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limiter l’évaporation en refroidissant 
les gaz de sortie.  Les conditions hydro–
dynamiques ont été maintenues grâce  
à l’utilisation de deux turbines Rushton

1. Matériel et méthodes

1.1 Bactéries et milieux 
P. acidipropionici ATCC 55737 sélectionné 
parmi 17 souches (Stowers, Cox, & 
Rodriguez, 2014). La souche a été maintenue 
à -80°C en utilisant du glycérol (20 %) 
comme cryoprotecteur. Le milieu de 
culture (PAM) a été réalisé à partir de (g/l) : 
extrait de levure (10), trypticase de soja (5), 
K2HPO4 (0,05), MnSO4 (0,05) et glucose (75). 
Les composants du milieu et la source de 
carbone ont été stérilisés séparément  
à 121°C pendant 20 minutes. 

1.2 Culture 
Les cultures souches ont été ranimées dans 
des tubes Eppendorf de 1,5 ml contenant 1 
ml de milieu PAM inoculé avec 0,8 % (v/v) 
de la souche. Cette culture s’est développée 
pendant 24 heures à 32°C. Elle a ensuite 
été transférée dans un tube Falcon de 15 
ml contenant 14 ml de milieu PAM dans 
lequel elle a poursuivi sa croissance pendant 
24 heures supplémentaires. 5 % (v/v) de 
cette culture a servi à inoculer un flacon 
de sérum de 250 ml contenant 100 ml de 
culture PAM qui s’est développée pendant 
24 heures de plus. Les cellules des flacons de 
sérum en phase semi-exponentielle ont servi 
à inoculer le fermenteur à un OD600nm initial 
de 0,3. La fermentation s’est déroulée avec 
un fermenteur BIOSTAT® A de 1 l. Le fermen
teur était équipé de sondes et de contrôleurs 
standard pour le pH, l’oxygène dissous, 
la température et l’agitation. La vitesse 
d’agitation a été maintenue à 300 tr./min. 
Le pH a été maintenu à 6.4 par une injection 
de 10 M NaOH. La température était régulée 
à 32°C via l’utilisation d’un collier chauffant 
et d’un doigt de refroidissement alimenté 
par un cryostat. Le condenseur a été réglé 
sur 20 % pour éviter l’évaporation du  
milieu. Avant l’inoculation, de l’azote  
a été injecté dans le fermenteur pendant 
15 minutes. Un débit d’azote constant a été 
maintenu à 300 ccm pendant toute la durée 
de la fermentation à l’aide d’un facteur de 
correction pour le débitmètre massique 
régulateur de 0,992. 

Introduction
Issu traditionnellement des combustibles 
fossiles, l’acide propionique (PA) est 
largement utilisé dans les industries 
agroalimentaire et pharmaceutique. Le PA 
s’emploie comme conservateur et, de plus  
en plus souvent, dans la synthèse des 
monomères. Le marché du PA a récemment 
connu une croissance et représente plus  
de 410 000 tonnes par an à un taux de 
croissance annuel stable de 3 %. Face  
aux préoccupations environnementales 
croissantes, les utilisateurs finaux se 
tournent vers des alternatives durables  
au PA, ce qui ouvre une nouvelle niche  
pour la production biologique de PA  
(Liu et al., 2012). Cette dernière répond aux 
nombreuses inquiétudes environnementales 
actuelles et représente une alternative 
écologique à la production de substances 
chimiques C3 comme le propylène, 
le propanol et le propionate de vinyle. 
Propionibacterium acidipropionici 
(P. acidipropionici) est une bactérie en forme 
de bâtonnet, anaérobie à Gram positif,  
qui produit naturellement du PA comme 
produit de fermentation principal dans le 
cycle de Wood-Werckman (Liu et al., 2012; 
Parizzi et al., 2012). Le PA est produit, 
de manière native, avec d’autres acides 
organiques comme le lactate, le succinate 
et l’acétate. 

La fermentation anaérobie de 
P. acidipropionici est sensible à des facteurs 
environnementaux, physico-chimiques 
et hydrodynamiques, notamment la 
température, le pH, l’oxygène dissous et aux 
contraintes de cisaillement. Ils doivent faire 
l’objet d’un rigoureux contrôle au cours de 
la fermentation. P. acidipropionici utilise 
un mélange complexe de nutriments pour 
fabriquer du PA de manière optimale.  
Cela engendre un métabolisme dynamique  
à chaque phase de croissance. Au cours  
de cette étude, nous avons démontré la 
robustesse du BIOSTAT® A pour la culture  
de P. acidipropionici. L’équipement a pu 
maîtriser le pH avec succès malgré la 
production élevée de PA. Les paramètres  
de contrôle du pH ont dû être ajustés afin 
d’obtenir une bonne régulation.  
Une injection constante d’azote dans le 
réacteur a garanti des conditions anaérobies.  
La régulation de température a été assurée 
grâce à un collier chauffant et un doigt  
de refroidissement alimenté par un 
cryostat. Le cryostat a aussi permis de 



1.3. Méthodes d’analyse
Un spectrophotomètre Biochrom Libra S12 UV/Vis a permis de 
mesurer la densité optique de la culture à 600 nm. Les acides 
organiques et les hydrates de carbone ont été quantifiés par 
chromatographie par exclusion ionique avec un système Agilent 
1200 HPLC et une colonne Agilent Hiplex H (300 × 7,7 mm, PL1170-
6830) avec une précolonne (SecurityGuard Carbo-H, Phenomenex 
PN: AJO-4490). Les sucres ont été soumis au contrôle par un 
détecteur à indice de réfraction (Agilent RID, G1362A) réglé sur 
une polarité positive et une température du bloc optique de 40°C, 
tandis que les acides organiques étaient régulés à 210 nm (Agilent 
MWD, G1365B). 30 µl de l’échantillon ont été injectés dans la 
colonne avec un échantillonneur automatique (Agilent HiP-ALS, 
G1367B) et la température de la colonne maintenue à 65°C [70°C] 
avec un compartiment de colonne thermostatée (Agilent TCC, 
G1316A). Il s’en est suivi une élution isocratique des analytes avec 
4 mM H2SO4 à 0,6 ml/minute pendant 26 minutes. Les chromato
grammes ont été intégrés avec ChemStation (Rev B.03.02[341]).

2. Résultats
Le P. acidipropionici produit des acides organiques, ce qui  
génère une grande variation de pH qui nécessite d’être régulé.  
La Figure 1 illustre les paramètres de contrôle dans le bioréacteur 
avec le BIOSTAT® A. Le pH a été régulé par une adjonction de  
base NaOH 10M à l’aide de la pompe péristaltique intégrée. 
Les paramètres de contrôle PID ont été ajustés sur P : 300 %,  
I : 0 % et D : 0 %. Le maintien de l’environnement anaérobie dans  
le fermenteur a exigé un apport continu en azote. La température 
et l’agitation ont aussi été régulées et surveillées. 

La Figure 2 représente les profils cinétiques de la croissance de 
P. acidipropionici. Le PA était le principal produit de fermentation 
associé à de faibles quantités d‘acide acétique et d’acide succinique. 
Comme illustré dans la figure, la croissance s’est arrêtée après 
40 heures. Toutefois, la production de PA s’est poursuivie jusqu’à la 
fin de la fermentation, qui se traduit par l’apport de NaOH jusqu’à 
la 96ième heure. 

Figure 1 : Paramètres de contrôle du BIOSTAT® au cours de la fermentation de 
P. acidipropionici. Indication du débit d’azote, de la température, du pH et du 
volume de NaOH 10 M.

(a)	 (b)

Figure 2 : Cinétique de croissance de la fermentation de P. acidipropionici dans 
un BIOSTAT® A. 

(A) Équipement BIOSTAT® A. 
(b) �Cinétique de croissance et de production.  

Densité optique : Ligne noire et ;  
Acide propionique : Ligne noire et  ;  
Glucose : Ligne noire et  ;  
Acide succinique : Ligne grise et  ;  
Acide acétique : Ligne grise et  ;  
Pyruvate : Ligne grise et .

3. Conclusion
La fermentation de P. acidipropionici pour la production de PA peut 
être réalisée dans un BIOSTAT® A. Le principal paramètre de contrôle 
était le pH qui a été régulé en modifiant les PID. Pour conclure, 
le BIOSTAT® A peut être utilisé pour cultiver les microorganismes 
anaérobies pour produire plus de 30 g/l d’acide propionique. 
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