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Contexte & Objectifs

L'éthanol carburant fait partie de la stratégie d'utilisation des énergies renouvelables. Le prix faible de I'éthanol industriel impose d'avoir un procédé de production avec une
productivité élevée. Pour augmenter la productivité, il faut accélérer la cinétique de production et (ou) avoir des concentrations plus importantes en fin de fermentation. La levure étant
responsable de la fermentation alcoolique (FA), une amélioration de la productivité du procédé doit prendre en compte son état physiologique, qui dans un milieu donné, dépend de la
température de fermentation, du pH et de la concentration en éthanol. La cytométrie en flux permet de mesurer des paramétres cellulaires en temps réel. Pour optimiser les conditions
de température et de pH au cours de la FA, nous avons d'abord réalisé un plan d'expérience complet sur des fermentations en batch, et nous avons déterminé I'évolution de I'état
physiologique de la levure par la mesure de 3 paramétres cellulaires par cytométrie en flux : le pourcentage de cellules viables/mortes, le potentiel trans-membranaire et la vitalité
cellulaire. Nous avons ensuite réalisé des fermentations continues a 3 étages (se rapprochant des conditions industrielles) pour valider les valeurs de température et de pH ayant
permis un état physiologique optimal aux concentrations en éthanol de chaque étage et nous avons calculé la productivité pour chaque condition du systéme. La fluidité membranaire est
mesurée par cytométrie en flux pour évaluer I'effet des différentes conditions sur la membrane.

Mar‘quages et analyses cytométriques

Souche et cultures ATF 5 (%) = —@*I—i”& -100
Souche : Saccharomyces cerevisiae: Lesaffre Ethanol Red ® A_‘_) : \ TR, est ej'lm,'
Milieu: glucose 200g, (NH,),S0, 2,59, K,HPO, 0,39, KH,PO, 0,5g, Excrétion lice + les cellules sont actives (1)
MQSO4 0,3g, YE 2,59 Eau qsp 1000mL a I'état énergétique IF5

Plan d'expérience en batch: aération 0,5VVM
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Validation en fermentation continue 3 étages: cFDA /‘
Elggz ]é 33%0% EIT 332'560';:'5 40u4?2 Membranes intégres: cFDA+, PI- Membranes altérées: cFDA-, PI+
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N Membranes polarisées: DiBac - Membranes dépolarisées: DiBac +
° ! ° . o . ° Cellules viables Cellules mortes
Etage 3: 36°C pH3 4 36°C pH4.2, puis 28°C pH 4,2 puis 28°C pH 3,4 Les analyses cytométriques sont effectuées avec un
i 1 _ CYFLOW SPACE Sysmex, équipé d'un laser bleu

) Marquew flugescent = DPH 488nm, et dun laser UV 375nm. Un systéme de
Visqueuse % = Flide  polarisation de la lumiére pour la mesure de
Partiellement empéchée = rotation libre  'anisotropie de fluorescence a été ajouté pour la
mesure de fluidité membranaire avec le marqueur
1, 6-diphenyl-1,3 5-hexatriene (DPH) (2).
Les intensités de fluorescence des composantes verticale (IVV=mFL3) et horizontale (IVH=mFL4) de
la lumiére émise par le DPH permettent de calculer I'anisotropie de fluorescence :
(mFL3-mFL4.6G)/(mFL3+2mFL4.6) (avec G=1). Plus r est élevée, plus la membrane est rigide.
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Mortalité Productivité L. I I
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3 étages a 36°C, pH4,2:

40g/1 T5g/1| 100g/1 100g/  100g/ 100g1 Productivité = 3 709/L/h

38°C 3w c 3°c s c 28°Cc 28°¢C W Sl
T pH3.4  pH3 4| pHI 4 pH4,Z pH4 2 pH34
© 44 ° 44+, pH ++
i 36°C tout p e 36°C pH4,2, 3,33g/L7 Btage 1 2 3
in: 30°C pH 4.2, 2 in: 28°C pH3 4 1 9q/L N
2,829/I/h
3,109/I/h
s . Hp B2 TEN pHeZ 10090
Zroducf!vn'e 3,41g/I/h SehE el 4.2 28
u systéme 3 étages a pH4,2 et T°décroissante
2,82g/I/h Productivité = 4,27g/L/h

Les essais en continu confirment les résultats en batch : I'état physiologique
T ++, pHe+s TO 44+, H .

T ++v, pH + T ++, pl fro o2 s iz P P
Max: 30°C pH 4,2: 70% Max: 36°C pH3,4 Max: 36°C pH3.4 Max: 30°C, PH4 2,73,99/L/R (vitalité, % cellules mortes et dépolarisées) est amélioré par un pH plus élevé,

Min: 36°C pH 3.4: 36% [Win: 32°CpH 4,2, 7%]  |Min: 28°C pH 4,2 3%  Min: 36°C pH3,4 2, 4g/L/h quelle que soit la fempérature, et une température décroissante quand la
concentration en éthanol augmente. L'amélioration de la vitalité cellulaire se
\Trodui'l' par une augmentation de la productivité de la fermentation.
Fluidité membranaire
s L'augmentation du pH fluidifie la membrane, mais la T° et
T eae T ve, To ve, pH see . : % . | laconcentration en éthanol ont peu d'effet sur la fluidité
Max: 30°C pH 4,2: 50% | ,Max_agcmm‘c Max: 36°C pH 3,4 9%  [Max: 30°C pH z I I : membranaire. Ethanol Red ® est donc capable d'adapter la
Min: 36°C: 10% Min: 32°C pH4,2 12%]  [Min: 28°C pH4,2 2,5%] Min 36°C, pH3 composition lipidique de sa membrane pour conserver une
L'état cellulaire est toujours meilleur & pH4,2 qu'aux pH plus bas. La température altére £p 34 34 34 42 34 42 | fluidité compatible avec son activité au cours de la FA.
I'état cellulaire d'autant plus que la concentration en éthanol augmente. Boe| 1121 3 3 Leg levures capable_s de maintenir une rpgmbrone plus fluide
La vitalité est le paramétre cellulaire le plus sensible aux conditions du milieu (T°, pH et Lo ;/3 wl 753‘6 w o | présentent une meilleure résistance d Iéthanol (3).
éthanol) et est bien corrélée avec la productivité. Au début de la FA, quand la [éthanol] La souche de collection S.cerevisiae CLIB 334, qui peine
est faible, une température de 36°C permet une meilleure productivité, mais quand la a terminer la FA dans les mémes conditions (pH4,2, 28°C) , présente une valeur
\K[é'rhanol] augmente, les températures plus basses améliorent I'état cellulaire. \\d‘anisotr‘opie de 0,228 (plus rigide) a 100g/L d'éthanol avec 55% de cellules mor'rey

DISCUSSIOn ConCIUSIOn Les essais ont été réalisés avec la levure Lesaffre Ethanol Red ® qui a été sélectionnée pour sa résistance a I'éthanol et a une température \
élevée. Les résultats ont montré qu'un pH de 4,2 est plus favorable qu'un pH plus acide : la cellule dépense moins d'énergie a pH4,2 pour

maintenir son pH intracellulaire qu'd un pH plus acide ot l'acide acétique est plus dissocié (pKa=4,6). La productivité est améliorée par une baisse de la température de fermentation

quand la concentration en éthanol augmente : sur une fermentation continue, on a donc intérét @ maintenir une température élevée (36°C) (vitesse de production plus élevée) dans le 1¢

étage, puis a diminuer la température au cours de I'avancement de la FA pour avoir 28°C dans le dernier étage. Les mesures de fluidité membranaire ont confirmé que cette levure est

capable d'adapter sa membrane, qui reste fluide au cours de la FA, propriété des levures résistantes a I'éthanol. La cytométrie en flux confirme son intérét pour le suivi en temps réel de la

FA, avec la mesure de parameétres cellulaires, en particulier la vitalité cellulaire qui refléte bien la productivité de la FA. J
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