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Chapitre 2 : Flores utiles en microbiologie industrielle 
 

1. Etude des souches et des levains 

1.1. Principaux microorganismes utilisés 

1.1.1. Bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques se caractérisent par la capacité de fermenter les glucides en acide lactique, un 

acide faible, favorable à la conservation des aliments. Depuis des temps lointains et longtemps de manière 

inexpliquée, les bactéries lactiques occupent une place importante dans le secteur agroalimentaire 

(industrie laitière, charcuterie, œnologie…). De nos jours, les professionnels de la fermentation maîtrisent 

la complexité des phénomènes fermentaires. Par voie de fermentation, les bactéries confèreront à un 

produit alimentaire donné des propriétés organoleptiques ou de conservation recherchées.  

 

Figure 1 : exemple d’association de microorganismes (fabrication des charcuteries)  
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Les bactéries lactiques sont également reconnues pour améliorer l'équilibre de la flore intestinale chez 

l’homme et l’animal. Les probiotiques sont des produits à base de microorganismes vivants qui, ingérés 

en quantités déterminées engendrent un effet bénéfique pour l’hôte.  

Les bactéries lactiques produisent une grande variété de peptides ayant une activité antibactérienne. Ces 

molécules appelées bactériocines sont utilisées pour assurer la sécurité sanitaire des produits laitiers. La 

nisine, par exemple, est une bactériocine produite par des souches de Lactococcus. Elle permet de lutter 

contre le gonflement butyrique des fromages fondus et pour inhiber la croissance de germes pathogènes 

comme Listeria monocytogenes ou Staphylococcus aureus dans certains fromages (des camemberts ont 

été fabriqués avec des souches produisant de la nisine)..  

Les fermentations lactiques peuvent être gravement perturbées par des virus bactériens : les phages. Ces 

virus pénètrent dans les cellules, s'y multiplient et provoquent finalement leur lyse. Les phages libérés 

vont alors infecter de nouvelles bactéries. Ces phages lytiques se répandent rapidement et envahissent les 

ateliers de fabrication ou les préparations de levains (Cf. cours de virologie).  

 

Figure 2 : diversité des phages infectant Lactococcus lactis 
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Les bactéries lactiques appartiennent aux taxons suivants : 

Domaine Bacteria 

Phylum Firmicutes 

Classe Bacilli 

Ordre Lactobacillales 

Familles Lactobacillaceae Aerococcaceae Leuconostoccaceae 

Genres Lactobacillus 

Pediococcus 

Aerococcus 

Abiotrophia 

Leuconostoc 

Oenococcus 

Espèces Lactobacillus delbrueckii 

Lactobacillus casei 

Lactobacillus rhamnosus 

Lactobacillus sakei 

Lactobacillus salivarius 

Pediococcus acidilactici 

Aerococcus vridans Leuconostoc mesenteroides 

Oenococcus oeni 

Sous espèces L. delbrueckii subsp. delbrueckii 

L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

 L. mesenteroides subsp. mesenteroides 

L. mesenteroides subsp. cremoris 

 

Familles Streptococcaceae 

Genres Streptococcus Lactococcus 

Espèces Streptococcus thermophilus 

 

Lactococcus lactis 

Lactococcus plantarum 

Sous espèces  L. lactis subsp. lactis 

L. lactis subsp. cremoris 

 

1.1.2. Bactéries acétiques 

Présentes naturellement sur les fruits, dans l'air, dans le vin, les bactéries acétiques appartiennent, en 

majorité, au genre Acetobacter. Gluconobacter est présente sur les fruits et dans les vins pendant la 

fermentation alcoolique seulement; elle a disparu des vins finis. Ces bactéries oxydent l’éthanol en acide 

éthanoïque. Elles interviennent notamment lors de la fabrication du vinaigre. L'acétification se déroule 

en aérobiose et aux alentours de 25°C. 

Domaine Bacteria 

Phylum Protebacteria 

Classe Alphaproteobacteria 

Ordre Rhodospirillales 

Famille Acetobacteraceae 

Genres Acetobacter 

Gluconobacter 

Espèces Acetobacter aceti 

Gluconobacter oxydans 
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1.1.3. Actinomycètes 

Les Streptomyces sont des eubactéries filamenteuses, Gram-positives vivant dans le sol. Ce genre 

bactérien est caractérisé par une morphologie proche de celle des champignons filamenteux (production 

de spores de dissémination). Il s’agit du genre microbien le plus riche en producteurs de métabolites 

secondaires (antibiotiques, antifongiques, antitumoraux, insecticides). 

  

Figure 3 : colonies de Streptomyces 

 

Figure 4 : spores de Streptomyces 

 

1.1.4. Levures 

Si l'utilisation des levures pour la panification et la vinification est connue depuis l'époque préhistorique, 

la compréhension des mécanismes en jeu date des travaux de Pasteur au XIXe siècle. Les connaissances 

scientifiques et techniques ainsi acquises ont permis de cultiver de grandes quantités de levures dans des 

procédés de fermentation industrielle. Elles sont aujourd’hui utilisées pour la production de vitamines, 

d’enzymes, de biocarburants… 

Certaines souches de Saccharomyces cerevisiae renferment dans leur cytoplasme deux virus à ARN. Le 

matériel génétique de l’un d’entre eux code une toxine exocellulaire capable de tuer d'autres levures et 

une protéine de résistance à cette même toxine. Ces levures sont appelées « levures killer ». Le second 

virus est nécessaire à la multiplication et au maintien du premier dans le cytoplasme. 

Domaine Eucarya 

Phylum Mycota (Fungi) 

Classes Ascomycota Basidiomycota Fungi imperfecti 

Ordres Saccharomycetales ?  Cryptococcales ? 

Familles Saccharomycetaceae  Cryptococcaceae 

Genres Saccharomyces 

Kluyveromyces 

Hansenula, Kloeckera 

Schizosaccharomyces 

Pas d’intérêt alimentaire  

ou industriel. 

Candida 

Torulopsis 

Brettanomyces 

Rhodotorula 
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1.1.5. Moisissures 

Les moisissures sont connues principalement en tant qu’agents responsables de l’altération des aliments. 

Elles sont cependant utiles pour la production d’antibiotiques (Penicillium chrysogenum, Cephalosporium 

acremonium), d’enzymes (Aspergillus niger), d’acide citrique (Aspergillus niger), de protéines 

alimentaires (Fusarium graminearum). Elles interviennent également dans diverses fabrications 

(fromages). 

Domaine Eucarya 

Phylum Mycota (Fungi) 

Classes Zygomycota Ascomycota Fungi imperfecti 

Ordres Mucorales ? Moniliales 

Genres Mucor Neurospora Penicillium 

Cephalosoporium 

Aspergillus 

Fusarium 

 

1.2. Sélection 

Les premières souches utilisées en microbiologie industrielle avaient pour origine le sol, l’eau, les 

aliments avariés… L’utilisation industrielle des microorganismes exige l’obtention de souches pures. 

Chacune de ces souches est donc isolée sur milieu solide puis caractérisée. Les caractères 

morphologiques, culturaux, biochimiques, antigéniques, lysotypiques et moléculaires sont confirmés suite 

à des réisolements successifs. Une fois qu’un microorganisme convenable est sélectionné, il est cultivé de 

façon à assurer la production des métabolites désirés. 

 

1.3. Amélioration 

Dès la découverte d’une souche prometteuse, on utilise pour l’améliorer des techniques de mutagenèse 

chimique ou physique (ultra-violets). Par exemple, les premières cultures de Penicillium notatum ne 

produisaient que de faibles quantités de pénicilline, en culture statique. En 1943, on isola une souche de 

Penicillium chrysogenum qui après plusieurs améliorations, présente un rendement 55 fois supérieur à la 

culture originale, la production ayant lieu dans de grands fermenteurs à agitation rotative.  

La fusion de protoplastes permet l’obtention de cellules hybrides. Les protoplastes sont obtenus par 

hydrolyse (ou inhibition de la synthèse) de la paroi dans une solution isotonique. Le polyéthylène glycol 

provoque une solubilisation partielle des membranes cellulaires, permettant d’obtenir une fusion des 

cellules. Un hybride peut être intéressant s’il est issu de la fusion de deux cellules provenan t de deux 

espèces différentes de potentialités complémentaires. 
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Actuellement, l’utilisation des techniques de l’ADN recombinant permettent d’améliorer les souches 

productrices de façon beaucoup plus ciblée. 

 Figure 5 

 

1.4. Conservation 

Lorsqu’un microorganisme a été sélectionné pour une production particulière, sa stabilité génétique 

devient prépondérante : les caractéristiques de la souche initiale doivent être maintenues.  

1.4.1. Transfert périodique 

Le repiquage régulier d’une souche microbienne sur un milieu de culture est la méthode la plus simple 

mais elle entraîne parfois une perte des caractères initiaux. Par exemple, Streptomyces griseus perd la 

moitié de sa capacité à produire de la streptomycine au bout de quatre repiquages successifs. La fréquence 

du repiquage, le milieu utilisé et la température de stockage sont des variables importantes. Des géloses 
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profondes (pauvres) pour conservation sont également commercialisées. Pour les bactéries sporogènes 

(Bacillus), les suspensions de spores peuvent être conservées à 4°C. 

 

1.4.2. Congélation 

Les microorganismes sont généralement revivifiables après congélation. Pour maintenir les structures 

cellulaires intactes, il convient d’abaisser rapidement la température jusqu’à –80°C (ou –196°C dans 

l’azote liquide) en présence d’une substance cryoprotectrice (glycérol à 20 %, diméthylsulfoxyde). Les 

bactéries lactiques par exemple, peuvent être congelées dans du lait ; les spores non thermorésistantes des 

Streptomyces sont conservées à –20°C dans une solution de glycérol. 

 

1.4.3. Dessiccation 

Les microorganismes, déposés sur des disques de papier filtre stériles ou inclus dans des gouttes de 

gélatine, sont soumis à de la chaleur sèche ou à de l’anhydride phosphorique. La lyophilisation est une 

dessiccation sous vide : après congélation, l’abaissement de la pression entraîne une sublimation de la 

glace. Des agents cryoprotecteurs sont également utilisés. 

 

 

2. Production des souches et des levains 

2.1. Les étapes de la production 

2.1.1. Revivification 

Les souches lyophilisées sont fournies dans des ampoules (figure 6) ou des flacons (figure 7). Elles sont 

revivifiées de la façon suivante : 

   

  

Incuber dans les conditions 

spécifiées de température et 
d'atmosphère. 

Figure 6 
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Incuber dans les conditions 

spécifiées de température et 

d'atmosphère. 

Figure 7 

 

2.1.2. Préculture 

Une préculture de la souche microbienne productrice est réalisée en plusieurs exemplaires à partir du 

stock conservé selon les méthodes précédemment décrites. Le milieu de préculture est identique au milieu 

de culture en fermenteur. Le volume de milieu est compris entre 1/20e et 1/10e du volume de milieu 

présent dans le fermenteur (par exemple : 500 mL à 1 L de préculture pour un fermenteur de 10 L). Des 

contrôles sont effectués sur cette préculture afin d’éviter la contamination de l’unité de production. 

 

2.1.3. Contrôles 

La pureté d’une souche microbienne constitue la première condition d’une manipulation en 

microbiologie. Le contrôle de pureté comporte : 

- un examen microscopique après coloration, 

- une purification sur gélose adaptée à la souche. 

Le contrôle de stérilité est la vérification de l’absence de microorganisme dans un milieu non 

ensemencé. Au laboratoire, il s’agit de placer aux températures habituelles d’incubation des milieux 

solides ou liquides pendant 48 heures, afin de déceler la présence d’éventuel contaminant susceptible de 

perturber la production.  

 

2.1.4. Production en fermenteur (voir cours de STBI : fermentation) 

Dans les systèmes de fermentation en phase liquide, trois procédés peuvent être utilisés : 

- culture discontinue (« batch ») : volume constant, pas de renouvellement du milieu ; 

- culture discontinue alimentée (« fed-batch ») : des substances sont ajoutées au cours de la 

fermentation ; 

- culture continue : le milieu de culture est renouvelé (turbidostat, chémostat).  
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2.2. Suivi des principaux paramètres de la croissance lors de la production de 

biomasse 

2.2.1. Courbe de croissance (rappel) 

Temps (heures)

 Figure 8 

 

2.2.2. Vitesse spécifique de croissance µx ou Qx 

La vitesse spécifique de croissance (exprimée en h-1) est égale à la vitesse de croissance en biomasse 

rapportée à l’unité de biomasse (X = biomasse en g.L-1 ; t = temps en h) : 

 

 

Le rapport dX / dt est la vitesse volumique de croissance, elle représente l’augmentation de biomasse 

par unité de volume et par unité de temps (par exemple en g.L-1.h-1). 

Pendant la phase exponentielle, Qx est constant et maximal. Il est alors appelé Qx expo (ou µx expo). 

Le temps de génération (G) est le temps de doublement de la biomasse X pendant la phase exponentielle 

(ou le temps de doublement de l’absorbance pour un suivi spectrophotométrique) : 
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2.2.3. Cinétiques d’utilisation des substrats et de formation des produits  

L’évolution des concentrations en substrats carbonés ou azotés au cours de la culture peut être représentée 

graphiquement par une courbe de consommation. La formation des produits peut également être suivie 

au cours de cette même culture (figure 9). 

 Figure 9 

 

Soient S et P les concentrations respectives en substrat et en produit. La vitesse volumique de 

consommation d’un substrat est le rapport dS / dt. La vitesse volumique de formation d’un produit 

(ou productivité volumétrique) est le rapport dP / dt. Elles sont exprimées en g.L-1.h-1. 

La vitesse spécifique de consommation d’un substrat QS et la vitesse spécifique de formation d’un 

produit QP sont les vitesses volumiques rapportées à l’unité de concentration en biomasse. Ces vitesses 

sont exprimées en h-1 : 

 

 

2.2.4. Rendements  

Le rendement de croissance RX/S est le rapport de la biomasse formée sur la masse de substrat 

consommé. Le rendement de conversion substrat - produit RP/S est le rapport de la masse de produit 

formé sur la masse de substrat consommé. 
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2.3. Conditions de croissance 

2.3.1. Substrats utilisés 

 

 

2.3.2. Facteurs physico-chimiques 
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L'électrode de Clark comporte une cathode en platine et 

une anode en argent plongeant dans un électrolyte. 

L'ensemble électrodes - électrolyte est séparé du milieu 

étudié par une membrane perméable au dioxygène mais 

imperméable à l'eau et aux ions. Une tension de 

polarisation d'environ 0,7 V est appliquée entre les deux 

électrodes. Le dioxygène diffusant à travers la membrane 

est réduit en eau par les électrons libérés à la cathode et le 

courant qui s'établit entre les deux électrodes est 

proportionnel à la concentration en dioxygène dans 

l'électrolyte et donc dans le milieu. Le très faible courant 

produit est amplifié et converti en une tension 

proportionnelle à la concentration en dioxygène. Toutefois, 

la concentration de l'électrolyte en dioxygène dépendant 

non seulement de la concentration du milieu mais aussi de 

sa vitesse de diffusion à travers la membrane, elle est 

influencée par les facteurs externes tels que la température, 

la pression et la concentration en sels. Ceci rend nécessaire 

une correction des mesures, effectuée automatiquement 

par certains appareils. L'étalonnage est une opération 

indispensable qui doit être répétée avant chaque série de 

mesures.  

 

Le réglage du zéro se fait en trempant l'électrode dans une 

solution de dithionite de sodium (S2O4Na 2), celle du 100 

% de saturation dans de l'eau distillée saturée en dioxygène 

dissous après un rinçage soigneux de l'électrode. 

 

2.3.3. Paramètres biochimiques et microbiologiques 
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3. Différents types de production de métabolites 

3.1. Métabolites primaires 

Les métabolites primaires sont des composés associés aux synthèses cellulaires généralement produits 

pendant la phase de croissance. 
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Les cellules accumulent rarement un précurseur biochimique particulier : la synthèse est adaptée aux 

besoins suscités par la croissance. La sélection de mutants qui ont perdu la capacité de contrôler la 

synthèse d’un produit donné permet la production en excès de ce composé. 
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3.2. Métabolites secondaires : antibiotiques 

Les métabolites secondaires sont produits habituellement après la phase de croissance : ils n’ont pas de 

relation directe avec la synthèse de matières cellulaires. 
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3.3. Bioconversions 

Différents microorganismes peuvent réaliser des modifications mineures de composés normalement 

inutilisés lors de la croissance. Les enzymes des microorganismes réalisent des réactions très spécifiques 

dans des conditions « douces », contrairement aux méthodes chimiques. Les bioconversions 

d’antibiotiques (tableau ci-dessous) et de stéroïdes sont les plus courantes. 
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