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Titre: Modélisation de cultures mixtes de levures pour leur mise en ceuvre
optimale dans les bioprocédés

Résumé: Les potentialités liées aux cultures mixtes de micro-organismes sont immenses et ouvrent
de vastes possibilités pour I'innovation dans les bioprocédés. Cependant, étant donné la complexité
des phénomenes régulant la physiologie d'un seul micro-organisme, leur mise en ceuvre en culture
mixte est d’autant plus difficile & maitriser que des interactions entre ces micro-organismes
viennent g’ajouter. Le travail présenté dans ce manuscrit est une étude d'un couple de levures
cenologiques constitué de Saccharomyces cerevisiae et de Torulaspora delbrueckii. Son objectif est
d'acquérir des informations expérimentales afin d’analyser et in fine modéliser 1'évolution des
cultures pures et des cultures mixtes. L'analyse des données expérimentales acquises lors des
cultures pures de chaque levure a permis de quantifier 1'effet favorable de la concentration initiale
d'azote assimilable sur la croissance et la vitesse de fermentation des deux levures. Elle a aussi mis
en évidence une prolongation de la phase de latence de T. delbrueckii induite par une augmentation
des facteurs anaérobies. Les cultures mixtes ont été réalisées en présence et en absence de
membrane de séparation permettant ainsi d'observer les effets du contact physique sur I'évolution
des cocultures. Le contact physique influence la dynamique des populations. En culture mixte, S.
cerevisiae domine T. delbrueckii dans un milieu synthétique classique. Une augmentation de la
concentration initiale de facteurs anaérobies inverse complétement cette domination. L'analyse des
résultats expérimentaux nous a orienté vers le développement d'un modele «stoechio-cinétique»
structuré dans lequel l'azote assimilé par la levure se répartit en deux compartiments: le
compartiment constitutif et le compartiment de stockage. Ce modéle a permis une représentation
fidele des cinétiques observées en culture pure. La prise en compte des interactions s'est faite en
intégrant la compétition pour les substrats, les interactions indirectes et les interactions directes.
L'ensemble des hypothéses émises lors de ce travail de modélisation souligne la nécessité
d'approfondir les connaissances scientifiques concernant le métabolisme de 7. delbrueckii en
anaérobiose stricte et 1'effet des facteurs anaérobies sur les interactions microbiennes.

Mots-clés: modélisation, levures, interactions, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii.

Title: Modeling mixed cultures of yeasts for their optimal implementation in
bioprocesses

Abstract:The potentialities associated with cultures of mixed micro-organisms are tremendous
and offer great opportunities for innovation in bioprocesses. The phenomena regulating the
physiology of a single micro-organism are complicated. Furthermore, the eventual additional
interactions between two micro-organisms make their implementation in mixed culture difficult to
control. The work presented in this manuscript is a study of a couple of oenological yeasts composed
of Saccharomyces cerevisiae and Torulaspora delbrueckii. Its objective 1s to acquire experimental
data in order to analyse and ultimately model the evolution of pure and mixed cultures. The
analysis of experimental data acquired during the pure cultures of each yeast enable to quantify
the favorable effect of the initial concentration of assimilable nitrogen on the growth and
fermentation rate of the two yeasts. It also shows an extended latency phase of T. delbrueckii
induced by an increase in anaerobic factors. The mixed cultures were carried out in the presence
and absence of separation membrane in order to observe the effects of physical contact on the
evolution of cocultures. Physical contact influences population dynamics. In mixed culture, S.
cerevisiae dominates T. delbrueckii in a classical synthetic medium. An increase in the initial
concentration of anaerobic factors completely reverses this domination. The analysis of the
experimental results has directed us towards the development of a structured stochiometric and
kinetic model in which the nitrogen assimilated by the yeast is partitioned into two compartments:
the constitutive compartment and the storage compartment. This model faithfully represents the
kinetics observed in pure culture. The consideration of interactions was done by integrating
competition for substrates, indirect interactions and direct interactions. All the hypotheses emitted
during this modelling work underline the need to deepen the scientific knowledge concerning 7.
delbrueckii metabolism under strict anaerobic conditions and the effect of anaerobic factors on
microbial interactions.

Keywords: modelling yeast, interactions, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii.
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Nomenclature

Abréviations

ADP

ATP

BRM

DO

FA

GAPDH
GIDH

MS

NAC
NAD+*NADH
NADP+/NADPH
OPA

Pi

YPD

Adénosine diphosphate

Adénosine triphosphate

Bioréacteur a membrane

Densité optique

Fermentation alcoolique

Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase
Glutamate déshydrogénase

Milieu synthétique

N-acétyl-L-cystéine

Nicotinamide adénine dinucléotide
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
o-phthalaldéhyde

Phosphate inorganique

Yeast extract Peptone Dextrose
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Introduction

Un procédé biologique est une mise en ceuvre de systémes vivants pour réaliser une ou
plusieurs transformations biochimiques. Chaque entité vivante possede des
caractéristiques et aptitudes inhérentes. En effet, tous les micro-organismes ne font pas
nécessairement les mémes réactions biochimiques et chaque réaction biochimique est
réalisée avec une vitesse et un rendement qui dépend du micro-organisme concerné.

Les potentialités liées aux cultures mixtes de micro-organismes sont immenses et ouvrent
de vastes possibilités pour I'innovation dans les bioprocédés. Cependant, étant donné la
complexité des phénomeénes régulant la physiologie d'un seul micro-organisme, leur mise
en ceuvre en culture mixte est d’autant plus difficile a maitriser que des interactions entre
ces micro-organismes viennent s’ajouter.

Les interactions microbiennes peuvent se regrouper en deux catégories: les interactions
directes impliquant un contact physique entre les micro-organismes et les interactions
indirectes médiées par un ou plusieurs composés présents dans le milieu. Un outil
spécifique permettant 1'étude de culture de plusieurs micro-organismes a été développé au
sein du Laboratoire de Génie Chimique. Ce dispositif permet d'acquérir des données
expérimentales de micro-organismes évoluant en présence ou en absence de contact
physique.

Les systémes utilisant de multiples micro-organismes sont tres utilisés notamment dans le
domaine agroalimentaire, le traitement des eaux et la chimie fine. Cependant,
contrairement aux cultures pures, les cultures mixtes de micro-organismes font rarement
I'objet de modélisation.

L'objectif de cette thése est de développer la modélisation des interactions entre micro-
organismes pour mieux comprendre ces mécanismes et aider a la conception des
bioprocédés. Parmi les différents types de modeéles existants, nous nous orienterons vers les
modeles dits «stcechio-cinétiques» c'est-a-dire des modeles décrivant le comportement
macroscopique des micro-organismes au cours du temps au travers de schémas réactionnels
apparents associés a des lois cinétiques.

Le travail présenté dans ce manuscrit est une étude d'un couple de levures cenologiques
constitué de Saccharomyces cerevisiae et Torulaspora delbrueckii. S. cerevisiae est la levure
de référence en cenologie. Elle est trés tolérante a I'éthanol et peut produire des vins a forte
teneur en alcool allant de 12 4 16% (v/v). T. delbrueckii est moins tolérante a 1'éthanol. Elle
produit des vins avec une teneur en alcool allant de 7 a 12% (v/v) cependant son utilisation
en culture pure conduit a des fermentations languissantes. Les vins issus d'une
fermentation de 7. delbrueckii se caractérisent par une acidité volatile et une concentration
en composés indésirables plus faibles que ceux produits par une fermentation de S.
cerevisiae. Ainsi, I'association de ces deux levures a été proposée, aux niveaux industriel et
académique, afin de réaliser une fermentation compléte et de moduler les propriétés
organoleptiques des vins.

Le controle de la dynamique de populations est une difficulté qui se pose lorsque ces deux
micro-organismes cohabitent dans le méme milieu. S. cerevisiae a un taux de croissance
plus grand et une tolérance a 1'éthanol plus importante que 7. delbrueckii. De plus, en
conditions cenologiques, S. cerevisiae exerce généralement un amensalisme qui entraine la
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mort de T. delbrueckii. S. cerevisiae a tendance s'implanter dans le milieu au détriment de
T. delbrueckii. Plusieurs solutions ont été proposées pour permettre a T. delbrueckii de
s'implanter et faire une partie de la fermentation avant d'étre dominée par S. cerevisiae. 11
s'agit notamment de l'augmentation du ratio de 7. delbrueckii/S. cerevisiae lors de
I'inoculation et d'une inoculation séquentielle dans laquelle S. cerevisiae est inoculée
quelques jours apres T. delbrueckii.

Le travail présenté dans ce manuscrit contribue a la compréhension, au controle et a
I'optimisation de la dynamique de populations du couple de levure en culture mixte. Son
objectif est d'acquérir des informations expérimentales afin d’analyser et in fine modéliser
les cinétiques de croissance, de consommation de substrats et de production de métabolites
des souches en culture pure, puis en interaction.

La premiére partie est une Etude bibliographique qui rappelle les besoins nutritifs et le
métabolisme des levures en culture pure. Puis, elle présente les différents types
d'interaction et leur mécanisme. Enfin, une large part de cette étude bibliographique est
consacrée a la modélisation de 1'évolution des milieux microbiens d’abord en culture pure,
puis en culture mixte.

La partie Matériels et Méthodes décrit I'ensemble des techniques expérimentales qui ont
été utilisées dans ce travail.

Les résultats de cette étude se divisent en quatre chapitres.

Le Chapitre I présente l'influence de plusieurs facteurs sur les fermentations de S.
cerevisiae et T. delbrueckii en culture pure. Les effets des nutriments et des conditions de
culture sur 1'évolution des cinétiques de chaque levure en culture pure sont quantifiés.

Le Chapitre II concerne l'étude expérimentale des cultures mixtes. L'évolution des
cinétiques de croissance, de consommation de substrats et de production de métabolites est
analysée pour des cultures mixtes avec et sans contact physique. Le role des facteurs
anaérobies sur les interactions microbiennes est aussi étudié.

Le Chapitre III est dédié a la modélisation des cultures pures de S. cerevisiae et T.
delbrueckii. 11 présente les concepts et principes utilisés pour la conception d'un modéle
stoeechio-cinétique décrivant 1'évolution du milieu.

Le Chapitre IV se consacre a la modélisation des cultures mixtes de levure. Il présente un
modéle décrivant 1'évolution des cocultures en tenant compte des interactions directes et
indirectes.

Les Conclusions et Perspectives sur le travail présenté cloturent ce manuscrit.
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"Que chacun raisonne en son ame et conscience,
qu'ill se fasse une idée fondée sur ses propres
lectures et non d'apreés les racontars des autres”

Albert Einstein
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I. Généralités

I.1.Le marché mondial du vin

La consommation mondiale de vin (hors jus & motuts) en 2016 s’élevait a 242 millions
d'hectolitres (hl) (OIV, 2017). En 2016 le marché mondial, correspondant a la somme des
exportations de tous les pays, atteignait en volume 104,1 millions hl et en valeur 28,9
milliards d'euros. ’Espagne demeure le premier exportateur en volume avec 22,9 millions
hl et une part de marché mondial de 22,0%. Certains pays tels que la Nouvelle-Zélande, le
Chili, I'Italie, ainsi que 'Afrique du Sud ont enregistré une hausse de leurs exportations
par rapport a 2015. La France est le premier exportateur mondial en valeur avec 8,2
milliards d'euros exportés en 2016, soit 28,5% de la valeur mondiale (OIV, 2017). Le marché
mondial du vin est considérable en termes de volume et de valeurs. C'est aussi un marché
tres concurrentiel dans lequel les acteurs ne cessent d'innover dans 1'élaboration du produit.

I.2.Elaboration du vin

Vinification en Blanc et en Rouge

.
Y
‘lb_L 5 S
© ]
Raisins

Foulage FA - Macération Ecoulage

Figure 1 Vinification en rouge et en blanc.

L’élaboration du vin est ’ensemble des opérations nécessaires a la transformation du raisin
en vin. Selon le type de vin (blanc, rosé ou rouge), les techniques et les étapes de vinifications
ne sont pas toujours les mémes (Figure 1). Les caractéristiques souhaitées pour le produit
final déterminent le choix de certaines étapes opératoires du procédé. Pourtant, il existe des
étapes élémentaires communes a toutes les vinifications. Ces étapes communes sont la
réception de la vendange, I'égrappage, le sulfitage, la cuvaison, la fermentation alcoolique,
la fermentation malolactique, I’écoulage, le pressurage, la clarification et la mise en
bouteilles. Le vin est un produit obtenu exclusivement par la fermentation alcoolique (FA),
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totale ou partielle de raisins frais, foulés ou non, ou de motts de raisins (Ribéreau-Gayon,
1991). La FA est par conséquent 1'étape essentielle de la vinification.

I.3.Fermentation alcoolique

La FA consiste en une transformation biologique des sucres du raisin en éthanol et dioxyde
de carbone. La FA du vin est assurée soit par des levures présentes naturellement sur la
baie du raisin ou dans le chai de vinification, soit par des levures d’origine exogene. La
multiplication des levures dans le vin doit étre suffisante pour assurer une FA efficace et
rapide pour limiter le développement des autres micro-organismes, notamment celui des
levures indésirables ou des bactéries lactiques et acétiques. La FA peut durer de quelques
jours (dans la majorité des cas en vinification en rouge) a plusieurs semaines (notamment
en blanc) en fonction de la région et du type de vin recherché. L'utilisation de levains
commerciaux n’est pas toujours satisfaisante pour assurer un bon déroulement de la FA. Il
est possible de rencontrer des échecs d’inoculation et des fins de FA languissantes. Ces
derniéres concernent également les fermentations indigénes. La plupart des explications
proposées a ces problémes fermentaires reposent sur les caractéristiques physicochimiques
du mott, concentration en sucres fermentescibles, teneur en azote assimilable, carence en
vitamines, et les conditions de mise en ceuvre comme la limitation en oxygéne ou la
mauvaise gestion de la température... La mise en ceuvre de la FA utilise souvent des levains
de souches de S. cerevisiae sélectionnées pour leur aptitude fermentaire et leur contribution
aromatique. Néanmoins, on observe une recrudescence de l'utilisation de souches non-
Saccharomyces (Jolly et al., 2006). En effet, ces derniéres sont utilisées afin d'améliorer la
qualité organoleptique du vin (Anfang et al., 2009; Izquierdo Canas et al., 2011; Calabretti
et al., 2012; Cordero-Bueso et al., 2013).
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II. Levures et fermentation alcoolique

II1.1. Levures

Au cours de la fermentation alcoolique, des levures transforment le sucre en éthanol. Ces
levures sont classifiées en deux groupes: les Saccharomyces et les non-Saccharomyces. Les
especes du groupe Saccharomyces sont communément utilisées en vinification du fait de
leur tolérance a de fortes concentrations en éthanol (Pretorius, 2000). Les levures non-
Saccharomyces connaissent un regain d'intérét car elles améliorent le profil aromatique et
réduisent la teneur en alcool des vins (Romano et al., 1997; Egli et al., 1998; Ciani et al.,
2010; Sadoudi et al., 2012; Quirds et al., 2014; Contreras et al., 2015). Parmi les non-
Saccharomyces, un intérét particulier a été porté sur 7. delbrueckii car elle contribue a
I'amélioration de la qualité du vin en produisant des composés aromatiques appréciés et
peu de composés indésirables au cours de la fermentation (Renault et al., 2009).

II1.1.1. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae est la levure de référence d'une part car elle est la plus répandue dans les
procédés fermentaires industriels, mais également car c'est un organisme eucaryote
facilement manipulable qui sert de modéle simplifié pour les recherches biologiques. Son
génome est totalement séquencé depuis 1997 (Cherry et al., 1997). Elle est utilisée dans des
procédés industriels et académiques couvrant un large éventail de domaines d'application
incluant: l'agroalimentaire, le traitement des eaux, la production de médicaments et la
production de bioéthanol a partir de ressources renouvelables (Delgenes et al., 1996; Ejiofor
et al., 1996a; Kjeldsen et al., 1996; Stoll et Duncan, 1996; Veglio’ e Beolchini, 1997). L'espeéce
S. cerevisiae posséde une tres grande diversité de souches utilisées en vinification (Sabate
et al., 1998). Elle est trés tolérante a 1'éthanol et peut produire des vins a forte teneur en
alcool allant de 12 a 16% (v/v) (Albergaria et Arneborg, 2016). S. cerevisiae a un taux de
croissance et une vitesse de production d'éthanol plus élevés que ceux des levures non-
Saccharomyces (Ciani et Maccarelli, 1997; Bely et al., 2008; Taillandier et al., 2014).

I1.1.2. Torulaspora delbrueckii

T. delbrueckii est une levure ubiquitaire que l'on retrouve dans les sols, les plantes, les
fruits et les insectes (Capriotti, 1957; Tokuoka et al., 1985; Nguyen et al., 2007; Limtong et
Koowadjanakul, 2012). Elle est utilisée dans de nombreux bioprocédés tels que la
panification, l'ensilage, la fabrication de cacao et de fromages (Welthagen, 1998;
Papalexandratou et al., 2011; Pacheco et al., 2012; Lhomme et al., 2016). T delbrueckii est
aussi utilisée pour la production de boissons fermentées telles que la biere, le cidre et le
kéfir (Loretan et al., 2003; Coton et al., 2006; Tataridis et al., 2013; Canonico et al., 2016,
2017). Elle est connue pour étre associée au processus de vinification depuis de nombreuses
années (Castelli, 1954). Néanmoins, comme les autres levures non-Saccharomyces, elle a
longtemps été laissée de coté du fait de l'intérét longtemps porté a S. cerevisiae et au
développement de nombreux levains industriels utilisant cette derniére. La production
d'éthanol de T. delbrueckii varie le plus souvent entre 6 et 10% (v/v) mais certaines souches
peuvent aller jusqu’a 12% (Cabrera et al., 1988; Herraiz et al., 1990; Albergaria et Arneborg,
2016). Par ailleurs, en comparaison a S. cerevisiae, 'espece T. delbrueckii est caractérisée
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par un taux de croissance plus faible et une population maximale plus élevée (Ciani et
Maccarelli, 1997; Bely et al., 2008; Taillandier et al., 2014).

T. delbrueckii a un impact positif sur la qualité organoleptique des vins. En effet, lors de la
fermentation alcoolique, elle produit peu de composés indésirables tels que 'acétone, 'acide
acétique, l'acétate d’éthyle et les phénols volatils (Cabrera et al., 1988; Herraiz et al., 1990;
Ciani et Picciotti, 1995; Ciani et Maccarelli, 1997; Shinohara et al., 2000; Plata et al., 2003;
Loira et al., 2014; Azzolini et al., 2015; Canonico et al., 2016). De plus, T. delbrueckii
améliore les qualités sensorielles du vin en produisant de nombreux composés aromatiques.
En effet, cette levure posséde une forte activité B-glucosidase permettant de libérer de
nombreux composés aromatiques tels que les nor-isoprenoides, les terpenols et les lactones
(Charoenchai et al., 1997; Hernandez-Orte et al., 2008; Comitini et al., 2011; Azzolini et al.,
2012). Par ailleurs, comparé a S. cerevisiae, T. delbrueckii produit des concentrations plus
importantes de 2-phenylethanol (Moreno et al., 1991; Renault et al., 2009). Cet alcool
supérieur apporte des aromes fleuris et fruités au vin (Amerine et Joslyn, 1970; Nelson et
al., 1978). Enfin, T. delbrueckii produit des quantités importantes d'esters mineurs tels que
le propanoate d'éthyle, l'isobutanoate d'éthyle et le dihydrocinnamate d'éthyle qui
contribuent au caractere fruité du vin (Moreno et al., 1991; Renault et al., 2015).

11.2. Besoins nutritifs

Les levures sont des organismes vivants dont l'activité requiert des apports nutritionnels
permettant de fournir d'une part les éléments de base utilisés pour diverses syntheéses
biochimiques et d'autre part I'énergie nécessaire a ces syntheéses.

I1.2.1. Sucre

Les levures utilisent les sucres du motit de raisin comme source de carbone et d’énergie pour
assurer leurs fonctions vitales. Le mott de raisin contient en général entre 170 et 220 g/L
de sucre constitué a 99% de glucose et de fructose. Les concentrations de ces derniers sont
équivalentes. Apres incorporation dans la cellule, ces sucres sont métabolisés par la levure
par la voie de la glycolyse. Puis, en fonction des conditions d'aérobiose, la dégradation des
sucres peut prendre deux voies métaboliques différentes: la respiration et la fermentation
alcoolique (Figure 2).

Aerobic Anaerobic

Respiration Fermentation

CO, CO,

glucose /\ /\ * bhiomass glucose /< / \ » biomass

NAD* NADH ADP+P, ATP NAD* NADH ADP+P, ATP
DZH%_. H.O glucose ‘f( \} » glycerol
NAD*  NADH ADP+P, ATP MNAD:  MADH ADP+P, ATP

glucose U \\ » CO,+H,0 glucose \- -t/ Kj

Figure 2 Voies métaboliques de consommation des sucres au sein de la levure (inspiré de Bakker et al., 2001).
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La glycolyse conduit a la formation de pyruvate. L'oxydation de ce dernier entraine la
libération d'ATP, fournissant ainsi de 1'énergie biologiquement utilisable par la levure. En
aérobiose, le pyruvate issu de la glycolyse est complétement oxydé en dioxyde de carbone et
en eau: c'est la respiration. En absence d'oxygéne, le pyruvate issu de la glycolyse est oxydé
en dioxyde de carbone et en éthanol: c'est la fermentation. En anaérobiose, le glycérol est
produit afin d'oxyder le NADH et ainsi équilibrer le potentiel d'oxydo-réduction de la levure.
(Nordstém, 1968; Lagunas et Gancedo, 1973; Oura, 1977; van Dijken et Scheffers, 1986). 11
permet aussi a la levure de résister au stress osmotique induit par la forte teneur en sucre
des motts de raisin. (Blomberg et Adler, 1989, 1992; Myers et al., 1997).

Leffet Pasteur

En 1857, en comparant la croissance des levures en aérobiose et anaérobiose, Louis Pasteur
a constaté une inhibition de la fermentation par la respiration. Lorsque la levure peut
utiliser les sucres indifféremment par respiration ou par fermentation, 'aération induit une
augmentation de la quantité de biomasse formée et une diminution de la production d'alcool.
Pasteur en déduit que la respiration inhibe la fermentation pour de faibles concentrations
en sucre (inférieure a 2 g/L).

Leffet Crabtree

Lorsque la concentration en glucose est élevée, comme dans un mott de raisin, S. cerevisiae
métabolise les sucres par voie fermentaire majoritairement. Ce phénomeéne découvert par
Crabtree (1929) est appelé l'effet Crabtree, ou répression catabolique par le glucose, ou
encore contre-effet Pasteur. La répression exercée sur les levures lors de la vinification des
motts de raisin est telle qu'elles sont contraintes a fermenter. Certaines levures, telles que
S. cerevisiae, sont fortement Crabtree positives et produisent déja de I’éthanol au-dela de 1
g/Li de glucose tandis que celles pour lesquelles la respiration n’est pas réprimée par la
présence de glucose sont dites Crabtree négative. T. delbrueckii peut étre Crabtree positive
(Alves-Araujo et al., 2007; Merico et al., 2007) ou Crabtree négative (Rodicio et Heinisch,
2009).

Dans le vin, environ 92% des sucres fermentescibles sont transformés en éthanol et en en
dioxyde de carbone et environ 8% en glycérol (Ribéreau-Gayon et al., 2006). L'impact de la
teneur en sucre du mout difféere selon les levures. En effet, Charoenchai et al., (1998) ont
montré qu'une augmentation de la teneur en sucre du motat de 200 a 300 g/L n'entraine pas
de modification de la vitesse maximale de croissance et la production de biomasse de S.
cerevisiae. Contrairement, la vitesse maximale de croissance et la production de biomasse
de T. delbrueckii sont significativement affectées par I'augmentation de la teneur en sucres.
Dans un environnement cenologique, les souches de S. cerevisiae consomment le sucre plus
vite que celles de T. delbrueckii (Nissen et al., 2004; Bely et al., 2008; Lai, 2010; Taillandier
et al., 2014).
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11.2.2. Azote

L'azote est un élément essentiel pour la croissance et le métabolisme des levures (Jiranek
et al., 1995). Le manque d'azote est une des causes majeures de fermentation lente
(Pretorius, 2000; Mendes-Ferreira et al., 2004; Jolly et al., 2014). La teneur en azote peut
étre un facteur limitant lors de la fermentation alcoolique (Ingledew et Kunkee, 1985). Pour
pallier a cette limitation, le métabolisme des composés azotés des levures, particulierement
celui de S. cerevisiae, a fait 1'objet de nombreuses études (Anderson et Kirsop, 1974;
Henschke et Jiranek, 1993; Albers et al., 1996; Arias-Gil et al., 2007; Carrau et al., 2008;
Bergdahl et al., 2012; Crepin et al., 2012; Casalta et al., 2013). Les motts de raisin sont
constitués d'un mélange complexe de composés azotés. La composition de ce mélange varie
selon les cépages, les conditions climatiques, la maturité des raisins et la gestion de la
nutrition de la vigne (Beltran et al., 2004; Bell et Henschke, 2005; Barbosa et al., 2012).
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Figure 3 Schéma de l'absorption et du métabolisme des composés azotés par les levures (Aranda et al., 2011) .

Les composés azotés que 'on retrouve dans les motts de raisin sont: des cations ammonium,
des acides aminés et des polypeptides. Les acides aminés (a 'exception de la proline) et les
ions ammonium constituent les sources d'azote assimilable par la levure (Ingledew et al.,
1987). Le transport des éléments azotés du milieu fermentaire vers l'intérieur de la cellule
est assuré par des mécanismes de transport actifs (Figure 3). Le transport des acides aminés
est couplé a un transfert de protons via un symport. Le transport des ions ammonium est
effectué par des perméases en présence de glucose (Henschke et Jiranek, 1993; Aranda et
al., 2011). L'azote est assimilé au cours des deux premiers jours de fermentation (Monteiro
et Bisson, 1991). Les composés azotés sont dégradés selon un ordre spécifique qui dépend
de leur importance dans les processus de biosynthése et de l'efficacité de leur transport
(Cooper, 1982). Pendant la phase de croissance, plus de la moitié des réserves
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intracellulaires d'acides aminés des levures se trouve dans les vacuoles (Wiemken et Diirr,
1974). Cette compartimentation contribue a la régulation de l'activité de nombreuses
enzymes impliquées dans le métabolisme des acides aminés (Sumrada et Cooper, 1982).

Les ions ammonium et le glutamate sont au centre du métabolisme azoté des levures
(Figure 3). L'azote ammoniacal est rapidement incorporé dans les voies métaboliques de
biosynthese par le biais de la glutamate déshydrogénase NADP+-dépendante. De plus, il est
le produit final du catabolisme des composés azotés, catalysé par glutamate déshydrogénase
NAD*-dépendante. Par ailleurs, les acides aminés subissent des processus d'interconversion
via le systéme transaminase, dans lequel le glutamate joue un role extrémement important
en tant que donneur et accepteur de groupements aminés. Le métabolisme des composés
azotés contribue aussi a la formation de produits impactant les propriétés sensorielles du
vin.

La supplémentation d'azote assimilable au motut de raisin améliore les performances de la
fermentation (Arias-Gil et al., 2007; Lai, 2010). Le sulfate d'ammonium et le phosphate
d'ammonium sont souvent utilisés en Europe a la teneur maximale de 1 g/l (Réglementation
européenne, 1999). Une supplémentation excessive entraine l'apparition de carbamate
d'éthyle qui est toxique pour la levure (Adams et van Vuuren, 2010) et I'acidification du
motut (Taillandier et al., 2007). La concentration d'azote assimilable du motut influence la
production de composés volatils et les caractéristiques sensorielles du vin (Miller et al.,
2007; Ugliano et al., 2007; Garde-Cerdan et Ancin-Azpilicueta, 2008) (Figure 4).
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Figure 4 Profil aromatique du vin provenant de la fermentation de jus de Chardonnay contenant 160 (vert), 320
(rouge) et 480 mg N/L (bleu) d'azote assimilable. Les fermentations ont été effectuées a 18°C par S. cerevisiae
AWRI 796 (Ugliano et al., 2007).

Plusieurs auteurs ont étudié la quantité minimale d'azote nécessaire pour que S. cerevisiae
réalise une fermentation compléte. Certains évoquent une concentration comprise entre 120
et 140 mg N/L pour des concentrations initiales en sucre comprises entre 160 et 240 g/L
(Bely et al., 1990; Jiranek et al., 1995). D'autres mentionnent une concentration comprise
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entre 0,62 et 0,91 mg N/g de sucre (Taillandier et al., 2007). Ce seuil varie selon les souches
utilisées (Crépin et al., 2014). T. delbrueckii semble avoir des besoins en azote inférieurs a
ceux de S. cerevisiae (Ciani et al., 2006; Bely et al., 2008). Taillandier et al., (2014) ont
observé que la fermentation du milieu synthétique MS300 par T delbrueckii présentait une
quantité résiduelle d'azote assimilable importante (25 mg N/L) tandis que S. cerevisiae
assimilait complétement 1'azote disponible dans les mémes conditions.

Chagque levure préfére assimiler certaines sources d'azote plutét que d'autres (De Koker,
2015). La nature de la source d'azote influence la croissance et l'activité fermentaire des
levures (Kemsawasd et al., 2015a; Gobert et al., 2017). Lors de cultures pures de S.
cerevisiae et T. delbrueckii, Kemsawasd et al., (2015a) ont comparé l'efficacité de plusieurs
sources d'azote selon 3 criteres: le taux de croissance spécifique maximal, la population
maximale et la vitesse de fermentation. Les sources d'azote étaient constituées soit de
sulfate d'ammonium, soit d'un acide aminé, soit d'un mélange de 19 acides aminés, soit d'un
mélange de 19 acides aminés et du sulfate d'ammonium. Les sources d'azote ayant un effet
positif sur les 3 critéres précédemment cités étaient l'alanine, l'arginine, 'asparagine,
I'acide aspartique, la glutamine, l'isoleucine, le sulfate d'ammonium, la serine, la valine, le
mélange de 19 acides aminés et le mélange de 19 acides aminés plus le sulfate d'ammonium
(pour S. cerevisiae), I'arginine, 'asparagine, la glutamine, 1'isoleucine et le mélange de 19
acides aminés (pour 7. delbrueckii).

11.2.3. Lipides

Les lipides ont un réle essentiel dans la cellule car ce sont les constituants majoritaires des
membranes. Parmi les composants lipidiques majeurs des membranes eucaryotes on
retrouve les acides gras, les phospholipides, les stérols et les sphingolipides. Ils sont issus
soit de la synthése de novo a partir de précurseurs tels que 'acétyl-Coenzyme A (acétyl-
CoA), soit de I'incorporation de lipides exogénes.

11.2.3.1. Acides gras

La synthése de novo des acides gras a lieu essentiellement dans le cytoplasme et nécessite
la présence d’acétyl-CoA. Ce précurseur est issu de la glycolyse et de la voie du pyruvate
acétaldéhyde-acétate. La condensation d'un acétyl-CoA et d'un ion bicarbonate entraine la
formation de malonyl-CoA. L’'élongation se fait par la condensation successive d’'unités de
malonyl-CoA sur une molécule d’acétyl-CoA. Chez la levure, 'élongation s’arréte lorsque la
chaine de 'acyl-CoA atteint 14 ou 16 atomes de carbone en fonction de 'espéce. Néanmoins,
des acides gras a plus courte chaine peuvent étre issus de cette voie. L’acide gras le plus
long détecté chez la levure posseéde 26 atomes de carbone (Kohlwein et al., 2001; Beopoulos
et al., 2011). Chez S. cerevisiae, une voie de biosynthése dans la mitochondrie a été mise en
évidence (Brody et al., 1997).

En plus de I'élongation, les acides gras sont modifiés par désaturation. Celle-ci est réalisée
par des désaturases et nécessite la présence d'oxygéne moléculaire. Chez les levures, 4
désaturases différentes ont été identifiées (Beopoulos et al., 2011):

» A9: insere une premiere double liaison sur les acides gras C16:0 et C18:0 afin
d’obtenir respectivement les acides palmitoléiques (C16:1) et oléiques (C18:1)
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» A12:insére une deuxieme double liaison sur les acides gras C18:1 pour former I'acide
linoléique (C18:2)

» Al5 : insére une double liaison sur les acides gras C18:2 pour obtenir l'acide a-
linolénique (C18:3, ©3)

» A6 : insére une double liaison soit sur I'acide a-linolénique soit sur ’'acide oléique.
Les acides gras formés sont respectivement 1'acide stéaridonique (C18 :4) ou I'acide
a-linolénique(C18:3, »3)

Les acides palmitiques (C16), oléiques (C18), palmitoléiques (C16 :1), linoléiques (C18:1) et
linoléniques (C18 :2) sont principalement retrouvés (Daum et al., 1998). Les acides gras
peuvent étre estérifiés avec du glycérol, des stérols ou des alcools pour former
respectivement des acylglycérols, des esters de stérols et des cérides.

11.2.3.2. Phospholipides

Les phospholipides sont constitués de deux acides gras rattachés a un glycérol, d'un
groupement phosphate et d'une téte polaire, variant d'un phospholipide a l'autre.
Généralement, 'acide gras en position 1 est saturé, contrairement a celui en position 2 qui
est le plus souvent insaturé. Les phospholipides principalement retrouvés chez la levure
sont: le phosphatidylinositol (PI), la phosphatidylsérine (PS), la phosphatidyléthanolamine
(PE), la phosphatidylcholine (PC) et le diphosphatidylglycérol (cardiolipine) (Figure 5).
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Figure 5 Phospholipides membranaires chez la levure (Ribéreau-Gayon et al., 2012).

L’acide phosphatidique est le précurseur de tous les phospholipides. La synthése des
phospholipides a lieu essentiellement dans la mitochondrie et le réticulum endoplasmique

mais peut aussi se dérouler dans I'appareil de Golgi et les gouttelettes lipidiques (Zinser et
al., 1991; Leber et al., 1995).
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Le PI est impliqué dans la signalisation cellulaire et la réception membranaire. Il est
indispensable a la synthése de certaines protéines et notamment des PI-kinases impliquées
dans le fonctionnement du noyau, le transport des macromolécules, 'organisation du
cytosquelette d’actine... La PS est un intermédiaire réactionnel impliqué dans la voie de
biosyntheése des deux phopholipides majoritaires, la PC et la PE. Les PE et PC sont
impliquées dans la division et la signalisation cellulaire, 'autophagie et la phagocytose
(Daum et al., 1998). Minoritaire dans la composition en phospholipides des levures (Tableau
1), la cardiolipine est un constituant majeur de la membrane mitochondriale.

Tableau I Composition en phospholipides de la levure Saccharomyces cerevisiae (Zinser et al., 1991; Murakami

et al., 1995)
Lipides Phospholipides (%)

Phosphatidylcholine 16,8 29,3
Phosphatidyléthanolamine 17,7 37,4
Phosphatidylinositol 17,7 18,7
Phosphatidylsérine 33,6 4,9
Cardiolipide 0,2 7,3
Acide phosphatidique 3,9 2,4

Autres 6,9 -

S. cerevisiae T. delbrueckii

11.2.3.3. Stérols

Les stérols sont des constituants essentiels des membranes biologiques. Ils représentent
en général entre 0,1 et 1% du poids sec cellulaire (Rattray et al., 1975). Les stérols
agissent comme des régulateurs importants de la fluidité et de la perméabilité
membranaire (Gaber et al., 1989). Chez S. cerevisiae ils sont synthétisés principalement
en fin de phase exponentielle de croissance. Chez les levures, l'ergostérol est
majoritaire. Le lanostérol et le zymostérol sont également retrouvés (Figure 6) (Parks
et Adams, 1978).

La biosynthese des stérols se fait a partir de lacétyl-CoA et nécessite 20 réactions
successives impliquant plus de 20 genes différents (Daum et al., 1998; Parks et Casey,
1995). Elle se déroule dans le réticulum endoplasmique (Dupont et al., 2012). Une
succession d'étapes réactionnelles va permettre d'aboutir a la formation de squaléne qui
est le précurseur des stérols de la levure (Souza et Pichler, 2007). La synthese des
stérols a partir du squaléne nécessite la présence d’oxygene moléculaire, pouvant étre
apporté sous forme de dioxygene dissous ou de lipides exogéenes présents dans le milieu
de culture. En plus de leur incorporation au sein des membranes, les stérols peuvent
étre estérifiés avec des acides gras et stockés dans les gouttelettes lipidiques. Le
lanostérol et le zymostérol sont estérifiés préférentiellement par rapport a ’ergostérol.
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Figure 6 Principaux stérols de la levure et leur précurseur (squaléne) (Ribéreau-Gayon et al., 2012).

11.2.3.4. Sphingolipides

Les sphingolipides sont des dérivés de la sphingosine (Figure 7). La sphingosine est un
alcool gras possédant 18 atomes de carbones, deux groupements alcool (C1 et C3), une
insaturation (C4) et un groupement amine (C2). Pour former les sphingolipides, un acide
gras va étre fixé par une liaison amine au niveau du groupement NH: de la sphingosine.
Sur la fonction alcool primaire de cette derniére, différents types de groupements peuvent
étre ajoutés (choline, éthanolamine, composés glycosylés...). Chez S. cerevisiae le mannose-
inositol phosphorylcéramide est le sphingolipide majoritaire.

HO |

T . :
CHL(CH,)1,CH, s AL CH20H

H‘,“-:

2 [ 1]

Figure 7 Sphingosine.

La syntheése de sphingolipides commence dans le réticulum endoplasmique et se termine
dans l'appareil de Golgi (Riezman, 2006). Les sphingolipides sont situés principalement
dans la membrane plasmique (Patton et Lester, 1991). L'utilisation de souches mutantes de
levures déficientes pour la synthése de sphingolipides a montré que ces lipides sont
essentiels a la croissance et a la viabilité de la levure S. cerevisiae (Wells et Lester, 1983).

11.2.3.5. Structure de la membrane plasmique

La membrane plasmique est une barriere sélectivement perméable entre la cellule et
son environnement extérieur, d'une épaisseur de 7,5 a 12,5 nm. C'est une structure
complexe constituée de lipides, de protéines et de sucres (Figure 8). Parmi les lipides
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membranaires, les phospholipides ont une importance particuliére puisqu'ils forment
une double couche lipidique a l'origine de la compartimentation (Van der Rest et al.,
1995). Les lipides constituent 25 a 50% du poids des membranes et ont une concentration
avoisinant les 5. 10 molécules de lipides par pm?2 de bicouche lipidique (Vo-Van, 2015). Au
sein de la membrane, une molécule lipidique change de place avec ses voisines environ 107
fois par seconde (Lodish et al., 2005). Les lipides contribuent au maintien de l'intégrité de
la membrane plasmique (Thomas et al., 1978; Alexandre et al., 1994). En affectant I'activité
de nombreuses enzymes et transporteurs membranaires, la composition lipidique des
membranes influence fortement leurs fonctions physiologiques (Avery et al., 1995; Vigh et
al., 1998). T. delbrueckii et S. cerevisiae ont la capacité d'incorporer des lipides exogéenes
(Rodriguez et al., 1985; Certik et Shimizu, 1999; Mauricio et al., 1998; Luparia et al., 2004;
Pina et al.,, 2004; Landolfo et al., 2008). L'incorporation de ces derniers entraine des
changements dans la composition lipidique de la membrane (Beltran et al., 2006).

Outside of cell y 2
Carbohydrate chains 7 : ;

Cell
membrane

Membrane proteins  Phospholipid Sterol

Inside of cell

Figure 8 Représentation schématique d’une membrane biologique (Vo-Van, 2015).

11.2.3.6. Lipides et fermentation alcoolique

Au cours de la fermentation alcoolique, 'augmentation de la concentration en éthanol et la
faible quantité d’oxygene dissous constituent deux stress importants auxquels la levure doit
s’adapter.

La présence d’oxygene est indispensable a la synthése de novo des lipides insaturés
(Pfisterer et al., 1977; Larue et al., 1980). La teneur en oxygene dans les motuts de
fermentation est faible, dans ces conditions l'absence de lipides entraine une mortalité
importante (Fornairon-Bonnefond et al., 2002; Landolfo et al., 2008; Mannazzu et al., 2008).
Par conséquent, les lipides sont nécessaires pour la croissance (Andreasen et Stier, 1953,
1954). Certes ajouter des lipides au mout de raisin favorise la croissance des levures
(Deytieux et al., 2005) mais cela entraine des modifications de performances fermentaires
qui différent selon la levure et la nature des lipides. En effet, Mauricio et al., (1998) ont
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observé que supplémenter un motut de raisin avec 25 mg/L d'ergostérol et 31 mg/L d'acide
oléique améliorait la vitesse de fermentation de S. cerevisiae et T. delbrueckii. Dans la
meéme étude, la supplémentation du mout avec seulement 25 mg/Li d'ergostérol induisait
une augmentation de la vitesse de fermentation de S. cerevisiae alors que celle de T.
delbrueckii diminuait significativement.

Lorsque les lipides ne sont pas disponibles dans le milieu de culture, 1‘anaérobiose induit
un stress cellulaire important (Belviso et al., 2004). Dans le mot, les acides gras insaturés
sont majoritaires. L’acide linoléique est le plus abondant (Castela et al., 1985). Trois
phytostérols sont également retrouvés: le B-sitostérol (majoritaire), le stigmastérol et le
campestérol (Le Fur et al., 1994). L’ergostérol et les acides gras présents dans le milieu sont
rapidement assimilés par les levures. Les acides gras insaturés et 'ergostérol présents dans
le moGt peuvent notamment permettre aux levures de pallier au manque d’oxygéene lors de
cultures en anaérobiose (Pina et al., 2004; Landolfo et al., 2010). S. cerevisiae est capable
d’incorporer les phytostérols du motit. Néanmoins, cela affecte sa croissance et peut donner
lieu a des fermentations languissantes (Rozés, 1992; Luparia et al., 2004).

Au cours de la fermentation alcoolique, la levure doit s’adapter au stress engendré par
laugmentation de la concentration en éthanol. En effet, I'éthanol affecte certains systémes
de transport, le fonctionnement de certaines enzymes, la fluidité membranaire...
(Nagodawithana et Steinkraus, 1976; Casey et Ingledew, 1986; Salmon et al., 1993;
Alexandre et al., 1994; Ibeas et Jimenez, 1997). Les lipides jouent un réle dans la résistance
au stress induit par 1'éthanol et dans le maintien d'une forte vitesse de production d'éthanol
(Casey et al., 1984; Chi et Arneborg, 1999). Il existe une corrélation entre 'augmentation
du degré d'insaturation des membranes, 'augmentation de la teneur en ergostérol et la
tolérance a '’éthanol chez S. cerevisiae (Beaven et al., 1982; Ghareib et al., 1988; Mishra et
Kaur, 1991; del Castillo Agudo, 1992; Sajbidor et Grego, 1992; You et al., 2003). Trés peu
de données sont disponibles chez T. delbrueckii mais il semblerait que la tolérance a
I’éthanol ne soit pas systématiquement liée a 'augmentation de la proportion d’acides gras
insaturés et d’ergostérol (Pina et al., 2004).

11.2.4. Oxygéne

L'oxygéne assure le contréle de l'orientation métabolique et intervient dans la synthése
lipidique. La concentration d’oxygeéne dissous a la saturation est de 7 a 8 mg/L dans de 1'eau
a 30°C. Cet oxygéne est trés rapidement consommé par les levures, principalement par les
voies respiratoires, minoritairement (15 %) par les voies métaboliques de production des
stérols et des acides gras non-saturés (Salmon et al., 1998). Dans les fermentations
cenologiques, 'oxygéne est généralement apporté pour augmenter la synthése de biomasse
et en conséquence la vitesse de la FA. Pour ce type d’addition, pendant les vinifications, le
besoin d’oxygéne est modeste et est estimé a 5 a 10 mg/L. Cependant, les levures peuvent
consommer des quantités élevées d’oxygene pendant la FA sans provoquer des effets
négatifs dans le cas ou l'apport de l'oxygéne ne dépasse pas 50 mg/L. Au-dela, cet effet
devient trés négatif, aussi bien au niveau de la couleur que des aromes (Blateyron et al.,
1998). Pour satisfaire sa croissance, T. delbrueckii a des besoins en oxygéne supérieurs a
ceux de S. cerevisiae (Visser et al., 1990; Mauricio et al., 1991; Holm Hansen et al., 2001;
Hanl et al., 2005; Brandam et al., 2013).
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11.2.5. Autres

En plus du sucre, de l'azote, de 1'oxygene et des lipides, la levure a besoin de vitamines et
d'éléments minéraux pour éviter toute carence susceptible de limiter 1'activité cellulaire
(Salmon, 1998).

Les vitamines sont impliquées dans la structure des coenzymes des enzymes métaboliques
des levures, elles agissent donc sur la multiplication et 'activité cellulaire (Ribéreau-Gayon
et al., 2006). Les principales vitamines retrouvées dans les mouts de fermentation sont: la
biotine, 'acide pantothénique, le myo-inositol, 1'acide nicotinique et la thiamine. Leurs
concentrations dans le motlt de raisin son comprises entre 1 et 450 ug/L (Ribéreau-Gayon
et al., 2012).

Les oligoéléments ou éléments minéraux sont présents en tres faibles quantités, voire a
létat de trace dans le mouat de raisin mais ils sont importants pour les métabolismes
cellulaires. Les éléments minéraux sont des constituants des enzymes métalliques
intervenant dans les voles métaboliques. Les éléments minéraux contiennent
principalement des métaux comme K, Na, P, Mg, Mn... et plusieurs autres traces minérales,
Al, Ag, Br, Cr, Pb, Sn, Zn...(Ough et Amerine, 1988; Ribéreau-Gayon et al., 2006).
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III. Interactions

Les levures non-Saccharomyces sont généralement prédominantes dans les premieres
étapes de la vinification. Cependant, en raison de la compétition microbienne et de leur
faible tolérance a 1'éthanol, les levures non-Saccharomyces sont habituellement dominées
par les levures Saccharomyces qui se développent rapidement et terminent la fermentation
alcoolique (Henschke et Jiranek, 1993; Martini et al., 1996; Fleet et al., 2002; Pretorius et
al., 2003; Combina et al., 2005). Parmi les levures non-Saccharomyces isolées des motts de
raisin, T. delbrueckii est une espéce qui a attiré l'attention de nombreux chercheurs en
cenologie pour son impact positif sur la qualité sensorielle du vin. Ainsi, plusieurs études
impliquant des cultures mixtes de 7. delbrueckii et S. cerevisiae ont été réalisées afin
d'évaluer leurs potentialités a 'amélioration de la qualité du vin (Bely et al., 2008; Sadoudi
et al., 2012; Taillandier et al., 2014; Renault et al., 2016; Liu et al., 2017).

I11.1. Classification des interactions

Dans les environnements cenologiques, plusieurs groupes de micro-organismes cohabitent.
Des interactions s’établissent alors entre les populations différentes. Elles ont lieu non
seulement entre différents genres ou espéces comme les levures Saccharomyces et non-
Saccharomyces, mais également entre différentes souches d'une méme espece. La présence
ou I'absence de contact physique (interaction directe ou indirecte) entre les populations est
un des critéres généraux pour classer ces interactions entre micro-organismes (Strehaiano
et al., 2008). Ces interactions sont aussi classées selon leurs conséquences inhibitrices,
activatrices ou neutres (Sieuwerts et al., 2008). La classification des différentes interactions
microbiennes possibles est représentée sur la Figure 9.

Neutralisme Interactionsdirectes Interactions indirectes
compLoZ:mtes Iy a un contact . L’l‘m‘telra('ti‘on est ‘md‘ul‘e('te par )
sont physique entre les I'intermédiaire d’'un ou plusieurs composés
indifférentes composantes du
systéeme
I'une envers "
l'autre /\
Le composé est un Le composé est
substrat présent produit par au moins
dans le milieu une composante
Cell-to-cell Prédation Parasitisme Symbiose  Compétition Amensalisme Commensalisme Mutualisme
contact Une Une Les populations Les Le composé Le composé Chaque
Une composante composante composante se tirent un populations produit par produit par I'une  composante
tue Pautre utilise sertde la bénéfice ont besoin du une des des composantea  produit un
lorsque les deux Tautre seconde pour réciproque de méme composantesa un effet positif sur composé qui
especes sont en comme son Iinteraction. substratet se un effet les autres est bénéfique
contact physique. aliment etla développement retrouvent inhibiteur pour composantes ala
tue. mais ne la tue donc en les autres croissance de
pas compétition. composantes l'autre
nécessairement composante

Figure 9 Classification des différentes interactions microbiennes possibles (Renouf, 2006).
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II1.2. Mécanismes

I11.2.1. Limitation nutritionnelle et compétition

La limitation nutritionnelle correspond & la diminution de la disponibilité des nutriments
qui survient au cours de la FA. Le développement d'une levure dans le mott diminue les
sources de nutriments du milieu et le rend moins favorable pour la croissance d'une autre
levure. Les limitations nutritionnelles modulent 1'écologie des levures dans la mesure ou
elles sont constamment en compétition pour ingérer les substrats disponibles.

Taillandier et al., (2014) ont étudié I'influence de 1'azote assimilable sur les cultures mixtes
séquentielles de S. cerevisiae et T. delbrueckii. Dans ces cultures S. cerevisiae a été inoculée
48h apres T. delbrueckii. Lorsque la concentration initiale d'azote assimilable est réduite
de 324 a 176 mg N/L, S. cerevisiae ne parvient plus a croitre dans le milieu du fait de
I'épuisement de 1'azote complétement assimilé par 7. delbrueckii.

T. delbrueckii est moins tolérante a la déplétion en oxygeéne disponible que S. cerevisiae. La
disparition de l'oxygene résiduel du mott, provoquée par la croissance des levures pourrait
contribuer a la domination de S. cerevisiae. En effet, une augmentation de 1'oxygene favorise
la croissance de T. delbrueckii en culture mixte avec S. cerevisiae (Holm Hansen et al.,
2001).

De maniére analogue, la déplétion de certaines vitamines influe sur la dynamique des
populations (Bisson, 1999). En effet, Bataillon et al., (1996) ont étudié 1'évolution de la
levure non-Saccharomyces Kloeckera apicula en présence de S. cerevisiae dans un milieu
synthétique. Le développement de K. apicula a entrainé une diminution importante de la
thiamine, conduisant a une faible croissance de S. cerevisiae.

Le sucre représente la source de carbone principale des levures. En milieu cenologique, S.
cerevisiae consomme le sucre plus vite que les levures non-Saccharomyces. Nissen et al.,
(2004) ont observé que plus la vitesse spécifique de consommation de sucre d'une levure
non-Saccharomyces en culture pure est élevée, moins sa mortalité précoce sera importante
en culture mixte avec S. cerevisiae.

Par ailleurs, la croissance des levures peut étre favorisée par l'activité protéolytique et
pectolytique de certaines espéces qui hydrolysent les protéines et pectines du mout, pouvant
alors servir de substrat pour la croissance des levures (Charoenchai et al., 1997; Dizy et
Bisson, 2000). Ce commensalisme contribue a réduire les limitations nutritionnelles.

L'étude des interactions au niveau moléculaire montre une stimulation de génes impliqués
dans l'activité glycolytique de S. cerevisiae et de T. delbrueckii lorsque ces levures sont en
contact (Tronchoni et al., 2017). Par ailleurs, une activation du métabolisme azoté de S.
cerevisiae a été observée (Curiel et al., 2017). Ces modifications influencent la compétition
pour les substrats et sont déclenchées aprés la détection d'une levure compétitrice dans le
milieu.

Selon leur concentration initiale dans le mott, d'autres composés comme les lipides et les
minéraux sont susceptibles d'induire des limitations nutritionnelles.
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I11.2.2. Communication cellulaire

Le quorum sensing est un mécanisme de communication cellulaire impliquant des
molécules signal de faible poids moléculaire (Fuqua et al., 1994; Wuster et Babu, 2008). Ces
molécules sont produites pendant la croissance et lorsque leur concentration atteint une
valeur seuil, cela induit 'activation ou I'inhibition de certains génes (Zupan et al., 2013;
Avbelj et al., 2015). Ces mécanismes de communication régulent de nombreuses fonctions
biologiques (croissance, morphologie...). Il y a une absence de consensus quant a la
définition des molécules du quorum sensing. Avbelj et al., (2016) ont décrit plusieurs critéres
pour identifier les molécules impliquées dans le quorum sensing. Ces critéres incluent
notamment l'absence de toxicité de ces molécules lorsqu'elles sont présentes a des
concentrations requises pour leur action. Le bicarbonate, l'acétaldéhyde, les ions
ammonium, certains peptides (phéromones), lipides et alcools supérieurs jouent le réle de
molécules signal dans les mécanismes de communications cellulaires (Palkova et al., 1997,
Hornby et al., 2001; Wang et Dohlman, 2004; Hazelwood et al., 2008; Atkinson et Williams,
2009). Ces molécules agissent sur les cellules d'une méme espéce et aussi sur les cellules
d'espéces différentes en culture mixte.

Plus récemment, le role de la protéine de choc thermique Hspl2 dans la réponse de S.
cerevisiae au cours des cultures mixtes de levure a été souligné (Rivero et al., 2015). Cette
molécule agirait comme un signal de danger qui active la réponse au stress des cellules
environnantes. Toutefois, la Hspl2 ne semble pas étre exclusive a S. cerevisiae, elle
impacterait aussi le comportement de T. delbrueckii (Tronchoni et al., 2017).

Nissen et Arneborg (2003) ont observé qu'en culture mixte, chaque espéce arréte de croitre
en réponse a la densité cellulaire de l'autre espéce. Ce phénomeéne, observé au cours de la
co-inoculation de T. delbrueckii et S. cerevisiae, est assimilé a une compétition des deux
levures pour un espace disponible limité (Arneborg et al., 2005). La croissance de 7.
delbrueckii, aussi bien que celle de S. cerevisiae, est entravée par ce phénomeéne dont les
mécanismes sous-jacents sont encore inconnus.

I11.2.3. Toxines antimicrobiennes

Certaines levures peuvent sécréter des toxines antimicrobiennes nocives pour les levures
compétitrices, il s'agit d'un cas particulier d'amensalisme.

Les protéines killer sont des toxines secrétées par des levures Saccharomyces et non-
Saccharomyces (Lowes et al., 2000; Philliskirk et Young, 1975; Woods et Bevan, 1968).
L'importance des protéines killer (K1, K2, K28) de S. cerevisiae au cours de la fermentation
alcoolique a fait I'objet de nombreuses publications (Heard et Fleet, 1987; Jacobs et Vuuren,
1991; Carrau et al., 1993; Ramon-Portugal et al., 1997; Gutiérrez et al., 2001; Vadasz et al.,
2002). Ces toxines ont généralement un spectre d'action étroit qui est limité aux autres
souches de S. cerevisiae (Heard et Fleet, 1987; Gutiérrez et al., 2001). Néanmoins, certaines
toxines ont une activité killer contre Kluyveromyces lactis, Candida albicans (Rodriguez-
Cousino et al., 2011) et Candida glabrata (Soares et Sato, 1999).
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Les toxines Kkiller des levures non-Saccharomyces ont été moins étudiées. Elles ont
généralement un spectre d'action plus large que celles de S. cerevisiae. (Ciani et Comitini,
2011; Mehlomakulu et al., 2014). Les toxines killer sécrétées par Kluyveromyces
wickerhamii et Wickerhamomyces anomala inhibent la croissance de Brettanomyces
bruxellensis (Comitini et al., 2004). Celles sécrétées par Pichia membranifaciens inhibent
la croissance de Brettanomyces bruxellensis (Santos et al., 2009) et de Botrytis cinerea
(Santos et Marquina, 2004), L'effet killer des toxines de Tetrapisispora phaffii a I'encontre
de Hanseniaspora uvarum a aussi été observé (Comitini et Ciani, 2010).

De rares souches de 7. delbrueckii produisent des toxines killer. La souche Kbarr produit
des toxines Kkiller actives contre S. cerevisiae, Hanseniaspora sp., Kluyveromyces lactis,
SchizoSaccharomyces pombe, Candida albicans, C.tropicalis, C.dubliniensis, C. kefir, C.
glabrata, C. parasilopsis, C. krusei, Yarrowia lipolytica et Hansenula mrakii (Ramirez et
al., 2015; Velazquez et al., 2015). La souche NPCC 1033 produit des toxines killer actives
contre Brettanomyces bruxellensis, Pichia guilliermondii, Pichiamanshurica et Pichia
membranifaciens (Villalba et al., 2016).

Par ailleurs, S. cerevisiae produit des peptides anti-microbiens dénommés saccharomycines.
Ils dérivent de l'enzyme glycolytique GAPDH (Albergaria et al., 2010; Branco et al., 2014,
2015; Rizk et al., 2016; Branco et al., 2017a, 2017b). Contrairement aux protéines killer, les
saccharomycines ont un spectre d'action large. Elles inhibent notamment la croissance des
levures non-Saccharomyces (K. marxianus, L. thermotolerans, T. delbrueckii et H.
guilliermondii) (Albergaria et Arneborg, 2016) et des bactéries (O. oeni) (Branco et al., 2014;
Rizk et al., 2016). Le role de 1'enzyme glycolytique GAPDH dans 'amensalisme exercé par
S. cerevisiae sur les levures compétitrices peut paraitre insolite. Néanmoins, outre son
activité glycolytique, la GAPDH est impliquée dans 1'apoptose (processus d'autodestruction
cellulaire) (Sirover, 2005; Silva et al., 2011). Aussi, des peptides antimicrobiens dérivés de
la GAPDH ont été isolés de tissus humains (Wagener et al., 2013) et ichtyens (Seo et al.,
2012), démontrant ainsi I'i'mportance de la GAPDH dans les différents systéemes de défense
des organismes. Plusieurs fractions peptidiques antimicrobiennes produites par S.
cerevisiae ont été mentionnées dans la littérature, cependant des études supplémentaires
sont nécessaires pour savoir si elles proviennent de la GAPDH (Nehme et al., 2010).

L'interaction entre les peptides antimicrobiens et la membrane des cellules sensibles
constitue la premiere étape de l'activité toxique (Harris et al., 2009; Pandey et al., 2011). La
composition lipidique de la membrane joue un réle primordial dans cette interaction (Kagan
et al., 1994). En effet, les cellules résistantes a la lyse induite par des peptides
antimicrobiens ont une composition lipidique différente de celle des cellules sensibles
(Izadpanah et Gallo, 2005).

111.2.4. Contact cellulaire

L'interaction par contact cellulaire ou "cell-to-cell contact" a été décrite pour la premiére
fois par Nissen et al., (2003). Elle est définie par le fait qu'une levure entraine la mort d'une
autre levure par le biais d'un contact physique. Ce phénomeéne a été décrit uniquement pour
des levures Saccharomyces entrainant la mort de levures compétitrices Saccharomyces ou
non-Saccharomyces (Ciani et Comitini, 2015; Kemsawasd et al., 2015; Nissen et Arneborg,
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2003; Pérez-Torrado et al., 2017; Renault et al., 2013). La mort induite par contact cellulaire
survient lorsque S. cerevisiae atteint une certaine densité cellulaire. Récemment, Branco et
al., (2017b) ont démontré que l'accumulation de peptides antimicrobiens dérivés de la
GAPDH sur la membrane de S. cerevisiae était impliquée dans le cell-to-cell contact.
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II1.3. Parameétres opératoires du procédé

I11.3.1. Inoculation

Lors de la coculture, S. cerevisiae et T. delbrueckii peuvent étre inoculées de facon
simultanée ou séquentielle. Lors de la fermentation séquentielle, S. cerevisiae est inoculée
2 a b5 jours apres T. delbrueckii (Ciani et al., 2006; Bely et al., 2008; Taillandier et al., 2014).
La co-inoculation simultanée est plus efficace que la co-inoculation séquentielle en termes
de réduction d'acidité volatile (Ciani et al., 2006; Bely et al., 2008). Comparé a la co-
inoculation séquentielle, la co-inoculation simultanée présente une vitesse de fermentation
plus importante associée a des concentrations plus grandes de S. cerevisiae et des
concentrations plus faibles de T. delbrueckii (Taillandier et al., 2014; Renault et al., 2015).

Pommier (2003) a étudié 1'effet killer entre une souche killer et une souche sensible de S.
cerevisiae. Cette étude a été réalisée dans un bioréacteur a membrane en l'absence de
contact entre les deux levures. Il en ressort que le ratio d'inoculation entre les levures killer
et sensibles impacte la dynamique de population des cultures mixtes (Figure 10). Plus la
fraction de levures killer est importante a l'instant initial, plus vite les levures killer
domineront la fermentation (> 50% des cellules totales). L'auteur a aussi observé que plus
le ratio initial de levures killer est important, plus le temps d'apparition de l'effet killer est
court. Cette observation est cohérente avec les travaux de Taillandier et al., (2014) qui ont
observé qu'une diminution du ratio d'inoculation 7. delbrueckii/S. cerevisiae entraine une
diminution de la viabilité maximale de T. delbrueckii et une apparition plus précoce de la
mortalité de 7. delbrueckii. Néanmoins les mécanismes d'interactions indirectes entre 7.
delbrueckii et S. cerevisiae n'ont pas été identifiés au cours de ces travaux.
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Figure 10 Influence du ratio d'inoculation sur l'évolution du pourcentage de levure killer dans la culture mixte:
K/ S représente le quotient des concentrations des levures killer sur les levures sensibles a l'instant initial
(Pommier, 2003).
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D'autre part, le ratio d'inoculation a un impact sur les caractéristiques sensorielles des
breuvages issues des cultures mixtes de S. cerevisiae et T. delbrueckii. En effet, passer d'un

ratio S. cerevisiae/T. delbrueckii de 1/2 a 1/20 entraine une modification du profil
aromatique et une augmentation significative d'octanoate d'éthyle (Toh et al., 2018).

I11.3.2. Parameétres physico-chimiques

Des parameétres physicochimiques tels que le pH et la température jouent un roéle dans la
compétition entre les levures. Le pH et la température influent sur 1'efficacité des toxines
antimicrobiennes (Pfeiffer et Radler, 1984; Rodriguez-Cousino et al., 2011). Salvadé et al.,
(2011) ont observé que le taux de croissance maximal de S. cerevisiae est significativement
plus grand que celui de levures non-Saccharomyces (incluant T. delbrueckii) lorsque la
température est supérieure a 15°C. De telles températures favorisent donc l'implantation
de S. cerevisiae. L'expression de 'amensalisme est lui aussi dépendant de la température
de fermentation. Au cours d'une culture mixte avec Lachancea  thermotolerans,
I'amensalisme de S. cerevisiae n'a pas été observé a 20°C alors qu'il était clairement présent
a 25 et 30°C (Gobbi et al., 2013). Récemment, Chasseriaud et al., (2018) ont observé que la
saturation du mout de fermentation en CO, favorise l'implantation de 7. delbrueckii en

culture mixte avec S. cerevisiae.

I11.4. Outils d'études

Des outils technologiques permettant de séparer physiquement les micro-organismes tout
en maintenant un milieu homogene, ont été développés afin d'étudier I'influence du contact
physique sur les interactions microbiennes. Il s'agit de supports perméables, de tubes de
dialyse et de bioréacteurs a membrane. Pour observer les effets des interactions indirectes,
chaque micro-organisme sera inoculé dans un seul compartiment du systéeme.

II1.4.1. Support perméable

Les supports perméables sont disponibles avec un diamétre de pore allant de 0,4 a 8 um, ils
permettent d'étudier les interactions microbiennes a trés petite échelle dans une
microplaque (Figure 11).

Insert de Transwell®

Compartiment haut

Membrane microporeuse
pufisninspnsinnine

- Compartiment bas

Figure 11 Support perméable Transwell®.
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I11.4.2. Tubes de dialyse
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Figure 12 Tube de dialyse Float-A-Lyzer®.

Les tubes de dialyse ont des volumes allant de 1 a 10 mL et des seuils de coupure allant de
0,1 a 1000 kDa (Figure 12). Le seuil de coupure de la membrane détermine la taille des
peptides microbiens susceptibles de la traverser. Kemsawasd et al., (2015) ont étudié les
effets du seuil de coupure de la membrane sur les interactions entre S. cerevisiae et L.
thermotolerans. Ils ont observé une disparité dans la répartition de peptides antimicrobiens
(8 kDa) produit par S. cerevisiae entre l'extérieur et l'intérieur de la membrane avec un
seuil de 3,5 a 5 kDa. Cette disparité n'a pas été observée avec un seuil de coupure de 1000
kDa. La mortalité de L. thermotolerans induite par ces peptides était moins rapide avec un
seuil de coupure de 3,5 a 5 kDa car ils traversaient moins la membrane.

111.4.3. Bioréacteurs a membrane

IT1.4.3.1. Bioréacteur a membrane plane (ISVV)

Un réacteur a été développé au sein de 1'Institut des Sciences de la Vigne et du Vin de
1'Université de Bordeaux afin d'étudier 1'évolution de deux micro-organismes vivant dans
un milieu sans contact physique. Le fermenteur est composé de 2 compartiments pouvant
contenir chacun un volume de milieu maximal de 1,1 L, soit un volume total de 2,2 L (Figure
13). Les 2 compartiments sont séparés par une membrane centrale permettant le passage
du milieu mais pas des micro-organismes. Cette membrane a une porosité de 0,45 pm.
L’homogénéisation du milieu entre les deux compartiments via la diffusion a travers la
membrane nécessite 12h. Afin d’avoir une homogénéisation plus rapide, un systéme de
pompe péristaltique permet le passage du milieu d'un compartiment a l'autre. Deux
capsules de filtration contenant une membrane de 0,45 ym de porosité se trouvent au-
dessus de chaque compartiment afin d’empécher le passage des levures d'un compartiment
a lautre. Le fermenteur est placé sur une balance de précision et contient deux agitateurs
magnétiques.

La régulation de la température et le suivi de la cinétique de fermentation se font de
maniére automatisée. Une sonde placée a I'intérieur du fermenteur permet de controler la
température qui est ajustée grace a deux ampoules a infrarouge placées derriére chaque
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compartiment. L’acquisition de la masse du fermenteur se fait toutes les vingt minutes,

permettant ainsi de mesurer le dégagement de CO, ainsi que sa vitesse.

Aspiration par capsules

Capsule Titration

ibloc passage [evures)

|
Wl
T

Reflux par capsules

Capsule filtration
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Compartiment gauche Compartiment drait

hMembrane centrale

Figure 13 Présentation du fermenteur double compartiment (Renault et al., 2013).
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I11.4.3.2. Bioréacteur a membrane fibres creuses (LGC)

Depuis pres de 20 ans, pour étudier les interactions indirectes lors de cocultures de micro-
organismes, un bioréacteur a membrane a été congu et développé au Laboratoire de Génie
Chimique (Albasi et al., 1998; Salgado et al., 2000; Pommier et al., 2005) (Figure 14). Son

fonctionnement est détaillé dans la partie 1.3.3 de Matériel et méthodes.
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Figure 14 Bioréacteur a membrane.

L'effet du contact est inhérent au couple de levures inoculées dans un milieu de culture
donné. Dans certains cas, le contact cellulaire peut accroitre la mortalité induite par contact
indirect (Kemsawasd et al., 2015b). Dans d'autres cas, on observe aucune différence entre
les profils de croissance des levures séparées et mélangées (Taillandier et al., 2014).
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IV. Modélisation des cultures pures de levures

IV.1. Objectifs

Un modéle est une forme de représentation de la réalité. Cette représentation est limitée
par notre degré actuel de connaissance, notamment dans les sciences qui traitent de la vie
telle que la biologie. Cette représentation est synthétique, codifiée et souvent partielle. En
effet, le modeéle ne reflete qu'une partie de la réalité car certains angles du prisme d'analyse
sont privilégiés lors de sa conception. Néanmoins, en réduisant la complexité de cette
réalité, le modeéle permet de mieux l'appréhender.

On modélise toujours en fonction d'un objectif. Plusieurs modeles peuvent décrire une méme
réalité. C'est pourquoi, il est important de définir le cadre et le niveau de modélisation
souhaités des le début d'un projet. Les objectifs de la modélisation sont synthétisés dans la
Figure 15. Les objectifs majeurs de la modélisation sont: la compréhension, le contréle et
I'optimisation. Le choix du modéle est fortement 1ié a la définition initiale des objectifs et
des contraintes.

Comprendre

Controler Optimiser

Figure 15 Principaux objectifs de la modélisation (Pommier, 2003) .

Le travail de modélisation repose de plus en plus sur une approche pluridisciplinaire. Ce
constat a été finement exprimé lors d'un colloque canadien sur la modélisation des systémes
biologiques (Pattey et de Jong, 1998): "Comme la modélisation englobe différents
domaines d’expertise, elle offre l'occasion d’entreprendre des études scientifiques
interdisciplinaires qui synthétisent nos connaissances dans ces différents domaines de
recherche. Plus important encore, elle ameéne les scientifiques a étudier les limites de leur
domaine de connaissance spécifique et les contraignent ainsi a élargir leur champ de
compétence."

Il existe deux grands groupes de modeles dans le domaine du génie microbiologique: les
modéles non-structurés et les modeéles structurés. D'une maniére transversale, on peut
distinguer les modeéles primaires des modeéles secondaires. Les modeéles secondaires
décrivent l'influence des facteurs environnementaux (principalement pH et température)
sur les parametres des modeles primaires. Ils ne sont pas abordés dans ce document.
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1V.2. Modéles non-structurés

Les modeéles non-structurés sont basés sur l'observations des cinétiques macroscopiques au
sein d'un bioréacteur. Ils introduisent des parameétres qui ne représentent pas des entités

chimiques, physiques ou biologiques. Néanmoins, ces parametres sont généralement

significatifs, de sorte que les modeles soient biologiquement compréhensibles. Le caractere

prédictif de ces modeéles est limité aux conditions opératoires testées.

IV.2.1. Décomposition de la croissance microbienne en
réacteur batch

La croissance d'une population microbienne en milieu non renouvelé se fait selon un schéma

classique proposé par Buchanan (1918) (Figure 16).

log(Concentration bactérienne)

0 1l 2 3 td 5 16

Figure 16 Différentes phases de la croissance bactérienne en milieu non renouvelé décrites par Buchanan

(1918).

Les sept phases distinctes qui apparaissent dans la décomposition sont les suivantes:

1.

La phase de latence. Elle correspond a une phase de transition entre un état
physiologique initial et un état de croissance a proprement parler. Il s'agit d'une
phase d'adaptation au nouvel environnement.

La phase d'accélération.

La phase de croissance exponentielle ou phase de croissance maximale. Lorsque les
concentrations microbiennes sont exprimées en coordonnées semi-logarithmiques, la
pente de la droite correspond au taux de croissance maximal: f,qy-

La phase de décélération ou phase de freinage. Elle survient au fur et a mesure que
les substrats s'épuisent et que les produits toxiques s'accumulent.

La phase stationnaire. Au cours de cette phase, la population microbienne n'évolue
plus.

La phase de début de décroissance. Elle correspond au début de la disparition des
cellules.

La phase de décroissance exponentielle. Cette phase apparait lorsque le milieu
devient extrémement défavorable aux micro-organismes et entraine leur mort
rapide.
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IV.2.2. Description de la latence

I1 existe plusieurs facons d'introduire la latence dans les modeéles. La plus répandue consiste
a introduire un décalage temporel en remplacant la variable de temps t par t — A, A étant le
temps de latence. Le modeéle décrit la croissance une fois la latence révolue. Cette
formulation rend compte de la latence stricte en occultant la phase d'accélération. Afin de
tenir compte de cette derniére, des modeéles ont été proposés. Le modele développé par Wang
et Stephanopoulos (1984) traduit une adaptation des cellules dont le taux spécifique de
croissance réel, u”, suit 1'évolution suivante:

du” .
T aWh =) st >
#r — #E si ‘uE < 'ur

avec uf le taux spécifique de croissance dicté par l'environnement et a un parameétre
évaluant la vitesse d'adaptation des micro-organismes a leur environnement.

Le modéle de Baranyi et Roberts (1994) introduit une fonction d'adaptation:

_ q(t)
u= .umax-l +q(
dq
E = Umax-q(t)

q@®)
1+q(t)
quand t tend vers l'infini. La fonction q(t) exprime 1'état physiologique de la cellule. La
valeur de q(0) détermine la durée de la phase de latence, en fonction de 1'état physiologique

La fonction a (t) = est une fonction croissante a valeur dans [0,1] qui tend vers 1

de 1'inoculum.

IV.2.3. Description de la croissance des micro-organismes

1V.2.3.1. Modele exponentiel

La premieére théorie sur la croissance de populations remonte au XVIIleme siecle avec
Pessai de Malthus intitulé « An essay on the principle of population » (Malthus, 1798). Sa

théorie suggérait une représentation de la population (X) sous la forme:
ax = pX (Equation 1)
P B quation

Le parameétre S est le taux spécifique de croissance Malthusien. Ce modeéle reproduit un
accroissement exponentiel de population, mais il ne permet pas de représenter 1’évolution
d’une population qui tend vers un nombre fini.

1V.2.3.2. Modele logistique

Afin de modéliser la croissance d'une population animale qui se stabilise au cours du temps,
Verhulst (1838) propose une équation différentielle plus connue sous le nom de loi
logistique:
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—=a.y (1 — _) (Equation 2)

Par la suite, cette expression a été confrontée a divers résultats expérimentaux (Pearl,
1927). Dans le cas de la description d'une cinétique de croissance microbienne, elle prend
souvent la forme suivante, dans laquelle X représente la population microbienne et y son
taux de croissance:

1dX (

U= X dt = Umax ) (Equation 3)

Xmax

Le taux de croissance maximal p,,,, est supposé atteint dés le début de la culture. La
population maximale X,,,, est obtenue en fin de croissance, lors de la phase stationnaire.

1V.2.3.3. Modele de Monod

Le modéle de Monod (1941) est la référence de base en matiére de modélisation de croissance
microbienne. Il donne une relation entre le taux spécifique de croissance u et la
concentration en substrat limitant S.

1dX S

= }E = .umaerS (Equation 4)

U
Le parameétre p,,, est le taux spécifique de croissance maximal. La constante de saturation
K représente la concentration en substrat pour laquelle u est égal a la moitié de p,,q,. On
distingue trois cas en fonction de la concentration en substrat et de la valeur de la constante
de saturation Kj:

» Pour de faibles valeurs de K5 (Kg << S), le taux de croissance est proche de sa valeur
maximale (U = ). La perte de vitesse de croissance est tres brutale et n’intervient
que lors de I'épuisement complet du substrat. Avant I'épuisement du substrat,
I’équation de Monod est équivalente a une cinétique d’ordre zéro.

» Pour des valeurs élevées de Ks (Kg >> S), on se rapproche d’'une loi de type logistique,
avec un point d’inflexion au centre de symétrie de la courbe. L’équation correspond
a une cinétique du premier ordre.

» Lorsque la valeur de Ks est proche de la concentration en substrat dans le milieu (K
=~ S), I'équation de Monod décrit une cinétique réactionnelle d’ordre complexe.

IvV.2.4. Prise en compte du ralentissement de la croissance

Il existe de nombreux modéles non structurés. Ces modéles sont, en grande majorité, des
adaptations des trois modeéles historiques: le modeéle exponentiel, le modéle de Monod et le
modeéle logistique. Les modeéles de base précédemment cités sont constamment adaptés afin
d'améliorer 1l'ajustement aux données expérimentales. Des aménagements de la loi
logistique permettent de mieux prendre en compte la phase de ralentissement.
L'introduction de variables d'état, telles que les concentrations en sucre et en éthanol,
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susceptibles d'affecter la croissance est souvent envisagée lors de la modélisation. Trois
phénomeénes sont pris en compte: une limitation par le substrat, une inhibition par le
substrat et une inhibition par les produits métaboliques. Certains modeéles s'appuient sur
une limitation par le substrat. D'autres modeéles tiennent compte d'une limitation et d'une
inhibition par le substrat. Il existe des modeéles basés sur une action inhibitrice d'un ou
plusieurs métabolites. Enfin certains modéles tiennent compte de multiples inhibitions et
limitations. L'intervention d'un substrat ou d'un produit dans 1'équation de la description
de la croissance de la biomasse nécessite l'expression de la dynamique propre de ces
constituants. L'ensemble des modeéles répertoriés (Annexes 1 et 2) aux cours de ce travail
bibliographique s'appuie sur les synthéses de Ramon-Portugal (1995), de Marin (1999) et
de Loustaunau, (2015).

IV.2.5. Description de la consommation de substrat

La vitesse de consommation du substrat dépend des trois activités principales de la cellule:
la croissance, la production de métabolites et la formation de réserves énergétiques. Il en
résulte I’équation bilan (Equation 5).

ds_ 1 dx 1.dp |
dt Yy dt @ Ypsdt (Equation 5)

Les variables Yy/s et Yp /s représentent respectivement les rendements en biomasse et en

produit par rapport au substrat, m est la constante de maintenance.

IV.2.6. Description de la production des métabolites

La cinétique de production de métabolites au cours de la croissance est liée au taux de
croissance de la biomasse et a la quantité de biomasse présente a I'instant t. En général, la
production de métabolites est représentée par le modele de Luedeking-Piret (1959) présenté
par 'équation suivante:

dpP
—=a—+fX (Equation 6)

En posant, la vitesse spécifique de production du métabolite: vp = %%
et le taux spécifique de croissance: u = %Z—f
on obtient la relation suivante:
vp=au+p (Equation 7)
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Cette expression traduit le couplage partiel entre la production de métabolites et la
croissance. Dans le cas ou S est nul, le couplage est total et les métabolites sont produits au
fur et a mesure de la croissance. Lorsque a est nul, la production est découplée de la
croissance, c'est le cas de nombreux métabolites secondaires. Certains modéles utilisés pour
décrire la production de métabolites sont inspirés du modele de Luedeking-Piret, d'autres
ne le sont pas (Annexe 2).

IV.2.7. Description du déclin

Lorsqu'une population microbienne est soumise a un environnement hostile, il arrive qu'elle
décline. Les formulations mathématiques permettant de prendre en compte le déclin sont
semblables a celles traduisant la croissance, mais prennent un signe opposé comme dans
l'exemple suivant:

dX ¥

dt Ha
Dans la majorité des modeles proposant une expression du déclin, les cellules
biologiquement actives sont différenciées des cellules mortes.
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IV.3. Modeéles structurés

Au cours de I'élaboration des modéles structurés, la biomasse n'est pas considérée comme
homogeéne et n'est par conséquent pas représentée par une variable unique. Il existe deux
types de structures: la structure en classe et la structure intracellulaire. La structure en
classe différencie les individus d'une population. La structure intracellulaire décompose
chaque individu d'une population en entités complexes. Les principaux types de modeles
structurés sont présentés de facon non exhaustive et illustrés par quelques exemples dans
les paragraphes suivants.

IV.3.1. Structures en classe

Les modeéles présentant une structure de classe rangent les individus d'une population en
différents groupes appelés classes. Chaque classe rassemble des individus ayant des
caractéristiques communes et dont l'évolution a une dynamique propre a la classe
considérée. Ces modeles sont constitués d'une part de réactions propres a chaque classes et
d'autre part de réactions de transfert de classe traduisant le passage d'individus d'une
classe a une autre.

Distinguer les cellules viables des cellules mortes ou différencier des souches qui cohabitent
dans le cas de cultures mixtes ne constituent pas de véritables structurations de la
biomasse. En effet, de telles décompositions ne sont pas introduites dans l'optique d'estimer
la population globale, mais bien d'estimer chacune des composantes comme étant des
variables d'état a part entiere.

IV.3.1.1. Exemple: Ségrégation selon le cycle cellulaire (Deckwer et
al., 1991)

Le modéle développé par Deckwer et al., est basé sur le cycle de bourgeonnement des levures
du genre Saccharomyces cerevisiae décrit par Hartwell et Unger (Figure 17).

l O

TS

<~ Tp =><— b —>
< Td <— Tb —>

Figure 17 Schéma du cycle de bourgeonnement chez Saccharomyces cerevisiae (Hartwell et Unger, 1977).

Le cycle se compose de trois phases: une phase D de développement des cellules filles non
bourgeonnantes qui a une durée 7d, une phase P de développement de cellules méres non
bourgeonnantes de durée Tp et une phase de bourgeonnement B qui a une durée Tb. La
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durée de chacune de ces phases peut étre reliée au temps de doublement de la population T
par une relation linéaire (Lord et Wheals, 1980; Takamatsu et al., 1985; Wheals, 1981).

On obtient les relations suivantes:
Td:adT+ﬁd ; Tp=apT+ﬁp ; Tb:abT+‘8b

Les auteurs proposent de diviser chaque phase en un nombre fini d'intervalles de temps

suffisamment petit At. Le nombre d'intervalles dans chaque phase est alors respectivement:

L, Td _Tp _Tb
n AT np_Ar ’ n_AT

La biomasse est par conséquent structurée en nd + np + nb classes. Les quantités de cellules
dans le i®me intervalle des phases D, P et B sont notés respectivement d(i), p(i) et b(i). La
quantité totale de cellules Ny vérifie alors:

Ny = nzdd(i) +§p(j) +an b(k)
i=1 j=1 k=1

Les proportions relatives des cellules appartenant a chacune des trois phases sont:

1 nd 1 np 1 nb
Fd=-s ) d@; Fp=1-+ ) p()) 5 Fb=1—% > b(k)
Ny Ny s Ny
i=1 j=1 k=1

L'évolution de la quantité de cellules de chaque classe se fait par passage d'une classe a
l'autre a chaque intervalle de temps de la maniére suivante:

dii+1) «d@) i=12,..,nd-1
p(+1) «d(l) j=12,..np—1
bk +1) «d(k) k=12,..,nk—1
d(1) « b(nb)

p(1) « b(nb)

b(1) « d(nd) + p(np)

Une telle modélisation trouve ses principales applications dans les cultures continues ou
semi-continues. En effet, elle permet de relier les proportions Fd, Fp et Fb de cellules dans

les phases respectives D, P et B au taux de croissance spécifique u = @ . Il est possible de

faire varier u en jouant sur les débits d'alimentation en substrat et donc de maitriser la
"qualité" de la biomasse produite. Généralement, on recherche une augmentation de
I'activité fermentaire qui est inversement proportionnelle a la fraction Fb. Cette stratégie
revient a privilégier 1'utilisation du substrat pour la production de métabolites plutét que
pour la multiplication cellulaire. Les cinétiques de consommation de substrats et de
production de métabolites sont inhérentes a chaque classe et different selon les milieux de
culture considérés (Ejiofor et al., 1996b; Wang et al., 2005; Yuan et al., 1993).
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IV.3.2. Structures cellulaires

Ces modéles reposent sur une identification des voies métaboliques principales et sur la
recherche des flux limitants. La cellule est alors décomposée en différents compartiments
métaboliques dont la synergie conduit a la croissance et la production de métabolites. Les
vitesses de croissance et de conversion sont alors déterminées par les vitesses de chacune
des réactions biochimiques considérées et par les vitesses de transferts entre les différents
compartiments.

Etant basés sur des connaissances théoriques des micro-organismes et sur des
décompositions fines de chaines réactionnelles, ces modéles sont intellectuellement plus
satisfaisants que les modéles empiriques. Cependant, le volume d'informations requis rend
leur intégration numérique trés laborieuse, mais surtout leurs parameétres sont
difficilement identifiables voir inaccessibles expérimentalement.

IV.3.2.1. Exemple:  Modele compartimentation intracellulaire
artificielle de Williams (1967)

Le modele de Williams est un modeéle simple qui décompose la biomasse X en deux
compartiments distincts K et G. K est une sous-unité de synthése des macromolécules
cellulaires et G une sous-unité structurale contenant les macromolécules nécessaires au
fonctionnement de la cellule.

On note:

» pk: la masse du compartiment K par unité de volume de cellules (g/ml.)

» pe: la masse du compartiment G par unité de volume de cellules (g/ml.)

» p = pg + pe: la masse volumique des cellules, supposée constante (g/ml.)

» X: la concentration en biomasse en grammes par unité de volume du réacteur (g/ml,)
» Y: le rendement de formation du compartiment K a partir de substrat (g/g)

» S: la concentration en substrat en grammes par unité de volume du réacteur (g/ml,.)

La croissance cellulaire est décomposée en deux étapes réactionnelles (Figure 18).

Figure 18 Principe du modéle de Williams.
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Le modele de Williams repose sur trois hypotheéses:

1) La vitesse de formation du compartiment K est d'ordre 1 par rapport au substrat,
avec un rendement Y constant. On en déduit donc:

T = k1 *S

das 1 X I xS 1 X
—_— = = *—k— = —k, * S % —x—
dt Tsk ¥y p ! Y p

2) Le taux de croissance du compartiment G est proportionnel a la masse du
compartiment K, d'ou:
1

—Txe =k, *p
pg K6 2 * Pk

3) Lorsque la masse du comportement G double, la cellule se divise en deux cellules.
On peut donc déterminer le nombre de cellules par unité de volume de réacteur, qui
est proportionnel a la masse totale des compartiments G, et par conséquent
proportionnel a %GX .

En considérant que le réacteur évolue en continu, avec un taux de dilution D, on peut décrire
I'évolution dynamique de la masse de chaque compartiment:

dpk

dt = k1S — kapxpc — Dpk
dpg

ar k2pxpc — Dpe

Les modeéles qui s'inspirent du modéle de Williams permettent de rendre compte de deux
phénomeénes souvent décrits: 1'existence d'une phase de latence durant laquelle les cellules
grossissent mais ne se divisent pas et l'observation de cellules de petite taille en phase
stationnaire.
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V. Modélisation des cultures mixtes de levures

Les systémes utilisant de multiples micro-organismes sont tres utilisés notamment dans le
domaine agroalimentaire, le traitement des eaux et la chimie fine. Cependant,
contrairement aux cultures pures, les cultures mixtes de micro-organismes font rarement
I'objet de modélisation. Néanmoins, la nécessité d'une amélioration de la maitrise des
procédés en cultures mixtes a entrainé le développement de modéles mathématiques. Ces
derniers prennent en compte la diversité des micro-organismes impliqués et leurs
interactions. Nous présentons dans ce paragraphe quelques exemples de modéles de culture
mixtes. Ces modéles sont généralement limités a des systémes binaires qui ne font pas la
distinction entre les interactions directes et indirectes.

V.1. Modeéles dérivés du modéle de Lotka et Voltera
V.1.1. Modéle de Lotka et Voltera

Lotka et Voltera (1920) ont proposé le premier modele de croissance décrivant une
interaction entre deux populations. Il est basé sur I'hypothése que la croissance de chaque
population dépend linéairement des effectifs des deux populations N; et N,. Il s'agit d'un
couplage de deux modéles logistiques, qui est traduit formellement par les relations

suivantes:
dN,
i N;(ay — byN; + ¢1Ny)
dN,
P Ny(az — byN; + ¢;N;)

Le signe de c; et ¢,, déterminent la nature de la relation entre les levures:

» lorsque c; et c, sont positifs: les levures favorisent réciproquement leur croissance
» lorsque le produit c;.c, est négatif: une levure inhibe la croissance de 1'autre
» lorsque c; et ¢, sont négatifs: les levures inhibent réciproquement leur croissance.

V.1.2. Modéle de Vereecken

Vereecken a proposé pour sa part un modele inspiré a la fois de Baranyi pour traduire la
latence de chaque micro-organisme et de Lotka et Voltera pour traduire l'interaction au
cours de la croissance en culture mixte (Vereecken et al., 2000). L’évolution des populations
N; et N, suit dans ce cas la dynamique suivante, pour laquelle q; et g, représentent I'état
physiologique des souches 1 et 2 respectivement :

da
dt "q1
dgs

dt 24>

50



Etude bibliographique

V.2. Modéle décrivant des mécanismes d'interactions

Les modeles de type Lotka et Voltera considérent les interactions entre micro-organismes
d’'une manieére globale, en faisant apparaitre la population qui cohabite dans I'expression de
la dynamique d’évolution de chaque population. D’autres modeles entrent plus dans les
détails des mécanismes en jeu et introduisent les variables associées aux composés
intervenant dans ces mécanismes. Ces mécanismes reflétent généralement une limitation
des substrats qui peut étre accompagnée d'une inhibition de la croissance d'un micro-
organisme. Une sélection d’exemples jugés significatifs fait I'objet de cette derniére partie
de notre étude bibliographique. Cette sélection couvre de facon non exhaustive les
représentations mathématiques des différents mécanismes d'interactions présentés
précédemment.

V.2.1. Modéle de prédation de Tsuchiya et al., (1972)

Tsuchiya et al., ont développé un modele pour décrire la culture mixte de Dictyostelium
discoideum et Escherichia coli en milieu continu. Il s'agit d'un modeéle de prédation dans
lequel E. coli (X;) utilise le glucose (S) comme substrat alors que le protozoaire D.
discoideum (X,) consomme E. coli. La dynamique du systéme est la suivante:

rdX; 1
—— = —DX; + X, —5—X1 X1, S
dt YXZ/Xl = u
dx, Vo Pmar g 4 g
Y2 = —DX; + 12 X; avec X,
ds 1 2 = Homax o 1y X
= = D(Sp =) ——— X x t X
dt (So ) Ye./s H144

L'expression des taux de croissance est issue du modéele de Monod. D et S, représentent le
taux de dilution et la concentration de glucose dans l'alimentation.

V.2.2. Modéle de compétition de Lenas et Pavlou (1994)

Lenas et Pavlou ont proposé un modeéle générique de compétition de deux micro-organismes
X; et X, pour un substrat limitant S. L'expression des taux de croissance est issue du modéle
d'Andrews (1968). La dynamique du systéme est la suivante:

(Xm 1
1 —dt = —DXl + .Lllxl 'ul ] 'ulmax e 52
dXZ Ksl + S + E
e - —DX; + 12X avec o
lds D(S S) 1 x 1 x Hz = 'uzmax SZ
R — Q) — — — K S+
" 0 YX1/5 U141 YXZ/S Uz A7 s, TS+ KIZ
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V.2.3. Modéle de mutualisme de Tohyama et al., (2002)

Ce modele a été développé pour décrire une production industrielle de poly-B-
hydroxybutyrate (PHB) par 'intermédiaire d’'une culture bactérienne mixte impliquant une
souche de Lactobacillus delbrueckii et une souche de Ralstonia eutropha. Dans le procédé
considéré, L. delbrueckii (X;) produit du lactate (L) a partir de glucose, R. eutropha (X,)
consomme de l'ammoniaque (N) et convertit le lactate en PHB (P). La dynamique du
systeme en fermentation continue alimentée par un courant de glucose (G) est la suivante:

n

_ G (1 L)
H1 = R, Ko +G L.

ax
_1 = _DX1 + ,Llle — L N
dt H2 = H2p0x 12Ky + N
dX, DX X K,+L+""
L — _ + i
dt 2 T U4 o o
dG V1 = Y, + Y_
E:D(GO_G)_lel Xl/G L/G
H2
1 dN avec v, = %
_=—DN+V3X2 XZ/L
dt U2
dL ’]/3 =
E = —DL + O'le - VzXz YXZ/N
dP N AL
i —DP + 0,X, 01 = Al BmKG +G
%2 = my N

V1, Vo etvs correspondent respectivement aux vitesses spécifiques de consommation de
glucose, de lactate et d'ammoniaque. g; et g, sont respectivement les vitesses spécifiques de
production de lactate et de PHB.

Plusieurs phénomeénes sont pris en compte par ce modéle. Tout d’abord la croissance du
lactobacille est supposée limitée par le glucose et inhibée par la formation d’acide lactique.
La croissance de R. eutropha présente pour sa part une double dépendance au lactate et a
Pammoniaque. Elle est limitée pour de faibles concentrations en lactate mais inhibée si ce
substrat est présent en trop grande quantité. Enfin, on peut noter que l'orientation du
métabolisme de R. eutropha dépend de la quantité d’ammoniaque disponible: pour de fortes
concentrations, la croissance est favorisée (1, augmente et g, diminue) alors que pour de
faibles concentrations, la production de PHB est favorisée (g, augmente et g, diminue). Ce
dernier phénomeéne fait de 'ammoniaque un parameétre clé pour l'optimisation de la
productivité du procédé, qui consiste a trouver un bon équilibre entre quantité de biomasse
productrice et taux de conversion.
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V.2.4. Modéle de limitation de Hanly et al., (2012)

Ce modéle a été développé pour décrire la production d'éthanol lors de la culture mixte de
Saccharomyces cerevisiae et Escherichia coli. Dans le procédé considéré, S. cerevisiae (X;)
consomme exclusivement du glucose (G) et E. coli (X,) consomme exclusivement du xylose
(). Les deux micro-organismes produisent de 1'éthanol (E), ce dernier limitant 1'absorption
des sucres. La dynamique du systéme en réacteur fermé est la suivante:

rdX,
W = X
X, ( _ G 1
o hek Yo = Vomar g G L E
dG Kix,
3 T Vg X1 avec 7 1
dz Vz = Vzmax K, +7 E
- = = A 1+-—
dt vzX2 k Kin
ka = Vele + Verz

Les taux de croissance (u; et u,) et les vitesses spécifiques de production d'éthanol (v, et
Ve,) sont obtenus par le biais de modeles métaboliques compartimentés a 1'échelle du
génome. Les deux espéces ne sont pas en compétition pour un substrat, cependant la
production commune d'éthanol limite leur capacité a absorber les sucres. S. cerevisiae
consomme le glucose plus vite que E. coli ne consomme le xylose. Comparativement,
I'absorption de sucre de E. coli est plus sensible a la présence d'éthanol. L'enjeu de la
modélisation est de déterminer la concentration initiale de chaque micro-organisme
permettant d'avoir le temps de fermentation le plus court.
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V.2.5. Modéle d'amensalisme de Pommier (2003)

Ce modele, inspiré des travaux de Ramon-Portugal (1995) et de Ravaz (1992), a été
développé pour décrire 1'évolution des populations de levures au cours de l'effet killer entre
deux souches de S. cerevisiae. L'évolution du milieu fermentaire contenant une souche killer
et une souche sensible est caractérisée par 8 variables d'état (Tableau 2) évoluant en
fonction de 15 parametres (Tableau 3), selon le systeme différentiel suivant:

(dX, « X + Xak
d:’ =Tk —Tak Tk = Hmaxk- Xvk <1 - 1]X—k [1— Asor (Xos + Xas)]
max,
Xys+Xg
dXU.S =7r _ rd s = .umax,s-Xv,s (1 - %) [1 - Ak—>s(Xv,k + Xd,k)]
dt v,s S max,s
Tak = Hak-Xvk
dXd'k _
dt - rd'k Tds = .ud,s-Xv,s

r,d,s = .ud,s-Xv,s + Kp. ET-Xv,s- [Ts - Ts*]

dXas {rd,s siT, < TS

dt r,d,s siTs 2T T, = @ Tok
]
dTp Tr, = Bs- (Tp —Ts — Tk)- [Ns(Xv,s + Xd,s) - Ts]
W = TTp avec
er = ﬁk. (Tp - TS - Tk) [NR(X‘U,R + Xd,k) - Tk]
drT. dX
d_ts =17, ron = [2.(5,25.1075X,5,) — 2,16.1072] —2£
E; =—-0,36 pH? + 3,14 pH — 5,85
dt Tk Xeor = Xpx + X + Xps + X
tot — vk d,k v,s d,s
de . Ts* = Ns*(Xv,s + Xd,s)
Cde P

Les deux levures limitent réciproquement leur croissance représentée par un modeéle
logistique. Les taux spécifiques de mortalité naturelle (ug, pgs) permettent de rendre
compte de la mortalité qui n'est pas due a l'interaction de type killer. La souche killer
produit des toxines (T,) proportionnellement a sa croissance. Ces toxines se fixent de fagon
irréversible sur des récepteurs situés sur la paroi des cellules killer et sensibles. Les
récepteurs de chaque souche ont une affinité (B et B;) différente avec la toxine. La liaison
des toxines aux récepteurs des cellules killer n'induit pas de mortalité mais réduit la
disponibilité des toxines. La liaison des toxines aux récepteurs des cellules sensibles induit
la mortalité de celles-ci lorsque le nombre de récepteur liés a la paroi devient supérieur a
un seuil (Ny). L'efficacité (Er) de ces toxines dépend du pH.
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Tableau 2 Variables du modeéle de Pommier

Variable Signification

Xk Population vivante de la souche killer

Xys Population vivante de la souche sensible

Xak Population morte de la souche killer

Xas Population morte de la souche sensible

T, Toxine killer libre

Ty Toxine killer liées a la paroi des levures killer
T, Toxine killer a la paroi des levures sensible
pH pH

Tableau 3 Parameétre du modéle basé sur le nombre de sites récepteurs

Parameétre Signification
Mmaxk Taux spécifique de croissance maximal de la souche killer
Mmaxs Taux spécifique de croissance maximal de la souche sensible
Hak Taux spécifique de mortalité naturelle de la souche killer
Has Taux spécifique de mortalité naturelle de la souche sensible
DXOTIN Population maximale totale en levures killer
Mmax,s Population maximale totale en levures sensibles
Ao li‘aramétre de freinage dg la croissance de la souche sensible sous
I'influence de la souche killer
A Parameétre de freinage de la croissance de la souche killer sous
sk I'influence de la souche sensible
- Constante de couplage entre production de toxine et croissance de la
souche killer
K, Const.ante.cinétique de rportalité des cellules sensibles sous l'effet de la
protéine killer, a pH optimal.
Bs Constante cinétique de fixation de la toxine sur les cellules sensibles
B Constante cinétique de fixation de la toxine sur les cellules killer
Ny Nombre de sites récepteurs de toxine par cellule killer
Ny Nombre de sites récepteurs de toxine par cellule sensible
N Nombre de sites récepteurs par cellule sensible qui doivent étre occupés
s

par la toxine pour induire leur mort
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VI. Conclusion

En cenologie, S. cerevisiae et dans une moindre mesure 7. delbrueckii sont utilisées pour
réaliser la fermentation alcoolique. Ces deux levures ont des besoins nutritifs différents
notamment en azote assimilable et en lipides. L'impact des lipides et de 1'azote assimilable
sur les cultures pures de S. cerevisiae et T. delbrueckii a fait 1'objet de nombreuses
publications. Ces nutriments influent non seulement sur la vitesse de croissance mais aussi
sur les capacités fermentaires des levures. Il est donc important d'en tenir compte lors de
I'élaboration d'un modele mathématique de culture pure.

Les cultures mixtes de micro-organismes sont au cceur de nombreux procédés fermentaires.
Mais vu la complexité des phénomeénes, les avancées concernant la compréhension et la
malitrise des interactions qui entrent en jeu dans de tels systémes sont assez récentes et
restent limitées.

Les effets de 'azote assimilable notamment ont été peu étudiés en culture mixte. De faibles
concentrations initiales en azote assimilable induisent une limitation nutritionnelle. En ce
qui concerne les lipides, nous n'avons pas trouvé de travaux mentionnant leur influence sur
les cultures mixtes de levures. Le role des lipides au cours de culture mixte constitue donc
un point critique qui doit étre étudié afin de modéliser les cultures mixtes de levures.

Différents types d'interactions peuvent avoir lieu lors des cultures mixtes impliquant des
y

levures Saccharomyces et non-Saccharomyces. Ces interactions sont inhérentes a chaque
souche et dépendent des parameétres opératoires du procédé fermentaire. Le développement
d'outils d'étude d'interactions microbiennes, tels que le bioréacteur 4 membrane, permet
d'une part de différencier l'influence des interactions directes et indirectes et d'autre part
d'acquérir des données expérimentales nécessaires a la modélisation des couples de levures.
Dans la revue bibliographique effectuée, la distinction entre les interactions directes et
indirectes n'a jamais été prise en compte dans les modéles.
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"Le microbe n'a pas le temps d'examiner le biologiste”

Henri Michaux
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I. Fermentation

I.1.Micro-organismes

I.1.1. Souches

Deux souches de levures cenologiques ont été utilisées au cours de ce travail. Il s'agit de
Torulaspora delbrueckii Zymaflore alpha et de Saccharomyces cerevisiae QA23
commercialisées respectivement par les sociétés Laffort (Bordeaux, France) et Lallemand
(Blagnac, France).

1.1.2. Conservation des souches

Les souches étaient fournies sous forme de levures séches actives. Environ 10 mg de chaque
souche ont été réhydratés séparément dans de l'eau salée (NaCl 0,9% m/v) pendant 30
minutes. Ensuite chaque levure a été étalée sur une pente (YPD-agar) et conservée a 4°C.

I.2.Milieux

I1.2.1. Milieux de pré-cultures

Les compositions des milieux YPD et YPD-agar, utilisés pour la pré-culture et la
conservation des souches, sont détaillées dans le tableau suivant.

Tableau 4 Composition des milieux de pré-cultures

YPD YPD-agar
Extrait de levure (g/L) 10 10
Peptone de soja (g/L) 10 10
Glucose (g/L) 20 20
Agar (g/L) 0 20

1.2.2. Milieux de culture

Trois milieux de culture MS170, MS300 et MS300M ont été utilisés durant les
fermentations. Le MS300 défini par Salmon et Barre (1998) est un milieu de référence
communément utilisé pour représenter la composition des motuts de raisin (Bely et al., 1990;
Berthels et al., 2004; Jiménez-Marti et al., 2007; Brandam et al., 2013; Taillandier et al.,
2014). Les milieux MS300 et MS300M ont une concentration d'azote assimilable de 429 mg
N/L (309 mg N/LL mg provenant des acides aminés et 120 mg N/L provenant du chlorure
d'ammonium). Le MS170 contient 243 mg N/L (175 mg N/L. mg provenant des acides aminés
et 68 mg N/L provenant du chlorure d'ammonium). Le MS300M contient 2 fois plus de
facteurs anaérobies que les milieux MS170 et MS300. Ces trois milieux sont constitués de
sucres, de minéraux, d'acides organiques (Tableau 5), d'oligoéléments (Tableau 6), de
vitamines (Tableau 7), d'acides aminés, de chlorure d'ammonium (Tableau 8) et de facteurs
anaérobies (Tableau 9). Pour éviter la réaction de Maillard au cours de la stérilisation,
chaque milieu est séparé en 2 fractions. La premiere fraction est composée des sucres, des
minéraux et d'acides organiques. La deuxieme fraction est composée des oligoéléments,
d'acides aminés, de chlorure d'ammonium et de facteurs anaérobies. Avant la stérilisation,

58



Matériel & méthodes

la premiére et la seconde fraction sont mis a pH 3,3 respectivement a 1'aide de soude (10
mol/L) et d'acide sulfurique (10 mol/L). La stérilisation se fait par autoclavage (15 minutes
a 121 °C). Les vitamines sont ajoutées apres la stérilisation.

Tableau 5 Composition en sucres, minéraux et acides organiques des milieux de culture MS170, MS300 et

MS300M
Eléments Concentration (g/L)
Glucose 110
Fructose 110
Acide L-malique 6
Acide citrique 6
KH:PO, 0,75
K2SO04 0,5
MgSO04, 7 H20 0,25
CaClz, 2H=20 0,155
NaCl 0,2

Tableau 6 Composition en oligoéléments des milieux de culture MS170, MS300 et MS300M

Eléments Concentration (mg/L)

MnSO4, H20 4
ZnSO04, 7 H20 4
CuSO4, 5 H20 1
KI 1

CoClz, 6 H20 0,4
H3BOs 1
(NH4)6Mo07024 1

Tableau 7 Composition en vitamines des milieux de culture MS170, MS300 et MS300M

Eléments Concentration (mg/L)
Myo-Inositol 20
Pantothénate de calcium 1,5
Thiamine hydrochloryde 0,25
Acide nicotinique 2
Pyridoxine 0,25
Biotine 0,003
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Tableau 8 Composition en éléments azotés des milieux de culture MS170, MS300 et MS300M

Milieux | MS170 | MS300 | MS300M
Eléments Concentration (mg/L)
Alanine 82,1 145,3 145,3
Arginine 211,6 374,4 374,4
Asparagine 0,0 0,0 0,0

Aspartate 25,2 44,5 44,5
Cystéine 7,4 13,1 13,1
Glutamate 68,1 120,4 120,4
Glutamine 285,6 505,3 505,3
Glycine 10,4 18,3 18,3
Histidine 18,5 32,7 32,7
Isoleucine 18,5 32,7 32,7
Leucine 27,4 48,4 48,4
Lysine 9,6 17,0 17,0
Méthionine 17,8 31,4 31,4
Phénylalanine 21,5 38,0 38,0
Proline 346,3 612,6 612,6
Serine 44,4 78,5 78,5
Thréonine 42,9 75,9 75,9
Tryptophane 101,4 179,3 179,3
Tyrosine 10,4 18,3 18,3
Valine 25,2 44,5 44,5
Chlorure d'ammonium 260 460 460

Tableau 9 Composition en facteurs anaérobies des milieux de culture MS170, MS300 et MS300M

Eléments MS170 MS300 MS300M
Ergostérol (mg/L) 15 15 30
Acide oléique (ng/L) 443 443 886
Tween 80 (ml/L) 0,5 0,5 1
Ethanol (ml/L) 0,5 0,5 1

1.3.Conduite des fermentations

Les fermentations sont réalisées dans un réacteur ou dans un BRM (bioréacteur a
membrane) et sont précédées d'une étape de pré-culture. Lors des fermentations, les
concentrations initiales de S. cerevisiae et T. delbrueckii sont respectivement de 5.105 et
1.107 cellules/mL en culture pure et en culture mixte. En culture mixte 7. delbrueckii a donc
une concentration cellulaire initiale 20 fois plus élevée que celle de S. cerevisiae. Deux
répétitions sont réalisées pour chaque fermentation.
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1.3.1. Pré-cultures

Le pré-levain et le levain sont réalisés dans un milieu YPD préalablement stérilisé a
l'autoclave. Le pré-levain contient 20 mL de YPD, il est ensemencé a partir de levures
conservées sur pente et incubées a 25°C et 130 rpm pendant 11h. Le levain contient 300 mL
de YPD. Il est ensemencé a partir d'un volume de pré-levain calculé pour avoir une
concentration initiale dans le levain de 5.106 cellules/mL. Le levain est incubé a 25°C et 130
rpm pendant 16h. Le levain sert d'inoculum pour la fermentation en réacteur, sa
concentration finale est de l'ordre de 1.108 cellules/mL.

1.3.2. Fermentations en anaérobiose non stricte

Les milieux MS170 et MS300 ont été utilisés pour réaliser des fermentations en réacteur.
Il n'y a eu aucun apport d'oxygene au cours des expériences. Ces fermentations sont
qualifiées d'anaérobie non stricte dans la mesure ou de l'oxygéne dissous est présent en
début de fermentation. Le réacteur est un récipient de 2,5 litres contenant 1,5 litre de milieu
de culture. Il est muni d'un systéme d'échantillonnage et d'une ouverture en téte de réacteur
munie d'un filtre (0,45 pm) permettant d'éviter la surpression. Le réacteur est plongé dans
un bain marie a 20°C et une agitation magnétique fixée a 250 rpm assure le mélange. Seules
les cultures pures ont été réalisées dans ce type de réacteur. Le réacteur utilisé en
anaérobiose non stricte correspond a un compartiment du bioréacteur & membrane décrit
dans le prochain paragraphe.

1.3.3. Fermentations en anaérobiose stricte

1.3.3.1. Dispositif expérimental

Le bioréacteur a membrane (Figure 19) est un outil communément utiliser pour étudier les
interactions microbiennes (Albasi et al., 2001; Pommier et al., 2005; Nehme, 2008; Lopez et
al., 2014; Taillandier et al., 2014; Brandam et al., 2016). Cet outil repose sur le principe
suivant: deux micro-organismes différents sont confinés dans des compartiments séparés
par une membrane a fibres creuses mais évoluent dans le méme milieu de culture grace a
une circulation alternative de ce milieu d'un compartiment a l'autre. La surpression
alternative d'azote est appliquée 16h avant l'inoculation pour chasser complétement
l'oxygéne dissous dans le milieu et garantir une anaérobiose stricte.

La circulation du milieu au travers de la membrane est assurée par une surpression de 0,5
bar et controlée par des sondes de niveau. De 1'azote comprimé est introduit alternativement
dans l'espace de téte d'un compartiment, l'autre compartiment restant ouvert a
latmospheére. Ceci permet de réaliser les surpressions nécessaires a la circulation du liquide
d’'un compartiment vers 'autre. L’entrée et la sortie du gaz sont contrélées par un couple
d’électrovannes. La stérilité du gaz entrant est assurée par filtration sur des membranes
hydrophobes en Téflon, de seuil de coupure de 0,2 pm. Chaque compartiment contient 2
sondes de niveau en acier inoxydable. Lorsque les 2 sondes de niveau sont en contact avec
le milieu de culture, le systeme de controle fait basculer la mise sous tension des
électrovannes. Les électrovannes qui étaient ouvertes se ferment et celles qui étaient
fermées s'ouvrent. Ainsi, le compartiment qui était a pression atmosphérique passe en
surpression et celui qui était en surpression passe a pression atmosphérique.
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Le module de filtration a fibres creuses est fourni par la société Polymem (Fourquevaux,
France). Les fibres en polysulfone sont en forme de U et maintenues ensemble a la base par
une résine Epoxy. Les caractéristiques du module de filtration sont présentées dans le
tableau Tableau 10.

Azote sous
pression mmp
Electrovalves _____
\\. Controleur de
M ot - niveau
anometre —
Sondes de Filtre a air

niveau

% Vanne de

prélevement
\b Pont

\_ [ \____//'

l N—/

Membrane a

fibres creuses
Barreau

aimanté \ Souche A Souche B

Figure 19 Bioréacteur a membrane.

Tableau 10 Caractéristiques du module de filtration (Tataridis, 2001)

Diamétre nominal des pores 0,1 pm
Diameétre interne des fibres 0,25 mm
Diamétre externe des fibres 0,43 mm
Nombre de fibres 1314
Longueur utile des fibres 0,09 m
Surface interne 0,107 m?
Surface externe 0,156 m?
Perméabilité a 'eau (mesuré dans le réacteur a 30 °C) 3,71012m

Chaque compartiment du BRM contient 1,5 L de milieu de culture. L'homogénéité du milieu
a l'intérieur de chaque compartiment est assurée par une agitation magnétique (250 rpm)
a l'aide de barreaux aimantés. Les compartiments du BRM sont immergés dans un bain
marie thermostaté a 20°C. Au cours de la fermentation, le systéme perd du volume
principalement a cause des prélevements. La hauteur des sondes de niveau est ajustée
apreés chaque prélévement pour assurer un volume échangé compris entre 100 et 200 mL.
Ainsi, le temps de mélange du systéme est inférieur a 10 minutes (Salgado Manjarrez,
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1999). Le temps de mélange est défini comme le temps nécessaire pour obtenir une
différence de concentration entre les deux compartiments inférieure a 5%.

Les prélevements dans chacun des compartiments s'effectuent apres avoir arrété la
circulation de liquide. On équilibre les niveaux afin d'obtenir des volumes identiques dans
chacun des deux compartiments. Ainsi, la concentration en biomasse ramenée au volume
total de fermentation se déduit de la concentration mesurée dans un compartiment en la
divisant par 2.

Les milieux MS300 et MS300M ont été utilisés pour les fermentations en BRM. Trois types
de fermentation ont été réalisées: la culture pure, la culture mixte directe et la culture mixte
indirecte. En cultures pure et mixte directe, la membrane était remplacée par un tuyau
permettant le passage des micro-organismes dans chaque compartiment du BRM. En
cultures pure et mixte directe, le volume de levain a inoculer a été équitablement réparti
entre les 2 compartiments du BRM. En culture mixte indirecte, la membrane est présente
et chaque micro-organisme est inoculé dans un compartiment distinct.
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II. Méthodes analytiques

Au cours des fermentations, des échantillons de 25 mL sont prélevés aseptiquement avec
une fréquence d'un point toutes les 5 heures durant les 25 premiéres heures, puis d'un point
toutes les 12 heures. Une partie de I'échantillon prélevé est utilisée directement pour la
mesure de densité optique, I'énumération au microscope, le comptage sur milieu gélosé, la
détermination du poids sec et la mesure de l'azote total. Toute dilution d'un échantillon
contenant de la biomasse sera réalisée avec de 1'eau salée (0,9% m/v) qui a une osmolarité
similaire a celle des levures. L'autre partie de I'échantillon est centrifugé. Le surnageant
est réparti dans plusieurs Eppendorfs puis stocké a — 20°C pour des analyses ultérieures.
Le culot est rincé a 1'eau ultrapure puis séché pour une analyse élémentaire ultérieure.

I1.1. Analyse de la biomasse
II1.1.1. Spectrophotomeétrie

Apres une dilution au 102»e la densité optique (DO) des échantillons est mesurée a 620nm
par un spectrophotomeétre (JENWAY™ 7315) en utilisant une cuvette en quartz de 2 mm
d’épaisseur. La dilution au 10®me permet d'avoir des DOs20 inférieures a 0,8 durant toute la
fermentation et ainsi de rester dans la gamme de linéarité entre la DOs20 et la concentration
cellulaire. La mesure de la DOs20 est un moyen rapide de déterminer la dilution adéquate
pour I'énumération des cellules.

I1.1.2. Enumeération au microscope

L’hématocymétre de Thomas a été utilisé pour I’énumération des cellules au microscope
avec un grossissement 40 x 10. L’échantillon dilué est mélangé volume a volume avec le
bleu de méthylene (0,1 g de bleu de méthyléne dans un litre de solution de citrate de sodium
a 2 %) pendant 5 minutes avant d’étre compté au microscope. Les cellules viables
apparaissent incolores alors que les mortes sont colorées en bleu. La viabilité correspond au
rapport des cellules vivantes sur la population totale. L’hématocymetre de Thomas est
constitué de 16 grands carreaux. La dilution adéquate permet d'avoir entre 30 et 50 cellules
par grand carreaux au moment de I'énumération. Chaque comptage est réalisé a partir de
5 grands carreaux de la cellule de Thomas. S'il y a un nombre de cellules inférieur a 150 sur
5 grands carreaux, on compte alors les 16 grands carreaux. Si au contraire il y a un tres
grand nombre de cellules sur 5 grands carreaux, on dilue I'échantillon (Lange et al., 1993).
La concentration cellulaire, X est déterminée a l'aide de la formule suivante:

Nombre de cellules comptées

X (cellules/mL) = Facteur de dilution * * 0,25 * 10°

Nombre de carreaux comptés

11.1.3. Poids sec

Un filtre d'acétate de cellulose de taille de pores de 0,45 pm, préalablement séché a 105°C
dans une étuve sous vide pendant 24h, est pesé. Puis 10 mL de 1'échantillon prélevé sont
filtrés sous vide a travers ce filtre. La biomasse est retenue sur ce filtre qui est ensuite séché
a I'étuve jusqu'a ce que la masse reste constante. Le poids sec exprimé en g/L correspond a
la différence entre la masse finale et la masse initiale du filtre divisée par le volume filtré.
La corrélation entre le comptage et le poids sec est de 37,6 et 71,6 109 cellules par gramme
respectivement pour S. cerevisiae et T. delbrueckii.
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I1.1.4. Comptage sur milieu solide

Le milieu solide WLN permet de dénombrer les colonies de S. cerevisiae et T. delbrueckii.
Les boites de pétri ont été incubées 2 jours a 28 °C. Afin de différencier T delbrueckii de S.
cerevisiae lors des suivis de population, le milieu WLN additionné de cycloheximide a 2 mg/L
a été utilisé. A cette concentration en antifongique, une croissance de 7. delbrueckii a été
observée apres 4 jours d'incubation a 28 °C contre 2 jours sur le milieu WLN classique. La
croissance de S. cerevisiae a été totalement inhibée. La nombre de colonies de S. cerevisiae
correspond a la différence de comptage entre les deux milieux solides.

L'énumération des cellules est la méthode de suivi des populations utilisée au cours de la
modélisation. En culture mixte directe, on ne peut dissocier les cellules de S. cerevisiae de
celles de T. delbrueckii. Des corrélations sont réalisées entre les colonies sur milieu solide

et les cellules énumérées au microscope en culture pure et en culture mixte indirecte (Figure
20).
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Figure 20 Corrélation obtenue en milieu MS300M. PUR et IND désignent respectivement la culture pure et la
culture mixte indirect.

Les corrélations de S. cerevisiae ont un coefficient supérieur a 0,94 alors que celui des
corrélations de 7. delbrueckii inférieurs a 0,88. On peut donc déterminer avec une plus
grande fiabilité la concentration cellulaire de S. cerevisiae. La pente de la corrélation entre
les cellules vivantes énumérées et les colonies comptées sur milieu solide de S. cerevisiae
n'est pas significativement impactée par la présence de 7. delbrueckii. Contrairement, celle
de T. delbrueckii baisse de 15 % en présence de S. cerevisiae.

L'analyse des corrélations nous améne a exclure les corrélations de 7. delbrueckii et a
n'utiliser que celle de S. cerevisiae pour discerner les cellules vivantes des deux levures en
absence de membrane. En culture mixte directe, la concentration en cellules vivantes de S.
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cerevisiae est déterminée a partir d'une corrélation en connaissant la concentration des
colonies. La concentration en cellules vivantes de T. delbrueckii est déterminée par la
soustraction des cellules de S. cerevisiae des cellules vivantes totales.

I1.1.5. Analyse élémentaire

L'échantillon est centrifugé pendant 5 minutes a 10 000 rpm. Le surnageant est retiré et de
I'eau ultrapure est ajouté au culot. Ensuite le mélange est agité et centrifugé. Cette étape
de lavage est répétée trois fois. Le précipité obtenu est placé a 105°C dans une étuve sous
vide. Les fractions massiques de carbone, d’hydrogéne et d'azote sont déterminées par
combustion séche en utilisant un microanalyseur PERKIN ELMER 2400 (Jimenez and
Ladha, 1993). Cette analyse est réalisée au service d’analyse du Laboratoire de Chimie de
Coordination (UPR 8241 Toulouse, France).

Echantillon

ﬁ ;\/ SR
bl

Separahon par Détecteur
chromatographie (T.C.D.)

Mélangeur

. Colonne de
L j réduction au CuO
.

Chambre de
combustion

Figure 21 Schéma de principe du microanalyseur PERKIN ELMER 2400 série 11, I'hélium est utilisé comme
gaz vecteur.

L’échantillon sec préparé est mis dans une capsule d’étain et brulé sous oxygéne pur a
1800°C. La combustion « éclair » de I’échantillon assure une combustion compléete. La
combustion de I’échantillon libére un mélange de gaz : CO2, H20 et N2z résultant
respectivement de la combustion du carbone, de I’hydrogéne et de I'azote. A la sortie de la
chambre de combustion, les gaz subissent une réduction a I'aide d’oxyde de cuivre afin
d’éliminer l'oxygeéne résiduel et de convertir les oxydes d’azote (NOx) en diazote (N2). Les
gaz passent ensuite dans une chambre de mélange ou ils sont maintenus dans des
conditions de pression et de température constantes. Ils sont séparés par chromatographie
et quantifiés grace a un détecteur a conductivité thermique.

I’analyseur permet de travailler avec des échantillons solides ou liquides d’origine
organique, organométallique ou inorganique de 3 a 500 mg, avec un temps d’analyse de 6
min par échantillon. Le dosage des éléments chimiques est linéaire entre 0,001 et 3,6 mg
pour le carbone, 0,001 et 1,0 mg pour I'hydrogéne, 0,001 et 6,0 mg pour l'azote. On fait
I'hypothése que la biomasse est composée uniquement de carbone, d’hydrogéne, d'oxygéne
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et d'azote. La fraction d'oxygeéne est donc complémentaire a la somme des fractions de
carbone, d'hydrogéne et d'azote.

I1.2. Analyse du milieu de culture

Les analyses du milieu de culture sont effectuées sur le surnageant d'un échantillon
centrifugé pendant 5 minutes a 10 000 rpm.

I1.2.1. Chromatographie liquide haute performance
(HPLC)

Les échantillons prélevés sont dilués au 10%e, filtrés et analysés en HPLC (Thermo
Scientific, France) pour la quantification des sucres, des acides organiques, de 1'éthanol et
du glycérol. La colonne utilisée est une colonne Rezex ROA-Organic acid H*(8%), 250%4.6
mm (Phenomenex, France) thermostatée a 30°C et associée a deux détecteurs en série. Les
pics des acides malique, citrique, succinique et acétique sont détectés par un détecteur UV
(Accela PDA detector, Thermo Scientific, France) situé juste aprées la colonne. Les pics de
glucose, de fructose, de glycérol et d'éthanol sont détectés par un réfractometre (Finnigan
Surveyor RI Plus detector, Thermo Scientific, France) situé en fin de boucle.

Le volume d'échantillon injecté est de 25 pL. La phase mobile est une solution aqueuse
d’acide sulfurique 10 mM (pH 2.2). Son débit est fixé a 170 nL/min. Le systéme est calibré
avec un mélange de glucose, de fructose, de glycérol et d'éthanol dans une gamme de 0 a4 14
g/Li et un mélange d'acides malique, citrique, succinique et acétique dans une gamme de 0
a 2 g/L.. Les temps de rétention de ces composés sont donnés dans le

Tableau 11.

Tableau 11 Temps de rétention des différentes espéces dosées a ’HPLC
Espéces Temps de rétention (min)
Glucose 10,5

Acide citrique 10,8
Fructose 11,5
Acide malique 11,7
Acide succinique 14,2
Glycérol 14,7
Acide acétique 16,8
Ethanol 21,4

11.2.2. Azote assimilable

Lors du suivi de 'azote a-aminé et de 1'azote ammoniacal, un spectrométre SPECTROstar™
a été utilisé pour quantifier I'absorbance.

11.2.2.1. Azote a-aminé

En milieu basique, l'azote des groupements aminés primaires réagit avec lo-
phthalaldéhyde (OPA) en présence de N-acétyl-L-cystéine (NAC) pour former des dérivés
isoindole quantifiables a une longueur d’onde de 340 nm (Figure 22). La quantité de dérivés
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d’isoindole formés par cette réaction est proportionnelle a la quantité d’azote a-aminé. Le
dosage est effectué avec le kit commercial Megazyme K-PANOPA distribué par Libios
(Pontcharra Sur Turdine, France). Le dosage est linéaire dans une gamme de concentration
allant de 4 a 200 mg/L. Le seuil de détection est de 2,5 mg/L. Ces dosages sont effectués
dans des microplaques a 96 puits.
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Figure 22 Réaction de la formation de dérivés isoindole par la réaction des acides aminés primaires avec l'OPA
en présence de NAC (Aubrey, 2008).

Hormis l'azote de la proline, l'ensemble des atomes d'azote des acides aminés sont
considérés assimilables en conditions anaérobiques (Duteurtre et al., 1971; Jauniaux et al.,
1987; Salmon et Barre, 1998). Pour établir un bilan steechio-cinétique, il est nécessaire de
tenir compte de l'ensemble de 'azote des acides aminés contenu dans la levure. En effet
certains acides aminés tels que l'arginine, l'histidine et le tryptophane possédent des atomes
d'azote en plus de ceux présents dans la fonction a-aminé. Cependant la méthode analytique
ne permet pas de les mesurer. L'azote aminé total est calculé en considérant que les levures
assimilent les acides aminés sans préférence d'un acide aminé par rapport a un autre.

11.2.2.2. Azote ammoniacal

En présence de I'enzyme glutamate déshydrogénase (GIDH) et de nicotinamide-adénine
dinucléotide phosphate (NADPH), I'azote ammoniacal (NH4) et le 2-oxoglutamate sont
transformés en L-glutamate:

(GIDH)
2-Oxoglutarate + NADPH + NH,* ——3 L-glutamic acid + NADP* + H,O

La quantité de NADP* est proportionnelle a la quantité de NH4" formée. Le NADPH
consommé est quantifié par la mesure de la diminution d'absorbance a 340 nm. Le dosage

68



Matériel & méthodes

est effectué avec le kit commercial K-AMIAR dans des microplaques a 96 puits. Il est
linéaire pour des quantités d'ions ammonium comprises entre 0,1 et 0,7 pg par puit.

11.2.3. pH
Le pH du milieu est suivi hors ligne au moyen d'un pH-métre EUTECH INSTRUMENTS™,

I1.3. Bilan carbone

Le bilan carbone est calculé a tout instant de la fermentation. Son pourcentage de bouclage

correspond au rapport de la masse de carbone présente divisée par la masse de carbone
mce(t

initiale: #t()o) . On estime que le dioxyde de carbone (CO2) est produit de facon
C =

équimolaire a 1'éthanol.

D'ou, ncp,(t) = n¢tranot(t)

Et C __mco,(t) _ Mco,*nco,(t) _ Mco,*Néthanol(t) _ Mco,*Cethanot*V(t) _ Mco,
CO, (t) - - - - M ~ Ma * éthanol(t)
V() v(t) v(t) V(t)*Msthanol éthanol

Avec:

n;(t): la quantité de matiere de 'espece i1 a l'instant t
C;(t): la concentration massique de l'espece 1 a l'instant t
m;(t): la masse de l'espéce 1 a l'instant t

M;: la masse molaire de l'espéece 1

V(t): le volume du réacteur a l'instant t

On estime que les variations de volume du réacteur sont dues, uniquement, aux volumes
prélevés lors de 1'échantillonnage. Au cours de nos expériences, la plus grande différence
entre la variation de volume du réacteur et la somme des volumes prélevés était de 130 mL.
Ceci correspondait respectivement a 4 et 6% du volume initial et du volume final du
réacteur. Ceci confirme le fait de négliger les variations de volume qui ne sont pas dues a
I'échantillonnage.

A toute instant, la masse de carbone totale correspond a la somme de la masse de carbone
dans le réacteur et de la masse de carbone prélevée antérieurement.

La masse de carbone dans le réacteur correspond a somme de la masse de carbone des
éléments présents dans le réacteur:

mC (t) (réacteur) = mcsucres (t)+mcglycérol(t) + mcéthanol(t) + mCCOZ (t) + mcbiomasse (t)

me(t)(réacteur)

Meo, +w,

= (Wcsucres * Csucres (t) + WCglycérol * Cglycérol(t) + (WCCOZ * Céthanol)

Méthanol
* éthanol(t) + Wepiomasse Cbiomasse (t)) * V(t)

Avec:
m,,:la masse de 'élément y dans 'espece i
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wy,: la fraction de I'élément y dans l'espéce i

Le volume du réacteur correspond au volume initial 6té de la somme des volumes prélevés:

~

-1
V) =V(E=0)— Y V()

i

Il
=]

La masse de carbone prélevé est liée au volume prélevé:

o . V(1)
me(t)(prélevé) = m(t)(réacteur) * 70
t—1
me(t) = me(t)(réacteur) + Z me (i) (prélevé)
i=0
11.4. Traitement des données expérimentales
11.4.1. Lissage des courbes expérimentales

Les données expérimentales pour les cinétiques des FA ont été lissées avec une fonction
spline cubique (Reinsch, 1967). Cette fonction g(t) vérifie pour chaque couple de points
expérimentaux (ti, Xi) les conditions :

t" < (g(t) — X\

17 2 .. g\t;) — 4y
tfg (t)~dt, minimun et Z)(—O'(Xi) ) <S
. =

Avec,

X; : valeur expérimentale de la variable X au temps t

t; : Temps de prise de I’échantillon, compté a partir de 'ensemencement
o(X;) : écart-type lié aux valeurs expérimentales de X

n : nombre total de points expérimentaux

S : constante de lissage

La premiére condition vise & minimiser g"(t), la dérivée seconde des fonctions de lissage g(t).
Ceci rend linéaire les jonctions des courbures les unes entre les autres, générant ainsi des
fonctions lisses. La deuxiéme condition exerce une contrainte sur ce lissage. En effet, la
somme des carrés des écarts entre les points expérimentaux et les points du lissage ne doit
pas dépasser la constante ‘S’. Une macro Excel développée au sein du LGC permet de choisir
manuellement la constante S et d’examiner son impact sur les courbes en temps réels. En
pratique, elle doit étre choisie conformément aux régles suivantes:

» L’allure de la courbe dérivée g’(t) doit étre physiquement significative.
» La courbe g(t) ne doit pas dépasser graphiquement les barres d’erreur sur les points
expérimentaux.
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11.4.2. Calcul des erreurs expérimentales

Si m mesures x; d'une grandeur X sont effectuées, la valeur vraie de X peut étre estimée par
err:lo Xi

la moyenne x des m valeurs x; définie par: X = -

L'estimation est d’autant meilleure que la dispersion des valeurs x; autour de la moyenne x
est étroite. L'erreur expérimentale correspond au coefficient de variation V, qui quantifie la

dispersion des valeurs x;. Il est défini par V. = S;f‘ , S, étant une estimation de 1'écart type de

Xqui est calculé de la maniére suivante:

La valeur de l'erreur expérimentale observée pour chaque élément analysé est présentée
dans le tableau suivant. L'erreur expérimentale est obtenue en quantifiant la dispersion de
plusieurs mesures d'un échantillon.

Tableau 12 Erreur expérimentale des méthodes analytiques

Méthodes analytiques | Erreur expérimentale

Enumeération au microscope 9%
Poids sec 6%

Comptage sur milieu solide 13%
Glucose (HPLC) 4%

Fructose (HPLC) 3%

Glycérol (HPLC) 2%

Ethanol (HPLC) 4%

Azote a-aminé 12%

Azote ammoniacal 5%

Carbone (analyse élémentaire) 0,4%
Hydrogéne (analyse élémentaire) 1%

Azote (analyse élémentaire) 0,2%

11.4.3. Statistiques

Apreés avoir observé 'homogénéité des variances, (test de Fisher, p > 0,05), une ANOVA (p
< 0,05) est utilisée pour déterminer les différences statistiquement significatives entre les
modalités. L'analyse statistique est réalisée en utilisant le logiciel RStudio (Racine, 2012).

11.4.4. Terminologie

La durée de la fermentation est le temps pour que 97 % du sucre initial soit consommé. Elle
est exprimée en heure.

Le rendement en éthanol est défini comme étant le rapport de la quantité d’éthanol formée
sur la quantité de sucre consommeée. Il est exprimé en g/g.
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La vitesse moyenne de production d’éthanol est définie comme étant le rapport de la
quantité d’éthanol formée sur la durée de la fermentation, exprimé en g/L/h.

La vitesse moyenne de consommation des sucres est définie comme étant la quantité totale
de sucre consommeée divisée par la durée de la fermentation. Elle est exprimée en g/L/h.

Le taux de croissance est la dérivée de la biomasse en fonction du temps divisée par la
quantité de biomasse. Elle est exprimée en h-1.
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III. Méthodes numériques

L'outil numérique Modelight a été développé afin de réaliser les intégrations numériques et

les estimations paramétriques nécessaires a la modélisation des cultures mixtes de levures.

Cette application a été développée sous Matlab® 6 au cours de la thése de S. Pommier
(2003). Elle fonctionne sur tout ordinateur équipé d'une version de Matlab® comprise entre
6 et 2014a (incluse), accompagnée de la suite de routines "Optimization Toolbox".

III.1. Terminologie

Afin d’éviter toute confusion, nous précisons ci-dessous le sens que nous donnons aux termes

employés par la suite.

>
>

EDO : Equation(s) différentielle(s) ordinaire(s).

Modéle : Ensemble d’équations différentielles décrivant la dynamique d’'un systéme
physico-(bio)chimique, c’est a dire I’évolution dans le temps des variables décrivant ce
systeme en fonction de parameétres. Un modele est dit évolutif s’il consiste en un systéme
d’EDO qui évolue au cours du temps lorsque des événements de transition sont atteints.

Parameétre : Ensemble des grandeurs qui apparaissent dans le systeme d’EDO d'un
modele et qui sont fixes au cours du temps (par opposition aux variables). Eviter la
confusion entre les paramétres du modeéle et les « parameétres » d’'une expérience, c’est a
dire les grandeurs physiques qui sont fixées et que 'on appellera ici conditions initiales.

Evénement : Etat du systéme étudié correspondant a une valeur particuliére de I'une
de ses variables ou d'une fonction de ses variables. Un événement est dit de transition
si le systeme d’EDO évolue lorsque cet événement est atteint.

Intégration : Résolution du systéeme d’EDO conduisant a la connaissance des valeurs
des variables entre un temps initial et un temps final.

Estimation Paramétrique : Recherche de la valeur des paramétres d'un modeéle par
optimisation d'un critére. Cette recherche est aussi appelée « probleme inverse » par
opposition a un probléme classique de résolution d’EDO, pour lequel les parameétres sont
connus et les variables sont a calculer.

Critére : Fonction numérique caractérisant I'écart entre les valeurs expérimentales
(x.,,) et les valeurs calculées (X, ) par résolution du systeme d’EDO. Le critere choisi

cale
’ . . , 2 . 4 .

par défaut est celui des moindres carrés : Z(X e — X o)™ > mais des pondérations sont

possibles.

Jeu de données : Ensemble des valeurs expérimentales ou des variables « connues »,
disponibles pour des conditions initiales particuliéres.
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I11.2. Fonctionnalités

Modelight permet de rapidement tester des modéles dynamiques a partir de la seule
connaissance de leurs variables, de leurs parameétres et du systéme d'équations
différentielles qui les définit. Aucune programmation algorithmique n'est requise. Cette
application a deux principales fonctionnalités:

» l'intégration de modeéles, c’est-a-dire la simulation
» l'estimation paramétrique de modéles a partir des données expérimentales

Lorsque le logiciel est utilisé en mode intégration, il permet de déterminer le profil des
variables entre un instant initial et un temps final, connaissant leurs valeurs au temps
initial ainsi que les valeurs des paramétres du modéle. L'utilisation du mode d'estimation
paramétrique permet de résoudre le probléme inverse de l'intégration: connaissant le profil
des variables entre un temps initial ¢, et un temps final ¢, les valeurs des parametres sont
déterminées, de telle sorte que l'écart entre les valeurs des variables calculées par
intégration du modele et les valeurs connues soit minimal. Dans la pratique, les valeurs
connues correspondent a des valeurs expérimentales obtenues a partir de conditions
initiales particuliéres. Il est possible de choisir parmi l'ensemble des parameétres du modeéle
ceux que l'on souhaite fixer arbitrairement, et ceux dont on souhaite déterminer les valeurs.
Ceci est utile dans les cas ou certains parametres sont connus a priori.

II1.3. Algorithme

I11.3.1. Présentation générale

La structure générale de l'interface (
Figure 23), permet de traiter les problémes d'intégration et d'estimation paramétrique.
L'utilisateur saisit toutes les entrées nécessaires a la résolution du probleme par

I'intermédiaire d'une interface graphique. Les résultats sont sauvegardés dans des fichiers
texte, et peuvent étre représentés sous forme graphique.
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Choix du modéle

dynamique
Estimation
Intégration Choix du mode paramétrique
d’utilisation
\ 4
Saisie des valeurs initiales des Saisie des
variables, de to, tt, et du pas entre données
deux temps calculés
v
v Saisie des valeurs
Saisie des valeurs initiales des parameétres +
des paramétres choix des parameétres a
A\ 4
Saisie des options de calcul Saisie des options de calcul
(intégration) | ‘ (intégration + optimisation)
Validation |
INTEGRATION |‘—‘ k—’ ESTIMATION DES
PARAMETRES

Sauvegarde des résultats

A

Représentation graphique |g---------- ,

Quitter

Figure 23 Structure générale de l'interface de l'application Modelight (Pommier, 2003).

I11.3.2. Intégration

La méthode d'intégration par défaut est une méthode de Runge-Kutta a pas variable d’ordre
4 (Dormand and Prince, 1980). Cette méthode s'est avérée lente pour résoudre certaines
équations proposées durant ce travail de thése. Vu la complexité de certaines équations
différentielles a résoudre, nous avons aussi utilisé la méthode odel5s. Elle est basée sur
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une implémentation a taille de pas quasi-constante des formules différentielles numériques
de la famille de Klopfenstein-Shampine (Shampine and Reichelt, 1997).

I11.3.3. Estimation paramétrique

I11.3.3.1.Concept général

L’estimation paramétrique a pour objectif de définir la valeur des parameétres du modele
permettant d’obtenir, pour des conditions initiales données, des profils de variables se
rapprochant le plus possible de profils « connus » (en général issus d’expériences) . Pour ce
faire, on définit une grandeur scalaire représentative de 'écart entre valeurs connues et
valeurs calculées. L’objectif de I'estimation paramétrique revient alors a une optimisation
numérique qui peut étre représentée comme suit :

P : ensemble des valeurs possibles des
parameétres,

opt ' Pert : 1a valeur des p parametres P solution du
PP =min®(P, X, X )

P probleme
Xoe =F(P.X,) avec Xew : ensemble des valeurs connues disponibles
PeP Xcale : ensemble des valeurs calculées par le
modele

Xo : conditions initiales
f: modéle

La fonction @ est appelée critére.

On appelle estimateur la fonction h: X, —— P” . Par abus de langage, on désigne

également par estimateur la méthode numérique employée pour résoudre I'optimisation
d’un critére donné.

Dans les cas qui nous concernent, les valeurs « connues» sont des «jeux de données
expérimentales », chacun correspondant a des conditions initiales particuliéres. On a ainsi
Xewp= Xexp{1}, ..., Xexpfi}, ..., Xexp{hexp)), 1 = 1, ..., nexp. Chaque jeu de données est constitué de
profils de variables au cours du temps. Pour chaque i, Xewp{i} représente des couples (¢,X)
déterminés expérimentalement. Les variables considérées sont les mémes quel que soit 1,
mais le nombre de points de mesure des variables peut étre différent d'un jeu de données a
un autre.

L’intégration du modeéle pour chaque condition initiale doit impérativement fournir les
valeurs des variables aux temps expérimentaux, afin de pouvoir procéder a I'estimation d'un
critere significatif.

La démarche générale pour l'estimation des parametres optimaux est synthétisée sur la
Figure 24.
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Figure 24 Démarche générale pour l'estimation paramétrique.

111.3.3.2.Criteres d’optimisation

Le critere d'optimisation constitue 1'élément essentiel de l'estimation paramétrique. La
grandeur scalaire qu’il fournit est I'unique indicateur de ’écart qui existe entre les valeurs
de variables calculées d’apres le modele et les valeurs « connues». La recherche des
parameétres optimaux doit s’appuyer sur plusieurs jeux de données expérimentales, c’est a
dire sur des valeurs « connues» de variables correspondant a des conditions initiales

n exp

variées. Le critére a minimiser est ainsi la somme des sous-critéres : ZSI. , Nexp €tant le

1

nombre de jeux de données considéré, et S; le critére calculé pour chaque jeu de données.
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L'expression du critere est la suivante :

( Nexp : nombre de jeu de données

ny(2) :  nombre de points de
mesure pour le jeu de
données i.

Nvar : nombre de variables
mesurées.

X éxp(k, Jj) : valeur de la variable j
( i (k’j)_Xi (k,j))2 avec < mesurée au point k pour des

cale exp Y .
i=l j=1 k=1 conditions initiales i.

Ny 1y, My i)

var

! o(k,j) : valeur de la variable j

calculée par le modele au
point k& pour des conditions
initiales i.

z‘éxp (k) : temps auquel le point k est

\ mesuré (ou calculé) pour le
jeu de donnée i.

La méthode numérique utilisée pour la résolution du probléme de minimisation du critére
est une méthode de type SQP (Sequential Quadratic Programming) disponible dans la
bibliothéque d’optimisation de Matlab®.

La méthode SQP permet la résolution de problemes d’optimisation avec contraintes. Les
gi(P)=0 i=1..m,
g(P)<0 i=m,,...m

e

contraintes peuvent étre du type { , avec m. contraintes égalité, et

m-me. contraintes inégalités. Les fonctions gi sont quelconques. Dans les cas qui nous
concernent, les contraintes appliquées sont souvent limitées au bornage des paramétres :
P min <P<P max- Ce bornage évite l'obtention de solutions numériques physiquement

aberrantes.

111.3.3.3.Sensibilité du critére aux paramétres

Lorsque les parameétres optimaux ont été trouvés, il est intéressant de déterminer la
sensibilité du critéere d’optimisation a la solution. Il s’agit de vérifier que les valeurs
numériques données sont significatives, cest a dire de vérifier que les paramétres
considérés ont bien une influence sur les résultats de l'intégration du modéle. Un module
de recherche par perturbations numériques permet d'étudier la sensibilité des parameétres.
Il consiste a rechercher la variation maximale des parameétres trouvés qui conduit a une
variation du critére d’optimisation considéré d'un pourcentage €. Chaque parameétre & est

s , , + - R
traité séparément en recherchant les valeur 77, et 7, vérifiant :
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{@(P"l”(l DU+ )PP (K)o PP p))= (14 £) (PP (1), P (K ), P ()

La recherche de 77 k+ et 17, se fait par incrémentation. Le pas est de 0,01 (1%).
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CHAPITRE I: CULTURES PURES DE
LEVURES

"Sur le plan de la méthodologie scientifique, il faut étre sévere avec soi-méme”

Cheick Anta Diop
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Chapitre I: cultures pures de levures

I. Objectifs

Ce premier chapitre sert d'introduction a l'ensemble des travaux réalisés. Il présente des
résultats concernant les cinétiques de croissance, de consommation de substrats et de
production de métabolites en culture pure, afin de bien cerner les éléments qui déterminent
le comportement des levures. L'objectif est de quantifier 1'influence de plusieurs facteurs
sur les fermentations de S. cerevisiae et T. delbrueckii en culture pure.

Nous présenterons successivement les effets de 1'azote assimilable en anaérobiose non
strict, I'i'mpact du passage d'un environnement anaérobique non strict a un environnement
anaérobique strict et les effets des facteurs anaérobies en anaérobiose strict sur 1'évolution
des cinétiques de chaque levure en culture pure. L'influence des parameétres opératoires
sera évaluée en comparant la croissance, la consommation des nutriments et la production
des métabolites observées pour chaque levure dans des conditions expérimentales
différentes. L'influence des parameétres opératoires sur le comportement de S. cerevisiae et
T. delbrueckii sera également comparé.
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Chapitre I: cultures pures de levures

I1. Influence la concentration d'azote assimilable

Les cultures pures de S. cerevisiae et T. delbrueckii ont été réalisées en réacteur avec les

milieux MS170 et MS300. En passant du milieu

MS170 au milieu MS300, la concentration

initiale d’azote assimilable passe de 176 a 324 mg N/L.
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Figure 25 Profils de croissance, de consommation de sucre, d'assimilation d'azote et de production d'éthanol au cours des

cultures de S. cerevisiae en anaérobiose non stricte. Les barres

représentent l'écart moyen observé sur deux répétions.
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Figure 26 Profils de croissance, de consommation de sucre, d'assimilation d'azote et de production d'éthanol au cours des
cultures de T. delbrueckii en anaérobiose non stricte. Les barres représentent l'écart moyen observé sur deux répétions.
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Croissance des levures:

Lorsque la concentration initiale d’azote assimilable augmente, on observe une
augmentation significative de la population maximale de S. cerevisiae et de T. delbrueckii
en culture pure. La population maximale de S. cerevisiae augmente légerement en passant
de 240 a 281 .10 cellules/mL (Figure 25). On observe une augmentation plus nette de la
population maximale de 7. delbrueckii qui passe de 420 a 542 .10° cellules/mL (Figure 26).
L'augmentation d'azote assimilable favorise donc la production de cellules vivantes.

Dans les deux milieux de culture, S. cerevisiae (Figure 25) et T. delbrueckii (Figure 26)
assimilent complétement l'azote disponible. On constate une baisse de la vitesse de
croissance peu apres I'épuisement de 1'azote assimilable. Dans le milieu MS170, il y un arrét
net de la croissance de S. cerevisiae au moment ou l'azote du milieu est épuisé. Dans les
trois autres conditions, la croissance est ralentie. Globalement, le manque d'azote entraine
un ralentissement de la croissance. Ces résultats sont concordants avec ceux de Bely et al.,
(1990) qui ont observé que l'ajout d'azote assimilable permettait de relancer la croissance
de levures S. cerevisiae en phase de ralentissement.

Fermentation alcoolique:

En augmentant la concentration initiale d'azote assimilable, on observe une diminution du
temps de fermentation de 197 a 117 h et de 245 a 218 h respectivement pour S. cerevisiae
(Figure 25) et T. delbrueckii (Figure 26). Le sucre est totalement consommé au cours de
toutes ces fermentions. L'augmentation d'azote assimilable a induit une augmentation de
la vitesse moyenne de consommation de sucre de 68 et 11 % respectivement pour S.
cerevisiae et T. delbrueckii.

En milieu MS170, la concentration finale en éthanol est de 102 et 97 g/L respectivement
pour S. cerevisiae et T delbrueckii. En milieu MS300, chaque levure produit 108 g/L
d'éthanol en fin de culture pure. Pour les deux milieux de culture, la concentration finale et
le rendement en éthanol de S. cerevisiae ne sont pas significativement différents de ceux de
T. delbrueckii. Par ailleurs, l'augmentation de la concentration d'azote assimilable
n'entraine pas de modifications significatives de la concentration finale et du rendement en
éthanol des deux levures en culture pure.

Production de glycérol:

En augmentant la concentration initiale d'azote assimilable, on observe une diminution de
la concentration finale en glycérol produite par 7. delbrueckii (12,4 vs 10,3 g/L). La
concentration de finale en glycérol produite par S. cerevisiae n'est pas significativement
modifiée (6,8 vs 8,3 g/L). Dans les deux milieux de culture, T. delbrueckii produit plus de
glycérol que S. cerevisiae.
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Figure 27 Profils de viabilité et de fraction massique d'azote dans un culot sec au cours des cultures pures de S.
cerevisiae en anaérobiose non stricte.
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Figure 28 Profils de viabilité et de fraction massique d'azote dans un culot sec au cours des cultures pures de T.
delbrueckii en anaérobiose non stricte.

Azote assimilé:

Plus la quantité initiale d'azote assimilable est élevée, plus le contenu cellulaire en azote
est important (Figure 27 etFigure 28). En effet, en passant du milieu MS170 a MS300, on
observe une augmentation de la fraction massique d'azote dans un culot sec de S. cerevisiae
(de 5,0 2 6,3%) et de T. delbrueckii (de 6,1 a 7,3%) dosé en fin de fermentation.
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Viabilité

En observant les profils de viabilité de S. cerevisiae (Figure 27), on constate que la
fermentation est effectuée avec une viabilité plus importante en milieu MS300. Une plus
grande viabilité de S. cerevisiae est donc associée a une fraction cellulaire d'azote plus
grande. Néanmoins, une exposition plus courte a de fortes concentrations en éthanol
pourrait expliquer cette augmentation de viabilité. En observant les profils de viabilité de
T. delbrueckii (Figure 28), on constate que la fermentation est effectuée avec une viabilité
moins importante en milieu MS300. Contrairement a S. cerevisiae, une plus grande viabilité
de T. delbrueckii est donc associée a une fraction cellulaire d'azote plus faible. Ceci pourrait
s'expliquer par la production d'éthanol ou I'épuisement des sucres observés plus rapidement
en milieu MS300.

Les caractéristiques des fermentations permettant d'évaluer l'influence de la concentration
initiale d'azote assimilable sont regroupées dans le Tableau 13.

Tableau 13 Influence la concentration d'azote assimilable sur les cultures pures

Culture pure S. cerevisiae Culture pure T. delbrueckii
Milieu MS170 MS300 MS170 MS300
Maximum de cellules vivantes
6 240 £10 281 +13 420 + 20 542 + 53
(10°cellules/mL)
Sucres initiaux (g/L) 221+ 3 222+ 1 218+ 1 222 £ 2
Ethanol final (g/L) 101,7+ 2,6 108,0+1,3 96,4+ 2,6 107,6 £1,1
Rendement éthanol/sucres (g/g) 0,46 + 0,02 0,48 + 0,01 0,44 £+ 0,01 0,48 + 0,01
Temps de fermentation (h) 197+ 11 117+ 7 245 + 11 218+ 17
i d
Vitesse moyennede |, 5 1,90 = 0,02 0,91 + 0,02 1,01+ 0,01
consommation de sucres (g/L/h)
Azote assimilable résiduel (mg
+2
N/L) 0 0 0 8,7+25
Glycérol (g/L) 6,8+0,3 8,3 £0,4 12,4 £ 0,4 10,3 £0,1
F i i la bi
raction d’azote dans la bloma.sse 5.2 % 6.9 % 6.1% 7.3 %
en fin de fermentation
Viabilité finale 86 % 97% 89 % 76 %

Moyenne de deux expériences =+ écart-type

L'influence de la concentration initiale d'azote assimilable sur les cultures pures de S.
cerevisiae et T. delbrueckii a été étudiée en anaérobiose non stricte. D'une part, 1'azote
assimilable favorise la croissance des deux levures. Ces résultats confirment I'importance
des éléments azotés pour la croissance mentionnée dans de nombreux travaux de recherche
(Henschke et Jiranek, 1993; Taillandier et al., 2007; De Koker, 2015). D'autre part, I'azote
assimilable améliore la vitesse d'absorption des sucres des deux levures. Ces résultats
concordent avec les travaux de Bely et al., (1994), dans lesquels une addition d'azote
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assimilable améliorait le transport des hexoses au cours de fermentation cenologique de S.
cerevisiae.
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III. Impact de 'anaérobiose stricte

Les cultures pures de S. cerevisiae et T. delbrueckii ont été réalisées avec le milieu MS300
selon deux modalités différentes. La premieére modalité se déroule en anaérobiose non
stricte dans le réacteur décrit dans Matériel et Méthodes 1.3.2. La seconde modalité se
déroule en anaérobiose stricte dans le BRM avec une surpression alternée d'azote.
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Figure 29 Anaérobiose stricte et non stricte: profils de croissance, de consommation de sucre, d'assimilation
d'azote et de production d'éthanol au cours des cultures pures S. cerevisiae. Les barres représentent l'écart
moyen observé sur deux répétions.
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Figure 30 Anaérobiose stricte et non stricte: profils de croissance, de consommation de sucre, d'assimilation
d'azote et de production d'éthanol au cours des cultures pures T. delbrueckii. Les barres représentent l'écart
moyen observé sur deux répétions.
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Croissance des levures:

Les profils de croissance de S. cerevisiae observés dans les deux conditions opératoires sont
quasiment similaires (Figure 29). La croissance de S. cerevisiae n'est pas influencée par
I'absence initiale d'oxygene. En revanche, les profils de croissance de T. delbrueckii des deux
modalités sont différents (Figure 30). En effet, la vitesse de croissance est moins importante
en anaérobiose stricte. La croissance de 7. delbrueckii est donc affectée par le manque
d'oxygene alors que celle de S. cerevisiae ne l'est pas. Malgré une vitesse de croissance plus
faible en anaérobiose stricte, 1. delbrueckii atteint une population maximale comparable a
celle observée en anaérobiose non stricte.

Consommation de sucre:

Bien que les profils de population soient semblables, la vitesse moyenne de consommation
de sucre de S. cerevisiae est moins importante en anaérobiose stricte (1,58 vs 1,90 g/L/h)
(Tableau 14). Les capacités de la S. cerevisiae a absorber le sucre sont donc affectées par le
manque initial d'oxygene. En observant les 80 premiéres heures de fermentation, on
constate que 7. delbrueckii consomme plus de sucre en anaérobiose non stricte. Cette
condition expérimentale présente une population plus importante que I'anaérobiose stricte
aprés 80 h de fermentation. Néanmoins, en dépit d'une croissance moins rapide en
anaérobiose stricte, la vitesse moyenne de consommation de sucre de 7. delbrueckii est plus
grande que celle observée en anaérobiose non stricte (1,12 vs 1,01 g/L/h) (Tableau 14).

Production d'éthanol et de glycérol:

Les concentrations finales en éthanol (108 g/L) et en glycérol (8 g/L) observées au cours de
la culture pure de S. cerevisiae dans les deux conditions opératoires sont équivalentes
(Tableau 14). Dans les deux conditions opératoires, 7. delbrueckii consomme l'entiereté du
sucre et des concentrations finales en glycérol (=10 g/L)) semblables sont atteintes (Tableau
14). Cependant, on observe une différence notable de l'utilisation du sucre par T.
delbrueckii, dans la mesure ou la fermentation en anaérobiose stricte ne produit que 80 g/L
d'éthanol (vs 107 g/Li en anaérobiose non stricte).

Assimilation d'azote:

Pour les deux levures, on constate que les cinétiques d'assimilation d'azote sont moins
rapides en anaérobiose stricte (Figure 29 et Figure 30). Le manque d'oxygéne initial ralentit
donc l'assimilation d'azote. Dans les fermentations réalisées par S. cerevisiae, la totalité de
l'azote assimilable disponible est consommée dans les deux conditions opératoires. En
revanche, T. delbrueckii n'est pas capable d'assimiler tout 1'azote disponible en anaérobiose
stricte, une concentration résiduelle de 22 mg N/L subsiste (Figure 30). En anaérobiose non
stricte, T. delbrueckii assimile totalement I'azote du milieu puis, on observe une
augmentation de l'azote du milieu qui atteint 9 mg N/L en fin de fermentation.

Viabilité:

En fin de fermentation, S. cerevisiae présente une importante viabilité de 97%. Celle-ci, ne
change pas selon les conditions opératoires. Pour T. delbrueckii, on observe que la viabilité
en fin de fermentation est plus élevée en anaérobiose stricte (92% vs 76 %).
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Les caractéristiques des fermentations permettant de comparer l'impact des conditions
opératoires sont regroupées dans le Tableau 14.

Tableau 14 Influence des conditions opératoires sur les cultures pures: anaérobiose stricte et non stricte

Culture pure S. cerevisiae | Culture pure T. delbrueckii
Anaérobiose | Non stricte Stricte Non stricte Stricte
Maximum de cellules vivantes
6 281 +13 262 + 27 542 + 53 510+9
(10° cellules/mL)
Sucres initiaux (g/L) 222+ 1 225+ 4 222+ 2 222 + 4
Ethanol final (g/L) 108,0+1,3 107,7+1,3 107,6 £1,1 80,2 + 1,2
Rendement éthanol/sucres (g/g) | 0,48+ 0,01 0,48 £ 0,01 0,48 £ 0,01 0,35+ 0,02
Temps de fermentation (h) 117+ 7 142 £ 7 218+ 7 197 £ 10
Vitesse moyenne de consommation
1,90 £+ 0,02 1,58 +£0,03 1,01 £ 0,01 1,12 + 0,02
de sucres (g/L/h)
Azote assimilable résiduel (mg N/L) 0 0 87+25 22,3+ 10,1
Glycérol (g/L) | 8,304 79+0,3 10,3 +0,1 9,4+0,2
Viabilité finale 97 % 97 % 76 % 92 %

Moyenne de deux expériences + écart-type

Les cultures pures de S. cerevisiae et T. delbrueckii ont été réalisées en milieu MS300 dans
des conditions anaérobiques stricte et non stricte. Lorsqu'on passe de l'anaérobiose non
stricte a l'anaérobiose stricte, la croissance de 7. delbrueckii est affectée par le manque
d'oxygene initial alors que celle de S. cerevisiae ne 1'est pas. Similairement, Holm Hansen
et al., (2001) ont observé que T. delbrueckii était moins tolérante au manque d'oxygéne que
S. cerevisiae.

Comparée a 'anaérobiose non stricte, I'anaérobiose stricte entraine une diminution de la
vitesse moyenne de consommation de sucre de S. cerevisiae, sans changements significatifs
des concentrations finales en éthanol et en glycérol. L'anaérobiose stricte entraine une
diminution considérable de la concentration finale en éthanol de 7. delbrueckii. Cette
production d'éthanol plus faible pourrait étre la cause de la forte viabilité de T. delbrueckii
observée en fin de fermentation en anaérobiose stricte.

Par ailleurs, 1'anaérobiose stricte induit un ralentissement de I'assimilation d'azote des
deux levures. S. cerevisiae assimile totalement 'azote disponible dans les deux conditions.
En anaérobiose non stricte, T. delbrueckii assimile totalement 1'azote du milieu, puis on
observe une augmentation de 'azote du milieu en fin de fermentation. Celle-ci est associée
a une faible viabilité. Un relargage d'éléments azotés successif a la lyse des levures peut
étre suspecté. Ce phénomeéne a été décrit par Alexandre et al., (2001). En anaérobiose
stricte, T. delbrueckii ne consomme pas entiérement l'azote assimilable disponible. Cette
observation nous ameéne a faire I'hypothése qu'en anaérobiose stricte, T. delbrueckii a des

90



Chapitre I: cultures pures de levures

carences nutritionnelles qui entrainent une assimilation d'azote incompléte. Les deux
conditions expérimentales different de par leur concentration initiale d'oxygéne dissous a
I'instant initial. L'oxygéene est indispensable a la synthése de lipides insaturés. Une carence
en lipides insaturés est donc suspectée.
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IV. Influence des facteurs anaérobies

Les cultures pures de S. cerevisiae et T. delbrueckii ont été réalisées avec les milieux MS300
et MS300M afin de déterminer I'impact des facteurs anaérobies sur la culture pure de
chaque levure. Ces expériences ont été faites en anaérobiose stricte, dans un BRM. En
passant du milieu MS300 au milieu MS300M, la quantité de facteurs anaérobies est
doublée. Les concentrations d'ergostérol, d'acide oléique et de Tween 80 augmentent
respectivement de 15 a 30 mg/L, de 443 a 886 pg/L et de 0,5 a 1 mL/L.
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Figure 31 Influence de la concentration initiale des facteurs anaérobies sur la culture pure de S. cerevisiae en
anaérobiose stricte. Les barres représentent l'écart moyen observé sur deux répétions.
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Croissance des levures:

Les profils de croissance de S. cerevisiae en milieu MS300 et MS300M sont quasiment
confondus (Figure 31). La concentration initiale de facteurs anaérobies n'a pas d'impact sur
la croissance de S. cerevisiae. Lorsqu'on double la concentration initiale de facteurs
anaérobies, on observe que la concentration maximale de cellules vivantes de T. delbrueckii
n'est pas modifiée. Cependant, la phase de latence est prolongée d'environ 40 heures (Figure
32).

Assimilation d'azote:

S. cerevisiae consomme complétement l'azote disponible en milieu MS300 et MS300M.
Entre les deux milieux de cultures, le temps nécessaire pour assimiler totalement l'azote
disponible n'est pas significativement différent. En observant les profils d'assimilation
d'azote de T. delbrueckii (Figure 32), on constate que l'assimilation d'azote est plus rapide
en milieu MS300. En doublant la concentration initiale de facteurs anaérobies,
l'assimilation d'azote est certes plus lente, mais elle est compleéte.

Consommation de sucres:

Les vitesses moyennes de consommation de sucre de S. cerevisiae sont de 1,58 et de 1,51
g/L/h respectivement dans les milieux MS300 et MS300M. L'augmentation de la
concentration initiale de facteurs anaérobies n'a significativement pas d'impact sur
I'absorption de sucre de S. cerevisiae. Contrairement, la prolongation de la phase de latence
induite par I'augmentation de la concentration initiale de facteurs anaérobies, entraine une
diminution de la vitesse moyenne de consommation de sucre de 7. delbrueckii de 1,12 4 0,84
g/L/h.

Production d'éthanol:

Les profils de production d'éthanol de S. cerevisiae observés dans les milieux MS300 et
MS300M sont confondus et la concentration finale en éthanol est d'environ 100 g/L. Les
concentrations finales en éthanol observées au cours des cultures pures de T. delbrueckii
sont de 80 et 73 g/L respectivement en milieu MS300 et MS300M. L'augmentation de
facteurs anaérobies ne modifie pas significativement la production d'éthanol des deux
levures.

Glycérol:

La concentration finale en glycérol de S. cerevisiae est de 8 g/Li dans les deux milieux de
culture. L'augmentation de facteurs anaérobies n'a pas d'impact significatif sur la
production de glycérol de cette levure. En revanche, elle entraine une augmentation
significative de la production de glycérol de T. delbrueckii qui passe de 9,4 a 15,5 g/L.

Viabilité:

Les viabilités en fin de fermentation de S. cerevisiae et T. delbrueckii en culture pure restent
élevées et aucune différence significative n'a été observée entre les viabilités finales des
milieux MS300 et MS300M (Tableau 15).
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Les caractéristiques des fermentations permettant d'évaluer l'impact des facteurs
anaérobies sur les cultures pures de levures sont regroupées dans le Tableau 15.

Tableau 15 Influence des facteurs anaérobies sur les cultures pures

Culture pure S. cerevisiae Culture pure T. delbrueckii
Milieu MS300 MS300M MS300 MS300M
Maximum de cellules vivantes
6 262 + 27 286 + 19 510+ 9 554 + 20
(10° cellules/mL)
Sucres initiaux (g/L) 225+ 4 225+ 3 222+ 4 221 +1
Ethanol final (g/L) 107,7+1,3 98,6 + 2,1 80,2+ 1,2 72,6 + 3,4
Rendement éthanol/sucres (g/g) 0,48 = 0,01 0,44 + 0,01 0,35+ 0,02 0,32 + 0,02
Temps de fermentation (h) 142 £ 7 149+ 8 197+ 10 263+ 8
Vitesse moyenne de consommation
1,58 £ 0,03 1,51 +£ 0,02 1,12 £ 0,02 0,84 + 0,01
de sucres (g/L/h)
Azote assimilable résiduel (img N/L) 0 0 22,3 +10,1 0
Glycérol (g/L) 7,9+0,3 82+0,3 9,4+0,2 15,5 + 0,4
Viabilité finale 97 % 91 % 92 % 89 %

Moyenne de deux expériences + écart-type

Des cultures pures de S. cerevisiae et de T. delbrueckii ont été réalisées dans les milieux
MS300 et MS300M afin d'évaluer l'influence des facteurs anaérobies en conditions
anaérobiques strictes. Au cours des cultures pures de S. cerevisiae, I'augmentation de la
concentration initiale de facteurs anaérobies n'entraine pas de changements significatifs du
nombre maximum de cellules vivantes, de la vitesse moyenne de consommation de sucre et
les concentrations finales en éthanol et en glycérol. Dans la gamme de concentrations
testées, l'augmentation de facteurs anaérobies n'a pas d'effet sur le comportement de S.
cerevisiae.

En revanche, lors des cultures pures de T. delbrueckii, doubler la concentration initiale de
facteurs anaérobies engendre une prolongation de la phase de latence de 40 h. T. delbrueckii
semble avoir des difficultés a initier sa croissance en milieu MS300M. De plus, la
concentration finale de glycérol augmente de 65% lorsqu'on double la concentration initiale
de facteurs anaérobies. La production glycérol permet de réduire le stress osmotique et de
maintenir I'équilibre d’oxydoréduction. Cette importante augmentation témoigne des
difficultés de T. delbrueckii a croitre dans le milieu MS300M. Bien que la phase de latence
soit plus longue en milieu MS300M, la concentration maximale de cellules vivantes de 7.
delbrueckii n'est pas significativement différente de celle obtenue en milieu MS300. En
anaérobiose stricte, 7T. delbrueckii consomme tout le sucre avec de faibles rendements en
éthanol (<0,35). L'augmentation de facteurs anaérobies n'a pas d'influence significative sur
la concentration finale d'éthanol produit par 7T. delbrueckii.
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En milieu MS300, T. delbrueckii ne parvient pas a consommer tout l'azote assimilable
disponible. L'hypothése d'une carence en lipides insaturés a été émise pour expliquer cette
assimilation incompléete d'azote. Le milieu MS300M contient deux fois plus de lipides
insaturés (ergostérol, acide oléique et tween 80) que le milieu MS300. En doublant la
concentration initiale de facteurs anaérobies, pendant les 50 premiéres heures de
fermentation on observe une faible absorption d'azote probablement due au faible nombre
de cellules vivantes de T. delbrueckii durant la phase de latence prolongée. Puis, T.
delbrueckii croit et parvient a complétement consommer 1'azote assimilable. Ces résultats
confortent ainsi 1'hypothése d'une carence en lipides insaturés qui ne permet pas une
absorption compléte de 'azote assimilable disponible.
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V. Analyse du bilan carbone

Le bilan carbone a été suivi lors des cultures pures de S. cerevisiae et T. delbrueckii. Le
carbone se répartit essentiellement dans la biomasse, le sucre, 1'éthanol, le glycérol et le
dioxyde de carbone. La concentration en dioxyde de carbone est estimée en considérant que
ce dernier est produit avec la méme stoechiométrie que 1'éthanol durant la fermentation.
Une partie du carbone ne se trouve pas dans les composés précédemment cités, il s'agit de
la fraction indéterminée de carbone. Elle est calculée en soustrayant le carbone constituant
les composés considérés a un instant au carbone présent a l'instant initial. Les valeurs de
fraction indéterminée de carbone a l'instant final sont présentées dans Tableau 16.

Tableau 16 Fraction indéterminée de carbone a l'instant final lors des cultures pures

Anaérobiose non stricte Anaérobiose Stricte

Milieu MS170 MS300 MS300 MS300M
S. cerevisiae 3 % 0% 1% 10 %
T. delbrueckii 6 % 0% 20 % 25 %

Au regard des erreurs expérimentales et vu que tous les composés carbonés éventuels n'ont
pas été dosés (esters, alcools supérieurs...): les fractions indéterminées de carbone
inférieures ou égale a 10% sont considérées comme négligeables. L'ensemble des
fermentations de S. cerevisiae présentent des fractions indéterminées de carbone
négligeables a l'instant final. Il en est de méme pour les fermentations de 7. delbrueckii en
milieu anaérobique non strict.

En anaérobiose stricte, les cultures pures de 7. delbrueckii en milieu MS300 et MS300M
présentent une fraction indéterminée de carbone supérieure a 20%. Cela signifie qu'une
concentration de sucre supérieure a 44 g/Li a été absorbée et a servi a produire des composés
autres que de la biomasse, du glycérol et de I'éthanol. Ces résultats nous incitent a analyser
la cinétique du bilan carbone en anaérobiose stricte (Figure 33). La fraction indéterminée
de carbone augmente progressivement au cours des fermentation de 7. delbrueckii en
anaérobiose stricte (Figure 33c et d). Le déséquilibre du bilan carbone apparait apres 100 h
de fermentation. Ces résultats surprenants nous ont conduit a faire 6 répétitions de la
culture pure de T. delbrueckii en milieu MS300. Toutes les répétitions avaient un
déséquilibre progressif du bilan carbone qui commencait aprés 100 heures de fermentation
et le suivi de I'évolution des levures au microscope ne suggérait aucune contamination.

Comparée a l'anaérobiose non stricte, 1'anaérobiose stricte entraine une modification de
l'utilisation du sucre par T. delbrueckii. Des investigations devraient étre menées pour
comprendre les mécanismes sous-jacents a cette modification. Les éventuels composés
produits ne sont pas les acides citrique, malique, succinique et acétique dans la mesure ou
aucune variation significative de ces acides n'a été observée. Le CO, est supposé produit de
fagon équimolaire a la production d'éthanol. Tout mécanisme produisant du CO, autrement
que par voie fermentaire pourrait causer l'apparition de telles fractions indéterminées de
carbone. Cependant il n'y avait ni oxygéne ni éléments accepteurs d'électrons en quantité
suffisante pour oxyder des concentrations en sucre aussi importantes.
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Figure 83 Répartition du carbone en culture pure: S. cerevisiae en milieu MS300 (a) et MS300M (b) and T.
delbrueckii en milieu MS300 (c) et MS300M (d). ND représente la fraction de carbone non déterminée.
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VI. Conclusion

Ce chapitre rend compte des résultats obtenus au cours d'expériences dont l'objectif était de

quantifier l'influence de trois parametres opératoires sur les cultures pures de S. cerevisiae
et T. delbrueckii. Il s'agissait de la concentration initiale en azote assimilable, du passage
d'un environnement anaérobique non strict a un environnement anaérobique strict et de la
concentration initiale en facteurs anaérobies.

L'azote assimilable, en favorisant la croissance cellulaire, en améliorant les vitesses
d'absorption des sucres et de production d'éthanol, a des effets semblables sur les deux
espéces. L'augmentation de la concentration initiale en azote assimilable a donc permis de
lever une limitation nutritionnelle.

L'impact de I'anaérobiose stricte et des facteurs anaérobies sont inhérents a chaque espeéce.
En effet I'anaérobiose stricte induit une diminution de la vitesse de consommation du sucre
de S. cerevisiae alors qu'elle entraine une diminution importante de la quantité d'éthanol
produite par T. delbrueckii ainsi qu'une consommation incompléte de I'azote assimilable.

Les lipides exogénes ont permis de compenser 1'absence d'oxygene lors de la culture de S.
cerevisiae en anaérobiose stricte, permettant ainsi une consommation compléte des
substrats. L'assimilation incompléte d'azote par 7. delbrueckii en anaérobiose stricte refléte
une limitation nutritionnelle: la concentration en lipides exogeénes n'est pas suffisante pour
pallier au manque d'oxygéne.

En anaérobiose stricte, I'augmentation de facteurs anaérobies n'a pas d'influence sur le
comportement de S. cerevisiae. En revanche, elle induit la prolongation de la phase de
latence de T. delbrueckii ainsi qu'une consommation compléte de l'azote assimilable
disponible. Cela conforte 1'hypothése de limitation nutritionnelle mentionnée dans le
paragraphe précédent. Toutefois, S. cerevisiae et T. delbrueckii ont des comportements
différents vis-a-vis des lipides exogénes. Les causes de cette différence pourraient
s'expliquer par la différence de composition des membranes des deux levures

L'ensemble des résultats obtenus en culture pure est synthétisé dans l'annexe 3. Ces
résultats constituent la base de 1'analyse des cultures mixtes présentée dans le chapitre 11
et les fondements de la modélisation des cultures pures exposée dans le chapitre III.
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CHAPITRE II: CULTURES MIXTES DE
LEVURES

" Les espéces qui survivent ne sont pas les espéces les plus fortes, ni les plus intelligentes,
mais celles qui s’adaptent le mieux aux changements”

Charles Darwin
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I. Objectifs

Avec l'intérét croissant pour les cultures mixtes de levures, I'impact sur les interactions
microbiennes de plusieurs facteurs tels que l'oxygene (Holm Hansen et al., 2001), 'azote
(Taillandier et al., 2014), le ratio d'inoculation (Pommier et al., 2005), le pH (Ramon-
Portugal, 1995) et la température (Salvado et al., 2011; Williams et al., 2015) ont fait 1'objet
d'études.

Le role des lipides ou facteurs anaérobies sur les cultures pures de S. cerevisiae et T.
delbrueckii est documenté dans la littérature (Mauricio et al., 1990, 1991; Rozes, 1992;
Deytieux et al., 2005; Redoén et al., 2009). Toutefois leurs influences sur les interactions
microbiennes n'ont pas été étudiées a notre connaissance.

Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons réalisé des expérimentations pour
quantifier l'influence des facteurs anaérobies sur les cultures mixtes de levures. Ces
fermentations ont été effectuées dans le BRM, en présence et en absence de membrane pour
observer l'influence des facteurs anaérobies sur les interactions directes et indirectes entre
S. cerevisiae et T. delbrueckii. Ce chapitre présente les résultats obtenus lors de cette étude
sous forme d'extraits d'un article publié dans le journal European Food Research and
Technology (Brou et al., 2018).

Les expériences mentionnées dans cet article ont été réalisées en anaérobiose stricte et les
termes AGF, SCF, CCF et MCF respectivement les facteurs de croissances anaérobies
(lipides exogénes), les cultures pures, les cultures mixtes compartimentées et les cultures
mixtes mélangées.

100



Chapitre 1I: Cultures mixtes de levures

I1. Cultures mixtes de levures en anaérobiose stricte

European Food Research and Technology

Mixed culture fermentation using Torulaspora delbrueckii and Saccharomyces cerevisiae
with direct and indirect contact: Impact of anaerobic growth factors.

Paul Brou, Patricia Taillandier, Sandra Beaufort, Cédric Brandam
Laboratoire de Génie Chimique, Université de Toulouse, CNRS, INPT, UPS,
Toulouse, France

1. Results

1.1. Effect of anaerobic growth factors (AGF) on single culture
fermentation (SCF)
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Fig. 1 Effect of increase in anaerobic growth factors on S. cerevisiae SCF: (a) Living cells and YAN profiles, (b)

sugar and ethanol profiles. Vertical bars represent the standard deviations
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SCFs were performed in MS300 and MS300M. AGF augmentation did not modify S.
cerevisiae growth, sugar uptake or ethanol production profiles (Fig. 1a and b). Moreover,
the final glycerol concentrations were similar (= 8 g/L)). In the range tested, an increase of
AGF had no significant impact on S. cerevisiae behaviour in anaerobic fermentation.

101



Chapitre 1I: Cultures mixtes de levures

(a) 600 (b) 250
= %“ﬁ—‘g ——— Sugar
£ s00 B —=&— Ethanol
Z 200 “x ---4--- Sugar 2*AGF
£ - \ ---0--- Ethanol 2*AGF
=z 400 <
< =0
> s 150
-'% —=&—— Living cells H
= 300 ; — & YAN £
§ E% =--8-- Living cells 2°AGF B 100
3 200 ; ---4--- YAN 2*AGF 5
© / .o
S a O--m--- o--0
2 50
s 100 N
"] ~
£ »
> ~. N
RN e 0 C e
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Time (h) Time (h)

Fig. 2 Effect of growth anaerobic factors increase on T. delbrueckii SCF: (a) Living cells and YAN profiles, (b)
sugar and ethanol profiles. Vertical bars represent the standard deviations

Unexpectedly, an AGF increase induced an extension of the 7. delbrueckii latency phase up
to 50 hours (Fig. 2a).The resulting sugar consumption and ethanol production were slower
than those observed in SCF with AGF single dose (Fig. b). In MS300, T. delbrueckii did not
completely consume the YAN. After AGF increase, despite the slow YAN assimilation, no
residual nitrogen compound was observed (Fig. 2a). In T. delbrueckii SCF, such AGF
augmentation induced a significant increase (p<0.05) in the final glycerol concentration
from 9.4 to 15.5 g/L.In both media, S. cerevisiae fermentation time was shorter than that of
T. delbrueckii, in accordance with several studies on this specific pair of yeasts [4, 11].

1.2. Co-cultures with a single dose of anaerobic growth factors

SCFs, MCFs and CCFs were performed in MS300. In all conditions, the maximum
concentration of living S. cerevisiae cells was close to 280 106 cells/mL (Fig. 3a). The
presence of T. delbrueckii did not impact the maximum population reached by S. cerevisiae.
Regarding the first 50 h in SCF and CCF, S. cerevisiae growth rates were similar to and
lower than those in MCF (Fig. 3a). Consequently, direct contact stimulated S. cerevisiae
growth whereas indirect contact did not. Compared to SCF, the maximum population and
the final viability of T. delbrueckii were lower in CCF. In CCF, between 50 and 100 h, the
number of T. delbrueckii living cells decreased by 48 % (Fig. 3a). S. cerevisiae therefore had
an indirect toxic action on 7. delbrueckii. Such a significant decrease (p<0.05) was
associated with a stable viability (Fig. 3e).

The maximum number of living 7. delbrueckii cells reached 510, 133 and 106 108 cells/mL
in SCF, CCF and MCEF, respectively (Table 1). S. cerevisiae presence therefore induced a
drastic reduction of the 7. delbrueckii maximum population. Nevertheless, no significant
differences were observed between direct and indirect contact (p>0.05). Consequently, S.
cerevisiae did not perform any cell-to-cell contact. Despite the initial 7. delbrueckii
population being 20 times higher, S. cerevisiae living cells became predominant after 55 and
21 h in CCF and MCF, respectively. Physical contact thus promoted S. cerevisiae
domination in MS300.

At the very end of the fermentation, with high ethanol level and sugar impoverishment, in
CCF, T. delbrueckii viability fell sharply to 70% (Fig. 3e), that of S. cerevisiae remained high
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(95%), and only in MCF were aggregated stained cells observed. The aggregated, stained
cells were smaller than the scattered, unstained cells.

Compared to SCFs, sugar was consumed faster in co-culture (Fig. 3b and Table 1).
Fermentation time observed in CCF and MCF were not significantly different (p>0.05).
Except in T. delbrueckii SCF, YAN was completely consumed in less than 60 h (Fig. 3c).
Ethanol concentrations reached in CCF, MCF and S. cerevisiae SCF were similar (= 100
g/L) and significantly higher (p<0.05) than that in 7. delbrueckii SCF (80 g/L) (Fig. 3d). The
characteristics of all fermentations performed in MS300 are summed up in Table 1.
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Fig. 3 Living cells (a), sugar (b), YAN (c), ethanol (d), and yeasts viability (e) profiles in SCF, CCF and MCF
performed with MS300. Data are mean values of two fermentations. Vertical bars represent the standard

deviations
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Table 1 Final parameters of fermentations performed in membrane bioreactor for single-culture fermentation
(SCF) of S. cerevisiae and T. delbrueckii, mixed-culture fermentation (MCF) and compartmented-culture
fermentation (CCF). Cultures were performed at 20 °C, 250 rpm with nitrogen flux in headspace of vessels, in

MS300 medium
SCF
CCF MCF
S. cerevisiae | T. delbrueckii
Maximum living cells of T. delbrueckii
510+ 9 133 +11 106 £1
(108 cells/mL)
Maximum living cells of S. cerevisiae
262 + 27 302 + 20 271 £ 40
(1068 cells/mL)
Time of fermentation (h) 142+ 7 197+ 10 121+ 7 118+ 8
Initial sugar (/L) 295 + 4 222 + 4 217+3 226 +3
Mean sugar consumption rate (g/l/h) | 1.58 + 0.03 1.12 + 0.02 1.79 + 0.02 1.89 £0.03
Final ethanol (g/L) | 107.7+1.3 80.2 +1.2 97.1+5.9 102.7 £0.8
Ethanol yield (g/g) | 0.48+0.01 0.35+0.02 0.45 £ 0.02 0.46 £0.01
Glycerol (g/L) 7.9+0.3 9.4+0.2 7.9+0.7 7.9+05
Final undetermined carbon fraction 1% 20% 5% 4%
Residual nitrogen (mg N/L) 0 22.3+ 10 0 0

Values are means of two experiments + standard deviation.

1.3. Co-cultures with a double dose of anaerobic growth

factors

In MS300M, the maximum number of living S. cerevisiae cells reached 286, 129 and 61 106
cellss'mL: for SCF, CCF and MCF, respectively (Fig. 4a). T. delbrueckii presence thus
considerably reduced the S. cerevisiae maximum population. S. cerevisiae growth was more
impacted when both yeasts where in direct contact. Unlike in SCF, T. delbrueckii did not
present any extended latency phase in co-cultures with a double dose of AGF. Compared to
SCF, the maximum concentration of 7. delbrueckii living cells was lower in co-cultures. It
can thus be concluded that the presence of S. cerevisiae hindered T. delbrueckii growth.
Regarding co-cultures, when the two yeasts were not separated, 7. delbrueckii reached a
higher maximum population and, in parallel, S. cerevisiae reached a lower maximum
population (Fig. 4a). Moreover, for both yeasts, before 50 h of fermentation, the growth rate
observed in CCF was not significantly different from that observed in MCF. Each yeast had
a different maximum population, although YAN profiles in CCF and MCF were similar (Fig.
4c).

S. cerevisiae completed SCF faster than T. delbrueckii. Paradoxically, MCF, in which T.
delbrueckii was preponderant, presented a higher mean sugar consumption rate than CCF
(Fig. 4b). Direct contact thus enhanced the ability of the pair of yeasts to consume sugar. At
the end of the CCF, T. delbrueckii viability suddenly fell and S. cerevisiae viability remained
high - in the same way for CCF in MS300 (Fig. 3e and 4e). Nevertheless, no aggregation
was observed in MCF in MS300M, unlike in MS300. The characteristics of all fermentations
performed in MS300M are summed up in Table 2.
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Fig. 4 Living cells (a), sugar (b), YAN (c), ethanol (d), and yeasts viability (e) profiles in SCF, CCF and MCF
performed with MS300M. Data are mean values of two fermentations. Vertical bars represent the standard

deviations
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Table 2 Final parameters of fermentations performed in membrane bioreactor for single-culture fermentation
(SCF) of S. cerevisiae and T. delbrueckii, mixed-culture fermentation (MCF) and compartmented-culture
fermentation (CCF). Cultures were performed at 20 °C, 250 rpm with nitrogen flux in headspace of vessels, in

MS300M medium.
SCF
CCF MCF
S. cerevisiae T. delbrueckii
Maximum living cells of T. delbrueckii
+ + +
(10 cells/mL) 554 + 20 181 £17 374 + 16
Maximum living cells of S. cerevisiae
286+ 1 129+ 2 1+1
(108 cells/mL) 86+ 19 9 6 5
Time of fermentation (h) 149+ 8 263+ 8 148+ 1 119+ 7
Initial sugar (/L) 223+ 3 221+1 218+3 224+ 1
Mean sugar consumption rate (g/L/h) 1.50 £ 0.02 0.84 +0.01 1.47 £ 0.02 1.88 £ 0.01
Final ethanol (g/L) 98.6+2.1 72.6+3.4 95.1+ 3.5 99.0+0.4
Ethanol yield (g/g) 0.44 £ 0.01 0.32 = 0.02 0.44 + 0.02 0.44 +£0.01
Glycerol (g/L) 82+0.3 155+0.4 10.0+£0.6 11.6£0.5
Final undetermined carbon fraction 7% 25% 8% 6%
Residual nitrogen (mg N/L) 0 0 4.7+4.5 0

Values are means of two experiments + standard deviation.

1.4. Carbon balance

It should be stressed that CO:z was not measured but its production was estimated by
assuming the same stoichiometry as that of ethanol during fermentation. This assumption
was adequate to describe co-cultures and S. cerevisiae SCFs (Fig. 55a and b). In T.
delbrueckii SCFs, no unbalance was observed during a long fermentation period (= 100 h),
then the carbon unbalance increased progressively until the end of the fermentation (Fig.
55c and d). Final carbon unbalances higher than 20% were observed in T. delbrueckii SCFs,
with no significant differences observed between AGF doses (p>0.05).
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Fig. 5 Carbon mass partition in single culture fermentations. S. cerevisiae in MS300 (a) and MS300M (b) and
T. delbrueckii in MS300 (c) and MS300M (d). ND represents the carbon fraction not determined

2. Discussion

In this work, SCF, CCF and MCF of S. cerevisiae and T. delbrueckii were undertaken with
different concentrations of anaerobic growth factors in order to evaluate their effect on
interactions between yeasts. By doubling the AGF dose, ergosterol, oleic acid and Tween 80
concentrations rose from 15 to 30 mg/L, from 0.5 to 1 pL/L and from 0.5 to 1 mL/L,
respectively.

2.1. T. delbrueckii latency phase extension induced by AGF
A residual YAN concentration subsisted in 7. delbrueckii SCF with a single dose of AGF.
Since we suspected that a component in the medium was limiting, the dose of AGF was
doubled to see whether T. delbrueckii could consume all the YAN available. After the
increase of AGF initial concentration, 1. delbrueckii could consume all the YAN available.
However, T. delbrueckii displayed an extended latency phase after the AGF increase,
suggesting that the raised AGF concentration was toxic for 7. delbrueckii growth. The 65%
increase in the final glycerol concentration confirms that 7. delbrueckii cells were more

108




Chapitre 1I: Cultures mixtes de levures

stressed after the AGF concentration was doubled. Unlike SCF, T. delbrueckii did not
display any extended latency phase in co-cultures with a double dose of AGF. This result
strongly suggests that 7. delbrueckii absorbed a lower amount of AGF than the toxic dose
when competing with S. cerevisiae present in the medium. By competing with S. cerevisiae
for AGF, T. delbrueckii incorporates less AGF and the AGF concentration did not reach a
level that was toxic for 7. delbrueckii. Exgosterol is the predominant sterol in yeast cell
membranes [40]. It is implicated in endocytosis and membrane curvature formation [41,
42]. Ergosterol influences the diffusion of proteins through the yeast plasma membrane
[43]. Incorporation of exogenous lipids inside the membranes is expected to modify the
hydrophobic lipid-lipid and lipid-protein interactions. Therefore, the spatial organization of
membranes and the biological function of membrane-bound enzymes, such as those involved
in the transport systems, could be indirectly affected [44]. An upset of the transport systems
1s consistent with the low YAN uptakes observed during the T. delbrueckii extended latency
phase (Fig. 4c in comparison with Fig 3c).

2.2. T. delbrueckii sugar metabolism in strict anaerobiosis

In all fermentations, nitrogen pressure was applied alternately starting 16 h before the
inoculation and continuing throughout the fermentation, to ensure that no dissolved oxygen
remained in the medium and thus that conditions were strictly anaerobic. In T. delbrueckii
SCFs, the carbon balance showed that between 75 and 80% of the sugar consumed was used
for biomass, glycerol and ethanol production. In conditions that were not strictly anaerobic,
with a single dose of AGF, T. delbrueckii rapidly consumed the available dissolved oxygen;
sugar was completely consumed and entirely used for biomass, glycerol and ethanol
production (data not shown). The same 7T. delbrueckii strain growing, in non-strict
anaerobiosis, in Sauvignon Blanc grape must, did not show any carbon unbalance [45].
Consequently, carbon unbalance occurs only in strict anaerobiosis. It indicates the existence
of a biochemical reaction using sugar as the substrate and producing COz or a metabolite
different from ethanol or glycerol. This reaction is triggered after a long fermentation period
and does not depend on the initial concentration of AGF. Must needs to be investigated to
identify this biochemical reaction. However, such a reaction does not lead to malic, citric,
acetic or succinic acid production and is absent in co-culture.

2.3. Effects of lipids on yeasts behaviour

In this study, S. cerevisiae and T. delbrueckii showed different behaviour regarding AGF
increase in the medium. AGF augmentation had no impact on S. cerevisiae SCF, whereas it
induced an extended latency phase during T. delbrueckii SCF. Mauricio et al., observed that
the supplementation of grape must with 25 mg/L of ergosterol and 31 mg/L of oleic acid
enhanced the fermentation rate of S. cerevisiae E-1 and T. delbrueckii M1-20-4 [46]. In the
same study, the supplementation of grape must with only 25 mg/L of ergosterol enhanced
the fermentation rate of S. cerevisiae, whereas it reduced that of 7. delbrueckii. In our case,
30 mg/L of ergosterol, 1 pl/L of oleic acid and 1 mL/L of tween were added (double dose).
Since the initial lipids concentration in the grape must was not mentioned, it is not possible
to compare with the lipid concentrations used in the present work. However, it appears that
the effects of lipid increase on growth and fermentation performance depends on the nature
of the lipid mixture, the yeast genus and the medium composition.
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2.4. Physical contact and competition

S. cerevisiae dominated all co-cultures with a single dose of AGF. In presence of T.
delbrueckii, S. cerevisiae reached a maximum population comparable to that observed in
SCF. However, when both yeasts were in direct contact (MCF), S. cerevisiae presented an
increase of growth rate at the beginning of the fermentation. Recently, Tronchoni et al.,
analysed the transcriptional response to direct contact co-cultivation of S. cerevisiae and 7.
delbrueckii [47]. Early changes in the transcription pattern suggested a stimulation the
growth and glycolytic activity of both yeasts as a consequence of the presence of competition
in the same medium, with a delayed response of T. delbrueckii. Secreted Hsp12, which is
involved in the coordinated response of cells in multi-strain cultures of S. cerevisiae, was
suspected be related to this early response [48]. Since S. cerevisiae growth was not
stimulated when the yeasts were separated by a membrane in the present study, physical
contact is believed to play a role in S. cerevisiae response to 7. delbrueckii presence. Unlike
in the last cited work, T. delbrueckii early growth was not stimulated by the presence of S.
cerevisiae in our study. It should be stressed that the inoculation ratio of 7. delbrueckii/ S.
cerevisiae was 20/1 in the present work while it was 1/1 in the cited work. The strain used
was also different.

S. cerevisiae completed SCF faster than T. delbrueckii. In MS300M, paradoxically, MCF, in
which T. delbrueckii was preponderant, presented a mean sugar consumption rate that was
higher than that of CCF. This observation is reminiscent of a stimulation of glycolytic
activity observed by Tronchoni et al., when the two yeasts were in physical contact [47].

In a study involving S. cerevisiae and H. guilliermondii focusing on yeast interactions at
molecular level in natural grape must, it was found that GAPI1, AGPI, MEP1 and MEP2,
encoding amino acid transporters for the first two and ammonium permease for the last
two, were more highly expressed in S. cerevisiae in the single culture, than in the mixed
culture [50]. Yeasts were not separated by a membrane. The reduction of the expression of
such genes responsible for YAN assimilation could explain the suspected reduction of YAN
assimilation by S. cerevisiae in MS300M. This phenomenon appears to be induced by
physical contact with a non-Saccharomyces yeast.

2.5. AGTF influence on S. cerevisiae amensalism

In MS300, S. cerevisiae induced death of 7. delbrueckii by indirect interaction and so
dominated co-cultures. The decrease of T. delbrueckii concentration while the viability
values remained stable led us to suspect that 7. delbrueckii cells undergoing S. cerevisiae
amensalism were lysed too rapidly to be coloured by methylene blue. Moreover, at the end
of fermentation in MCF, aggregated cells were observed and the aggregated stained cells
were smaller than the scattered unstained cells. Since 7. delbrueckii has a smaller cell size
than S. cerevisiae [50], we suppose that 7. delbrueckii dead cells were aggregated and living
S. cerevisiae were scattered. In consequence, direct contact with S. cerevisiae would cause
aggregation of dead T. delbrueckii cells. Such aggregation was not observed in MS300M.

AGF augmentation completely upset S. cerevisiae domination. Several authors have shown
that S. cerevisiae amensalism against non-Saccharomyces yeasts is mediated by AMPs
[16,17,51]. The toxicity of AMPs depends on their concentration [52]. Albergaria et al.,
observed that S. cerevisiae continuously secretes AMPs from the second day to end of the
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fermentation [16]. Consequently, we supposed that the AMP concentration was sufficient
to induce 7. delbrueckii death in co-cultures with the double dose of AGF. However, after
the AGF increase, T. delbrueckii growth was not impeded, pointing out that S. cerevisiae
AMPs were less efficient.

The death mechanisms induced by these AMPs on sensitive yeasts involve cell membrane
permeabilization [51]. Most AMPs induce death of sensitive cells by interacting with cell
membranes and permeabilizing them [53,54]. Interaction between sensitive cell membrane
and AMPs is the first step of the toxic activity [55]. The lipid composition of the sensitive
cell membrane plays a primordial role in this interaction [56]. Cells that are resistant to
permeabilization induced by AMPs have a membrane lipid composition different from that
of sensitive cells [57]. Since incorporated exogenous lipids modify membrane lipid
composition, we assumed that T. delbrueckii growing in MS300 and MS300M had a
different membrane lipid composition. We hypothesize that T. delbrueckii membrane lipid
composition did not allow an efficient interaction with AMPs, thus avoiding their toxic
activity during co-cultures in MS300M.

To the best of our knowledge, this is the first time that a modification of a nutrient
concentration completely reverses the domination. The initial concentration of anaerobic
growth factors greatly influences co-culture fermentation population dynamics, thus
highlighting a new means for monitoring population evolution and eventually wine
organoleptic properties.
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CHAPITRE III: MODELISATION DES
CULTURES PURES DE LEVURES

"La raison pour laquelle certains portraits ne ressemblent pas a leur modele vivant, c'est
parce que les modeéles ne font aucun effort pour ressembler a leur portrait."

Salvador Dali
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I. Introduction

Les cultures pures de S. cerevisiae et T. delbrueckii ont été réalisées dans plusieurs milieux
de culture. Pour chaque levure, quatre expériences ont été réalisées en culture pure. Deux
expériences contenant des concentrations initiales d'azote assimilable différentes ont été
réalisées en anaérobiose non stricte. Deux expériences contenant des concentrations
initiales de facteurs anaérobies différentes ont été réalisées en anaérobiose stricte.

L'azote est un élément essentiel pour la croissance des levures. La quantité d'azote
assimilable initiale est un facteur qui détermine la concentration cellulaire maximale
obtenue au cours de la fermentation. Néanmoins, les résultats présentés dans le chapitre I
montrent que les levures continuent a croitre apres 1'épuisement de 1'azote (Figure 34). Ce
phénomene a été observé sur 'ensemble des cultures pures de T. delbrueckii et S. cerevisiae.
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Figure 34 Evolution du nombre de cellules vivantes, de la d'azote assimilable et du taux de croissance
spécifique au cours de la culture pure de S. cerevisiae en milieu MS300 en anaérobiose non stricte.

Nous proposons de représenter 1'évolution des cultures pures par un modeéle stoechio-
cinétique basé sur cette observation. Dans ce modeéle, I'évolution macroscopique des
différents composés est décrite par des vitesses de réactions couplées a un bilan matiére.

Ce chapitre est organisé en deux parties. La premiére partie présente la conception d'un
modéle décrivant 1'évolution du milieu fermentaire en fonction de la quantité d’azote du
milieu et en anaérobiose non stricte. La seconde partie expose les adaptations qui ont été
faites a partir de ce modéle pour représenter les résultats expérimentaux obtenus en
anaérobiose stricte et suivant la quantité initiale de facteurs anaérobies.
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II. Conception d'un modéle mathématique en anaérobiose non stricte

I1.1. Concepts d'azote minimal et d'azote stocké

S. cerevisiae et T. delbrueckii continuent de croitre apres I'épuisement de 'azote assimilable.
Ainsi, lorsqu'il n'y a plus d'azote assimilable, la croissance des levures s'effectue sur une
source d'azote située a l'intérieur de la cellule. Il est donc nécessaire de prendre en compte
une source d'azote intracellulaire pour décrire mathématiquement les cinétiques de
croissance des microorganismes étudiés.

Un suivi de la fraction cellulaire d'azote a été effectué lors des cultures pures de S. cerevisiae
et T. delbrueckii. Il a permis de mesurer les fractions d'azote minimales contenues dans
chaque espeéce (Tableau 17 et Tableau 18). Ces fractions minimales ont été observées en fin
de fermentation. Les valeurs expérimentales minimales sont obtenues pour les essais en
MS170. Elles sont de 50 et 61 mg d'azote par gramme de cellules totales respectivement
pour S. cerevisiae et T. delbrueckii.

Tableau 17 Quantité minimale d'azote (mg) par gramme de cellules totales

Milieu MS170 MS300
S. cerevisiae 50 63
T. delbrueckii 61 73

Tableau 18 Quantité minimale d'azote (ug) par millions cellules totales

Milieu MS170 MS300
S. cerevisiae 1,3 1,7
T. delbrueckii 0,8 0,9

Nous supposons que la carence en azote est la principale cause du manque de croissance
observée en milieu MS170. L’hypothése consiste a admettre qu'une quantité minimale
d'azote cellulaire est nécessaire pour assurer les fonctions vitales de la cellule.

Dans un premier temps, cette quantité est considérée égale a la valeur expérimentale
minimale obtenue sur le milieu MS170. Multiplier cette derniére par la concentration des
cellules vivantes présentes a chaque instant permet d'obtenir un profil de concentration
d'azote minimal requis pour assurer les fonctions vitales des cellules (Figure 35 aFigure
38). On observe que la quantité d'azote assimilée est supérieure a la quantité minimale
d'azote cellulaire (Figure 35 a Figure 38). La différence entre 1'azote total assimilé et 'azote
minimal requis a une cinétique qui s'apparente a une accumulation suivie d'une
consommation d'azote. Ainsi, cette différence est appelée azote stocké. L'arrét de croissance
se produit lorsque le stock devient nul, ce stock constitue une réserve d'azote biodisponible
pour la croissance des levures. La croissance est limitée par le stock d'azote en milieu
MS170. En milieu MS300, les levures stockent une plus grande quantité d'azote (Figure 37
et Figure 38). L'azote stocké reste important au moment de 'arrét de la croissance.
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Figure 36 Répartition de l'azote au cours la
fermentation du milieu MS170 par T. delbrueckii
en anaérobiose non stricte.
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Figure 37 Répartition de l'azote au cours la
fermentation du milieu MS300 par S. cerevisiae en
anaérobiose non stricte.

Figure 38 Répartition de l'azote au cours la
fermentation du milieu MS300 par T. delbrueckii
en anaérobiose non stricte.

Quel que soit le milieu de culture, le stock d'azote atteint une valeur maximale suivie d'une
déplétion progressive. Un ralentissement de la vitesse de croissance survient au cours de
cette déplétion. Les réserves d'azote semblent étre impliquées dans 1'évolution de la vitesse
de croissance.

L'azote assimilable présent dans le milieu de culture limite la croissance des levures.
Cependant, il est complétement épuisé avant la fin de leur croissance. Par conséquent,
I'évolution de la biomasse ne peut pas étre représentée numériquement par l'azote
assimilable. De ce fait, il convient d'introduire les notions d'azote cellulaire minimal et
d'azote stocké pour décrire les cinétiques de population. Ceci implique la conception d'un
modeéle structuré dans lequel 1'azote total assimilé se repartie en deux compartiments. Dans
ce modele structuré, la cellule assimile 1'azote (N) qui est réparti dans deux compartiments:
le compartiment constitutif et le compartiment de stockage.
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Le compartiment constitutif contient une quantité d'azote égale a la quantité minimale
d'azote cellulaire (Np;,). Ce compartiment assure les fonctions minimales vitales
permettant de maintenir la cellule en vie. Le compartiment constitutif correspond a
I'ensemble des éléments azotés du cytoplasme, des membranes et du contenu des organelles
a l'exception des vacuoles. Tout comme le compartiment constitutif, le compartiment de
stockage contribue a l'activité cellulaire. Cependant seul le compartiment de stockage
contient les réserves d'azote biodisponible pour la croissance. Le compartiment de stockage
correspond au contenu azoté des vacuoles qui constitue une part considérable de 1'azote
cellulaire (Wiemken et Nurse, 1973; Wiemken et Diirr, 1974; Messenguy et al., 1980; Large,
1986). Le contenu du compartiment de stockage (Ns) augmente lorsque la cellule assimile
de l'azote et diminue lorsque la population augmente.

Lorsque les cellules se multiplient, la quantité d'azote nécessaire pour la formation du
compartiment constitutif supplémentaire est puisée dans les réserves de la cellule mére. Le
stock d'azote restant est équitablement réparti entre la cellule mére et la cellule néoformée
(Figure 39). Au niveau macroscopique, I'assimilation d'azote et la multiplication des cellules
se déroulent simultanément.

Figure 39 Schéma du modéle proposé.

I1.2. Autres hypothéses du modéle

Certaines hypothéses ont été émises en vue de décrire 1'évolution du milieu fermentaire. On
suppose que les réacteurs utilisés sont parfaitement agités et que les volumes prélevés au
cours du temps ne perturbent pas I'évolution du systéme. Le modele décrit I’évolution du
sucre total et ne différencie pas le glucose du fructose. De facon analogue, le modéle
considére 'azote assimilable total sans faire de distinction entre 'azote ammoniacal et celui
provenant des acides aminés. La production d'éthanol et de glycérol sont deux réactions
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supposées indépendantes et instantanées qui utilisent le sucre comme substrat. Il n'y a donc
pas d'accumulation de sucres dans les cellules.

I1.3. Principes

Un modeéle steechio-cinétique a été développé pour décrire 1'évolution de la biomasse, du
sucre, de l'azote assimilable, du glycérol et de 1'éthanol. Ce modéle est basé sur les cing
réactions suivantes:

» La croissance (r1): la levure consomme de I'azote stocké et du sucre pour la croissance.
> La fermentation (r2): la levure transforme du sucre en éthanol.

» L'absorption d’azote (r3): la levure absorbe de I'azote assimilable qui passe du milieu de
culture vers le compartiment de stockage.

» La mortalité liée a 1'éthanol (r4): une levure vivante meurt et donne une levure morte.

» La production de glycérol (r5): la levure transforme du sucre en glycérol.

I1.4. Cinétique et steechiométrie

La masse molaire mesurée des levures (CHxOyN;) varie au cours de la fermentation. On
estime que la masse molaire CHxOyN, d'une cellule contenant un compartiment de stockage
d’azote vide ne varie pas. La quantité d'azote minimale contenue dans le compartiment
constitutif est la seule contribution en azote de cette masse molaire. Cette masse molaire
est appelée masse molaire constitutive. A tout instant, z' est inférieur ou égal a z. Utiliser
une masse molaire constante permet de s'affranchir de la description sa dynamique et
contribue a la réduction de la complexité du modéle. Les cing réactions considérées dans ce
modeéle sont liées par bilan matiére, avec comme steechiométries apparentes:

Croissance (rl):

1 C6H1206 + gl Ns E— g2 CHxOyNz'+ g3 CO2+ g4 H2O

Fermentation (r2):

1 CsH1206 ——— > 2 C2H50H + 2 COq

Absorption d'azote (r3):

1N _— 1 Ns

Mortalité naturelle (r4):

1 CHxOyNz' (ViVant)% 1 CHxOyNz' (mort)

Production de glycérol (rb):

1 CeH1206+ 4 H* + 46 — > 2 CsHsOs

122



Chapitre III: Modélisation des cultures pures de levures

Les coefficients steechiométriques g1, g2, g3 et g4 sont fixes. Pour chaque levure, I'équation
de croissance est résolue en utilisant la masse molaire contenant la part d'azote la plus
faible observée expérimentalement, c’est-a-dire lors des essais en milieu MS170. On peut
ainsi calculer les coefficients steechiométriques g1, g2, g3 et g4.

S. cerevisiae:

1 CéH1206 + 0,536 Ns—— > 5,525 CH1,74100,698No,097 + 0,475 CO2+ 1,191 H20
T. delbrueckii:

1 CeH1206 + 0,608 Ns —————>5,398 CH1,71000,632No,113+ 0,602 COz+ 1,386 H20

Le bilan de matiére dans la réaction de croissance nous permet d'écrire 1'égalité suivante:
,_ 91
Z _— —
g2
La réaction de croissance (r1) s'écrit donc ainsi:

1 CeH1206 + gI Ns—————> g2 CHxOyNguse2) + g3 CO2+ g4 H20

La réaction de croissance (rl) reste équilibrée lorsqu'on fait varier le coefficient
steechiométrique g1 sans changer les valeurs de g2, g3 et g4. Par conséquent, seul le
coefficient gl sera identifié, les autres coefficients conservant les valeurs précédemment
calculées (Tableau 19). Pour chaque levure, la valeur de g1 est inférieure ou égale a la valeur
expérimentale observée.

Tableau 19 Récapitulatif des coefficients steechiométriques des réactions de croissance

S. cerevisiae T. delbrueckii
g2 5,525 5,398
g3 0,475 0,602
o4 1,191 1,386
I1.5. Expressions mathématiques
I1.5.1. Vitesse de croissance

Dans un modéle mathématique, la description de la dynamique d'une population X s’appuie
sur l'expression de son taux spécifique de croissance u. On peut décrire ’évolution du taux
de croissance de maniére simplifiée par une diminution constante a partir d’'une valeur
maximale initiale. Cette diminution nécessite I'utilisation d’'une fonction de freinage dans
Pexpression mathématique du taux spécifique de croissance.

Les observations expérimentales montrent une certaine linéarité entre le taux spécifique
de croissance y et le nombre de cellules vivantes X (Figure 40 etFigure 43). Cette linéarité
justifie I'emploi d'une fonction liée a X dans la fonction de freinage. Il en découle I'expression
du taux spécifique de croissance suivante, qui n’est autre que la loi logistique:
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H = Umax- (1 -

X

Xmax

(Equation 8)

Le terme p,,,, représente le taux spécifique de croissance maximale. Cette expression

implique le ralentissement de la croissance jusqu’a la valeur de population maximale X,,,,,.
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Figure 40 Relation entre X et u pour S.
cerevisiae en milieu MS170 en anaérobiose non
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Figure 42 Relation entre X et u pour S.
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Figure 41 Relation entre X et u pour T.
delbrueckii en milieu MS170 en anaérobiose non
stricte.
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Figure 43 Relation entre X et u pour T.
delbrueckii en milieu MS300 en anaérobiose non
stricte.

Dans le cas de S. cerevisiae, cette relation est linéaire entre de faibles valeurs de population

et les valeurs maximales de population. Dans le cas de T. delbrueckii, la relation entre y et
X n’est plus linéaire lorsqu'on se rapproche des populations maximales. L'évolution du taux
croissance spécifique de 7. delbrueckii est nettement perturbée par 1'évolution du milieu.
De plus, 1'éthanol (E), produit continuellement au court de la fermentation, inhibe la
croissance des levures (van Uden, 1985). Il en découle I'expression suivante du taux de

croissance spécifique:
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bt ) '
U= Umax- Xon) \Kz + E (h™) (Equation 9)

La concentration en éthanol inhibe la croissance des levures par le biais de la constante
d'inhibition Kj.

Au cours de la fermentation, la cellule accumule des réserves d'azote (Ng) puis les utilise
progressivement pour croitre. Un ralentissement de la vitesse de croissance survient
lorsque le stock d'azote diminue. Les réserves d'azote semblent étre impliquées dans la
diminution de la vitesse de croissance, d'ou leur incorporation dans I'expression suivante
du taux de croissance spécifique:

(h™H (Equation 10)

) () (2

u= /"max-(1 -
Ky +E NS/X+KX

Xmax

Le stock d'azote limite la croissance par le biais de la constante de limitation Ky. Dans cette
expression, la croissance devient nulle dans deux conditions: lorsque la population atteint
Xmax, comme dans les fermentations en milieu MS300 et lorsque les réserves d'azote sont
nulles comme dans les fermentations en milieu MS170.

Sachant que u = %Z—f , I'évolution de la biomasse vivantes se traduit par Z—}t{ =X *u, soit:

N,
dx X K /x
— = X. U - (1 — ) : ( ) (cellules.mL™t.h™1) (Equation 11)
dt max Xmax/ \Kg +E NS/X + Ky

On définit donc la vitesse de la réaction de croissance de biomasse par l'expression suivante:

X K NS/X -1 -1 ;
rl = X,. kli _(1 — Xmax) . (KE n E) . Ns/ Tk (mol.L™*.h™%) (Equation 12)
X X

ou X, désigne la concentration molaire de levure déterminée a partir de la masse molaire
constitutive.

concentration massique (g/L)

X, =
" masse molaire constitutive (g/mol)

Le parametre ppq, de la loi logistique est analogue au produit g2 = k, du modele stoechio-

cinétique proposé.
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I1.5.2. Fermentation

La vitesse de fermentation est limitée par de faibles concentrations en sucre et inhibée par
la présence d'éthanol (van Uden, 1985). De plus, en augmentant la concentration initiale
d'azote assimilable, on a observé une augmentation de la vitesse moyenne de consommation
de sucres. Cette derniere est associée a une augmentation des réserves d'azote. La vitesse
de fermentation est décrite par l'expression suivante:

N,
S Kgs Iy
2 et () (L) L asaton 1
" TTMNS + Ks/ \Kgs + E NS/X+KNS (mo ) (Equation 13)

Chaque cellule vivante absorbe le sucre et le transforme en éthanol, les constantes kg, K,
Kgs et Kys rendent respectivement compte de la vitesse de réaction, de la limitation par le
sucre, de 'inhibition par 1'éthanol et de la limitation par les réserves d'azote.

11.5.3. Absorption d'azote

La vitesse d'assimilation est liée a la concentration d'azote assimilable et au nombre de
cellules présentes dans le milieu. La vitesse d'assimilation d'azote est décrite par
I'expression suivante, dans laquelle ky est la constante de vitesse de la réaction:

r3=ky.X,.N (mol.L™Y.h™1) (Equation 14)
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11.5.4. Mortalité liée a 1'éthanol

Au cours de la fermentation, on a observé une réduction de la viabilité au fur et a mesure
que I'éthanol est produit (Figure 44). La viabilité de T. delbrueckii décroit abruptement deés
que la concentration en éthanol atteint 80 g/L. Celle de S. cerevisiae décroit
progressivement. Pour tenir compte de la spécificité de la mortalité liée a 1'éthanol (E) de
chaque levure, la cinétique de cette réaction sera décrite par 1'expression suivante:

E—Eiim .
r4 :Xn,e( 1()l ) (mol.L_l_h—l) (Equation 15)

La constante Ej;;,, est une valeur limite a partir de laquelle la mortalité induite par 1'éthanol
est décuplée.

100%
95%
9 90%
3 85%
-

> 80%
75%
70%

0 20 40 60 80 100 120

Ethanol (g/L)
----- MS170 Td MS300 Td ====-MS170 Sc MS300 Sc

Figure 44 Mortalité en fonction de l'éthanol en anaérobiose non stricte.

11.5.5. Production de glycérol

La vitesse de production de glycérol est limitée par de faibles concentration en sucre. La
production de glycérol contribue au maintien de 1'équilibre d'oxydoréduction. En effet, la
production de glycérol est couplée a l'oxydation de NADH en NAD*. Elle permet de
contrebalancer le surplus de NADH produit lors de la croissance de la biomasse. Par
ailleurs, la production d'éthanol est aussi couplée a l'oxydation de NADH en NAD*. Plus
I'éthanol est produit moins le glycérol est nécessaire pour maintenir 1'équilibre
d'oxydoréduction. La vitesse de production de glycérol est décrite par l'expression suivante:

r5=k; X ( S )( K ) (mol.L_l.h_l) (Equation 16)
"\S+ Kgs) \Kgg + E

Chaque cellule vivante absorbe le sucre et le transforme en glycérol, les constantes kg, Kg;
et Kg; rendent respectivement compte de la vitesse de réaction, de la limitation par le sucre
et de I'inhibition par 1'éthanol.
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I1.5.6. Mise en équation

L'évolution globale du milieu fermentaire est décrite par l'ensemble des équations
cinétiques présentées précédemment associées a un systeme différentiel. L'ensemble des
parametres est exposé dans le Tableau 20.

Vitesses de réaction:

=t (125 (). 2
rl=X,.k,(1- . .

R Xmax/ \Kg +E NS/X+KX

N,

2= ot () () (2

= k. X,. . .
b, S+KS KE5+E NS/X+KNS
r3 =ky. XN

(E_Elim)
4 =X,. e\ 10
5 = kg (55 ) (25 )
CI\S + Kgg) "\Kgg + E

Systéme différentiel:

dX
(E=(g2*r1—r4)
@ _ (r1+712+75
Frin rl+1r2+7r5)
<dN_ 3

e

dN,
dts=(r3—g1*r1)
dE o

_—= *

dt 4

Tableau 20 Parameétres des cultures pures de levures en anaérobiose non stricte

Parameétres Unités
k, ht
Xmax 106 cellules/mL

Croissance Ky pg N.10¢ cellules
gl )
Kg g/LL
kg ht
Fermentation Ks g/L
Kgs g/L

Kys pg N.10¢ cellules

Assimilation d’azote ky L.mol1.h!

Mortalité Eiim g/LL
k¢ ht
Production de glycérol K¢ g/L
Kgg g/L
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I1.6. Identification des parameétres

L'identification des parameétres est réalisée en bloc. C'est-a-dire que pour une levure, les
parameétres du modéle sont identifiés simultanément pour le milieu MS170 et le milieu
MS300. Nous avons choisi une identification simultanée des deux milieux de culture afin
d'obtenir des parameétres permettant de représenter les phénomeénes considérés sur une
plage importante de concentration initiale d'azote assimilable.

Excepté le stock d'azote, toutes les variables ont des valeurs déterminées
expérimentalement, notamment a l'instant initial. L'initialisation de la valeur du stock
d'azote est fondamentale pour l'identification des parameétres du modéle. La valeur de ce
stock est fixée a 0,1 pg N.106 cellules pour les deux levures. Il s'agit d'une valeur minimale
n'obstruant pas la croissance initiale des levures. Cette valeur est inférieure a 1% de 1'azote
assimilé au cours de la fermentation.

Lorsqu'un parameétre est identifié, un intervalle de confiance a 90% est calculé. Les bornes
de cet intervalle représentent les augmentations et diminutions de la valeur trouvée qui
induisent une augmentation de la valeur du critéere de 5%. L'incertitude correspond a
Pamplitude de l'intervalle ramenée a la valeur du parameétre. Elle est exprimée en
pourcentage. Les tableaux de résultats issus de l'estimation paramétrique proposent une
incertitude sur les valeurs de chaque parameétre (Tableau 21).

L’incertitude permet ainsi d’apprécier la sensibilité du critére au parametre considéré: pour
de grandes valeurs de cette incertitude, le paramétre est difficilement identifiable et sa
valeur a peu d’influence sur les prédictions du modéle.

Tableau 21 Parameétres identifiés par le modéle en anaérobiose non stricte

S. cerevisiae Paramétres T. delbrueckii Unités
Incertitudes Valeurs Valeurs Incertitudes

10 % 0,032 k, 0,029 18% h-!

13% 305 Xmax 604 12% 108 cell/mL
421% 1103 Ky 510+ 1088% pg N.10-6 cellules

15% 0,41 gl 0,42 6% )

36% 20 K 12 42% g/L

17% 0,18 k, 0,17 12% hl

93% 71 K 79 21% oL

73% 102 Kgs 33 20% g/LL
1021% 5106 Kys 0 pg N.10-6 cellules
177% 6,1 ky 1 62% L.mol1.h1

9% 155 Ejim 145 6% g/LL

808% 1,68 k¢ 1,20 81% h-1
1100% 140 K 126 228% g/L

808% 1,6 Kre 1,2 81% oL,
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Figure 45 Confrontation du modéle avec la culture pure de S. cerevisiae en milieu MS170 en anaérobiose non
stricte.
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Figure 46 Confrontation du modéle avec la culture pure de S. cerevisiae en milieu MS300 en anaérobiose non
stricte.

130



Chapitre III: Modélisation des cultures pures de levures

600 20

o]
(=
S
T
—_
]

'S
(o]
o

—_

w
S
S
—
o
Glycérol (g/L)

Do
o
(=]

—
(=]
S

S N B~ O

Cellules vivantes (10¢ cellules/mL) Azote
(mgN/L) Sucres & Ethanol (g/L)

0 #*
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
Temps (h)
* Cellules vivantes Cellules vivantes X Sucre Sucre
B Azote assimilable total Azote assimilable total A Ethanol Ethanol

————— Azote biodisponible ¢ Glycérol Glycérol

Figure 47 Confrontation du modéle avec la culture pure de T. delbrueckii en milieuw MS170 en anaérobiose non
stricte.
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Figure 48 Confrontation du modéle avec la culture pure de T. delbrueckii en milieu MS300 en anaérobiose non
stricte.

Pour les cultures pures des deux souches en anaérobiose non stricte, on constate que le
modéle proposé permet une représentation fidele des valeurs expérimentales. Certains
parametres tels que ky,Xpmax, g1, Eyim et ks sont sensibles (incertitudes <20%). D'autres
comme Ky,Kys, Kg; et Kg; sont moins sensibles. Néanmoins ils sont nécessaires pour
correctement représenter les phénomeénes observés expérimentalement. Par exemple, le
parametre Kys est indispensable pour prendre en compte I'augmentation de la durée de la
fermentation de S. cerevisiae observée lorsque la concentration initiale d'azote assimilable
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baisse. La quantité minimale d'azote est déterminée en utilisant la valeur identifiée du

parametre gl (Tableau 22). Les valeurs expérimentales sont supérieures aux valeurs
déterminées par le modeéle. Les valeurs expérimentales indiquent que 7. delbrueckii a des

besoins en azote supérieurs a ceux de S. cerevisiae. Les valeurs numériques ne montrent

pas de différence significative entre les besoins en azote des levures.

Tableau 22 Comparaison entre les quantités minimales d'azote expérimentale et identifiée (mg/g de biomasse)

Valeur expérimentale

Valeur numérique

S. cerevisiae

50

38

T. delbrueckii

61

40
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III.

Modélisation des cultures pures en anaérobiose stricte

II1.1.

non stricte avec les résultats en anaérobiose stricte

Confrontation entre le modéle déterminé en anaérobiose

La modélisation des cultures pures en anaérobiose non stricte a permis d'identifier un jeu

de parametres. Connaissant les valeurs expérimentales initiales des cultures pures
réalisées en anaérobiose stricte, des simulations avec ce jeu de parametres ont été réalisées

pour ces expériences (Figure 49 etFigure 50).
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Figure 49 Confrontation entre les valeurs expérimentales obtenues au cours des cultures pure de S. cerevisiae en

anaérobiose stricte et le modéle déterminé en anaérobiose non stricte.
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Bien que les conditions d'anaérobiose soient différentes entre la simulation et 'expérience,
le milieu de culture utilisé (MS300) est identique. Le modéele développé en anaérobiose non
stricte permet de décrire les populations maximales atteintes par S. cerevisiae et T.
delbrueckii en anaérobiose stricte. Cependant, on observe que le modéle surestime la
croissance initiale des levures. Le modéle proposé ne représente pas correctement les
valeurs expérimentales. Passer a des conditions anaérobies strictes fait apparaitre deux
phénomeénes qui ne sont pas observés en anaérobiose non stricte. Premiérement, 7.
delbrueckii n’assimile pas entiérement l'azote disponible. Deuxiémement, T. delbrueckii
n'utilise que 75 a 80% du carbone consommé pour produire de la biomasse, de 1'éthanol et
du glycérol. Une estimation paramétrique a partir du modele précédent ne peut étre
suffisante pour prendre en compte ces deux phénomeénes. Il est donc nécessaire d'apporter
des modifications au modéle pour tenir compte des spécificités de 1'anaérobiose stricte.

La différence fondamentale entre les deux conditions est la présence d'oxygene dissous a
I'instant initial lorsque 1'anaérobiose est non stricte. L'oxygéne est rapidement consommé
en début de fermentation. Sa cinétique n'est pas prise en compte dans le modéle.
Néanmoins, la présence initiale d'oxygéne induit une augmentation de la vitesse de
croissance qui sera caractérisée par un taux maximal plus important.

II1.2. Développement d'un modéle de cultures pures en
anaérobiose stricte

Les cultures pures ont été réalisées en anaérobiose stricte dans deux milieux de culture. 11
s'agit de milieux MS300 et MS300M. Ces milieux différent de par leur concentration initiale
en facteurs de croissance anaérobie. Les levures se comportent différemment lorsqu'on
augmente la concentration initiale en facteurs anaérobies. En effet, la vitesse moyenne de
fermentation et la croissance de S. cerevisiae ne sont pas impactées par l'augmentation de
facteurs anaérobies. Cette derniére induit néanmoins une phase de latence prolongée, une
augmentation de la durée de la fermentation et une assimilation compléte de 1'azote au
cours de la fermentation de 7. delbrueckii. Des modifications sont apportées au modele
développé pour tenir compte des spécificités de l'anaérobiose stricte et de l'impact des
facteurs anaérobie sur le comportement des levures. Ces adaptations impliquent des
modifications de certaines expressions mathématiques et 1'ajout de réactions
supplémentaires.

I11.2.1. Absorption de facteurs de croissance anaérobie

Les facteurs de croissance anaérobie utilisés au cours de cette étude sont composés d'acide
oléique, de tween 80 et essentiellement d'ergostérol. Les facteurs anaérobies (FA) sont
considérés comme un ensemble homogéne dont la cinétique est celle de l'ergostérol. La
valeur initiale de FA est de 15 et 30 mg/L respectivement en milieu MS300 et MS300M. La
vitesse d'absorption des facteurs anaérobies (r6) est liée a la quantité de cellules présentes
dans le milieu de culture (Equation 18).

76 = kpy. X. FA (mol.L™1.h71) (Equation 17)

134



Chapitre III: Modélisation des cultures pures de levures

kr4 est la constante de vitesse d'absorption des FA. Ces derniers n'ont pas été mesurés au
cours de cette étude. k4 est une valeur inspirée des résultats des travaux de Soubeyrand
et al., (2005) qui ont observé une consommation 18 mg/L de stérols en 30 minutes. La valeur
de kp, est supposée identique pour S. cerevisiae et T. delbrueckii.

Absorption des facteurs anaérobies (r6):

1FA—— > 1FA

FAireprésente la concentration de facteurs anaérobies absorbée par la cellule.

I11.2.2. Croissance

Les observations expérimentales montrent une certaine linéarité entre le taux spécifique
de croissance p et le nombre de cellules vivantes X pour les cultures pures de S. cerevisiae
et la culture pure de T. delbrueckii en milieu MS300 (Figure 51 et Figure 53). Pour la culture
pure de T. delbrueckii en milieu MS300M, qui présente une longue phase de latence, le taux
de croissance spécifique et le nombre de cellules vivantes ne sont pas corrélés linéairement
(Figure 54).

0,45 0,45
y =-0,0004x + 0,0972 y =-0,0004x + 0,1202
0,40 R2=0,9710 0,40 R2=0,9769
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010 " 010  i"%
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0,00 000 T .
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X (108 cellules vivantes/mL) X (108 cellules vivantes/mL)
Figure 51 Relation entre X et u pour S. Figure 52 Relation entre X et u pour T.
cerevisiae en milieu MS300 en anaérobiose delbrueckii en milieu MS300 en anaérobiose
stricte. stricte.
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Figure 53 Relation entre X et u pour S. Figure 54 Relation entre X et u pour T.
cerevisiae en milieu MS300M en anaérobiose delbrueckii en milieu MS300M en anaérobiose
stricte. stricte.

Les FA sont tres vite absorbés dans la cellule. Le ralentissement de la croissance induit par
la quantité de FA intracellulaire (FA;) est modélisé par une inhibition médiée par la
constante Kp, (Equation 18).

N,
K s/ K
E ) X Fa (mol.L™*.h™1) (Equation 18)

X
1=t (1250 |
Xmax/ \Kp +E NS/X + Kx FAi/X + Kpa

I11.2.3. Assimilation d'azote

L'assimilation d'azote de T. delbrueckii est incompléte en milieu MS300. L'augmentation de
la concentration initiale permet une assimilation compléte de l'azote disponible. Pour
pouvoir tenir compte de ces observations, nous proposons une formulation de la cinétique
d'assimilation d'azote liée a un gradient entre I'azote stocké et I'azote assimilable du milieu
(Equation 19). Le coefficient a permet de prendre en compte le réle des facteurs anaérobies
dans l'assimilation d'azote.

a
r3 = ky. X,. (NS — ﬁN) (mol. LY. h71) (Equation 19)
i

111.2.4. Métabolisme du sucre de 7. delbrueckii en
anaérobiose stricte

T. delbrueckii utilise le sucre consommé pour produire de la biomasse, du glycérol et de
I'éthanol (associé a du COz2). Le carbone utilisé pour ces productions correspond a 100 et
80% du carbone contenu dans le sucre consommé respectivement en anaérobiose non stricte
et en anaérobiose stricte. Cela implique que le carbone contenu dans le sucre est utilisé pour
faire une réaction autre que la production de biomasse, de glycérol et d'éthanol (associé a
du COg). Il convient donc d'introduire une réaction supplémentaire. Le sucre est le substrat
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de cette réaction (r7) dont le produit n'a pas été identifié. Sa cinétique est décrite par
I'expression suivante:

7 =kine- XS (mol.L"l.h'l) (Equation 20)

Ou k. est la constante cinétique. Le déséquilibre du bilan carbone débute apres la phase
de croissance. Le modeéle proposé lie le déclenchement de cette réaction a 1'évolution du taux
de croissance spécifique:

{Si U>Uerie 77 =0
St < Uerie 77 = Kine-Xn.S

Le taux de croissance spécifique critique p..;; est le taux de croissance en dessous duquel la
réaction (r7) se déroule. La réaction est spécifique de 7. delbrueckii.

I11.2.5. Role des facteurs anaérobies dans la production de
glycérol

En passant du milieu MS300 au milieu MS300M, la concentration finale en glycérol de S.
cerevisiae ne varie pas. Celle de T. delbrueckii augmente de 65%. Les facteurs anaérobies
ont un impact sur la production de glycérol de T. delbrueckii alors qu'ils ont un effet
insignifiant sur celle de S. cerevisiae. Par conséquent, la production de chaque levure sera
décrite par une équation cinétique différente. La cinétique de production de glycérol de T.
delbrueckii fait intervenir les facteurs anaérobies intracellulaires (Equation 21), elle est
inspirée de celle de S. cerevisiae (Equation 16).

]E “G"‘”'(S‘ I hr )'(Fr I E) (“![I'L n ) (EquatLOL ]6)
1 }{ .}kn.‘ Al' . ”l()l.L .“, quation

I11.2.6. Mise en équation

L'évolution globale du milieu fermentaire en anaérobiose stricte est décrite par 1'ensemble
des équations cinétiques présentées précédemment associées a un systéme différentiel.
L'ensemble des parametres est présenté dans le Tableau 23.
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Vitesses de réaction:
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pour T.delbrueckii

Systéme différentiel:

dX
(E= (g2*r1—r4)
g _ {— (r1+ 12+ r5) pour S. cerevisiae
dt ~ = (1+7r2+71r5+7r7) pourT. delbrueckii
dN 3
ac
dN;
=(r3—-glxrl)
] dt
dE o
sl I
dt r
da 2*715
el I
dt r
dFA 6
ac
dFh; _
ac
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Tableau 23 Parameétres des cultures pures de levures en anaérobiose stricte

Parametres Unités
k, ht
Xomax 108 cell/mL
) Ky pug N.10¢ cellules
Croissance
gl )
KE g/L
Kgg mg.109 cellules
kg ht
. KS g/L
Fermentation Ky /L
Kys pg N.10¢ cellules
k L.mol1.h!
Assimilation d’azote N mo
a mg.L1
Mortalité Eiim g/LL
kG h'l
k(' L.mg1.h!
Production de glycérol ¢ me
KSG g/L
KEG g/L
A "
bsorptzon (?es - L molLht
facteurs anaérobies
kinc L.mol-t.h!
r7
Herit h-
I11.2.7. Identification des parameétres

L'initialisation des variables dont les valeurs initiales ne sont pas connues est essentielle
en vue d'une identification convenable des parameétres du modeéle. Dans ce modéle, les
concentrations d'azote stocké et de facteurs anaérobies initiales doivent étre fixées. Comme
dans le modele précédent, la concentration d'azote initial stocké est fixée a 0,05 et 1 mg N/L
respectivement pour S. cerevisiae et T. delbrueckii. 11 s'agit de valeurs minimales
n'obstruant pas la croissance initiale des levures. La valeur initiale des facteurs anaérobies
intracellulaires est fixée a 0,001 mg.10? cellules pour les deux levures. Il s'agit d'une faible
valeur permettant une réaction de croissance (r1) non nulle et une réaction d'assimilation
d'azote (r3) strictement positive. Cette quantité de facteurs anaérobies intracellulaires a
I'instant initial est négligeable devant la quantité initiale de facteurs anaérobies dans les
milieux de culture. L'identification des parameétres est réalisée simultanément pour les
deux milieux.

Pour les cultures pures des deux souches en anaérobiose stricte, on constate que le modéle
proposé permet une représentation relativement fidele des valeurs expérimentales (Figure
55 a Figure 58). En effet, les profils de croissance, de consommation de sucre, de production
d'éthanol et de glycérol sont correctement représentés. Le modeéle représente correctement
la latence prolongée de 7. delbrueckii induite par I'augmentation de la concentration initiale
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de facteurs anaérobies. L'assimilation d'azote incompléte en milieu MS300 est aussi bien
décrite.
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sa
2 L
3= 400 14 -
32 S12 B
g2 -
e 300 108
oM O
e -8 5
° 2 5
g8 200 6 ©
e S
- B
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3 0 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Temps (h)
* Cellules vivantes Cellules vivantes X Sucre Sucre
B Azote assimilable total Azote assimilable total A Ethanol Ethanol
————— Azote stocké ¢ Glycérol Glycérol
Figure 55 Confrontation du modeéle avec la culture pure de S. cerevisiae en milieu MS300 en anaérobiose
stricte.
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Figure 56 Confrontation du modéle avec la culture pure de S. cerevisiae en milieu MS300M en anaérobiose
stricte.
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Figure 57 Confrontation du modéle avec la culture pure de T. delbrueckii en milieu MS300 en anaérobiose

stricte.
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Figure 58 Confrontation du modéle avec la culture pure de T. delbrueckii en milieuw MS300M en anaérobiose

stricte.
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L'ensemble des parameétres et incertitudes sont présentés dans le Tableau 24. Certains
parametres tels que Wmax, Xmax,9l Eiim €t ks sont sensibles (incertitudes <20%). Ces
parametres étaient aussi les plus sensibles dans le modéle développé en anaérobiose non
stricte. Les taux de croissance spécifique identifiés sont moins importants que ceux
identifiés pour des expériences réalisées en anaérobiose non stricte. Le critere
d'optimisation n'est pas sensible aux parameétres Kys, kpa , Merie €t Kx.

Tableau 24 Parameétres identifiés par le modéle en anaérobiose non stricte

S. cerevisiae Parametres T. delbrueckii Unités
Incertitudes Valeurs Valeurs Incertitudes
15% 0,026 k, 0,021 14% h-1
18% 306 X 585 14% 106 cell/mL
2000% 1103 Ky 5104 2000% pg N.10-6 cellules
708% 0,42 gl 0,43 23% )
79% 21 K 11 24% g/L
1034% 74 Kra 1 25% mg/109 cellules
44% 0,18 kg 0,16 30% h-
224% 30 K 110 66% g/L
241% 98 Kgs 33 112% g/LL
2000% 5106 Kys 1103 1429% pg N.10-6 cellules
347% 6,1 ky 0,7 62% L.mol-1.h-1
9% 166 Ejim 148 15% g/LL
338% 0,03 k¢ - ht
kg' 0,0005 391% L.mg1.ht!
1272% 160 K¢ 50 1590% g/LL
959% 3,14 K¢ 20 1158% g/LL
0 a 0,005 753% mg.L1
2000% 4000 kra 4000 2000% L.mol1.h!
kinc 0,015 223% L.mol-Lh!
Herie 0,004 2000% ht
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IV. Conclusion

La modélisation des cultures pures de S. cerevisiae et T. delbrueckii a été réalisée dans ce
chapitre. L'évolution des données expérimentales, notamment celle de 1'azote assimilable,
a conduit au développement d'un modele structuré. Dans ce dernier, la biomasse assimile
l'azote du milieu et le répartit dans deux compartiments: le compartiment constitutif
contenant une quantité minimale d'azote et le compartiment de stockage contenant les
réserves d'azote.

La croissance des levures s'effectue sur la source d'azote stocké. La cinétique de croissance
est inspirée du modeéle logistique auquel des modifications ont été ajoutées pour tenir
compte de l'inhibition par 1'éthanol et de la limitation induite par le manque de réserves
d'azote. En plus de l'assimilation d'azote et de la croissance le modéle proposé prend en
compte la consommation de sucre et la production d'éthanol et de glycérol. Dans un premier
temps, les parameétres permettant de décrire fidelement les cinétiques expérimentales des
cultures pures en anaérobiose non stricte ont été identifiés.

Pour décrire 1'évolution des cultures pures en anaérobiose stricte, i1l a été nécessaire
d'introduire des concepts supplémentaires pour prendre en compte l'arrét de I'assimilation
d'azote, l'influence des facteurs anaérobies sur la production de glycérol et la prolongation
de la phase de latence observés lors des cultures pures de T. delbrueckii. De plus, une
réaction biochimique supplémentaire a été introduite pour tenir compte des particularités
du métabolisme carboné de 7. delbrueckii en anaérobiose stricte donnant lieu a la
production d'un composé carboné indéterminé.

Ce modeéle représente correctement l'ensemble des cinétiques expérimentales obtenues en
anaérobioses stricte et non stricte. Avec les parameétres identifiés pour les cultures pures en
anaérobiose, il constitue le socle de la modélisation des cultures mixtes de S. cerevisiae et
T. delbrueckii qui est exposée dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE IV: MODELISATION DES
CULTURES MIXTES DE LEVURES

"S'l n'existait qu'une seule vérité, on ne pourrait peindre
des centaines de tableaux sur un méme sujet."

Pablo Picasso
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I. Introduction

Les cultures mixtes de S. cerevisiae et T. delbrueckii ont été réalisées en anaérobiose stricte
dans un bioréacteur a membrane et dans les milieux de cultures MS300 et MS300M qui
différent par leur concentration initiale en facteurs anaérobies. Pour chaque milieu de
culture, deux modalités ont été réalisées: compartimentée ou mélangée. Au cours d'une
culture mixte compartimentée, les levures sont physiquement séparées par une membrane,
ce qui limite leurs interactions a des phénoménes indirects. Lors d'une culture mixte
mélangée, les levures sont en contact physique et les interactions sont indirectes et directes.

L'objectif de ce chapitre est de mettre en évidence les interactions entre les deux levures a
travers un modele décrivant 1'évolution du milieu fermentaire des cultures mixtes. Ce
travail de modélisation s'appuie sur le modele concu pour décrire 1'évolution des cultures
pures en anaérobiose stricte. Dans un premier temps, la modélisation d'un milieu dans
lequel S. cerevisiae et T. delbrueckii sont en compétition uniquement pour les substrats sera
réalisée. Les écarts entre les valeurs numériques et expérimentales seront alors le reflet de
I''mportance des interactions (autres que la compétition) non considérées au cours de ces
simulations. Par la suite nous modéliserons les interactions indirectes qui se déroulent
lorsque les deux levures sont séparées par une membrane. Enfin les interactions directes,
se produisant lorsque les deux levures sont en contact physique, seront ajoutées au modele.

L'approche globale est de modéliser 1'ensemble des interactions entre les levures par une
assoclation contributive de plusieurs interactions: compétitions pour les substrats,
interactions indirectes, interactions directes.
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II. Modélisation d'une compétition pour les substrats

En culture mixte, S. cerevisiae et T. delbrueckii sont en compétition pour consommer le
sucre, l'azote assimilable et les facteurs anaérobies. La premiére étape consiste a modéliser
I'évolution des deux levures en tenant compte uniquement de la compétition pour ces
substrats. Ceci se fait en incorporant les vitesses de réactions décrites précédemment pour
les cultures pures dans un systéme différentiel incluant 1'évolution des deux levures dans
le méme milieu. On obtient ainsi l'ensemble des vitesses de réaction et le systéeme
différentiel suivant:

Vitesses de réaction:
( N,

sc
e =k, X, (1——2¢ Ksc X Krag
c ucr“nc: Xmaxe ' Keo +E ) NSC K "\ FA;, K
XC+ Xc X FAc
Ng,,
rip = k. Xn <1 Xp >< Kep ) Xp Krap
D -_ .
X K +E N, FA
maxp Ep SD X + KXD D X, + KFAD
Ng
S KES /
r2¢ = k.. Xp < > < a )
S+ K. Kgg. +E
Sc ESc s¢ X, + Kns,
S K Nep
ES Xp
r2 = ks, Ko ( ) ( > )
S+ K. Kgs. + E N
Sp ESp SD X +KN5D
<
r3¢c = kNC ne: (NSC >

r3p = knp-Xnp- <NSD Fa, N)
D

(E_Elimc>
r4e = X, ..€ 10

c
E—Ejimp,
10

rdp = Xy ,.€

S Kpg
5. =k . c
7S¢ = K- Xng: (s n KSGC> <KEGC n E)

=k X, .FA, . .
rop = kg Xny FAy, <S n KSGD> (KEGD Y E

r6c = kFA'XTlC'FA
\T‘6D = kFA'XTlD'FA
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Systéme différentiel:

(dX¢
dt =(g2¢*1lc — 14¢)
dXp
W =(g2p *rlp — 1T4p)
as
E == _(rlc + T'lD + TZC + T2D+ T‘SC + T‘SD)
dN
E = _(T?)C + TBD)
dN.
d—tsc =(r3¢c—glc*rlc)
dN.

) d:D = (3p—glp=*1lp)

dE 2 20+712
_— *
dt (r2¢ +r2p)

E:T‘SC‘l‘rSD
dFA— 6 +716
dt (r6¢c +16p)
dFA;,
=16

a ' c
dFA;

dtlD =76p

Les indices C et D désignent respectivement S. cerevisiae et T. delbrueckii. La réaction r7
de production d'un métabolite organique inconnu a été observée uniquement lors de la
culture pure de T. delbrueckii, elle n'est pas considérée au cours de la modélisation des
cultures mixtes.

La compétition pour les substrats implique que chaque levure n'interagit avec sa
compétitrice que par le biais des substrats considérés. Connaissant les valeurs
expérimentales initiales, la simulation des cultures mixtes est réalisée en utilisant les
parameétres identifiés pour les cultures pures. Les simulations de la compétition pour les
substrats sont confrontées aux cinétiques expérimentales des cultures mixtes mélangées et
compartimentées (Figure 59 etFigure 62).

La simulation sous-estime la croissance initiale de 7. delbrueckii et ne représente pas la
diminution de cellules vivantes de cette levure au cours de la culture compartimentée en
milieu MS300 (Figure 59).

Au cours de la culture compartimentée en milieu MS300M, la simulation sous-évalue la
croissance globale de T. delbrueckii, surévalue celle de S. cerevisiae tout en fournissant des
cinétiques d'évolution de sucre, d'azote assimilable et d'éthanol proches des valeurs
expérimentales (Figure 60). La seule prise en compte de la compétition pour les substrats
ne permet donc pas de décrire 1'évolution des cinétiques expérimentales des cultures mixtes
compartimentées.

Au cours des cultures mixtes mélangées, la cinétique de croissance varie en fonction du
milieu de culture. D’une part, une augmentation de la vitesse de croissance de 7. delbrueckii
ainsi qu'une réduction ultérieure du nombre de cellules vivantes de 7. delbrueckii en milieu
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MS300 sont observées. D'autre part, une augmentation de la croissance de T. delbrueckii et

une limitation de celle de S. cerevisiae en milieu MS300M sont constatées. Bien que ces
interactions n’aient pas le méme impact selon la quantité initiale de facteurs anaérobies,

elles ont tendance a induire une augmentation de la croissance initiale de 7. delbrueckii.

Tout comme les cultures compartimentées, la simulation ne représente pas fidélement,

I'évolution des cinétiques de croissance des levures en cultures mixtes mélangées (Figure
61Figure 62).

Par conséquent, il est nécessaire d'inclure des phénomeénes supplémentaires dans le modéle

pour

décrire ces interactions supplémentaires entre 7. delbrueckii et S. cerevisiae.

Cellules (106 cellules/mL) Azote (mg/L)

450 20
400 - 18
350 \i - 16
% 300 N\ o > -4
: [ 12
3 250 T J—
: m@%‘ - - 10
< 200
-
= \ < ~ 8
[}
g 100 - L4
0 -0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Temps (h)
¢ Cellules vivantes S. cerevisiae Cellules vivantes S. cerevisiae
& Cellules vivantes T. delbrueckii = Cellules vivantes T. delbrueckii
X Sucre Sucre
B Azote assimilable total Azote assimilable total
A Ethanol = Ethanol
¢ Glycérol Glycerol

Glycérol (g/L)

Figure 59 Simulation des cultures mixtes de levures en milieu MS300 en présence de membrane.
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Figure 60 Simulation des cultures mixtes de levures en milieu MS300M en présence de membrane.
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Figure 61 Simulation des cultures mixtes de levures en milieu MS300 en absence de membrane.
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Figure 62 Simulation des cultures mixtes de levures en milieu MS300M en absence de membrane.
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ITII. Modélisation des interactions indirectes

Prendre en compte uniquement la compétition pour les substrats ne permet pas de décrire
fidelement 1'évolution des cinétiques de populations. En effet, en plus de cette compétition
pour les substrats, T. delbrueckii et S. cerevisiae interagissent par le biais d'autres
mécanismes. Nous présentons dans ce paragraphe l'ensemble des phénomeénes considérés
lors de la modélisation des cultures mixtes en présence de membrane. Il s'agit donc des
interactions indirectes par lesquelles chaque levure réagit a la présence de l'autre.

I11.1. Accélération de la croissance

Les résultats expérimentaux montrent que, comparé a leur culture pure, la coculture de S.
cerevisiae et T. delbrueckii induit une stimulation réciproque de la croissance de chaque
levure. Lors de la coculture de S. cerevisiae et T. delbrueckii, Tronchoni et al., 2017 ont
observé que la croissance de chaque levure est stimulée par la présence de la levure
compétitrice. Dans notre modele, I'influence d'une levure sur la croissance de 'autre est
prise en compte a l'aide des constantes positives a et f (Equation 22(Equation 23).

NSC
Xc Kg. Xc Kra
o=k, . X, .[1— . . . £ (1+B.X
le = RKuc nc< Xmaxc> <KEC+E N K FA;, LK (1+B.Xp)
X T Hxc Xc T AFAc

(Equation 22)

(A +a.Xe)

NSD
Xp >< KED ) /XD KFAD
. . | 72,
b XD+KFAD

(Equation 23)

II1.2. Compétition pour l'espace

Nissen et Arneborg (2003) ont observé qu'en culture mixte, chaque espéce arréte de croitre
en réponse a la densité cellulaire de I'autre espece. Ce phénomeéne, observé au cours de la
co-inoculation de T. delbrueckii et S. cerevisiae, est assimilé a une compétition des deux
levures pour un espace disponible limité (Arneborg et al., 2005). La croissance de 7.
delbrueckii, aussi bien que celle de S. cerevisiae, sont entravées par ce phénomeéne dont les
mécanismes sous-jacents sont encore inconnus.

Dans notre modeéle, pour décrire la compétition pour l'espace, on introduit la variable
numérique X qui correspond a la somme des cellules vivantes pondérées du bioréacteur
(Equation 24). En effet, T. delbrueckii étant moins volumineuse que S. cerevisiae, on estime
qu'une cellule de S. cerevisiae a une contribution dans la densité cellulaire totale plus
importante qu'une cellule de T. delbrueckii. Le facteur de pondération (1 + b) atteste d'un
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poids relatif de S. cerevisiae plus important. Lorsque la population totale pondérée atteint
une valeur maximale X7, la réaction de croissance de chaque levure devient nulle. On

suppose que la compétition pour l'espace n'est pas affectée par la présence de la membrane.

Au cours de la culture mixte compartimentée en milieu MS300M, les deux levures arrétent
de croitre lorsque la population totale atteint 300.1086 cellules/mL (Figure 63). A cet instant,
les cellules vivantes de S. cerevisiae et T. delbrueckii sont respectivement de 125 et 175.108
cellules/mL. Au cours de la culture mixte mélangée dans ce milieu MS300M, une population
totale maximale de 466.10¢ cellules/mL est atteinte en fin de fermentation. Cela suggéere
que la quantité d'azote assimilable disponible n'est pas limitante et que l'arrét de la
croissance observé en culture mixte compartimentée est probablement da a la compétition
pour l'espace. En passant d'une culture mixte compartimentée a une culture mixte
mélangée, on observe une augmentation des cellules vivantes maximales de T. delbrueckii
de 195.108 cellules/mL et une diminution des cellules vivantes maximales de S. cerevisiae
de 31.108 cellules/mL. Le ratio des variations de cellules maximales précédemment citées
est de 6,2. En milieu MS300M, le terme (1 + b) est donc supérieur ou égal a cette valeur.
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Figure 63 Profils de croissance observés lors des cultures mixtes en milieu MS300M.

Au cours de la culture mixte sans membrane en milieu MS300, les cellules vivantes
maximales atteignent 350.106 cellules/mL et sont constituées de 270.10¢ cellules/mL de S.
cerevisiae et de 80.10° cellules/mL de T. delbrueckii (Figure 64). En comparant ces valeurs
a celles observées en milieu MS300M lorsque la compétition pour l'espace est suspectée, on
se rend compte que la culture mixte sans membrane en milieu MS300 contient 145.10¢
cellules/mL de S. cerevisiae en plus et 95.108 cellules/mL de T. delbrueckii en moins. La
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valeur du terme (1+ b) est inférieure ou égale a 1,5. Les valeurs du terme (1+ b)
déterminées en milieu MS300 et MS300M ne sont pas compatibles.
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Figure 64 Profils de croissance observés lors des cultures mixtes en milieu MS300.

La compétition pour l'espace dans les milieux MS300 et MS300M ne peut étre décrite avec
le méme jeu de parametres b et X1 . De ce fait, les facteurs anaérobies interviennent dans
I'expression numérique de la compétition pour l'espace. En posant Xr constante, il
convient de déterminer une expression permettant de refléter l'influence des facteurs
anaérobies sur le paramétre b. Les facteurs anaérobies sont épuisés durant les premieres
heures de la fermentation bien avant l'apparition de l'arrét de la croissance induite par la
compétition pour l'espace. Le poids relatif de S. cerevisiae par rapport a T. delbrueckii est
plus important en milieu MS300M. Par ailleurs, la vitesse de consommation spécifique de
facteurs anaérobies est supposée identique pour S. cerevisiae et T. delbrueckii. La quantité
relative de facteurs anaérobies absorbés par chaque levure dépend du ratio d'inoculation:

r6p _ kpa.Xp.FA _Xp
r6c  kpa.Xc.FA  X(

La ratio cible est de 20/1 (T. delbrueckiil/S. cerevisiae). Les valeurs expérimentales indiquent
que le ratio d'inoculation est plus élevé au cours des cultures mixtes réalisées en milieu

MS300M (Tableau 25). Par conséquent, le ratio I;ii_D

sera plus élevé dans ce milieu de
lc

culture.

Tableau 25 Valeurs expérimentales du ratio d'inoculation

Milieu de culture MS300 MS300M
Culture mixte compartimentée 18,7 20,0
Culture mixte mélangée 19,6 22,2
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. . FA; . .

En milieu MS300M, le ratio FA—P et le terme (1 + b) sont donc plus importants qu'en milieu
ic

MS300. Ainsi, ce ratio est utilisé pour prendre en compte l'influence des facteurs anaérobies

sur le poids relatif de S. cerevisiae (Equation 25).

FA;
Xr=|1+ L
T( “*Fa

lc

) Xc+ Xp (Equation 25)

Il'y a donc 2 parametres a identifier pour tenir compte de la compétition pour l'espace: Xy,

et w.

I11.3. Toxines antimicrobiennes

Au cours de la culture mixte compartimentée réalisée en milieu MS300, on a observé une
réduction significative de la quantité de cellules vivantes de T. delbrueckii entre 50 et 100h.
Cette baisse du nombre de cellules vivantes de T. delbrueckii ne peut étre expliquée par une
compétition pour I'espace ou le substrat. Elle est due a une autre interaction indirecte avec
S. cerevisiae.

De nombreuses études ont mise en avant la sécrétion par S. cerevisiae de toxines induisant
la mort de levures non-Saccharomyces (Soares and Sato, 1999; Albergaria et al., 2010;
Rodriguez-Cousino et al., 2011; Branco et al., 2014, 2015; Kemsawasd et al., 2015b; Branco
et al., 2017b, 2017a). Ces travaux et nos observations nous aménent a adapter l'expression
de la mortalité de T. delbrueckii. Celle-ci comporte un terme supplémentaire lié a I'action
d’une toxine (T) supposée secrétée par S. cerevisiae (Equation 26). La quantité de cellules
de T. delbrueckii tuées par cette action toxique est supposée suivre une loi cinétique du
premier ordre par rapport a la quantité de toxine dans le milieu, ainsi que par rapport a la
population de T. delbrueckii présente.

E—Ejimp,

r4 =X.e( 10 >+ Xp.T
b b p-%p (Equation 26)

Les travaux d'Alfenore (1999) ont montré un couplage entre la vitesse de production de
toxines Kkiller par S. cerevisiae et la vitesse de croissance. Ce couplage s'exprime par une
proportionnalité stricte entre les deux vitesses (production de toxines et production de
levures). Pour minimiser le nombre de parameétres a identifier, nous assimilons la vitesse
de production de toxines a la vitesse de croissance de S. cerevisiae. La consommation de la
toxine est liée a la probabilité de rencontre entre une toxine et une cellule de 7. delbrueckii.
La vitesse de consommation de toxines suit une cinétique d'ordre 1 par rapport a la quantité
de toxine et par rapport a quantité de cellules sensibles. L'évolution de la concentration de
toxine dans le milieu est décrite par I'équation suivante:
dT

a =rlc—0.Xp.T (Equation 27)

Au cours de la culture mixte compartimentée réalisée en milieu MS300M, 1'évolution de la
population de T. delbrueckii ne suggére aucune mortalité induite par la présence indirecte
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de S. cerevisiae. Les facteurs anaérobies semblent jouer un roéle protecteur pour 7.
delbrueckii. On suppose qu'en augmentant la concentration initiale de facteurs anaérobies,
la quantité de facteurs anaérobies absorbés par 7. delbrueckii en culture mixte augmente.
Ainsi la composition lipidique des membranes de T. delbrueckii ne serait pas identique entre
les milieux de culture MS300 et MS300M. L'interaction entre les toxines et la membrane
des cellules sensibles constitue la premiére étape de l'activité toxique (Harris et al., 2009;
Pandey et al., 2011). La composition lipidique de la membrane joue un réle primordial dans
cette interaction (Kagan et al., 1994). En effet, les cellules résistantes a la lyse induite par
des toxines antimicrobiennes ont une composition lipidique différente de celle des cellules
sensibles (Izadpanah et Gallo, 2005). Pour tenir compte du réle des facteurs anaérobies dans
la mortalité induite par la présence de S. cerevisiae, on introduit le

. FA; . . e , .
parametre ( lD/ D) . Il s'agit de la concentration spécifique en facteurs anaérobies a
seuil

partir de laquelle les toxines de S. cerevisiae n'induisent pas la mort de 7. delbrueckii:

. . E—Ejimp,
si F4i Z(FALD/ ) T4D=XD.e( o)
Xp D/ seuil
E-Ey
FA, FA, —— o
seut
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II1.4. Confrontation avec les données expérimentales

La prise en compte de 'ensemble des interactions indirectes permet d'aboutir aux vitesses
de réaction et au systeme différentiel suivant :

Vitesses de réaction:

(= (140 fi)y 4 x
T — FAiC C D

SiXc+Xp <Xr,.,

NSC/
X K X K
rlc = kHC.XnC.<1 ~% ¢ > (K Ei E). N “— || 71 e (14 B.Xp)
E 4
maxc lod C XC + KXC C XC + KFAC
N,
XD KED °P XD KFAD
rlp = Ky Xnpe (1 -3 =)\ " | 7z (14 a.Xp)
maxp Ep D XD + KXD D XD + KFAD

SlXC+XD >XTmax’ TlCZO etT‘lC:O

S K, NSC/
r2e = koo oo (5 i) Xe

Scrtne\ S+ K Keoe +E N,
Sc ESc s¢ X+ Kns,
S K NSD/
ESp Xp
)r2, = ksD.XnD.( )( )
S+K Krpe +E N,
Sp ESp D X, T Kys,

ac
T'3C = kNC'XnC' NSC —HN
lc

ap
TSD = kND'XnD' NSD —HN
p
(E_Elimc>
rdc = Xp.e 10

E—Ejimp,

r4D=XnD.e( 10 >+p.XnD.T

S Kz,
= ko X . .
roc = kg Xne <S n KSGC> <KEGC Y E

=k X, .FA, . .
rop = kg Xy FAy, <S n KSGD> (KEGD Y E

r6c = kFA'XTlC'FA
\r6D = kFA'XTlD'FA
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Systéme différentiel:

(dXc
W =(g2¢ x1lc — 14¢)
dXp
ar =(g2p x1lp — 14p)
as
dt
dN
E = _(T'?)C + TBD)
dN.
d:C = (r3¢ —glc*rlc)
dN.
D = (r3p —glp *7lp)
) dgt
— =2x*T2c+712p)
dt
d
E = T'SC + TSD
dFA
_t = —(T6C + T6D)
dFA;
dtlD =T6c
dFA;
dtlD =76
daT
kE = Tlc - O'XDT

= _(Tlc + TlD + TZC + T2D+ TSC + T5D)

Les valeurs des parameétres identifiés sont présentées dans le Tableau 26. Ces parameétres

ont été identifiés simultanément pour les cultures compartimentées en milieu MS300 et
MS300M. En plus de la compétition pour les substrats, la prise en compte de 'accélération
de la croissance, de la compétition pour 'espace et de la mortalité de T. delbrueckii liée a

une toxine permet une représentation correcte des cultures mixtes compartimentées
(Figure 65 etFigure 66). On constate néanmoins que le modéle sous-évalue la vitesse de

consommation de sucre en milieu MS300M. Certes, considérer 1'ilmpact de chaque levure
sur la vitesse de consommation spécifique des sucres de lautre levure contribuerait a
améliorer le modéle, mais cela induirait 1'ajout de paramétres supplémentaires. Nous nous

sommes donc limités aux trois phénomeénes précédemment cités.

Tableau 26 Parametre identifiés pour décrire la culture les cultures compartimentées

Parameétres Valeurs Incertitudes Unités
a 0,15 54% ml./106 cellules
B 0,005 96% mlL/108 cellules
Tomax 445 18% 106 cellules/mL
w 0,09 83%

FAiD
X 0,08 132% pg/106 cellules

D/ seuil

P 9 58% L/mol/h
o 5,7 18% L/mol/h
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Figure 65 Confrontation du modéle avec la culture compartimentée de S. cerevisiae et T. delbrueckii en milieu
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IV. Modélisation des interactions directes

Les cultures mixtes mélangées (sans membrane) ont été réalisées en milieu MS300 et
MS300M. Selon la quantité initiale de facteurs anaérobies, le contact physique entre 7.
delbrueckii et S. cerevisiae n'a pas le méme impact (cf.chapitre II). En effet, nous avons
observé que S. cerevisiae domine la coculture compartimentée en milieu MS300 alors que
T. delbrueckii domine lorsqu'on augmente la concentration initiale en facteurs anaérobies.
L’introduction dans le modéle de mécanismes d’interactions directes est donc nécessaire.

IV.1. Ratio de facteurs anaérobies absorbés

La cinétique d'absorption des facteurs anaérobies se déroule en quelques heures. Celle-ci
est liée au ratio d'inoculation. Les ratios d'inoculation expérimentaux étaient de 19,6 et 22,2

FAL'C

respectivement en milieu MS300 et MS300M. Le ratio de facteurs anaérobies absorbés —

D
est estimé a 0,087 et 0,076 respectivement pour les milieux MS300 et MS300M. Au cours
des cultures mixtes mélangées, S. cerevisiae et T. delbrueckii ont un comportement
extrémement différent lorsqu'on change la quantité initiale de facteurs anaérobies. Pour
décrire le caracteére abrupt du changement de comportement des levures en fonction du ratio
de facteurs anaérobies absorbés, on introduit le parameétre m. Il correspond a un ratio de

facteurs anaérobies absorbés a partir duquel les levures changent de comportement. Il est

. , FA; . -
compris entre 0,076 et 0,087, par conséquent, le terme (FA—C — n) aura un signe positif ou
ip
négatif selon le milieu de culture considéré.

1V.2. Accélération de la croissance

L'influence d'une levure sur la croissance de sa compétitrice est prise en compte a l'aide des
constantes positives a, et 8, (Equation 28 (Equation 29). Le terme a, permet de prendre
en compte l'impact du contact physique sur la croissance de T. delbrueckii. Le terme

FA; , . . ..
Bs. (FA—‘C - n) représente l'effet du contact physique sur la croissance de S. cerevisiae.
D

NSc/
X, K X K, FA;
r1C=XC.XnC.<1—X ¢ )(1( Ei E). n “— |\ e .<1+XD.ﬁ.ﬁ2.<#—n)>
maxc Ec sc +K ic +K ip
xc T Kxc xc + Krac

(Equation 28)

(1 + Xea.ay)

NSD/
Xp Kg,, Xp Kray,
‘\Kg, +E)\ N

r1D=XD.XnD.(1— \ 7
SD XD + KXD LD/XD + KFAD

XmaxD

(Equation 29)
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IV.3. Modification de l'absorption d'azote

Les capacités d'assimilation d'azote d'une levure peuvent étre influencées par la présence
d'une levure compétitrice dans un milieu de culture commun. En effet, Barbosa et al. (2015),
ont observé que le contact physique avec H. guilliermondii entrainait une nette réduction
de l'expression des genes codant pour les transporteurs d'acides aminés et les perméases
d'ammonium de S. cerevisiae. Les constantes § et y permettent de décrire les effets du
contact physique sur Il'assimilation de l'azote par S. cerevisiae et T. delbrueckii
respectivement (Equation 30(Equation 31).

a FA;
3¢ = kyg- Xn,- (NSC - #N) . (1 + 4. <FALC — ﬂ)) (Equation 30)
lc

ip

a FA;
r3p = kND-XnD- <NSD o #N> . (1 +v. <FALC - T[>) (Equation 31)
D

ip

IV.4. Stimulation de l'activité glycolytique

En culture pure, S. cerevisiae consomme le sucre plus vite que 7. delbrueckii.
Paradoxalement, en milieu MS300M, la culture mixte mélangée, dans laquelle T.
delbrueckii était plus prépondérante, présentait une vitesse de consommation de sucre plus
élevée qu’en culture mixte compartimentée (1,88 vs 1,47 g.L.h'1). Cette observation rappelle
la stimulation de l'activité glycolytique de chaque levure observée par Tronchoni et al.,
(2017) lorsque S. cerevisiae et T. delbrueckii sont en contact physique. Cette stimulation est
due a une augmentation de l'expression de plusieurs génes impliqués dans la glycolyse.

En milieu MS300M, 7. delbrueckii domine les cultures mixtes. Lorsqu'on retire la
membrane, on observe une augmentation de la vitesse moyenne de fermentation, suggérant
une stimulation de l'activité glycolytique de T. delbrueckii induite par le contact physique.
Les cultures mixtes réalisées en milieu MS300 ne suggerent pas un tel phénomene. Ainsi,
on suppose que les facteurs anaérobies jouent un réle dans la stimulation de l'activité
glycolytique de 7. delbrueckii. La stimulation de l'activité glycolytique induit une
augmentation des vitesses de production d'éthanol et de glycérol. Cette augmentation est
reflétée par la constante A (Equation 32(Equation 33).

N,
S Kgs /X FA;
r2p = kg . X, < >< L > & 1+4—2 (Equation 32)
PUTPNS + K, ) \Kps, +E) 7\ N x. 1 Knsp Fhic
S Kge FA;
5p = k(. X, FA; . : ) (1+2=2 ~
Top G4np ip <S+KSGD> (KEGD +E> ( + Fa;, (Equation 33)
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IV.5. Confrontation avec les données expérimentales

La prise en compte de 1'ensemble des interactions indirectes et directes permet d'aboutir
aux vitesses de réaction et au systéme différentiel suivant:

Vitesses de réaction:

fSlXC +XD <XTmax'

Ng
Xc Kg X Kra FA;
r1C=XC.XnC.<1—X )(K iE> o & | 71 £ 1+ Xp. BB\ 5
maxc Ec SC XC +KX r XC +KFAC
N
Xp Kg, °P Xp Krap
TlD = XD-XnD- 1 _X . K n E AN ‘| 74, .(1 +Xc.a’. az)
maxp/ \Kep 2y, + Ky /g + Kea

SlXC“l‘XD >XTmax' TlCZO et‘r‘lc=0

S KESC
S+ Ks, KES +E

r2¢ = kg, Xn,- <

( X
S Kgs FA;
120 = koo (5 ) (25 ) o .(1 a0
S+ K Kgs, + E FA;
Sp ESp X + KNSD lc
3 ky..Xn..| N te N|.|1+6 Py
r3¢ = Kng-Xne | Nsg — FA, . . FAiD n

ap FAiC
T'3D=kND.XnD. NSD—mN . 1+]/ FAiD_T[

(E_Elimc>
1
rdc = Xp..e 0

e(E_?OimD) +p.Xp.T

S Kyg
5.=k . ¢
75¢ = kg Xnc: (s n KSGC> <KEGC n E)

S Kee) FA;
5 =k..X, .FA. . . (142"
o0 = K- Anp- M 4ip <S+KSGD> (KEGD+E FA;,

r6c = kFA'XC'FA
T'6D = kFA'XnD'FA

T4‘D = XnD
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Systéme différentiel:

f% = (92¢ *1rlc — 14¢)

% = (g2p *rlp — r4p)

% = —(rl¢+rlp +1r2c +12p+ 715, +15p)
‘Z—IZ =—(r3¢;+713p)

dgtfc = (3¢ —glc*rle)
) d:iV:D = (r3p —glp *xrlp)

d_b; =22 +12p)

le_t =15¢+715p

Cf—;q = —(r6¢ +16p)

LZ—: =rl;—0.Xp.T

Ce modeéle est confronté aux résultats expérimentaux dans les Figure 67Figure 68. Le
modéle représente bien l'inversion de domination qu'on a pu observer en changeant la
concentration initiale de facteurs anaérobies. La population maximale atteinte par chaque
levure est proches des valeurs expérimentales. Cependant il sous-estime la croissance
initiale de S. cerevisiae en milieu MS300 et celle de T. delbrueckii en milieu MS300M. Les
parameétres du modeéle sont identifiés avec une faible sensibilité (Tableau 27).

Tableau 27 Parametre identifiés pour décrire la culture les cultures compartimentées

Parameétres Valeurs Incertitudes Unités
a, 0,29 2000%
B2 190 2000%
b4 0,08 2000%
y) 0,15 2000%
() 98 2000%
Y -101 2000%
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Figure 67 Confrontation du modeéle avec la culture mélangée de S. cerevisiae et T. delbrueckii en milieu MS300.
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Figure 68 Confrontation du modéle avec la culture mélangée de S. cerevisiae et T. delbrueckii en milieu
MS300M.

Bien que les parameétres soient obtenus avec de faibles sensibilités, ils ont un effet concret
sur les variables du modeéle. Pour illustration, en faisant varier le parameétre m de 10%, on
obtient des cinétiques simulées visuellement différentes de celles du parameétre optimisé.

163



Chapitre IV: Modélisation des cultures mixtes de levures

(a) (b)
= ~ 350
.é 350 3
g 300 £ 300
£ 2
= 250 e = 250
8 .'. ...... P / E
2 200 ; L 2 e & 200
2 tTig 2 =
% 150 T1% - - "."r:: \m’ 150
£ 100 i / """ : £ 100
sl 1A 8
> 50 /3 A E 50
w '.u T —
5 0 2 0
= 0 40 80 120 160 | | = 160
&) Temps (h) 8 Temps (h)
Cellules vivantes S. cerevisiae . ..
Cellules vivantes T. delbrueckii gz%z;iz Ziggz;iz fw fii?%l;l;;zzii
T Geliuten vivemted T delmedkit st || Cellules vivanies . cerevisiae +10%
— — — Cellules vivantes S. cerevisiae -10% || Cellules vivantes T. delbrueckii +10%
~ — = Cellules vivantes T. delbrueckii -10% = = ~ Cellules vivantes S. cerevisiae -10%
) = = = Cellules vivantes T. delbrueckii -10%
© 2
500 20
E
5400 ~ - 15
ﬁ \ =)
W )
3 300 N\ C
) D ot
g \ ; - 10 \%
2 200 e S
=) \ L5 S
£ 100 \ em———
Z \
[
g - 0
% 0 40 80 120 160
2 Temps (h)
Sucre = Azote assimilable total Ethanol
--------- Sucre +10% seeeeeeee Azote assimilable total +10% seceeeees Ethanol +10%
= = = Sucre -10% = = = Azote assimilable total -10% = = = Ethanol -10%
Glycerol ~—  eeeeeeees Glycerol +10% = = = Glycerol -10%
(d) 3500 - 20
&
°
a 400
< - 15
2 3
3 300 @
g L 108
0
& 200 2
3 5
2 100
o
£
g 0 -0
< 0 40 80 120 160
< Temps (h)
Sucre Azote assimilable Ethanol
--------- Sucre +10% seseeeeee Azote assimilable total +10% seseecees Fthanol +10%
= = = Sucre -10% = = = Azote assimilable total -10% = = = Ethanol -10%
Glycerol ~— eeeeeeees Glycerol +10% = = = Glycerol -10%

Figure 69. Influence de la variation du paramétre it sur le modéle en milieu MS300 (a et ¢) et MS300M (b et d).

164



Chapitre IV: Modélisation des cultures mixtes de levures

V. Conclusion

Dans ce chapitre, la modélisation de la dynamique des cultures mixtes de S. cerevisiae et T.
delbrueckii a été réalisée. Pour ce faire, on s’est appuyé sur les parameétres identifiés pour
décrire les cultures pures et les données expérimentales concernant plusieurs cultures
mixtes, compartimentées et mélangées.

Dans un premier temps, un modele représentant 1'évolution des cultures mixtes de levure
en tenant compte uniquement de la compétition pour les substrats a été développé. Le sucre,
I'azote assimilable et les facteurs anaérobies étaient considérés comme les substrats. Pour
toutes les cultures mixtes réalisées, ce modeéle ne représentait pas fidelement les cinétiques
observées expérimentalement. Nous avons conclu qu’il existait des phénomeénes
supplémentaires a inclure dans le modeéle pour décrire les interactions entre T. delbrueckii
et S. cerevisiae.

Les cultures mixtes compartimentées ont permis d’étudier les interactions indirectes en
s’affranchissant des interactions directes. Trois types de mécanismes ont d étre modélisés
afin de représenter correctement les données expérimentales : la stimulation réciproque de
la vitesse de croissance des deux levures, la compétition pour l'espace pour les populations
finales atteintes et l'augmentation de la mortalité de 7. delbrueckii en raison de la
production supposée de toxines antimicrobiennes par S. cerevisiae. La prise en compte de
ces phénomeénes a permis une meilleure représentation des cinétiques expérimentales.

Enfin, les cultures mixtes mélangées ont permis de mettre en évidence les interactions
directes supplémentaires existant entre ces deux levures. La modélisation s'est faite selon
une démarche d'association contributive selon laquelle les effets des interactions directes
s'associent a ceux des interactions indirectes pour obtenir l'effet global de culture mixte.
Trois autres mécanismes d'interactions directes ont été pris en compte pour modéliser le
contact physique : I'accélération supplémentaire de la vitesse de croissance, la modification
de l'absorption d'azote et la stimulation de l'activité glycolytique.

Pour plusieurs de ces phénomeénes, la quantité initiale de facteurs anaérobies modifie
considérablement les mécanismes et des termes mathématiques représentant leur
influence ont été parfois nécessaires. Elle intervient aussi bien dans la compétition pour
l'espace, dans l'action des toxines antimicrobiennes et dans l'ensemble des interactions
directes. Au final, le modeéle reproduit correctement l'inversion de domination observée
lorsqu'on augmente le ratio de facteurs anaérobies. Cependant, il sous-estime la croissance
initiale de S. cerevisiae en milieu MS300 et celle de T. delbrueckii en milieu MS300M. Un
approfondissement de ce travail de modélisation passe par la quantification de la
concentration de facteurs anaérobies absorbés et non absorbés a chaque prise d’échantillon
au cours du suivi des fermentations. Tester des concentrations initiales de facteurs
anaérobies comprises entre les valeurs des expériences de notre étude permettrait
d'investiguer le lien entre la domination et la quantité de facteurs anaérobies absorbés.

Nous avons conscience de la complexité du modele final proposé, avec un nombre de
parameétres importants et parfois (souvent) une sens purement mathématique de ces
parametres. L’intérét de cette démarche de modélisation consiste essentiellement a
démontrer lexistence de trées nombreux mécanismes dans ces cultures mixtes :
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compétitions, interactions indirectes positives et négatives, interactions directes positives
et négatives. Seul ce travail de recherche de représentation mathématique des phénomeénes
permet Papprofondissement de I'analyse des données expérimentales. Et si les équations
proposées reposent parfois sur des hypothéses non vérifiées, si des parametres sans aucun
sens physique doivent étre ajoutés pour arriver a représenter une observation
expérimentale sans explication métabolique ou physique, cela permet tout de méme de
montrer la complexité du systéme et de mettre en évidence les facteurs prépondérants a
explorer.
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Comme cela a été mentionné dans I'étude bibliographique, les systémes utilisant de
multiples micro-organismes sont tres utilisés notamment dans le domaine agroalimentaire,
le traitement des eaux et la chimie fine. Cependant, contrairement aux cultures pures, les
cultures mixtes de micro-organismes font rarement l'objet de modélisation. L'objet de notre
étude était de développer la modélisation des interactions entre micro-organismes pour
mieux comprendre ces mécanismes et aider a la conception des bioprocédés.

Premierement, l'influence de trois parameétres opératoires sur les cultures pures de S.
cerevisiae et T. delbrueckii a été quantifiée. Il s'agit de la concentration initiale en azote
assimilable, du passage d'un environnement anaérobique non strict a un environnement
anaérobique strict et de la concentration initiale en facteurs anaérobies. L'azote assimilable,
en favorisant la croissance cellulaire, en améliorant les vitesses d'absorption des sucres et
de production d'éthanocl, a des effets semblables sur les deux espéces. L'impact de
I'anaérobiose stricte et des facteurs anaérobies sont inhérents a chaque espéce. En effet
I'anaérobiose stricte induit une diminution de la vitesse de consommation du sucre de S.
cerevisiae alors qu'elle entraine une diminution importante de la quantité d'éthanol
produite par T. delbrueckii ainsi qu'une consommation incompléte de 1'azote assimilable.
En anaérobiose stricte, I'augmentation de facteurs anaérobies n'a pas d'influence sur le
comportement de S. cerevisiae. En revanche, elle induit la prolongation de la phase de
latence de T. delbrueckii ainsi qu'une consommation compléte de l'azote assimilable
disponible. Globalement, selon les modifications des paramétres opératoires S. cerevisiae et
T. delbrueckii réagissent différemment.

Cette premiere étape expérimentale a permis d'acquérir des données sur les cinétiques de
croissance, de consommation de substrats et de production de métabolites en culture pure.
En anaérobiose stricte, 75 a 80% des sucres consommés par 1. delbrueckii sont utilisés pour
produire de la biomasse du glycérol et de 1'éthanol. Une partie importante du métabolisme
carboné de T. delbrueckii en anaérobiose stricte demeure inexpliquée. L'investigation des
réactions métaboliques sous-jacentes de T. delbrueckii en anaérobiose stricte constitue une
perspective de ce travail de thése. Observer l'activité des mitochondries pourrait étre une
premiére piste de réflexion. En effet, les résultats de Subik et al., (1972) et de Gbelska et
al., (1983) suggérent qu'en conditions anaérobies 1'énergie nécessaire aux réactions
mitochondriales est satisfaite par I'importation d'ATP cytoplasmique.

Dans un second temps, l'influence des facteurs anaérobies sur les cultures mixtes de S.
cerevisiae et T. delbrueckii en conditions strictement anaérobiques a été étudiée. Les
cultures mixtes ont été réalisées en présence et en absence de membrane de séparation
permettant ainsi d'observer les effets du contact physique sur 1'évolution des cocultures. Le
contact physique influence la dynamique des populations. S. cerevisiae domine les cultures
mixtes en milieu MS300. En effet, la présence de S. cerevisiae induit indirectement une
diminution du nombre de cellules vivantes de T. delbrueckii et le contact physique avec T.
delbrueckii stimule la croissance de S. cerevisiae. Une augmentation de la concentration
initiale de facteurs anaérobies inverse complétement cette domination. En effet, en milieu
MS300M, T. delbrueckii domine la fermentation. La croissance de S. cerevisiae n'est plus
stimulée par le contact physique et I'on n’observe pas de diminution du nombre de cellules
vivantes de 7. delbrueckii. Au cours de la fermentation, les levures incorporent des lipides
exogenes qui influencent probablement leur réponse a la présence d'une levure compétitrice.
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Une augmentation des facteurs anaérobies a probablement entrainé une modification de la
composition lipidique des membranes de 7. delbrueckii, ce qui entraverait leur interaction
avec les peptides antimicrobiens produits par S. cerevisiae réduisant ainsi I'amensalisme
exercé par S. cerevisiae. La concentration initiale en facteurs anaérobies influence
grandement la dynamique des populations lors des cocultures, mettant ainsi en évidence
un nouveau moyen de controler 1'évolution des populations et, éventuellement, les
propriétés organoleptiques du vin.

L'azote est un élément essentiel pour la croissance des levures. Néanmoins, les résultats
expérimentaux acquis lors de I'étude des cultures pures montrent que les levures continuent
a croitre aprées I'épuisement de 1'azote. Cette observation a conduit a aborder la modélisation
en introduisant une source d'azote intracellulaire pour décrire mathématiquement les
cinétiques de croissance des micro-organismes étudiés. Ainsi, nous avons proposé un modele
structuré dans lequel 1'azote assimilé par la levure se répartit en deux compartiments: le
compartiment constitutif et le compartiment de stockage. Le modeéle stoechio-cinétique
proposé a permis une représentation fidele des cinétiques de croissance, de consommation
de sucre, d'assimilation d'azote, de production d'éthanol et de glycérol de S. cerevisiae et T.
delbrueckii en culture pure.

La modélisation de la dynamique des cultures mixtes de S. cerevisiae et T. delbrueckii a été
abordée en s'appuyant sur les parameétres identifiés pour décrire les cultures pures. La
simulation de ces deux levures cohabitant dans le méme milieu de culture, donc en
compétition pour les substrats, n'a pas permis de représenter fidélement les cultures mixtes
expérimentales. Par conséquent, il est nécessaire de prendre en compte des types
d'interactions supplémentaires pour pouvoir décrire l'évolution des cultures mixtes de
levures. L'approche globale est de modéliser I'ensemble des interactions entre les levures
par une association contributive de plusieurs interactions: compétitions pour les substrats,
interactions indirectes, interactions directes. Trois types de mécanismes d'interactions
indirectes ont été considérés afin de représenter les données expérimentales des cultures
mixtes compartimentées: la stimulation réciproque de la vitesse de croissance des deux
levures, la compétition pour l'espace et 'augmentation de la mortalité de 7. delbrueckii en
raison de la production supposée de toxines antimicrobiennes par S. cerevisiae. La prise en
compte de ces phénomeénes a permis une meilleure représentation des cinétiques
expérimentales des cultures mixtes compartimentées. Les cultures mixtes mélangées ont
permis de mettre en évidence les interactions directes supplémentaires existant entre ces
deux levures. Trois mécanismes d'interactions directes ont été pris en compte pour
modéliser le contact physique: 1'accélération supplémentaire de la vitesse de croissance, la
modification de l'absorption d'azote et la stimulation de l'activité glycolytique.

Un approfondissement de ce travail de modélisation passe par la quantification de la
concentration de facteurs anaérobies absorbés et non absorbés a chaque prise d’échantillon
au cours du suivi des fermentations. Tester des concentrations initiales de facteurs
anaérobies comprises entre les valeurs des expériences de notre étude permettrait
d'investiguer le lien entre la domination et la quantité de facteurs anaérobies absorbés. Le
travail de modélisation s'est concentré sur la description de 1'évolution des populations
microbiennes, des substrats et des métabolites majoritaires. En perspective, prendre en
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compte des métabolites minoritaires tels que les composés aromatiques permettrait de
simuler les propriétés organoleptiques du vin.
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Annexes

Annexe 1 : Description du ralentissement de la croissance

Des aménagements de la loi logistique permettent de mieux prendre en compte la phase de
ralentissement (Tableau 28). Certains modeles s'appuient sur une limitation par le substrat
(Tableau 29). D'autres modéles tiennent compte d'une limitation et d'une inhibition par le
substrat (Tableau 30). Il existe des modéles basés sur une action inhibitrice d'un ou
plusieurs métabolites (Tableau 31). Enfin certains modéles tiennent compte de multiples
inhibitions et limitations (Tableau 32). Ces tableaux s'appuient sur les travaux de syntheése
de Marin (1999), de Ramon-Portugal (1995) et de (Loustaunau, 2015).

Tableau 28 Modeéles dérivés de la loi logistique (Umay- taux de croissance maximal, X: biomasse, K: biomasse
maximale)

Modéle Remarque Référence
dx K
e WmaxX In (}) Gompertz, 1825
ax v(1 (X )1/ n n: constante strictement Richards, 1959
dt _ Hmax K positive Nelder, 1961
d_X X K-X c: taux de maintenan({e . Smith, 1963
dt K + Hmax x pendant la phase stationnaire
c
dx a et b: constantes strictement
- ag — x)b - Blumberg, 1968
dt HmaxX" (K = X) positives umberg
: 11 :
AX o . n et p: constantes telles que Turner Jr. et al.,
- xn X TEE-XHER n=0 1976
1
—-1<p<l/y
dx
— = X a et b: constantes Amrane et
dt I’lmax aebt .
1+ T— t: temps Prigent, 1994
max
ax _ X1 X\ a, B et y: constantes positives Tsoularis et
T = Hmax - (E) > P ety P Wallace, 2002
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Tableau 29 Modeéles exprimant la dépendance de la croissance a une limitation en substrat (t,q.: taux de
croissance maximal, X: biomasse, S: concentration en substrat, Ks: constante de saturation du modéle de

Monod)
Modéle Remarque Référence
dx = X Monod, 1941
at ~ Pmet s GRS
dX —S/ . .
i HimaxX (1 —e K) K: constante cinétique Tessier, 1942
dx sn

- HmaxX m n: constante strictement positive Moser, 1958

E: substrats essentiels a la

croissance (par exemple source C

et N...)

n: nombre de substrat essentiel a
- la croissance

E E KE: constante de saturation du
= UmaxX ( ! ) ( = ) modéele de Monod
n

Kg1 +E Kg, +E Tsao et
F1 1 k.S En S: substrats permettant
_ 121 s . Hanson, 1975
Pmax = | ko + K1 + 5, + d’améliorer la croissance (par
kS exemple facteur de croissance)
K, + Sg ) m: nombre de substrats
m m
améliorant la croissance
k: constantes cinétiques
Ks: constantes basées sur la
constante du modele de Monod
d_X — XL Hanson et
dg = Hmaxlg g Tsao, 1972
Si,,: Concentration minimale de
n
ax 1_[ —K(Si=S;i. ) substrat nécessaire pour la Cloutier et al.,
—= = HmaxX 1-e ¢ :
dt . croissance 2008

K: constante cinétique
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Tableau 30 Modéles exprimant la dépendance de la croissance & une limitation et une inhibition par le substrat
(ttmax © taux de croissance maximal, X : biomasse, S : concentration en substrat, Ks : constante de saturation du
modéle de Monod)

Modéle Remarque Référence

ax = UmaxX ol Ki: constante

at (s+Ks) (1+%) d'inhibition

Andrews, 1968

Ki : constante
d’inhibition

dax -5 -s
_=ﬂmaxx(e /Ki_e /Ks)

Edwards, 1970
dt

-S K;: constante
= X /K i Edwards, 1970
dt = Hmax® g g€ d’inhibition wards,

S.: concentration
ax s ( s )n critique en substrat

Luong, 1987

X——
at ~ Pma g s S, n: constante

strictement positive
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Tableau 31 Modeéles exprimant la dépendance de la croissance a une inhibition par le substrat (tmax: taux de
croissance maximal, X: biomasse)

Modéle Remarque Référence
ax e P a et b: constantes Holzberg et al.,
dr  Hmax (1-a(P-b) empiriques 1967

Pc: concentration critique

dx " i
dt HmaxX (1 B P_C> Ieln Ic)c]:;)l(i:;lal:lte strictement Levenspiel, 1980
positive
dx p e
= HmaxX P+K, Kp: constante d’inhibition Tayeb et al., 1984
dx P: concentration en produit Taniguchi et
dt HmaxXe T a et b: constantes empiriques al., 1987
((ii—f = Umax tze“’ aethb: constaptes ‘ A.mrane et
1+ yR—— P : concentration en produit Prigent, 1994

Tableau 32 Modeles exprimant une dépendance de la croissance a de multiples inhibitions et limitations (tmax :
taux de croissance maximal, X: biomasse, S: concentration en substrat, Ks: constante de saturation du modéle
de Monod, P: concentration en produit)

Modéle

Remarque

Référence

dx B: constante (signification .
- = S— ., Contois, 1959
ac  F maxXS + BX non précisée) ORtoLs
dx e Hinshelwood,
T = UmaxX — ST K, (1—-KpP) Kp: constante d’inhibition 1nsl ; 42]00
dXx e Ramkrish t
Q- = WnaxX — S+ K, (1-KpP) Kp: constante d’'inhibition azll.’rllsg 6r’17a ¢
ax _ X —KpP Kp: tante d’inhibiti Aiba et al., 1968
1 = Pmax S+K5e p: constante d’inhibition iba et al.,
(Aiba et Shoda,
dx S Kp 1969)
ax _ X : v 1 e
o Honax STK. Ky —Kp > Kp: constante d’'inhibition Novak et al.,
1981
dax ¥ S p\%° Pc: concentration critique Bazua et Wilke,
dat  Pmaxd g7 K ( B P_c) en produit 1977
d_X _ ¥ S _ ( aP ) a et b: constante Bazua et Wilke,
dt ~ Fma g s \b—P strictement positive 1977
dx s Kp N (Aborhey ot
i HmaxX STKsS T+ KpP Kbp: constante d’inhibition Wlliﬁ;l;)son,
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Modeéle (suite) Remarque (suite) Référence (suite)

d_X Pc: concentration
dt pn s critique en produit Han et Levenspiel,
= WmaxX (1 — P_) n et m: constante 1988

c

P m
S+ Kg (1 -/ Pc) strictement positive

d_X B ¥ S 1 Kishimoto et al.,
at ~ Pme s TR T+ p2 1983

dax S Kbp: constante (Ishizaki et al.,

X R
dt ~ Fma g g s +SPKp d’inhibition 1989)

dx X—S Kp: constante
dr  Hmax 2 ' Béal et al., 1994
Ks+5S+ SLP dinhibition caletat,

202



Annexes

Annexe 2 : Modéles décrivant la production de métabolites

Certains modéles utilisés pour décrire la production de métabolites sont inspirés du modéle
de Luedeking-Piret (Tableau 33), d'autres ne le sont pas (Tableau 34). Ces tableaux
s'appuient sur le travail de synthése de Loustaunau (2015).

Tableau 33 Modeles, basés sur le modeéle de Luedeking-Piret, exprimant la vitesse spécifique de production d'un

métabolite (u : taux de croissance)

Modéle Remarque Référence
d_P o X b op 21(,. 1;) iit n? 6:Scsc()enstantes empiriques Holzberg ef al.,
dat ' 1967

Yp/s

V= 2f<—ﬂ + mYp/s>

Yy/s

v=au+b(1l—e ")
v="Yp;xu

= + J

v=(ap ﬁ)KiJrS
ﬂmaxs

=Yp/x oo+

VETRX gk, T

P: concentration en substrat

f: fraction en substrat consommé pour la
fermentation (dépend de la température)
Yrss: rendement en produit par rapport au
substrat

Yxs: rendement en biomasse par rapport
au substrat

m: coefficient de maintenance

a, b et ¢: constantes empiriques

Yris: rendement en produit par rapport a
la biomasse

o et B: constante du modele de Luedeking-

Piret

Ki:constante d’inhibition

S: concentration en substrat

Hmax: taux de croissance maximal

S: concentration en substrat

Ks: constante de saturation

Yeris: rendement en produit par rapport a
la biomasse

o: constante (signification non spécifiée)

Boulton, 1980
Caro et al., 1991

Raucourt et al.,
1989
Amrane et
Prigent, 1994
Coleman et Block,
2006

Wang et al., 2008

Gomez et al., 2013
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Tableau 34 : Modéle exprimant la vitesse spécifique de production d'un métabolite (v, : vitesse maximale de
production, S: concentration en substrat, P: concentration en produit)

Modele Remarque Référence

Hanson et Tsao,

v=as : tante cinéti
a: constante cinétique 1979

Kp: constante de saturation Bajpai et Reul3,
v=uv, § _kp Ki constante d'inhibition 1981
Kp+S (1 +3 / Ki) k: constante de dégradation du Moser et
produit Schneider, 1989

S S Kp Ks: constante de saturation
- ™S+ KgKp+P Kp: constante d’inhibition

Ohara et al., 1992

Ks: constante de saturation Cramer et al., 2002

( P ) Pc: concentration critique en Kiviharju et al.,
V=V,|(1——

produit 2006
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Annexe 3 : Synthése des résultats obtenus en culture pure

Tableau 35 Récapitulatif des cultures pures de S. cerevisiae

Culture pure S. cerevisiae

Anaérobiose Non stricte Stricte
Milieu MS170 MS300 MS300 MS300M
Maximum de cellules vivantes

7 240 +10 281 +13 262 + 27 286 + 19
(10° cellules/mL)
Sucres initiaux (g/L) 221+ 3 222+ 1 225+ 4 225+ 3
Ethanol final (g/L) 101,7+ 2,6 108,0+1,3 107,7+ 1,3 98,6 + 2,1
Rendement éthanol/sucres (g/g) 0,46 + 0,02 0,48 £ 0,01 0,48 £ 0,01 0,44 + 0,01
Temps de fermentation (h) 197 £ 11 117+ 7 142+ 7 149+ 8

Vitesse moyenne de consommation

+ + + +
de sucre (g/L/h) 1,13+ 0,04 1,90 = 0,02 1,568 £ 0,03 1,51+ 0,02

Azote assimilable résiduel (mg N/L) 0 0 0 0
Glycérol (g/L) 6,8+0,3 8,3 +0,4 7,9+0,3 8,2+0,3
Fraction de carbone non identif:iée 30 0% 1% 10 %
en fin de fermentation
Fraction d’azote dans la biomasse 5.2 % 6.9 %

en fin de fermentation
Viabilité finale 86 % 97 % 97 % 91 %

Moyenne de deux expériences + écart-type

Tableau 36 Récapitulatif des cultures pures de T. delbrueckii

Culture pure T. delbrueckii

Anaérobiose Non stricte Stricte
Milieu MS170 MS300 MS300 MS300M
Maximum de cellules vivantes
G 420 + 20 542 + 53 510+ 9 554 + 20
(10° cellules/mL)
Sucres initiaux (g/L) 218+1 222+ 2 222 + 4 221+1
Ethanol final (g/L) = 96,4+ 2,6 107,6 £ 1,1 80,2 + 1,2 72,6 + 3,4
Rendement éthanol/sucres (g/g) 0,44 + 0,01 0,48 £ 0,01 0,35+ 0,02 0,32 + 0,02
Temps de fermentation (h) 245 £ 11 218+ 7 197 +£ 10 263 + 8

Vitesse moyenne de consommation

0,91 + 0,02 1,01 £ 0,01 1,12 +£ 0,02 0,84 + 0,01
de sucre (g/L/h) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

Azote assimilable résiduel (mg N/L) 0 8,7+25 22,3+ 10,1 0
Glycérol (g/L) | 12,4+0,4 10,3 0,1 9,4 +0,2 15,5+ 0,4
Fraction de carbone non identif:iée 6% 0% 20 % 95 %
en fin de fermentation
Fraction d’azote en fin.de 6.1% 7.3 %
fermentation
Viabilité finale 89 % 76 % 92 % 89 %

Moyenne de deux expériences =+ écart-type
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