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RESUME : Parmi leg nouvelles sources al iresg

actuellement développées, les proteines d'organismes wnicellulaires
(P.0.U) occupent une place proéminente.

Notewe étude a pour but d'optimiser et de modéliser la croissance cellw-
-laire afin d'obtenir un meilleur rendement en proteines pour une cul tu-

-re mixte.

SUBJE C T/ Verification of MONOD's model for biopro-
duction of proteins from whey.

SUMNMARY : fmong the novel food sources presently
being developed and studied, Single-CellProtein (S.C.P)from yeast
holds a prominente role.

This study has of object to optimis cellular growth in order to obtain

higher rate of protein .
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~-- PROBLEMATIQUE ---

La malnutrition, en particulier la carence en proteines
est trés répandue. C'est le probléme le plus fréquement évoqué dans

le monde actuel.

—

En effet dens les années TV, la production mondiale en proteines
aninales, évaluée & 30 millions de tonnes par an, n'a été consommée
que par les 2/3 des nations économiquement développées (Senez 72) .
Pour pallier & ce probléme on a fait appel & d'autres sources de
proteines provenant de la fermentation des organismes unicellulaires
(®.0.U) cultivés sur déchets agricoles férmentiscibles.

Le lactosérum egt un sous produit de la transformation

du lait en fromage, caseine et en dérivés de la caseine.

I1 est difficile d'estimer avec exactitude la production de cet eff-
luent industriel, du fait que celle-ci dépend du type de fromage et
des procédés téchnologiques utilisés.
D'apres la F.A.O0 1985 1la production moyenne du lactosérum en Algerie
est évalude & T milliong de tonnes par an. Toutes ces quantités
considérables qui sont rejetées dans le milieu naturel posent un
probléme de nuisance particulierement accentué, du fait de la forte
charge polluante. En effet la valeur élevée de la DBO5 (40000) du
lactosérum n'autorise pas son rejet dans les rivieres.

Une des solutions de dépollution et de supplémentation en
proteines est de valoriser le lactosérum. '

La fromagerie BEL (de la Guerriviere 1981) a montré que cet effluent

A
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peut servir comme milieu de fermentation des levures lactiques déstindes

4 l'alimentation animal=z.
De ce fait, notre travail porte sur 1l"étude des souches de levures

Kluyveromyces Lactis et Fragilis en tant levureg_aliment.



Trois objectifs sont alors vigés i
1) Optimiser la croissance cellulaire dans le cas d'une culture pure
et d'une culture mixte. Retenir celle qui donne les meilleures perfor

- 'MAaNnces .

2) Etablir un moddle pour la cinétique de croimsance de la cul ture

mixte.
¥) Déterminer le taux de proteines dans le cas des deux cul tures et
établir pourchacune une équation qui donne la quantité de Proteines

en fonction de la biomasse .

000
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2.1 ACIDES AMINES

L'étude de la structure et du mécanisme biologique des protei=-
nes exige une bonne maitrise de la chimie des acides @aminés.
2.1.1 PR(PRIETES CGENERALES

2¢1.1.1 Structure générales
L'hydrolyse des proteines par des agents tels que NaOH
ou HCl condnit & la formation d'acides aminés (A.4) libres de structure

générales _ %UDH
HLH_%“_C.OOH ou R-f_"*—H
R N Wo

A 1l'exception de le proline et de 1'hydroxyproline qui sont des acides
aminés de formule:
NH_ ¢cH-CooH (1)
N

- Tous les A.A ont en commun une fonction amine primaire et une foncti-
on carboxyle, portée 1'wne et 1'autre sur le carbone central ( G ).
Le radical R constitue ce gu'on appelle "la chalne latérale "par opposi’
-Mion & la “chailne pancipibk

fpras hydrolyse d'une proteine par HCL 6 N & 110°C pen -

-dant 24 heures, on se trouve en présence de trois types d'acides aminés:

- Les A.A naturels présents dans les hydrolysats proteiques
et qui sont les éléments constitutifs des proteines. Ils sont au nombre
de 20 congignés dans le tableau 1 '

- Les A.A "rares “ou occasionnels présents dans les hydroly
-sats des proteines mais n'entrant pas dans la composition de celles-ci.
Tls Tésultent de la modification de 1'un des A.A proteiques.

- Les A.A que l'on rencontre dans les tissus mais qui sont

absents dans les proteines.

2.11.3 Classificationg:
]
Plusieure. classifications s'offrent & nous selon que lon
congidére les groupements fonctionnels du radical R ou ses propriétés chi

-miques.
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T classifications ont été proposées en fonction des groupements
qui composent la chaine latérale (tab I) (2)

On distingue :

- Les A.A & chaine latérale hydrophobe non polaire. Clest le cas d'—
un radical & chaine aliphatique simple. Leur faible polarité leur confére
un caractére d'insolubilité exp: glycine

- Les A.A & chaine latérale polaire non chargée : Le radical comprend
.. une fonction polaire supplémentaire (alcool)maig trop fgiblement disso-
ciéepour conférer le caractére ionisant.

- Le A.A a chaine latérale chargée dent:

« AvA chargés positivement: le groupement fonctionnel est
une amine d'oW le caractire basique (lysine, arginine)

« A.A chargés négativement: ce sont les acides aminés acides
(Aspargine, glutamine)

L'expression "équilibre protonique" se référe a 1l'association et
2 la dissociation des protons (4)

Tous les 4A.A contiennent au moing deux groupements ionisables

Un. — COOH et un -NH3 (5)

en gpolution ces groupements existent sous deux formes: l'une chargée et

1'antre neutre qui sont en équilibre protonique l'une par rapport & 1'autre

R-Co0OH C—-———'—:; R-CO0O" & AT
RoNHf ———> r_NHp + H'

Dans cet équilibre R-COOH et R-NH3 sont les donneurs de protons alors que
R-CO0 et R-NH2 les sccepteurs. De tels composés sont dits amphotires.

Leur ionisation varie avec le pH du milieu (4)

- Le p¥ d'un groppement ionigable est la valeur du pH pour laquelle les
formes associées et les formes dissocides sont présentes en quantités
égales.

- Le pHi ou pI est la valeur du pH pour laquelle la molécule d"A. A posséde

autant de fonctions acides activées (dissocides) que de fonctions basiques
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activées. C'est le point igsoéléctrique ou isoionique de 1'"acide aminé
‘considéré.(5)
2.1¢1.4.2 Calcul du pl:

Suivant le pH de la solution aqueuse, un acide aminé peut

exister sous trois formes possibles:

- CooH /CDDH o
R _CH = ~
» R —~CH -
\ N H.-;‘_—-——_ - =2 R— CH
3 NI NNH,
F ne ¢ : :
DL {:3"“:"} AT Fevme cL‘rc.lca»....;-'... Fovyme anidn A
:bn::lm:. Qecde AL mixk ow Yone Lot e
i A"':_“,]“‘j"’c'vr}-a"'"' 2w Flioy pos N pp v oL
pe [T
Chacune de ces dissociations posséde une constante d'équilibre:
4+
o £ H gy - e H
Afami—— A't
: - + L
e A R

A point isoioniques A= A ,d'01 1'on tire:
% K1 . K2
En passant au logarithme décimal 3
log B = 1/2( logKl + logk2 ) (4)(5)
Grapniquement, le pl se traduit comme suit:

/{GD/ J-I%Di-'dl‘ﬂ AT -—-""{__. ﬂ‘.r-.,t_H‘I'
Cooid

CooH — che 4 i+

i
1

o/ AT ; oo
7 — ~ = N e/ . (9

2

3 1 Y f \
l& A= CJ‘J,. SDI'IC, ilgo'l.sﬂ..i-f-\a'—_.‘v‘ =

FIG: 1 gissociation de la glycine
Hemarque: le méme raisonnement s'applique pour un acide amindés &

plusieurs groupements fonctionnels.



TABLEAU II: pK des groupements protonables et pI des acides aminés

fondamentaux.

ACIDKS AMINES

pK1 pk2 PKR pI
A anine 2,34 9, 69 6,02
Agpargine 2,00 8,80 5,40
“Lutamine 2,17 9,13 5, 65
flycine 2,34 9, 60 5497
Isoleucine 2,40 9,70 6,05
Leucine 2456 9, 60 5,98
Méthionine 2,30 9,20 5+75
Phenyllanine 1,80 9,10 5,45
Yroline 2,00 10, 60 6,30
Sérine 2,21 9,15 5, 68
Thréonine 2,65 10, 43 6,53
Tryp tophane 2,40 9,40 5,90
Valine 2,30 Y, 60 _ 5,90
Tyrosine 2,20 9,11 10,07 5 65
Acide aspartique 2,09 9,82 3,86 2,98
Acide glutamique 2419 9, 6 4,25 3,28
Cysteine 1,17 10,78 8,83 5,02
Lysine 2,18 8,95 10,53 9,74
Arginine 2,17 9,04 12,48 10,76
Histidine 1,82 9,17 6, 00 1,09




2.2 PROTEINGES

2.2.1 DEPR I N T T 0iN"S

« Le nom proteine a été proposé en 1638 par Mulder. Du grec "proteios
il signifie premier en position ou de premidre importance (8)

+ Une proteine est un ensemble de quelques unités & des milliers
d'A. A, reliés entre eux par des liasons péptidiques (9). Ces dernieres
se forment par élimination d'une molécule d'eau lors de la réaction entre

le groupement carboxyle d'un A.A et la fonction amine d'un sutre 4.4 (1)

Hy N~ CH— COOH 4 Hy _$H_cooH_._~,H2r~1_. %H_[coﬁmulmcrn -CooH

ft?:; Ro Ra B2
. Une proteine contient un trés grand nombre d'A.A dd sorte gue le
terme polypéptide n'englobe que les proteines de moing de 100 résidus (4.4) |

(1 et 8)

2,2.2 3 TUCTURE GENERALE

Par convention la structure peptidique linéaire présente & son extré
-mité gauche le groupement # - aminé : Le N-términal . Le groupement
carboxyle se trouve & son extrémité droite et est dit le C-t2rminal (2)

Hy N - CH'CU-NH-—CH-C.D..HH-——---‘—---- lLH-CDoH
‘ R
\ RL Liaison J]ae.r;hi‘..cl:.uc i
N. ’-emm.na,L Rescdus d/aceden amends C. Larminal.

2.2.3NIVE'AUX-'FD'0R GANIS ATION DES PROTEINES

L'un des caractéres les plus importants des proteines réside dans

leur structure. Cette derniéme est étudide par dr s moyens chimiques
( pour la structure primaire ) et physiques(ravons X, pouvoir rotatoire
optique+..) Pour les structures de niveaux plus élevés .

Elle consiste dans 1l'ordre de succession des A.4, reliés entre
eux par des liaisons covalentes de type -CO« NH. Par convention on repré-
sente la structure primaire en utiligant les abréviationg de trois lettres

de régidus reliéespar des tirets ¢

= I



rROTEINE STRUCTURE FONCTION

Figure 2a - Repliement de la chaine princi-
pale en hélice a. Les liaisons hydrogéne qui
stabilisenl cette conliguration sont indiquées
par des lirés el les chaines lalérales R poriges
par les carbones a peuven! lre I'un des 20
acides amines (saul la proline (ligure 1), pour
des raisons sléréochimiques).

_Ad

%;#

PLA-};,.
A4 8¢

Figure 2b - Formalion d'une struclure secon-
daire de lype feuillet § par elablissement de
liaisons hydrogéne entre deux segments g
chaine paralléles.




exemple:

Glu-Lys-4Ala-Cly-Tyr-iis-Ala
La structure primaire est compltement définie si 1l'on comnait le nombre,
le genre et l'ordre linéaire des A.A.
Quand il y a incertitude au sujet de 1l'ordre exact des résidus spécifiques
on place cette portion de la séquence entre parenthéses et on sépare les
résidus par des virgules. (2)

Glu-Lys-(&a, @Ay, Tyr,)-His-Ala

— —— — — — — — — — — —

BElle correspond & quelques types de configurations spaciales ré-
gulidres et particuliérement stables. Cette structure résulte essentielleme

nt de la formation de liaisons hydrogéne (8).
I1 existe deux types de structures:

- La forme en o -hélice

Dang cette structure les plans péptidiques s'enroulent autour d'un axe et
les résidus d'A. A se retrouvent réguliérement les uns au dessus des autres.
Le pas de 1'hélice est 4,5 i, 1'élévation par résidu est de 1,5 £ et lan-
gle formé par les deux plans est d'environ 80 °

Les chaines latérales sont dirigées vers 1l'extérieur de 1'hélice (1) (fig2,4

- La forme en feuillet plissé

Contrairement & la forme précédente, les résidus ne s'y  «.
éldvent pas antour d'un axe mais sont face & face de deux maniéres diffé-
rentes: « paralléle lorsque les chaines sont de mEme sens.

. antiparall&les lorsque les chaines sont en sens inverse, aveo

alternence des radicaux (11) (fig 2.2)

— — g Gt m— — e e w—

liatons mises en jeu dans cette structure sont au nombre de trois:

- les liaisons covalentes: résultent de la mise en commun d'une
paire d'éléctrons. La liaison disulfure est la plus importante.

- les liaisons éléctrostatiques formées entre deux groupements de
charges opposées-®

- les forcer de Van Der Waals: forces d'attraction faibles qui
n'agissent qu'd courte distance et proviennent de dipoles ionisés (12)
Toutes les proteines possedent une structure tertiaire et une geule, diffé

rente d'une éspéce proteique & une autre de sorte que:

- 12 -



- Dansg les proteinesg globulaires, c'est une altérnance de ségments
réguliers mais non quelconques.
- Dans les proteines fibrillaires le méme motif se répite ce qui

entraine une confusion entre les structures secondaire et tertiaire.(Y)

“lle correspond & des associations spécifiques presque toujours
réversibles entre plusieurs chaines polypéptidiques identiques ou diffé-
rentes. En général le nombre de chaines est trég faible (2 2 6)dron
l'appelation d'oligoméres. L'aghdsion de 1'édifice proteique est assurde

par des liaisonsg secondaifes.(10)

2.,2.4P ROPRIETE 8 PHYSICO-CHIMIQUES

Insuline iy i v oo v o 8l hlie 5 s e < 6000
BIbontclEmea” o e tel 4t e v & wiiw o o % e 13700
Lysosome ® o ¢ o s s e e s e s e s o 14700
Tryp sine B ol et 23 B00
Hémoglobine o+ ¢ « o o 4 ¢« 4 o « o & « « 60000
P-Clogulinie o o v s sia e s o 5 e . e s 180000
Myosine » el is s @ oee s wie s s e e 493000
B- GalactosidaBses + o o + o o o o « s « & 500000
@utamique Déghydrogénases « « « « « « o 1000000
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La golubilité des proteines dépend de plusieurs facteurs
dont la nature du golvant et de la proteine ainsi que les conditions du
milieu (pH, T, force ionique)

- force ionique:

D'une maniére générale, la force ionique est donnée

par l'équation: I= 1/2 ( Ci Zﬁ ) ots Ci = Molarité de 1'ion i
Zi = Charge éléctrique de chaqiie ion

A partir d'une force ionique nulle, la solubilité des proteines augmente
par addition de ... v sels (:: fait est du ala stabilité dusgroupements
NH2 et COOH libres). Aingi cortaines proteines sont insolubles dans 1'eau
mais soluhles dans les solutions diluées de NaCl. '
Lorsqu'on atteint une certaine valeur de ls force ionique (valeur max)
on assiste & une diminution de la s@lubilité et & une précipitation des

proteines par suite de l'hydratation des sels ajoutés.(12)
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- influence du solvant et du pH:

Les solvants apolaires ont un effet
inverse a celui des sels. Un abaigsement de la constante diéléctrique par
addition d'un solvant organique' a pour effet de réduire la solubilité des
moléculas dipolaires. Situation particulierement rencontrée au point iso-
€léctrique ol la solubilité est minimale.

- influence de laT :
La solubilité des proteines augmente dens la
gamne UC- 40 ° C.Une modification de la solubilité par effet thermique

entraine la dénaturation des proteines.(4)

be gont les mémes prqprietées quecellcs des ac.des aminédg. le

comportement des proteines soumiges & un champ éléctique est le suivant:
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2,3 LES LEVURES

2:3.1 HISTORIQUE

Lors de la découverte du monde microbien, les &tres
vivants etaient classés en deux grandes divisions:(13)
- Le régne des animaux
- Le reégne des végétaux
Ces deux regnes etaient désignés sous le nom des Histes. CeCi rendait
difficile la classification des microorganismes et ce n'est qu'en 1886
gque le zoologiste allemend HE ALKEL proposa le régne des protistes.
Ce dérnier comprend deux familles:(14)
. Les protistes supérieurs ou eucargotes
- Ml gues excéptées leg. algues bleu-vert.
- Protozoairesa.
Champignens (levures- moisissures) .
. Les protistes inférieurs ou procaryotes
- Mgues bleu-vert. ou cyanophycées

- Bactérigsou schizomycées.

2.3, 2 DEFINITION DE LA LEVURE

La levure est un champignon supérieur ayant perdu le
pouvoir de former un myceltaws cénocytique et est devenu un organisme
unicellulaire.

Le mot "levure" évoque les agents de fermentation alc slique. Mgis il
existe dans la nature de nombreux microorganismes morphologiquement sem-
blables awlevures et qui pourtant n'ont aucun pouvoir fermentaire.
C'est pourquoi leur étude sera entreprise sous le térme de "“champignons
levuriformes".(14) et 35)

2.3.3CL ASSIFICATIONS

— G G Geme S G S Ses S e mm— ea

La classification des levures est basée sur deux criteres

fondamentaux: . Critéres morphologiques

- aspect des colonies sur milieu solide.

- firme et dimension des cellules.

- mode de reproduction végétative.

- gptitude & 1a formation de spores.

- aptitude & la formation mycel.ium.

« Critédres physiologiques
- agpect des cellules sur mileu liquide.
- aptitude d'assimilatinn de 1'azote nitrique.

- aptitude d'assimilation de substratis divers: éthanol
matigres grasses... (16)
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D'gprés LODDER et KREGER VANRIJ, les levures se regroupent en
trois familles: (15)

i- Famille des endomycétacéacs: qui fait partie de la classe des
agcomycetes. Ces champignons se reproduisent végétativement par bourgeon-
nement et n'assimilent pas les nitrates. Les asques renferment 1 a 4
agcogpores généralement rondes.

PYarmi les éspeéces types, on cite:

- Saccharomyces cereviciee, levure de vinification
- Saccharomyces Lactis et Fragilis qu'on retrouve

dansg les produits laitiers.

2- Famille des sporobolomycetaceaes, classedes Basidiomycetes.
Ces levures a métabolisme oxydatif forment des colonies roge-saumon gur
milieu solide. Assez peu répendues, on les rencontre sur les graines humi-
des et les matikres végétatives en décomposition.

3- Famille des Cryptococcaceaes, clagse des Deutéromyces.
Ces levures sont caractérisées par un métdbolisme oxydatif mais aussi
férmentaire. Leur reproduction végétative se fait par buurgeonnement.

exemple le genre Candida.

2.304M0RP HOLOGIE .COMP OSITION.STRUCTURE

— o —— o — — — —

Bien qu'il existe une grende diversité dans les aspects
morphologiques, la levure typique est une cellule ovoide. Sa taille géné-
ralement plus grande que celle des bactéries peut varier de 1 & 5 microns
de largeur et de 5 & 50 microns de longueur. Elle ne posséde pas de
flagelle et est par conséquent immobile.

Son aspect est plus hommogine sur milieu liquide que sur milieu gsolide. (14)

De l'extérieur veérs l'intérieur de la cellule, on rencontre:
- Une paroi celtulaire particulierement développée faite de sucres condensés
(mannane et glucane) cimentés par une fraction proteique.
~Une membrane cytoplagmique de nature lipoproteique qui double intérieu-
rement la paroi cellulaire, sa fonction est essentielle pour la vie de la

callule car elte régle les échanges avec le milieu exterieur.

= 1T~
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- Le protoplasma, substance de la vie de la cellule principalement
congtituée de proteines et de glycogene.

- Le noyau, sigge de chromosomes, responsable : du maintien des caractéres
génétigues et organe directeur de 1l'ensemble des synthéses cellulaires.

- Leg ritogsomes, sitge de la synthése proteique grace a leur richesse en
ARN (shémal)

2.3,5 COLP 0OSITION BIOCHIMIQUE

La composition biochimique des levures varie d'une espece a une
autre et pour une méme espéce elle peut varier dans de grandes pwportions
gelon les conditions du milieu (pH, ", agitation) et selon le mode de
préparation (tab IV)

En régle générale la teneur en proteines des levures est inferieurea celle
des bactéries et est & peu pres égale & 50 % . Les algues ayent une valeur
intermédiaire. On y remarque la teneur trés élevée des levures en lysine.
En revanche leurs teneurs en acides aminés soufrés sont trés faibles.(16)
- Lipides

Ilgsont en proportion trés variable & l'intérieur d'une méme famille.

Ils peuvent varier entre ‘0,’52(31; 20 %

—— o — — — —

Leur teneur est plus élevée que dans les proteines végétales ou animales
(9 & 17 % de l'azote total) (17). Or cet azote nucleique est catabolisé

par l'animal sans donner lieu & la synthése proteique.

La teneur des levures en calcium est généralement modeste. Celle en phos-
phore est plus élevée. Mais c'est le potassium et le sodium qui présentent |
leg taux les plus élevés.

Pour les oligoéléments la plupart d'entre eux se trouvent en concentration
notablement plus élevée que dans les céréales.

- Les vitemines

Leg levures sont d'excellentes sources de vitamines notament celles du
groupe B . Dans les levures & faible teneur en lipides, 1'apport en vita-

.mines liposolubles 4, D, K, H, est particulierement E est trés faible(186)

w8 =



TABLE AU IV: Compositimn biochimique de quelques levures
( CL. FEVRIER 1985. Réf: 18 )

Uonstituanté Levures sur alcanes Levures sur Glucides
Tropicalis Lipolyticas Brasserie Distillerie

Proteines % 59,9 66,2 48, 4 41,8

Lysine T,40 7,80 6,98 T:54

Yéthionine 1,80 1, 60 1,58 1,56

Cysteine . _ o delOn, o000 0 o o yee o = ol

Tryptophane 1,40 1,30 1,14 1,10

Thréonine ©: . = 49 SRR oA T 0 — 500 _ LSRR

Eypined 9, 60 9, 60 8,51 8,49

Sérine

Leucine 7,40 7,80 b, 43 6,82

Isoleuveine ~_ _ O, _ _ __ 23,30 __ _ __ _ _ Bedsdany T 00

Valine 5,9 5,8 5,12 5,91

Vigtidine 2,10 2,10 2,51 2,15 |

Ca (g/kg) 0,04 0,50 1,40 3,50 -

P (gka) _ _ 14T 240 __ _ 1430 1550 .. |

Cu (&/ke) 10 5 25 65 '

Zn (g/ke) 910 70-800 60 10

I (g/ke) 500 <Ro 2 &R

Co (g/kp) 4 4 0,2 0,1 o

B1 (mg/kg) 4 - 85 40

B2 (ng/ke) - 180 45 35

B12(ng/ ke) - 0, 001 0,008 -

Acides aminés (g/16 g D'azote)

- 20 -



2,3.6 LES LEVURES LACTIQUES

Leg levures lactiquassont des champignons supérieurs appartenant

& la classe des ascomycetes et utiligent gpécifiquement le lactose comme
source d'hydrate ' de carbone. elles se differencient des autres levures
par : - La structure des matitéres grasses qui les composent: et qui est
identique & celle du lait.

- La composgition des membranes qui comprend des corps facilement di-
gestibles (galactomannane et glucogalactone) .

- Leur teneur élevée en proteines et en glukathion.

- Leur teneur élevée en vitamines (19).

Les tableaux Y,1; V,2; V,3; Nous donnent la compogition moyenne
des levures lactiques en ges differents congtituants.
Le choix des levures est basé Sk lcw les critéres suivants:

- domination de la souche pour yroduire des proteines.

- nésistance de la souche aux métabolites.

- résistance de la souche aux changements des conditions de culture

TABLEAU V,1: Compogition analytique clobale(g/100g) de la levure lactique
( De 1a GUERRIVIERE )

Composants Teneur (%)
Humidité ; SR R s
Matiéres proteiques . . . . . . « 50
Glucides .« e . . . . . « 30,3
Lipides =« . . . . . Aok . 630
Minéraux o e . . . p 2 o 8y
Choline . o Loa v ; 2 . o . 05
Aukathion. a s 5 i . A ¢ < 035
Vitamines 8 s : ‘ . . : . 0,07
Vitanine C N . Sl e e te w0506

- Teneur maximale en A.A indispensables et en vitamines

- Croissance rapide sur un substrat peu couteux (20)

] -



TABLEAU V,2 Composition moyenne en acides gras de la levure lactique

(mg/100 g) ( De 1la GUERRIVIEEE ) 1981

Acides gras

Symbole

Teneur(mg/100 §)

Butyrique

Laurique

Nyrigtique
Pentadécanoique
P almitique

Palmitoleique

Hep tadecanoique

Stearique

Oleique

Linoleique
Linolenique
Arachidoniqgue

Gadoleigu e

L]

.

-

T
ORI (12
. . . C14
S GRLE
. . . C16
¢ e « U6
ST
. . « C18
. . . OB
3 . . C118
. . .Cn't6
s L . 820
.« .« . @20

10
5
30
20
9,0
180
50
85
985
705
250

n

TABLE AU V,3

Répartition des

vitamines en mg/ 100z de levure lactique

Valeurs

moyennes (I.A.A 25)

Vit. hydroscbubles

Thiamine . . . . « BY .
Riboflavine . . . . B2 .
Nicotinamide . . + B3 ouPP
Acide pentothénique. . » BS .
Pyridoxine . . . . B6 .
Biotine . . . . . B8 ou H
Acide folique . . . « BC .
Cobalamine . . . . B12 .
Acide ascorbique vrail . « C .

Vit. lposolubles

B

1,0 25,0

«2,5 & 5,0

35 & 45

8,0 & 15

0,80 a 1,20
0,04 & 0,09
1,8 & 2,0
0,0005 & 0,0015
65 a 75

25 a 45




2.3.0¢5 Propriétés Oorganolép tiques

La levure lactique se caractérise par une couleur
beige claire et une faible saveur " SUL @NERIS o shns amertume. Cet!
saveur destine la levure lactique gux nutrimentg salés ol elle pourr:

&tre quantitativement beaucoup: plus représentée que dans les aliment
sucrés.(21 et 22)

e ot e = o e

Certaines levures ont un grand inter8t nutritionn
d & leur compogition chimique et biochimique. Elles sont alors commu
nément appelées " levureg-Aliment " .

-23 .



2.4 LES LEVURES EN ALIMENTATION
ANIMALE

Les recherches en alimentation animale ont pour objet de
concevoir les régimes alimentaires permettant d'assurer la couverture des
besoins des différentes éspeces animales (23)

2,41 ALIMENTATION EQUILIBRETE

La majeure partie des proteines utilisées pour l'élevage est fournie
par les céreales qui en contiennent environ 10 % et qui sont déficientes en
plusieurs 4.4 essentiels (24).

Pour celd 1l'élevage des monogastriques afait appel 4 des proteines compléx.
mentaires apportées essentiellement par la farine de poisson et les tourteaux
de Soja qui sont relativement bien équilibrés et bien adaptés aux exigences
nutritives de la croissance des animaux.
Comme les fluctuations pur les prix affectent aussi bien la farine de poissen
<. que le Soja, on se retrouve face & un manque de proteines alimentaires.
Pour pallier & cette situation et replacer le probléme des A.A dams leur
utilisation comme additifs alimentaires, on a fait appel & d'"autres sources
de proteines, celles qui proviennent de la fermentation des microorganismes
unicellulaires (S.C.P) dont les levures (24) (25).

2,42 BESOINS EN ACIDES AMINES LIMITANTS

Rappelong que la vingtaine d'"A.A de la série L sont les matériaux de
base deliquasi totalité des proteines. Mais tous ces A.A n'ont pas la méme
valeur nutritionnelle. Souvent les A.A les moins abondants dans les plantes
sont ceux les plus necessaires pour 1'alimentation deg hommes et de animaux.
Les levures, par leur richesse proteique et leur teneur élevée en vitamines

contribuent en grande partie & résoudre ce probléme; (Y)

— — o — — m— — — o — — -

La lysine est utilisée comme additif dans le régime lorsque les
céreales forment la base de l'alimentation du betail ol elle représente le
facteur limitant primaire. Son absence dans la ration provoque un trouble
dans le métabolisgme de l'azote, une perte de poids et des troubleg de 1l'ery-
thropoiese. (26)

Des travaux claasiqﬁes de BLOCK ont montré l'inter&t de compléter la farine
par le lait et la levure, le facteur limitant de la premiére étant la lysine

alors que la levume en contient d'importantes proportions (20).

SEoAys
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L'emploi du D.L-Tryptophane, facteur limitant dans le régime & base
de mals reste limité par son colt relativement élevé . Mais si son prix
venait & baisser, la demande mondiale serait de 11000 T/an dans les anndes
91. (25)
2.4.2.2 Rble de la methionine et de_lafhréonine. ‘
La méthioniney, un des A.A limitant l'assimilation, se trouve en quantit¢
insuffisante aussi bien dans le Soja que dans les levures. Mais un couplage
avec d'autres aliments peut équilibrer la ration.
A titre d'exemple on pourra citer le couplage relevé par AVDRE etRIBADE AU-
DUMAS qui sfest montré particulidrement bénéfique entre la levure et le
tournesol. Ce dernier apportant la méthionine alors que la levure apporte
un agppoint de lysine & cette association. (20)

Quant i la thréonine, elle apparait gouvent comme facteur limitant
secondaire dans les aliments de bétail & base de blé ou d'orge. Les levures
peuvent dans ce cas contribuer & 1'équilibre rationnel par leur teneur
élevée en cet aminoacide.

CONCLUSTON ;
L¥incorporation des levures dans la ration alimentaire vise trois
objectifs: - abaisser le taux de proteines global dans 1'’aliment.
~ supplémenter en A.A indispensables.
- diminuer le coflt des formules sans alterer les performances
zootechniques des animaux.
Le tableau VI illustre d'une manidre schématique 1'interét des A.A de sythe-

-ge en alimentation animale (cas de la lysine).

2,43 UTILISATION DESLEVURES.DAN S
L ' ALITMENTATION ANIMALE .CUOMP AR ATISON
AVECL LE SO0JA

Pour voir comment les bioproteines ent concurencé le Soja

sur le marché de 1l'alimentation, analyasots les tableaux VII (1,2)donnant
les besoins en A.A des animaux ainsi que les apports du Soja et des levures |
(21) s+ - chez le poulet, on assure B8 % du besoin en lysine avec les levures
et seulement 53 % avec le Soja.

- la thréonine qui représente le troisgiéme facteur limitant dans la
ration proteique des volailles est apportée par les levures a B3 % des
besoins, le Soja n'encouvre que 44 %.

- quant aux A.A soufrés, on remarque la déficience des levures.



Ues dernieres ne couvrent que 37 % des besoins contrairement au Soja qui
en assure 44 %.

-~ Pour assurer la couverture totale du begoin en lysine avec un tourteau
de Soja & haute valeur nutritive il faudra, syns'tenir compte des céreales
dont le taux en cet A.A est faible, incorporer dansg la rﬁtion volaille
environ 28 % de tourteau, 17% seulement de levures couvrant les besoins.
Dansg le cas de l'alimentatiin du bétail, si 1l'on ne tient pas compte des
A. A soufrés et des céréales dans la ration, tous les besoins sont large-
ment couverts par une incorporation de 15 % de ¥ .0.U dans la ration alors
qu'il convient d'apporter 2% % de tourteau de Soja de haute valeur nutri-

tive pour couvrir les besoins en lysine.

TABLEAU VII : Comparaison : levure=Soja

Table vLIY} Couverture des besoins en A.A.I dans la ration du

poulet de 4 semaines.

Besoins en A.A.1 Mports/ 156 de JApports/15e Difference en+
levures de Soja ou - des levures
avec le Soja

ATE5 88, 6:98 B;34 8239 5 88

Isoleucineu, bh 0,497 U,59 U, u2
Leucine 1, 40 Dy i 0, 61 + 0,23
Lyaine U, Y5 v, B84 0,%1 + U,35
e i
e 0,27 0,32 - 0,
Valine 0,85 0, 62 0, 42 + 0,2
Thréonine u,T0 v, 58 v, 51 + 0,27
ryrosine 0,70 U, 43 0,51 + U, 12

Table VII 2 couverture des besoinsg en A.Al dans la ration du porce#
let et bétail

Histidine 0,21 0,22 0,21 + 0,01
Isoleucine 0,57 0,57 0,39 +0,22
Leucine 0,77 0,84 0,51 + 0,33
lig¢thionine 0,57 0,27 0,32 - 0,05
+Cysteine
Phénylalanine

(0] 0 + 0,21
Prasine 051 » 94 v 13 f
Valine 0,51 0, 62 0, 42 + 0,20

2T =



2,44 AUTRES AVANTAGES DEL A LEVURE

Le consommateur de la levure bénéficie conjointement de tous les
autres nutriments quelle contient et qui sont:
- les sels minérgux : BEn glimentation animale, leg éléments mindraux susce-
ptibles de faire défaut sont divisés en deux groupes:
« les élémentg majeurs: Ca, P et lig
. les oligoéléments: Cu, Zn, Mn et Se (23)
= les vitguines 3 la levure est riche en vitamines notament celles du grou-

pe B. Son incorporation dans la ratipn améliore de beaucoup la valeur de

1'alment.

2.4.5 INCONVENIENTS DE L A LEVURE

Lors de la congommation de la levure, certaing de ses nutriments
peuvent poser un probléme. C'est le cas des lipides et des acides nuclei-
ques (27)

- Les lpides: les lipides peuvent8tre une source de nuisance du fait de
leur composgition (28): plus de la moitié sont des acides polyinsaturéds.

Les doubles ou triples liaisons sont susceptibles d'étre oxydées pendant

la préparation ou le stockage. Les lipides oxydés, régissent avec les pro-
teines en diminueant 1a valeur nutritive de celles-ci et en modifiant les
propriétés technologiques (gofit, odeur...)

- Les acides nucleiques : les cellules microbiennes arrivent acontenim 8 &
25 g d'"ecides nucleiques pour 100 g de proteines, teneur beaucoup: plus
élevée que celle du foie qui ne dépasse pas les 4 g .

Si 1'alimentation humaine est riche en acides nucleiquesy des dépots d'aci-
de urique peuvent se former dans les reins, la vessie, ou les articulations
provoquant aingi la crise de goutte.

Mais les techniques actuelles ont pérmis de réduire le taux des acides
nucleiques et des lipides de manidre & pouvofrutiliser les levures-Aliment

sans trop- de risques ultérieurs d'intoxication.
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2.5 FERMENTPT AT ION DISCONDTIN UG

2.5.1 DEFINITION

La fermentation est wne bioconversion da'un substrat donné en

production cellulaire et métabolites. Blle esk schématisde par:

SUBSTR AT microorganisne -, Microorganisme + pooduite
-

Les conditions de culture sont choisies sulvant le produit final que 1'on

veut obtenir ainsi que le métabolisme de la férmentation.
Nous nous interesserons particulierement & une fermentation aérobie
pour wune production de levures. Ces dernidres seront utiligées comme

source de proteines pour les animaux.

2.5.2 CUINKTIQUs DE CROISSAVCE

La croissance cellulaire comprend les &tapes suivantes:
- Une phase de latence qui suit immédiatement 1'ensemencement de la
La levure dans le milieu de culture. Dans cette Phase, la concentration

cellulaire reste constantecet égale & la concentration initiale Xo.

La vitesse de croissance dX/dt en g/l ainsi que le taux spéeifique aX/Xa

on H™! gsont nulg.
- Une phase de départ qui correspond au début de la reproduction. X
augmente lentement tout d'abords puis plus vite.
- Une phase exponentielle qui commence lorsque la vitesse de reﬁroduc-
tion atteint son maximum. 4Au cours de cette phase le taux de croigsance

est constant et maximal.

ol (1
X

dt
Per integration on obtient: x = Xo éi‘max(t-to)

L max

le temps de gémération pour lequel X = 2 Xo est G = Ln 2
max

- Une phase de ralentissement qui traduit 1'épuisement du milieu de

culture. L'activité et le taux de croiasance diminuentw

~ Une phase stationnaire od X atteint son maximum Xf. La croissanece
s'arrete et les cellules conservent leur activité métabolique.

-~ une phasge de déclin: Le nombre de cellules viables diminue et la

concentration en biomasse décroit par suite de l'autolyse des cellules

sous l'action des enzymes qu'elles contiennent.
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26MODELISATION

La modélisation des procédés cellulaires occupe un role
central dans le génie biochimique moderne. Les résultats sont en effet
des outils pour l'intérprétation, l'extrapolation et 1'"automatisation

des procédés technologiques.

2,61 OBJECTIF DE LA MODELISATION

L'objectif du modéle est de pouvoir décrire les variatiams, dans
le milieu de culture, des concentrations des principaux paramétres impli-

‘qués dans la réaction microbienne.

2.6.2 COMMENT ETABLIR UN MODELE

A partir des résultats expérimentaux, une équation mathématiqee est i

étabile traduisant d'une fagon précise le phénoméne que 1l'on veut analyser, |

Cette équation fait intervenir tous les paramdtres que 1l'on gouhaite

étudier . :

2.6.5 HODSLISATION DE LA CROISS AICE

Pour la cinétique de croissance, le moddle le plus utilisé est la
relation empirique de MONOD. Celle-ci exprime le taux de croissance

en fonction de la concentratinn du substrat S:

N “/’ma"r-r%a— (16)

max
oi Ks: La concentrgtion en g/l du substrat pour laquelle’/éfzg//lJ 2 -

elle représente la concentration du substrat au dessous de laquelle il
devient limitant.
S: La concentration du substrat en g/l .
Cette équation traduit le fait que la croissance n'est limitée que par
un gseul et unique substrat S.
On suppose que l'oxygéne et la source d'azote ne sontpas limitants et qu'il

n'y a pas production d'inhibiteurs dans le milieu réactionnel

0Q0
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5«1 SOUCHES UTILISERS

Parmi les levures lactiques, nous avons retenu
les gbches Kluyveromyces Lactis (KL) et Kluyveromyces Fragilis (KF).
Ces levures sont aérophiles et ont la capacitéd de donner un rendement
de proteineg gsupérieur & celui des autres espeéces Kluyveromyces. Le
lactose est le facteur limitant la croissance.

Les principaux paramétres de culture retenus par 1'industrie B.E.L
sont - pH : 3,5

= AP EhCRARC

- Une grande aération

~ Une bonne agitation.
On travaillera regpectivement en culture pure aves KF et en culture

mixte avec K& + KL l m

1 N
2.2 CONSERVATION DES SOUCHERS

Les soucheg de levures sont maitenues en vie par
des repiquages mensuels en milieu gelosd incliné BACTOYE AST-MALT-EXTRA
CT-AG/M & raison de 38 g/l (DIFCO 0770-01)

Mprés stérilisation et engemencement, les tubes gélosés sont portés
4 incubation a4 30 *C pendant 24l. La congervation se fait & +4°C afin

de permettre aux levures de garder leur vitalité.

3.3 MILIEU DE CULTURE

Your que les microorganismes puissenikﬁévelopper
et accomplir normalement leur fonction, il est necessaire qu'ilg trou-
vent dans leur milieu nutritif: - une source d'azote

- une source de carbone
- une source d'oxygéne
- des oligoéléments
- des facteurs de croissance.
Nous avons utilisé un milieu svnthétique dont la formulation est la

suivante: - substrat: lactose couex (GIFIR)

- extrait de levure (BIOKAR 112002) 1 g/l
- Ki2 P04 . 2,81g/1
- NH4 C1 T, 63g/1
- solutinnd'oligoéléments (Tab 1) 1 ml/1
- solution de métaux (Tab I) 1 ml/1
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P our atieidre notre objectif qui est la bioconversion du lactose en
biomagse, nous avons utilisé deux minifermenteurs de 150 ml de contenance |

{1lustrés par le schéma de (2) i

3.5 PROTOCOLES COMPLETS D'UNE FERMEKTATION EN DISCONTINU

3.5.1 Préparation dumilien

250 ml du milieu de culture sont répartis en deux volumes:
M1, de 100 ml, sérvira pour la préculture .
M2, de 120 ml, sera le mileu de culture.
fprés avoir ajusté le pil de M2 & 4,5, et celui de M1 & 4,0 per ajout d'une
solution tampon (acide citrique + Na2 H PO4) on met chacun des milieux
dans un fermenteur muni d'un barreau ma?détique et d'un diffuseur. Les
autres rodages seront bouchés 4 1'aide de coton et de papier aluminium.

3.52 & térilisation

Afin de minimiser les risques de contamination on veillera a stéri-
liger les accessoires sulvants:
- leg miniférmenteurs contenant le milieu.
- un flacon de soude U,2 N fermé .
- une série de pipetes de 1 ml . .
- deux pipetes de 10 ml .
- une burette .
- deux réfrigérants .
prés autoclavage 3 120 °C pendant 20 min, on laisse le matériel stérile
refroidir & T ambiante.
3.5.3 Préparation de_la préculture
A 1l'aide d'une ange en platine, stérilisée au bec bungene, on
procdde & un prélbvementl‘de cellules & partim du milieu d'entretian, puis
onlintroduit dans le fermenteur M1 . Cette préparatinn est incubée & 35,5
< pendant 16 H sous agitation magnétique et bonne aération. Elle servira
comme inoculum pour la cul ture. !
3.5.4 Lancementde la culture_
- On connecte le systeme de chauffage thermostaté au fermenteur
ainsi que le systeéme réfrigérant.
- On connecte les tuyaux reliant 1aburette chargée de soude au
fermenteur.

- La stérdisation du thermomdtre et dé 1l'éléctrode de verre préa-

1ablement étalonnée se fait par immersion dens de 1l'eau oxygémée pure, puis

= 35,
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dans de 1'eau botiillante pendant 5 & 10 min. Ensuite on les introduit
asep tiguement dans les rodages.

- On met 1l'aérateur, la plaque d'agitation et les circuits precités en
marche.‘Puas on introduit 1l'inoculum dans le milieu M2 & raisoni de 10 %

et cela.dans les conditions de stérilité. La férmentation étant ainsi

lancée, on procéde aux mesureg.

3.6 LESURES FAITES PENDAIT OU PRES LA MATIPULATION

5+6.1 Prilévements

Toukes les 30 min on réalise aseptiquement des préldvements de 1 ml |
du miliecu de culture & l'aide d'une pipette stérile.
3.6.2 Biomasse_

0,5 & 1 ml du milieu prélevé sont dilués avec de l'eau distillée, le
rapport de dilution va de 1/5 au début de la manipulation & 1/40 en fig de
férmentation .

On mesure la turbidité de l'échantillon dilué & 500 nm & l'aide d'un
spectrophotométre UV 120. 20

Connaiggant la matiéme séche & la fin de chaque fermentation ainsi
que la densité optique correspondante, on pourra calculer la biomasse X

conformément & la relatinn ci-aprés:

X (g/l) - MeS Do ﬁt)

DO(f)
oi : M.S = matidre séche en g/l
DO (t) = densité optique mesurée a 1l'instant t.
DO (f) = densité optique finale.

— i — — — — —

La détermination de la matiére seche est effectuée sur 66U ml de
suspension de levures, centrifugée pendant 15 min & 3000 t/min, Le culdt
est lavé & l'eau distillée puis centrifugé. L'opération est répetée trois
fois. Le culot lavé est remis en suspension dans 2 ml d'eau distillée et
placé dans wne capsule tarée . Le séchage se fait & 1'Stuve & 105 °C. ' jusqu-
a obtention d 'un poids constant.

Le quage des proteines est effectué selon la méthode de LOWRY,
applicable aux solutions v#diluées :

- 2 1 ml d'échantillon préalablement dilué avec du #Cl v,2 N, on ajoute
5 ml de NauH 0,2 N et 0,6 ml de réactif ciocalteux.
- aprés ® min ( puis 40 min) on lit la densité optique & 750 nm contre un

- 37 =



blanc cons_titué de 1 ml de HCl 0,2 N & la place de 1'échantillon.
L le taux de proteines est calculé & partir de la courbe d'étalonnage

réalisée sur la ( B.S.4) (sérum albumine bovine)

1FDD

0,59 L
Ly
0,29¢ |
&
0,133 |
2 " . —
° 40 % 30 4o B.5.A (mgl)

p-‘G.Z*. Cow&.l:e. c”e.'l'a'on.n&f;\t- des }"'ﬂ‘um
& 7
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Dans ce présent chapitre nous allons essayer d'interpréter
nos résulfats expérimentaux relatifs aux cul tures pures et mixte.
4.1 CINETIQUE DE CROISS AVCE
Les fig(3et4) nous donnent les cinétiques de croissance pour dif
ent¢5eoncentratinns du substrat . Les résultats son regroupés dans le
- on remarque que dang le fas de la culture mixte on obtient de meill
performances de croissance dans le milieu M2 contenant 2 % de lactose
avec un temps de latence d'environ 2h . La; concentratibn maximale en
masse (7,75 g/l) est obtenu@gprés 6 h 30 min de fermentation.
- a 1% et & 3% de lactose et dans le méme miieu X2 on obtient la mém
évolution mgis avec un temps de latence relativement court (1 H 30 minj
1% de lactose et 4 H 40 min pour 3 %)et une concentration maximale en
biomasse plus faible (X = 1,67 g/l pour 1% de lactose et 2,14 g/1 pow
3% ). - |
- dans le cas de la souche pure, on voit d'aprés les courbes que ies mil
2 contenant regpectivement 10 g/l et 20 g/l delactose sont les plis favo
rables & la croissance de Kluyveromyces KFragilis.
En effet pour le premier milieu on atteint une biomagse maximale a: bout
de 5 H 30 mingprés 1 H 30 min d'adaphation et 3 H 15 min de- croisscance
cellulaire. Alors que pour le deuxiéme milieu 1la’" férmentation est | lus
lente (temps de latence 2H, phase exponentielle 3H 25 min) mais le rende-
ment est aussi bon.
- Au delz d'une certaine concentration de lactose supérieure a 30 g/l po
la cuture pure et 40 gfl pour la culture mixte, on obsérve une mauvaise
croissance cellulaire qui se manifeste par un temps de latence plus grand
et une concentratinn en biomasse de plus en plus faible. Ceci pourrait

8tre dft &4 une inhibition par le substrat .

4.2 ACTIVITE CELLULATR

P our micux comprendre le déroulement de notre férmeﬁ&ation, nbua av’
procédé & une dérivation ponctuelle gsraphique de la courbe de croissanc:
et déterminé 1'influence de la concentration du substrat sur l'activité
en fonction du temps .

D'aprés les figures ( 5 et b ) on remarque que toutes les courbes ont la
méme allure et comportent 4 & 5 &tapes suivant le cas présenté & savoir:

- unepremidre phase ou l'activité est nulle. C'est le cas de la cult-
ure pure pour un milieu contenant 20 et 30 g de lactose régpectivement

- une deuxiéme phase ou l'activité croit progressivement en fonctinon

- 10N
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- Une phase stationnaire ol X atteint son maximum,
- Une phase de déclin dans laquelle 1l'activité diminue. On assiste alors
4 un arret de crioigsance cellulaire.

-~ A un moment donné, l'activité devient négative et traduit la lyse des
cellules.

On voit par ailleurs que pour les deux cultures, on atteint la vitesse
maximale & 20 g/1 de lactose mais cclle de la souche pure (V0,65 g/l.H) est
trés faible comparativement au mélange de férments (0,98 g/L.H).

4.3 PRODUCTION DE PROTEINES

Les fig.(7 et B) nous donnent 1'évolution de la production de protei-
nes en fonction du temps puis en fonction des différentes phases de croiss-
ance.

Nous constatons que la teneur en proteines varie d'une phase & une autre.
Klle est maximzle en phase exponetielle (52 % pour la culture mixte) .
D'autre part, la production des proteines évolue proportionnellement & la
croissance cellulaire en fonction du temps. Elle est maximale dans le milie
w2 contenant 20 g/l de lactose.

Apartir des fig.(y et 10) nous avons essayé d'établir des équations donnan

la quantité de proteines en fonction de la biomasse et qui sont:

-Y = 0,361 X pour la culture pure
-P = 0,520 X-v,u6 pour la culture mixte
- X: représenie la biomasce en g/l

- P: représente le taux de proteines en g/1

Nous remarquonsg que l'association des deux ferments donne un meilleur ;
pourcentage en proteines (52 »). Ceci & notre sens est dfl o deux raisons:

- La souche Kluyveromyces Lactis est phus riche en proteines que la souche
Kluyveromyces Fragilis.

- La synergie qui existe entre les deux levuresf une des souches synthétise

les enzymes qui sont exploitées par l'autre.

4.4 MNODELISATIQN

Les résultats exposés précédement ont montré que les meilleures pérfe-
.rmances de croigsance sont obtenues par l'utilisation de KF + KL.
Le mod&le de la croissance cellulaire étant établi par MONOD, 1'objectif
de notre travail est de tester sa validité sur la culture mixte, en évalu-
ant 1'écart entre les valeurs expérimentales et celles fournies par le

calcul & 1l'aide du modéle:

S
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4-4.1 Détermination graphique de M max
Le taux maximal de croissance correspond & la pente congtante 3

_dgLnX! Pendant la phase exponentielle. Lesg valeurs sont consignées dang
dt le tableau II,  Annene)

s o bo T B(gp

p-‘G»H.i-. XZQ_MQHA.L. CL_J (:ou_,)u J.e- QevRanie o

-fbm.ﬁ...—':., da Lo;: sz"-é...‘.bkmtnc:'r_ J‘UQ‘“&"{L"’J‘
VA _______h*ﬁh___“________m_

Nous avons touvé: 7, nax(exp) = 0,5 !

4.4.2 Détermination £rephioque de Kg

S e s oee— S S — — b

Apartir de linéarisation de LINEWEAVER et BURK y l'équation de

MONOD devient - 1

=_1 -+

A inex

Le point d'intersection de la courbe 1 = f Eéa avec 1l'axe des abcigses
S

nous donne la valeur de Ksg qui esgt: )-"1
Ks = 2,21 p/1 .

KS . 1

max S

G0
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4043 Caleul de [ & partir du modgle
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En utiligant nos résultats expérimentaux, le modéle devient:

M, = 0,500 s

S + 2,21

Le tracé de-/z? th en fonction de S montre que les valeurs expérimentales
ne sont pas trop écartées du modele.

4.5 REM/RQUES (ENERALES

- La souche de levure Kluyveromyces Fragilig pousse mimux
dans un miliwu contenant ¢0 g/l de lactose mais il s'est avéré
que la concentration maximale en biomasse est obtenue & 10 g/l

de lactose.

- Les associationg KF et KL gemblenF donner dans ce méme
ey . , : -1
milieu les meilleurs résultats ( a/Lgax = 0,560H ), probable-

ment d0s & une synérgie entre les deux éspéces.

- Le taux de proteines en culture mixte ( 52 %) est supérieur

4 celui d'une culture simple (36 %).

- La culture mixte suit le moddle de MONOD.

000
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CUNUCLUSIONS

~

Ue travail a répondu & mon sens & un certain nombre

de questions susceptibles d'8tre posées & propos de la fermentatien
lactique.

Les diverses expériences entreprises & chaque étape de
notre travail, ont montré que le mélange des ferments KL et KF' a donné une
meilleure optimisation de la croissance cellulaire que la culture pure et
une bonne production de proteines. D'autre part, nous avons pu consgtater
gue la cindétique pour une culture mixte suit effectivement la loi empiri-
que de MUNOD.

Un tel procédé de valorisation présente un triple interét;

~ Préserver 1l'environnement.
- Produire des proteines slimentaires.

- Développer l'économie du pays.

Cependant il reste beaucoup & faire dans le domaine de
la biotechnologie & savoir:
- vontroler la qualité microbiologique et biochimique des ferments.
- Déterminer la valeur nutritionnelle des levures produites.

- Faire une étude technico-économique d'un tel procédé.

000
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TABLE AU L Ref(27) Compogition du milieu de

SOLUTION DYOLI GOELEM:ZNTS

cul ture

1]

Cus04 , 5H20

e o cee » @  * & a 4,0 g
00012 » 83'20 . = cas o @ e & 8 e 2,8 £
N&L[004, 2H20 e . se s a4 » e e+ & 2, 6 &
KI . e ase = @ ® & v = 2, 6 g
1131:\04 I ene . L T ) 4‘:0 &
SOLUTION DES METAUX 11
Mgso4 y 7H20 L] L ] L] L] L] ll - L] 0'59 g

CaCl2 , 2H20

Fes04 , TH20 wals of 18l 5 %

in504 , H20 . - 58

zns04 , (120 sile o0 e
~ 55

¢« « « o 0,055p

v e oee 2U,U5TH g
e o o« UIT g
e e » . 0,022 g



TABLE AU II Cinétique de croissance

TABLEAU II 1. Cas d'une cul ture mixte

Substrat (e/1)

10 20 30 40 =
temps de latence 155 155 2 2,5
temps deo départ(H)
Phase(gfponentielle 25,5 1,755, 15 2.5 2,75 -4,
Phase(;fationnaixe 6,25 - 6,57 5,756, 25 5,256
@1 % 0, 43 0, 45 0, 45 0,49
X max,e; 95 ) 4,64 3,04
W(Eﬁ)‘ 4, ’ ’ H
t max pour avoir 6
Xmax (H) 6,5 by 5 6
=1)
e 0, 41 0,45 0, 46 0, 47
TABLEAU 1I 2: Cas d'une cul ture pure.
substrat (g/1) 10 20 30 40
temps de latence |
+ 1!5 2,5 1 6
temps de départ(H)
phase exponentielle _
(H) 2, (5--5,5 3,25--6,4 1--2,5 -
Phase stationnaire = - ~ -
(1)
max ?ﬁ'pe‘)rimental 0, 4y 0, 43 0,31 "
= |
b4 Mo ({_/1) l’ O?b 2, {4 0945 e
t max pour avoir {1, 7 4 .
X nax




AR ITT 1: Cas de la culture mixte

TABLE AU IIT ACTIVITE CELLULAIRE

S (I0 o/1) S 20 /1) s (30 g/1) g (40 g/1)
t(H) | ax/at (g/10)] t dx/dt dx/dt dx/dt
0,5 0,33 1 0,32 0,75 0,17 1 0,23
2,25 0,78 2 0, 63 1,75 0,44 2 0,46
3 0,93 2,75 | 0,94 3,5 | 0,86 345 | 0,75
445 0,96 3,5 | 0,98 5 |0,92 4 | o0,88
50 0,25 545 0,96 5,75 0,22 4,5 | 0,68
6,25 0 6,25 | 0,50 6 0 5,25 O
7,30 | -0,48 6,751 0 6,5 | -0, 6 5,5 | -0,27
TAR IIT 2: Cas de la culture pure
S (10 g/1) S (20 £/1) S (30 g/1)
t dx/dt 1 dx/dt t dx/dt
(§] 0 0 0 0 (0]
0,75 0,033 1 0,V72 1,5 | 0,07
245 0,24 3 0,18 2,3 | 0,14
3,05~ 0, 40 4,25| 0,65 3,75 ©
9425 -6 -4,5
6 0,22 T 0,23 5,5 | 0,13

6.5 0,10 )




TABLEAU IV

Equation P = f (X) relative & chaque phase de la culture mixte
Concentration en Phese Durée(q) Paugtion
lactose (g/1) G * qua
A-latence+démarr 1,5 P=U,24 X -+ 0,51
age
B-exponentielle+ .
£ stationnaire | % Fas 0,0 1K= 0506
C-déclin 1,0 P = 0,34 x -006
A- 1,5 P= 0,253 X &« 0,011
S0 B- 4,75 P= 0,322 X + 0,000
C- 1,29 P= 0,214 X + 0,375
Ao 3,15 |P= 0,281 X + 0,005
40 B- 3,00 P= 0,37 X + 0,15
e ) P= 0,333 X - 0,435
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