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Résumeé

Lobjectit de cette étude consiste 4 iscler des souches de tevures locales. ayant une bonne
croissance sur le lactosérum. en vue de la production de protéines dorganismes unicellulaires
(P.O.U).

Lisolement et Uidentification de dix souches de levures différentes. 4 partir de produits
lditiers. nous a permis de mettre en évidence o presence de levures appartenant aux genres
Candida. Kluyveromyces ¢ Schizosaccharomyces.

La culture des levures isolées sur un milieu de culture synthéiique riche en lactose conduit i
a sélection d'une levure Kluyveromyces fragilis performante. adaptée a la production de -
homasse ou de P.O.U.

De-plus. d7aprés les résultats obdenu. Pepuration totale du lactosérum en cultures continues ef
discontinues i 6té réulisée.

Abstract

The aim of this study was an isolation of a local strains of yeasts for production feed yeast or
a single cell protein ( S.C.P ) from cheese whey.
4

We have isoleted ten strains of veasts trom dairy products and identified three diferents
genus: Candida, Kluyveromyces and Schizosaccharomyces.

A culture of these veasts on synthetical  medium contains only lactose. was showed i best
ability and performance of Kiuyveromyces fragilis (o use lactose and to convert it to S.C.P.
Mareo pollition reduction of  cheese Pev o through yeats ( Kluyveromyces fragilis )
fermentation was obtained in continous :ind hatch cultures.
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1- INTRODUCTION

De grandes quantités de sous produits de I'industrie agro-alimentaire sont rejetés en Algérie
dans la nature et constituent dans la plupart des cas des facteurs sévéres de pollution. Parmi
les industries polluantes, nous nous sommes intéressés a !'industrie laitiere. Comme par
exemple, la laiterie O R.L.A.C de Boudouaou qui pour la production fromageére rejette
quotidiennement 6000 litres / jour de lactosérum, soit pour chaque kilogramme de fromage
produit, un résidu de 4 a 12 kg de lactosérum est rejeté.

De par la richesse de sa composition biochimique, le lactosérum constitue un excellent milieu
de culture pour les micro-organismes, ce qui fait de lui un facteur de pollution redoutable
(Agnes -1986 ). En effet, la demande biologigue en oxygéne d’un litre de sérum varie de 30 &
40 g d’oxygéne et peut méme atteindre 60 g ( Ghaly et Singh -1989 ). Enfin, sa charge en
germes pathogénes constitue un danger permanent pour la santé des citoyens (Rosner -1982).

Neanmoins, le lactosérum peut étre considéré comme produit noble et utilisé soit a |’ état brut
soit a 1’état fractionné. Il peut étre incorporé dans les aliments destinés & 'homme comme
substitut du lait maternel, dans les boissons ( Crippen et Jeon-1983 ), parfois incorporé dans
les produits laitiers {Alais -1985 ), dans les pates alimentaires ( Towler -1982 ), en pitisserie
et biscuiterie ( Mann -1984 }, en panification ( De La Gueriviere -1981) ( a ) en charcuterie
( Pinel -1981 ). Enfin, les hydrolysats de protéines et les immunoglobulines sont utilisés dans
I’industrie pharmaceutique (Roger -1981 ). Par ailleurs, la transformation des constituants du
sérum en acide lactique ou en riboflavine constitue, aujourd’ hui, un marché limité par rapport
a la production d’éthanol par Saccharomyces fragilis.

1l est utile de noter que le lactosérum entre dans la composition des rations alimentaires de
nombreux animaux d’élevage et du cheptel laitier en particulier ( Remond et Coulon 1986 ).

Pour valoriser ces tonnages €levés de lactosérum, la production par fermentation de protéines
d’organismes unicellulaires ( POU ) pourrait constituer une voie attractive parmi tend
d’autres.

Du moment que la production de protéines est insuffisante en Algérie, On a de plus en plus
recours a I'importation. Dans le domaine de I’alimentation animale de grandes quantités de
tourteaux de soja sont importées tous les ans. Ces derniéres constituent une source de
protéines évaluée a 53 % de maticre azotée a incorporer dans I’alimentation du bétail.
Environ 22 000 Tonnes de tourteaux de soja ont €t¢ importées en 1996, Ce qui représente
I’équivalent de 65 Millions de dollars et ce chiffre progresse malheureusement d’une année a
une autre .

Il est important de signaler qu’actuellement les levures sont de plus en plus employées
comme appoint protéique, Sur un autre plan, les souches utilisées pour la production de
biomasse (levures boulangéres ) qui sont importées représentent un autre handicap dans la
mesure ou les pays fournisseurs unposent des rendements de production en corrélation avec
les caractéristiques des souches de ievures.



11 nous semble par conséquent utile de rechercher des souches locales susceptibles de donner
des rendements élevés.

De nombreuses études ont été consacrées a la recherche de nouvelles souches de levures plus
performantes et capables de transformer le lactose ( principal sucre présent dans le
lactosérum) en biomasse.

Pour la transformation du lactose, les levures doivent dégrader complétement et rapidement le
disaccharide et le convertir en biomasse par voie aérobie pour !"obtention de rendements
élevés. ‘

Dans cette perspective, un grand nombre de travaux ont été menés (Vananuvat et Kinsella -
1975, Moulin et al. -1981, Kallel et al., 1991 et Castrillo et al., -1996). Parmi ces travaux,
certains ont été conduit en partie par addition de nutriments coditeux pour ’optimisation de
milteux de culture. '

Les souches de levures utilisées ont le plus souvent comme biotope naturel le lait ou les
produits laitiers ( Hellal -1983 ). Elles appartiennent a différentes espéces et la souche
Kluyveromyces fragilis est la plus représentative ( Vrignaud -1971). De nombreux travaux
lui sont consacrés dans le but d’optimiser ses conditions de culture (Wasserman et al., 1958;
1960; 1961, Vananuvat et Kinsella -1975, Moulin et al.,-1981, Sandhu et Waraich -1983,
Kallel et al., -1991 ).

D’autres levures sont, aussi, capables de croitre sur le lactosérum telle que Kluyveromyces
lactis et kluyveromyces marxianus ( Ladet et al., -1972 ), Candida lipolytica ( Foda -1976
), Candida utilis, Debaromyces hansenii { Foda -1976 ), Candida intermidia ( Bayer et
Meyrath -1979, 1983 ), Candida curvata ( Bassila -1980 ) et Trichosporon cutaneum
(Osovik et al,. 1975) et peuvent toutes produire de la biomasse.

A cet effet, nous nous sommes proposés d’abord:

o d’isoler et d’identifier des souches de levures locales a partir de divers produits laitiers,

e d’étudier leur comportement vis-a-vis du lactose. Et enfin, les cultiver sur le lactosérum
pour une meilleure valorisation de ce sous produit.

Pour cela, il est indispensable que les souches de levures sélectionnées.répondent aux critéres
universellement utilisés a savoir: qu’elles soient aérobies, mésophiles, acidotolérantes et sans
exigences nutritionnelles.
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CHAPITRE I: ETUDE BIBLIOGRAFHIQUE

1. Caractéristiques des levures

Les levures sont des champignons microscopiques et se présentent sous forme unicellulaire au
moins 4 un stade de leur cycle biologique. Les cellules sont généralement ovoides et leur
taille varie de quelques microns a 30 microns. Elles sont Jargement distribuées dans la nature.
Elles sont saprophytes ou parasites et parfois pathogénes.

Les levures se différencient des bactéries par leur structure cellulaire. Elles font partie du
régne des eucaryotes. Ce sont des cellules immobiles, de forme variable ( ovoides,
cylindrique, triangulaires ) (Davenport -1980 ).

Leur cytoplasme contient les organites habituels des organismes végétaux supérieurs non
photosynthétiques. A savoir, des mitochondries, un appareil de Golgi, un réticulum
endoplasmique, des ribosomes, des vacuoles et des granules de réserves. Le noyau est limité
par une membrane nucléaire et contient des chromosomes dont le nombre varie suivant-les
espéces. La cellule est protégée par une paroi rigide, de nature essentiellement
polysaccharidique ( Fig. 1 ).

2. Cycle biologique des levures

Les levures ont deux modes de reproduction. Une reproduction végétative mitotique, qui se
fait par bourgeonnement ou par scissiparité et une reproduction sexuée méiotique qui se fait
au moyen des spores.

2. 1. Reproduction Asexuée

Elle se fait soit par scissiparité soit par bourgeonnement. La premiére tmplique la duplication
des cellules végétatives par formation d'une cloison transversale qui divise les cellules en
deux parties égales.

Quand les cellules restent accolées, apres plusieurs divisions, elles forment un vrai mycelium.
Ce mode de division est une caractéristique typique des Schizosaccharomycoideae
(Verachtert et De Mot -1990 ).
4

La reproduction par bourgeonnement debute par la formation d’une petite invagination a un
point de la surface de la cellule mére. Sa taille reste constante, pendant que le bourgeon
augmente en taille pour se détacher et donner une nouvelle cellule en fin de reproduction.
Cependant, les cellules peuvent rester accolées et donner naissance a un pseudomycélium.

Le bourgeonnement peut éitre multilatéral chez le genre Saccharomyces, bipolaire chez les
genres appartenant 3 la famille des Nadsonicideae et comme il peut étre ou monopolaire.
Chez le genre Trichosporon, la reproduction asexuée se fait au méme temps par
bourgeonnement et scissiparité (Verachtert et De Mot -1990 ).



2. 2. Reproduction sexuée

La reproduction sexuée n’existe pas toujours. La plupart des levures qui se multiplient par la

voie sexuée sont des Ascomycétes. En général, deux cellules haploides copulent et donnent un
zygote par {’intermédiaire ou non d’une lignée diploide.
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Fig. 1: Structure de la cellule de la levure de boulangerie,
Saccharomyces cerevisiae ( Scriban -1993 ).
P: paroi; Pl: membrane plasmique; Pi: invagination; rs: ribosome; ps: polysome ER: réticulum
endoplasmique; G: appareil de Golgi; L: granule lipidique; N: noyau ; Nu: nucléole; M:
mitochondrie; Nm: membrane nucléaire; V: vacuole S VP

Le zygote évolue en asque contenant les ascospores au moyen d’une division méiotique. Par
ailleurs, la taille, la position, la forme et le nombre des ascospores varient d’'une espéce a
’autre. Il peut y avoir entre 2 et 16 ascospores ( Verachtert et De Mot -1990 ).



3. Classification des levures

Actuellement, la classification des levures la plus reconnue et la plus utilisée est celle
proposée par Lodder (1971). Cependant, plusieurs auteurs ont proposé d’autres méthodes
d’identification et de classification faisant appel aux tests biologiques. Selon le méme auteur,
les principales caractéristiques utilisées dans cette classification se basent sur des critéres
morphologiques, physiologiques et pour une moindre part, génétique. La notion d’espéce est
basée sur les similitudes de caractéres entre souches. Bien que quelques variabilités soient
possibles.

Le méme auteur définie le caractére comme étant une réponse d’une levure a un test pratiqué
dans des conditions définies. Un changement de ces conditions peut provoquer une réponse
différente. 1l est donc, nécessaire de comparer les réponses a des tests effectués dans des
conditions identiques d’inoculation, de composition du milieu de culture, des conditions
d’incubation ( temps, température, aérobiose ou anaérobiose ) et d’évaluation du résultat.

3. 1. Critéres d’identification des levures

Dans cetie classification, les critéres d’identification retenus par Lodder (1971), sont répartis
en quatre groupes:

3. 1. 1. Les caractéristiques morphologiques des cellules végétatives

s comprennent la forme et la taille des cetlules examinées en milieu liquide et sur milieu
solide. Le mode de reproduction végétative par scissiparité ou bourgeonnement et la
formation de pseudomycelium ou de mycelium vrai.

3. 1. 2 Les caractéristiques culturales des levures

Les caractéristiques culturales consistent a définir I’aspect des cultures en milieu liquide tel
que la présence de trouble, d’un votle, ou de gaz. Sur le milieu solide, la forme, la taille et la
pigmentation de colonies sont les critéres retenus.

3. 1. 3. Les caractéristiques sexuelles des levures

Pour les levures ascosporogénes, elles comprennent le mode de formation des asques, leur
forme, le nombre et la forme des ascospores. De plus, la place de la conjugaison dans le cycle
de reproduction par rapport a la formation de l'asque est considérée comme critére
taxonomique. On parle de cycles haplophasique, diplophasique ou haplodiplophasique.

3. 1. 4. Les caractéristiques physiologiques des levures

Les principaux critéres reposent sur la fermentation de composés sucrés et I’assimilation des
composés carbonés et azotés. Divers autres caractéres peuvent étre étudiés tels que la
croissance en milieux carencés en vitamines, en milieu a pression osmotique élevée, a
température élevée, la production d’acides, de composés extra-cellulaires ou d’esters,
’hydrolyse de 'urée, le clivage des lipides, la formation de pigments, la résistance a
I’actidione et la liquéfaction de la gélatine.
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Ces critéres n'ont pas tous la méme importance. lls sont utilisés dans un ordre déterminé.
Ainsi, les caractéres morphologiques et sexuels permettent tout d’abord de répartir les levures
en quatre ordres appartenant aux trois classes de champignons supérieurs. La Figure 2 iflustre
la répartition établie par Lodder ( 1971 ) et reprises par Barnett et Pankhurst (1974 ). Ces
caractéres sont utilisés dans une clé dichotomique qui permet de préciser le genre (Bouix et
Leveau -1980 ) (Fig.4).

Ainsi, les levures ascosporogénes de I'ordre des LEndomycétales font partie d’une sous classe
des Ascomycétes. Pour cet ordre, Lodder ( 1971 ) propose une classification en quatre
familles détaillée dans la Figure 3.

Par ailleurs, Barnett et Pankhurst ( 1974 ) pensent que la clé proposée par Lodder (1971 )
pour I’identification des levures peut, dans certains cas, conduire a des erreurs. lls justifient
cette thése par une autre clé d’identification tout en conservant une partie des tests décrits par
Lodder (1971). '

En effet, Pun des plus importants groupe de levures est constitué par les levures
anascosporogénes. Or, Lodder (1971) fait de la possibilité de former des ascospores un test
- trés important dans la clé de classification.

Si {a levure forme des ascospores facilement observables, I’identification sera possible. Mais
souvent, aucune ascospore n’est visible et I'interprétation est alors, difficile et variable. De
tout cela, il découle que le test de la formation des ascospores n’est pas satisfaisant, car son
interprétation peut ne pas étre exacte.

. N Y.

Pour cela, la nouvelle classification ou lafnew -keﬂde Barnett et Pankhurst (1974 )
n’applique pas le test des ascospores. Elle utilise en totalité 52 tests tous physiologiques
(Bouix et Leveau -1980 ).

Les aspects microscopiques et macroscopiques des levures, la possibilité de former des
ascospores sont seulement, utilisées comme critéres secondaires dans la procédure
d’identification. En utilisant des techniques physico-chimiques, d’autres chercheurs ont étudié
la structure biochimique des constituants celtulaires des levures.

Ils ont démontré que, ces structures varient d’une espéce a I’autre { Bouix et Leveaun -1980 ).
Cela a permis de développer des tests de classification, d’apres les propriétés des constituants
cellulaires des levures ( Beuchat et al., -1987).

Parmi ces constituants, les plus étudiés en taxonomie, sont la paroi, le cytoplasme qui
contiennent les protéines et les enzymes spécifiques, des bases puriques ( pourcentage de
guanine et cytosine ) du noyau de la souche de Saccharomyces cerevisiae. Par la suite, ce
critére sera utilisé pour la taxonomie des levures ( Bouix et Leveau -1980 ).
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— DEUTEROMYCETES

Classe Sous classe Ordre’ Familie” Genre
TAPHRINALES
HEMIASCOMYCETE DIFODASCACEAE
INDOMYCETACEAE e
— ASCOMYCETES ENDOMYCETACEAL | genre
SACCHAROMY CETACEAE 4 sous familles 13 penres
- . SPERMOPHTHORACEAE 3 penres
) —— PEZIZALES
) EUASCOMYCETES ASPERGILLALES
e TUBERALES
~ Leucasporidiym
USTILAGINALE
R — Rhodasporidium
HETERQBASIDIOMYCETE
— Bullera

Sporidinbolus

SPOROBOLOMYCETALES _ SPOROBOLOMYCETACEA

HOMOBASIDIOMYCETES

MELANCONIALES
. . b SPHAEROPSIDALES
Fig. n°2: Rang des levures dans la class.fication ues cnurpsgnons.

(*): les levures appartenant aux ordres et aux familles dont les noms sont respectivement encadrés ef soulignés.
{**): le détail dt la classification de cet ordre est donné dans la figure 3.
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t— Qosporidinm

l— Rhodotoruia

|— Schizoblustosporion
- Sterigmatomyees

|~ Tordapsis

|- Trichosporon
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Familie | Famille Il Famille I} Famille IV

Diplodascaceae Endomycétaceae Saccharomycetaceae Spermophthoraceae

Fremascus Spermophlhera
Erctotheciusn
Crebrothecium
Ashbva
Nematospora
Metschnikovia

Endomyees
Endomycopsis

Sous-famille Sous-famille 11 Sous-famille I11 Sous-famille IV
% Schizesaccharomycoideae Nadsenigidvae Saccharomycoideae ' . Ligomyeetoidede -
i S(:hiznmcclmfﬁmvce: Nadsonia Saccharomyces " Lipomyces
: Saccharomyeodes Kinyveromyces
Hansemniaspora Lodderomyces
f’\ Wickeramia Hingea
Lndomyeopsis
Lichia
Hansenula

Pachysolen
Citeromyces
Delraryomyces
Selvvanmiomyces.
Dekkera,
Saccharomy capsis.

Fig. 3: Classification des Endomycétales (Lodder -1971 ).
3. 2. Méthodes conventionnelles d’identification des levures

Dans les laboratoires de recherche, les méthodes conventionnelles utilisées pour
I’identification des levures peuvent étre réalisées, selon deux écoles:

- L’école anglaise qui tient compte essentiellement des aptitudes biochimiques, de
fermentation et d’assimilation des sucres ou d’autres substrats et de quelques caractéres
physiologiques (croissance a 37°C, croissance en I’absence de vitamines...).

Dans ce cas, I'identification de Barnett et Pankhurst ( 1974 ) est appliquée. De ce fait, des
tests en kit sont actuellement commercialisés et largement utilisés pour 'identification des
levures rencontrées dans le secteur médical { Verachtert et De Mot -1990 ).

- L école hollandaise considére 1’aspect des cultures en milieu liquide et solide, la forme, Ia
taille des cellules, I’aptitude ou non a la formation de filaments myceliens ou d’ascospores, la
forme et le nombre des ascospores, de la fermentation et I’assimilation des sucres et de divers
COmMpOSEs.

L’1dentification est alors réalisée, selon la clé proposée par Lodder (1971 ). Cette méthode
est appliquée pour I'identification des levures rencontrées dans tous les domaines méme celui
de I’agro-alimentaire ( Bouix et Leveau -1980 ).
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Fig. 4: Clé dichotomique simplifiée conduisant aux principaux genres de
fevures ( Bouix et Leveait 1980).

4. Etude du métabolisme des jevures

Les levures sont des hétérotrophes a métabolisme exclusivement oxydatif ou bien a
meétabolisme mixte oxydatif et fermentaire. Elles sont aérobies et celles qui possédent, un
métabolisme fermentaire ne peuvent se développer en anaérobiose stricte qu’en présence
d’ergosterol et d’acide oléique (Nagashima -1990 ). Les levures sont en général acidophiles.
Leur pH optimum de croissance se situe entre 3.5 - 6.5. Mais certaines espéces peuvent se
développer dans des milieux trés acides et dont le pH peut atteindre la valeur de 1.5.
m
-9



L’exemple de Saccharemyces baillir et Saccharomyces cerevisiae ( Guiraud et Galzy -
1980). Saccharomyces telluris croit dans un intervalle de pH compris entre 0,9- 1,1 (
Davenport -1980).

L influence de la température sur les levures a é1é étudiée par de nombreux chercheurs. Les
resultats obtenus ont montré que la température optimale de croissance est variable et elle est
fonction des espéces. Seulement, la plupart des levures se développent a 30°C. D’autres sont
thermophiles avec une température minimale de développement de 30°C; ou psychrophiles
dont [a température optimale est de 10°C pour le genre Candida curiosa (Davenport - 1980).

Les levures assimilent de nombreux substrats carbonés par la voie oxydative (glycolyse) du
cycle de Krebs et de la chaine respiratoire génératrice d’ ATP, conduisant A ta formation de
dioxyde de carbone ( CO; ) et d’eau ( H,O ). La voie fermentaire stricte qui n’existe que
chez certaines espéces, conduit & la formation d’ethanol et de CO, en empruntant la voie
d’Embden -Meyeroff. Seulement, Ia production d’énergie est trés faible. Par contre, chez les
levures dotées a la fois d’un métabolisme oxydatif et fermentaire, on observe des possibilités
d’autorégulation qui s’exercent en fonction des conditions d’aération du milieu et de sa
richesse en sucre ( Guiraud et Galzy -1980 ).

En effet, les travaux de Bourgoies et Leveau ( 1980 ) sur l'influence de la concentration en
glucose sur le développement des levures ont révélé qu’a la concentration de 5 % en glucose
le métabolisme est fermentaire quel que soit le degré d’aération.

Ce phénoméne est di a l'effet glucose ou effet Crabtree. Par ailleurs, avec une faible
concentration en glucose, I'activité fermentaire diminue fortement en présence d’oxygéne:
C’est I’ effet Pasteur.

5. Le lactosérum
5. 1. Définition et composition du lactosérum

En 1980, Boudier et Luquet ont définit le lactosérum comme étant un sous produit de la
transformation du lait en fromage, en caséines ou en dérivés de caséine. On peut le définir
comme étant du fait exempt de caséine, aprés coagulation. Il est de couleur jaune verdatre et
contenant de I’eau et toutes les substances solubles: le lactose, les protéines solubles, les sels
minéraux, les vitamines et de la matiére grasse a 1’état de traces.

i

Selon le méme auteur, on rencontre deux types de lactosérums. Les lactosérums obtenus par
coagulation du lait par la présure, et provenant de la fabrication des fromages a pétes pressées
cuites et certains fromages a pates molles, ( Iacidité est inférieure 4 18°D ). On les appelle les
lactosérums doux.

Les lactosérums obtenus par coagulation lactique et provenant soit de la fabrication des
fromages de types pates fraiches et pates molles, ou de la fabrication de caséines lactiques et
acides, { I’acidité est supérieure & 18°D ) sont les lactosérums acides. Selon Boudier et
Luquet (1980), la composition biochimique du lactosérum varie, selon son origine. Les
plages de variations sont regroupées dans le Tableau 1.
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Tableau 1: Compaosition biochimique du lactosérum, ( Boudier et Luquet -1980 ).

Matiercsiche tofale, _ [S0265 g /
Lactose. . . 392480 /

Atide lactique , Hosa3en /
Co ‘ - ' - 65% de maticre azotée protéique:
- Globuline 10 %
- Albumine 80 %
Lactoglobutine 53 %
Lactalbumine 20 %

. Sérumalbumine 5%
Matidre azotée - . 6348 g/ - Protéose Peptone 10 %
I S ' - 35% de wmatiére azotée non
protéique

- Azote uréique ou ammoniacal
- Acides aminés libres
- Nucléotides.

Sels minéray . - - - 346 g/ Ca’ " Na K, P, Cl,Mn"  Fe’, S

3 b

Dans cette composition, sont retrouves les vitamines tels que la riboflavine (B,) qui donne la
couleur jaune au factosérum en se fixant au lactose dissous, la thiamine (B,), la pyridoxine
(B¢), Vacide nicotinique (Bs), la cyanocobalamine (B,,), 'acide pantothénique, ['acide
folique, la biotine , la vitamine A et la vitamine C.

5. 2. Le lactosérum substrat de fermentation

Dans les pays développés, le lactosérum issu de la production fromagére est récupéré.
Ensuite, il subit un trattement technologique par ultrafiltration, par osmose inverse ou par
thermocoagulation.

Le fractionnement engendre deux produits d’une grande valeur nutritionnelle. Les
lactoprotéines et un jus lactosé. Ce dernier est composé d’eau, de lactose, de vitamines et de
sels minéraux. Le lactose extrait du jus et obtenu a I'état cristallisé, subit une hydrolyse
chimique ou enzymatique. 1l est utilisé en diététique ou en industrie pharmaceutique ( Moulin
et al., 1977). De plus, on produit, a partir du lactose, diverses substances chimiques tels le
lactosyl, I'urée, le lactilol et le lactulose.

Par ailleurs, le jus lactosé constitue, dans certaines fermentations industrielles, un milieu de
culture de base. Il peut servir a la production de biomasse microbienne A base de levures
(procédés Bel/ Wasserman), ou a base de champignons filamenteux ( procédés Caliqua /
Sireb) ( Fleury et Henriet -1977 ). De plus, il est utilisé pour la production de métabolites
comme les alcools industriels (Mahmoud et Kosikowski 1982, Gourseaud -1986 ),
I’acétone, le butanol { Welsh -1984), le méthane (Camilleri et al., 1986, Kisaalita et al.,-
1987 ), ’acide lactique et 1a matiére grasse ( Moon et al.,-1977) Moon et Hammond (1978).

Le jactosérum est incorporé dans les substrats de fermentation pour la production de
vitamines telles que la cobalamine ( B, ) (Marwaha et Kennedy -1983 ) et la riboflavine
(B, ) (Jostrom et Hakansson -1953 ).
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Des enzymes telles que la § galactosidase, les cellulases, les amylases et les protéases sont
également produits par voie microbienne, par I'utilisation du lactosérum comme milieu de
culture (Boudier et Luquet 1980).

5. 3. Utilisation du lactosérum pour la production de levures

C’est grice aux travaux de Keiling qu’il a été mis en évidence que, certaines espéces de
levures possédaient la propriété d’assimiler le lactose ou le disaccharide de D. galactose p(1-
4) D glucose (Fig. 5 ). C’est un glucide massivement présent dans le lait et les sous produits
de fromageries (De La Gueriviere -1981 ) ( b).

!

[Milieu extracellulaire]

Lactose
Permméase membranaire

1

[Milieu intracellulaire | S Calaciosidase

Membrane cellulair

[ Gatactose | | Glucose | —us

Galactokinase l<
alactose-1-P

| Uridpl-transférase | ————»

UDP-C Glycolyse

[ UDP gat + Glucoese 1-P ]

Epiniérase | ——» 1

—— | Métabolisme du glucose

UDP -G: Uridine diphosphoglucose

UDP-gal: Uridine diphosphogalactose

Fig. 5: Le métabolisme du lactose chez Kluyveromyces fragilis ( Galzy et Guirand -198(¢)

Cette découverte constitue un atout déterminant pour les chercheurs de I’industrie fromagére
dans leur démarche prospective en vue de valoriser le petit lait ou le lactosérum ( De La
Gueriviere -1981) ( b).
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De toutes les fermentations qui utilisent comme substrat le lactosérum, la plus intéressante et
la plus éiudiée ces derniéres années, est celle relative a la production de protéines
d’organismes unicellulaires POU, généralement, utitisés en alimentation humaine et animale
(De La Gueriviere -1981) (a).

5. 3. 1. Production industrielle de levures lactiques

Les procédés industriels de production de levures, a partir de lactosérum, sont divers. On peut
citer le-graegdé ( Boudier et Luquet 1980 ), ie Procédé Kiel et de Vienne ( Agnes -1986 ), le
Procédé Wasserman, le Procédé Compal ( Bargain -1993 ), et le procéde Bel qui sera détaillé
ultérieurement.

5. 3. 2. Production de levures lactiques par le procéde Bel

La sociéts’frangaise Bel, en déposant le brevet n® 1.128 063 le 22 Aofit 1956, a été parmi les
premiéres a mettre en oeuvre une production industrielle de levures & partir du lactosérum
(De La Gueriviere -1981) (b).

Trois unités fonctionnent actuellement a Vendome Sablé sur Sarthe installée en 1977 et Saint
Brice, traitant 300 000 litres de lactosérum par jour et produisant 8000 tonnes de levures
séches par an (Agnes -1986 ). Le procédé comprend I’étape de fermentation, la purification
par centrifugation - lavage, de concentration avec flash plasmolyse et de séchage (Fig. 6 et 7).

Les substrats utilisés sont des lactosérums déproteinés par ultrafiltration, originaires des
fromageries ou de caséineries, dilués jusqu’a 30 g/l en lactose. La fermentation se déroule en
conditions non aseptiques a pH 3 4 34°C et en réacteur continu aéré, monoétage de type airlift
( Euzen -1980 ).

Les levures lactiques cultivées sont Kluyveromyces fragilis qui se développe uniquement sur
le lactose utilisée a 80 %. L. autre levure cultivée est kluypveromyces lactis utilisée 4 20 % et
qui croit sur le lactose et ’acide lactique. Ces souches sont en équilibre et adaptées au milieu
industriel. Ce qui se traduit par des taux de croissance beaucoup plus importants que ceux des
souches de collection.

Mais aussi par une étroite dépendance vis-a-vis.des conditions de culture, le rendement en
biomasse est de 55 %. Le moiit de fermentation est soutiré en continu, puis concentré et
purifié par centrifugation en deux étapes avec un lavage intermédiaire.

La créme de levure, ainsi obtenue, subit une thermolyse avant d’étre concentrée et séchée. La
thermolyse permet de régulariser la qualité bactériologique du produit, de détruire les lipases.
Ce qui permet, ainsi, une meilleure conservation et d’améliorer la digestibilité du produit
(Boudier et Luguet -1980). En effet, le coefficient d’utilisation digestive { C.U.D ) atteint 94
% pour I’azote et 92% pour les calories ( Bel Industries -1997 ).

13



Antimousse ;

Nl

Créme de levure

Effluent

Oligo-éléments —-l 1 4

l L1

Fig. 6: Dispositif de la fermentation et de la concentration de la levure lactique

(Trystram, 1991 ), (1): Bac de stockage; (2): Bac du subsrtat carboné: (3): Séparateur-
centrifuge; (4): Bac mélangeur; (5): fermenteur.

Plasmolyse

Créme de levure

Concentration .

Plasmolyse Séchage spray

Levure paillettes Levure poudre

Fig. 7: Diagramme de fabrication de la levure ( Tr_vslmm. etal, -1991).
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Le conditionnement de la levure se fait sous la forme de poudre fine séchée en Spray ou en
paillettes séchées sur rouleaux ( Trystram et al.,-1991).

Conduit, dans des conditions rigoureusement contrdlées, le processus du procédé Bel permet
d’obtenir des levures aliments de haute qualité nutritive.

5. 3. 3. Aspect réglementaire de l'utilisation de la levure lactique

Avant d’envisager les différentes applications présentes ou prévisibles de la levure lactique en
alimentation, tl est important de bien la situer sur le plan réglementaire.

Pour étre classer dans les levures aliments, il fallait qu’elles répondent strictement aux critéres
prévus par I’avis du Parlement Européen publié au 1.0 du 8 Janvier 1979 { De La Gueriviere
-1981) (b).

1. 11 est tout d’abord stipulé que les levures aliments doivent avoir perdu leur pouvoir
fermentaire par des traitements appropriés. Elles ne doivent, en sus, n"avoir subi ni extraction,
ni ajout. La description sommaire du mode de production a montré que tel est bien le cas.

2. Toute levure aliment destinée & I’homme doit renfermer au minimum 49 % de protéines.
La Jevure lactique en contient entre 50 et 52 % ( Tableau 2 ) ( De La Gueriviere -1981 ) (c).

Tableau2: Composition globale moyenne en (g/100g) de la levure lactique
( De La Gueriviere -1981)(h).

‘Humidité - . " . 4,5
Maticres protérqi‘tes (Nx6 25) (rfontARN +AI)N 4, ) , 50,0
rlticidés” e T _ . 30,3
]slfndes e T _"' Loyl ' e 6,0
Mipéraug, " 2 v 8,1
Choline, o - i T 3 7.5
‘Glutathion . L . . 0,5
Vitamine groupeB L o , 0,07

5. 3. 4. Composition biochimique de la levure lactique
Quelle que soit I'espéce a laquelle elles appartiennent, la richesse des levures lactiques en
substances carbonées, azotées, minérales et vitaminiques n’est pas négligeable et elle est 4 la
base de leur grande valeur nutritionnelle.

5. 3. 4. 1. Protéines et acides aminés

Les protéines, €léments principaux ( 48 a 52 % ) sont trés proches des protéines par la
répartition des acides aminés comme le montre le Tableau 3.
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Tableau 3: Principaux acides aminés en gramme pour 100g d'azote de la levure lactique
(Bel industries -1997 ).

Lysine 7,35
Méthionine 1.35
Cystine 1,20
Tryptophane 1,05
Valine 5,25
Leucine 7.20
Isoleucine 455
Histidine 1.90
Thréonine 515
Phenylalanine 4.20
Acide aspartique 8,70
Proline ' 4,30
Glycine 4,30
Tyrosine 3.60
Arginine 4,80
Alanine 3.50

5. 3. 4. 2. Glucides

Les glucides représentent en moyenne 27,5 a 32,5 % des constituants des levures. La
composition moyenne est donnée dans le Tableau 4 (en %), ( Bel Industries -1997).

Tableau 4: Compaosition moyenne en glucides en { % ) de la levure lactique
( Bel industries 1997)

Glucose, fructose, galactose 0.25

Mesoinositol 0.05
Glvcogéne 5
Galactomannarne G
Glucogalactane 14
Glucomannane 5

On remarque la présence du mésoinositol parmi les composants, ¢’est un facteur important de
protection de la cellule hépatique dont I’action s’ajoute a celle de la choline.

En étant composés de molécules de glucose et de galactose, ces polysaccharides sont
digestibles a 80 % environ. Par la progressivité de leur absorption par Porganisme, ces
glucides particuliers sont bien supportés par les diabétiques.

5.3.4. 3. Les lipides
Les matiéres grasses des levures lactiques représentent 3 4 7,5 % des constituants de la levure

lactique comme le montre le Tableau 5. l.a composition de cette matiére grasse est tres
proche de celle du lait. o
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Elle a une teneur élevée en acides gras polyinsaturés dont I’importance biologique n’est plus &
démontrer pour la formation du systéme nerveux central et des phaneéres.

Tableau 5: Répartition des acides gras en mg pour 100g de la levure lactiqgue
( Bel Industries -1997 ).

s ACdes g ot e L e Valeurs Fopenneés exkepdit d chand
Acide butyrique Cy 10
Acide laurique C,; 5
Acide myristique Cyq 30
Acide pentadecanoique Cys 20

Acide palmitique C g 575
Acide palmito-oléique C 4 : 180
Acide heptadécanoique Cy 50

Acide stéarique C13 35
Acide oleique Cg 985

Acide linoléique C™" g 705

Acide linolénique C "5 250
Acide arachidonique Cyy 5

5. 3. 4. 4. Vitamines

Elles sont représentées par le groupe B complet et par la vitamine C. Il est trés important de
savoir que ces vitamines, dans le contexte naturel, s’oxydent beaucoup moins que la plupart
des vitamines d’extraction ou de synthése et conservent ainsi beaucoup plus longtemps leur
efficacité ( Tableau 6 ).

Tableau 6: Répartition des vitamines en mg pour 100g de levures lactique

( Bel Industrie 1997 }.
Thiamine (B,) Lo a 15
Riboflavine (B,) 25 a 50
Acide Pantothenique (B5) 8.0 a 150
Pyridoxine (Bg) 08 a 12
Biotine (Bg) ‘ 004 & 009
Cyanocobalamine (B;;) 000054 00015
Nicotinamide (I'P) 35 4 45
Acide Folique - 1,80 a 250
Acide ascorbique (C) 20 a 30
Tocophérol (1) 25 a 45

5. 3. 4. 5. les minéraux

La levure lactique est peu minéralisée, entre 6,5 et 8,5 en moyenne. Ces matiéres minérales
fixées par la cellule sont assimilables et comprennent une partie importante d’oligo-éléments
indispensables 4 I’activité enzymatique et a ’efficacité des vitamines. lls comprennent, a titre
indicatif les concentrations suivantes ( Tableau 7 )} exprimé par (g/100g) de levure (Bel
Industries -1997 ).
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Tableau 7: Principaux minéraux en (g!100g) de la levure lactique.

Calcium (Ca’’) 0.15a0,20
Phosphore (P°°) 1.7a 22
Sodium (Na'} 0.1a025
Potassium (K') 2,2¢ 245
Magnésium (Mg ) 0.1a0ls

La composition détaillée en oligo-éléments el en métaux lourds est représentée dans le
Tableau 8. Ce bref examen des constituants de la levure lactique met en évidence la valeur
biologique de ce produit et I'intérét qu’il représente pour I’alimentation humaine et animale.

Tableau 8.: Composition moyenne en oligo-éléments ( en ppm )
( Bel-Industries -1997).

T OhgedEments: [T Concanrafion .. L.
Fer (Te) o0
Manganése (Mn) 0,5
Cuivre (Cu) 25
Cobalt (Co) 0,5
Zinc(Zn) 45
Molybdeéne (Mo) 0.3
Nickel (Ni) .5
Titane (T7) 0,40
Aluminium (Al) 07
Chrome (Cr) 0.5
Rubidium (Rb) 0,5
Lithivm (Li) 0.3
Baryum (Ba) 0,008
Sélénium (Se) 0,02
op Métauxdobirds. -
Plomb (Pb) infa 0,4
Arsenic (As) infal
Ftain (Sn) infa 0.8
Cadmium (Cd) infa 0l
Mercure (Hg) - infa 0,01

5. 3. 5. Utilisation de la levure lactique

La levure lactique utilisée a des fins alimentaires doit répondre a des normes rigoureuses en

matiére de composition biochimique et chimique. Sa qualité bactériologique doit étre auss
prise en considération ( Biroulaud -1971).

i
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5. 3. 5. 1. En alimentation humaine

Avant de généraliser son utilisation, des expériences sur I'homme ont montré que le taux de
digestibilité de 1a levure lactique était de 1’ ordre de 80 - 90 % (De La Gueriviere -1981) { ¢).
Sa capacité de rétention d’eau et son pouvoir liant et cohéstf remarquables explique sa large
commercialisation sous forme de comprimés ou de granulés notamment en pharmacie et dans
la confection des miellés charcutiéres en industrie alimentaire ( Agnes -1986).

Elle est utilisée en alimentation infantile et en panification; sa richesse en acide glutamique
fui confeére un rdle d’extenteur et de fixateur d’ardme ( De La Gueriviere -1981 ) (c).

La levure-aliment est utilisée comme complément protéique. En effet, dans les pays souffrant
de 1a faim, tous les essais ont été couronnés de succés tant sur le plan de I’acceptabilité que
des résultats nutritionnels ( Bironlaud et Vrignaud -1982 ) II a ét€é montré qu'une
consommation journaliére de 20 g de levure par enfant et de 30 g par adulte suffit de contrer
les maux dont souffrent les populations mal nourries ( De La Gueriviere -1981) (¢). .

5. 3. 5. 2. En alimentation animale

Connaissant sa richesse vitaminique et protéique, la lfevure lactique est largement utilisée en
alimentation animale.

En effet, elle peut étre incorporée a un taux de 6 a 8 % dans les formules nutritionnelles de
veaux de boucherie. Ce qui permet de remplacer 12 a 15 % de lait écréme chez le veau
d’élevage. Le taux d’incorporation peut atteindre 20 %. L’équilibre en glucide est assuré
grice & un apport de poudre de lactosérum (Biroulaud et Vrignaud -1971 ).

Le potentiel d’application de la levure lactique s’est élargt aux animaux familiers, et plus
récemment en aquariophilie, pisciculture et aguaculture ( De La Gueriviere -1981 ) (c).
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CHAPITRE Ill: MATERIELS et METHODES

1. Isolement et identification de levures locales
1. 1. Matériel biologique

Les souches de levure étudiées sont isolées a partir de divers produits laitiers commercialisés
en Algérie. 11 s’agit du lait pasteurisé, du lait de vache cru, du yaourt, du fromage a pite
molle et du fromage a pate pressée, ainsi que du lactosérum doux provenant de 'unité O. R.
L. A. C de Boudouaou -Boumerdés.

1. 2. Milieux de culture

Pour I'identification, nous avons adopté les méthodes classiques établies par Lodder (1971).
Pour cela, nous avons utilisé des milieux de culture spécifiques dont la composition est
donnée en Annexes. Il s’agit des milieux suivants:

Milieu d’enrichissement ( solide et liquide ) & base de lactose contenant des antibiotiques,
Milieu de purification contenant des antibiotiques,
Milieu Wickerham pour I'étude de la Fermentation des sucres,
Milieu auxanogramme pour |’assimilation des sucres,
Milieu pour l'assimilation des nitrates,
Milieu de croissance sur milieu solide,
Milieu de croissance sur milieu liquide,
Milieu PDA pour I’étude de P'aptitude a la filamentation,
Milieu de présporulation,
Milieux pour I'étude de la sporulation:
Milieu Fowell, milieu Mc Clary, milieu Gorodkova et la gélose a "extrait de Malt
Milieu pour I’étude de I’osmophilie,
Milieu Christensens pour I’hydrolyse de 1'urée,
Milieu Sabouraud additionné d’actidione pour I"étude de la résistance & ce composé,
Milieu pour 'hydrolyse de la gélatine.
Tous ces milieux sont stérilisés par autoclavage a 121°C pendant 15 mn.

1. 3. Milieu de conservation des souches

Les souches isolées sont conservées a + 4°C sur milieu Sabouraud gélosé, incliné dont 1a
composition est donnée en annexe. Des repiquages sont effectués, chaque mois pour
permettre aux souches de levures isolées de maintenir leur vitalité.

1. 4. Méthodes d’identification des levures

1. 4. 1. Isolement et purification

Les levures sont isolées par une technique d’enrichissement et de purification sur les milieux
liquides et solides. Afin d’inhiber la croissance des bactéries, ces milieux sont rendus sélectifs
par addition d’un antibiotique ( I’oxytétracycline ). La procédure détaillée de I’isolement et
de la purification des levures est donné dans la Figure 8.
L ]
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5 ml du milieu d’enrichissement E, + 5 ml 5 ml du milieu E; + 5 ml 5 ml de la solution B + 5 m! du
d’une suspension d’échantillon de solution A ' mitieu E,.
de produit laijier.

v
y

Incubation 24 h a 28°C

Solution B Solution C

Solution A

v

)

Milicu d’enrichissement E,

Q Q ‘ O Milieu de purification I,

10! 102 ' 107 10

— i 5 2R°
Milicu de purification P, @ Incubation 24 h a 28°C

Les dilutions

Geélose Sabouraud

Vi —

Incubation 24 h 4 28°C

Conservation 4 4°C sur gélosc
Sabouraud + antibiotique

Fig. 8: Isolement et purification des levures ( Moukil -1988 ).

1. 5. Etude des caractéristiques culturales
11 s’agit d’examiner I'aspect des cultures en milieu liquide et solide, apres une incubation de 3
jours a 28°C.

1. 5. 1. Test de croissance sur milieu liquide

Les cultures sont effectuées dans des tubes a essai contenant 10 il de milieu de culture
liquide. Ces derniers sont ensemencés, puis incubés pendant 3 jours & 28°C. L’ observation de
la culture permet de déceler la présence de pellicules, d’un anneau, de sédiments ou de la
formation d’un voile & la surface du milieu. Aprés examen des cultures, elles sont gardées a

une température ambidnte et réexaminées une deuxiéme fois, apreés un mois de conservation.
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1. 5. 2. Test de croissance sur milieu solide

Les cultures sont effectuées sur un milieu solide en boite de Pétri. L’ensemencement se fait
par stries. La lecture nous permet d’observer la taille des colonies, leur forme ( contour het ou
irrégulier ), (convexe ou concave ), leur aspect (mat ou brillant ) et leur pigmentation.

1. 6. Etude des caractéristiques morphologiques
1. 6. 1. Etude des caractéres de Ila cellule végétative

Cette étude est effectuiée sur des préparations microscopiques (entre lame et lamelle ), & partir
de cultures obtenues sur milieu liquide ou sur milieu solide. L. examen au microscope optique
permet de distinguer la forme des cellules et leur mode de division.

1. 6. 2. Test de filamentation

L’aptitude a la filamentdtion est observée au microscope optique, a partir d’une culture
obtente sur milieu PDA. Ce milieu est fondu, puis déposé a I’aide d’une pipette sur une lame
préalablement stérilisée dans une boite de Pétri. Quand le milieu est solidifié, la culture &
examiner est ensemencée en stries. L’incubation se fait 4 22°C, pendant six jours.

-

Aprés incubation, les cultures sont examinées au microscope au faible grossissement ( G X
400 ). Cet examen microscopique permet de rechercher la présence éventuelle d'un
- psetidomycelium ou d’un vrai mycelium.

1. 7. Etude des caractéristiques sexuelles

1. 7. 1. Test de la sporulation ,
e

La forme des asques, le nombre et la disposition des ascospores sont les caractéres utilisfgs
dans I’identification des levures. Les cellules sont cultivées sur un milieu de présporulation
riche en glucose pendant 24 & 48 h, puis transférées aseptiquement sur les milieux de
sporulation relativement pauvres en éléments nutritifs. Sachant que toutes les levures n’ont
pas les mémes exigences nutritionnelles, plusieurs milieux de sporulation sont utilisés. Le
milieu Fowell, le milieu Mc Clary, le milieu Gorodkova et la gélose a I’ extrait de Malt.

Ces milieux sont répartis aseptiquement dans des tubes inclinés, puis ensemenceés et incubés a
28°C, pendant une & deux semaines. Des observations se font sur des préparations
microscopiques au fort grossissement ( G X 1000 ) pour examiner ja forme de ’asque ainsi
que le nombre et la forme des ascospotes dans |’asque.

1. 7. 2. Observation microscopique des ascospores
Uné anse de culture est répartie dans une goutte d’eau sur une lame, puis fixée a la chaleur.
La préparation est plongée dans une solution de vert de malachite a 5 %, puis maintenue dans

I’étuve a une température de 70°C pendant 1 minute.
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Apres séchage, Ia lame est retirée et I’excés de colorant est lavé a I’eau courante. Le lavage
est suivi d’une coloration a la sapharanine ou la fuschine 4 0.5 %. On laisse la réaction se
faire pendant 30 minutes. Juste aprés, on procéde & un séchage. La préparation est examinée
au microscope optique avec le fort grossissement ( G X 1000 ). Les ascospores apparaissent
colorés en bleu vert et les cellules végétatives en rouge.

1. 8. Etude des caractéristiques physiologiques

Les principaux critéres étudiés reposent sur la fermentation des composés sucrés et sur
I’asstmilation des composés carbonés et azotés.

1. 8. 1. Test de fermentation des sucres

Pour ’étude de la fermentation des sucres, nous avons utilisé le glucose, le galactose, le
saccharose, le maltose, le lactose, le melibiose, le tréhalose et le cellobiose. Ces sucres sont
conditionnés dans des ampoules stériles & une concentration de 20%.

Le test de fermentation est effectué dans des tubes munis de cloches de Durham, contenant le
milieu Wickerham. Ces tubes regoivent la solution de sucre a tester, de fagon a obtenir une
“concentration de 2 %. Ils sont, ensuite, ensemencés par la souche de levure a tester.

L’incubation se fait 4 28°C, pendant quatre jours. La lecture des tubes se fait par la recherche
de la présence ou I’absence de gaz dans la cloche comparés 4 des témoins.

1. 8. 2. Test d’assimilation des substrats carbonés

Ce test permet de déterminer la nature des substrats utilisés par la levure comme source
d’énergie et de carbone, I'étude de I'assimilation des sucres, est réalisée avec le glucose, le
galactose, le saccharose, le maltose, le lactose, le melibiose, le tréhalose, 1’arabinose, le
xylose, le cellobiose et 1“ihositol.

Ces sucres sont conditionnés dans des ampoules stériles, a une concentration de 20%. Le
milieu auxanogramme solide dépourvu de source de carbone est utilisé pour le test de
1’assimilation. Il est ensemencé avec la souche de levure a tester et des disques en papier
Wathman imprégnés avec la solution du sucre sont déposés a la surface de la gélose. Aprés 48
heures d’incubation 4 30°C, il y a soit présence, soit absence de croissance autour du disque.

1. 8. 3. Test d’assimilation des nitrates

Ce test permet de déterminer la capacité de la levure a assimiler les nitrates. Le milieu utilisé

est contenu dans des tubes 4 essai a raison de 10 ml. les tubes sont ensemencés par une
suspension de levure a tester et incubée & 28°C pendant trois jours.

Pour la lecture des résultats, chaque tube est additionné de deux gouttes de solution de nitrate
réductase I et II. Lorsque, les nitrates sont assimilés, la couleur du milieu vire au rose rouge.
Dans le cas contraire, on ajoute au méme milieu de la poudre de zinc,
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Si la couleur vire au rose, cela veut dire que les nitrates ne sont pas assimilés par la levure a
tester. Par contre, si la couleur du milieu reste inchangée, cela implique que les nitrates sont
bien utilisés par la levure testée.

1. 8. 4. Test d’osmophilie

La résistance aux fortes pressions osmotiques est mise en évidence sur un milieu liquide
contenant 50% de glucose. Ce milieu est réparti en tubes a raison de 9 ml par tube. Aprés
ensemencement, les tubes sont incubés pendant deux jours a 28°C.

La résistance a la pression osmotique se traduit par ’apparition d’un trouble dans le tube. Des
observations au microscope optique ( G X 400 ) des frottis prélevés ( & partir du tube
présentant le trouble ) sont réalisés simultanément.

1. 8. 5. Test d’hydrolyse de I'urée

Pour le test de I"hydrolyse de I'urée, nous avons utilisé le milieu Christensen contenant un
indicateur coloré. Ce milieu est réparti a raison de 4,5 ml par tube et 1 ml d’une solution
d’urée a 20% est ajoutée dans chaque tube.

I.es milieux sont ensuite ensemencés avec la souche de levure 3 tester, puis, incubés a 28°C
pendant 5 jours. Les cultures sont observées quotidiennement. L hydrolyse de I'urée se
traduit par le virage du milieu au rouge rose due a une alcalinisation de ce dernier.

1. 8. 6. Test d’hydrolyse de la gélatine

Pour le test d’hydrolyse de la gélatine, nous avons utilisé le milieu Malt- exact- gélatine. Ce
milieu est conditionné en tubes. L’ensemencement se fait par injection de la suspension de
levure & tester au centre du milieu de culture et I'incubation se fait 4 28°C pendant une
semaine.

Pour examiner les cultures, les tubes & essai sont placés 1 heure au réfrigérateur a +4°C. La
présence d’une liquéfaction du milieu de culture 3 cette température indique qu’il y a une
hydrolyse de la gélatine.

1. 8. 7. Test de résistance a 'actidione

Pour cela, nous utilisons la gélose Sabouraud additionnée d’actidione répartit en tubes. La
souche de levure i tester est ensemencée en stries, ensuite incubés a 28°C pendant 2 jours. La
résistance 4 I’antibiotique se traduit par une croissance dans la tube.

2. Etude de la cinétique croissance des levures isolées et sélection de levures
performantes en vue de la production de P.O.U

_' 2. 1. Matériel biologique

Les souches de levures sont celles déja isolées et identifiées précédemment
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2. 2. Milieux utilisés
2. 2. 1. Milieu synthétique

Dans un premier temps, le milieu choisi pour la préculture et la culture des levures est le
milieu Y. P.SL (Yeast Pepton Sugar Lactose). Il permet un bon développement des souches
de levures. Ce milieu contient comme source de carbone, le lactose a raison de 2%, de
Pextrait de levure a 0,1% et de la peptone & 2 % (Janssens et al., -1984 ).

2. 2. 2. Milieu de culture & base de lactosérum
2. 2. 2. 1. Origine du lactosérum

C’est un lactosérum doux, de pH 5.25, d’acidité égale a 5°D et provenant de la laiterie Q. R.
L. A. C de Boudouaou -Boumerdés. Cette unité produit 6000 litres de lactosérum par jour. 1l
est issu de la fabrication du fromage a péte pressée non cuite de type E. D. A. M. Le
processus de fabrication du fromage est donné dans la Figure 9.

2. 2. 2. 2. Déprotéinisation du lactosérum

La déprotéinisation du lactosérum est indispensable pour trois raisons:

- Les levures n’assimtlent pas la matiére protéique,

- lorsque la concentration de la biomasse devient trop importante dans le fermenteut, les
micelles de protéines provoguent la floculation de la culture,

- si les protéines ne sont pas séparées, ¢lles seront perdues lors de la centrifugation du mofit
de fermentation.

Pour cela, le lactosérum subit un chauffage a4 100°C en ramenant son pH a 4,6. Les protéines
du lait précipitent par thermocoagulation. Aprés trois chauffages successifs & 100°C, pendant
30 minutes, une centrifugation a 3500 tr / mn est effectuée. Le surnageant est récupéré, filtré
et enfin enrichis en facteurs nutritionnels.
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“Lait

l

Pasteurisation i 85°C pendent 13 secondes

!

Refroidissement 12 4 15 heures 4 8°C

Acidité 22°D l
\ Chauffage a une température de 38°C
Enprésurage /

{ présure )

/ I '\ Ingrédients

Enscmencement 1,5%
( phosphore monocalcique + rocou)

Coagulation 25 4 30 mn

1

Découpage du caillé

l

Premier brassage 13 4 20 mn

|

Repos du caillé dans Ie sérum

{

Refroidissement léger  +———  Soulirage du sénunu qui sumage

| |
Lavage

Transport ca bidons

| | ¢

Laboratoire Deusiéme brassage
,1 ) ‘ réssage
Congélation pressag

|

prépréssage
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Saumurage pendant 22 heures

!
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jours

Fig. 9: Lactosérum issu de la fabrication du fromage a pite pressée non cuite, type EDAM
adapté a 'unité BOUDOUAQU et son transport jusqu’au laboratoire.
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2. 2. 2. 3. Enrichissement en facteurs nutritionnels

Les fermentations sont conduites en discontinu et continu. Le mil!ieu utilisé est un filtrat de
lactosérum doux, auquel on ajoute des facteurs nutritionnels.

La concentration en lactose dans le lactosérum est ajustée a 20 g/l et additionné de 3 g/l de
sulfate d’ammonium ( Shay et Wegner -1985, Willetts et Ugalde -1987 et Kallel et al., -
1991). Les facteurs de croissance { acides aminés et vitamines ) sont ajoutés sous forme
d’extrait de levure  raison de 1 g/l ( Bayer -1983, Kallel et al., -1991 ).

Une solution d’oligo-élements est ajoutée au milieu a raison de 1ml / litre de milieu. La
composition en g/l de cette solution est la suivante ( Kallel et al., 1991 ).

CHSO oo carassseersasnaes 0,3
MnSQ . ZH 0o iesirensens 0,8
NaMo Oy . ZH0.......ceeveeeevrevrereeoririararrnen. 0,4
ZHSO ( TH 0o esscsrrensens i 3,0
FeClu6H 0o 4,0

Le milieu est réparti dans des flacons stérilisables et autoclavés a 121°C pendant 15 minutes.
2. 3. Techniques analytiques
2. 3. 1. Détermination de la biomasse

La biomasse est évaluée en centrifugeant 10 ml de la culture & 3200 tr / mn, pendant 15
minutes. Aprés un lavage a I'eau distillée, le culot est récupéré dans une capsule en acier
inoxydable préalablement tarée. La capsule est séchée a4 105°C, pendant 24 heures, mise au
dessiccateur puts pesée jusqu'a un poids constant. Le surnageant est récupéré pour le dosage
des sucres résiduels.

2. 3. 2. Dosage des sucres résiduels

Les sucres résiduels du milieu de culture sont dosés par la méthode colorimétrique au
phénolsulfurique ( Dubeis et al., 1956 ). Un volume du surnageant est dilué de telle fagon a
avoir une concentration de 0.1 4 0.8g /1.

Un millilitre de cette solution est mélangé avec Sml d’une solution de phénol a 5% et 8 ml
d’acide sulfurique concentré. Aprés dix minutes de réaction, les tubes sont mis au bain marie
chauffant et maintenu a 20°C, pendant 30 minutes.

La densité optique est mesurée grice a un spectrophotomeétre ( UV/Vis de type Perkin /Elmer)

a une longueur d’onide de 488 nm. On détermine la concentration en sucres résiduels
graphiquement grice a sur une courbe étalon préalablement établie ( Fig.10 ).
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2. 3. 3. Dosage de I'éthanol

L’éthanol est dosé par chromatographie en phase gazeuse ( Chromotographe de type
HEWETT Packard ) équipé d’une colonne en nickel, de longueur de 1,80 m, remplie par une
phase stationnaire de type Porapak Q80 ( Isotherme ) et chauffée a 130°C. Le gaz vecteur est

- de ’hélium injecté a un débit de 25 mi/min. La température de I'injecteur est de 150°C et
celle du détecteur ( type Thermal Conductivity Detector ) est de 200°C. L’ethanol pure est
utilisé comme étalon interne.

2. 3. 4. Dosage de la matiére protéique des levures

Pour le dosage des protéines, nous avons utilisé la méthode Kjeldahl. Elie consiste en la
minéralisation des composés organiques en milieu acide et en présence d’un catalyseur.
L'azote ammoniacal obtenu est dosé par titrimétrie apres distillation en milieu alcalin. La
teneur en protéines totales de la levure est déterminée par rapport & 100 grammes de matiére
séche et en multipliant le taux d’azote par le coefficient 6,25.

2. 3. 5. Détermination de la demande chimique en oxygéne ( D.C.O )
Le dosage de la DCQ consiste en la mesure de 'oxygéne ( mg/l ) équivalent & la quantité de

matiéres organiques oxydables par le dichromate de potassium, selon la méthode 1SO 6060
(INAP1-1993 ). '
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Fig 10: Courbe étalon du dosage des sucres a 488 nm.
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2. 4. Bioréacteurs utilisés
2. 4. 1. Le minifermenteur

Pour les études préliminaires de la croissance des levures performantes, nous avons congu un
minifermenteur de 200 mi dont le dispositif est représenté sur la Figure 11.

Air

L N
D@

S Py .t a
Loy hbpyr Smhe < Fomy =g 4,

(1): Thermométre, (2): Sonde de pH-méire, (3): Buretic de soude, (4), (5): Enirée el sortic d’eau
de refroidisscment, (6): Agitateur avec plagque chaulfante, (7): Milicu de culture.

Fig. 11: Dispositif de fermentation

Une agitation de 700 tr/min et un chauffage de 30 °C sont assurés par une plaque d’agitation
chauffante de type IKMAG. L’aération est assurée par une pompe a air de type RENA -101.
Le pH étant maintenu a 5.

2. 4. 2. Le bioréacteur de 2 litres

La production de biomasse est réalisée dans un bioréacteur de type SET 002 M d’une capacité
totale de 2000 ml. Ce fermenteur est composé:

-I¥’une cuve en verre de 2 litres,

-d’une platine supérieure,

-d’un module électronique permettant de contrdler toutes les fonctions du réacteur,

-d’une baffle chauffante TP/02 (M/B/220V) d’une puissance de 100 W |

- la température est réglée grice a un régulateur balayant une gamme de 0-150°C,

- le pH du milieu est contrélé par un systéme de régulation automatique contrdlant une
pompe péristaltique, modéle 30/ PPV. 7F/ munie d’une sonde & pH,
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- Paération du bioréacteur, muni d un diffuseur d’air fixe, modéle SPARGER est assurée
par un compresseur a air reli€ au support qui est munie d’un débitmétre (0 - 250 1/h),

- I'oxygeéne dissous est détecté dans le milieu de culture grice 4 une sonde & oxygéne de
type INGOLD reliée & un oxymétre ( Microprocesseur oxymétre 2000 ), muni d’un afficheur
de valeurs mesurées en ppm d’O, ou en % de la saturation.

2, 4. 3. Le bioréacteur de 5 litres
Nous avons utilisé un systéme de fermentation de type HEUSER/ BLR composé:

- d’une cuve en verre d’une capacité de 5 litres munie d’une platine supérieure sur laquelle est
déposé le moteur d’agitation DC ( 50 a 1000rpm ) a module digital,
- d’un systéme de données avec ordinateur et logiciel,
- d’un systéme de régulation de température PID a enveloppe chauffante silicone et une
sonde PT100,
- d’un régulateur de pH avec étalonnage sur deux points avec une pompe péristaltique et une
électrode a pH,
- d’un systéme antimousse avec sonde et une pompe péristaltique,
- d’un systéme d’aération comprenant le compresseur et une vanne de régulation du flux
gazeux muni d’un filtre 4 air (entrée/sortie) et d’un diffuseur SPARGER,
- La mesure de ’oxygéne dissous se fait par une sonde a oxygéne de type INGOLD .

2. 5. Stérilisation des bioréacteurs

Nous donnerons a titre d’exemple la procédure employée pour la stérilisation du
minifermenteur. Le minifermenteur est rempli avec 100 ml de milieu de culture.

Les accessoires employés sont reliés au minifermenteur par les différents montages, ( la
burette de soude, le filtre a air et le thermométre ), la soude 2 N est remplie dans un flacon de
250 ml.

Le minifermenteur ( connecté aux différents éléments) contendnt le milieu et le barreau
magnétique; le flacon de soude sont autoclavés 4 121°C pendant 15 mn,

L’ étectrode de verre est stérilisée séparément juste avant le lancement de la fermentation par
lavage répétée a I'eau bouillante. La procédure employée pour les deux autres types de
fermenteurs ( 2 et 51 ) est trés proche de celie décrite ci-dessus.

2. 6. Conduite des fermentations
2. 6. 1. Préparation de l'inoculum
Les précultures sont conduites dans des fioles d’erlenmeyers d’une capacité de 500 mi et
contenant 50 m! de milieu de culture. Ce milieu est ensemence avec une anse de culture jeune
" de levure a étudier ( obtenue sur milieu Sabouraud ). Les précultures sont incubées a 30°C

sous agitation magnétique, pendant 16 heures. Ces précultures serviront d’inoculum pour les
essais de fermentation en discontinue et continue.
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2. 6. 2. Conduite de Ia fermentation discontinue
2. 6. 2. 1. En minifermenteur

Apres vérification de la pureté de la préculture, par une observation au microscope optique 10
ml de la préculture sont introduits stérilement dans 100 mi de milieu de culture stérile et frais.
Il.abiomasse ~~ introduite a une densité optique { DO ) égale a 2.

L’inoculation du minifermenteur se fait par simple transfert du volume de la préculture dans
du miliew frais. La préculture destinée a P'inoculation des fermenteurs est centrifugée et le

culot ‘de !e'vurés, tepris dans un volume minimum de milieu de culture. L’inoculum
coirespond a une biomasse de 1,5g/1.

2. 6. 2. 2. En bioréacteur de 2 litres
Les cultures discontinues sont conduites dans un fermenteur de deux litres( fig.12 ). Le
volume utile est de 1,2 litres, correspondant au volume du milieu & utiliser. Le pH est ajusté a

4 50 avec du NaOH 2N _Les conditions opératoires de la fermentation sont les suivantes:

- Température: 30°C

- pH: 4,50
- Agitation: 720 tr/ min
- Aération: 130 vem
Agitation
L= lo,]] Filtre de sortie
Controles

Fig. 12: Schéma de principe d’une culture discontinue

La formation de mousse est contrdlée par I’ajout synchronisé d’antimousse chimique
(polyéthyléne glycol ). Le suivi de la croissance se fait par la inesure de la densité optique &
600 nm du modt de la fermentation . Au cours de la croissance, nous procéderont
au dosage du lactose résiduel et des métabolites éventuellement formés, telque 1’ éthanol.
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2. 6. 2. 3. En bioréacteur de 5 litres

En réacteur de 5 litfes, nous avons utilisé un volume utile de 3 litres. La température est
maintenue & 30 °C, le pH est régulé a 4,5 avec addition de NaOH 2N. La formation de la
mousse est contrglée par 1’ajout d’antimousse. L’agitation est réglée 4 700 tr/ mn et 1’ aération
est assurée par un débitmétre de 1.6 vvm ‘

2. 6. 3. Conduite de la fermentation continue
2. 6. 3. 1. Culture en fermenteur de 2 litres
Cette fermentation est mise en ceuvre juste avant la fin de la culture discontinue dés que la

concentration en substrat devient facteur limitant. Le schéma de principe de cette
fermentation est montré sur la Figure 13.

—_—
— (X
Régulateur Pompe a débit
constant
Collecte des
Milieu heuf ]evures

Agitation

Fig. 13: Schéma de principe d’une culture continue.

L’alimentation du fermenteur en milieu frais est réalisée de fagon aseptique grice 4 une
pompe péristaltique munie d’un débitmetre. '

Le soutirage du moiit se fait avec le méme débit d’entrée du milieu neuf. Ainsi, on maintien

fe méme volume dans le fermenteur. Les conditions de la fermentation sont les mémes que
celles utilisées dans le cas de la fermentation en discontinue.

2. 6. 4. Détermination de K,

La mesure dti K|, d’un bioréacteur permet d’évaluer ses capacités & transférer "oxygéne dans
des conditions d’aération et d’agitation bien définies. Il existe plusieurs méthodes pour

. mesurer le K.

Parmi ces. méthodes, la méthode au sulfites ( Cooper et al.,-1944 ), la méthode dynamique

- (Atiskon et Mavituna -1983 ) et la méthode statique ( Corrieu et al., -1975 ) sont les phis
~utilisées. Ces méthodes sont conduites dans un milieu exempt de cellules et permettent de

déterminer la valeur de K;, dans des conditions ou se déroulera la fermentation.
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Apres avoir saturé le milieu de culture en oxygéne dissous, I’aération est arrétée et I’azote est
ajouté dans le milieu. La concentration en oxygéne dissous mesurée par I’oxymétre tend 4
diminuer vers zéro. On reprend, alors, I’injection d’air dans les conditions de débit a tester (
Fig 14).

C T

Arrét de I’acration et
injection de I'azote

C*

Reprise de INaération

Temos
Fig. 14: Variation de la concentration de U'oxygeéne dissous dans un milieu
safuré en oxygeéne en fonction du temps.

. Les variations de la concentration en oxygéne dissous se traduisent par I’ équation suivante:

dC/dt=f(C*-C}) (1)
avec:
C* = concentration en oxygene dissous en équilibre avec la fraction partielle dans la
phase gazeuse. Elle est égale 4 la concentration saturante dans le milieu exprimée en mg/l ou
en p p m ou en mmole d’C, /1.

C, = concentration en oxygéne dans la phase liquide exprimée en mg / I ou ppm ou
niM d’0, / 1. La pente de la droite est égale a K; , On procéde par l'intégration de I'équation
de transfert suivatite:

. =K. (C*-Cp» (2)
df la - 1

at =0, quand, on reprend "aération, C; = 0, d’ou I’équation ci-dessus devient:

C*

log ¢~

C*-¢ (3)

*

cr .o & fonction du temps. La

A partir de la courbe Cj= f ( t), les variations du log

droite obtenue a pour pente K , ( exprimée en h'),



2. 6. 5. Rappel sur les principaux paramétres de Ia croiésance microbienne

L’étude consiste a suivre, en fonction du temps, I’évolution de la concentration cellulaire
(Fig.15 ). Dans un milieu de culture non renouvelé et dans des conditions de température et
de pH déterminés, la croissance d’un micro-organisme passe par quatre grandes phases
distinctes. L. ’activité microbienne est évaluée graphiquement et elle quantifie ia concentration
cellulaire X et/ou son logarithme en fonction du temps. Les quatre grandes phases de
croissance sont les suivantes:

4 Nombre de cellules /ml )

>
Temps

Fig. 15: Courbe de croissance microbienne ( Scriban -1993 )
(1) phase de latence, (2); phase de croissance, (3). phase stationnaire, (4): phase de déclin

" i). Phase de Jatence
Elle commence immédiatement aprés I’ensemencement du micro-organisme, dans le milieu
de culture. 11 s’agit d’une période d’adaptation du micro-organisme au milieu. Au cours de
cette période, la cellule synthétise les enzymes nécessaires pour métaboliser le substrat
présent. Durait cette phase, il n’y a pas de multiplication cellulaire.
X=C"=X, (4)
X, étant la concentration cellulaire au temps t = 0.
ii). Phase d’accélération
Aprés I'adaptation du micro-organisme, cette phase correspond au commencement de la
multiplication cellulaire. La concentration cellulaire X et la vitesse spécifique de croissance
ou taux de croissance |t augmentent, suite au début de la reproduction cellulaire.

iii). Phase de croissance

Quand la vitesse de reproduction cellulaire atteint son maximum, on assiste & une phase
exponentielle de croissance. Elle dure tant que la vitesse de reproduction dX/dt est constante.

. En coordonnées semi-logarithmique, une droite log X = f*( t ) est obtenue:

dX/dt . 1/X = Hmax ( 5 )
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iv). Phase de ralentissement

A un moment donné, la courbe de croissance tracée en coordonnées ordinaires présente un
point d'inflexion. En biochimie, cette inflexion correspond & ['épuisement du milieu de
culture. Il y a, alors, disparition d’un ou de plusieurs composés nécessaires a la croissance. La
concentration X continue d’augmenter, alors que les rapports dX/dt et dX/dt.1/X diminuent,

v}). Phase stationnaire

La concentration cellulaire X afteint son maximum et la croissance s arréte. Les cellules
conservent une activité métabolique et leur structure biochimique subit des modifications

vi). Phase de décroissance

Le nombre de cellules viables diminue du fait de la mortalité. Le taux de croissance décroit
progressivement et parallélement la concentration en biomasse diminue par suite de
I’autolyse.

2. 6. 5. 1. Equations utilisées en fermentation discontinue

La fermentation discontinue peut étre considérée comme étant un systéme fermé at = 0. La
solution nutritive stérilisée introduite dans le fermenteur est ensemencée avec I'inoculum a
étudier.

L’incubation se fait dans des conditions choisies de température, d’agitation et de pH. Les

principaux paramétres qui gérent la culture microbienne en discontinue sont les suivants:

e X, S et P coirespondant aux concentrations massiques en biomasse ( X ), en substrat (S) et
en produit ( P ), exprimés en (g/1).

e 1, I, et r, correspondant aux vitesses de production de la biomasse ( r, ), d’utilisation du
substrat (1, ) et de la formation du produit ( r, ) exprimées en (g/Lh).

On définit, ainsi:

formée / g de biomasse présente ).

as 1
dr X

- r ; . v ege
q {h 'y= - = = vitesse spécifique d’utilisation du substrat { gramme de substrat
X

" utilisé / gramme de substrat présent ).

35



2. 6. 5. 2. Calcul de rendement en biomasse

i -~ Calcul de rendement global

R X-Xo  AX ]
¥ So—8  AS (6)
avec S = substrat résiduel.
ii - Calcul de rendement instantané
Fx
R,=— (7),

rs
iii - Relation entre le p et S

La variation du taux de croissance j en fonction de la concentration en substrat § ( équation
8 ) peuvent étre traduites par différents modéles dont celui de Monod qui se base sur la
cinétique de Michaelis -Menten ( Fig. 16 ).

4 ],L (h-l )

“’ max

F’l max/2

»

K, S (/)

Fig 16:Variation du tau x de croissance p en fonction de la concentration en substrat S.

I mas &
K45

(8)

avec |L =

I max = Taux de croissance maximum ( hh).
S = concentration eh substrat ( g/l ) et K; = constante de Michaelis -Menten ( g/1).

2. 6. 5. 2. Equations utilisées en fermentation continue

Dans un systéme infiniment métangé, en tout point du fermenteur X, S et P gardent la méme
concentration au cours du temps. Ceci implique que dX/dt = dP/dt = dS/dt =0.

‘D’aprés la Figure 17, il se forme un état d’équilibre. Le régime permanent s’établit, aprés

trois générations. successives
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Régime transitoire |
Alimentation cn substrat

Régime permancent

*t

Fig. 17: Variation de la biomasse en fonction du temps
Etablissement du régime permanent

La vanation de ]a biomasse s’exprime par I’équation suivante:
dX/dt=pX -DX-KyX (9)

D: taux horaire ou taux de dilution ( ™' ) = débit horaire ( Q ) / le volume utile du réacteur
™), B
K, : coefficient spécifique de lyse cellulaire (b ).
D’autre part la variation du substrat s’exprime comme suit:
dS/di=D.(Se-S)-Y 'xdX/dt-Y"' .dP/dt-m, (10)
Y'y =taux de conservation limite en biomasse,
Y"l,, = {aux de conservation limite en métabolite,
m, = coefficieht de maintenance cellulaire (h™ ).
Quand, on atteint 'effet d’équilibre ou permanent, la constante Ky est égale a4 zéro. La
cohcentiration en biomasse et en substrat deviennent constantes et sont représentées par X et
S.

i - Calcul du substrat a I'équilibre

En régime permanent, on a:

X8 n'nx.S o~ I.) K '
H=D = Ly - S,_K=>S=m (11)

S: Concentration en substrat résiduel & 1’ état d’équilibre.

ii - Calcul de la biomasse a I'équilibre

~ w
X=R, . (§-5) (12)
/\’}/—Xo

Re="57% (13)
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Quand X, tend vers zéro, on obtie% la productivité ( g /! . h) donnée par:
P=D X (14)

iii - Calcul du taux de dilution optimal

La productivité DX passe par un optimum dépendant de S, K, et fi,,, qui caractérise le taux
de dilution optimum ( D, ):

D, = [ 1/— ks 5
opl. 7 JL mm(.( K's' 1 Sﬂ) ( - )

iv - Calcul du taux de dilution critique D,

Le taux de dilution critigue est atteint, guand S, tend vers zéro, selon:

k’)‘()
A Ks + SO

(16)

D, = ntmax.

Le taux de dilution critique est caractérisé par le lessivage de la culture.
v - Variation du rendement due 3 Ia maintenance cellulaire

Dans ces conditions, r, . (dS /dt) comporte un terme supplémentaire du au substrat utilisé pour
la maintenance cellulaire { Fig. 18 ). On obtient, alors:

dS/dt =Y’ dX/dt + Y, dP/dt + mX  (17)
r=Y'x dX/dt + Y, r + mX (18)

1Rx |

1n

»
>

Fig. 18: Déduction graphigue de la constante de maintenance.

En absence de production de métabolites, on a:
r=Y'y 1 + mX (19)
.= 1/ YX Ty + mx
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Sachant que: rg= rgx + rg,,

Ly 1
fsm=mX et ry=p.X onaura: Rx=r, /r, egalea Ry = .
rSy ++ Fsm K
—
Yx
pog L Lm )
o R T e . (

On peut déduire graphiquement la maintenance, selon le graphe de la Figure 18,
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CHAPITRE lil: RESULTATS ET DISCUSSIONS
1. Isolement et identification des levures locales en vue de la production de P.O.U

Notre etude a porté sur l'identification de 10 souches de levures isolées a partir de 5
échantillons de produits laitiers différents, le fromage a pate molle et cuite, le yaourt, le lait
de vache cru, le lait pasteurisé et ie lactosérum doux.

Nous avons caractérisé ces levures; en se basant sur des méthodes conventionnelles établies
par Lodder ( 1971 ), Barnett et Pankhurst ( 1974 ) et Barnett et al., (1979 ). Ces méthodes
reposent sur la détermination des divers caractéres mophologiques et physiologiques des
levures.

Les méthodes rapides actuelles ( API 50 CH ) peuvent dans certains cas se substituer
valablement a la démarche classique d’identification. Par exemple pour les levures
rencontrées en milieu hospitatier. En revanche, elles s’avérent inadaptées aux espéces isolées
des produits laitiers et alimentaires (Schmidt et Lenoir -1980 ).

Les critéres morphologiques comportent I’aspect de 1a cellule, I’aptitude a la filamentation et
a la sporulation, I’apparence de la culture en milieu liquide et sur milieu solide.

Parmi; les critéres physiologiques figurent ’assimilation d’un composé azoté ( le nitrate de
potassium), 1’assimilation et la fermentation des différentes sources de carbone et la résistance
4 certaines conditions défavorables du milieu ( présence d’antibiotique ou de forte
- concentration en sucre ).

Selon les données de Barnett et al. ( 1979 ) et Lodder ( 1971 ), 439 espéces de levures
appartenant a 57 genres différents ont été recensées et identifiées par ces méthodes.

1. 1. Caractérisation du groupe de levures se divisant par scissiparité

Dans les clés dichotomiques simplifiées de la classification des levures, il est établis que la
plupart des levures présentent deux modes de division asexuée ( Galzy et Guiraud., 1980,
Bouix et Leveau -1980).

Le premier groupe renferme les espéces du genre Schizosaccharomyces qui se divisent par
scissiparité. Le deuxiéme groupe est composé par la plupart des autres levures qui se
reproduisent végétativement par bourgeonnement.

Parmi les levures isolées, les souches VLV, FR1 et FR4 obtenues respectivement & partir du
lait de vache, du fromage a péte cuite et du fromage a pate molle, ont une reproduction
asexuée caractérisée par la scissiparité.

IDY’aprés certains auteurs et lLodder ( 1971 ) en parliculier, seuls les

- Schizosaccharomycoideae sont caractérisés par un mode de division asexuée par scissiparité.
Selon le méme auteur, cette famille comporte un seul genre.
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Il s’agit du genre Schizosaccharomyces ef qui est représenté par 4 espéces: S Japonicus, S
pombe, § malidevorans et 8. octosporus. Les souches isolées FR1, FR4 et VLV présentent,
globalement, les mémes caractéristiques morphologiques et sexuelles du genre
Schizosaccharomyces.

En effet, Galzy et Guiraud ( 1980 ), Lodder ( 1971 ) ainsi que plusieurs auteurs,
caractérisent ce genre par des colonies de couleur créme blanchatre sur milieu solide. Les
cellules sont de forme allongée, ovoide et sphérique. Elles filamentent pour donner un vrai
mycelium qui se fragmente en atthrospores. La reproduction sexuée est présente et les spores
sont de forme globulaires. Leur nombre varie entre 4 a 8 spores, selon les espéces. Les
nitrates ne sont jamais assimilés par le genre Schizesaccharomyces. 1.’ assimilation et la
fermentation des divers composés sucrés varient d’une espéce a I’ autre.

Les caractéristiques morphologiques, physiologiques et sexuelles des espéces du genre
Schizosaccharomyces sont résumées dans le Tableau 9. Les résultats morphologiques,
sexuelles et les résultats d’assimilation et de fermentation des sucres des souches de levures
FR1, FR4 et VLV sont présentés respectivement dans les tableaux 10, 11, 12 13, 14 et 15.

En comparant nos résultats ( Tableaux 10, 11, 12, 13, 14 et 15 ) & ceux consignés dans le
Tableau 10, nous constatons que les souches de levures FR1, FR4 ont les mémes
caractéristiques que la souche Schizosaccharomyces octosporus. Cette derniére a été isolée
par Lodder (1971), a partir des mélasses de canne a sucre.

Elle est trés répandue dans les produits alimentaires sucrés, mais rarement dans les produits
laitiers (Davenport-1980). La présence du genre Schizosaccharomyces octosporus, dans les
fromages est expliquée par |’apport des spores de ce genre de levure par un ingrédient entrant
dans 1a préparation du fromage.-

Quand & la souche de levure VLV, elle présente les mémes caractéristiques que {’espéce
Schizosaccharomyces malidevarans. Et ceci par comparaison des résultats obtenus dans les
tableaux 10, 11, 12,13, 14 et 15 et les caractéristiques établis dans le Tableau 9. La présence
de cette levure, dans un produit laitier tel que le lait de vache cru, n’a pas été démontré
auparavant. Le biotope naturel de cette souche n’est pas connu { Lodder -1971),
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Tableau 9: Principales caractéristiques des espéces

du genre Schizosaccharomyces ( Lodder -1971 ).

Les espiéces du gehtré
Schizosaccharomyces

S, japonicus

S pombe

S

malidevorans

8. octosporus

", conteiiant 50% de glucosé

Fornie de ascospores Globulaire a Globulairc & Globulairc a Ellipsoide
. t ellipsoide cllipsoide cllipsoide
- ‘Nombre d ‘ascospiores 6a8 4a6 4 6al
© Forme des cellules Cellules Cellules Cellules Globulaires i
végétatives sphériques a ellipsoidales ou arrondies cylindriques
cplindriques glohulaires &
cplindriques
"Assimilation des nitrates - - - -
.- Croissance sur milien - + + +

“ASpect dé.la pigrentation .

présence de

Absence de

Présence de

. “dans le un milien liquide Sédiment fin pellicule sédiment
Aspect des colonies siir || Petites colonies Colonies lisses Colonies lisses Colonies
V. Miilieu de culture sah'dg}“ . de couleur et plates de irréguliéres et
Caa L e créme couleur grise grises
o o - ;Glli‘casékj” + + + +
" Galactose . - - -
B Maliose. . 4 + 3 4
Fernhtentation o
- dés sucres Ldciose N - - -
Méifbfdsé + - - _
- . _‘_R(.;;ﬂna.s‘g. 4 + + -
i 5 || Sacchargse + + 4 +
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Tableau 10: Résultat de I’observation macroscopique de dj ferentes souches isolées.

~Souches ;. VL1 1. VY1 VY2 LP1 FRiI -f. ‘FR2 FR3 - “FR4 - | VKL1- | - VLV .
Critéres ™ ... ' o L o ' Lo
- Tailledes - |
. colonies - 1-2 1,5-2 1-2 1-2 1,5-3 1-2 1-2 1,5-3 1-3 0,5-1
© (mm) .
L rondes & rondesa | rondesa rondes a rondes a rondesa | rondesa | rondesa | rondesa | rondesa
" Forme - contour contour contour contour contour contour contour contour contour contour
' régulier régulier régulier régulier régulier régulier régulier régulier régulier régulier
- Couleur creme a creme créme a créme a créme a
o creme creme creme creme | blanchatre creme blanchatre | blanchétre | blanchatre | blanchétre
Aspect lisse lisse lisse lisse rugueuse lisse lisse rugueuse lisse rugueuse
. Elévation | bombées | bombées | bombeées | bombées | bombées | bombeées | bombees | bombées | bombées | bombeées
" Pelliculés . | quantité quantité quantité guantite faible faible faible faible faible quantité
4 .- ... importante | importante | importante | importante | quantité quantité quantite quantite quantité | importante
" Annedun-- | absent absence absent absent présent absent absent présent absent absent
Sédiment fin ou fin ou sédiment sédiment | seédiment sédiment | sediment | sédiment | sédiment | sédiment
o T faible faible épais épais fin fin fin fin fin fin
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Tableau 11: Résultats de I’observation microscopique de di)férentes souches isolées.

TR B, ey

7 Souches olées” 1<

CFR2

.. Caractére-de la

~ 7 cellule végétative

- . ovales

ronde
a

rondes a
ovales

rondes a
ovales

rondes a
ovales

ovoides
allongées
sphériques

rondes a
ovales

rondes a
ovales

ovoides
allongees
spheriques

rondes a
ovales

ronde
cylindrique
ovale

-Aptitude 2 Ta
filamentation:.

> - B

Pseudo -
wmycelium.

-

présent

présent

présent

présent

ahsent

présent

présent

absent

présent

absent

-filaméntation :
wlgmar*julf Jhwdhh :.::;

~

H

- mycélium "

- syrals
o e gt c s 2

absent

absent

absent

absent

présent

absent

absent

présent

absent

présent




C’est une levure qui a été isolée pour la premiére fois a partir de raisins ( Davenport-1980 ).
Elle est caractérisée par son incapacité a assimiler le maltose. Mais, elle croit facilement sur
le glucose.

Ainst, parmi les dix souches de levures isolées, les souches FR4, FR1 et VLV appartiennent
au genre Schizosaccharom yces et respectivement aux espéces ocfosporus et maldevorans. Ce
groupe de levures n’est pas trés répandu dans les produits laitiers ( Davenport-1980 ).

Par ailleurs, Phaff et al. (1978) ont établi que lorsqu’une levure est rarement rencontrée, il
est permis de supposer qu’elle n’est pas trés répondue dans la nature ou qu’elle soit mal
définie De plus, il convient de rappeler que la plupart des levures présentent généralement
une localisation géographique particuliere.

1. 2. Caractérisation de graiipe de levures se divisant par boirgeonnement

Parmi les 10 souches de levures isolées, il existe trois espéces de levures 4 posséder un mode
de division par scissiparité. Parmi les souches restantes, aucune d’elles ne se divise par -
bourgeonnement bipolaire. Donc; elle ne peut pas correspondre a I'un des genres suivants:
Kioeckera, Wickerhramia, Nadsonia et Hanseniaspora cités par Kurtzman (1990).

1l est utile de noter que les souches isolées se reproduisent toutes végétativement par
bourgeonnement multipolaire. De ce fait, les genres de levures cités au-dessus sont a exclure.

Selon Lodder ( 1971 ), Barnett et al. ( 1979 ), le critére de la sporulation est a la base de la
dichotomie entre les levures ascosporogénes {ascomycétes et basidiomycetes) et
anascosporogénes ( fungi imperfecti ). Ceci est possible, quand les épreuves physiologiques
ne permettent pas a elles seules de distinguer ces grands types de levures.

En effet, certaines levures anascosporogénes présentent des caractéres identiques a ceux des
especes ascosporogenes.

Ainsi, I’étude de aptitude a la sporulation permet de distinguer entre les souches de levures
isolées, VL,, VY, FR, FR,, VKL, et les souches LP, et VY, Ces deux derniéres n’ont
aucune aptitude a former des ascospores.

Ainsi, les souches LP, et VY, - présentent des similitudes de caractéres avec les genres
Candida, Torulopsis et Ctyptococcus décrits par Lodder (1971).

Et afin de différencier le genre Cryprococcus du genre Torulopsis, Lodder (1971) propose
d’incluie dans le genre Cryptococcus toutes les espéces assimilatrices de 1'inositol comme
seule et unique source de carbone. De plus, cet auteur considere également le test
d’assimilation de I'inositol comme critére important dans la distinction entre le genre
Cryptococcus et le genre Torulopsis.

En effet le genre Cryptococcus assimile seulement 'inositol et le genre Teorulopsis est
incapable d’assimiler ce composé carboné.
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Tableau 12: Résultats du test de fermentation des sucres

par les d.j férentes souches de levures isolées.

Siicres . ..

- Souches isolées

| VLI

VYI

VY2

Lri

FR1

FR2

FR3

FR4

VK.Li

%

. Glueose

. Galactgse

++1+1

+ 41+

+i+] +

+i+]+

NEYEY

- Saccharose + NE - n
L Melibivse - T -T1T-T-1T-T-1T-71- ; ;
- :Maliose - - - - + - - + - -
- .- Lactose _ PR + + _ T T - n -
~__ Tréhalose A I S R A B R A I -

. cellobiose - - - - - - - - _ _ _

(+++) : Rapidement, (+) : Positif, {-): Négatif.

Tableau 13: Résultats du test d’assimilation des composés carbonés et nitratés
des djférentes souches de levures isolées.

_Soiches isolées

Compasé carboid >~

VLI

127,

VY2

LPI

FRI

"FR2

FR3

FR4

VK.LI

Lo Glucose

. Galactose

+| +] + |

+ ]+l

- Saccharose

+| +| +

1+ =]

.

Melibiosé - -

S Maose - | - | -1 - -+ 1+ = -
~ - Lactose___ + |+ [+ ]+« -1 +1F + ] - n -
- Tréhalose . | - - - - - + + - + -
i :Arabindse . - .| - - _ - - - - N - -
o Xplese .+ |+ - - - ; . - n -
Lo Ccellobigse, - - | - - + + - - - - _ -
- Hitrate de potassiuni. | - - : - - . ; - ) -

" Inasitol

(+): Positif, (-): Négatif, (/) indéterminé

Or en comparant nos résultats ( Tableaux 12 et 13 ) aux caractéristiques des genres

Cryprococcus et Terulopsis, nous

I’inositol ainsi que d’autres sources de carbone.

remarquons que les souches LP; et VY, assimilent
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En outre, (Davenport (1980) propose en paralléle une solution pour différencier entre les
genres Torulopsis et Cryptococcus. La fermentation constitue un critére taxonomique
acceptable, grace auquel les espéces fermentaires peuvent étre liées au genre Torulopsis. Les
espéces qui ne fermentent aucune source de carbone appartiennent au genre Cryptococcis.

Cependant, Lodder ( 1971 ) décrit plusieurs especes du genre Terulopsis ne fermentant pas
le glucose. Mais d’apres les résultats obtenus ( Tableaux 12 et 13 ), les souches LP, et VY,
fermentent facilement le ghicose. Donc, les levures LP1 et VY2 n’appartiennent ni au genre
Torulaopsis ni au genre Cryptococcus.

Quand aux genres Candida et Torulopsis, il est souvent difficile de les distinguer puisqu’ils
présentent beaucoup de caractéres communs. Pour cela, Lodder (1971) adopte le test de
filamentation ou de la formation du pseudomycelium comme caractére distinctif.

En effet, 1a plupart des especes du genre Candida sont caractérisées par leur aptitude a former
un pseudomycelium bien développé. Alors qu’il est absent ou rudimentaire chez le genre
Torulopsis. Or, les souches de levures LP1 et VY2 forment un pseudomycelium abondant.

Au regard de cette gamme de critéres distinctifs, nous avons pu identifier les souches LP, et
VY, et les rattacher au genre Candida. D’aprés Lodder ( 1971) et Kurtzman (19990), le
genre Candida est représenté par 73 espéces. Parmi lesquelles; on trouve C hefyr et C
pseudotropicalis.

Le genre Candida est défini par les caractéres suivants: les cellules sont globulaires, ovoides,
cylindriqués ou allongées mais jamais ogivales. Elles se divisent par bourgeonnement. Les
cellules filamentent pour donner un pseudomycelium abondant ( Lodder -1971, Galzy et
Guiraud -1980, Bourgeois et Leveau 1980, Kurtzman -1990 ).

Ainsi, définies par ces auteurs, C. kefyr et C. pseudotropicalis présentent les mémes
caractéres que les souches de levures isolées LP, et VY,. La distinction entre les deux
premiéres réside dans leur aptitude & assimiler le xylose, un sucre facilement utilisé par C
pseudotropicalis.

D’aprés les tests d’assimilation et de fermentation des composés carbonés obtenus et
représentés dans les tableaux 12 et 13, les souches LP, et VY, isolées respectivement du lait
pasteurisé et du yaourt sont rattachées au genre Candida et a I’ espéce kefyr.

D’aptés Barnett et al., (1979) et Schmidt et Baroiller (1984), C. kefyr est la forme
imparfaite et anascosporogénes de Kluyveromyces marxianus.

Schmidt et al., { 1980, 1984 ) ont rapporté, dans leurs travaux, une présence abondante de
cette levure dans les produits laitiers telques le lait et les fromages. Elle fait partie de la flore
microbienne normale de ces produits; vu sa capacité i utiliser le lactose, le sucre dominant du
lait.
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Concernant les souches VLI, VYI, FR2, FR3 et VKLI, en plus de leur multiplication
asexuée qui se fait par bourgeonnement multipolaire, elles ont 'aptitude a sporuler et de
former des ascospores (Tableau 15 ). Ainsi, la sporulation permet d’écarter les levures
anascosporogenes et de les distinguer des espéces précédemment décrites.

Tableau14: Résultats des autres tests physiologiques () fectuds
sur les souches de levures isolées.

" Caractéres|
__physiologigués

Croissance & - | Résistaiice & || L'hpdrolyse | L'hidvolyse
ST TR "50% glucose Pactidiovie ~| ‘de Purée || - dela
Sotiches isoldes. T | _gélating ;|
T -
G o VYR - -
Lol e WY : -

Sl LPLoa -
o FR3 -
L. 2 -
L A ¥

‘ ;
i

N EAEIER B B R EA Bl
'
[}

(+): Positif, (-): Négatif

Tableaul5: Caractérisation des ascospores des d ) férentes souches de levures isolées.

o Criteres

Nombre de spores || Forie des.spores. .

4 Sphériques

VYL T 4 - Sphériques
VY2 absence /
w S P absence /

.. <FRI . 6 globulaires
. FR2.7 2 Sphériques
o FR3. Sphériques

=Y RS

globulaires

Sphérigques

L ko

globulaires
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DD’apres certains auteurs, Lodder (1971), Leveau et Bourgeois (1980), Guiraud et Galzy
(1980), et Kurtzman (1990), les genres Pichia et Kluyveromyces présentent beaucoup de
propriétés communes avec les souches de levures isolées VL1, VY1, FR2, FR3 et VKLI.
Pour pouvoir différencier entre ces deux genres ( Pichia et Kluyveromyces }, ces auteurs
utilisent le test de la fermentation des sucres comme critére distinctif.

En effet, le genre kluyveromyces présente en méme temps, un métabolisme oxydatif et
fermentaire. Contrairement au genre Pichia, le métabolisme est strictement oxydatif et
rarement fermentaire. Seulement, quand ce dernier est présent, il est faible et trés lent.

Or, d’aprés les tests de fermentation des sucres par les souches de levures isolées VL1, VY1,
FR2, FR3 et VKL1_( Tableau 12 ), on constate que ces derniéres fermentent diverses sources
de carbone. Donc, elles ne peuvent pas appartenir au genre Pichia mais plutdt au genre
Khiiyveromyces.

Lodder (1971), Kurtzman (1990) ) ont remarqué que le genre kluyveromyces se reproduit
par bougohnement multipolaire. 1] est caractérisé par des cellules de formes sphériques,
ellipsoidales, cylindriques, ou allongées. Le pseudomycelium peut étre formé. Le mycelium
vrai est absent et les ascospores sont sphériques, ovoides, leur iombre varie de 1 a 16
ascospores par asque. Aussi, les nitrates ne sont pas assimilés par ce genre.

L’affiliation de chacune des souches isolées ( VL1, VY1, FR2, FR3 et VKL1 ), aux espéces
correspondantes du genre kluyveremyces réside dans [a comparaison des tests physiologiques
réalisés avec ceux des especes Kluyveromyces fragilis, hkluyveromyces lactis et
kluyveromyces marxianus établis et décrits par Lodder (1971).

D’aprés ce méme auteur, les espéce fragilis, lactis et marxianus présentent des caractéres
physiologiques trés semblables. Elles différent les une des autres par les caractéristiques
suivantes. L’espéce lactis assimile facilement le tréhalose contrairement aux espéces fragilis
et marxianus qui sont incapables d’assimiler ce sucre.

Or, d’aprés nos résultats ( Tableau 13 ), les souches FR2, FR3 et VKL1 assimilent bien le
tréhalose. Par conséquent, elles appartiennent a 1'espéce lactis.

Par ailleurs, la distinction entre K. marxianus et K. fragilis réside dans leur rapidité a
fermenter le lactose. En effet, ’espéce K. marxianus fermente lentement le lactose; alors
qu’il est rapidement fermenté par K. fragilis. La réalisation de ce test, nous a permis
d’identifier les souches de levures isolées VL1 et VY1 et de les affilier respectivement aux
genres K fragilis et K. marxianus (Tableau 12).

Cependant, d’aprés Barnett et al. (1979), la flore fongique des fromages et certains produits
laitiers est constitué d’une population de levures. Au sein de ces derniéres, les espéces du
genre Candida ct Kluyveromyces sont fortement représentées. Les produits laitiers sont
~ considérés comme leur biotope naturel ( Kurtzman -1990 ).

En conclusion, nous sommes arrivés & isoler dix souches de levures différentes & partir des
produits laitiers utilisés (Tableau 106). ( planche 1).
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Ces souches de levures sont considérées comme des levures lactiques. La plupart d’entre elles
sont cultivées sur le lactosérum pour la production de protéines d’organismes unicellulaires
(Wasserman et al., 1958; 1960: 1961, Vananuvat ct Kinsella -1975, Moulin et al., -1981,
Sandhu et Waraich -1983, Kallel et al.; 1991 ).

Les levures du genre Schizosaccharomyces ne sont Jamais utilisés pour ce but. En effet, en
culture liquide agitée, ces levures développent des formes mycéniennes: dés que le milieu est

appauvri en substances nutritives ( Addouche et Ghouilem ~1995)

Tableaul6.: Origine des djférentes souches de levures isolées a partir de produits laitiers.

:Souches Echantillons Reférences
Schizosaccharomyces Lait de vache cru VLV
maledeévorans
Schizosdaccharomyces Fromage & pdie molie I'R4
octosporus
Schizosaccharomyces I'romage a pate cuite FRI
oclasporus _

Candida. ke Jyr . Lait Pastenrisé LPt
Candida kefyr - . Yaourt y2
Kluyvéroniyees fragilis Lactosérum doux VLI
Khiyveromyces Lactis {romage a pdte cuite FR3
Kluyveromyces Lactis I'romage a pdte cuite I'R2
Kluyveroniyces Lactis {romage a pdte cuite VKLI
Kiuyveromyces marxianus Yaourt VYl

2. Culture et sélection de souches de lev

La croissance des levures isolées a été testée sur un milieu synthéti
source de carbone et d'énergie le lactose. La culture de ces

minifermenteur, selon les conditions déja définies.

Les résultats obtenus dans le Tableau 17,
Kluyveromyces fragilis. La phase de latence d

ures performantes pour la production de PQU.
que ayant comme seule

levures est réalisée en

montrent une trés bonne croissance de
ure deux heures. La totalité du lactose est

consommé au bout de 10 heures ( Fig. 19 ), avec une vitesse de croissance de 0.35 h!, La

transformation du lactose aboutit a la production de 10,75

reridement final de 54%,.

g/l de biomasse ( Fig. 20 ) avec un

Selon les travaux de Vananuvat et Kinsella 1975, Moulin et al., 1981, Kallel et al., -1991]
et Castrillo et al., -1996, la souche Kluyveromyces fragilis est le microorganisme eucaryote
idéal pour la production de P O U,

M
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Quand au genre Candida, les espéces Candida kefyr 1 et Candida kefyr 2 se développent
moins rapidement sur ce milieu et sous les mémes conditions opératoires. En effet, la souche
Candida Kefyr I métabolise la totalité du lactose contrairement a la souche Candida kefyr 2,
apres 42 heures de culture. Un temps relativement long pour une éventuelle utilisation de la
souche pour la production de POU. De plus, la phase de latence de Candida k(fyr 1 dure 22
heures et le taux de croissance maximum atteint 0,28 h™'. La biomasse finale produite est de
10 g/l. En ce qui concerne Candida K(fyr 2, on constate qu’elle présente une cinétique de
croissance particuliére. La phase de latence dure 2 heures, mais |’évolution de sa croissance
va lentement avec un taux de croissance de 0,27 h™'. Le lactose n’est pas métabolis¢ en entier
( 57,5 % ). La biomasse produite est moindre (5,7 g/l) et avec un rendement de 45 %

(Fig.20).
Tableaw 17: Paramétres de la cinétique de croissance des
levures étudiées sur le miliew Y. P. §. L.
. Souches de lewiirés ;- | ~Temps. ] . Biomasse- |. Lactose Réndement | Tiiix dé-
Vb Eudides v délatence |- - finale o | utilisé (%) | et biomasse | croissarice
e e oy | @), U RS v RS P L B
K.luyveromyces lactis]
K.l 6 2,5 47 23 0,07
K. luyveromyces lactis 2
K2 26 23 43 20 0,08
K. luypveromyces lactis 3
K13 20 3,75 49 37 0,09
Candida kefyr 1
Ck1 22 10 100 49,5 0,28
Candida ke fyi 2
, Ch2 ‘ 02 5 57,5 45 0,27
Kluyveronmyces fragilis
Kf 02 10,75 100 54 0,35
Kiuyveromyces .
marxianus K.m 28 10 13,5 6 0,06

e KLl _5 KL2 . KL3 _ Kf _,_Km _o_Ckli _,__Ck2

Lactose (g/l)

Temps (heures)

Fig. 19: Culnire des levures lactiques isolées en mimifermenteur sur le milien Y.P.SL.
Variation de la concentration du lactose ( g/l ) en fonction du temps.( KL1: Kluyveromyces
lactis 1, KL2: Kluyveromyces lactis 2, KI1L3: Kluyveromyces lactis 3, Knm: Klupveromyces

marxianus, K f: Kluyveromyces fragilis, Ch1: Candida kefyrl, Ch2: Candida kefyrz).
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Kluyveromyces marxianus présente elle aussi, une croissance trés lente sur ce milieu. Son
taux de croissance atteint un maximum de 0,06 h™' et le lactose est faiblement assimilé (13%).
Willetts et Ugalde ( 1987 ), en utilisant une collection de levures du genre Candida K¢fyr et
kiuyveromyces marxianus, ont mis en évidence une différence d’adaptation des différentes
souches sur le lactose.

Dongc, il existe bien des espéces de levures appartenant 4 un méme genre; mais dont certaines
assimilent facilement le lactose. Par contre, d’autres |’assimilent faiblement.

Donc, on peut dire que les levures isolées Candida kefyr 1, Candida hefyr 2 et K. marxianus
ne se développent pas sur ce milieu riche en lactose. On déduit donc, qu’elles s’apprétent mal
a croitre sur le lactosérum.

Par ailleurs, les levures du genre Kluyveromyces lactis présentent une cinétique de croissance
différentes des levures citées dessus ( Figure 20 ). Le développement de ces levures parait trés
long sous ces conditions. La vitesse de croissance varie entre 0,07 et 0,09 h”'. La biomasse
produite par ces trois espéces est trés faible. Le maximum en biomasse atteint 3,75 g/l par
kluyveromyces lactisl. Toute fois, le lactose est faiblement assimilé par ces levures.

Y KL! 3 KL2 P KL3 —o— Kf — Km — Ckl . R

-
N
|
|
I

-]

Biomasse (g/l)

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Temps (heures)

Fig. 20: Culture des levares lactiques isolées en minifermenteur sur le milien Y.P.S.1.
Variation de la biomasse ( g/l ) en fonction du temps. ( KLI: Kluyveromyces lactisl, KL2:
Kluyveromyces lactis2, KL3: Kluyveromyces lactis3, K m: Kluyveromyces marxianus, Kf:
Kluyveromyces fragilis, Ck1: Candida kefyrl, Ck2: Candida kefyrz).

Ces levures Kluyveromyces lactisl;, K. lactis 2, K. lactis 3 présentent une croissance trés lente sur ce
milieu, elles sont peut étre exigeantes pour certains facteurs nutritionnels tel que F’acide lactique.

Dans les industries Bel, Les levures lactiques cultivées sur lactosérum sont klwyveromyces fragilis qui
se développe uniquement sur lactose est utilisée a 80 % et la levure kluyveromyces lactis a 20 % qui
croit sur lactose et 1’acide lactique, ces souches sont en équilibre et adaptées au milieu industriel { Bel
industrie -1997 ). A la lumiére des résultats obtenus, nous retiendrons parmi les souches
isolées Kluyverompyces fragilis. Elle parait bien adaptée a la production de POU a partir du
lactosérum. Cect est due en raison des besoins moindre en éiéments nutritifs, des courts temps
de génération et des hautes concentrations cellulaires atteintes.
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Par ailleurs, selon une étude réalisée par Fiedurek et Szczodrak ( 1994 ) sur la sélection de
souches de levures, ayant une aptitude a dégrader le lactose comme seule source de carbone,
il a été démontré que leur capacité a métaboliser le lactose est reliée & ’activité de la B
galactosidase {I’enzyme qui scinde le lactose en glucose et galactose ). Aussi, ils ont constaté
que cette activité enzymatique est directement liée aux conditions physico-chimiques du
milieu de culture.

En effet, parmi les 10 souches de levures utilisées dans cette étude, appartenant i des genres
différents 4 savoir le genre Fabospora, Candida, Kiuyveromyces et Saccharomyces, seules
Kluyveromyces fragilis et Fabospora fragilis ont présenté une activité enzymatique de la -
galactosidase.

Ainsi, la croissance de ces levures est influencée par les conditions opératoires. Et exigent
pour leur développement des conditions particuliéres pour activer la B galactosidase
cellulaire.
2. 1. Culture de kluyveromyces fragilis sur lactosérum déproteiné enrichi
2.1 1. Culture discontinue
2. 1. 1. 1. Culture en minifermenteur
Avant d’entamer les prochaines expériences, nous avons procédé a I’analyse biochimique du

lactosérum utilisé ( Tableau 18).

Tableau 18: Composition biochimique en valeurs moyennes du lactosérum utilisé

Matiére minérale 0,9 %
Matiére séche 0,2 %
Matiére grasse 7,9 %
Lactose 6,4 %

i 20 Pour 100g de matiére séche ( mg)y. -
Phasphore 784,81
Calcium 1268
Azote protéique( x 6.23) 11 %
Azote non protéique 0.24 %

Au cours des expériences précédentes, nous avons constaté que Kluyveromyces fragilis avait
beaucoup de prédispositions a métaboliser {e lactose et le transformer en biomasse.

Afin d’arriver a4 de meilleurs rendements, nous avons essayer d’optimiser les conditions de
culture de cette levure sur Jactosérum doux déprotéiné enrichi. La croissance de la souche

- kluyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné enrichi a permis, dans un premier temps,
d’énidier sa cinétique de croissance ( Fig. 21 ).
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Fig. 21: Culture en minifermenteur de la souche Kluyveromyces fragilis sur lactosérum
déprotéiné enrichi. Etude de la cinétiqgue de production de biomasse (—®—), d’éthanol
(—A—) et de la consommation du lactose (—®—) en fonction du temps.

Dans les conditions préalablement définies, la totalité du lactose initialement présent, soit
20g/1, est métabolisé au bout de 10 heures de culture. La biomasse atteint une valeur de 11
g/l. Aprés une phase de latence de 2 heures, la phase exponentielle se met en place et dure 6
heures, au cours desquelles le taux de croissance atteint une valeur de 0,35 h™' ( Fig. 22a ).

Q

Pendant cette période, on observe une diminution du lactose présent ( Fig. 2&). En effet, la
vitesse spécifique d’utilisation du substrat diminue ( Fig. 22b ). Ce qui se traduit par une
augmentation du rendement instantan¢ en biomasse ( Fig. 22c ).Ce phénomeéne pourrait
s’expliquer par une accumulation, préalable du lactose a !"intérieur de la cellule {Agnes
19806).

Aprés la phase exponentielle, on remarque qu’entre la 10°™ et la 16™ heure, la vitesse
spécifique de production de biomasse diminue plus rapidement que la vitesse spécifique
d’utilisation du substrat. Ce qui se traduit par une baisse du rendement instantané.
L.’apparition d’éthanot a ce moment 13, puis son accumulation dans le milieu explique ce
phénomene.

Dans la mesure ou une partie du substrat est utilisée pour la formation de métabolites

secondaires au dépend de la production d’énergie nécessaire & la synthése de la biomasse. e
rendement total en biomasse atteint 55 %.
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figure22: Culture de la souche Kluyveromyces fragilis en minifermenteur sur lactosérum

déprotéiné enrichi Variation des

Putilisation du lactose (b) et du reridement instantané (c ) en fonction du temps.

vitesses spécifiques de production de biomasse (a), de

Le pH initial du milieu est de pH 4,6. En absence de régulation de pH ( Fig. 23 }, on
enregistre une légere acidification du milieu ( 4,1 + 0,2 ). Cette acidification du milieu peut
étre attribuée a certains facteurs tels que la dissolution du dioxyde de carbone et sa
transformation en acide carbonique, 1’accumulation des ions H' due & la transformation du
lactose en éthanol. Le pH tend ensuite vers sa valeur initiale avec 1’apparition de I’éthanol

dans le milieu.
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Fig. 23: Culture de la souche Kluyveromyces fragilis en minifermenteur sur lactosérum
déprotéiné enrichi : Variation du pH en fonction du temps.

Influence de la température sur la croissance de Kluyveromyces fragilis

Chaque micro-organisme, quelque soit son espéce, est caractérisé par une température
optimale de croissance pour laquelle le taux de croissance est le plus élevé. Ainsi, des
température de 25, 30, 37 et 40°C ont €té testées lors de la culture en minifermenteur ( Fig.
24 et 25).

Le taux de croissance apparait maximum a 40°C et atteint 0,29 h''. De plus, on remarque que
le rendement diminue de fagon importante par rapport a ceux observés a des températures
inférieures ( Fig. 24 ).

En effet, a la température de 25°C, la levure présente une phase de latence importante qui
dure 12 heures de culture. Par la suite, la Phase exponentielle est entamée avec un taux de
croissance maximal de Uordre de 0,11 h™. La transformation totale du lactose ne se fait
qu’aprés 20 heures de culture. Le rendement en biomasse est de 43,5%.

Pour la production de biomasse, une température de 30°C est plus conforme. Elle permet
d’obtenir de meilleurs rendements en biomasse ( 51% ). 11 est utile d’entreprendre des essais &
des températures supérieures a 40°C.

D’aprés les travaux de EI- Samragy et Zall (1988), la température optimale de croissance de
la souche Kluyveromyces fragilis est de 32°C. Mais, selon Janssens et al., (1984), Fiedurek
et Szczodrak (1994), la température de 30°C est considérée comme optimale pour le
développenient de la souche Kluyveromyces fragilis. Ce qui est en accord avec nos résultats.
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Fig.24 :Culture de lu souche Kluyveromyces fragilis en minifermenteur sur lactosérum
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Putifisation du lactose (@ —).
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Fig. 25: Culture de la souche Kluyveromyces fragilis en minifermenteur sur lactosérum
déprotéiné enrichi. Influence de la température sur le taux de croissance { —®— ) et le
rendement en biomasse (—[J— ).

Influence du pH bur la croissance de kluyveromyces fragilis.

L’effet du pH sur I’ensemble de I’activité cellulaire est également important. Et chaque
micro-organisme est caractérisé par un pH optimal, pour lequel le taux de croissance est le
plus éleve.

En vue de la Figure 26, I’allure des courbes obtenues pour les différents pH est semblable a
celles obtenues lors de I’étude de Vinfluence de la température en fonction du temps. La
vitesse spécifique de production parait maximum a pH 4,5. Elle atteint 0,27 h™' avec un
rendement de biomasse de 51 % ( Fig. 27 ). Mais, a pH 3, le rendement et la vitesse
spécifique de production diminuent de fagon importante (29.5 %). Le méme phénomeéne est
observeé a pH 6.

La vitesse de croissance spécifique maximum atteint 0,21 h™'. Donc, il serait inutile de réaliser
des essais a des pH inférieur a pH 3 ou supérieur a pH 6. Par ailleurs a pH 5,5, le rendement
final en biomasse reste toujours inférieur a celui obtenu a pH 4,5 (44%.).

D’aprés nos résuliats, le pH optimal de croissance de Kluyveromyces fragilis est égale a 4,5.
D’aprés la littérature le pH optimal de la croissance de Kluyveromyces fragilis différe d’un
auteur 4 un autre.

Selon Wasserman et Hampson (1961), il est de 5.5. El -Samragy et Zall (1988)
considérent qu’il est de 5. D’autre part, King et Zall (1983), et Gianetto et al., (1986)
trouvent qu’une légeére modification du pH ne présente aucun effet sur la cinétique de
croissance des levures.
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Fig.26: Culture de la souche Kluyveromyces fragilis en minifermenteur sur lactosérum
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Ghaly et El- Taweel (1995) rapportent dans leur étude qu’une modification du pH entre 4,2 &
4,8 ne présente aucun effet sur la capacité de cette levure 4 assimiler le lactose. Ainsi, le
contréle du pH au cours de cette étude peut ne pas sembler nécessaire.
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Fig. 27: Culture de la souche Kluyveromyces fragilis en minifermentenr sur lactosérim
déprotéiné enrichi. Influence du pH sur le taux de croissance (—®—) et le rendement en biomasse

3.

Influence de la concentration en lactose sur la cinétique de croissance de Kluyveromyces
Sfragilis.

Pour les essais de fermentations, on a utilis¢é du lactosérum doux avec différentes
concentrations en lactose.

Le lactosérum dont la concentration initiale en lactose est de 64 g/l est dilué de fagon 2
amener la concentration en lactose a 40, 30, et 20 g/l. On constate, alors; ( Tableau 19 et Fig.
28), ’apparition d’un métabolisme fermentaire a des hautes concentration en lactose ( 40 g/l).
Ainsi, le rendement se trouve nettement réduit.

Tableau 19: Culture discontinue en minifermenteur de Kluyveromyces fragilis sur lactosérum
dotx déprotéiné enrichi. Résultats obtenus aprés dilution du lactosérum en concentration du
lactose.

30 10,4 4 34,66
| 40 1,05 6 28

Y

I.a conduite de la fermentation sur lactosérum dilué a 20 g/l conduit & de meilleurs
rendements et a une consommation totale de lactose. Le métabolisme fermentaire est
nettement atténué, aprés dilution du lactosérum.
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Fig. 28: Culture en minifermenteur de Kluyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné

enrichi. Influence de la concentration en lactose (—®—) sur la production de biomasse (— —
) et de ethanol (—.4—) en fonction du temps.
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Ainsi, le rendement est nettement réduit ( 34,66 % ) a des concentrations supérieures en
lactose ( 30 g/l ). La teneur en éthanol accumulée est dans ces conditions importante.

L utilisation du lactosérum dilué a 40 g/l permet la production de 11 g/l de biomasse.
Seulement, cette expérimentation permet, aussi, de montrer que I'éthanol initialement
accumulé ( 6 mg/l ) est ensuite utilisé comme nouveau substrat carboné { phénoméne de
diauxie ). La levure entame, alors une nouvelle phase de croissance avec une trés courte phase
de latence. La voie métabolique empruntée étant alors le cycle du glyoxylate ( Fig. 28 ). Le
rendement total en biomasse ( R, ) obtenu aprés utilisatton successive du lactose et la
formation de I’éthanol est de 28 %.

En effet, selon les travaux de Bourgeois et Leveau (1980), chez les levures appartenant a
Vespece Kluyveromyces fragilis, le métabolisme respiratoire est trés actif par rapport au
métabolisme fermentaire. L’oxygeéne de |’ air inhibe le métabolisme fermentaire.

L’activité des enzymes de la glycolyse est diminuée. C’est I’effet Pasteur; il y a croissance’
des cellules avec une production en ethanol. Cette espéce présente une forte activité
respiratoire en présence de glucose, de galactose ou de lactose. Mais a une activité
fermentaire tres réduite en présence de ces trois substrats. En présence de 20 g/l de lactose et
en milieu aéré, |’activité respiratoire des celliules est dix fois plus forte que son activité
fermentaire.

De plus, Vienne et Von Stockar (1985) constatent que la vitesse d’utilisation du lactose au
cours de la croissance de la souche Kluyveromyces fragilis sur le perméat de lactosérum
diminue; quand la concentration du lactose augmente de 50g/l a 150 g/1.

Ghaly et El- Taweel (1995) ont montré qu’a une concentration en lactose supérieure a 100
g/l, le métabolisme oxydatif est fortement inhibé.

Toute fois, il faut noter que ces expériences sont conduites dans de bonnes conditions
d’aération (concentration en oxygene dissous de 100 % de la saturation ). Donc, [’apparition
de la voie fermentaire ne peut s’expliquer que par I'augmentation de la concentration du
lactose par répression catabolique et non par une limitation de 'oxygéne dissous.

Il est, généralement, connu que quelque soit le degré d’aération, et au dessus d’une certaine
concentration en lactose dépassant un seuil limite, la production d’éthanol ne peut étre évitée.
Ce qu’on appel I’effet Crabtree ( Damiano et al., 1985)

2. 1. 1. 2, Culture en réacteur de deux litres
La culture de Kluyveromyces fragilis en fermenteur de 2 litres a été conduite, selon les
conditions déja décrites. La teneur en oxygeéne dissous est régulée a 100 % de la saturation.

Deux expérimentations ont été menées dans ces conditions; mais avec deux vitesse d’agitation
différentes.
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La premiére culture effectuée avec une vitesse d’agitation élevée de 800 tr / mn a permis
I’obtention de 11 g/l de biomasse en 10 heures; a partir de la totalité du lactose initial ( Fig.
29).
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Figure 29: Culture discontinue de la souche Klupveromyces fragilis en réacteur de 21 sur
lactosérum déprotéiné enrichi (agitation 800 tr/min.) :Variation de la biomasse (— @), de la
concentration en lactose (—W—) et de la production d’éthanol (— A—) en fonction du temps.

Les variations des vitesses spécifiques de production de biomasse ( fax = 0,37 h' )} ( Fig. 30
a ), de I'utilisation du substrat { Fig. 30 b } et celle du rendement instantané ( Fig. 30 ¢ ), au
cours de la croissance, se rapprochent beaucoup de celles enregistrées en minifermenteur.

Cependant, on observe plus nettement la corrélation qui parait exister entre la vitesse
spécifique d’utilisation du substrat et I'apparition de I’éthanol. En effet, au bout de la 6
heure, I’apparition de ce métabolite coincide avec I’augmentation de la vitesse spécifique
d’utilisation du substrat.

En effet, au boait de Ia 6™ henre, quand la vitesse spécifique d’utilisation du substrat atteint
sOn maximun; on commence a observer une apparition de I’éthanol dans le

milieu réactionnel { Fig. 29 et 30 b ).

Par ailleurs, on constate que le rendement instantané tend a baisser avec I’apparition de
I’éthanol. Le rendement final en biomasse atteint alors 55 %.
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Figure30: Culture discontinue de la souche Kluyveromyces fragilis en réacteur de 2 I sur
lactosérum déprotéiné enrichi. ( agitation 800 tr /min ). Variation des vitesses spécifiques de la
production de biomasse (a), d’utilisation du lactose (b) et du rendement instantané (c ) en fonction
du temps. -
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It faut noter, aussi qu’au cours de la phase exponentielle, on observe une nette diminution du
pourcentage de saturation en oxygene dissous ( Fig. 31 ). Elle arrive 4 un minimum de 13 %
de la saturation. Le seuil critique d’inhibition estimé par la plupart des auteurs a 10% de la
saturation n’est pas atteint ici. L’oxygéne dissous est fortement utilisé dans les réactions de
biosynthéses cellulaires. Il est générateur de I’ énergie cellulaire.
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Fig. 31: Culture discontinue de la souche Kluyveromyces fragilis en réacteur de 2 1 de
Kliyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné enrichi. ( agitation 800 tr /min. ):

Variation de la biomasse (—®— ) et de la concentration en oxygéne dissous (—QO-—) en fonction
du temps.

Et lorsque la culture est conduite dans des conditions d’agitation différentes 400 tr/mn ( Fig,
34 ), les résultats obtenus sont voisins de ceux enregistrés; lors de la culture 4 800 tr/mn. On
note alors, une diminution de la vitesse spécifique de la production de la biomasse ( p oy =
0,27 b)) ( Fig. 33 a ). La totalité du lactose consommé ne produit que 10 g/l de biomasse
avec un rendement final de 47,5%. Soit une réduction de 7,5 % par rapport au rendement
obtenue a 800 tr/mn.
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Fig. 32: Culture discontinue de la souche Kluyveromyces fragilis en réacteur de 2 I sur
lactosérum déprotéiné enrichi ( agitation 400 tr/min.). Variation de biomasse (—8—), de la
concentration en lactose (—®—) et de la production d’éthanol (—.4—) en fonction du temps.
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Par ailleurs, on constate une apparition précoce de |’ éthanol avec une légére angmentation de
sa teneur dans le milieu ( 0,8 mg/l ) ( Fig. 32 ). Ce qui coincide avec |’élévation de la vitesse
spécifique d’utilisation du substrat ( Fig. 33 b ). En paralléle, le rendement instantané en
biomasse diminue ( Fig. 33 ¢ ). L apparition précoce de I’ ethanol, puis son accumulation dans
le milieu explique ce phénoméne. Dans la mesure ol une partie du substrat est utilisée pour la
formation des métabolites aux dépends de la production d’énergie nécessaire a la synthése de

biomasse.
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Fig. 33: Culture discontinue de la souche Kluyveromyces fragilis en réacteur de 2 I sur
lactosérum déprotéiné enrichi. ( agitation 400 tr /min ); Variation des vitesses spécifiques de
production de biomasse (a), d’utilisation du lactose (b) et du rendement instantané (c ) en fonction

du temps.
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Toute fois, on constate qu’il semble y avoir une corrélation importante entre 1’apparition de
I’ethanol avec la dissolution de I’oxygéne dissous dans le réacteur. En effet, pendant la phase
exponentielle de croissance, la diminution de {a concentration en oxygéne dissous atteint un
minimum de 45 % de la saturation ( Fig. 34 ).

Ce qui favorise une production faible en ethanol, au détriment de la synthése de biomasse. On
voit, ainsi que sous une agitation rapide, la dissolution de ’oxygéne étant plus grande et
donne de meilleurs résultats.
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Fig. 34 : Culture discontinue de la souche Kluyveromyces fragilis en réacteur de 2 I sur
lactosérum déprotéiné enrichi. ( agitation 400 tr /min. ): Variation de la biomasse (—%—) et
de la conceniration en oxygéne dissous (— Q) en fonction du temps.

Ainsi, ’agitation permet |'introduction de I’air dans le milieu de culture, Ce qui favorise la
formation de nouvelles cellules. Ceci limite de fagon appréciable ia production d’ethanol.

En méme temps, I’agitation permet aussi ’évacuation du gaz carbonique produit lors des
échanges cellulaires et le renouvellement du microenvironnement cellulaire par 1’apport de
nouvelles substances nutritives.

2. 1. 1. 3. Culfure en réacteur de 5 litres

La culture de Kluyveromyces fragilis en réacteur de 5 litres a été conduite dans les conditions
déja décrites précédemment.

Le lactosérum dont la concentration initiale en lactose est de 64 g/l est diluée a 30 g/l. Dans
ces conditions, la totalité du lactose initialement présent est transformé en de biomasse { Fig.
35).

En effet, aprés une phase de latence qui dure environ 3 heures, la phase exponentielle se met
en place avec un taux de croissance de 0,40 h™. Un taux relativement élevé par rapport & celui
enregistré en réacteur de 2 litres et en minifermenteur.
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Fig.35: Culture discontinue de la souche Kluyveromyces fragilis en réacteur de 5 1 sur
lactosérum déprotéiné enrichi. Variation de la biomasse( —®—), de Uutilisation du lactose (

—®—), la production d’ethanol (—A—) et de la concentration en oxygéne dissous (—QO— ) en
- fonction du temps.

La totalité du lactose est métabolisée au bout de 8 heures de culture. La biomasse produite
atteint, alors, 14.5 g/l avec un rendement de 48%. ' i

Malgré les conditions d’aération, la teneur en oxygene dissous étant régulée 2 100% de la
saturation. On assiste a une légeére production d’ethanol ( 2 mg/l ), pendant la phase

. exponentielle. Au cours de ce laps de temps, les échanges cellulaires sont importants et sont
dus aux réactions de biosynthéses cellulaires. La concentration en oxygene dissous diminue -
ainsi jusqu'a 30% de la saturation. '

Nous avons constaté qu’en utilisant un réacteur de 5 litres, la biomasse est importante dans le
réacteur par rapport i celle obtenue en minifermenteur. Lors de I'étude de Peffet de la

concentration en lactose, le rendement en biomasse était de 35%. Cette augmentation est liée
" 2 la capacité du réacteur a transférer I’oxygeéne dissous vers les cellules microbiennes.

La mesure du K,,, coefficient traduisant la capacité de transfert d’un réacteur, a été effectuce

~ par la méthode statique. Cette méthode est conduite dans le milieu de culture contenant du
lactosérum déprotéiné enrichi et dépourvu de levures. Cette technique permet de déterminer
la valeur du K,, dans les conditions ou se déroulera la fermentation: une aération de 1,6 vvm
et une agitation de 700 tr/mn.

Aprés saturation du milieu en air, on injecte de l'azote jusqu'a diminution totale de la
concentration en oxygene dissous. On reprend, alors I'injection de ['air.

1.’ élévation de la concentration en oxygene dissous, aprés la reprise de réinjection de I’air, est
représentée sur le graphe de la Figure 36. Le Ky, calculé a partir des résultats expérimentaux a
été estimé 4 110 h™.

W
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Fig. 36: Détermination graphique du K, ,

.En conclusion, cette étude préliminaire sur la connaissance des conditions de culture de
Kiuyveromyces fragilis, ainsi que sa cinétique de croissance en culture discontinue sur le
‘lactosérum permet de tirer fes conclusions suivantes:

. :‘._- Le pH optimum de croissance de cette souche est égale a 4,5.
- La température optimum se situe aux alentours de 30°C.

.= Le taux de croissance peut atteindre une valeur de 0,40 h™', en ferimenteur de 5 | avec ine
production de biomasse produite de 14.5 g/l et un rendement de 48 %.
- Le rendement maximum est de 55 % en réacteur de 2 | agité & 800 tr /mn.
- Cette souche présente un métabolisme fermentaire aérobie avec une faible production en
ethanol. Elle est sensibie a I’effet Pasteur.

- D’aprés les résultats obtenus, il semblerait donc que la souche Kiuyveremyces fragilis, soit
une levure intéressante pour |’épuration des effluents chargés en lactosérum. Toute fois, en
vue d’une production de protéines, il nous a semblé utile d’envisager un procédé de
production en continu,

2

2. 1. 2. Culture continue

En vue de bien cerner le comportement de la souche Kluyveromyces fragilis en culture
continue, les cinétiques de production de biomasse, de disparition du lactose et d’apparition
d’ethanol ont été étudiées aux taux de dilutions suivants 0.1, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35,
0.38.h"

Ces culture sont lancées dans le fermenteur de 2 |, avec les conditions de culture déja définies.

" L’oxygeéne dissous est & 60% de la saturation Les figures 37, 38, 39, 40, 41, 42 et 43.
" le tableau 20 résument les résultats obtenus aux différent taux de dilution utilisés.
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Tableau 20:Cculture continue de la souche Kluyveromyces fragilis

' Taux dé- - Bibhjassg'-' N .'Lact_d’s_e N ,Ethanol.-‘,, Rendement Productmté
5 dilation 7 Gghy T o). - résiduel - (mg/l): -(%) : (gn.h )
o(h‘l) R - () R N T
0.7 1 0 0.03 55 1 1 0
015 115 /) 0.08 57 1.72
0.20 122 Y 0.50 6! 2.44
0.25 915 4.8 1.50 60 2.28
0.30 5.33 0.7 2.50 40 1.59
0.35 253 135 4,05 33 0.38
0. 38 1.26 16.7 6.01 36 013

Nous avons constaté qu’aux faibles taux de dilutions ( D < 0,2 h! ), il y avait une absence
totale du lactose résiduel dans le réacteur.

Aprés 20 4 30 heures de stabilisation de la culture 4 D = 0,10 h'et 0,15 b, une quantité trés

faible d’ethanol est mesurée ( 0,03 mg/l & 0,08 mg/l ). A partir de D =

02 h', la

concentration en ethanol commence 4 augmenter légerement pour atteindre une valeur de 0,5
mg/l Le lactose n’est plus totalement métabolisé a partir de D > 0,25 h™'. La quantité en

- ethanol ptoduite va en augmentant avec I’élévation du taux de dilution.

Temps (heures)
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Fig. 37: Culture continue de la souche Kluyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné
enrichi. Variation de la biomasse (—®—), du lactose (—w— ), d’éthanol (—4—) a D =

0,10 Ir'' en fonction du temps.
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’ Fig. 38: Culture continue de la souche Kluyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné
enrichi. Variation de la biomasse (—®—), du lactose (—w— ), d’éthanol (—4—) a D =
0,15 " en fonction du temps
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Fig.39:. Culture continue de la souche Klnyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné
enrichi. Variation de la biomasse (—®—), du lactose (—w— ), d’éthanol (—4—) ¢ D =

0,20 k'’ en fonction du temps.
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Fig. 40: Culture continue de la souche Kluyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné

0,25h"

en fonction du temps.

‘enrichi. Variation de la biomasse (—®—), du lactose (—w— ), d’éthanol (—A—) a D =
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Fig. 41: Culture continue de la souche Kiuyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné
enrichi. Variation de la biomasse (—®—), du lactose (—w— ), d’ethanol (—4—) a
D=030h" en fonction du temps.
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Fig. 42: Culture continue de la souche Kluyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné

enrichi. Variation de la biomasse (—®—), du lactose (—w— ), d’éthanol (—4—) a D =
0,35 i en fonction du temps.
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Fig. 43: Culture continue de la souche Kluyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné
enrichi. Variation de la biomasse (—®—), du lactose (—w— ), d’éthanol (—4—) a D =

‘. 0,38 k! en fonction du temps.
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De plus, la concentration en oxygéne dissous reste pratiquement stable. Elle ne devient
facteur limitant { estimée autour de 10% ) qu’a des taux de dilution élevés et supérieurs ou
égales 4 0,30 h'' (Fig. 44). Par ailleurs, on remarque que quand le taux de dilution augmente,
il y a un lessivage progressif du fermenteur par diminution de la biomasse et }’augmentation

- de production d’ethanol. Ceci se traduit par une limitation importante de la vitesse de

croissance.

Deux raisons peuvent expliquer ce phénoméne. Une déficience dans les éléments nutritifs du
milieu (substrat limitant ) et une aération insuffisante due a une oxygénation inadéquate
(Kalle! et al, -1991 ). En outre, la productivité augmente en fonction du taux de dilution
jusqu'a D = 0,25 h™'. La productivité optimum obtenue dans cette étude est de 2,44 g/litre/h.
Elle est comparable a celle obtenue par Agnes (1986 ) en utilisant la souche Candida
curvata. Vananuvat et Kinsella (1975) obtient une productivité de 2 g/litre/ h dans les
mémes conditions opératoires 4 un taux de dilution égale 0,18 h™'.

_m— Lactose résiduel _ Biomasse . ... Productivitt DX |, Rendement _g__ Oxygéne dissous l

20 _ 64
T 15 /L 8,z
£ - 8832
lT-l @ = 4 & gt | [
=29 10 1 132 25
2% E go s
v8E $Ea
w=3 51 116 2%
EPE € x®
SEE ] L S
@ 0d S~

0,1 0,15 0,2 0,26 0,3 0,356 0,38

Taux de dilution {(h')

Fig. 44: Culture continue de la souche Kluyveromyces fragilis sur lactosérum déprotéiné
enrichi. Variation de la biomasse (—®—), du lactose (—B—), de la productivité horaire

(—x—), du rendement global (—®—) el de la saturation en oxygéne dissous (—Q— )en
Jonction du taux de dilution .

La croissance de Kluyveromyces fragilis en culture continue a un taux de dilution D = 0,2 h!
sur du lactosérum dilué & 2 % de lactose donne le rendement le plus élevé ( 61 % ). Un
rendement lé?érement inférieur a celui obtenu par Vananuvat et Kinsella ( 1975) ( 72,5 %)
aD=0,18 h". Mais largement supérieur au rendement obtenu par Kallel et al., (1991) (44%)
dans les mémes conditions de culture. On se demande quelle est la concentration du substrat S
limitant a I’équilibre dans le bioréacteur.

Soit D le taux de dilution, S, la concentration du substrat dans le réservoir, S la concentration
en substrat résiduel dans I’effluent ( égale a celle du bioréacteur } et X la concentration
stationnaire de la population dans le bioréacteur.

Comme y = ’;:fg
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Hmax €t le K¢ sont déterminés expérimentalement, selon la figure 45. On obtient p .. égale &
0,45 h''et fe Kg= 2,56 g/l. En connaissant ces valeurs, on peut procéder a la détermination par
calcul du D optimum et D critique; en prenant pour valeur de S =20 g/l. On obtient alors:

D critique ~ 0’39 h-] et D optimum 0729 h“!

1/D

11S

Fig. 45: Evolution de 1/D) en fonction de 1/8.
Détermination de Kg et du taux de croissance maximum (1, )

. . . - . &,
D’aprés 1’équation de Monod, il est possible de calculer les valeurs du substrat résiduel S a
I"équilibre pour les différents taux de dilution en reportant les valeurs deyl,,, et de Kgdans
I’équation suivante:

S= ﬁ (si K4=a 0 :coefficient spécifique de lyse cellulaire ).
I max.—

En utilisant les valeurs expérimentales de S, et de Rx, nous pouvons ainsi calculer la valeur
de X a I’équilibre en fonction du taux de dilution avec:

i:Rx(SO-S:/)

La valeur de Rx retenue correspond a la moyenne des rendements expérimentaux obtenus,
soit 49,7%. De méme, la productivité est déduite en connaissant les valeurs de X, selon
équation :

P=D X

Les valeurs calculées sont représentées dans le tableau 21. Elles sont illustrées dans la figure
46
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Tableau 21: Valeurs calculées de la variation de la bivmasse X, du substrat résiduel S et de
la productivité horaire en fonction du taux de dilution.

o) e X)L 8@ BX@ihy
0.1 9.57 073 0.95
0.15 93 1.28 1.39
0.20 8.92 2.04 : 1.78
0.25 §.34 32 2.08
0.3 7.39 512 2.21
0.35 548 £.96 1.92
0.38 303 13.89 1.15

Ce qui signifie qu'a 1'équilibre la concentration en substrat ne dépend que du taux de dilution.
La concentration S, dans le milieu frais n’intervenant pas. Comme Kj est faible, la valeur de
S est également faible.

Ces données permetient ' établissement des courbes donnant I’évolution de la concentration
du substrat a I’équilibre S, de la concentration cellulaire X a I’équilibre et de la productivité -
" horaire P=D.X "en fonction du taux de dilution ( Fig. 46). -

10 15

Biomasse (g/l)

Productivite (g/l.h)
[+;]
"
N
n
Lactose (g/l)

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,38
Faux de dilution {h-1)

Fig. 46: Estimation de la variation de la biomasse (—®—) du lactose ( —W—) et de
productivité horaire (— % — )en fonction du taux de dilution

2. 2. Estimation de la réduction de la pollution du lactosérum par mesure de la DCO
Les valeurs de la demande chimique de I’effluent a I’entrée et a la sortie du fermenteur de 21

en culture discontinu figurent dans le tableau 22 et I’histogramme de la Figure 47. L’effluent
est obtenu par élimination des levures par centrifugation,

Tableau 22: Evolution de la DCO en culture discontinue en fonction du temps.

[
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_DCO résiduelle . _j 'Abattement de la.DCO_
(g LA
55000
6 35000
12 15000
18 300 98.5
24 0 100

Ces résultats montrent qu’il y a augmentation de ['efficacité de [’épuration avec
I’augmentation du temps de culture. Par exemple, en augmentant le temps de 6 4 24 h, la
réduction de I’abattement de la DCO passe de 36 4 100%.

La réduction de Ia DCO est comparable a celle obtenue par Vananuvat et Kinsella (1975) et
Ghaly et Singh (1989). Selon Loehr (1984), la diminution de la DCO peut étre expliquée par
{’utilisation de la matiére organique présente dans le milieu par les microorganismes. Cette
matiére répond aux besoins en énergie nécessaire aux réactions de biosynthése cellulaires en
présence d’oxygene.

60000 -

30000

DCO résiduelle
{ma/l)

Temps (heure)

Fig. 47: Evolution de Ia DCO en culture discontinu de la souche Kluyveromyces fragilis en .
fonction du temps

En culture continue, nous avons étudié 1'influence du taux de dilution sur 'efficacité de
I’épuration par mesure de la DCO résiduelle.

L’histogramme de la Figure 48 montre que la DCO résiduelle, ainsi que son abattement
dépendent fortement du taux de dilution. L’ épuration de I’effluent est compléte a des taux de
dilution inférieurs a D = 0,2 h"'. Au dela de ce taux, on assiste a une réduction de I’abattement
et par conséquent de I’augmentation de la DCO resnduelle Par ailleurs, elle reste élevee dans
I’effluent obtenue en culture continue 2 D = 0,38 h™'; du moment qu’on assiste & un lessivage
progressif de la culture.
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Fig. 48: Evolution de la DCQ résiduelle et de abattement de la DCO en culture continue
et en fonction du taux de dilution.

Agnes (1986) met en évidence le méme comportement de Candida curvata a différent taux
de dilution. De méme, Ghaly et Singh ( 1989 ) utilisent des taux de dilution relativement
faibles (inférieur 4 0,2 h™") afin d’arriver & une meilleure épuration de I’effluent. Et par
conséquent de réduire potentiellement la pollution provoquée par le rejet du lactosérum dans
" les eaux résiduaires.

On peut déduire donc que I'épuration totale du lactosérum est possible par fermentation
continue et discontinue.
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" Lodder (1971).

CONCLUSION

L'objectif de cette étude est de voir si la culture de levures locales sur lactosérum, pourrait
permetire d’obtenir I'élimination totale du lactose de I’effluent tout en produisant une
quantité importante de biomasse.

Nous avons entamé notre étude par I’isolement de dix souches de levures différentes
appartenant a trois genres distincts , Kuyveromyces, Candida et Schizosaccharomyces.

Ces levures sont obtenues a partir de produits laitiers différents, par ailleurs, nous avons mis
en évidence la présence de levures du genre Schizosaccharomyces dans lé lait de vache cru et
dans les fromages a pite cuite, celte présence n’a jamais é1é signalée auparavant. Ce qui nous
laisse penser que ces levures peuvent se développer dans un autre biotope naturel qui est le
lait autre que les mélasses de canne a sucre et autres produits alimentaires sucrés signalés par

‘

I’étude de la cinétique de croissance des levures sélectionnées du genre Kluyveromyces et
Candida dans un milieu de culture 4 base de lactose permet de mettre en évidence les
performances de la souche de levure du genre Kluyveromyces fragilis et de la distinguer
' parmi Ies autres levures par sa capacité a métaboliser le lactose.

est une | levire trés uullsee pour !a productlon industrielle de protemes d’organismes .

‘umcellulalres suf permeat de laclosérum.
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Par ailleurs en culture dlscontmue nous avons constaté que la souche de levure K. fragilis
¢ dait capable d’assimiler comiplétement le lactose présent dans le mllleu avec des temps de

_culture coufts. Les resu!lats de notre étude a coté de ceux déja obtenus_par d’autres auteurs,

_nouds montrent que I’on peut obtenir des p 0 u avec un extrait sec de 10 & 14.5 g/l avec une
teneur protéique de 50 % . Les résultats sont comparables et parfois meilleurs & ceux obtenus
par d¢’autres auteurs comme Bayer (1983), Kallel et al., (1991) et Touzi et al., (1991).

L’étude de I'influence de la température et du pH, nous permet de conclure que la
température de 30 °C semble étre la mieux appropriée pour l'obtention d’un meilleur
rendement en biomasse, il est de méme pour le pH, la souche Kluypveromyces fragilis
présente un pH optimum de 4.5, celte souche est donc mésophile et Iégérement acidophile.

Il faut noter que ces detix critéres sont importants & prendre en considération dans la mesure

~ 00 I’on souhaite produire des p o u, en utilisant un lactosérum non stérilisé & pH acide, la

cronssance de la mlcroﬂore endogéne du lactosérum est alors inhibée.




Au cours, des expérimentations sur le réacteur de 2 litres, 4 une vitesse d’agitation réduite,
permettant de rendre les conditions d’oxygénations limitantes, la production d’éthanol a été
favorisée au détriment de celle de la biomasse, la souche étudiée semble donc étre légérement
sensible a I’effet Pasteur.

Ce phénoméne métabolique fréquemment rencontré chez les levures est souvent appelé
fermentation « aérobie », elle s’explique par I'existence de limitations intervenant au niveau

*de la voie respiratoire, I’acide pyruvique en excés, ne pouvant étre métabolisé par la voie du

cycle de Krebs, I’est par la voie ethanolique.

‘Les limitations de la voie respiratoires peuvent avoir deux origines qui sont, soit des

conditions limitantes en oxygéne qui empéchent la voie respiratoire de fonctionner au

‘maximum de ces capacités, soit des caractéristiques métaboliques propres a la souche, on

parle alors d’effet Crabtree ( ou répression catabolique) qui se caractérise par Iinhibition des
enzymes de la respiration ( ou de |a synthése des cytochromes) due & un excés de sucre dans

.le milieu (Agnes 1986).

En ce qui concerne la souche Kiuyveromyces fragilis, il est important de souligner que toutes
nos expériences s’ étant déroulées dans des conditions d’oxygénation supérieures a 30 % de la
saturation, voire méme a 100 %, on peut penser que le seuil critique d’inhibition estimé par la
plupart des auteur a 10 % de la saturation n’était pas atteint.

Dans ces conditions I’effet Crabtree pourrait expliquer I’existence du métabolisme
fermentaire, mais ce phénoméne se¢ manifeste généralement par une synthése maximale
d’éthanol en tout début de croissance (Agnes 1986).

Or ici I'éthanol n’apparait qu’en fin de culture, on est donc amené en définitive & penser a
une capacité un peu limité de la voie respiratoire de la souche Kiuyveromyces fragilis, quand
celle-ci est cultivée dans les conditions d’agitation réduites, limitant ainsi les performances du
transfert oxygeéne.

Par ailleurs, en accord avec les présents résultats, dans presque tous les travaux consultés, une
concentration en lactose de 10 a 20 g/l est considérée comme optimale pour I’obtention d’un
bon rendement en biomasse, donc la dilution du lactosérum semble importante.

Toute fois, il est a noter que I’épuration totale du lactosérum par culture discontinue ou
continue de la souche Kluyveromyces fragilis est possible.

En cuiture continue des taux de dilution inférieurs a 0.2 h™' permettent de trouver le metlleur
compromis entre une dépollution maximum ( lactose résiduel et DCO = 0 ) est une
productivité élevée 2.44 g / 1/ h, le rendement en biomasse est alors de 61 %.

Globalement, les résultats obtenus sont satisfaisants, la souche de levure Klupveromyces
Sfragilis isolée A partir du lactosérum semble avoir toutes les qualités requises d’une levure
aliment, il serait intéressant dans un avenir proche d’envisager la mise en route d’un
fermeteur pilote, ainsi que I'examen des qualités nutritionnelle de la biomasse produite.
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Compasition des milieux de culture et réact fs utilisés pour Uisolement des levures.

1. Milieu d’enrichissement ( Moukil -1988 )

Milieu liquide (E ;) Milieu solide (E ,)
- Extrait de levure.................... St S5g
- Lactose......cocoiiiieicinie 20 B 20g
= ALAN Lo 20g
- Oxytétracycline.................... Ol 0,1g
- Eau distillée.................... 1000 Ml 1000 mi
SpH A5 e 4,5

2. Milieu de purification ( Moukil -1988 )

Milieu liquide (P1) Milieu solide (Pz)
- Extrait de levure...........cooooovnene 20 i 20¢g
- LactOSE... i 1O 8ot 10g
S AZAT i [ et ... 20g
-HPO;220%....oiiiveiicei Smho. et 5ml
-MgSO,820%....cciiiir, S ML 5 ml
-Eaudistillée...... (qsp ) 1000ml.............cooovenine. (qsp.. 1000 ml
S T O T 4,5

3. Milieu Sabouraud

- Extrait de levure ..., 3g
= GIUCOSE. ...t 20g
~Peptone........cocooi 10g
S ABAL s 20g
- Eaudistillée (gsp ). 1000 mi

pH 4,5
Composition des milieux de culture utilisés pour Uident fication des levures.

1. Milieu de croissance sur milieu solide

- GIUCOSE. ..o 20g

- Extrait de levure...................... 10g

~Peptone.......c.ccooviniiniinn, 5g

- Eau distillée (qsp)........ 1000 ml

S ABA. e 20g
W
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2. Milieu de croissance sur milieu liguide

-Glucose. ... 20g
- Extrait de levure........................ 10g
-Peplone.........ooooiniini 5g
- Eau distillée (gsp).......... 1000 ml

3. Milieu de culture pour la filamentation (P. D. A )

- Extrait de pomme de terre................. 4¢
= Glucose.....ocoviviiein 20
=ABAN 16 g
-Eaudistillée (qsp )i, 1000 ml
= PH 5

- Extrait de levure.............ccooe. 5g
- GlUCOSE. ..o, 20g
- Peptone............occooiiiiiiii 3g
= ABAT..coiiiii i, 20¢
- Eau distillée (qsp)........ 1000 ml

5. Milieux de culture pour la sporulation

+ 4

5. 1, Milieu de culture de Fowell

- Acétate de sodium.......................... 5¢
SKCl e 10 g
SABAN 20g
-Eau distillée (gsp ). 1000 mi
PH. o 5,5

- GIUCOSE.. ...t lg
- PePLONE. .ovoiii e 10g
“NACL.oc e 58
SCraie. .o 10g
S ABAL 20g
- Eau distiliée (5P )ooevvienininnnn 1000 ml

89



5. 3. Milieu de culture de Mac Clary

= Glucose.....ooieveiee lg
- Extraitde levure.......................... 25¢

- Acétate de sodium..................... 82g

S KRGl 1,8 g
= ABAN . 20¢g
- Eau distillée (qsp).....ccoceee 1000 ml

- Extraitde malt................c..c...o... 20g
“ABAT...oo 20¢g
-Eau distillée (qsp)....ooee.. 1000 ml

6. Milieu pour la fermentation des sucres ( Milieu Wickerham )

- Extrait de levure................... 10g
=Peptone ... S5g
- bleu de bromothymoi................. 0,005 g

- Eau distillée (qsp)...cccoooenne. 10600 ml
PH o, 4,5

7. Milieu pour assimilation des sucres

© - Sulfate d’ammonium...........ccooooeiiirininn, 5g
- Dehydrogénophoshate de potassium............... lg
- Sulfate de magnésium..........................c.o.e 05g
S ARAT e 20g
- Baudistilée (qsp )i 1000 m}

8. Milieu pour 'assimilation des nitrates

= BIUCOSE. ..o 20g
- Déhydrogénophosphate de potassium.............. 05¢g

- Sulfate de magnésium...................c.oeeviieniineennnnn, 20g

- Nitrate de sodium..............cooeerivveciirecei e, 78¢g
- Eaudistillée (@sp)..coviviniiininneee.... 1000 ml

9. Milieu pour 'étude de ’osmophilie

= Extrait de levure............cooo, 5g
-GlICOSE. ..o 500
-Eaudistilice (qsp )i, 1000 m]
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10. Milieu pour Phydrolyse de la gélatine

- Extraitde malt...............oooovi 100 g
-Gélatine........ooooie 120 g
- Eaudistillée (qsp)....ooviivninnennn 1000 ml

11. Milieu pour Uhydrolyse de 'urée ( milieu Christensens- urea- agar )

=Peptone......... lg
= GIUCOSE. ..ot lg
= NACL . e 58
- Phosphate monopotassique........................ 3g
- Rouge de phénol......................... 2 gouttes
- Eau distillée. (qSP ). 1000 m]
PH 4,5
12. Milieu Sabouraud a actidione )
-Gllicq'sei:.................l. ............................ 20 g
- Peptone.........ooo 10g
< ABAT. 20g
- acﬁ.dion:e e lg
-Eaudistillée (gqsp ). 1000 m]
pH4 '
13. Réact.fs pour la recherche de la nitrate réductase 1 et 2
- Solution d’acide acétique 5 M
Acide acétique glacial.......... 28,75 m]
Eaudistillée......................... 71,25 ml
- Réactifs a I’alpha - naphtol
Alpha- naphtol.................. 19 mi
Acide acétique................... 200 mi
- Eau distiée (G S P )oveerevrrnnennn. 1000 ml
4o e i —
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