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(fin)
DEUXIEME PARTIE
Biochimie de la formation de l'arome

On ne connait pas encore avec ,certitude le mécanisme de. la
formation de I'acétylméthylcarbinol et, du diacétyle dans les
cultures de ferments producteurs 'd'~rome.

L'incertitude est d'autant plus grande que, d'une part, des
germes tres différents sont capables de produire ces substances,
d'autre part, dans certains cas, la présence de l'acide citrique .eat
indispensable et, dans d'autres cas, la formation d'acétoine se
proddit dans les milieux sucrés n'en renfermarrtpae.

peut donc supposer que l'on a affaire a plusieurs mécanismes
différents dont les deux principaux seraient les suivants

1. Formation d'acétoine a partir de l'acide citrique -(cas des
bétacoquea).

2. Formation d'acétoine a partir du lactose (cas des strep,
lactiques).

Quelle que soit I'nypothése a laquelle on s'arréte il ne faut. pas
oublier que, méme en' milieu citrique, la présence des sucres est
nécessaire. lls disparaissent plus ou moins pendant ia fermentation.
Il est légitime de penser qu'ils y prennent part et que, au moins
en partie, il y a la des étapes communes avec les fermentations
déja connues du glucose.

Or on sait que les fermentatlons des .hexoses ont un point de
départ ‘commun et une I~ngue étape initiale commune

1. Passage de la forme glucopyranose a la forme glucofuranose
(sous l'influence de I'nexokinase de Meyerhof). ta forme furanique
obtenue est tres peu stable.

__ 2. Phosphorylation du glucose sous l'influence de la cozymase
(acide adénosine triphosphorique). Il se forme des hexoses mono et
di-phosphoriques  (esters de Robison, de Harden et Young, de
Neuberg ..,). Cette phosphorylation est tout a fait générale. -

3. Rupture de l'acide -hexose.diphosphorique ‘'en deux molé.
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cules d'acides triosephosphoriques (acide dioxycétone phosphorique)
sous l'influence de la zymohexase.

4. Dismutation des deux molécules de trioses (l'une est réduite
en acide glycérophosphorique, l'autre est oxydée en acide phospho-
glycérique).

5. Décomposition de l'acide phosphoglycérique en acide phos-
phoriqueef acide pyruvique.

Jusque 1a, le mécanisme est commun a toutes les fermentations
du glucose. C'est a partir de ce point que l'on observe des diver-

-<, gences.:

Dans un groupe de fermentations, Il'acide pyruvique est décar-
boxylé par la carboxylase' et donne naissance a l'acétaldéhyde et au
gaz carbonique. -\

A l'intérieur de ce groupe, de nouvelles divergences apparaissent
alors:

Dans la fermentation alcoolique, par exemple, l'acétaldéhyde,
jouant le r6le d'accepteur d'hydrogéne, oxyde le glucose en acide
phosphoglycérique  (en présence ~de phosphates) tandis qu'elle-
méme est réduite en alcool éthylique.

Da:ns. d'autres fermentations I'aldéhyde se condense en. aldol
(aldolisation) lequel subit des oxydations, des réductions, des
hydrolyses qui permettent d'expliquer 1a& génése d'un grand
nombre de produits (acide butyrique, alcool butylique, etc.).

Or l'acétoine, le diacétyle, le butyléneglycol sont aussi des
corps en C4. 1l est difficile de concevoir que lI'on pourra les former,
s'ils prennent vraiment "leur origine dans les. sucres, sans une con-
densation des divers corps en C3résultant du clivage des glucides.
C'est pourquoi on est conduit a penser aux passages successifs
suivants: .

, Glucose (issu du lactose éventuellement) -+ acide pyruvique -+
acétaldéhyde -+ aldol.

Que se passe-t-il alors si lI'on attribue aty' substances' en C4
une origine citrique? S'agit-il d'lin mécanisme différent traduisant
des origines différentes ou, au contraire~' peut-on rapporter aux
sucres l'origine de l'acétoine ?

*
* *

1. Formation d'acétoine a partir de I'acide citrique.
Schéma de. Van Beynum (cas des bétacoques)

Pour van BevynNum, le lien étroit constaté expérimentalement
(dans Je.cas des bétacoques: Sir. citrovorus) entre l'apparition de
l'acétoine et la disparition de l'acide citrique permet de penser
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que ce dernier est la source directe a partir de laquelle I'acétyl-
méthylcarbinol ~ prend naissance.

Comment peut-on concevoir le passage de l'acide citrique a
l'acétoine ? Les stades intermédiaires acide pyruvique et acétal-
déhyde peuvent-ils é&tre envisagés?

Voici, brievement résumé, le schéma de van BeEYNUM [12] :

1. Une molécule d'acide citrique serait tout d'abord scindée
en une molécule dacide acétique, une molécule de gaz carbonique
et une molécule d'acide pyruvique:

COOR
1
COOH.CH2 - C- CH2.COOH---*C02 * CH3COOH =+ CH3COCOOH

1

OH
2. L'acide pyruvique serait ensuite décarboxylé (comme il
l'est dans plusieurs fermentations des glucides) et donnerait une
molécule de 002 et une molécule d'acétaldéhyde  sous Il'influence

d'une carboxylase:

CH3COCOOH---* C02 + CH3CHO-
3. L'acétaldéhyde formée réagirait alors de deux manieres

a) En milieu acide elle se condenserait sous linfluence d'une
carboligase pour donner une molécule d'aldol:

CH3CHO + CH3CHO~ CH3 CHOH.CH2CHO

qui s'isomériserait - en acétylméthylcarbinol CH3CHOHCOCHS3
ou encore, la' condensation de l'aldéhyde donnerait directement
I'acétaine,

CH3CHO *+ HOC.CH3---* CH3CHOH.COCH3

exactement comme il se forme du phénylacétylcarbinol quand on
introduit de l'aldéhyde ben~oique dans une fermentation alcoolique

C6H5CHO + HOC.CH3---* C6H5.CHOH.CO.CH3

b) En milieu neutre l'acétaldéhyde subirait une réaction de
Cannizzaro :une molécule s'oxyde en acide acétique, une autre est
réduite simultanément Ien alcool éthylique.

CH3CHO 0 \ ' CH3COOH

wo-=*

CH3CHO H2 CH3CHZ20H

Il convient de noter que, en milieu neutre, seule la réaction bh)
intervient, alors qu'en milieu acide les 'deux peuvent se produire.
Ce qui revient a dire que :
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En milieu neutre il se forme seulement de l'acide acétique
(et de Il'alcool).

En milieu acide” il se forme de l'acétoine, de l'acide acétique
(et de l'alcool].

Le bilan total de la fermentation serait donc le suivant:
Une molécule d'acide citrique donne naissance a
En milieu neutre:

2'mol. de C02 + 1,5 mol. d'acide acétique + 1/2 mol. d'alcool
éthylique.

En milieu acide :

2 mol. C02 + x mol.. dacétoine + (1,5 - x) mol. dacide
acétique + (0,5 - x) mol. d'alcool.

La valeur maximum de x étant 1/2 molécule d'acétoine.

Cas limite (en milieu acidej
2 mol. C02 + 0,5 d'acétoine + 1 acide acétique (sans alcool).-

Schéma. de TTan. Beynum

- -&~.~" d~~ S e AR
,e;aUk~
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Selon VAN BEYNUMIe iosage des produits de la fermentation
confirme cette théorie.

Ce schéma rend 'compte de tous les phénoménes observés dans
les cultures de bétacoques d'arome.

Il. Formation d'acétoinea partir du lactose.
(cas des Str. lactiques aromatiques)

Il est avéré que les ferments d'arome qui n'appartiennent  pas
au groupe des bétacoques (en particulier les variétés aromatiques
de Str. lactis) produisent de Il'acétoine sans décomposer l'acide
citrigue puisque le taux de celui-'ci (quand il est présent dans les
cultures) ne varie pas .

On peut; semble-t-il, faire a_ce sujet I'hypothése suivante

1. Hydrolyse du lactose (en glucose et galactose) par la lactase
de ces germes gui sont des lactiques vrais et acidifient fortement
le milieu par eux-mémes.

2. Transformation du glucose et du galactose en acide pyruvique
(en suivant le processus classique avec passage intermédiaire par
les trioses et leurs dérivés de dismutation).

3. Décarboxylation de l'acide pyruvique (au moins en partie)
en acétaldéhyde, condensation ou cannizarisation suivant le pH du
milieu, etc., comme dans le schéma de Van Beynum.

Entre les deux schémas, la différence porte sur l'origine de
l'acide pyruvique :' a partir dc l'acide citrigue dans le premier

cas, a partir du laétose dans le second.

Remarque:

Les ferments d'arome qui n'attaquent pas/l'acide citrique
sont des producteurs d'acide lactique au méme titre que les Str ..
lactiques vrais (dont ils ne sont qu'une variété).

Donc, a co6té de la formation d'acétoine, il faut expliquer Ila
formation de l'acide lactique (qui tire évidemment son origine du
lactose).

'Or dans les théories de Embden, Meyerhof..., l'acide lactique
peut étre formé par réduction de l'acide pyruvique qui, réagissant
sur l'acide glycérophosphorique, donne par dismutation entre les
deux molécules: l'acide lactique (réduction de l'acide pyruvique),
et régénération de l'acide triosephosphorique (oxydation de l'acide
glycérophosphorique)
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CH2.0.PO(OH)2 CH2.0.PO(CH)2, (acide

1 1 triosephosphorique
Acide glycéro- CHOH Cco régénéré
phosphorique . 1 qui rentre dans

CHZ20H 0] CHZ20H le cycle)

+ 11+

COOH H2 COOH

1 1
Acide pyruvique co CHOH "(acide lactique)

CH3 CH3

On aurait donc, parallélemen,t

Transformation d'une partie de l'acide pyruvique en acide
lactique ‘'(su~vant le schéma c~-dessus).

Transformation  d'une autre partie de l'acide pyruvique en acé-
toine (suivant le schéma de Van Beynum).

Le schéma d'ensemble ci-dessous rend compte des deux séries
de phénomenes:
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I1l. Critique du schéma de Van Beynum.
Idée d'un schéma nouveau (cas des bétacoques)

Si la disparition de l'acide citrique dans les cultures de béta-
coques n'est pas douteuse, ilest permis néanmoins dese demander
si cet acide est bien la cause directe de la formation d'aeétoine ou si
ce ne sont pas I~s sucres,com~e dans le ca~ des str. lactiques pro-
ducteurs d'arome, qui seraient a l'origine de Il'acétoine (l'acide
citrique jouant, par sa disparition; un rble nécessaire, mais n'étant
pas par lui-méme la substance mere). En d'autres termes, est-il
possible de relier la formati~n dacétoine a une source unique qui
serait le lactose (glucose) dans tous les cas?

" ~ VIRTANEN et ses Collaborateurs [13] cherchant a rattacher Ila
formation de l'acétoine a la fermentation du glucose ont pu montrer
que:

L Les bétaco ques d'arome ne forment pas d'acétoine a partir
du glucose seul.

3: lls en donnent si la solution glucosée est additionnée d'un
accepteur, d'hydrogene (bleu de méthylene, quinone ...).

3. Les bactéries d'arome ne forment pas d'acétoine a partir de
I'acide citriqgue seul,’ ni en présence d'un accepteur d'hydrogeéne.

4 ...Elles en donnent & partir 'de solutions contenant "du glucose et
de l'acide citrique.

Dans ces conditions, conclut vIRTANEN, les- substances aro-
matiques' se forment a partir du sucre et non a partir de l'acide
citrique. La formation a partir du sucre exige la mise en ceuvre
d'un accepteur d'hydrogene convenable qui peut étre précisément
I'acide citrique ou ses produits de décomposition dont le réle dans
ces conditions serait' toujours nécessaire, mais différent de celui
que lui attribue van BEYNUM.

Ces données importantes ont été récemment confirmées par les
recherches encore inédites de ciLis [32].

Essayons de dégager le mécanisme fermentaire qui résulterait
de ce réle particulier de l'acide citrique: -,

Dans la fermentation alcoolique du sucre ily a, avons-nous dit,
formation d'acétladéhyde ‘'qui ,?xyde le glucose en ‘jouant le,role
d'accepteur d'hydrogéne, ce qui a pour résultat de réduireTaldéhyde
en alcool, !

Dans la fermentation qui conduit a l'acétoine il y aurait oxyda-
tion d'un acidetriosepho~phorique  dérivé du-glucose.sous l'influence
d'un accepteur d'hydrogéne qui serait cette fois I'acide citrique (1),
Jlequel serait réduit en acét.oino comme nous allons le voir.

(1) Ou l'un de ses 'produits de décomposition.,’
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D'autre part la décarboxylation de l'acide pyruvique (valable
dans les deux hypothéses) ou méme d'un QOOH de l'acide citrique
(hypothese de VAN BEYNUNI) reste nécessaire, Rien ne a'oppose
donc a ce qu'on envisage la décarboxylation de 2 COOH de l'acide
citrique.

On aurait donc:

1. Décarboxylation de l'acide citrique:

COOH COOH

1 1
COOH - CH2- C- CH2- COOH--+ 2002+ CH3- C- CMS

1 1
OH OH
2. Réduction simultanée de ce corps jouant le role d'accepteur
d'hydrogene dans la fermentation .du glucose

COOH CcO

1 1
CH3- C- CH3+ H2:+ .CH3- CH- CH3+H20
1 |
OH OH
.Le corps formé n'est autre que CH3CHOH.COCH3, c'est-a-dire
I'acétoine.
Il est intéressant de noter que le corps résultant de la décar-
boxylation de l'acide-citrique  n'est autre que le dérivé hydroxylé
(en oc) de l'acide isobutyrique.

' COOH COOH
CH3- . - 1 --1
" CH- COOH ou CMS- CH -CH3 ~ CH3- C- CMS'
cH3 / - :
OH
Acide o
Acide isob~tyrique hydroxyiso butyrique

Or HANI~IERet ses collaborateurs [33] ont précisément montré,
-en étudiant la formation d'a,cétoine a partir d'~utres produits que
I'acide ‘citriqgue, que l'acide o hydroxyisobutyrique en fournissait
aisément.
COOH

\ 1
L'acide tricarballylique COOH.OH2 - CH - CH2COOH qui ne
differe du précédent (aux COOH pres) que par l'absence du groupe-
ment OH, ne conduit pas a l'a.cétoine. L'acide isobutyr ique n'en
donne pas non plus. Ce sont la des preuves 'que ce groupement OH
=~ C
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est indispensable et que 'l'acide x hydroxyisobutyrique est bien le
chemin possible de passage de l'aéide. citrique décarboxylé, a
I'acétoine.

De méme la fermentation de l'acide x hydroxyisobutyrique ne
donne pas d'acides volatils. Donc le COOR de la formule n'est pas
détaché et est impligué dans la formation de l'acétoine - ce qui
renforce encore notre hypothése dans laquelle ce COOR est réduit
pour donner le groupement cétonique de l'acétoine.

Le travail de-RAMMER constitue une co~firmation expérimen-
tale de notre hypothése. On peut donc admettre-que I'acide citrique,
jouant le role d'accepteur d'hydrogene, est, aprés décarboxylation
en acide x hydroxyisobutyrique,  réduit en acétoine.

3. Pour compléter ce schéma il convient de dire que le glucose
(ou ses trioses de décomposition) ainsi oxydé pal' lI'acide 1x hydro-
xyisobutyrique, suit le chemin habituel de la fermentation des
sucres. Il y a lieu de remarquer toutefois que I'oxydation des
acides triosephosphoriques en acide phosphoglycérique rend impos-
sible la dismutation des trioses entre eux et ne permet pas l'appa-
rition d'acide glycérophosphorique; De ce fait 'la dismutation
ultérieure de ce corps. avec l'acide pyruvique (qui résulte de la
transformation de Il'acide phosphoglycérique) rend également
impossible la formation d'acide lactique. En fait 'dans la fermenta-
tion par Str. citrovorus il ne se forme pratiguement pas d'acide
lactique:'

4: Enfin le métabolisme de l'acide pyruvique doit ici rester le
méme que dans les autres fermentations : décarboxylation en acé-
taldéhyde. Celle-ci n'a pas de possibilité ici de se réduire, c'est-a-
dire de jouer le r6le d'accepteur dhydrogéne en méme temps
gu'elle oxyderait un triose (comme dans la fermentation alcoolique)
puisque cette oxydation est déja réalisée par l'acide hydroxyiso-
butyrique. Au reste, elle subit un sort différent et se transforme
suivant la fin du schéma de VANBEYNUMnNdiqué plus haut, c'est-a-
dire: formation d'acide acétique et dalcool éthylique selon CAN-
NIZZAR(O,ou condensation en aldol et isomérisation en acétoine.
On retrouve 13, en milieu acide, la formation d'acétoine et éventuel-
lement, en oxybiose, de diacétyle. Illais ces 'substances ont ici leur
origine dans les sucres.

5. Enfin il peut arrivér que l'acétaldéhyde ne subisse aucune
modifioation.car, ainsi que-lI'a montré VIRTANEN,On en rencontre
souvent dans les cultures aromatiques (jusqu'a 80 mgr. par litre).

Le schéma d.ensemble serait, selon nous, le suivant;
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En résumé.

L'acétoine (et le diacétyle en oxybiose) a pour origine le 'glucose
(issu du lactose) ou l'acide citrique, suivant les cas.

Dans le cas des streptocoques lactiques aromatiques, I'acide
citrique est inutile et les schémas exposés plus haut rendent compte”
de la formation simultanée de l'acide lactique et des substances
aromatiques - celles-ci étant issues exclusivement des sucres.

Dans le cas des bétacoques, la présence de l'acide citrique est
indispensable comme accepteur d'hydrogéne extérieur dans le
mécanisme de la fermentation. Mais il constitue de ce fait une source
d'acétoine, par lui-méme, a cOté de la source normale que sont les
sucres comme dans le cas précédent. Le schéma que nous proposons
'ci-dessus devrait donc, selon nous; remplacer le schéma initial de
VAN BEYNUM.
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