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Introduction Ecele Nationale Polytechnique
Pendant de nombreuses anners, le Eraitement ou 1'utilication du
lactoserum n'était pas pris en CaunppnTe industries laitidres.

La pollutiaon engendrée par une laiterie qui rejette SO000 1itree
e lactoserum e<st equivalente & celle engentdrée
par une ville de 25000 habhitants [P]

Cette polution est engendree par le lactnse qui represente 50% de
la matiere seche du lactoserum.

Il est donc  impensable de continuer A rejeter un produit qui |
5'il est valoricé v PPUt palier aux pen uries chroniques
d'aliments, et alx famines que connaissent des populations

entieres .

Fn effet ni 1'agriculture , ni l'elevage ou la peche de ces pays
ne peuvent fournir assez de naurriture pour assouvir les hesnine
de ces population. lLa biotechnolaogie a donc orientéd ses travaux
vers la  production de levure aliments A partir de de rejets

1a compasition en proteines de ces microorganicmes wiermet de
D ) y | i
cambler le deficit alimentaire en proteines.

L'un des microorganiemes utilices eot la levure kluyveromysc es
fragilis dent 1a teneur en proteines est de 50% . Celle ci est

caracterisée par sa richesae pn acides gras incaturés et non taux
de croissance $live,

L'objectif de notre travail et cd'optimiser le milieu do
croissance de cette levure. L'optimisation portera en premier
lieu sur le milieu nutritionnel et en deuxieme lieu aur les
conditions physicochimiques de culture.

les experiences qui ont  eté réalisdées ont porte sur  leo
parametres suivants:

- Variation de la concentration en lactose So
~ fAddition de 0,03% d'uree.

- Suppression des oligoelemente.

~ Suppression des extraits de levure.

- Variation du PH.

— Variation de la tp

- Aeration & )l'axygene ot & 1'air




CHAPITRE 1

1.1-Géneralites sur le lactosérum
I.2-Compesition du lactosérum
T

l.3-Pollution par le lactoserum

I.4-Dif ferents procedes de valorisation it lactoserum




1.1-GENERALITES SUR LE LACTOSERUM

Le lait liquide naturel est la matiére premiére employee
pour la fabrication des fromages .La téchnique employee consiste
& coaguler le lait ,soit par la présure Qqui est une enzyme
extraite de 1la caillette de veau ,so0it par 1'ajout des ferments
lactiques [21 [41].

La coagulation repose sur la propriete gqu'a la caseine
a4 precipiter a PH 4,6 jla matiére grasse etant une charge inerte,
elle est emprisonnée dans le caillé .
On obtient ainsi seux phases :

~Une phase solide ou caille ,constituee par la caseine et la
majoriteée de la matiere grasse .

-Une phase liquide constituée de 1'eau que contenait le lait et
des substances solubles .Cette phase forme le lactoserum.

La séparation de ces deux phases se fait par eégouttage ou
centrifugation [&]

Le lactosérum est donc un produit dérive du lait prive de sa
caseine et de sa matigre grasse ,c'est un liquide clair,de
coloration jaune verddtre jcette couleur est due a la présence de
lactoflavine (vitvamine B 2 ).[5]

On distingue deux types de lactoserum.

I.1.1-Le lactoserum doux

(Acidité > 189D) ,son PH varie entre 5,9 et 6,7 411 provient

de la fabrication des fromages & péte pressée et & pEte culte 42l
contient environ &3 & &7 g de matiéres seéches par litre dont 45 a
S0 g de lactese , 7 49 g de matiere azcotes, 4 A 8 g de matieres

gcalines , 1 & 2 g de matiéres grasses [1]

1.1.2-Le lactosérum acide

(Acidité < 18°D) ,san PH varie entre 4,4 et 4,6 , il provient
de la fabricaticon des fr omages & péte fraiche et a pdte molle,
ga composition est trés variable , il renferme moins de lactose,
plus de sels minégraux (surtout calcium et phosphore), 11 est plus
riche en acides aminés, que le lactosérum doux [3]

(volr tablesu 1.1)

=l
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1.2-COMPOSITION DU LACTOSERUM

L

a

~La nature du lait qui
effet le lait de vache,

a servi

a la fabrication du fromage
de brebis ou de cheévre n'a pas la méme

composition du lactosérum varie selon plusieurs facteurs:

composition,d'od un lactoserum de composition differente .

-FPour la

meme

-Le trailement

donne

, donne

espegce

technologique dans la fabrication d'un fromage
importantes au niveau

~animale,ls

lieu a4 des variations

compositian
sulvant les caracteres héreditaires,la race la saison etc ...

tres

du lait varie

,en



de la composition du lactosérum. [B

T2.4AComposition en aciges aminés essentiels

Le tableau n°l.2 donne la composition en acides amines du
lactoserum (d'apres M.LUQUET 1%83)

Tapleau n®l.z
Composition en acides amines essentiels
de differentes proteines
en g pour 100 g de protéeines

Protéi- |Albumine Proteines
nes de de Caséin@ |totasles Soja
SEIuUm 1'oeut du lait

lscleucine 6,50 b,45 5,80 6,10 =
Leuc1ne 14,00 B,30 2,50 10,00 Ty 15
Lysin= 10,90 7,08 7,60 7,90 &,20
Methionine 235 2,40 2,95 2,80 135
Cystine a3, 15 (Tt 0,40 1,00 1,35
Phen/lanine 4,05 5,80 5,40 4,80 5,10
Tyrosine 4,80 4,05 S0 5,20 3,40
Threonine &H,70 o ] 4,00 4,70 4,10
Tryptepnane 3,20 1,90 1,39 15,89 1,25
Valine 6,85 7,15 6,80 &, 80 5,30

T tal QL a8 51,10 49,45 290,490 41,50
i.2.2-Le lactose

Crest e arincigal constitaant en Folds de Plentratt sec du

3 i e . ot e
lait et =n reprasehte 59 & 70 % (=] (]

Clest wn sucre réductelu e Formuls brate C18 HEE 011,11
appartizsst au groupe des diholagides C'est le @ jalacteglide .14
gluccse [71.

1] eet Form& par 1'umion 3o molecule de P galactose et
d'une melécule de glucase A ou ﬁ ydtod tiar abtient dexun LBanmeres
(WL ESA I

1=—La Toonmme .? antivdee clant les prueprieies sont e
siilvantas:
Fauvair ratakalr @ «=35°%,salubite pour pOa md alean &) 20°ERES g .

S—la fooraue 8 monodypde atee s ta Foorma commerciale

normale,ses propriefes Soent les Guivartes:




Fouvoir rotatorie +89,59%sclubilite pour 100 ml d'eau a 20°0C: B g

La formule developpée du lacteose st la suivante:

CHROH CHEOH O
OH/T___-_,.
| y

H OH

Lactose A monchydraté

CH20H CH20H {3

Lactoae@anydre

1.2.3-Les vitamines

Les vitamines du lactosdrum sont en majorité des vitamines
hydrosolobles (vitanines B&CY s les vitamines lipocolubles
Ivitamines A,DEE)ont  été entrainées par les matieres grasses quil
a Bte présgue totalement éliminge.l8]

Feirmi les vitamines présentes ,o0n note des quantites
importantes de ribeflavine (B2),d'acide pantothenique,de thiamine
(B1), de pyridoexine (Bé&) et de vitamine C.

Le tableauw n%l.38 donne la composition vitaminigue du lactosérum
suivant le lait dent 11 provient.



Tablean

realation avec le lait dlorigine

1.3 Composition vitaminigue de 3 Serumns &n
@ uwg/100 g

i
|

Emmerital Gruyere Tilsat
‘ Lait SEyum lart Gévrum |lait | Béerum
Thiamine RIL 47 38 41 a9 L4 38
RiboTlavine 2| 186 137 233 186 eba 157
Fyridosine 34 Lpéy &0 43 Ly a9
Cobalamine B12 0,38 0,28 0,33 0,27 0,32 0,27
Fantothenate
de caloium 281 385 428 Héd 230 432
Rictine i1 ST L) sl Ty 1,4 1,6
Vitamine C Gap( 203 358 230 i LHUQ 280

4

.2.4-LES MATIERES MINERALES

Leur teneur varie de & a & o de

o trouvent sous forme de e@ls,Chlorures,

1les <@

et bicarboanastes.

L&

tablean n%l.

propev-tions

{

1

i

-

4 matiére seche Gu lactoserum
guirates,citrates

C21c1] L
. = L -
4 donne les differents @lements présente et leurs
Tableau n*Il.4
Composition des laite en mineraw: et en acide citrique

1 Dars le lait de vache
Valeurs Sérum p.l00 |Molarit&
Eitrémes Eulubie‘ mi Yy Enne
POLRES UM anaoeses S L e 1,68 LO0 i O, 04
(E0) 1,8 (2.2)
Sodium astatam xRy a ARG 0,350,487 0,53 106 . 0,02
cNaz0) 1y b U T
Calcium b e T e 4 £ 0,9 (1,3) 0,48 g b l 0,082
({Cald) 1,6 (2,2) |
MaGrEE2 UM e ensenessas 0,09 &i 0,005
(Mgl
FRO=@piairee e e s FT) P e ey b G S 0,53 50 0,032
{(FEo%) i4,258(2,9)
Chlore S O e R ST (R G,7 (1,10 S 7 100 0,03
(NaC1) 1,15¢2,7)
Soufre P wns e
Acide Citrigue.aecsvasaees L2, 0,01
CEniys wuuwesswaan L0 0

[.2.5-LES MATIERES AZOTEES

1-l.a matierae

by perokeigud

&



Les prote:nes du lactosérum representent 17 % de la matiere
azotée totale du  lart de vachejil s'agit de 1'ensemble des

matigres proetéiques guil ne precipitent pas auw peint iscélectrique
;F'H‘:"‘i,é:)d&* la caseing. [4] valeur

Elles sont caraclterlisees
déccule d'une composition
I.2),caractérisee par une
la b jactagloubuline eet de

par lewr éxcellente rnutriticnnelle qui

ern acides

aminéestreés

riche, (tableau

teneur en lysineg élevevisa teneur dans

1t % et dans la

lTactalbumine . elle est

cde 10 & 11 Y £11
L.e tableau R denne les principales proteines du
tactouserum, lewr sclubilite, leur mobilite eélectrophoeretique et

Teur origine.

Tapleaw nY1 .5

Les principales proteines du lactosdérum de vache
j . Ceavactere de solubiliite
i %
f 2
| Ly oupe du ! Chawtrage
{4 ) 2504 Nagsla TUH
4 total 1/8 asat. 12% S 1000 .
sbccome peptone
2 19 el Tnsol. SO, Soel
ISlobuline (G) ... 13 Ivicicl . Sal. Ly Insol.
Peibumines (A)u .. &b Sol . PETeCH Ingo Ingod.
: Constituancs *Moh"
} electrophorétique 1hrest Bragin
E (1) ta
!
! Mo
| £ 13,011 euglobulilne =1 . 7|sanguine
{ G "R psecudoglobuline —& 8| SANgUlne
i FE 4,5|3 composant 111 -2,8 )
i 1 19,714 lac balbuwm e ~3,0|mammalilre
i FH 8,659 composant V ~4 5 (%)
i 1 3,714 lactaglobuline ~4 ,FImammali e
i # 4,71 serumalbitoine —&, 5 sanguine
| PP =5,7|8 composant VILI =7.8] (7

Mobilites & FH foarce sonaigue 0,14

B-les patiéres asobdos non prstalgues

La compasition &t ia tenewr varlient suivant les especes, dans le
lait de vache ,les propertions. varient entre 1,1 et 2,9 g/l.Le

camstituant majeur @st 1'urde avec wne vensws de 0,85 g/l.on note
aussl la préssnce  J'acides  amings libres dent le plus abondant
est 1'acide g@lutamique:80 a S0 my/l,la lysine,glycine,valine

@nistent o Jvoe tenweur:s variant de 9 & 10 mg/l chacune 4 .



. 9-FOLLUTION FAR LE LACTOSERUM

Le lactoséerum ne contient pas des éléments toxigues gul pulssent
ALire & la faune cu a la flore,donc en tant gue produit 1l n'est
pas polluant  mals quand il et déversdé dans une riviere ,11

engendre des effets polluante.

En effet le lactosérum contient des élements comme le lactose qui
peut servir oe substrat aux MICTOOrganismes ,provoquant ainsi ,la
conscmmation ge 1'oxygéne de 1l'eauw ,d'ea 11y a phénamene
d'eygtropbhisation. L8]

La gravite de la pollution due au lactosdédrum ,tient auw fait qu'ill

a une tres ftTorte D E O ,elle varie entre 30000 et 45000 mg
d'onygene par litre de lactoserum,et chagde litre de lactosérum

deverse necessite 1'cxnygene ol L4500 litres d'eau £k
polluee. 2051 i

Gachant qu'en &igérie la quantite de lait  wtilisee powr la
fabrication gu  Tromege est de 16GOG0O 173 (d'apres ORLAC 1989),et
sachant que le lactoseérum rejeleé représente enviroen 80 % de la
gquantite de lait utilisee sscit un voluwne de 128000 1/J de
lactosérum rejeté ,et un volume d'eauw de riviere polluse de o

1 BEO00X4S500 =5, 76 10 1/J=576000 m3/3
11 apparait dene  necessaire d'interdire le rejet dans les

riviéres ,sans traitement prealable de Cce produit .

I1.4-DIFFERENTS PROCEDES DE VALORISATION DU LACTOSERUM DEJA
EXISTANTS

Differents procédézs ont eté proposes poudr essayer de traiter et
ge valoriser e lactosérum jdeux procedes saront dans ce gul sult
detailles:

l1.4.1-METHANISATION DU LACTOSERUM (&)

La valarisation du lactosérum,se heurte & trols types de
problemes rgeagraphiques, technliques et @concmidgues .
L eftet 1'acheminnement du  lactogérum vers des unites Jde

transformation industielle est tres colGteux,d'ed la necessite de
le valoriser eur place,et la recherche d'une éconcmie d'énergie
d'une part , et la sclution au prmbléma de polliution d'autre
part,a condult 1'institut techrmigue du gruyere a fTalve une etude
sur la methanisation du lactoserum et ceci depuls 1978.

11 s='agit e 1 Licdégradation des melécules organiquesen
ahaerepiuseconduisant &  la producticn de dels gaz:le méthane et
le gazr carbonique.

cette iodegradation se dércule en quatre phases (volr

figl.e) elle est assuree par des boues provenant d'un digest eur
Wi bair.Le fermenteur est alimenté eu semnd continu,il regoit dfun
chite le lactoserwn et produit de 1'autre catid  une quantite
eguivalente d'effluent épure,du méthane et du gaz carbonlgue.

e procede de fabricaticn du méthancl est representé par la fig
e lal



Houes e yMiSEharie

- i Al coz
b 4
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=i — ue pur
- !
Fermentateur
IR O S RN e |
Solution

nutritive
Fig n®l.1:Diagramme de fabrication du methancl

A 1'échelle laboratocire les résultats cbtenus sont regroupeés dans
le tableau n%l.é

Tableau N°I.6:Taux de transforation du lactosérumen methane

Constituants |Concentra—|Froduction|Preduction de
du lactoserum| tione g/l |bicgaz 1/g|biogaz/l(serum)| % CHA4

Lactose 48 0,75 36 S50Y%
Frotéines Pogie 0,98 T i S0%
F1neraus i1 b == = =

L'éficacite d'épuraticon du fermenteur est superieur a 90% (voir
fixg 14D .
Les boues produites sont épandues sur des terrains agricoles.
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DCO éliminés Y% de DRO élimindge

200 37YC 48t &00C 20%C 37°C 4&0Cc &OeC
2690 c2bec
figl.3-Fourcentage de DEO et DCO élimindes par methanisaticn du
lactosaErum

1.4.2:PRODUCTION D'ALCOOL CARBURANT A PARTIR DU LACTOSERUMp@]

L'alcocl preoguit & partar  du lactosérum est désting & étre
mélangé & de 1l'essence et sert de Carburant.

L procaed DG 6 sur trois  technigues sultrafiltraticon
fermentation et distillation.
fvant la Termentation le lactoserim 8t scumis a 3

~Une décantation centrifuge en vue de le debarasser de matieres
en suspensicon telles que la caseine et le sable

~Une pasteurisation & 7 P eviter 1a prolifération
bacterienng.

Mpces pasteurisatbion le lactaserum et deproteilnd ey
wltretiltration sur membranes minérales le rétentat riche en
prote1nes st eownls & une concentration et W s&chage, et est
commerciallse comne aliment pour bétail.L'ultrafiltrat riche en
laic tose sert de substrat de fermentatian cuivant la réacticon:

Ce HID 05 (Cs HLL OS)(Iactaﬁe)+HEO~—} Coh Hig D&(qluc@ee}*CleEO&
@mlactusq} ————— w4 CE HE O (éthancol + 4 Coz (gaz carbanigue)

Leg souches uwtilisdes sont scit candida peeudetropical is,603t

Fluyvercnyces fragilis.la Tfaermentation et condul te 3]
Anaerobicse.
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Aprés férmentation
centrifuge,une partie
réduire

permet de

sles

la dureés

sErt &

initial,ce
Le surnageant est

levures sont récuperées par décantation
1'ensemencement
de fermentation

qQui

soumie & une distillation qui donne un alcool & une concentration

de 96°.

Le résidus de la distillation est soumis a une méthanisation .

La fig noI.%
carburant sur

scheamative le
le lactoserum.

procédé de fabrication de 1'alcocl

Lee résultas donnéds par ce procedé sont regroupés dans le tableau

suivant :{(n°l.7)

tableau n°I.7:
Tonnages et volumes des produits donnes par le procede

Lactosérum| Lactserum Levures Alcool
Froduction surproteine
(Tomes) (Tonnes) (Tonnes) (hl)
Marche n°l 14,3 11,7 0,8 167
Marche n°2 Q 15,5 1,1 220
Matiere premliere: 1000000 1 de lactosérum (60 tonnes de

matiere séeche)
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I1I.2-GENERALITES SUR LES LEVURES tLes levures sont  des
champignons microscoplques qui appartiennent au regne des
protistes encaryotes. [111

Ce sont des crganismes principalement glucidolytiques,ils ont une
grande affinité powr les glucides & faible poids moléculaire tels
que le glucose,fructose,gactose,saccharcse,maltose et lactose.,
L1213

l.es callules sont caracterisdées par un état unicellulaire,leur
forme st variable suivant le genre augquel elles appartiennent .
Les cellules psuvent gtre 3

~Ovoidesren Saccharamyces cerevisiae
—-Sphériques :ex Saccaromyces lactis -
—Rectangulalres:exSaccharamyces pastoriahvs

Les dimensicons des cellules sont trés variables ,elles peuvent
aller de 1 & 5 um de largew et de 5 & 80 um de longueur.

les cellules sont  aussl caracterisées par  leur imobilité due
1'abescence de flagelle Dﬁ]ﬁ@].

La reproduction se fait selon deuws modes principacs:

a—-Reproduction par  bouwrgeonnement:C'est  le mode de reproduction
le plus  courant  chez les levares, c'est  un processus assexu e
aucours duquel,la cellule mére dédmet une petite excrolssance en
forme de bouwrgeon , auquel elle céde une partie du materiel
cytoplasmique et nucleaire.

Guand le bowrgecn,égale en taille ,la cellule mére .11 s'en
sépare par formation d'une cloison . [14]

h-~Reproduction par ecission:zll v a formaticon d'un septum divisant
la cellule meére en deux cellules,sanse aucune constriction de la
parel cellulaire. (13)

Les levures se classent dans trois grandes Tamilles

(d'aprés GIRARD,ROUGIEUX 19&67)

I-Les sporolobelomycetzceae:Ce  sont des  levures a metabolisme
covdatif,elles se rencontrent sur les grains humides ,les farines
et les mati1éres végétales en décomposition .Ouand le milieuw de
culture s'apauvrit  ,elles forment des spores externes qui sont
progetdes h matwrité,loein de la cellule mere.

2-lee cryptocecaceae:Ce sont des levures & metabolisme cxydatif
ow fermentaire.l.e mode de reproducticon est le bourgecrmnement.Les
levures appartenant & cette famille ne forment jamals de spores.

F-Les endomycetaceasile métaboliesme est cuydatift cu fermentaire,
le mode de reproducticon est le bouwrgeonnmement.
Les cellules sont capables de former des spores internes appelees

ASCOHROTES .




1I.3-LES LEVURES LACTIRUES

Elles appertiennsnt 4 la classe des ascomycetes,elles sont
Capables d'utiliser le lactose comme sowrce d'hydrate de

carbone .,
Farmi ces levures,Kluyveronyces fragilis est tres enployvée,elle
appartient & 1 classe des ascomycetes ,famille des
endomyceltaceas, genre sacchoromyces.
Les levures lactiques sont caractérisées par leur richesse en:
“Acides amings (volr tableauw n°l1.a)
= Acide ribonuclélguelvolr tableauw n°fI.1)
= Acide gras (volr tableauw n°l1.3)

Vitamimes H et C (voir tableaw n%11.4)

- fAcide glutamique ou glutation (voir tableauw n211 .1
Fluyveromyces fragilis est caractéricée par :

~Ur taus de crolssance @levé.
~Teneur en proteines élevie.

~Capacite de production de galactosidase pecaetant PV'hydralyse dua
substrat (lactose) i{voilr tableau n°11.%5)

La composition des levwres lactigues est dormé par le tableau
nfI1.1 (d'aprés DELAGUERVIERE 19&81).

Tableauw eIl 1
LEVURE LACTIDUE

Composition analytique glabale moyvenne (g/100 Q)
e b Al e e B o 1 o O Bt e £ Tl 1 DT oy o ey ) 4,5
Matiere proteique (N#6,25) (dont ARN+ADN:E) . ........| 50,0
C M b o e ey s G A L) ) £ O T e e o o ol g1 eiaigla
e U b i R e 5 L 8 S R e O P PR &
S e e e oo 8 P T B ) 45 T B T B G S T A e e gl
Y240 5 €Y = R B i o A ey £ £ P o o A A e S 0.5
R MM = o Y B i 5 S S5 i e e 6 A ) Sy LT ) s s Chyish
AR Rl =i W ER{ B pr S Sh S ) s R st o e ek (BENI(8 7
Nl e T e (0 e s B e e o aka R D s, I 0,0
ITndustirices alimentalires et agricoles 1981 J
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Valeuwrs

Moy ENNESs

i G
Acides aminds erprimés en g/loo g

Tableau

{acides amines

de

levure

aliment.
essentiels en gras)

NATURE
Acide aspartigque + AEPAragINe. . ccescesusanssnn 4,3
BT ol SOLR £ B = e 6 St P 19 ) (P Ds i) £ O TS e O CHCRE T T3 0 Lot 20
E ST L TIES oo uimniin = o s o el m w0 i e M e e 2,6
Acide glutamique + glUtamine. .ce v v s auweunas 8.3
e e 3 SRS T ) COAEE R £ 0 RO U e R 1,5
B e B e (=T S il O O CE e R ol £ () LU O S R e o il &)
BT e 0l e V= =36 W = S G = P e s e e e 0,5
TR Ty o o e e i L et 2ec
b VAR T T EIAS st tir it £ (3 LD CI] £ b CHIE R P 0 (ot i e P 0,8
I B U6 0 o Sha s Sl o o nliatu e aiinl ol nlaieiikiieiaia ula uieteseieie o =i 2.0
T Y T Dot ) 1 o Y T 8 R R £ 3 CHER T 3 L M e T 1)) i )
o TG N i il u o aluice ial s emilia et a a4 i o il 15
FReny L al @it ie s o e i e aiewieie s e nao-umn e s seadcue s e 1.5
L R A i S e ) e S AR TES (R E ) Erc e e e £ e 15..€)
L Ty e e el ) e ) e s ) 8w 2 ]
O U {2 e ) L ettt 13 Eh SO £ SO i O 14 R el ) £ g
I8 Y = T = (= T Dy b

Fraction lip

1di

e

Tableauw n®ll.3
LEVURE LLACTIOUE

(e mg /100 g de
{valeurs

Moy Emnes )

leviure

ACTIDES GRES

BUutyr 10e «weews
Laur1gule . » cwe oo s
Myim it ioue.
Fentadecanoique.
Falmitique. «....
Felmitoléilque. ..
Heptadéoanoigue.
SEEAUIQUE . v w v e
Dleigue.
Lincléigue.. o«
Linclentgque. ...
Arwchidcnique. ..

- e oA

S

L L

“

Gadol&1qUe. « v e s w e e
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Wo® A M WA oA e M os oMM o4 owoaom
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I R S I R T R
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% 4 @ M om 4R 2 omommwoAow .
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15
16
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~
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Tableaw n* I1.4

LEVURE LACT IGUE
Fepartition des vitamines en mg/lo0 g de levire aliment
Valeuwrs moyemies

Vitamines hydrosolubles
E 1 (Thi&XMiiie) cessersnnseansssnanssnnnaa 1,0 &t it
B 200 RILHGELaAVITE ) ol il wiaimiaie o wraie e lain e s wins eyl a S,.0
E 3 ou PP (Nicotinamide) coeuveasesannas (35,0 a 45,0
B % (Acide pantothéniqQuUe) v ovecaneanaus 8,0 & 15,0
E & (PyrldoOXine).ee.ssassanssnnanessana 0,8 R
B3 o H ( Biobinie Jesssecsnnasacnsssaa G, 04 a 0,09
B G Acide FOllgUE ) e ueweeeuwnueesena 1,8 M 2,0
Fo12 (Cobalaming) cueceenaursasvonnnnansanas G,0005% &« 00,0015
€ ( Acide ascorbigue VYIral Jeseees..a. (63,0 & 75,0
Vitamine liposcluble
E {TOCERAETON Lo un an oainaion v s sin.sainsn ain [EyC) & 45,0
Tableaw n? 1.9
Assimilaticon et fermentation des glucides
car les levures du qernre sacthearmyCes
Ecp.| Lac-] Frag-] Uvar-. Cernvw!ﬁagtom Ovifo~)Cheval - Mari
(=Tod =] tis 1lis i Lm 1S L@ | rianss | irines 1ET 1 Al
el T Ly o — — £ s + i
F + + ~ - - - - =
i | i
Araseimt laticn + Fositif +1T Fositid ,faible
FrfFermentaticon - Negatif ol lent
LI . 4-RESOINS NUTRITIFS
Fowr asswrer la croissance ,la reproduction et la bilosynthese des
nétabelites necessaires a la survie,les levures ont bescan d'un
apoort d'alimenty qu'elles dégradent pour synthetiser lewrs

cornstitiants Grganlgues.
lLes réacticne enzymatiques assurant la degradation du subztrat

liberent 1'énergie nécessalre au meétabolisme cellulaire.
Four cela les levares ont besoin de:

c18=



{-Urie scurce  de  carbone:Dul est pour kluyveromyces fragilis le
1ﬂctu5&,ia B galactosiduse 1'hydrolyse en galactoce et glucose
plus facilenent degradable par la celidle.

A-Ure source d'azote:

Towtes les levuwras SOt capables d'assimiler 1'azopte
amminiacal ,elles sont HLEE] capables d'avsimlier 1 azote
crganigque appaié soue  forme d'acides amings.i'azote permet la

eyntiese desproteines de la cellule,qui represertent environ S50 %
du polds sec.

‘

— - A # . <
G-Urie source d'elbments minérausd el cligo-dlemante i

Lt & lements min@rau Jowent wn rsle  dans leew réscticons de
aynthése des constituants de la cellule.

Farmi ces élements

#=L¢ phophore @ Il joue un réle dans les reactions oe synthese
des proteines ot des acides nucléiques,il est ajoutéd auw milieu
gowsn Torme de phosphates.

w—Le soufre 111 joue un réle dans la synthése de la methionine
L1l eel ajouté au mllieuw scue Torme de cultates.

e . 2 . el
w=Le magnesium:Favorise le contraéle du Fi untracellulaire et
augnente la résistance des levures aux 100U Lo LguEs.

R WE mmgnéﬁgum sI1 et responsable de la fization des enzymes sur
ie substrat.

D'autres eléments sont aussil indispensacles & la levwre comme le
manganése, le calcium ,le zinc et le fer.

_es oligo-élazments sont indlispensables i guantitec trée petites
tle Jowent le réle d'actlvateurs wnxumdquuea o sonb le culvie
le cobalt,le molyndéne,le bore et 1'icd

+=line B s cha vitamines:Les levures sont :uc:pab1Eh de
synthetiser certaines vitamines gui Jouwent le réle de facteur de2
su:ﬂmqn't,ellat sont  done  ajountiées au milied de culture sous
farmw diestrarts de levures contenant toutes lesvitaminzs

1&CW55m:ru5 4 la crorssance de la levare. [11]

11.5~CONDITIONS PHYSICO-CHIMIQUES DE CROISSANCE

fa venofraturesia température cptinale de croissance  des
levires est comprise entre 28 et 35°C, & partir de 40°C la
temperature maximale de croissance est atteinte ou depassés et la
Surruction thérmique peut deja avoir liew. [111

Sele FH :les  levures teleérent de tres larges gammes de FH.Elles
poussent bien & des FH compris  eulre 3 & 7w cecl eset dd &
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l'etiet tomporn  que presente le cytoplaame cellulaare dont le FH
ne varie qulentre 5,3 et &3 ;3 cette stesbilité du FH 2=t due a

1'eotion du magnes oo gl Jewe wn r8le dans le contrele du PH
Untrzeellalaire,et & L'impermezbilite cle 1'envelaoppe
cellalairezuy 1ons H+ et OH-.

d-l'oxvaenasfAd couwrs de  la Termentation 1 'oxygeéne joue un réle
dans le mi3tabaliesne cellulzire,en effet 21 set 1ndigpencssble & 1a
syatidos dee liptdes aes atdrols et des acldes gras 1nsaburds.
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I-MATERIELS ET METHODES

T.1-5cuche utilijead:

La levure utilisee dans les edxperiences quil ont éteé réalisdes
est Fluyvercmyces fragilis JElle est entretenue dans des tubes de
gelose nclinge JUn repiquage trimestriel permet de renouveler le
miliew et de maintenir la vitalité des cellules.

La preparation du milieu gelosé de fait comme suit
1-0n pése 1,9 de gélase nutritive Bactoe Yeast Malt Difeco 07700.

2-0n dilue 1 e gélouse dans SO ml d'eau ,la solution est
hamaQeinlede par  wr chawffage & BOYC dars wn thermostatée pendant
10 mn

=

3-La sclution cbtenue est repartie dane 5 tubes X essal & raison
de 10 ml par tube .

4-bLes tubes bouches par du cobton sont steriliséds & 1'auwtoclave A

120 910 pendant 20 mo JApres cecl ils sont refroidis & température
amhiiante en poesition inclinde .

Oefipres solidification de la gélose ,on ensemence stérilement &
proximite d'une flamne, et en stries les tubes.
A,

b-Les tubes sont incubés & 30°C pendant 24 heures.

T-les souches seront apres cela conservess &4 4°C et seviront &
1'ensemencement de 1'inoculum.

I.2-Fermentews et materiel utilisds:

Le materliel utillisge se compose de o

~Ur fermenteur de 785 ml pour la préculture
=Un fermentewr de 120 ml pour la culture
~Guinze pipettes de 1 ml pour les prelevements
-Deux refrigérants
=Une pipette de 10 ml pour 1'ensemencement
=Urz burette

=-Deux diffuseurs d'air avec filtres
~Urn FH métre
~Une centritugeuse
=~ln Bain—marie

=~Un thermometre
—Deuy barreaus magnetilgues

—=Ure plague d'agitaticn

1.3-CONDUITE DE LA FERMENTATION

4

La condulite diune TfTermentaticon se dercoule swivant les etapes
sulvantes:

=21,



1.3.1-L&a stérilication du materiel

La stérilité deoit €tre obtenue pour le matériel en contact
aveo les levares,c'est a dire les fermenteuwrs ,les pipettes de
prélevement et d'ensemencement et les diffuseuwrs d'air .

Elle dort 1'8@tre avesit pour les wiliewd de culture et pour
Venswnble des substances entrantes L& @t la base
newtralisante [200

o ebtériligation se falt & 1'autoclave & 120°C pendant 20mn apr &g
avolyr charge les fermenteurs et bouche les orifices aveco du coton
qu'lon recouvre de papler aluminium .

e wonde o P métre eset gterilisde par iomersion dans de 1'eaw
covygéenge pendant 10 mn puls elle est rincéde & 1'eauw brillante.

1.3.2-PREPARTION DE L ' INOCULUM

L vellle de chague fermentaticon ,on procéde & la préparation
de la préeculture guil servira guil seviva d'inccwluam pouwr le milieu
de culture .

1.3.2.1COMPOSITION DUMILIEU DE PRECULTURE [21]

Le miliew de préculture e#st compose de

~NH4 L Zoe3 g/fl

=KHEFO4: 2,81 g/l

—Extraite de levures: BIODKARII2002:1g/1
—lactose

~Heluticn dl'eligo—élaments (#):1 ml/)
~Soluticon de métaus (*)210 wl/l

La concentration du  lactoss varle suivant les conditions de
fernentation dtudides  JMous domierong celtte concentration dans
chague Cas ,@iinsl gque la température et le FH du miliea.

En dégradant le lactose ,les levures produisent de 1'acide

gl tend & balsser  le PH O du omilien et vu o gu'il n'etalt pas
pecssible de  1'ajuster pendent la nuit  nows avons wtiliss une
solution tompon camposées de

~MaZHF 04
~fzade clbrigue
concentiration de ces produlte varie en Tonction du PH O gue 1o

L-L‘
desaire cbtenir . le tablean 1.1 donne lee valewrs de ces
concentrations en fonction du FH J(d'apres 61 EXEEY 1980 )

(w0 Near composition On @nneae



Tableaw I.l:Concentraticons de 1'acide citrigue et du Na2HFO4 en
foncticn du FH

i i~ H Aoide citrigue (g/fli] NagHPOS (g/l)
e _ Sn
L ) 1b, 69 5,83
1 3,5 14,24 9,14

4,0 12,91 10,94
‘ 4.5 T, 1 LSy
I 5,0 10,19 14,62

1.3.2.2-PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les produite menticmnés dans le paragraphe 1.3.2.1 sont
disscus dans 70 ml d'eau.0n charge le fersmentewr avec cette
solution et on met en place le dispositif suilvant:
~Dispoeitif d'aeration  formé d'un diftusear d'air et d'un filtre
[ W 5 B
=Un barveaun magnetigue
“Un réfrigérant qui limite 1'évaporation du miliew

Les critices restants sont  bouchés par du coton gu'on réecoudvire
de papier aluminium et Hensemble est porté A la sterilisation &
1e0Y € pendant 20 mn

Ppres retrordissement du fermentatewr on procede ausn operations

Shivantes 3

1=0n met le fermentewr sur une plague d'agitation dont on
réegle la vitesee .

2-0n branche 1'asrateur.

G-0n branche le bain thermostaté qui maantlent le miliew a la
temperatuw e déesiree .

L-0On ensemence stérllement ,en prélevant & l'ange,& proxsimite
d'une fFlamme ,des cellules de  levures  ,maintenue en vie sur
gelose inclindge et gqu'on met dans le fermentewr
La préculture est lalsszde ainsl jusgu'au lendemalin o'est &

divre 1 heures de  précultuwre od elle serviva d'incculum pouwrla

&
culture .

1.3.3-MILIEU DE CULTURE ET LANCEMENT DE LA FERMENTATION

1.3.3.1-COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE

Le miliew de culture est compese des mémes produits et aux
mEmes concentraticns que le milieuw de préculture ,male pour la
cultuwre on ne tomponns pas le miliew ,le FPH etant ajuste
manuwel lement par  additicn de scude 0,8 N gterile contenue dans
une burette reliée divectement aw fermenteuwr (voir fig I1)
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Loeaiyersitds
I—-Retrigerant

A-Thaormometre

A-FH meatira

G-Bluaratte L el
la ll'i\'

~Ciomicher dig FHnetoe

TTUsour

F-llarreay magnetigue

1H-Miltew de cultures

l1i-Filtre & sair

18-Entrée de 1'eaw venant

du baio thermostatd

13-Sartie de 1'aau

Fig I.l1=-5Schen (i [ dispositif de

fermeEntaticn w ol O A




1.3.3.8-LANCEMENT DE LA FERMENTATION

- . - - . i
La proparation du miliew de cultuwre se falt comme suwit

1-Les produite menticonnés au paragraphe I.3.2.1 sont disscus dans

cdans 120 ml d'eaa.

-0 ajuste te PH O du miliew de cultuwe par addition d'acide
culferique Jusgu'a la valeur desirée .

-0 charge le Termentewr ,qui receit le dispositif dlasration

gdispoazlitit de rétrigérationg le barreaw magnétique le tuyau
reliant la burette auw fermentewr et le thermoméatee.

G-l 'ensenble est porté & 1'awtoclave a 120 °C pendant &0 mn.

Seppres refroidissement du fermenteur on le met sur une plague
d'agitaticn dont on régle la vitesse d'agitation. :
H=0n branche le fermentewr au balin themocstatéd gul amene le malleu
o la teapérature désires.

D-0n met  en place la sonde du PH metre préalablemsnt sterilicees

a1 eauw cxygénde.

G0 ensemence  le milieuw en prélevant stérilement, & proximite
d'une tlamme L,10 ml  de la préculture et qu'on ayoute a 1a
cul ture.

I1.3.4-MESURES FAITES PENDANT ET APRES LA FERMENTATION

1.3.4.1-LA BIOMASSE

A partic du  tempse t=0 et toutes les 30 on ,on reallse un
rélevnent de 1 ml du milieuw de culture.l'échantillon est ensuite
trllué dans 1l'eauw distillée .

e rapport de dillution va de 1/4 au début de la fermentation au
/%0 & la fir, et cecl pouw restey dans l'intervalle d'absorbance
H—1

Llechantillon est ensuite passée aw spedrophotometre ,od on it la
densite optigue o S00 nm .

[.3.4.2-LE POIDS SEC

Gpres 7 heures de culture o arrEte  la fermentaticn 0w
preleve @0 ml du jus de fermentaticn et on les centrifuge & HOOD
tr/mn pendant 1500 .

Le asurnageant est recuperd pour doser le lactose restant .

Le culet de levure @st lavée une premiére fois e@n lul ajoutant
ml dlesu distillée,on agite pouwr vesuspendre les levures et on
centrifuge encore & 3000t /mn pendant 15 mn.

O jette le surnageant ,et on recommence 1'opécation de lavage

A

urie deusiémne Tols .
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Le culnt  set ansuwile zéché a4 105 Cpendant 16 hewres ,apres on

pese le polds sec obtenu x c'est & dire la biomasse .
La courbe d'étaleonnage qui donne la blomasse s en fonction de la
dencite cptigue abtenue e tragant la droite passant par

PV'erigine et par  le point (2,000 ol DOx represente la densite
cptigue de 1'échantillon & t=7 heures.

1.3.4.3-DDSAGE DU LACTOSE RESTANT:

Le lactose est desé& colorimetriguement per la méthode phénal-
acice sulférioue dant le principe consiste & déshydrater le sucre
par de  1'acide sulfdrique et le transformer en son furfural
dérive gul  se condense & son touwr avec le phéncl et donne une
coloration jJaune—-orange mesurable au voirsinage de 488 nam.L171]

Les rédactits utilises sont @

~H3504 nage
=Soluticn phencl & 5 % dans 1'eau distillée .
~Saluticn de lactose & 25m3!m3

La =olution de lactese permet de preparer  une gamme de
=

colutions étalons allant de O (bBlanc) & 3 mg/ml

e protocele experimantal est le suivant:
1=0n prend U ml de lx solution & doser
2-0n luz  ajoute 1 ml de scluticn de pheénol ,on agite la solution
EhnorgiaueEment .
Q-0 ajoute 1 ml d'acide sulférigue et an agite energiquement .
=0 atbtent i
themesbale & 30¢ O pendant 20 mn .
SOy 1ot sur cpectrophotometre la densite cptique & 488 nm .

b

i avant de metire tes tub=ts dans un bain

On trace ta cokrbe d'étallonage donmant la densite cptigue en
Foenction de la concentration en lactoee JFig (1.2)
On live pour les autres échantillons ,la concentration en lactose
sur cetie courbe.

11.3.5-CINETIQUE DE _CROISSANCE EN CULTURE DISCONTINUE:

La croissance cellulaire se feart par divisions suctesslves,
le tenps  de générmtion T st le temps du beut duguel la cellal.
mere dovme deus cellules filles T1 est fonction des conditions
physico=chimigues dang lesgquelles sont placées les cellules.

Seat M ole rnonmbre ge cellules au temps t
NO le nombre de cellules au temps t=0

sosEant que T sst constant on peut ecrire

L
pl=pNO 2
Er paezant aur logarithoes neperlens

L (N/RMO)Y=(0E/T)In2
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Avec  1n2/T=p taux de croissance exprimé en hexp(-1)
od'oihos

L O/ NG =t
Ern derivant on cbtient dN/N = Pdt {NO=constante)

solt dN/dt :‘}JN

cachant gue N=X.Y

AviEec XiBioMasse @dpr Lmee en g:"l
Velda lwme expriing &n litres

[ di XV /dt xva
For dercivant on obtient

VaX/dt + XdV/dt = piV

Le vetwne étant constant :dU!dtfyx' dX/Xdt=u [DInX/dt = M

}J Mmax

X X0 e mat Gt

il

En phase caponentielle M

La croissance cellulaire se failsant au detriment des divers
subetrats ssucre ., source dlazote ,on definit  le rendement
masetagque de greduction de miciocorganicsues comme suit:

—dX/d8 = (A=A /(5-80) = {(X-X0/{G0-5)

YO X AR =
= XOlexp (Umaxt)-1)/50-5
Y (X/78) = XO(exp{Umaxt)-1)/(5S0-5)

Avec Y ¥/5 iRendemsnt de production de mlicrcoraganlismes par
conscammation du substrat ©

YiRilomasse gfl

S:Concentraticn en substrat S:g/l
YO:Eiomasse & =0

SO:Concentration en substrat 8 & t = O

-27-
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IT-OPTIMISATION DU MILIEU DE CULTURE

L'ebjectif de 1'étude sera d'eptimisrr le milieuw de culture M
compose des produits suivants:

~NH4CL 7463 G/
~kHEPO4 2,81 g/l
~“Ertraits de levures 1 g/l

~Lactose
-Sclution d'oligo—-élements 1 ml/1
-~Selution de métau 10 ml/1

L'optimisation portera en premier lieu sur Ta coemposition du
milieu nutriticnnel M et en dewdidme liew sur les conditions
physico~chimiquesde culture.

IT.1-OPTIMISATION DU MILIEU NUTRITIONNEL

II.1.1-VARTATION DE LA CONCENTRATION EN LACTOSE

La croissance de Kluyveromyces fragilis & été étudide sur le
milieu M contenant différents concentrations en lactose .
Le FH du milieu a été fixé & 3,5 et la température & 3%59C,

A pertiy  des courbes de croissance caracteristiques de cette
levure Lo résunltats sont indiqués dans le tableaw 11.1.

Tahleau II.1:FParamdtre de croiccance de Fluyver cinyces
Tragilis en fenction de la concentraticn en lactozn

Cencentraticn en Tempe de Tauyx de Temps de (R
lactose (g/1) (latence (k) ciclssance (1/h)géneration
10 0,580 0,558 e e
=0 0,78 0,431 2y a3
30 1,25 Q,294 3,401
40 (e A 0,144 &,8PR

Interprétation des résultats

Les résultats du tableau II.1 nous permettant de conclure que 3

L& duree de la phase de latence ,évalude d'apres les courbes e
creissance (fig II.l)varie en fonction de la coancentration en
lactose

Noues remarquons que plus la concentration ect elevée ,plus le
temps de latence est grand et ceci est peut etre Jdb & wie
ivhibition par le suhetrat .



~Le taux de croissance p ,representant le nombre de divisions que
fait la cellule par unité de temps a été determiné a partirv de 1a
fig Il.2,a été maximal a la concentration de 10 g/1 umax =0,308
1/ et nous remarguens qu'il diminue quand  on augmente  la
concentraticon (fig 11.3)

~-l.e temps de generation T,etant 1'inverse du temps de crolssance
A paugmente avec la concentration ,la valeur la plus é&levie a ébe
ohserviée & 40 g/l ,T=6,802 h.

Donc on  peut dire plus la concentration st elevie plus la
cellule met de tempe pouwr se diviser .

Doenc d'apres les valeurs du temps de latence taux de Crolssantes
gt taux de generation cbtenus (nous aboutissons & la conclusicon
que les meillewrs résultats de crolssance ont até obtenus & 1a
concentration en substrat de 10 g/l.

11.1.2:RENDEMENT EN BIDOMASSE

Les rendements en biomasse pour  la souche kluyverocmyces
fragilis en fonctien de la concentraticon en  substrat y 0Tt
regroupés dans le tableauw IT.2

Tableoau I[I.RsRendement en biocmasse apreées 7 heurss Jde culture

Concentration|Concentration t%) (/1) ()
initiale en finale en Y X%X/8 X oma € 3 mas
lactose (g/l) ) lactose (g/l)

10 Loe 18,83 1,475 7,0

20 éry S 17,84 2,740 7y

G0 8,275 = O, 450 Al

4 | Bab675 1,084 6EE3 7.0

l A,

Interprétation des resultats

apy es les resultats du tableauw I10.2 on peut dive gue @

~Le rendoment massique Y x/e & &bé max & la concentration de 10
g/l avec une valewr de 18,83 4 et assez proche du rendement
massique & 20 g/l qui etait de 17,24,cependant le rendement
macsique & 40 g/l est tres faible (1,024 %) & 30 g/l .Le
roendement cabtenu est <0 L,il1 v a ey lyse des cellules.

—-Concentration maximale en bicmasse Xmax» :Elle a été max a la

cancentration de 20 g/1 avec la valeur de 2,74 g/1 aprés 7
heuwres de culture .
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S1 nous  nous  basons swr les vésultats du revdement massigue la
concentration qui fournit les meilleurs resultats est 20 /1 avec
Youlde = 17,246 % ;3 Xmax =2,74 g/l

Conclusion

‘apres les resultats obtenus par lea paramétres de croissance et
les rendements ,on peut dire qua les meilleurs performances de
kluyveromyces fragilis ont étée obtenus pour une concentration en
subetrat de 10 g/l néanmeins la concentration de 20 g/l présente
1'avantage de pouvoilr travailler en milieuw plus concentré ,ce qui
raduit les risques de contaminaticn et du peint de vue industrield
la diminuticn du  tauwy de dillution du lactosdrum ,amclidrit les
velumes & traiter ,d'od un prixy de revient de la levure plus
e .

R

11.1.2-CULTURE EN PRESENCE DE 0,03 % DUREE

11.1.2.1:CINETIQUE DE CROISSANCE

Four étudier l'effet de l'urége sur la crelssance du kluyveromyces
fragilis (nous avens a&jeuter au silicze de culture M de 1'uree a
e concentration de 0,03 %

Le PH du milieu de culture a &lé Tixé & 3,5 ;la temperature &
50C et la concentraticon en lactose & 20 g/1 .
Les paramétves de croilssance sont groupés dans le tabileaw TI1.3

Tableaw 11.3 Paramétres de crolssance de kluyveromyces fragilis
en présence de 0,03 4 d'uree

milieuw de Temnps de Taur de Tempse de
cul ture latence (h) | crolseance Qe i
(L/h) Ral
Miliew M
0,08 0,5 0 BHE T 72%
o uwree
milieuw M 0, 75 0,531 Siae

Interptrétation des résultats

le tableau I1.3 permet de conclure que :

~le temps de latence determinég & partic de la fig I1.4 egal a
0,5 h a été veduit par la présence d'urée .

—-Le taux de crolssance ,calecwlé & partir de la fig 11.5 &
augmentd par l'sppeort de 1l'urée et vaut u:=0,558 1/H

=o0=



~Le temps

de
h.

la

Les résultats

divisicn

de

generation
diminuer,c'est & dire que 1'urée contribue & acceler er

cellulaire B Falt en 1,7%h

cbtenus

IT.1.2.2-RENDEMENT EN BIOMASSE

L'apport d'urte a fait varier

P TH R

inverse

du

tau

leg résultats des
le seng indiqué par le tableauw I1I1.4

Tableauw IT.4:Rendement en bicmasse en présence de

de

Crolesance
le rythme
A lieuw de 2,792

ont montrés gue ll'apport d'urée a eu pour
effet d'amelicrer la croissance de levure.

rendements

0,03% d'urd

Milieuw j:JHCGﬁt?“ concenty - Y x/s X max Tt oma
cle aticn lv=jation fi-—

culture itiale en|nale en % g/l f

[ lagtoaces lactone
(g/l) (gs1)

Miliew M
0,03 % 20 8,19 18,284 2 455 7
d'urée
Miliew M a0 by S 17 424 2,740 7

Interpretation des résultats

Les résultats du tableau I1.4 nous permettent de conclure gue 3

- Le rendement massique Y x/e a été amelicoré par 1'apport d'urde
et vaut 18,24 % cootre un rendement de 17,24 % pour un milieuw
SEANS Uree .

-La concentration

maximale en biomasse X max ,n'a pas été
amélicorée et vaut 2,455 /1 au bout de 7 de culture.
Conclusion
La molecule d'uréc COINHP) 2 scontenant le graupement
NH2,contribue & amélicrer lee paramétres de croissance et lec

rendements ceci
glements azcbds

et du & une avgmentation de la concentration en
yNEcessalres & la croigssance celullaire.

11.1.3:CULTURE EN ABSCENCE D'OLIGO-ELEMENTS .

I1.1.3.1:CINETIQUE DE CROISSANCE

La crolssance de kluyveronyces fragilis a
milieu ne contenant pas les cligo—élements .

gtéd  dludidesur un

Le PR du milieu de culture a été fixéd & 3,5 ,la concentration en
lactose a 20 g/l et la temperature & 35 eC.,
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Tableau TI.5:Parametres de croissance kluyver omices fragilis e
i abscence d'aligoe~élements .

Milieu de Temnps de Taux de Temps de
culture latence (h) crolissance generation h
(1/h)

Milieu sans
clige—-élements 0,5 0,486 2,34

Miliew avec
cligi-élements 0,75 0,431 2« 32

Interprétation des résultats

Les conclusions suivantes peuvent etre tirdes du tableau I1I1.5:

~le tempse de latence obteow pour le milieuw eans cligo-é&lemants
(0,5h est inferiewr & celul obterw pour le milieuw avecs oligo—
elements ( O,78h)

Ui peuat  done dive que 1'abscence des oligo-élements n'influe pas
suraphase de latence (veoir fig 11.4)

—Le taux de croissance cbtenu & partir de la fig I1.7 pour la
culture sans oligo-glements ,et qui est égal & 0,4R&6 1/h est
legerement inferieuar & celul obteru pour la culture avec oligo-
elements et qui vaut 0,431 1/h ,copendant la différence n'est
pas importante .

-Le tempo de gernératicon  ,qui  est 1'inverse du  taux  de
Ccrodssance polr  la  culture sans clige-élemente est legerement
superleur et vaut 2,34 h ,& celuil cbtenu pour la culture avec
cligo-élements gqui vaut 2,32 h.

On peut dire que la supression des cligo-élencnte n'affecte pac
beratconp les paranétres de crolszance.

TL.1. 5.2 NENDEMENT EN BIOMASSE +

Les rendements e bicmasse obteme sont menticonndes Jdans le
tahleauw 1.6

-40-



Tableaw I1.4 Rendement en biomacce &n abscence
d'eligo-&ldmente

Miliew de cancentrat. {Covicantra.] ¥ x/s| X max t max
culture iniltiale Finale an
en lactose |lactoss Y (g/s1) ()
Ca/l) Se fglly §

Milieu sans

cligo~élements 20 il 4,51 1,075 o
Miliew avec
cligo—-élements 20 B, wikd 17,24 74 7

Interpretation des resultats

l.e tableau Il.é6 nous permet d'aboutir aux conditions suivantes
—1l'abscence d'aliqgo—élements redult fortement le rendement
massique ,en effet il est de 4,51 % jalore qu'en presence d'eligo-—
elements ,elle est de 1,075 q/1 contre 2,74 g/l en présence
d'aelige—-élements .

On peut donec coenclure que la suppressiorn d'olige—-élements réduit
le rendement en bicmasse .

Conclusiaon

L'abhscence des oligo-élements n'inhibe pat  la creoissance de
kKluyveromyces fragilis ,mais reduit les rendements & bicmasse
Lecl est du au fait gue :

~L'eau utiliséde contient des cligo-élemente dont les levur es.
a bescin cependant les concentration sont  inferieures &
celles requises pour avoilr un bon rendement .

—L'extrait des  levures ajouté au milieu contient des aligo—
#lemnanits que 1a levure peut utiliser.,

I1.1.4-CULTURE EN ABSCENCE D'EXTRAITS DE LEVURES

L'eliminaticn des extraits de levures du milieu M de culture a
20U oy effet d'inhiber la Crolssance de la  levure
kluyveromyces fragilis .

Gpowes 7 hewes de culture on a obtenu une biomasse mulle s 1la
variation de la densité optigque en fonctien du tenps a éteé
reprecsentdé par la fio 11.8
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Conclusion

D'apres le resultat cbtenu nous pouvens dire que les extrailts de
levure cuntiennent des Tacteurs limitantjqui par leur abscence
Nt inkibé  la creoissance de kluyveromyces Tragilis ice factewr
est d'apres Larpent 1985 est la niacine.

IT.2-0PTIMISATION DES CONDITIONS PHYSICO-CHIMIQUES DE CULTURE

11.2.1-VARIATION DU PH DU MILIEU DE CULTURE

1T.2.1.1-CINETIQUE DE CROISSANCE

Le PH aoptimal de croissance de kluyveromyces fragilis a été
determing & partir des cultures mendes & PH differents et pouy
lesquels on & fixé la concentration en lactose & 20 g/l et la
temperature & 2359C

Les pay amdtres de croissance déterminée & partir dese courbes de
crolecance scnt groupeds dans le tableau 11.7

Tableauw 1I.7:FParamétres de croissance de kluyveromyces fragilis
en foncticon du PH du milieu

FH Tempe de latence Taus de Temps de
(he) crolesance 1/h generaticon h
2.0 |
¢ ] —— — -
Dy 5 0,75 0,431 2,1
4, O O 0,411 2,43
4,5 0,75 D426 2,34
5 0,50 QL 470 2,12

Interpretation des resultats

Du tableaw I1.7 nous tivons les conclusions suivantes :

-le teonps de latence le plus faible a £té cbtenu & FH 4,0 (0Oh)

L fig 11.9 permet aussl de conclure gue le temps de lactcse A FPH
3,8 &t 4,5 sont dgaux ( 0,785h):a PH 5 le temps de latence était
G

i

—le taux de crolccance M determing & partir de la fig 11.10 est
variable suivant le PH (fig I11.10).Le taux le plus elevé a édié
cheerve & FH T o =0,470 1/h & PH 3,5:4,034,5 les taux cont ascesx
proches

i~ ™

i

i

=46



~Le tomps de  generation a &té maximal & PH S (2,12h) & FH
) 4 Dets,Sles temps de gereration sont assez proches.

B se basant sur le taux de croissance ,le temps de latence et le
temps de gevievation ,on peut dire que le PH S dormme les meilleurs
resultates uw=0,470 1/h t2=0,5 h

171.2.1.2-RENDEMENT EN BIOQMASSE

Le caloul du rendsment en blomasse pour les differents PH & donng

les résultars Or GupiEs dans le tal:lean 11.8.Ce rendement
correspond & la Yieme heure de culture. '

Tabhvleaw 11.8 - Rendement en biomasse en fonction
du FH du milieu Jde culture

FH concentration | Concentration Yu/le ¥ man trman
initiale en Tinale en
lactase So lactose S % g/l h
L g/l g/l
3,0 =0 4 55 s - =
a5 20 b, GO0 17,84 & . 7h 7.0
4, 0 20 0,805 16,24 gl 6,0
4,5 20 1,950 14,68 3,24 7
i 7l 9] 210 B 07 A kel 4,05 b,5

Interprétaticn des résultats

Du tahleau 11.8 neows tivens le conclusicons suivantes: le
rendement massinque Yu/le a &te maximal & FPH 5 (Yu/s=23, 830 )

L.ese PH 2.5 et 4,0 ont domng dec vendemesnts aseen voedoinsg ,17,04%
et 15,84 vespectivement & FH 4,5 i1l a ¢té legerement plus faible
(Yn/s = 14,62%)

~Concenty aticon maximale ev bilomasse Xmax lha ceoncentration en
biomasse & été max & PH 9 Xmax = 2,74 g/1 et min & FPH3 Xmax=0g/1
Yu le rvendement masgique et la concentraticn en bilomasse ynous
pouvens dire que le PH optimal de cralssance de kluyveromycss
fragilis ect egal & § Yau/s =0P3,33% ,Xmax=4,00 g/l

Conclusion

En e bagant sur lesg paramdtres de crolseance et lez rendements
en biomasse ,on peat dire gque le PH optimal de croissance pour
cette levure et égal a § ,cependant 1l faut faire attention auw
risques de  contamination du miliew par des bacteries commea par
exemple E.colli qui est capable de degrader leg lactose et dont le
FH cptimal de creoissance se situe entre 4,4 st 80
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11.2.2-VARIATION DE LA TEMPERATURE DU MILIEU DE CULTURE

IT1.2.2.1-CINETIQUE DE CROISSANCE

L'effet de 1la toemperature sur la croisance de kluyveromycos
fragilie a &té determing i partir de culture menées & temperatur g
differentes.

Les paramétres PH et concentraticn  du miliew ont &té fixés
respectivement & 3,5 et 20g/1.

Les paramdtres de croissance sont donnes par le tableaw I1.9

Tableau II.9-Paramétres de croiscance de kKluyveromyecns
fragilis en fonction de 1z température du milieuw

Temperature Temps de Tawt de crol-|Temps de gen—
A latence (h) |ssance 1/H eration h
a0 R 0,367 2,78
B 0,75 0,431 82,3
i a8 0,25 0y A7 TP
4.0 1,50 0,308 A, 74

Interpretation des resultats

Les valeurs tirées du tableauw 11.9 vous pernettent de dire:

—-le temps ol g latence determimng A partir de la fig
I1.1R, @3l maximal & température 30°C (0,431 1/h) «& partic

de cette température ,le taux de croissance decroit quand la
tamper ature augmente (fig IL.14)

- Ao Lowv oo cromsnne | olefrninc g portn e Lo 4 T3, wnk
marimal o Cempirabhon 35°C, b= o U34 KT, 4 4ﬁt’“ e i
hwféwhm‘ Ae towx ple rwissonw  de'orerk ,di“q,wl Ag k.w-t:c 10, fure

—Le tweups  de géneration est maximal & 4000 (3,849 h), &t i1l

augnente avec la teopdrature.

Lee resultats montrent que la toandeature Gptimale de croilssance
de kluywvaeromyces fragilis et 3590 Mipeost=0 431 1/h b =0,79 |

IT.2.2.2-RENDEMENT EN BIOMASSE

Les valewrs des rendements en Lilomacse sant indigues au tableaw
EL 10

=52,
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Tableau 11.10:Rendement en biomasse en fornction
de la température du milieu

Températ., Concentration Concentration| vx/e Xmax txmax
[z initiale en finale en
lactose (g/1)|lactosze (g/1) % (g/l) (h)
30 20 3450 1,64 0,385 7
i 20 &, 500 17,84 e 14 7
38 20 2,085 74590 177 7
410) 20 e 5,01 0,485 7

Interprétation des resultats .

Des valeurs tirdcs du tableauw I1.10 SNOUS Concluarne gues
—le rendement magsique Yu/s & sté maximal & température 3500
(yn/s=17,26) ,1e rendement le plus  faible & &te chigervée  j
température 309C (Ya/es=1,64%)

~La concentration maximale en biomasee Xmax a été chiterue &
température 3500 (Xmax=2,74g/1) et la plus faible a température
30002 (Xman=0,36%g/1)

En comparant leg resultate obtenus paur  les yvendemente nous
pouvens conclure que la température optimale de Crolesance est
35°C avec Yu/e=17,00%et Amay=g,74q/ 1

Conclusion

La température des Croilssance Cptimale de la levure
kluyveromyces fragilis 56 sltue & 359C avec ‘un taux e

crolssarce de 0,43 1/K & 40°C le taux decroit (U =0,308 1/5)
cela ezt  en concordance avec 1'intervalle donne par la thédorie
auw dela de la tespdrature de 40°C ,la lyse cellulaire CCmmETIC
Il faut ausci Sue Dlouygene jour un rele dars la croisuance on
fonction de 1a température ,on effot 15 celubilite de 1 astyntne
4

diminue guand on sugmente la tempdérature done A H0OC 1'adratien
du milieu 2 &te insuffisante .

I1.2.3--UTILISATION DE L'OXYEENE PR
11.8.3.1-CINFTIQUE DE CROISSANCE
Atin daveir L meilloure  agraticon sNeUE  avons  utilivseé
Lienygeéne pur au liew de AEEE e concentralion en lactooe ecet
de 20qg/1 ,la température de S35°C ot le FH de 3,% .

Les résultats dormés  pay ceette experionce comt grovpade dane 1o

tableauw II.11.

TableaulIIulliParamdtres de crodlzoance de kluyveromyces
fragilies sadration PORYQETE pur
Bource Tempe de Taus de Tempoe de
d'onygéne latence (k) Crolceance b lgéneration h
Al 0,75 0,431 2
Oxygéne 0,50 0,588 1,70
pur




Interprédtaticns  des rédsultate s

Lee conclusions suivantes peuvent @tre tirdes du tableaw II1.11
~Le tenps de latence a @ été reduwit par l'ubilisaticon de
1leotygens: 0,50 b pour l{oxygéne contre 0,759 h pour )M'air (fig
TE.i4)

~le tater de crolegance a ¢té améliord en utilisant 1'oxygéne
en effet 11 oest de 0,888 1/h ,alers qu'en utilisant de 1'air
v & ew 0,481 (fig I1T1.15)

~le teapc  de generaticon  inverse du taux de croissance a eté
redudt oam atrant avec de lesygene pur (1,7 h)
Lutilisation de 1'oxygéne pur ,anélicre done lew performances deo
la cellule.

I1.2.3.2-FENDEMENT EN BIOMASSE

LLrelffe

g L' esvgéne sue les rendements en blomasss (e
kKlvwveromyces fragilis ect donng par le tebileaw 11019

Tablesuw Il lg-Rendonent en bBilomasse:s

Sou e concentrationlconcentrat. Ys/= ) ST Lymax
dlovvgens |[initiale en finale en
lactece (g/l))lactose g/l % g/l h
Fray 20 &y i 17,24 2474 gl
Dxygévie
pur =0 0,7 17,286 3492 oyt

Interprétation des résultats

DU tableasu T1.18 nous concluons gue:
~Le rondement massingue  Yi/s a dté le mEme pour les deux typeas
dl'adration {environ 17%)

~la concentraticon maximale en bilomasse Xmax ,a été plus elovie
pour 1'adraticon a 1l'eoxygéns pur ,en eftfet on cbtient 3,98 g/l
an o adrant & 1l'oxygéne conbtire 2,74 g/l en adrant & 1'air.

ceci en Wi tenps plus cowrt (t = 5,85 h)

L'adgration &  1losygene pwr dorme des mellewrs resultates en dews

temps plus courts .

Conclusilan

Sachant gue Padration & 1'oxvgéne pur  domme de meilledare
résultates que 1'zir et gachant aqu'industriel lement on ne pout
Lbilicer l'owydgene pur & cause de son prix de vevient ,neus
potivons malord cela arriver & des résultats cooparables en adrant
plus éncorglguement le formenteowr.

'alr contenant 20Y%  dloxygdine  nows pouaveons en utilisant an
volume d'air 5 fole plus grand gue coelul utilicd ,arriver a
chtenir dee rendamnoents plus elevés.,
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CONCLUSION

La valorisation du lactosérum npeut s'effectuer par
biotransformation Ju lactose en levures riches en proteines
;ces derniéres etant destinées & 1'alimentation animale.Avant
de 1'utiliser comme milieu de culture ,le lactoserum doit subir
un traitement dans le but d'ameliorer les performances de 1a
levure .

Ces traitements sant les suivants

1-Une déproteinisation qui permet ydl'un coté de récuperer une
fraction proteinique riche ,utiliede en alimentation Mumaine et
animale ot de 1'autre coté ,la présence de ces proteines dans 1e
milieu de culture genere beaucoup de moussesqui font deborder 1e
fermenteur d'od 1'on a risque Jde rontamination

d=Un enrichissement du milien en matieres azotérs , nligo-

elements et metaux niai permet tle donner A 1la cellule
I'alimentation dont elle a bheanin pour wa craintance .

e travail que  nous avons  ef fecbus A consiskd A eridier
Vinfluence sur la croiscance  de kluyveromyces fragilis des

narametres suivantks
-Concentration en lactose initiale (8a) .
—Addition d'urde

-Suppreassion d'oligo-elemente

=Suppression Jdes extraits de levares

~Effet du PH

~Effet de la temperature

-Adration & 1'oxygene et A 1'air

En comparant les resultats  trouves nous pouvons dire qur leg
conditions de culture qui donment une croicsance et unrencemnont
Y»/s masximum sont

-Concentration en lactose § = 10 g/1
-lLe PH optimum est wgal 2 5 .Ce PH est en concordance avec celui
trouve par WASSERMAN et AL 1941

~La temperature optimum est egale & 35 °C ,rcette temperature est
utilisér par les fromageries BEL (France)

-Une bonne adratinn et agitation .

-Presence obligataire d'extraite de levurew

LA presence d'urge A 0,07 % augmente 1o rendement Y /e

-La présence d'oligo-elements et metaux augmentent le rendement
Yu/s

Cependant on peut dire que leo  rendements trouvis cant aoces

Faibles par rapport & ceux trouves dans la bibliographie et reci
A -
est du aux raisons suivarmtern:

—Inoculation du milieu en phase de déclin
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-La mauvaise aération du milieu ( compresseur trop faihle )
~-Pauvrete de 1'inoculum qui s'est developpé & un PH non regule
(abscence d'un systeme de reyulation du PH)

-Arret de la fermentation au hout de & & 7 heures d'experience

Nous peouvons donc dire que la culture des levures sur lactoserum
nous permet d'obtenir un produit riche en proteines avec un bon
rendement si les conditions experimentales sont satisfaites o
lL.a recuperation du lacteoserum pour sa valorisation en sources de
proteines pour l'alimentation a donc deux avantages

-Réduction dos impertations ce source protedque ,d'oa' un
impacteconomigue considerable
-Diminution nette de la charge polluante rejetee par lesn

laiteries , d'od un impact ecologigue impoertant



ANRE XE

~1-Compoeition de la solution d'oligo—-élenents

=@2-Composition de la selution de métaux

=3-Classificatiocn de Kluyveromyces fragilis



1-Coamposition de la sclution d'evligo-élements.

----- Cusds S5H20 4 grl

~ColCla2  &HR0 2,8 g/l
~MaMo 4 2010 b iall
~H3AR03 4,0 g/l

~K 1 2,6 g/l

2-Compoeition de la sclution de melau

Mg B304 THZIO @bt A |

o 1 ]
=C=xE182  akHel G OmaE a
~Fe&04 7H20 0,0375 g/l

~MnS04 HEe0 0,017 gtl

~Zns0a  ZHEO Q,078 g/l



Tableau I

Classification des
ENDOMYCETACEAE

levures

sporcoenas FAMILLE DES

Sous -

Tamilles

Eremas—
coldeae

|

|
Genre:

I-Eremascus (#)

Fadours

Erdomvcopseas
b2 P

Gerres:

IEndomycopsis

l

Soue Sous
famille: Famille:

Endomyce—
toideae

Genves:

1-Fndomyces(+)

Y Y o e w = b=

e~Schizosaccha -
oMy e

Genres

1-Saccharaomyces
e-Fichia
d-Hansenul &
G-Gohwanniomyces
H-Debaryomyces

Saccharamy -
cetoideas

Sous
famille:

Sous

famille:s

Lipomyee—
toldeae

Mematosjo—
robdesas

Genres:

1-Lipomyces

el L |
Gerreos

1=-Movicepor el la
=Mematospoi &
d-Coccildiascus

Tribusz
Nadsowviieaoe

Genres:

1-Saccharocmycodes
E-Hansenlaspora
d-MNasdonila

FAMILLE DES SPOROBOLOMYCFTACEAE

Genres:

1-Bporobel omyces

2-Bul lera

I-Tilletiopsis(*)
G-Ttersonilial(x)

(¥)Ce genre ne renferme pas de levures au propre du mot
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