milieu de culture et la température (Béal et
Corrieu, 1994). Ces trois descripteurs permettent donc de caractériser les propriétés
acidifiantes des ferments. La figure 1.3 montre ainsi la relation entre la concentration
bactérienne initiale et le temps pour atteindre pH 5,5 (tpH5,5) lors d’'une acidification du lait
par Lb. acidophilus RD758 (Wang et al., 2005a). Lorsque la concentration bactérienne

augmente, I'acidification du lait a pH 5,5 est obtenue plus rapidement. Les descripteurs de
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temps tm et tpHi sont plus sensibles aux conditions de production et donc, plus souvent
retenus (Picque et al., 1992 ; Spinnler et Corrieu, 1989 ; Wang et al., 2005a).

X (UFC/mL)

Figure 1.3 : relation linéaire entre I'activité acidifiante (tpH5,5, en min) et la concentration
bactérienne (X, en UFC.mL™) pour Lactobacillus acidophilus RD758
(d’aprés Wang et al., 2005a)

Le systéme CINAC permet de traiter simultanément un grand nombre d’échantillons
avec une grande diversité d'objectifs. Il est largement répandu chez les industriels
producteurs de ferments, ainsi que chez les utilisateurs. Cette méthode a été déja utilisée
pour atteindre différents objectifs :

classer les bactéries lactiqgues en fonction de leur activité acidifiante
(Chammas et al., 2006 ; Picque et al., 1992) ;

analyser I'effet des conditions de culture sur I'activité acidifiante des bactéries
lactiques (Wang et al., 2005a) ;

évaluer l'effet de différentes étapes du procédé de production des ferments
sur la dégradation de leur activité acidifiante (Fonseca et al., 2001 ; Wang et
al., 2005b) ;

étudier la résistance des bactéries lactigues a la congélation ou a la

lyophilisation (Béal et al., 2001a ; Fonseca et al., 2003 ; Monnet et al., 2003).

Perte d’activité acidifiante

L’effet négatif des étapes de stabilisation, comme la congélation, la lyophilisation et le
stockage des bactéries lactiques sur leur viabilité et leur activité acidifiante, est bien connu
(Fonseca et al., 2003 ; Rault et al., 2007).

Une méthode pour quantifier la perte d’activité acidifiante des bactéries lactiques au
cours de la congélation et du stockage a été proposée par Fonseca et al. (2000). Selon cette
méthode, une relation linéaire entre Il'activité acidifiante (tpHi, en min) et la durée de

stockage (ts, en jours) peut étre établie (figure 1.4).
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tpHi (min)

dtf

tc

ts ()

Figure 1.4 : schéma de la méthode de quantification de la perte d’activité acidifiante des
ferments lactiques pendant la congélation et au cours du stockage a I'état congelé
(d’aprés Fonseca et al., 2003)

tpHi : temps nécessaire pour atteindre le pHi (en min)

ts : temps de stockage (en jour)

tc : tpHi avant congélation (en min)

dtf : perte d’activité acidifiante au cours de la congélation (en min)

k : vitesse de perte d’activité acidifiante au cours du stockage (en min/j)

Elle permet de quantifier, indépendamment, la résistance des cellules a la
congélation (parametre dtf) et au stockage (parametre k). L’analyse de ces deux parametres
permet de quantifier la sensibilité des cellules, respectivement, & la congélation et au
stockage. Plus dtf est grand, plus importante est la perte d’activité acidifiante au cours de la
congélation. De la méme maniere, plus k est élevé, plus faible est la résistance des cellules
au stockage.

Cette méthode a été utilisée et validée avec différentes souches, différents
cryoprotecteurs et différentes conditions de stabilisation et de stockage, essentiellement par

les équipes de 'TUMR GMPA qui dispose de la technologie (tableau I.3).

1.3.1.3 Autres propriétés technologiques et activit ~ és métaboliques

D’autres propriétés et d'autres activités métaboliques que I'acidification peuvent avoir
un intérét particulier selon l'application recherchée pour les bactéries lactiques. Parmi ces
propriétés, la production d’arébmes, d’exopolysaccharides, d’enzymes protéolytiques ou de
CO, constituent les exemples les plus importants (Béal et al., 2008). Leur détermination
peut, dans certains cas, permettre de caractériser les ferments lactiques. Le tableau 1.4
présente un résumé de ces propriétés technologiques, avec les principales méthodes

permettant leur évaluation. Nous limiterons notre propos a ce tableau.
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Tableau 1.3 : principales études utilisant la méthode de quantification de la perte d’activité acidifiante de ferments concentrés congelés ou
lyophilisés (d’apres Wang, 2005).

Bactéries

Cryoprotecteurs

Conditions de stabilisation

Mesures réalisées

Références

St. thermophilus

Glycérol

Congélation et stockage a -20 C

Effet du pH de fermentation et de I'addition
d’'acide oléique sur la cryotolérance des
cellules

Béal et al. (2001a)

Lb. acidophilus

Surnageant de culture,
additionné de maltose,
maltodextrine et
d’antioxydants

Lyophilisation et stockage a 4 C,
25Cou37 T

Effet de la présence d’antioxydant et de
l'activité de I'eau sur la résistance des
cellules a la lyophilisation et au stockage a
différentes températures

Béal et al. (2001b)

St. thermophilus,
Lb. bulgaricus

Glycérol

Congélation a -70 C et -196 T
Stockage a -20 T et -70 C

Effet de différentes conditions opératoires
(13 facteurs) sur la cryotolérance des
cellules

Fonseca et al. (2001)

Lb. bulgaricus

Ascorbate de sodium,
bétaine, sucrose,
maltodextrine, glycérol,
lactose, maltose,
glutamate de sodium

Congélation et stockage a -20 C

Effet de différent s cryoprotecteurs sur la
cryotolérance des cellules

Fonseca et al. (2003)

Lb. bulgaricus

Aucun

Congélation a -16

Sélection de souches cry otolérantes aprées
30 cycles de congélation-décongélation

Monnet et al. (2003)

Lb. acidophilus

Aucun

Congélation et stockage a -20 C

Effet des co nditions de fermentation (pH et
température) sur la cryotolérance des
cellules

Wang et al. (2005a)

Lb. acidophilus

Aucun

Congélation et stockage a -20 C

Effet de paliers de refroidissement sur la
cryotolérance et I'état physiologique des
cellules

Wang et al. (2005b)

Lb. bulgaricus

Glycérol

Trois protocoles de congélation
Stockage a -20 T et -80 C

Effet des cinétiques de congélation et de la
température de stockage sur la
cryotolérance des cellules

Fonseca et al. (2006)
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Tableau .4 : autres propriétés technologiques et activités métaboliques intéressantes pour I'industrie et principales méthodes permettant de les

caractériser (d'aprés Wang, 2005)

Propriétés
technologiques

Produits du métabolisme témoins
de l'activité

Méthodes d’évaluation

Références

Activité aromatisante

Acide lactique, acétaldéhyde
(yaourt), diacétyle (beurre et
creme), acides gras libres
(fromages affinés), acide
acétique, éthanol, composés
soufrés

Dosages des acides organiques par CLHP

Dosages enzymatiques (acétaldéhyde et acides L ou D
lactique)

Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
Olfactométrie couplée a la CPG

Evaluation sensorielle

Degorge-Dumas et al. (1986)
Ott et al. (1997)

Smit et al. (2002)

Helinck et al. (2004)
Guerzoni et al. (2007)
Chammas et al. (2006)

Activité texturante

Molécules de caséine agrégées
par I'action de I'acide lactique
Exopolysaccharides, glucanes,
fructosanes, polysaccharides
complexes constituant la capsule
cellulaire

Etude des propriétés rhéologiques de la culture en milieu
liquide a I'aide de pénétrométres, viscosimetres, entonnoir
de Posthumus

Quantification de la production d’exopolysaccharides
Evaluation sensorielle des propriétés texturantes

Béal et al. (1999)
Petry et al. (2003)
Chammas et al. (2006)
Schiraldi et al. (2006)

Activité protéolytique

Enzymes protéolytiques
(protéases, peptidases pariétales,
membranaires et cytoplasmiques)

Dosage par colorimétrie des groupements aminés libérés
Dosage d’enzymes spécifiques (aminopeptidases) par
colorimétrie et galeries API

Analyse électrophorétique des protéines du milieu
Identification et dosage des peptides par CLHP

De Giori et al. (1985)
Thiboutot et al. (1995)

Activité gazogéne

CO, produit par les ferments
lactiques hétérofermentaires

Titration

Dosage enzymatique ou colorimétrique
Méthodes d’extraction couplées a la CPG
Détermination du volume de CO, produit

Spinnler et al. (1987)
Spinnler et al. (1989)
Ostlie et al. (2005)

Activité inhibitrice

Acide lactique, autres acides
organiques, diacétyle, éthanol,
péroxyde d’hydrogene,
bactériocines

Mesure du diameétre des zones d’inhibition obtenues par
diffusion en milieu gélosé ensemencé avec un
microorganisme test sensible

Méthodes des dilutions successives

Taniguchi et al. (1994)
Pellegrini et al. (2001)
Rodriguez et al. (2003)
Olivares et al. (2006b)

continue...
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Tableau 1.4 : ...continue

Propriétés
technologiques

Produits du métabolisme témoins
de l'activité

Méthodes d’évaluation

Références

Activité 3-
galactosidase

-nitrophénol

- Dosages enzymatiques
- Dosages colorimétriques

Gilliland et Lara (1988)
Brashears et Gilliland (1995)

Potentiel d’oxydo-
réduction

Substances réductrices,
enzymes d’oxydoréduction

- Observation visuelle ou mesure spectrophotométrique
du virage d’un indicateur d’oxydo-réduction (résazurine)

- Mesure potentiométrique de I’hydrogéne dégagé ou de
I'oxygene absorbé

- Dosage du NADH, (coenzyme respiratoire réduit) par
spectrophotométrie de fluorescence

- Mesure de Iinhibition de I'autooxydation de I'ascorbate

Aubert et al. (2002)

Cachon et al. (2002)

Talwalkar et Kailasapathy (2003)
Saide et Gilliland (2005)

Résistance aux
basses températures

Caractérisation de la sensibilité
des ferments

- Exposition des cellules a des basses températures et
analyse de leur viabilité avant et apres choc thermique
froid

Panoff et al. (1995)
Wang et al. (2005b)

Résistance aux
températures élevées

Caractérisation de la sensibilité
des ferments

- Exposition des cellules a des températures élevées et
analyse de leur viabilité avant et apres choc thermique
chaud

Heller (2001)
Parente et Cogan (2004)
Saarela et al. (2004)

Résistance aux
bactériophages

Caractérisation de la sensibilité
des ferments

- Mise en culture du ferment avec différents phages
- Comparaison de I'acidification en présence et en
absence de phages (technique Nizo)

Stadhouders (1986)

Propriétés
prophylactiques et
thérapeutiques

Ferments probiotiques

Examens in vitro et in vivo (humain et animaux) de :

- Capacité d’adhésion et colonisation de I'intestin

- Effet sur les fonctions intestinales (fréquence et
caractéristiques des féces)

- Réduction de la flatulence

Sanders et Klaenhammer (2001)
Ouwehand et al. (2002)

De Vries et al. (2006)

Olivares et al. (2006a)

Cano et al. (2007)

Résistance a 'acidité

Ferments probiotiques

Analyse de la survie des cellules aprés un choc acide

Guillouard et al. (2004)
Saarela et al. (2005)
Matto6 et al. (2006)

Résistance a la bile

Inhibition de la croissance
bactérienne

Dénombrement sur milieux gélosés contenant des
concentrations variables de sels biliaires

Klaenhammer et Kleeman (1981)
Johnson et al. (1984)
Brashears et Gilliland (1995)
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1.3.2 Facteurs influencant la qualité des bactéries lactiques concentrées

congelées

Comme cela a été brievement abordé au paragraphe 1.2.4, les différentes étapes du
procédé de production des ferments lactiques ont une influence directe sur la qualité finale
des concentrés bactériens. L'objectif de ce chapitre est d’analyser les connaissances sur
I'impact de chaque étape de ce procédé, ainsi que du microorganisme en lui-méme, sur les
propriétés technologiques des ferments lactiques. Une bonne connaissance de ces effets
permettrait d’établir les meilleures conditions de production pour obtenir des ferments

lactiques concentrés et congelés avec une bonne activité technologique.

[.3.2.1 Type de microorganisme

Le premier facteur qui doit étre pris en compte est le genre et I'espéce bactérienne.
La grande diversité de taille, de morphologie et de complexité des structures cellulaires des
bactéries lactiques est a I'origine de leur comportement variable au regard de leur résistance
au procédé et du maintien de leur qualité au cours du stockage.

Fonseca et al. (2001) ont montré que les cellules de S. thermophilus résistent mieux
a I'étape de congélation que les cellules de Lb. bulgaricus. Le méme comportement a été
observeé par Bozo lu et al. (1987) apres lyophilisation. To et Etzel (1997) ont observé que les
cellules de Lactococcus lactis subsp. cremoris présentent une meilleure activité acidifiante
apres congélation et lyophilisation que les cellules de S. thermophilus et Lb.
pseudoplantarum. Selon Simatos et al. (1994), une telle différence de comportement aux
étapes de conservation est liée a la taille des cellules. Des microorganismes de grande taille
ou de structure complexe sont caractérisés par une résistance plus faible que les cellules de
petite taille ou de structure simple. Selon Fonseca et al. (2000), les microorganismes qui
présentent un rapport surface sur volume cellulaire élevé démontrent généralement une
bonne survie a la congélation.

Ces différences de résistance, observées entre les genres et especes, existent aussi
entre différentes souches de la méme espéce. Gilliland et Lara (1988) ont montré que trois
souches de Lactobacillus acidophilus, congelées et stockées a -196 T pendant 28 jours,
présentent une perte de viabilité équivalente mais que la stabilité de I'activité enzymatique R3-
galactosidase de ces concentrés bactériens varie selon les souches. Plus récemment,
Rault et al. (2007) observent des différences de résistance a la congélation et au stockage

pour quatre souches de I'espéce Lb. delbrueckii.
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[.3.2.2 Milieu de culture

Le choix du milieu de culture pour la croissance et la résistance d’'une bactérie est
important. Comme cela a été décrit au paragraphe 1.2.4.1, ce choix est fait en tenant en
compte des besoins particuliers du microorganisme (source de carbone, d'azote, besoins de
vitamines...) et des aspects technologiques du procédé (type de traitement thermique,
filtration éventuelle) (Béal et al., 2008).

Certains travaux ont montré que la supplémentation du milieu de culture avec
certains composeés peut étre un bon outil pour améliorer la résistance des bactéries lactiques
aux contraintes liées a leur procédé de production. Une augmentation de la résistance a la
congélation de S. thermophilus CFS2 et Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CFL1 a été
observée aprés ajout de 1 g.L™" de Tween 80 au milieu de culture (Fonseca et al., 2001). Cet
effet positif du Tween 80, et plus largement des acides gras insaturés ou de leurs
précurseurs, sur la résistance des cellules aux étapes de concentration, congélation et
séchage, a été décrit par plusieurs auteurs (Béal et al., 2001a ; Carvalho et al., 2003a ;
Carvalho et al., 2004 ; Smittle et al., 1974). La présence de ces composés dans le milieu de
culture est responsable d’'une concentration plus élevée d'acides gras insaturés dans la
membrane cellulaire. Avec un ratio entre acides gras insaturés et saturés plus élevé, la
température de transition de phase des lipides de la membrane est moins élevée, ce qui
conduit a une perméabilité plus grande de la membrane (Russell, 2002 ; Russell et al.,
1995). Cette perméabilité plus importante serait a I'origine de la meilleure résistance des
cellules. Plus de détails sur la relation entre la membrane et la résistance des cellules aux

étapes de conservation seront présentés au paragraphe 1.4.3.1.

[.3.2.3 Conditions de culture

Une fois le milieu de culture défini, les conditions optimales pour le développement de
la bactérie (température, pH, neutralisant, instant d’arrét,...) doivent étre déterminées. Ces
facteurs, en plus de conditionner la croissance et I'activité des cellules, peuvent avoir un effet

sur leur résistance aux étapes de conservation ultérieures.

Température

La fermentation est généralement réalisée a une température proche de la
température optimale de croissance des cellules (Béal et al., 1989). Selon Mayra-Makinen et
Bigret (1998), une réduction ou une augmentation de la température de la culture par rapport
a la température optimale de la bactérie, surtout pour les bactéries thermophiles, affecte leur
stabilité pendant la congélation, la lyophilisation et le stockage. Cet effet a été démontré par
Wang et al. (2005a) pour la souche Lactobacillus acidophilus RD758. Avec des

Y

fermentations conduites a trois températures différentes (30, 37 et 42 C), ces auteurs
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observent que les cellules cultivées a 30 T (température inférieure a leur température
optimale de 37 C) ont mieux résisté a la congélati on et ont maintenu une activité acidifiante
élevée apres 365 jours de stockage a -20 C. Fernan dez Murga et al. (2000) ont également
montré que les cellules de Lb. acidophilus CRL640, cultivées & 25 C, sont plus résistantes a
la congélation que les cellules cultivées a 37 C. Leur taux de survie est de 67 % au lieu de
16 %.

Contr6le et conditions de maintien du pH de la culture

Trois points importants doivent étre analysés par rapport au pH de la culture : sa
régulation éventuelle, le niveau de pH et le type d'agent neutralisant utilisé. Pendant la
production des ferments lactiques, le pH de la culture est généralement régulé a la valeur
optimale pour la croissance des cellules (Lejard et al., 1994). En effet, la conduite de la
fermentation & pH régulé permet I'obtention de cultures plus concentrées (10 cellules.mL™)
qu'a pH libre (Mayra-Makinen et Bigret, 1998). En plus d’'une augmentation du niveau de
biomasse, les cellules obtenues a pH régulé sont aussi plus résistantes que celles produites
a pH libre (Gaudreau et al., 2006). Gillland (1976) a observé que des cellules de
Streptococcus produites en conditions de pH régulé ont mieux survécu a la congélation a
-17 T que les cellules cultivées a pH libre. Le mé me comportement a été décrit, par Baati et
al. (2000), pour des cellules de Lb. acidophilus congelées et stockées -80 C. Enfin, Linders
et al. (1997a) ont observé que les cellules de Lactobacillus plantarum P743 cultivées a pH
régulé maintiennent une activité résiduelle plus importante aprés séchage que les cellules
produites sans contr6le de pH (37 % au lieu de 19 %).

Certains auteurs observent que la résistance des cellules aux étapes de conservation
dépend du pH auquel la culture est conduite. Les cellules de Lactobacillus reuteri
ATCC 55730, cultivées a pH 5, sont plus résistantes a la lyophilisation que les cellules
cultivées a leur pH optimal (pH 6) (Palmfeldt et Hahn-Hagerdal, 2000). Un résultat similaire a
été obtenu par Béal et al. (2001a) qui rapportent I'effet positif d’'une fermentation conduite a
pH acide (pH 5,5) sur la résistance a la congélation de Streptococcus thermophilus CFS2.
Wang et al. (2005a) ont montré que les cellules de Lb. acidophilus RD758, cultivées a pH 5,
sont plus résistantes a la congélation et au stockage sous forme congelée que les cellules
cultivées a pH 6 (pH optimal) ou a pH 4,5. Ces résultats indiquent qu'une fermentation
conduite a un pH trop acide, loin du pH optimal des cellules, a un effet négatif sur leur
résistance. Cela s’explique par le fait qu’une diminution du pH extracellulaire empéche les
cellules de maintenir leur pH intracellulaire a une valeur adéquate pour les réactions
métaboliques (Hutkins et Nannen, 1993).

Le type de neutralisant utilisé pour contrbler le pH de la culture affecte aussi la

résistance des bactéries aux étapes de conservation. L’hydroxyde d’ammonium (NH,OH) est
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souvent cité dans la littérature comme étant le meilleur neutralisant pour la production des
ferments lactiques (Mayra-Makinen et Bigret, 1998 ; Vasiljevic et al., 2005 ; Zannini et al.,
2005). Une augmentation de la concentration en biomasse de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus ATCC 11842, ainsi que de la production d’exopolysaccharides, a été obtenue en
utilisant NH,OH pour le contréle du pH au lieu de NaOH ou de KOH (Vasiljevic et al., 2005).
En revanche, Fonseca et al. (2001) observent que la cryotolérance des cellules de
S. thermophilus et Lb. bulgaricus est plus importante quand le contréle du pH de la culture

est réalisé avec de la soude (NaOH) au lieu de 'ammoniaque (NH,OH).

1.3.2.4 Age de la culture

L’instant auquel la culture est arrétée, qui caractérise I'age de la culture, influence
tres fortement la capacité des cellules a survivre et a retrouver une activité métabolique
élevée. Il peut étre critique pour certaines souches (Mayra-Makinen et Bigret, 1998). D’'une
maniére générale, les cellules récoltées en début de phase stationnaire sont plus résistantes
a la congélation que celles récoltées en cours de phase exponentielle (Morgan et al., 2006 ;
Morice et al., 1992 ; Péter et Reichart, 2001). Selon Morgan et al. (2006), la limitation en
substrat, lors de I'entrée des cellules en phase stationnaire, induit certains changements
physiologiques, responsables de la meilleure résistance des cellules aux étapes de
stabilisation. Pour certains auteurs (Lorca et Font de Valdez, 1999 ; Morice et al., 1992), les
cellules en phase exponentielle sont moins résistantes que les cellules en phase
stationnaire, car elles sont en phase de division, donc plus vulnérables aux conditions de
stress. Les résultats de différents auteurs montrent que ce comportement est lié a I'espéce
bactérienne ainsi qu’'a la souche. Selon Mayra-Makinen et Bigret (1998), la récolte des
lactocoques est recommandée en fin de la phase exponentielle tandis qu’'une perte rapide
d’'activité est observée pour les cellules de S. thermophilus récoltées dans un état avancé de
la phase stationnaire. Par contre, Brashears et Gilliland (1995) n’observent pas de différence
de survie pendant le stockage a -196 T entre les c ellules de trois souches de Lactobacillus
acidophilus récoltées en phase exponentielle ou en phase stationnaire. Le méme
comportement a été obtenu par Fonseca et al. (2001) avec des cellules de Lb. bulgaricus et
S. thermophilus. En revanche, Wang (2005) a comparé la résistance des cellules de Lb.
acidophilus RD758 récoltés en début de phase stationnaire et 3 h aprés I'épuisement de la
source de carbone. Les résultats ont montré que les cellules soumises au stress nutritionnel

ont mieux résisté a la congélation et au stockage sous forme congelée.

[.3.2.5 Refroidissement des cellules

La premiére étape de la récolte des cellules a pour objectif de stopper les réactions

biologiques (croissance et production d’acide lactique) grace a une réduction rapide de la
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température jusqu’a 10 ou 15 . En plus de son r6l e lié a l'arrét de la fermentation, I'étape
de refroidissement permet, dans certains cas, d’améliorer la résistance des ferments aux
diverses contraintes des étapes de récolte et conservation (Béal et al., 2008).

Les conditions de refroidissement influent sur la capacité des cellules a retrouver leur
activité métabolique. Un stockage a 15 C, pendant 2 h, a un effet négatif sur l'activité
acidifiante et la résistance de Lb. bulgaricus et S. thermophilus pendant la congélation et
pendant le stockage sous forme congelée (Fonseca et al., 2001). En revanche, Panoff et al.
(1995) ont étudié I'effet du maintien des cellules de Lactococcus lactis subps. lactis L1403 a
différentes températures (16, 8 et 4 C) pendant différentes durées (de 1 h a 7 jours). lls ont
observé qu'une meilleure résistance a la congélation a -20 T est obtenue pour les cellules
refroidies a 8 T et maintenues a cette température pendant 48 h. Un refroidissement plus
modéré, avec une réduction de la température de fermentation de 37 T a 30 T pendant
60 min, a été suffisant pour améliorer la survie de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus LBB a la
congélation et au stockage a -20 T pendant 10 et 45 jours (De Urraza et De Antoni, 1997).
Broadbent et Lin (1999) ont montré qu’'un maintien des cellules de Lactococcus lactis a
10 C, pendant 2 h, a un effet positif sur leur sur vie a la congélation et & la lyophilisation. lls
observent cependant une différence de comportement selon les souches étudiées. Enfin, la
résistance des cellules de Lb. acidophilus RD758 au stockage sous forme congelée a été
améliorée significativement suite a un refroidissement a 26 C pendant 8 h avant les étapes

de concentration et de congélation (Wang et al., 2005b).

[.3.2.6 Concentration

Concernant I'étape de concentration des cellules, deux facteurs sont importants pour
la qualité technologique des ferments lactiques et doivent étre bien maitrisés : le type de
procédé de concentration utilisé et la concentration en biomasse finale.

Deux types de procédés sont utilisés pour la concentration des cellules: la
centrifugation ou la filtration sur membrane (ultra ou microfiltration). Ces deux procédés
génerent l'application de fortes pressions sur les cellules, jusqu’a atteindre plusieurs
centaines ou milliers de Pa. Selon Champagne et al. (1991), certaines souches ne résistent
pas au stress causé par la pression pendant leur concentration par centrifugation. Si les
cellules peuvent garder une bonne viabilité et activité juste apres I'étape de concentration,

elles présentent une forte sensibilité aux étapes ultérieures de stabilisation.

Procédé de centrifugation

Le principe de la séparation par centrifugation consiste a augmenter la force de
gravité, grace a l'application d'une force centrifuge, pour séparer deux phases, soit solide-

liquide, soit liquide-liquide (Todaro, 1997). Plus simplement, il s’agit d’'une séparation par
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sédimentation accélérée par la force centrifuge. Dans le cas des bactéries lactiques, la
séparation est plus efficace lorsque la différence de densité entre les cellules et le milieu de
culture est élevée (Boyaval et al., 1987). Deux facteurs principaux influent sur la qualité de la
séparation : la vitesse de rotation et la durée de centrifugation. La température est
également un facteur important qui doit étre pris en compte (Béal et al., 2008).

Les effets des contraintes de pression sur la résistance des cellules lors de I'étape de
concentration et aux étapes de conservation ont été peu étudiés. Selon Malone et al. (2002),
ces contraintes générent des dommages physiques au niveau des membranes, une lyse
cellulaire et, en conséquence, une inactivation des cellules. Seulement deux publications ont
été trouvées dans la littérature sur I'étape de concentration. Champagne et Gardner (2002)
ont démontré que le mode de conduite de la centrifugation (continu ou discontinu) n'a pas
d’effet sur la viabilité des cellules de Leuconostoc mesenteroides a la fin de la concentration.
Bozo lu et al. (1987) ont obtenu des résultats similaires puisque, aprés concentration a
7000 rpm, pendant 30 min & 0 C, les bactéries Lb. bulgaricus et S. thermophilus conservent
leur viabilité. En revanche, rien n'a été trouvé dans la littérature a propos de l'effet des
paramétres de centrifugation (vitesse de rotation, durée, température) sur la viabilité et

I'activité des cellules, aprés concentration et au cours des étapes de conservation.

Procédé de filtration & membrane

Les procédés a membranes, comme [l'ultrafiltration et la microfiltration, sont une
alternative a la centrifugation. Le principe de cette opération repose sur l'effet d’une force
motrice, appliquée de part et d’autre de la membrane, permettant ainsi la séparation du
fluide traité en deux fractions : le rétentat, contenant les particules concentrées, et le
perméat, représentant le liquide libre des particules (Athes et al., 2006).

Caractérisés par leur pression transmembranaire et leur vitesse tangentielle, ces
procédés exercent deux forces différentes sur les cellules : celle liée a la pression du
systeme et celle provenant du cisaillement du fluide a I'intérieur du module. Ces deux forces
induisent un stress différent de celui produit pendant la concentration par centrifugation.

Les procédés de séparation par membrane, en particuliére ['ultrafiltration, sont
souvent utilisés pour la recirculation des cellules pendant les fermentations en continu
(Boyaval et al., 1998). La premiere application aux bactéries lactiques a été décrite par
Amen et Cabau (1982): l'ultrafiltration est utilisée pour séparer les cellules du milieu
fermenté. Ce dernier, qui contient des composés toxiques pour le développement des
bactéries est aussi éliminé. Cependant, l'effet des conditions d'ultrafiltration ou de
microfiltration (vitesse tangentielle, pression transmembranaire) sur la survie des cellules
pendant ce procédé et sur leur résistance pendant les étapes de conservation n'est pas

encore renseigneé.
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Niveau de concentration en biomasse

Plusieurs auteurs ont montré qu’une haute concentration cellulaire permet aux
cellules de mieux résister a I'étape de congélation (Berner et Viernstein, 2006 ; Bozo Iu et
al., 1987). Kilara et al. (1976) ont montré que les bactéries Lb. bulgaricus, S. thermophilus et
Lc. lactis sont plus résistantes a la congélation quand une concentration initiale élevée de
cellules est utilisée. Mais ce n’est pas le cas chez Lb. acidophilus. Ce comportement est
expliqué par une plus grande interaction entre les cellules, due a une réduction de la surface
de chaque cellule qui est exposée a I'environnement (Bozo lu et al., 1987). En augmentant
la biomasse initiale de 10° a 10 UFC.mL™, Berner et Vernstein (2006) ont obtenu une
accroissement significatif de la résistance de Lactococcus lactis a la lyophilisation (30 % au
lieu de 0,02 %).

Fonseca (communication personnelle) a montré l'effet de différents rapports de
concentration cellules/surnageant de fin de culture (R, en g/g) sur la survie et l'activité
acidifiante de Lb. bulgaricus CFL1 a la congélation et au stockage sous forme congelée. Un
rapport compris entre 0,5 &1 g/g (correspondant & 10'° & 10* UFC.mL™) semble é&tre
favorable, tandis que des cellules trop diluées (R<0,5 g/g, inférieur & 10° UFC.mL™) ou trop
concentrées (R>1g/g, supérieur a 10" UFC.mL™) présentent une forte perte dactivité
acidifiante pendant la congélation. La gamme favorable a la résistance s’élargit a de plus
faibles concentrations (R>0,3 g/g, correspondant & 10° UFC.mL™) en présence de glycérol a
10 %. Enfin, De Loecker et al. (1998) montrent un effet négatif de la congélation d'une
suspension avec une trop haute concentration cellulaire (> 10" UFC.mL™). Selon ces
auteurs, la réduction excessive de l'espace extracellulaire et un manque de protecteur

(concentration et facilité d’acces) expliqueraient cette sensibilité.

1.3.2.7 Cryoprotection

Les cellules concentrées sont mélangées, avant leur congélation ou leur
lyophilisation, & des composés dit « cryoprotecteurs » ou « lyoprotecteurs ». Le type de
compose utilisé dépend largement du type de microorganisme (Font de Valdez et al., 1983 ;
Péter et Reichart, 2001), mais aussi du procédé de conservation choisi. Si une grande
variété de composeés est utilisée, les plus appliqués a I'échelle industrielle sont le lactose et
le saccharose, le glutamate monosodique, I'ascorbate de sodium et le glycérol (Mayra-
Mékinen et Bigret, 1998).

Fonseca et al. (2000) ont étudié I'effet du glycérol sur la cryotolérance de quatre
bactéries lactiques : S. thermophilus PB18, S. thermophilus CFS2, Lb. lactis CFL3 et Lb.
bulgaricus CFL1. lls observent un effet positif du glycérol sur la résistance a la congélation
des souches de Lactobacillus mais pas des souches de Streptococcus, ce qui était expliqué

par la résistance naturelle des souches de Streptococcus. L'ajout du glycérol a permis
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également d’obtenir une meilleure résistance de ces quatre bactéries lactiques au stockage
sous forme congelée. Ces résultats sont intéressants car ils montrent que l'effet d’'un
cryoprotecteur ne se résume pas a I'étape de congélation et qu'il est nécessaire aussi pour
le bon maintien de la qualité des ferments tout au long de leur stockage. L'effet positif du
glycérol comme agent cryoprotecteur a été confirmé par ces mémes auteurs dans des
travaux ultérieurs (Béal et al., 2001a ; Fonseca et al., 2001). Fonseca et al. (2003) ont, en
outre, étudié neuf cryoprotecteurs différents (ascorbate de sodium, bétaine, sucrose,
maltodextrine, glycérol, lactose, maltose, glutamate de sodium et tréhalose), seuls ou en
mélange, sur la résistance de Lb. bulgaricus. Pour I'étape de congélation, la meilleure
résistance a été obtenue avec les cryoprotecteurs caractérisés par une faible température de
congélation (Tf <-6,5 C), comme la bétaine, le glutamate de sodium et le glycérol. Par
contre, pendant le stockage, seul I'ascorbate de sodium et le glycérol ont permis une
meilleure résistance des cellules.

Plus récemment, la survie des cellules de Lactococcus lactis a la congélation a
-80 C, aprés addition de différents cryoprotecteurs, a été étudié par Berner et Viernstein
(2006). Parmi 18 cryoprotecteurs, classés comme composés inorganiques, sucres,
polymeéres et milieux complexes, les meilleurs résultats ont été obtenus avec le saccharose

et les milieux complexes composés de lait écrémé ou de MRS.

1.3.2.8 Influence de la congélation

Du fait des phénomeénes thermiques, mécaniques et physico-chimiques intervenant
lors de la congélation des concentrés bactériens, cette étape du procédé est considérée
comme critiqgue pour la qualité finale des ferments lactiques. Parmi ces phénoménes,
'abaissement de la température, la cristallisation de I'eau et la cryoconcentration des solutés
affectent fortement la survie et la reprise d’activité des cellules (Fonseca et al., 2000). Afin de
minimiser I'effet nocif induit par ces phénoménes, les paramétres de congélation (vitesse et
température de congélation) doivent étre optimisés en fonction de la souche et des

contraintes auxquelles les cellules sont soumises en amont de cette étape.

Vitesse de congélation

La vitesse de congélation d’'une suspension bactérienne est un parametre important.
Elle doit étre maitrisée pour éviter ou minimiser la dégradation cellulaire, liée, d’'une part, a la
formation de glace intracellulaire et, d’autre part, au phénomene de cryoconcentration. La
vitesse optimale de congélation (figure 1.5) doit étre suffisamment lente pour éviter la
formation de glace intracellulaire et, en méme temps, suffisamment rapide pour minimiser

I'effet négatif de I'environnement sur les cellules (McGann, 1978).
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Figure 1.5 : effet de la vitesse de refroidissement sur la survie d’'une cellule selon la théorie
de Mazur (1970) proposant I'existence d’'une vitesse optimale de refroidissement, compromis
entre au moins deux mécanismes indépendants (stress osmotique/déshydratation et
formation de glace intracellulaire) qui varient en sens inverse (d’aprés Mazur, 1970).

Certains auteurs ont étudié l'effet de la vitesse de congélation sur les propriétés
technologiques des bactéries lactiques. Baumann et Reinbold (1966) ont montré qu'une
vitesse de congélation rapide (130 C.min %) permet une meilleure conservation de I'activité
acidifiante de 13 souches de Streptococcus. De la méme facon, Fonseca et al. (2001)
démontrent qu’une vitesse de congélation de 300 T.min" (au lieu de 3,5 T.min™)
augmente l'activité des cellules de S. thermophilus CFS2 et Lb. bulgaricus CFL1 aprées
congélation et stockage sous forme congelée. L'effet positif d’'une congélation rapide
(> 200 T.min* au lieu de 2 T.min ™) et d’'un stockage a basse température (-80 T au lieu
de -30 C) sur la survie et I'activité acidifiante de huit souches de Lactobacillus acidophilus a
été confirmé par Foschino et al. (1996). Selon Wolfe et Bryant (2001), une congélation
rapide diminue considérablement les réactions physico-chimiques et biochimiques due a la
formation d’une structure microcristalline.

En étudiant I'effet de la vitesse de congélation et de la vitesse de décongélation sur la
survie de Lb. acidophilus ATCC 4356, Baati et al. (2000) ont observé qu’une congélation
lente, avec des paliers successifs de température, suivie d’'une décongélation lente, a permis
une survie importante des cellules (74 % ou lieu de 43 % pour la congélation directe de
37 € a -80 ). lls observent que la plus grande p erte de viabilité des cellules se produit
entre -4 T et -20 €. Ces résultats sont en accord avec ceux de Wolfe et Bryant (2001), qui
affirment que la zone de température responsable des dommages cellulaire se situe entre
0 Cet-40 C.
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Plus récemment, une étude sur l'effet de la cinétigue de congélation sur la
cryotolérance de Lb. bulgaricus CFL1 dans une solution de glycérol a été réalisée par
Fonseca et al. (2006). La figure 1.6 montre les trois protocoles de congélation analysés. Les
résultats aprés congélation montrent que la meilleure survie et la meilleure activité acidifiante
ont été obtenues pour les échantillons soumis au protocole FP3 (congélation dans 'azote
liquide), suivi par le protocole FP2 (nucléation manuelle pendant les 10 min & -5 <C, suivi par
congélation dans l'azote liquide). Les auteurs démontrent qu’'une vitesse de congélation
élevée couplée a I'utilisation du glycérol, empéche la formation de glace intracellulaire. Par
contre, lors des protocoles FP2 et FP1 (congélation a une vitesse de 5 T/min), la présence

de glace intracellulaire a été observée.

Figure 1.6 : trois protocoles de congélation étudiés par Fonseca et al. (2006) pour la
stabilisation de Lb. bulgaricus CFL1 dans une solution de glycérol (10 %)

Un des phénomeénes souvent décrit comme étant la cause de la mort cellulaire au
cours de la congélation & haute vitesse est la formation de glace intracellulaire, théorie
proposée par Mazur (1970) et valable pour différents types de cellules. Récemment, cette
théorie a été remise en question par les résultats présentés par Fonseca et al. (2006). lls
montrent que, pour les congélations rapides (dans I'azote liquide), il N’y a pas de formation
de glace intracellulaire pendant la congélation de Lb. bulgaricus CFL1. Ces auteurs

proposent que la perte d'activité des cellules est lié a un déséquilibre osmotique.

Température de congélation

L'effet de la température de congélation des cellules est aussi un parametre
important pour bien maitriser la qualité finale des concentrés bactériens.

L'idéal pour la bonne conservation des cellules congelées est que la congélation soit
conduite a des températures les plus faibles possibles. Cependant, certains résultats

indiquent que la température de congélation optimale est fortement liée au microorganisme
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considéré. En étudiant neuf microorganismes différents, Péter et Reichart (2001) observent
gu’'une congélation a -25 C est meilleure pour la survie de certains microorganismes
(Escherichia coli, Kluyveromyces lactis et Candida utilis) alors qu'une congélation a -196 C
est préférable pour d’autres (Pseudomonas fluorescens, Mucor racemosus et Aspergillus

niger).

1.3.2.9 Stockage

La température de stockage sous forme congelée doit étre bien maitrisée. Les
auteurs préconisent généralement une température de stockage basse (<-40 ) (Béal et al.,
2008 ; Fonseca et al., 2001 ; Tamime et Robinson, 1999). Par contre, des contraintes d’ordre
financier (colt du stockage a basse température) doivent étre prises en compte et la
recherche d'une température optimale, permettant le meilleur compromis entre qualité
technologique et co(t de production, est souvent nécessaire.

La survie et I'activité acidifiante de plusieurs souches de Lb. acidophilus au cours du
stockage a -30 € ou -80 C, pendant 9 mois, ont ét é étudiées par Foschino et al. (1996).
Les souches sont plus résistantes quand le stockage est effectué a -80 C, alors que la
survie des cellules diminue a -30 C. Fonseca et al. (2001) obtiennent des cellules de Lb.
bulgaricus CFL1 et S. thermophilus CFS2 plus résistantes a -70 C qu'a -20 C, avec un e
perte d’activité acidifiante environ 50 % inférieure a celle observée a -20 T.

Selon les travaux de Fonseca et al. (2006), menés avec Lb. bulgaricus CFL1, stockée
a deux températures différentes (-20 € ou -80 T) pendant un mois, aucune perte d’'activité
et de viabilité n'est observée pour les échantillons stockés a -80 C, indépendamment du
protocole de congélation appliqué. Par contre, I'activité acidifiante et la viabilité des cellules
sont affectées pour les échantillons stockés a -20 C. L'amplitude des pertes est liée au
protocole de congélation utilisé. Contrairement a ce qui a été observé a lissue de la
congélation, le protocole FP1 génére des cellules plus résistantes au stockage a -20 T,
alors que la congélation rapide (FP3) est responsable d’'une faible résistance des cellules au
stockage. Les auteurs expliquent un tel comportement par un déséquilibre osmotique

pendant la décongélation des échantillons.

1.3.3 Conclusion

L'objectif de la production de ferments lactiques concentrés est d’obtenir une
préparation caractérisée par une concentration élevée en cellules actives pour permettre une
reprise d’activité la plus rapide et la mieux maitrisée possible. Pour cela, chacune des étapes
du procédé de production de ces ferments doit étre maitrisée et contrdlée, afin de minimiser

les pertes d’activité, tout en gardant une bonne productivité.
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Ce chapitre a permis de synthétiser les efforts de recherche qui ont été faits pour
mieux comprendre l'effet du type de microorganisme, de la composition du milieu de culture,
des conditions de fermentation, des cryoprotecteurs, de la congélation et du stockage sur la
qualité des ferments lactiques.

Ces différents facteurs sont a I'origine d’'une grande variabilité au niveau de la qualité
des ferments. Toutefois, leurs effets sont eux-mémes trés variables, principalement & cause
du facteur «souche » étudié. De plus, un manque de connaissances sur l'effet des
conditions opératoires lors de I'étape de concentration sur I'activité des cellules a été mis en
évidence. Enfin, I'étude de l'interaction entre plusieurs facteurs intervenant dans le procédé

de production de bactéries lactiques serait également intéressante.

.4 Réponses physiologiques des cellules aux stress

Comme cela a été décrit aux paragraphes 1.2.4 et 1.3.2, pendant la production des
ferments lactiques, les bactéries sont soumises a différents stress et leur résistance a ces
stress varie selon plusieurs facteurs. Selon Panoff et al. (1998), un « stress » représente
toutes les modifications des parameétres environnementaux et opératoires qui générent des
réponses physiologiques chez les microorganismes.

Deux concepts sont importants pour I'analyse et la compréhension d’'un stress : le
concept d’intensité et le concept de cinétique. Les cellules peuvent étre soumises a des
stress dits mineurs, modérés ou létaux et elles réagissent différemment a ces conditions. Par
exemple, les cellules exposées a un stress mineur, vont réduire leur taux de croissance mais
vont étre capables de s’adapter au nouvel environnement. Quand le stress devient un peu
plus intense (stress modéré), la croissance peut étre drastiquement réduite et les cellules
adaptent leur métabolisme énergétique avec I'objectif de survivre. Enfin, dans une situation
de stress létal, une grande mortalité cellulaire est observée. Dans ce cas, les bactéries
survivantes développent des mécanismes leur permettant de retrouver un état cellulaire actif
lorsgu’elles sont, par la suite, exposées a des conditions environnementales plus favorables.
L'intensité du stress percu par les cellules comprend aussi la notion de cinétique
d’application du stress. Par exemple, un changement brusque dans I'environnement, méme
si l'intensité de ce changement est faible, peut étre ressenti par les cellules comme un stress
fort, car elles n'ont pas eu le temps de s’adapter. Par contre, un changement lent et
progressif avec une intensité forte, peut donner aux cellules I'opportunité de développer des
mécanismes d’adaptation et, donc, de mieux résister.

Afin de mieux comprendre les réponses physiologiques des bactéries lactiques aux
différents types de stress auxquels elles sont soumises, I'objectif de ce paragraphe est de

décrire les principales réponses physiologiques des cellules et les méthodes permettant
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I'évaluation de ces réponses. Par la suite, I'effet de différents facteurs sur I'état physiologique
des bactéries lactiques sera présente.

Selon Bunthof (2002), la notion d’état physiologique des cellules est importante car
elle permet de les caractériser autrement et plus complétement que par le concept
traditionnel de cultivabilité. Cet auteur présente un schéma expliquant cette notion d’état
physiologique, en relation avec certaines -caractéristiques mesurables des cellules
(figure 1.7).

Mauvais Etat physiologique Bon

| Cellules cultivables

Capacité de biosynthése

@ Activité de pompe / transport
33 Potentiel de membrane
© £ Activité estérasique
S .
a 9 Actif
o +
= O . .
a g Cellules inactives
Activité métabolique réduite
Pas de croissance
Cellules mortes
Activité métabolique nulle
Membrane cellulaire intacte
] .
g o Structure membranaire
@ 2 Ard
£5 altérée
©8 Membrane abimée
Q 3| Dégradation et perte du
matériel cellulaire

Figure 1.7 : représentation schématique de la relation entre les propriétés fonctionnelles et
structurelles des cellules selon les différents états physiologiques (adapté de Bunthof, 2002)

Selon ce schéma, les cellules cultivables, ayant un bon état physiologique,
présentent a la fois une bonne activité métabolique et une structure membranaire intacte. A
'opposé, un mauvais état physiologique est synonyme de cellules avec une structure
cellulaire abimée et une activité métabolique détériorée, voir inexistante (cellules mortes).
Les cellules dites inactives (ou viables mais non cultivables) présentent une activité
métabolique réduite par rapport aux cellules cultivables. Elles ont une structure membranaire
intacte (mais avec une fluidité altérée), présentent des altérations dans leur teneur en ARN
et ADN et démontrent une perte de cultivabilité. La principale caractéristique de ce type de
cellules est liée au fait que, si elles sont exposées a une condition environnementale
favorable, leur activité métabolique peut reprendre et les cellules peuvent « ressusciter »
(McDougald et al., 1998).

D’aprés ces considérations, les modifications de I'état physiologique des bactéries

lactiques peuvent étre percues par des changements aux niveaux de leur membrane
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cellulaire, de leur composition en protéines cytoplasmiques et de leur ARN. Dans les
paragraphes suivants, les principales méthodes permettant I'analyse de ces changements

sont présentées.

[.4.1 Etude des changements au niveau de la membran e cellulaire

[.4.1.1 Fonctions et structure de la membrane

Les membranes biologiques sont des structures permettant de délimiter les cellules
et leurs organites du milieu extracellulaire. Dans le cas des bactéries a Gram positif, la seule
structure membranaire est la membrane cytoplasmique. Elle a un réle de barriéere,
permettant la séparation entre le cytoplasme cellulaire et I'environnement extérieur et, donc,
le maintien des compositions différentes entre le cytosol et le milieu externe. Ce maintien est
réalisé grace a la régulation sélective des flux (de nutriments, de métabolites, d’ions,...)
entre le cytoplasme et le milieu extérieur; il permet le bon fonctionnement cellulaire
(Carvalho et al., 2004 ; Chu-Ky et al., 2005 ; Russell et al., 1995). Dans les situations ou la
structure membranaire n’est pas intacte, le maintien du gradient électrochimique n’est pas
possible et le potentiel de membrane, ainsi que son gradient de pH, se dégradent (Bunthof,
2002).

La membrane cytoplasmique est composée de lipides, de protéines et de sucres.
Parmi les lipides membranaires (phospholipides, glycolipides, sphingolipides et stérols), les
phospholipides sont particulierement importants, car ils sont responsables de la structure de
la bicouche lipidique, selon le modele de mosaique fluide de Singer et Nicholson (1972)
(figure 1.8). Avec un caractere amphiphile, les phospholipides possédent une partie
hydrophile (constituée par une molécule de glycérol et de phosphate) et une partie lipophile
(composée par des acides gras). Cette structure contrdle la diffusion des composés
organiques polaires (sucre, acides aminés...), et permet le passage des solutés
hydrophobes ou de petite taille (CO,, éthanol). Les phospholipides présents dans la
composition de la membrane d’'un microorganisme sont composés généralement de 14 a 20
molécules de carbone, associées selon une structure saturée ou insaturée, avec des
ramifications ou un cycle propane (Denich et al., 2003). Les protéines de la membrane
cellulaire ont une structure globulaire en a-hélice. Elles peuvent étre partiellement insérées
dans la membrane ou complétement traverser la bicouche lipidique (Lehninger, 1981)
(figure 1.8). Le réle principal de ces protéines consiste a faciliter les échanges entre les

milieux intra- et extra-cellulaire.
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Figure 1.8 : structure de la membrane cytoplasmique selon le modele mosaique fluide
(d’apres http://homepage.mac.com/Itbo/images/membrane.GIF)

Les protéines, ainsi que les acides gras, peuvent se déplacer librement a l'intérieur
de cette structure, créant ainsi des zones plus ou moins fluides et permettant des échanges
entre l'intérieur et I'extérieur de la cellule. Des stérols (par exemple, le cholestérol) peuvent
étre éventuellement insérés a l'intérieur de cette bicouche, minimisant la variation de la
fluidité membranaire (Taylor, 2007).

Selon ces informations, des changements au niveau de la structure de la membrane
ont une influence directe sur la fluidité membranaire, donc sur la capacité d’échanges et de

régulation des flux et donc sur I'état physiologique des cellules.

[.4.1.2 Modifications de la structure membranaire

La structure membranaire est la premiére cible de détérioration de ['état
physiologique de cellules lors d'une situation de stress (Béal et al., 2008). Par exemple, les
basses températures lors de la stabilisation des cellules par congélation, modifient les
propriétés des molécules hydrophobes (lipides et acides gras) de la membrane et les
interactions solvant-protéines (Chilson et al., 1965). Cela se traduit par une diminution de la
stabilité des interactions hydrophobes au sein des membranes, par une modification de la
configuration des protéines membranaires pouvant entrainer leur dénaturation (Mazur,
1970), et par des changements de composition en acides gras des membranes bactériennes
(Béal et al., 2001a). L'altération de la membrane cytoplasmique est lieée, principalement, a
des modifications de sa composition lipidique. Dans une situation de stress, les bactéries
adaptent cette composition afin de maintenir une fluidité membranaire permettant de réaliser

les échanges cellulaires (Russell et al., 1995). La fluidité de la membrane est donc un autre
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parameétre important permettant de différencier les cellules cultivables des cellules inactives
(figure 1.7). Ainsi, ces deux catégories de cellules présentent une structure membranaire
intacte mais des différences de fluidité.

La membrane est considérée comme fluide, c'est-a-dire dans un état actif, quand la
bicouche lipidique se trouve a I'état liquide-cristalin. En revanche, la fluidité diminue lorsque
la structure passe a I'état gel (figure 1.9). L'état de la membrane (liquide-cristalin ou gel) a
des conséquences sur la distribution des protéines a l'intérieur de la bicouche. Selon Taylor
(2007), les protéines ont tendance a se réarranger et a se concentrer dans les zones en état
liquide-cristalin, plus favorables thermodynamiquement a leur activité, que dans les zones en
état gel. Ces différences s’expliquent par des différences de conformation des acides gras

membranaires.

(@) (b)

Figure 1.9 : représentation de la structure d’'une membrane a I'état liquide-cristaline (a) et a
I'état gel (b) (d’apres Wolfe et Bryant, 2001).

En effet, la fluidité membranaire est intimement liée a la conformation des chaines
des acides gras ainsi qu'a la taille du groupe polaire (Denich et al., 2003). Plus les chaines
sont ordonnées (comme, par exemple, pour les acides gras saturés), plus l'interaction entre
elles est forte, ce qui limite leur mobilité et diminue donc la fluidité de la structure. En
revanche, lorsque la conformation des chaines d’acides gras devient désordonnée, les
interactions sont moins fortes et donc la fluidité membranaire augmente. De cette facon, la
fluidité de la membrane est directement liée a la composition relative des acides gras a
longue et courte chaines, des acides gras branchés, des niveaux de saturation des acides
gras, ainsi que des acides gras en configuration cis ou trans (Schoug et al., 2007 ; Trevors,
2003). De plus, selon la taille de la téte polaire des phospholipides, la transition de phase
(phase lamellaire a phase hexagonale) peut avoir lieu (figure 1.10). Ces structures sont
transitoires et ponctuelles et sont considérées comme essentielles pour le maintien de
l'activité cellulaire, car elles sont liées au phénomene de fusion membranaire (Morein et al.,
1996).

47
Synthése bibliographique




Figure 1.10 : représentation schématique de la fusion membranaire (d’aprés Siegel,1986).

Les bactéries sont capables, par des réactions biochimiques, de modifier la
conformation et la structure de ces acides gras, pour maintenir leur fluidité membranaire & un
niveau adéquat, leur permettant de résister aux conditions environnementales adverses
auxquelles elles sont soumises. Un tel phénomene est considéré comme une « adaptation
homéovisqueuse » (Denich et al., 2003). La figure .11 montre, de facon schématique,

I'évolution de la fluidité membranaire en fonction de sa composition en différents acides gras.

Augmentation de la teneur en
acides gras insaturés (cis)

Augmentation de la teneur en
Augmentation acides gras branchés

de la fluidité Augmentation de la teneur en
membranaire acides gras insaturés (trans)

Réduction de la longueur de
la chaine carbonée des
L acides gras

Figure 1.11 : évolution de la fluidité membranaire selon le type d’acides gras présents dans la
membrane (adapté de Russel, 2002)

1.4.1.3 Méthodes pour caractériser la membrane cell  ulaire

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer la structure et les propriétés de la
membrane cellulaire, utilisant des mesures biologiques ou physiques.

Une des méthodes permettant la caractérisation de la membrane au niveau
biologique est l'analyse des acides gras membranaires par chromatographie en phase
gazeuse. Elle permet de connaitre la composition en acides gras présents dans les
phospholipides de la membrane. Par analyse differentielle de la composition mesurée sur
des cellules ayant subi des traitements différents, il est alors possible de déterminer
indirectement I'effet de ces traitements sur la fludité membranaire. Une autre méthode de
caractérisation biologique implique une mesure de l'intégrité membranaire ou du potentiel de

membrane par épifluorescence, couplée a la cytométrie en flux.
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Les méthodes de mesure physique de la membrane portent principalement sur la
guantification de la fluidité de la membrane, ce qui permet d'évaluer ses variations en
fonction des conditions environnementales. L’analyse de la température de transition
lipidique peut étre déterminée par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR).
Cette analyse permet de caractériser la température de transition lipidique et, donc, la fluidité
membranaire & une température donnée. La fluidité membranaire peut aussi étre évaluée
directement par anisotropie de fluorescence. Selon cette méthode, lintensité de
fluorescence d'une sonde fluorescente (1,6-diphényl-1,3,5-hexatriéne), insérée dans la
membrane, représente proportionnellement la rigidité membranaire.

Le tableau 1.5 résume le principe, les avantages et les inconvénients de ces quatre

méthodes, ainsi que le contexte dans lequel elles ont été utilisées.

Dans ce travail, la méthode de caractérisation de la composition en acides gras
membranaires par chromatographie en phase gazeuse a été retenue pour analyser les
changements de la membrane cellulaire en réponse aux modifications du procédé. En effet,
cette méthode permet d’évaluer les changements de la composition de la membrane dus
aux stress environnementaux, et de lier de tels changements aux altérations de la fluidité
membranaire (Béal et al., 2001a ; Wang et al., 2005b).

[.4.2 Changements au niveau du métabolisme cellulai  re

Pour mieux résister aux différents stress liés au procédé ou aux changements des
conditions environnementales, les cellules peuvent modifier leur activité métabolique.
L’'analyse de ces changements métaboliques permet de comprendre quelles réponses
physiologiques les cellules développent face a des conditions adverses.

D'aprés la figure .7, des différences d’activité métabolique sont observées selon
I'état physiologique des cellules. Ainsi, les cellules cultivables se caractérisent par une
activité de biosynthése élevée, liée a un systéme enzymatique et de production d’énergie
actif. A l'inverse, dans le cas des cellules inactives, les systemes métaboliques (activité de
pompe, potentiel de membrane et conversions enzymatiques) sont modifiés pour utiliser
moins d’énergie, afin de permettre aux cellules de survivre en conditions de stress
(McDougald et al., 1998). De tels systemes peuvent étre activés dans des situations ou le
développement cellulaire n'est plus possible (Bunthof, 2002). Enfin, les cellules mortes se

caractérisent par la perte de la totalité des différentes fonctions métaboliques.
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Tableau 1.5 : principe et caractéristiques des principales méthodes utilisées pour la caractérisation de la membrane cellulaire

Méthodes Principes Avantages Inconvénients Applications Références
Chromatographie - Méthylation et extraction des - Informe sur une réponse biologique - Lourdeur et longueur Détermination Smittle et al.
en phase gazeuse acides gras membranaires des cellules de mise en ceuvre de la (1974)
- Quantification par - Résultats corrélés avec la fluidité (~ 4 h/ analyse) composition en  Rozeés et al.
chromatographie en phase membranaire Identification des acides gras (1993)
gazeuse acides gras imparfaite membranaires  Béal et al.
- ldentification par comparaison (position des (2001a)
avec des bases de données insaturations, isomérie
cis trans)
Cytomeétrie en flux - Marquage des cellules par un - Rapide et facile Difficile a utiliser sur Selon le type Bunthof et
couplée a fluorochrome - Chaque cellule est analysée des matrices de Abee (2002)
I'épifluorescence - Passage des bactéries dans un individuellement complexes fluorochrome Ananta et al.
cytométre de flux - Permet la séparation des cellules Codt élevé des utilisé : (2005)
- Détection des particules selon les différentes populations équipements - intégrité de la Rault et al.
fluorescentes observées Codt des fluorochromes membrane (2007)
- potentiel de
membrane
Spectrométrie - Mesure par infrarouge de la - Facile Lourdeur du traitement ~ Détermination Crowe et al.
infrarouge a fréquence et de la largeur de la - Non invasive de données de la (1989)
transformée de bande représentant I'élongation - Résultats corrélés avec la Co(t de I'équipement température de  Linders et al.
Fourier (FTIR) symétrique des liaisons C-H des composition en acides gras transition de la  (1997b)

groupements méthylénes
- Dérivation des résultats obtenus
pour calculer Tm

membranaires

phase gel a la
phase
cristalline (Tm)

Oldenhof et al.
(2005)

Anisotropie de
fluorescence

- Marquage des cellules avec 1,6-
diphényl-1,3,5-hexatriéne (DPH)
- Mesure de la fluorescence a 340
(excitation) et 431 nm (émission)

- Le DPH a une fluorescence intense,
ne se lie pas a des protéines et est
sensible a I'état physiologique de la
membrane

- N'affecte pas la survie des cellules

- Possibilité de réaliser des
cinétiques

Mesure globale,
n'informant pas sur les
modifications
intracellulaires

Détermination
de la fluidité
membranaire
(inversement
proportionnelle
a l'anisotropie)

Tourdot-
Maréchal et al.
(2000)
Chu-Ky et al.
(2005)

Martos et al.
(2007)
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Le choix de la méthode utilisée pour étudier les changements métaboliques des
cellules dépend du type de réponse envisagé. Deux niveaux de réponse peuvent étre
identifiés : le niveau génomique, par I'étude des modifications de I'expression des géenes et
le niveau cytoplasmique, qui s'intéresse aux modifications de la synthése des protéines et
aux modifications du métabolisme cellulaire. Les méthodes permettant d’analyser ces

différentes réponses sont décrites aux paragraphes suivants.

[.4.2.1 Transcriptomique

Le transcriptome d’'une cellule correspond a sa définition moléculaire précise a un
moment donné et il est basé sur I'expression de I'ensemble des ARN messagers d'une
cellule (Renault, 2008). Il est un reflet instantané de l'activité cellulaire et, donc, varie au
cours de son évolution et selon I'environnement dans lequel elle évolue (Schena et al.,
1998). L’étude de l'effet de facteurs intrinséques et extrinseques sur les voies métaboliques
permet d’établir leur influence sur I'état physiologique des cellules et de mieux comprendre le
fonctionnement cellulaire. L’analyse du changement de I'état physiologique, via I'analyse des
changements dans I'expression des genes, est possible par la technique des puces a ADN,
qui permet de quantifier 'expression de I'ensemble des génes d’une cellule (Chich, 2001).

Cette méthode implique I'existence de puces a ADN préalablement construites, et
donc, la connaissance du génome du microorganisme étudié. Apres purification et éventuelle
amplification de 'ARN de la cellule, il est marqué avec un marqueur fluorescent et mis en
contact avec les sondes portées par la puce (figure 1.12). Lors de cette étape d’hybridation,
les acides nucléiques marqués vont s’apparier avec les sondes ADN. La fluorescence au
niveau de chaque sonde est alors quantifiée au moyen de tubes photomultiplicateurs ou
d’'une caméra CCD (charge-coupled device). Les valeurs obtenues pour chaque sonde sont
ensuite traitées aux moyens d’outils informatiques pour caractériser I'échantillon et identifier
les genes exprimés difféeremment (Cholet, 2006).

Le principal avantage de cette méthode est lié au fait que, en une seule manipulation,
il est possible d'obtenir 'expression globale des genes des cellules (Panchaud et al., 2007).
Par contre, c’est une méthode lourde a mettre en ceuvre, colteuse et trés sensible aux biais
lies au manipulateur. La nécessité de connaitre le génome du microorganisme pour pouvoir
bien identifier les génes constitue une limite a son utilisation. Enfin, il faut noter que cette
méthode n’apporte pas d'information sur le contréle post-transcriptomique de I'expression
des genes, ni sur les changements au niveau de la synthése ou de la dégradation des

protéines (Lee, 2001 ; Yarmush et Jayaraman, 2002).

51

Synthése bibliographique



Figure 1.12 : représentation schématique des différentes étapes de I'analyse
transcriptomique (d’aprés
http://maladiedegaucher.canalblog.com/archives/2007/10/14/6535549.html)

1.4.2.2 Protéomique

Le protéome représente la totalité des « protéines exprimées par le génome » d’'une
cellule, d'un tissu ou d'un organisme (Pennington et al., 1997). La méthode utilisée pour
déterminer le protéome est connue sous le nom de protéomique (Yarmush et Jayaraman,
2002).

Développée, en 1975, par O’Farrell, I'électrophorése bidimensionnelle est aujourd’hui
la méthode la plus souvent utilisée pour la caractérisation du protéome cellulaire (Chich,
2001). L'approche la plus courante dans le cadre de I'étude de l'état physiologique des
cellules, consiste a établir le protéome de référence du microorganisme pour, ensuite,
analyser de fagon différentielle les changements consécutifs aux altérations
environnementales par rapport a la condition de référence. Elle consiste, dans un premier
temps, a extraire et & purifier les protéines afin d’obtenir une mixture complexe contenant les
protéines présentes dans le microorganisme a un moment précis. Dans un deuxieme temps,
les protéines sont séparées par électrophorese bidimensionnelle en fonction de leur point
isoélectrique et de leur masse moléculaire. Cette séparation génére une carte ou les

protéines sont distribuées dans I'espace selon leur point isoélectrique et leur poids
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moléculaire. Cette carte représente le protéome du microorganisme, qui est alors analysé
grace a des logiciels d’analyse d’images. L'étape suivante comprend la caractérisation et
I'identification de chaque protéine individuellement. A cet effet, les protéines sont extraites du
gel, hydrolysées et analysées par spectroscopie de masse (MALDI-TOF). La séquence de
peptides obtenue est comparée avec les bases de données disponibles en vue de
I'identification de la protéine.

La qualité de l'identification est proportionnelle a la connaissance disponible sur le
génome du microorganisme étudié (Cash, 1998 ; Pennington et al., 1997). En ce que
concerne les bactéries lactiques, le séquencage du génome de différentes especes a été
finalisé (Klaenhammer et al., 2002). Le premier génome complet d’'une bactérie lactique,
Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403, a été publié par Bolotin et al. (2001). Plus
récemment, le génome de Lactobacillus bulgaricus ATCC11842 a été publié par Van de
Guchte et al. (2006), ce qui permet un niveau d’identification des protéines de cette espece
tout a fait correct.

Des difficultés subsistent toutefois. Certaines protéines ne se solubilisent pas
facilement (Yarmush et Jayaraman, 2002), ce qui rend leur séparation imparfaite. Les
protéines de haut (>200kDa) ou faible (<10kDa) poids moléculaire ne sont pas toujours
séparées correctement. Enfin, la lourdeur, la durée et le colt des analyses sont des facteurs

restrictifs pour une application plus ample de cette méthode.

1.4.2.3 Métabolomique

L'étude par métabolomique a pour objectif de comprendre, d’'identifier et de quantifier
le comportement des métabolites intracellulaires d’'un échantillon biologique (Steuer et al.,
2003 ; Weckwerth et Fiehn, 2002). Selon Ott et al. (2003), le « métabolome » représente la
totalité des métabolites de faible poids moléculaire a I'intérieur d’'une cellule, résultant de
I'activité des protéines dans I'environnement cellulaire. 1l décrit aussi le profil ou
« fingerprint » des métabolites dans un tissu ou un organisme. Le métabolome reflete donc
I'évolution du métabolisme des cellules, en prenant en compte leur adge et les facteurs
environnementaux. Complémentaire des approches génomiques et protéomiques, cette
méthode permet I'étude de linteraction entre les génes et leurs produits respectifs, en
analysant leur role biologique dans différentes conditions environnementales. De plus, elle
permet d’analyser les produits résultants de I'action d’une enzyme, et informe donc sur leur
activité (Weckwerth et Fiehn, 2002).

L'analyse du métabolome se fait en deux étapes : séparation des métabolites puis
détection (Ott et al., 2003 ; Weckwerth et Fiehn, 2002). La séparation des métabolites est

réalisée principalement par chromatographie (CPG, HLPC), mais aussi par électrophorese.
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Une fois séparés, ils sont détectés par spectroscopie de masse ou par résonance
magnétique nucléaire (RMN). L'analyse par RMN a l'avantage de ne pas nécessiter de
séparation et de permettre la quantification de plusieurs composés en une seule analyse.
Par contre, en terme de sensibilité, les techniques de spectroscopie de masse sont plus
performantes.

Par I'analyse métabolomique de cellules soumises a différents types de stress, il est
aussi possible d'identifier les principales voies métaboliques qui sont modifiées a la suite
d’'un stress. De cette facon, il est possible de connaitre la réorientation du métabolisme suite
a un changement environnemental. Dans le cas des bactéries lactiques, une telle approche
est intéressante pour analyser l'effet de différentes conditions environnementales sur la
capacité d’'une cellule a produire des ardmes ou d’autres métabolites d’intérét. Raynaud et
al. (2005) ont étudié le comportement métabolique de Lactococcus lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis LD61, cultivée dans du lait, en fonction de I'autoacidification du milieu et d’'une
réduction de la température, afin de mieux maitriser la reproductibilité des fermentations. En
étudiant la croissance de Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 en culture continue
dans différentes conditions d’acidification, Even et al. (2003) ont observé un effet important
de lacidification sur l'activité glycolytique des cellules. En conditions acides, le taux
spécifigue de consommation de glucose est augmenté, permettant ainsi un plus grand
apport d’énergie. L’augmentation du taux de glycolyse peut étre liée a une augmentation de
la concentration en enzymes ou a la régulation de l'activité enzymatique par une régulation
métabolique. Selon les auteurs, l'effet négatif du pH sur lactivité enzymatique a été
compenseé par I'effet de la régulation métabolique.

Cette méthode requiert des équipements lourds et colteux (HPLC, CPG,
électrophorese, RMN, spectrométrie de masse,...), ainsi que des moyens bio-informatiques
considérables. En conséquence, I'analyse du métabolome est réalisée généralement au sein

de plate-formes techniques dédiées (Renault, 2008).

Parmi les méthodes de caractérisation du métabolisme cellulaire, la protéomique a
été retenue dans cette étude pour analyser les variations de I'état physiologique des cellules
en fonction des altérations réalisées lors des procédés. Elle permet d’obtenir des
informations intéressantes sur la réorganisation du métabolisme cellulaire et de faire le lien
avec différents travaux déja réalisés sur les bactéries lactiques (Lim et al., 2001 ; Prasad et
al., 2003 ; Wang et al., 2005b).
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1.4.3 Facteurs influencant I'état physiologique des bactéries lactiques

Apres avoir présenté l'effet de différents facteurs biologiques et environnementaux
sur la qualité technologique des bactéries lactiques concentrées et congelées
(paragraphe 1.3.2), ce paragraphe a pour objectif de décrire l'effet de ces facteurs,
représentant différents types de stress, sur la composition en acides gras membranaires et
sur le protéome cellulaire des bactéries lactiques. Ces informations sont utiles pour
comprendre les différences de résistance des cellules en fonction des conditions
environnementales et des différents stress auxquelles elles sont soumises pendant leur

production.

1.4.3.1 Effet des conditions environnementales sur la composition en acides gras

membranaires des bactéries lactiques et conséquence s sur leurs fonctionnalités

Différentes études sont disponibles dans la littérature concernant la composition en
acides gras membranaires (AGM) des cellules. Selon leurs objectifs, elles peuvent étre
réparties en deux groupes :

des études qui décrivent les changements de composition de la membrane
suite a une modification de I'environnement des cellules ;

des études ou les informations relatives a la composition de la membrane,
dans une condition environnementale donnée, sont utilisées pour expliquer et
comprendre les différences de comportement des cellules face a différents
types de stress.

Dans certains cas, ces changements interviennent quand les cellules sont placées
dans des conditions ou leur métabolisme est actif. Il s’agit donc d’'une réponse active des
cellules a leur environnement, principalement lorsque la température est suffisamment
élevée (activation des enzymes et réarrangement de la structure membranaire). Dans
d’autres cas, les cellules peuvent subir des modifications passives, notamment au cours de
leur congélation ou de leur stockage (par exemple, oxydation des lipides).

Les résultats présentés ci-dessous concernent principalement la composition en
acides gras de la membrane (AGM) qui influence la fluidité membranaire. Par la suite, I'effet
de différentes conditions environnementales sur cette composition est présenté. Enfin, une
analyse de la relation entre composition en AGM des cellules et leur résistance a différentes

conditions de stress est proposée.

Effet de la composition du milieu

La composition du milieu de fermentation correspond & la premiére situation
environnementale susceptible de provoquer des changements de la composition

membranaire des bactéries lactiques. L'ajout de Tween 80 (ou d’autres acides gras ou de
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précurseurs d'acides gras), dans le milieu utilisé pour la croissance des cellules, démontre
un effet positif sur la fluiditt membranaire dans plusieurs études (Béal et al., 2001a ;
Carvalho et al.,, 2003a ; Carvalho et al., 2004 ; Smittle et al., 1974). L’addition de tels
composeés permet aux cellules d’accumuler plus d’acides gras insaturés dans leur structure
membranaire, ce qui engendre un rapport entre les acides gras insaturés et saturés (U/S)
plus élevé, et donc des cellules avec une membrane plus fluide (Russell, 2002 ; Russell et
al., 1995). Par exemple, Guillot et al. (2000) ont obtenu des cellules de Lactococcus lactis
subsp. cremoris NCDO763 avec un rapport U/S plus élevé quand les cellules ont été
cultivées en présence de Tween 80. Béal et al. (2001a) ont observé une augmentation du
rapport U/S de Streptococcus thermophilus CFS2 cultivé en présence de 1 g.L™ d’acide
oléique. Une telle augmentation est liée a des concentrations en C18:1 et C20:1 plus
élevées ainsi qu’a un contenu en C14:0, C16:0 et C18:0 réduit. Selon Smittle et al. (1974),
quatre souches de Lactobacillus bulgaricus présentent une concentration en C18:1 et
cycC19:0 plus élevée suite a I'addition d'oléate de sodium dans le milieu de culture. A
'opposé, les cellules cultivées en absence d'oléate de sodium se caractérisent par une
membrane plus riche en acides gras saturés, donc moins fluide.

La concentration en éthanol est une autre composante du milieu de culture
importante pour les bactéries lactiques responsables de la fermentation malolactique du vin.
Teixeira et al. (2002) ont étudié les changements dans la membrane de Oenococcus oeni
DSM10519 suite & une exposition a I'éthanol. lls observent une augmentation de la
concentration en cycC19:0 et une réduction de la concentration en C18:1. Ces modifications
généerent une diminution de la fluidité membranaire et permettent aux cellules de s’adapter a
cet environnement. Ceci est confirmé par Chu-Ky (2005), qui observe une augmentation
significative de la concentration en C16:0 et cycC19:0 et une réduction de moitié du contenu
en C16:1 et C18:1 pour Oenococcus oeni ATCC BAA-1163 cultivé en présence de 8 %
d’éthanol.

Le dernier aspect, lié au milieu de culture, correspond aux limitations de substrat en
fin de fermentation, c’est-a-dire a un phénomeéne de déprivation nutritionnelle. Wang (2005)
a montré que le maintien des cellules en présence d'une faible concentration résiduelle en
lactose (1,2 g.L'™") induit un changement significatif dans la membrane de Lb. acidophilus
RD758. Les cellules présentent une teneur plus élevée en acides gras insaturés et branchés,

assurant ainsi une fluidité membranaire accrue.

Effet de la température de culture

La température est un facteur qui présente une forte influence sur la composition
membranaire. En conduisant des cultures de Lactococcus lactis subsp. cremoris NCDO763

a une température de 40 € au lieu de 30 C, Guillo t et al. (2000) ont observé une diminution
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de la concentration en C16:0 et une augmentation des teneurs en C18:1 et cycC19:0,
représentant un rapport U/S plus éleve.

L’effet de différentes températures des culture (25, 30, 37 et 40 C) sur la membrane
de Lactobacillus acidophilus CRL640 a été étudié par Fernandez Murga et al. (2000). Ces
auteurs observent une augmentation des concentrations en C16:0 et C18:2 et une réduction
des teneurs en C18:0,10-OH et cycC19:0 pour les cellules cultivées a 25 < par rapport aux
autres températures. Par contre, aucun changement significatif n'est observé dans le rapport
entre les acides gras insaturés et saturés (U/S), indiquant que la fluidité membranaire n’est
pas significativement modifiée.

Wang et al. (2005a) ont conduit des cultures de Lactobacillus acidophilus RD758 a
une température inférieure (30 T) ou supérieure (42 C) a la température optimale de
croissance (37 ) et ont analysé I'effet sur la me mbrane cellulaire. Les cellules cultivées a
30 C présentent un rapport U/S plus élevé, conséqu ence d’'une teneur élevée en C16:0 et
cycC19:0 et d’'une faible concentration en C18:0. Casadei et al. (2002) ont étudié I'effet de la
réduction de la température de culture sur la composition membranaire de Escherichia coli
NCTC8164 récolté en phase de croissance exponentielle ou stationnaire. Une augmentation
des teneurs en acides gras insaturés (C16:1 et C18:1) et une réduction de la concentration
des acides gras saturés (C16:0) a été obtenue en conséquence de la réduction de la
température de culture, indépendamment de la phase de croissance.

Comme le montrent les résultats obtenus par Fernandez Murga et al. (2000) et Wang
et al. (2005a), ces résultats ne peuvent pas étre généralisés car I'adaptation de la membrane
selon les conditions de culture est une réponse souche et espéce dépendante. Ceci est
parfaitement illustré par Russel et al. (1995) qui ont analysé les différences de comportement
de la membrane selon la température de culture, pour différentes souches de Listeria
monocytogenes et Lactobacillus plantarum. Une réduction de la température de 30 CTa 7 C
augmente la concentration en C15:0 et réduit celle en C17:0 dans la membrane de L.
monocytogenes. Une telle réduction de la longueur de la chaine carbonée des acides gras
induit une réduction du point de fusion des lipides, ce qui permet de maintenir la fluidité
membranaire a basse température. Une Iégére augmentation de la concentration en C18:1 a
été aussi observée. Par contre, pour la bactérie Lb. plantarum, la principale réponse a cette
réduction de température correspond a une augmentation de la concentration en acides gras

insaturés.

Effet du pH de culture

Le pH auquel la culture est conduite correspond & un autre facteur, lié aux conditions
de culture, ayant un effet important sur la composition en acides gras membranaires. En

réalisant des cultures a pH acide (pH 4,5 ou 5,0) au lieu de pH 6,0, Wang et al. (2005a) ont
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obtenu des cellules de Lactobacillus acidophilus RD758 avec une concentration plus élevée
en C16:0 et cycC19:0 et une teneur réduite en C18:0. Ces changements dans la composition
membranaire se traduisent par un rapport U/S plus élevé. Ces résultats confirment ceux
précédemment obtenus par Béal et al. (2001a), qui indiquent que les cellules de
Streptococcus thermophilus CFS2 ont un rapport U/S plus élevé quand la culture est

conduite a pH 5,5 au lieu de pH 6,5.

Effet de la pression

Selon Bartlett (2002), les lipides membranaires sont sensibles aux effets de la
pression. Une augmentation de la pression induit une réorganisation des chaines lipidiques,
provoquant ainsi une augmentation de la température de transition de phase des lipides. lls
démontrent ainsi que Photobacterium profundum, une bactérie isolée des fonds sous-
marins, augmente sa concentration en C18:1 et C20:5 et réduit celle en C16:1 en réponse a
une augmentation de la pression (de 0,1 & 28 MPa). Cependant, aucun résultat n'a été
trouvé sur la relation entre la composition en acides gras membranaires des bactéries
lactiques et leur résistance a la pression. Seuls, Casadei et al. (2002) montrent que les
cellules de E. coli ayant une concentration plus importante en C16:1 et C18:1 et une teneur
plus faible en C16:0 donc, une membrane plus fluide, sont plus résistantes aux traitements a

haute pression (400 MPa).

Effet d'un changement osmotigue

Lors de l'exposition de bactéries lactiques a un changement osmotique, des
conséquences sur la composition en acides gras membranaires ont été observées. Guillot et
al. (2000) ont cultivé Lactococcus lactis subsp. cremoris NCDO763 en présence de 0,3 M de
NaCl. De telles conditions générent une diminution de la teneur en C18:1 et une
augmentation de la concentration en cycC19:0 dans les membranes bactériennes. Comme
ces changements ont été proportionnels, ils n'ont pas conduit a une altération du rapport
U/S. L'effet de 'osmolalité du milieu a été étudié par Tymczyszyn et al. (2005). Ces auteurs
ont analysé les changements dans la composition de la membrane de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA333, cultivé sur milieu MRS, avec une osmolalité
variable, liée a l'ajout ou non de 2,5 % de polyéthylene glycol. Une augmentation des
concentrations des acides gras C16:0 et C18:1 a été observée pour les cellules cultivées
dans le milieu ayant une haute osmolalité, alors que les concentrations en C16:1 et

cycC19:0 ont diminué.
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Effet de la température en fin de fermentation

Tout comme la température de culture, les stress thermiques induisent des
changements dans la composition de la membrane des cellules. Les faibles températures
liees au refroidissement des cellules ou I'exposition des cellules a des températures élevées
a la fin de la fermentation sont des exemples de stress thermiques. Broadbent et Lin (1999)
démontrent I'altération de la composition en AGM de quatre souches de Lactococcus lactis
soumises, a la fin de la fermentation, a un choc thermique froid (10 € pendant 1, 2, 3 ou
4 h) ou chaud (42 < pendant 25 min). L'exposition des cellules & une température élevée a
surtout augmenté la concentration en cycC19:0 et réduit la teneur en C18:1, sans
changement significatif du rapport U/S en comparaison avec les cellules de référence. Par
contre, les cellules soumises au choc froid présentent un rapport U/S plus élevé, lié a une
augmentation de la concentration en C16:1 et cycC19:0. En étudiant différentes
températures (15 a 37 C) et durées (0 a 8 h) de re froidissement, Wang et al. (2005b) ont
observé un changement principalement dans la concentration en cycC19:0 et dans le rapport
U/S. La figure 1.13 montre le comportement de ces deux descripteurs selon les conditions de
refroidissement. Plus la température est faible, plus élevées sont les valeurs obtenues pour
ces deux parametres. L'effet de la durée est plus marqué sur la concentration en cycC19 :0,

oU un minimum est trouvé aux environs de 4 h.

Figure 1.13 : surface de réponse représentant I'effet de la température (T) et de la durée (D)
de refroidissement sur le rapport U/S et la concentration en cycC19:0 chez Lb. acidophilus
RD758 (Wang et al., 2005b)
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Relation entre la composition en AGM et les réponses technologigues des bactéries

lactiques
Plusieurs auteurs ont montré que les propriétés technologiques des bactéries

lactiques, et notamment la résistance a certaines conditions de stress, peuvent étre liées a
des changements de la composition en AGM des cellules. Par exemple, comme décrit
auparavant, Wang et al. (2005a) ont étudié I'effet de la température (30, 37 et 42 C) et du
pH (4,5, 5,0 et 6,0) de culture sur la composition en AGM de Lactobacillus acidophilus
RD758. lls ont combiné ces deux facteurs et ont observé qu’'une fermentation conduite a pH
acide modéré (pH 5,0) et a 30 € conduit a des cell ules cryotolérantes & -20 . Ces cellules
sont, en outre, caractérisées par une faible concentration en C18:0, mais des teneurs
élevées en C16:0 et cycC19:0, et un rapport U/S plus élevé que celui obtenu pour la
condition de référence (pH 6,0 a 37 ). Ces auteurs ont identifié I'existence d’'une forte
corrélation entre la composition de la membrane et la cryotolérance des cellules a -20 . lIs
expliguent que les cellules résistantes a la congélation présentent un rapport U/S élevé,
donc une membrane fluide, grace a des concentrations élevées en C16:0 et cycC19:0. De la
méme fagon, la résistance des cellules pendant le stockage sous forme congelée est lié a
une haute concentration en cycC19:0.

Comme cela a été indiqué précédemment, plusieurs conditions environnementales
peuvent affecter la composition de la membrane cellulaire. L'objectif du tableau 1.6 est de
résumer les résultats de la littérature sur les conséquences de ces différentes conditions
environnementales sur la composition en AGM des bactéries lactiques ainsi que sur leur
effet respectif sur les propriétés fonctionnelles des cellules.

Ce tableau traduit une grande diversité de résultats, liée en grande partie a
I'utilisation de bactéries différentes. Il souligne le caractere tres « souche dépendant » des
effets observés. Cela est confirmé par Gomez Zavaglia et al. (2000) qui présentent une
relation intéressante entre la concentration en acides gras insaturés et la résistance a la
congélation de différentes especes de Lactobacillus. Ces auteurs ont observé que, pour les
souches contenant une concentration en acides gras insaturés initialement élevée (entre 66
et 70 %), l'augmentation de la concentration en cycC19:0 réduit leur résistance a la
congélation. Par contre, les souches ayant un contenu en acides gras insaturés
naturellement plus faible (entre 42 et 49 %) présentent une meilleure résistance a la
congélation avec l'augmentation de cycC19:0. Etant donné que le changement de la
composition en AGM est un phénomeéne souche dépendant, I'effet d’'une telle composition
sur les propriétés fonctionnelles des cellules I'est aussi. Ceci explique qui il est difficile de

généraliser les résultats obtenus.
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Tableau 1.6 : effet des conditions environnementales sur la composition en AGM des bactéries lactiques et conséquences sur leurs

fonctionnalités

Microorganismes Conditions Changements dans la composition en AGM Conséquences sur les fonctionnalités des  Références
environnementales (par rapport a la condition de référence) cellules

Lb. bulgaricus Ajout d'oléate de Teneur plus élevée en C18:1 et cycC19:0 - Meilleure résistance a la congélation Smittle et al.
sodium dans le milieu dans l'azote liquide (1974)

de culture

- Forte corrélation entre la survie des
cellules et la concentration en cycC19:0

Lc. lactis Changement de la Choc thermique froid : - Meilleure cryotolérance a -60 T et Broadbent et
température en fin de - Ratio U/S plus élevé augmentation de la survie apres Lin (1999)
culture : Choc thermique chaud : lyophilisation pour les deux chocs
- 10 T pendant2 h - Augmentation de la concentration en en thermiques
- 42 T pendant 25 min cycC19:0 et réduction du teneur en C18:1 - Résultats souche dépendants

Lb. acidophilus Température de culture - Augmentation de la concentration en C16:0  Meilleure résistance a la congélation a - Fernandez
(25, 30, 37 et 40 C) et C18:2 20 C pour les cellules cultivées a 25 C Murga et al.

- Reduction des teneurs en C18:0,10-OH et (67 % au lieu de 16 %) (2000)
cycC19:0

S. thermophilus  Ajout d’acide oléique - Augmentation des teneurs en C18:1 et Acide oléique montre un effet positif surla Béal et al.
dans le milieu de C20:1 résistance des cellules au stockage sous  (2001a)
culture - Diminution du contenu en C14:0, C16:0 et forme congelée a -20 T

C18:0

S. thermophilus  Réduction du pH de Rapport U/S plus élevé La réduction du pH de la culture induit Béal et al.

culture (5,5 au lieu de des cellules plus cryotolérantes (2001a)

6,5)

Oenococcus
oeni

Culture en présence de
8 % d’éthanol

- Concentrations accrues en C16:0 et
cycC19:0
- Diminution des teneurs en C16:1 et C18:1

Meilleure survie des cellules soumises a
14 % d’éthanol pendant 30 min

Chu-Ky (2005)

continue...
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Tableau 1.6 : ...continue

Conditions
environnementales

Microorganismes

Changements dans la composition en AGM
(par rapport a la condition de référence)

Conséquences sur les fonctionnalités des
cellules

Références

Lb. acidophilus Epuisement du lactose

dans le milieu de

Augmentation des teneurs en acides gras
insaturés et branchés

La déprivation permet aux cellules d’'étre
plus cryotolérantes a -20 T

Wang (2005)

culture
Lb. acidophilus Refroidissement en fin Comportements de cycC19 :0 et U/S décrits Meilleure cryotolérance a -20 T apres Wang et al.
de fermentation dans la figure 1.13 refroidissement & 26 C pendant 8 h (2005b)
Lb. coryniformis  pH et température de Dans les deux conditions testées : Résistance a la lyophilisation : Schoug et al.
culture : - Augmentation de la teneur en C18:1 - Réduite pour la culture a pH 4,5 et (2007)
- pH55€et34 < - Réduction de la teneur en cycC19:0 30 T (38 % de survie au lieu de 67 %)
(référence) - Rapport U/S plus élevé - Egale a la culture de référence pour les
-pH45et30C cellules cultivées a une température
(acide et froid) élevee
-pH55¢et42<C
(chaud)
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L’ensemble de ces résultats permet de conclure que l'analyse des cellules
bactériennes, par détermination de leur composition en acides gras membranaires, permet
d’obtenir des informations intéressantes pour expliquer leur comportement dans différentes
conditions environnementales ou de stress. Les réponses observées traduisent un
phénomene d’adaptation des cellules au niveau de leur membrane. On observe que cette
adaptation n’est pas une réponse spécifique a un seul type de stress. Comme cela est décrit
au tableau 1.6, les altérations de la membrane cellulaire a la suite d’'un changement de
I'environnement (par exemple, température, pH et composition du milieu de culture), ont des
conséqguences sur la sensibilité des cellules face a d'autres types de stress ultérieurs. Ce
phénoméne est connu comme une adaptation croisée. Les résultats présentés dans ce
paragraphe montrent que les changements au niveau de la concentration des acides gras
sont observés essentiellement sur les acides gras C16:0, C16:1, C18:1 et cycC19:0. Ces
molécules permettent aux cellules d’avoir une fluidité membranaire plus adaptée a la

situation de stress, ce qui leur confere ainsi une meilleure résistance a leur environnement.

1.4.3.2 Effet des conditions environnementales sur le protéome des bactéries

lactiques et conséquences sur leurs fonctionnalités

Depuis une dizaine d'années, plusieurs travaux ont été publiés sur le protéome
cellulaire des bactéries lactiques. Certaines études sont focalisées sur la caractérisation du
protéome de référence des cellules, tandis que d'autres analysent l'effet des conditions
environnementales sur la synthése différentielle des protéines. L'analyse des changements
du protéome des cellules, soumises a un stress modéré préalable (stress adaptatif),
constitue une autre approche intéressante. Dans ce paragraphe, un bilan des principaux

résultats relatifs a ces trois approches est propose.

Caractérisation du protéome de référence des bactéries lactiques

La synthese des protéines est essentielle pour la vie et I'activité des cellules et la
connaissance de leur protéome est nécessaire pour bien comprendre leur métabolisme.
Plusieurs souches et espéces de bactéries lactiques ont été caractérisées au niveau de leur
protéome cytoplasmique.

Le protéome de Streptococcus thermophilus PB18 a été publié par Perrin et al.
(2000). 270 spots ont été détectés. La majorité d’entre eux a été localisée dans la région des
poids moléculaires (PM) compris entre 30 et 70 kDa et des points isoélectriques (pl) situés
entre 4,6 et 5,4.

Selon Champomier-Vergés et al. (2002), 56 % du protéome de Lactococcus lactis

IL1403 est constitué de protéines acides (pl entre 3,4 et 7,0), 33 % de protéines avec un pl
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supérieur a 9,0, et moins de 10 % des protéines sont localisées entre les pl 7,0 et 9,0. En
étudiant le protéome de cette souche, Guillot et al. (2003) ont identifie 238 protéines
appartenant au protéome acide (pl entre 4,0 et 7,0), caractérisées par des poids
moléculaires situés entre 7 et 133 kDa. En étudiant la région des pl compris entre 4,0 et 7,0,
et de fagon plus précise, la région des pl situés entre 4,5 et 5,5, Gitton et al. (2005) ont
identifié 330 protéines chez Lactococcus lactis NCDO763. Le nombre plus élevé de
protéines identifiées par rapport au travail précédent est lié & une meilleure résolution du gel
dans la région des pl entre 4,5 et 5,5, permettant une séparation et une extraction plus
précise des protéines.

Le protéome de Lactobacillus acidophilus RD758 est constitué par 185 protéines,
avec des poids moléculaire situés entre 11,5 et 79,9 kDa et des pl compris entre 4,5 et 6,8
(Wang, 2005). L'auteur observe une majorité des protéines dans la région des poids
moléculaires situés entre 35 et 75 kDa et de pl compris entre 4,7 et 6,0. En analysant le
protéome de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Gouesbet et al. (2002) ont observé
la présence de 1190 spots avec des poids moléculaire compris entre 150 et 14 kDa et des pl
entre 4,0 et 7,0.

Selon ces différents résultats, il apparait une certaine diversité des protéines
produites, selon le microorganisme analysé, a la fois en nombres et au niveau de leurs
caractéristiques. En outre, il est a noter que sur les gels, il est courant d'observer la méme
protéine dans différents spots, correspondant a des isoformes qui apparaissent a la suite de
la préparation des gels (Len et al., 2004).

Une fois le protéome de référence établi et les protéines identifiées, celles-ci sont
groupeées et classées selon leur fonction et le type de métabolisme dans lequel elles sont
impliquées (Budin-Verneuil et al., 2005 ; Gitton et al., 2005 ; Guillot et al., 2003). D’'une
maniere générale, les protéines reconnues appartiennent a la voie de la glycolyse, aux
métabolismes du pyruvate, des carbohydrates, des acides aminés, des protéines de stress,
des nucléotides, de 'ADN et de I'ARN, ainsi que de linterconversion dénergie, de la

biosynthese des vitamines, des acides gras, des précurseurs de peptidoglucanes, etc...

Effet des conditions environnementales sur le protéome des bactéries lactigues

Le protéome des bactéries peut étre fortement modifié selon leurs conditions de
culture. L'étude des modifications du protéome cellulaire en fonction des conditions
environnementales est donc importante pour comprendre les mécanismes de réponse a
I'environnement mis en place par les cellules. Cette approche rend possible lidentification
des principales voies métaboliques affectées par ces conditions ou par des stress. Selon
Champomier-Verges et al. (2002), les protéines dont la synthése est affectée en conditions

de stress peuvent étre groupées en trois familles :
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Protéines du métabolisme général : représentant I'ensemble de protéines

liees a la production d’énergie (glycolyse) et au maintien du métabolisme de
base des cellules (métabolisme azoté, lipidique) ;

Protéines de stress général : ce sont les protéines qui ne sont pas induites

spécifiguement par un stress donné, mais qui apparaissent a la suite de
différents types de stress ; elles sont liées au repliement, a la désagrégation
et a la dégradation de I'ADN et des protéines endommagées par le stress ;

Protéines de stress spécifique : elles regroupent les protéines induites

spécifiguement dans une condition de stress précise.

Les études actuellement publiées comparent, pour I'essentiel, I'effet sur le protéome
cellulaire de I'assimilation de différents substrats, de la phase de croissance des cellules et
de leur exposition a un choc thermique chaud, osmotique, acide et haute pression.

Guillot et al. (2003) ont analysé le protéome de Lactococcus lactis NCDO763, cultivé
sur un milieu a base de lactose, par rapport au protéome de cellules cultivées sur glucose.
La synthése de 19 protéines, parmi lesquelles six enzymes liées a Il'assimilation du
galactose, a été augmentée d’'un facteur minimum de 3. Par contre, neuf protéines ont été
sous-synthétisées, cinq de ces protéines étant impliquées dans le métabolisme de synthese
de la pyrimidine. Palmfeldt et al. (2004) ont étudié le protéome de Lactococcus lactis L1403
cultivé en présence de glucose ou de maltose. Quand les cellules sont cultivées sur glucose,
plusieurs enzymes liées au métabolisme du maltose voient leur synthese diminuer par
répression catabolique. Par contre, en présence de maltose, les enzymes du métabolisme
des sucres sont sur-synthétisées. De plus, ces auteurs observent une réduction de la
synthese de deux protéines dans les cellules cultivées en absence d’acides aminés : la
protéine de transport maltose ABC transporteur et la pyruvate kinase. Ces résultats
traduisent bien une adaptation du métabolisme des cellules selon les conditions
environnementales auxquelles elles sont soumises.

Rechinger et al. (2000) ont étudié I'effet de la phase de croissance, exponentielle ou
stationnaire, sur le protéome de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772
cultivé dans du milieu MRS. Le volume total de spots ne varie pas entre les deux phases de
croissance. Par contre, les résultats montrent que, pour les cellules récoltées en phase
stationnaire, seulement 95 protéines sont visualisées, soit beaucoup moins que pour les
cellules issues de la phase exponentielle (203 protéines visibles). Ces auteurs ont également
analysé les protéines produites tout au début d’'une culture dans du lait (30 min aprés
ensemencement). lIs détectent 47 protéines, caractérisées par un faible poids moléculaire
(inférieur & 15 kDa) et un faible pl (inférieur & 5,3). La comparaison des trois phases de

croissance démontre une augmentation de l'intensité des protéines GroEL et GroES, entre le
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début de la fermentation et la phase stationnaire, traduisant ainsi une adaptation des cellules
selon les phase.

Kilstrup et al. (1997) ont étudié I'effet d'un choc thermique chaud (43 C) et d'un choc
osmotique (2,5 % de NaCl) sur le protéome du Lactococcus lactis MG1363 cultivé a 30 C
dans un milieu chimiqguement défini. lls visualisent plus de 400 protéines, parmi lesquelles 17
voient leur synthese augmenter apres le choc thermique. Celles dont la synthése est la plus
accrue ont été identifiees comme GroES, GroEL et Dnak, protéines appartenant au groupe
des « heat shock proteins » (HSP). La seule protéine sur-synthétisée aprés le choc
osmotique est également une HSP. Ces protéines ont comme fonction d’aider au repliement
et/ou a la dégradation des protéines dénaturées a la suite du choc thermique.

Wang (2005) a analysé l'effet de la température de culture sur le protéome de Lb.
acidophilus RD758. En comparant les protéines des cellules cultivées a 42 C et a 37 C, il
montre que, pour cette souche, la température de culture ne présente pas un fort effet sur le
protéome. En effet, seulement trois protéines ont été sur-synthétisées (dont deux identifiees
comme la triose-phosphate isomérase et le facteur d’élongation Tu) et une protéine sous-
synthétisée (glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase) pour la température la plus
élevée.

Lim et al. (2000) ont comparé le protéome de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus VI1010 cultivé & pH 6 et 4,75 et ont observé que la synthése de trois HSP
(GroES, GroEL et DnaK) est augmentée a pH 4,75. Len et al. (2004) ont analysé I'effet du
pH de la culture (pH 7 ou 5) sur le protéome de la bactérie Streptococcus mutans LT11.
Parmi les 199 spots présentant un changement d’intensité, I'identification de 167 protéines a
été possible et 61 protéines ont été associées a la réponse adaptative des cellules. D’'une
maniére générale, les cellules cultivées a pH acide voient une augmentation de la synthése
des protéines de leur métabolisme énergétique, de la transcription de I'ADN et de la
traduction de I'ARN, de la synthése des protéines ribosomales et des protéines de stress
(DnaK et GroEL). Frees et al. (2003) ont étudié I'effet d’une réduction du pH a la fin d’'une
culture conduite & pH optimal sur la synthése de protéines de Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363. La synthése de 23 protéines a été accrue aprés une diminution du pH de
6,8 a 5,5 ou 4,5. Il s’agit de protéines de stress (GroES, GroEL et DnaK), de protéines du
complexe Clp (CIpE-ATPase), ainsi que de protéines antérieurement identifiées par Kilstrup
et al. (1997) comme caractéristiques de Il'adaptation aux chocs thermique chaud ou
osmotique (Hspl4, Hspl7, Hsp26 et Ssp21). Plus récemment, Wang (2005) a analysé I'effet
du pH de la culture sur le protéome de Lb. acidophilus RD758. La synthése de trois
protéines est augmentée quand les cellules sont cultivées a pH 5,0 au lieu de 6,0, tandis que
trois protéines sont sous-synthétisées et sept protéines sont absentes en condition acide. En

analysant le protéome de cellules cultivées a un pH encore plus acide (pH 4,5), Wang (2005)
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observe que huit protéines sont sur-synthétisées, six sont sous-synthétisées et neuf
protéines sont completement absentes dans le protéome des cellules cultivées a pH 4,5.
Ces résultats montrent I'importance de I'effet du pH de la culture sur le protéome cellulaire.

Récemment, intéressé par les réponses spécifiques des microorganismes aux
traitements a haute pression, Hormann et al. (2006) ont comparé le protéome de
Lactobacillus sanfranciscensis DSM20451" soumis & une pression de 80 MPa (30 T, 1 h)
avec celui des cellules soumises a d’autres types de stress (12,5 T ou 43 € ou 1,9 % NaCl
ou pH 3,7). 16 protéines ont eu leur synthése affectée a la suite du traitement a haute
pression : neuf protéines sont sur-synthétisées tandis que la synthese de sept protéines est
réduite de 50 %. Ce comportement est similaire a celui des cellules soumises aux stress
thermique froid, chaud et osmotique. De plus, la synthése de la protéine Clp protease a été
modifiée seulement pour les cellules soumises au stress haute pression sans étre affectée
par les autres stress analysés. Ce résultat indique que cette protéine peut étre considérée
comme une réponse spécifique au stress a haute pression.

Le changement du prottome des cellules, face a différentes conditions
environnementales, se produit selon des cinétiques différentes. Par exemple, Kilstrup et al.
(1997) ont montré que, suite a un choc thermique chaud, la synthése des HSP est fortement
induite (entre 35 et 45 fois par rapport aux cellules de référence) dans les dix premieres
minutes de stress, puis leur synthése se réduit. De facon différente, les protéines sur-
synthétisées aprés 15 a 25 min ont un taux d’induction inférieur (entre 2 et 18 fois) mais leur
synthese est maintenue constante pendant 40 min de stress. Lim et al. (2000) ont également
étudié la cinétigue de synthése des HSP. La synthése de ces protéines, suite & un choc
acide, est élevée pendant les 15 premiéres minutes (facteur d’induction compris entre 2,5 et
7), et se poursuit pendant les 15 a 30 min suivantes (facteur d’'induction compris entre 5,5 et
22). Ces résultats indiguent que les protéines dites de stress thermique chaud sont aussi
responsables de l'adaptation des cellules a d’'autres conditions de stress, mais selon une

cinétique de synthese différente.

Relation entre le protéome des bactéries lactigues et leur résistance a différents stress

L'importance de la synthese de protéines pour modifier la résistance des cellules a
une situation de stress a été démontrée par Broadbent et Lin (1999) et De Angelis et al.
(2001 ; 2004). Ces auteurs ont étudié l'effet de I'addition de certaines substances
responsables d'une inhibition de la synthése des protéines (érythromycine, chloramphénicol)
sur la survie de bactéries lactiques soumises, respectivement, & une adaptation thermique
froide ou chaude et a une adaptation acide. Les résultats montrent que l'effet positif des

adaptations sur la résistance des cellules disparait aprés traitement par les antibiotiques.
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Ces résultats confirment que la synthése des protéines est bien un des mécanismes
développés par les cellules pour mieux s’adapter a des conditions de stress.

Des changements dans la synthése protéique, comme réponse a une situation de
stress, peuvent conduire & une meilleure adaptation des cellules a ces conditions, et donc a
un meilleur maintien de leurs propriétés technologiques face aux conditions adverses.
Comprendre ces changements peut donner des informations intéressantes pour prévoir les
conditions opératoires a mettre en ceuvre, afin dobtenir des cellules avec des
caractéristiques technologiques données.

Le tableau 1.7 résume les résultats des principaux travaux publiés sur « I'adaptation
homologue ». Dans ce cas, le protéome est utilisé pour expliquer I'effet de I'application d'un
stress modéré ou d’'une adaptation permettant d’augmenter la résistance des cellules au
méme type de stress. D’autres études ont porté sur des adaptations croisées ou
hétérologues. Dans ce cas, l'adaptation a un type de stress est utilisée pour augmenter la
résistance des cellules a un autre stress. Les principaux résultats sont présentés au
tableau 1.8. Ces deux tableaux ne sont pas exhaustifs mais ils regroupent les travaux les

plus pertinents réalisés dans leur domaine respectif.

Toutes ces études, portant sur I'analyse du protéome des cellules en relation avec
leur comportement, permettent de conclure que cette technique donne des informations
intéressantes sur le métabolisme des cellules, mais aussi sur les mécanismes qu’elles
utilisent pour s’adapter face a des conditions adverses. Dans certaines situations, il est
possible d’identifier des réponses spécifiques a un stress donné, mais les réponses les plus
souvent décrites ne sont pas « stress spécifique ». C'est notamment le cas des protéines
initialement identifiées comme étant spécifiques au stress thermique chaud (HSP) qui sont

largement responsables des réponses de cellules a d’'autres types de stress.
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Tableau 1.7 : différentes conditions d’adaptation homologue utilisées pour améliorer la résistance des bactéries lactiques a un stress et

conséquences sur le protéome cellulaire.

: . Conditions Résultats de I'adaptation "

Microorganismes - — - Références

d’adaptation de stress sur la résistance au stress sur le protéome

Lc. lactis pH 5,5, 30 min Choc acide Meilleure survie au choc acide 33 protéines sur-synthétisées (DnaK, GroEL,  Hartke et al.

(pH 3,9, 48 h) etc.) mais réponse indépendante de la (1996)
synthése de protéines

Lb. bulgaricus pH 4,75, 30 min Choc acide Survie au choc acide 250 fois plus 30 protéines sur-synthétisées dont GroES, Lim et al.

(pH 3,6, 30 min) importante pour les cellules GroEL et DnakK (2001)
adaptées Synthése nécessaire pour la résistance acide
des cellules
Lb. bulgaricus 50 €, 30 min Choc thermique Meilleure survie au choc thermique Synthése plus importante des protéines Gouesbet et
chaud (1 a 3 log supérieure, selon la GroEL et DnaK al. (2001)
(65 T, 10 min) souche) Gouesbet et
al. (2002)

Lb. acidophilus pH 5,0, 60 min Choc acide Meilleure tolérance au choc acide en  Induction de la synthése de protéines HSP Lorca et al.
(milieu synthétique  (pH 3,0) milieu complexe (DnakK, Dnad, GrpE, GroES, GroEL) (2002)
ou complexe)

Lb. plantarum 42<C,1h Pasteurisation Augmentation de la thermotolérance  Induction différente selon la phase de De Angelis
phase (72 C, 90 s) apres adaptation croissance (31 protéines en phase et al. (2004)
exponentielle ou Pas de différence entre phases exponentielle et 18 en phase stationnaire)
stationnaire exponentielle et stationnaire 9 protéines identifiées

Lb. bulgaricus pH 4,75, 30 min Choc acide Résistance variable selon la souche 50 protéines sur-synthétisés Guillouard

(pH 3,6, 30 min) Augmentation de la résistance de 5a 21 identifiées (HSP, ATPaseF,F;, protéines et al. (2004)
200 fois du métabolisme général)

Lb. acidophilus Refroidissement Congélation et Meilleure cryotolérance apres 4 protéines sur-synthétisées Wang et al.
(15Ca338<C stockage a - adaptation a 26 € pendant 8 h 1 protéine sous-synthétisée (2005b)
pendant 0 — 8 h) 20C
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Tableau 1.8 : différentes conditions d’adaptation hétérologue utilisées pour améliorer la résistance des bactéries lactiques a un stress et
conséquences sur le protéome cellulaire.

. . Conditions Résultats de I'adaptation fex
Microorganismes - — - Références
d’adaptation de stress sur la résistance au stress sur le protéome
Lc. lactis 42 C, 25 min Congélation a -60 C, Meilleure survie aprés 25 min a 8 Csp (cold shock protein) et 12 protéines Broadbent
10<C,1-4h 24 h 42 Cou2-3hal0C HSP (DnaK, GroEL, etc.) sur- et Lin
Lyophilisation synthétisés (1999)
Lb. acidophilus Cultures a 25 C pH 3,0, 60 min Réduction de la température de 3 protéines sur-synthétisées a 25 C Lorca et
ou37 < Congélation (-20 C, culture induit une résistance 1 protéine sur-synthétisée en phase Font de
Phase 24 h) accrue a tous les stress stationnaire Valdez
exponentielle 20 % éthanol, 30 min 1 protéine sur-synthétisée aprées (1999)
et stationnaire  NaCl 3M, 24 h épuisement du glucose
H,0, 10mM, 60 min Cinétique de synthése des protéines varie
60 C, 60 min selon la phase de croissance
Epuisement du glucose
St. mutans pH5,5,2h pH 3,5, 2h Meilleure survie au choc acide Identification de protéines spécifiques a Svensater
42 <C,2h apres adaptation a pH 5,5, NaCl chaque type d’adaptation etal.
NaCl 0,2 M, 2 h et stress nutritionnel oxydation = 15 protéines (2000)
H,0,2 mM, 2 h acide = 25 protéines
stress stress nutritionnel = 11 protéines
nutritionnel, 2 h osmotique = 10 protéines
thermique = 6 protéines
Lb. pH5,0,1h pH 3,4,0-10 h Effet positif sur la résistance au Induction de la synthése de GrpE De Angelis
sanfranciscensis Croissance a 10 C choc acide, sur la croissance a etal.
Croissance avec 10 T et en présence de NaCl (2001)
5 % NaCl
continue...
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Tableau 1.8 : ...continue

. . Conditions Résultats de I'adaptation fin
Microorganismes - — - Références
d’adaptation de stress sur la résistance au stress sur le protéome
Lb. acidophilus pH régulé (6,0) pH 3,0, 60 min Meilleure résistance aux chocs 7 protéines sur-synthétisées, liées a Lorca et
pH libre (jusqu'a  Congélation (-20 C, acide, congélation, éthanol, I'entrée des cellules en phase Font de
pH 4,5) 24 h) oxydatif et lyophilisation apres stationnaire (indépendamment du Valdez
20 % éthanol, 30 min culture a pH libre contr6le de pH) (2001)
NaCl 3M, 24 h 9 protéines sur-synthétisées, liées a
H,0, 10mM, 60 min I'acidification dU a la conduite de la
60 C, 60 min culture a pH libre
Lyophilisation
Lb. rhamnosus 50 €, 30 min Séchage convectif suivi Meilleure résistance des cellules Synthése différente selon la phase de Prasad et
(phase par stockage a 30 T adaptées a 50 T en phase croissance et le type de stress appliqué al. (2003)
exponentielle et stationnaire et au choc Identification de protéines liées au stress
stationnaire) osmotique thermique et a la glycolyse
NaCl 0,6 M
Lb. acidophilus Culture a pH 5,0  Congélation et stockage Meilleur maintien de I'activité 10 protéines nouvellement synthétisées Wang
et 30 C (au lieu a-20C acidifiante des cellules pendant apres adaptation (2005)
de pH 6,0 et la congélation et le stockage 2 protéines sur-synthétisées
37 C) sous forme congelée a pH 5,0 1 protéine sous-synthétisée
Lb. acidophilus Epuisement du Congélation et stockage Meilleur maintien de I'activité 11 protéines nouvellement synthétisées Wang
lactose dans le a-20C acidifiante des cellules pendant apres adaptation (2005)
milieu de culture la congélation et le stockage 9 protéines complétement absentes apres
sous forme congelée aprés adaptation
déprivation 1 protéine sur-synthétisée
10 protéines sous-synthétisées
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1.5 Conclusion générale

Un des principaux enjeux de l'industrie productrice de ferments lactiques consiste a
obtenir des concentrés bactériens de qualité. Cela signifie des ferments avec une
concentration cellulaire élevée, hautement viables et actifs a l'issue de leur procédé de
production et de stabilisation, et capables de maintenir leurs caractéristiques technologiques
jusqgu’au moment de leur utilisation.

Comme cela a été décrit au paragraphe 1.3.2, plusieurs facteurs liés a la production
de ces concentrés bactériens sont responsables de la dégradation de leur viabilité et de leur
activité technologique. De nombreux travaux ont été réalisés afin de minimiser ces
dégradations et de comprendre les mécanismes qui en sont responsables (paragraphe 1.4),
en étudiant notamment les acides gras membranaires et le protéome cytoplasmique. De
plus, la mise en place de procédures visant a adapter les cellules, soit de fagcon homologue,
soit de facon hétérologue, constitue une approche particulierement intéressante. Cependant,
si plusieurs stratégies ont déja été proposées pour limiter ces phénoménes de dégradation
(conditions de fermentation, de cryoprotection, de congélation,...), les conditions de récolte
et de concentration sont encore peu renseignées.

Dans ce contexte, ce travail portera plus particulierement sur I'étude de [l'effet
d’adaptations, réalisées lors de la récolte et de la concentration des cellules, sur I'activité
acidifiante, la survie et la cryotolérance d’'une souche de bactérie lactique, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CFL1. La mise en place d'une acidification en fin de
fermentation, ainsi que I'étude des conditions de centrifugation et de microfiltration lors de la
concentration permettront de définir des conditions favorables a [I'expression des
fonctionnalités cellulaires. Enfin, I'analyse des réponses physiologiques, par le dosage des
acides gras membranaires et la caractérisation du protéome cytoplasmique contribueront a

expliquer les phénomeénes observés.
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Chapitre Il - Matériel et Méthodes

1.1 Production de ferments lactiques concentrés

[1.1.1 Microorganisme utilisé

La souche de bactérie lactique utilisée au cours de cette étude est Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CFL1 (Lb. bulgaricus, INRA, Thiverval-Grignon, France). Les
échantillons pour inoculation sont stockés sous forme congelée a -80 T dans du MRS
additionné de 12,5 % de glycérol.

Avant inoculation, les cellules sont précultivées deux fois. Pour la premiere
préculture, 5 mL de MRS liquide (Biokar Diagnostic, Beauvais, France) sont inoculés avec
10 uL de I'échantillon congelé, puis incubés a 42 °C pendant 24 h. A la suite, 100 uL de cette
préculture sont transférés dans 5 mL de MRS liquide, lesquels sont incubés a 42 C pendant

8 h avant I'ensemencement du fermenteur.

11.1.2 Milieu de culture

La base du milieu de culture utilisé pour les fermentations est composée de 60 g.L™
de poudre de lactosérum doux (Eurosérum, Port-sur-Sadne, France). Aprés reconstitution, le
pH du lactosérum est ajusté a 5 avec H,SO, 50 % et traité thermiquement (110 C, 20 min)
afin de précipiter les protéines sériques. Le précipité est séparé par centrifugation (17 000 g,
20 min) et le surnageant est filtré sur papier filtre de 0,45 um de rétention. Apres filtration, le
milieu est complémenté avec 20 g.L™ de lactose (Prolabo, Briare-le-Canal, France) et 5 g.L™
d’'extrait de levure (Organotechnie, La Courneuve, France). Le milieu complémenté est

stérilisé dans le fermenteur a 110 T pendant 20 mi n.
[1.1.3 Fermentation

11.1.3.1 Equipements et conditions de culture

Les fermentations sont réalisées en cultures pures discontinues, dans un bioréacteur
de 2,2 L (LSL-Biolafitte, St Germain-en-Laye, France) dont 1,8 L utile (figure 1l.1). Le
fermenteur est équipé avec un axe d’agitation tournant a 100 tours/min, d’'une sonde de pH
stérilisable (Ingold, Paris, France) et d’'une sonde de conductivité électrique reliée a un

transmetteur Mycom CLM 151 (Endress Hauser, Huninge, France).
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Figure II.1 : bioréacteur de 2,2 L utilisé lors des cultures de Lb. bulgaricus CFL1
: moteur d’agitation

: sonde de pH

: sonde de conductivité électrique

: balance permettant de mesurer la masse de soude ajoutée

: pompe péristaltique servant a ajouter la soude

. pompe péristaltique servant au soutirage de milieu lors des prélévements
: variateur de vitesse d’agitation

: transmetteur de conductivité électrique

: régulateur du pH

10 : systéeme de prélevement stérile

11 : bain-marie thermostaté

OCoO~NOUITAWNPFP

Au cours de la fermentation, la température est régulée a 42 + 0,5 C par circulation
d’eau chaude dans la double enveloppe du bioréacteur. Le pH est régulé a 6 par ajout d’'une
solution de soude (NaOH 6 %) (Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France) a I'aide d’'une pompe

péristaltique commandée par un régulateur Demca (3B101, Promatex, Quinssaines, Fance).

[1.1.3.2 Suivi et contrble des fermentations

Le suivi des fermentations est effectué par la pesée en continu de la masse de soude
utilisée et par la mesure de I'évolution de la conductivité électrique du milieu.

La soude nécessaire pour la régulation du pH (mNaOH, en g) est placée sur une
balance électrique. Grace au logiciel WCinac-Indus (GMPA, INRA, Grignon) les données
sont enregistrées et visualisées sur ordinateur en temps réel (figure 11.2). Avec les données
de diminution de la masse de soude due & sa consommation pour la régulation du pH, le

logiciel calcule trois descripteurs caractérisant le profil des fermentations :
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VmNaOH : vitesse maximale de consommation de soude (en g.min™) ;
tmNaOH : temps pour atteindre VmNaOH (en min) ;
dNaOH : consommation de soude correspondant a VmNaOH (en g).
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Figure II. 2 : évolution de la consommation de soude, de la conductivité électrique et des
vitesses correspondantes en fonction du temps de fermentation, de Lb. bulgaricus CFL1 a
42 C et pH 6.

mNaOH : masse de soude consommé (en )

Cond : conductivité électrique du milieu (en mS. cm™)

dm/dt : vitesse de consommation de soude (en g.min'l)

VmNaOH : vitesse maximale de consommation de soude (en g.min'l)

dCond/dt : vitesse de variation de la conductivité électrique (en mS.cm'l.min'l)

VmCond : vitesse maximale de variation de la conductivité électrique (en mS.cm'l.min'l)

La conductivité électrique du milieu de culture (Cond, en mS.cm™) évolue en fonction
de la concentration en lactate de sodium, elle-méme fonction de la soude ajoutée pour
neutraliser 'acide lactique produit. Ainsi, la mesure de conductivité électrique renseigne
directement sur la concentration en lactate, indépendamment du volume du réacteur. Avec
les données de I'évolution de la conductivité du milieu, le logiciel fournit trois descripteurs qui

caractérisent le profil des fermentations :
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VmCond : vitesse maximale de variation de la conductivité électrique
(en mS.cm™.min™) ;
tmCond : temps pour atteindre VmCond (en min) ;

dCond : variation de conductivité & VmCond (en mS.cm™).

[1.1.3.3 Arrét des fermentations

Afin d’obtenir des cellules dans un état physiologique similaire, les fermentations sont
arrétées 180 min apres la fin de la phase exponentielle de croissance, soit en phase
stationnaire. L'entrée en phase stationnaire est déterminée par l'instant ou les vitesses de
consommation de soude (VmNaOH) et de variation de conductivité électrique (VmCond)

sont maximales, en valeur absolue.

[1.1.3.4 Refroidissement et récolte

En fin de culture, la suspension cellulaire est refroidie a 15 C par immersion du
fermenteur dans l'eau glacée pendant environ 15 min, puis récoltée stérilement. La
régulation du pH est maintenue pendant le refroidissement. Au cours de certains plans
d’expériences, les cellules sont soumises a une acidification avant I'étape de refroidissement
(voir paragraphe 11.6.2).

[1.1.4 Concentration des suspensions bactériennes

[1.1.4.1 Concentration par centrifugation

Le milieu récolté est centrifugé dans une centrifugeuse Beckman (J2-21M/E,
Villepinte, France) pendant 30 min & 17 000 g et 4 C. Le culot et le surnageant sont séparés
puis remélangés dans des proportions permettant d’obtenir le facteur de concentration
désiré. Pour les trois plans d’expériences, des facteurs de concentration massique différents
ont été retenus (tableau Il.1). Les conditions de centrifugation ont, en outre, varié lors du

plan d’expériences n22 (voir paragraphe 11.6.3).

Tableau II.1 : facteurs de concentration massique retenus selon les plans d’expériences

Plan d’expériences Facteur de concentration
n°1 15
n°2 5
n°3 2,5
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[1.1.4.2 Concentration par microfiltration

Dans le cadre du plan dexpériences n°3, les cellules sont concentrées par
microfiltration tangentielle. Une description détaillée du module de microfiltration, y compris
les protocoles de nettoyage et désinfection, est présentée au paragraphe I1.3.

La microfiltration des suspensions bactériennes est effectuée en mode batch avec re-
circulation du rétentat, jusqu’a obtention d’'un facteur de concentration massique de 2,5. Les
parameétres opératoires (vitesse tangentielle et pression transmembranaire) sont précisés au
paragraphe 11.6.4. Pour minimiser le réchauffement de la suspension bactérienne du a son
passage a travers la pompe et aux frottements dans le systeme, la température est
maintenue entre 15 T et 20 T par circulation d’ea u glacée dans la double enveloppe de la

cuve d’alimentation et de I'échangeur de chaleur du systéme.

11.1.5 Stabilisation

La suspension cellulaire concentrée et homogénéisée est répartie dans des
cryotubes (500 pL par tube). Afin d’accélérer les phénoménes de dégradation de viabilité et
d’activité acidifiante, aucun cryoprotecteur n’est ajouté a ce niveau.

Les échantillons sont congelés directement a -20 C, a une vitesse de congélation de
I'ordre de 1 T.min™" (Fonseca, 2001). lls sont conservés a une température de stockage de
-20 C, pendant 1 & 180 jours. Conserver les ferments a -20 € permet d’accélérer les
phénomenes de détérioration, qui seraient plus lents a des températures inférieures
(Fonseca et al., 2001).

Une partie de la suspension cellulaire est, par ailleurs, conservée a -80 T pour les
analyses protéomiques et les dosages des acides gras membranaires.

Avant leur utilisation, les échantillons sont décongelés a 30 C pendant 5 min dans un

bain-marie thermostaté.

[1.L1.6 Techniques analytiques

[1.1.6.1 Détermination de la concentration bactérie  nne

La concentration bactérienne est déterminée par mesure de cultivabilité sur milieu
MRS gélosé (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) (70,3 g.L™) aprés ensemencement en
masse. Les boites sont incubées sous atmosphere anaérobie (GENbox anaer, BioMérieux,
Marcy I'Etoile, France) a 42 C pendant 72 h. Les r ésultats sont exprimés en unités formant
colonies par unité de volume (UFC.mL™) et correspondent & la moyenne géométrique d’'au

moins trois comptages.
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Les mesures sont réalisées en début et fin de fermentation, ainsi que lors de chaque

analyse d’'activité acidifiante.

11.1.6.2 Analyse des constituants du milieu

Les concentrations en lactose, galactose, glucose et acide lactique sont déterminées
sur des échantillons prélevés au début et a la fin de la fermentation, par chromatographie
liquide de haute performance (HPLC).

Les échantillons sont dilués deux fois dans de I'acide trichloro-acétique (TCA 24 %,
Prolabo, Paris, France) afin de précipiter les protéines. lls sont centrifugés a 14 000 g
pendant 30 min. Les surnageants sont ensuite filtrés sur une membrane de 0,22 um de
diameétre de pore (Sartorius, Goettingen, Allemagne) et conservés a 4 C.

Juste avant I'analyse, les filtrats sont dilués 5 fois dans de I'eau Milli-Q . De l'acide
propionique 1 % est utilisé comme étalon interne. Un volume de 20 pL d’échantillon est
injecté (injecteur automatique Waters 717 plus, Millipore, Molsheim, France) sur une colonne
échangeuse de cations (colonne Aminex lon Exclusion HPX-87 H 300" 7,8 mm, Biorad,
Richmond, USA). La phase mobile (H,SO, 0,005 M) circule & un débit de 0,6 mL.min™
(pompe LC-6A, Shimadzu, Courtaboeuf) et la colonne est maintenue a 35 C. Les composés
sont détectés par réfractométrie (réfractométre différentiel Waters 410, Millipore) et les
résultats enregistrés et traités par le logiciel Millenium (Waters Associates). Les composés
sont identifiés par leur temps de rétention et les concentrations sont directement calculées a
partir de I'étalon interne et d’une solution de référence contenant du lactose, du galactose,

du glucose et de I'acide lactique & 5 g.L™. Les résultats sont exprimés en g.L™.

[1.2 Mesure de 'activité acidifiante

L’activité acidifiante des ferments est mesurée, a différents stades de leur production,
a l'aide du systeme CINAC, développé au LGMPA (Corrieu et al., 1988). Les mesures
permettent de quantifier la perte d'activité acidifiante lors de la congélation et au cours du

stockage (Fonseca et al., 2000).

[1.2.1 Systeme expérimental

Le systeme CINAC utilisé dans ce travail est constitué de quatre parties
fonctionnelles (figure 11.3) :
un bain thermostaté régulé a + 0,05 C;
30 sondes de pH (Ingold, Paris, France) et 2 sondes de température

(Prosensor, Armenvillers, France) ;
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une interface électronique constituée de quatre cartes. Une carte analogique,
composée de 32 transmetteurs (développée au LGMPA et fabriquée par
Ysebeart, Frépillon, France), assure la mise en forme du signal de chaque
sonde (entre O et 10 V). Trois autres cartes numériques, de type OPTO 22
(Tekelec  Airtronic,  Sevres, France), permettent la  conversion
numérique/analogique, la gestion des actionneurs pour la régulation, la
communication entre I'ordinateur et les autres cartes ;

un ordinateur relié a l'interface et fonctionnant avec le logiciel WCinac.

J /
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Figure 1.3 : schéma simplifié du dispositif CINAC (d’aprés Wang, 2005)
1: électrode de pH

2 : fiole contenant du lait ensemencé

3 : bain-marie thermostaté

4 : sonde de température

5 : résistance chauffante

6 : électrovanne d’admission d’eau froide

7 : transmetteur de pH

8 : transmetteur de température

9 : interface électronique

10 : micro-ordinateur

Le logiciel WCinac effectue simultanément, sur toutes les voies, I'étalonnage des
sondes de pH en deux points, I'acquisition et le stockage des données de pH selon une
période prédéfinie, la régulation de la température du bain thermostaté, le calcul en temps
réel de la vitesse d’acidification et des descripteurs, ainsi que les représentations
graphiques. Il réalise aussi la conversion des données sous des formats compatibles avec

d’autres logiciels.
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11.2.2 Protocole de mesure

Du lait écrémé, reconstitué (100 g.L™) & partir de lait en poudre (EPI Ingrédient,
Ancenis, France) est utilisé comme milieu de culture pour la mesure de I'activité acidifiante.
Le lait est réparti en fioles de 150 mL puis stérilisé pendant 20 min a 110 <. Il est stocké a
4 T avant son utilisation, au plus tard 72 h apres la stérilisation.

Chaque fiole contenant 150 mL de lait est placée 30 min avant utilisation dans le bain
thermostaté pour une mise a la température d’incubation. L’activité acidifiante est mesurée
dans du lait inoculé avec un volume fixé de bactéries (100 pL) et la culture se déroule a
42 C. Pour la mesure d’'activité acidifiante des éc hantillons avant I'étape de concentration
(plans d’expériences n°2 et 3), le facteur de conc entration massique est pris en compte pour
déterminer le volume d’échantillon & inoculer dans chaque fiole.

L’acquisition des données de pH est réalisée toutes les 3 min, pendant environ 24 h,
jusgu’a un pH inférieur a 4. Tous les essais sont triplés. Le descripteur d’'activité acidifiante

retenu est le temps nécessaire pour atteindre pH 5,8 (tpH5,8, en min).

[1.2.3 Mesure de I'activité acidifiante spécifique

[1.2.3.1 Définition

Comme décrit auparavant par Béal et Corrieu (1994), les descripteurs tpHi sont
fortement dépendants de la concentration cellulaire. Dans ce contexte, pour éliminer
I'influence du facteur concentration cellulaire lors de la discussion des résultats, nous avons
défini un descripteur caractérisant I'activité acidifiante spécifique des cellules. Il est calculé
comme le rapport entre tpH5,8 et le logarithme de la concentration cellulaire de I'échantillon
(en min.(log(UFC.mL™))™).

tpH5,8

R éq. 1.1
log(UFC.mL™™) (€a. 111)

spe

Dans cette étude, ce descripteur est déterminé avant concentration, apres
concentration mais avant congélation, aprés congélation et au cours du stockage sous forme
congelée. Les résultats obtenus permettent de calculer les pertes d’activité acidifiante

spécifique pendant les étapes de concentration, congélation et stockage.

[1.2.3.2 Perte d’activité acidifiante spécifique au  cours de I'étape de concentration

Pour les plans d'expériences n°2 et 3, la perte d activité acidifiante spécifique

pendant I'étape de concentration (dtCspe, €n min.(log(UFC.mL™))™?) est un paramétre
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important pour comparer les différentes conditions de concentration étudiées. Pour quantifier
cette perte, I'activité acidifiante spécifique est mesurée :
avant concentration et en considérant le facteur de concentration massique
pour déterminer le volume d'échantillon & inoculer. Le paramétre obtenu est
appelée tacge (en min.(log(UFC.mL™))™) ;
apres concentration par centrifugation ou microfiltration, et avant congélation.
La variable obtenue a cette étape est appelée tcs,e (en min.(log(UFC.mL™))™).

Avec ces deux mesures, dtcspe €st obtenu par simple différence :

dtCSpe = tCSpe = taCSpe (éq. II.2)

Quand tcgpe N'est pas significativement différent de tacsye, alors dtcse = 0 et il n’'y a
pas de perte d'activit¢ pendant la concentration. A I'opposé, plus la valeur de dtcgp est

élevée, plus la perte d’activité acidifiante spécifique pendant la concentration est grande.

11.2.3.3 Perte de l'activité acidifiante spécifique  au cours de la congélation

La perte d’activité acidifiante spécifique pendant I'étape de congélation (dtfsse, en
min.(log(UFC.mL™))™) est un des paramétres permettant de caractériser la cryotolérance des
cellules. Elle est calculée a partir de l'activité acidifiante spécifique de la suspension
bactérienne aprés congélation, tfs,e (€n min.(log(UFC.mL™)™?), par différence avec I'activité

acidifiante spécifigue mesurée avant congélation (tCspe) :

dtfgpe = tfope - tCqpe (éq. 11.3)
La variable dtfs,e prend toujours une valeur supérieure ou égale a zéro. Quand tfs,e
n'est pas significativement différent de tcgpe, alors dtfs,e = 0 et il N’y a pas de perte d’activité

pendant la congélation.

11.2.3.4 Perte de I'activité acidifiante spécifigue  au cours du stockage a -20 C

Fonseca et al. (2000) proposent une méthode pour quantifier la perte d'activité
acidifiante au cours du stockage des bactéries lactiques. Cette méthode est appliquée ici
pour déterminer le descripteur caractérisant la vitesse de perte d'activité acidifiante
spécifique des cellules au cours de leur stockage (Kspe, €N min.(log(UFC.mL™)) ™). En effet,
la perte d'activité acidifiante spécifique au cours du stockage a -20 C est représentée par

une augmentation linéaire de ts,e en fonction du temps de stockage (figure 11.4).
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Figure 1.4 : schéma de la méthode de quantification de la perte d’activité acidifiante
spécifique des ferments lactiques pendant la congélation et au cours du stockage a I'état
congelé de Lb. bulgaricus CFL1
dtfspe : perte d’activité acidifiante spécifique pendant I'étape de congélation
kspe : la vitesse de perte d’activitée acidifiante spécifique des cellules au cours de leur stockage
tspe : activité acidifiante spécifique
ts : durée de stockage

La méthode consiste a établir et a quantifier la relation linéaire entre I'activité
acidifiante spécifique (tspe, €N min.(log(UFC.mL™))™) et la durée de stockage (ts, en jours).
Dans ce but, I'activité acidifiante spécifique est mesurée a différents moments :

aprés congélation, au premier jour de stockage. La variable mesurée a cette
étape correspond a tfg,e (€n min.(log(UFC.mL™)™?) ;

au cours du stockage a -20 C, pendant plusieurs se maines. Les variables
obtenues a cette étape sont appelées tis,e, OU i est le nombre de jours de
stockage & -20 T (en min.(log(UFC.mL )™).

Les résultats relatifs & chaque condition expérimentale font I'objet de régressions
linéaires de type :

tope = thspe +Kepe XS (éq. 11.4)
oU Kspe €St la pente de la régression lingaire (en min.(log(UFC.mL™))™ ") et tfs,e 'ordonnée a
lorigine (en min.(log(UFC.mL™))™). Les régressions linéaires sont déterminées a l'aide du
logiciel Excel (paragraphe 11.7.1).
La pente Kqpe représente la vitesse de perte d'activité acidifiante spécifique pendant le

stockage. Une pente élevée indique une diminution rapide de I'activité acidifiante spécifique,

signifiant que la suspension bactérienne testée est sensible aux conditions de stockage.
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En combinant les paramétres caractérisant la perte d'activité acidifiante spécifique
pendant la congélation, décrits précédemment, I'équation caractérisant la perte d’activité

acidifiante s’écrit :

1:spe = tcspe +dtfspe +kspe xS (éq ||.5)

Si I'on considére, en outre, la perte d’activité acidifiante spécifique pendant I'étape de

concentration, I'équation devient :
tope =taCge +dtCg,, +dtf,, +kgp XS (éq. 11.6)

Cette derniére équation permet de visualiser simultanément et de facon individualisée
les effets des différentes étapes de traitement des cellules sur ['activité acidifiante
spécifique : valeur initiale (tacs,.), pertes pendant la concentration (dtcs,e) et la congélation

(dtfspe) et vitesse de perte pendant le stockage (Kspe)-

1.3 Microfiltration tangentielle

[1.3.1 Description du systeme de microfiltration

[1.3.1.1 Module

Le systéme de microfiltration utilisé est constitué d’'un module mono tubulaire (T.I.A.,
Bolléne, France) associé & une membrane minérale en alumine a (50 cm? de surface
membranaire) et représenté a la figure 11.5. Ce systéme est composé de deux parties
principales : alimentation du systéme et recirculation du rétentat.

La partie alimentation comprend une cuve en inox (T.l.A., Bollene, France) d'un
volume utile de 2 L, équipée d’'une double enveloppe connectée a une circulation de fluide
thermostaté permettant de maintenir la température du fluide a microfiltrer a 15C. Un
thermometre (JUMO, Fulda, Allemagne) permet de mesurer la température au sein du
systeme.

La circulation du fluide dans le systéme est assurée par une pompe volumétrique
(Bodin, Bléré, France). La variation de la fréequence de pompage (de 18 a 50 Hz) est réalisée
par un variateur de fréquence (modele ATV31 CU11 M2, Télémécanique, Rueil Malmaison,
France). La vanne V; (GEMU, Ingelfinger, Allemagne) permet de régler la pression a la sortie
du systeme (PM,). Par contre, la pression a I'entrée du module membranaire (PM;) ne se

regle pas et dépend des pertes de charge selon la pression & la sortie du systéme (PM,) et
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