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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d’années les microorganismes ont été¢ employés spontanément par I’homme
dans le domaine alimentaire, mais les scientifiques n’ayant pu initier leurs études sur ces étres

vivants qu’apres I’apparition du microscope en 1680.

La levure S. cerevisiae est un des microorganismes les plus utilisés dans le domaine des
biotechnologies (Pandey et al., 2009 ; Blachere, 2009). Notamment, pour la production du vin,
de la biere et du pain. Mais aussi, elle est largement utilisée comme "usine cellulaire” pour
plusieurs applications, comme la production de protéines recombinantes d’intérét
pharmaceutique, de divers produits chimiques et plus récemment pour la production de
bioéthanol (Lim et al., 2011 ; Martin et al., 2012 ; Neagu et Bahrim, 2012).

L’Algérie importe 18.000 tonnes par an de mélasse de betterave sucriére, et plus 13.000 tonnes
par an de mélasse de canne (Chibane et al., 2007). De méme, elle importe la souche de levure
Saccharomyces cervisiae utilisée comme levain boulanger (Boughnou, 1988 ; Leard, 2012).
Par ailleurs, 1’ Algérie posséde un potentiel énorme des dattes (Al-Farsi et al., 2009 ; Gilles,
2010 ; Soltani, 2014). Aussi, la production de la biomasse levurienne a partir des sous produits
issus de la palmeraie pourrait constituer un programme d’avenir pour la satisfaction du marché
local (Soltani, 2014).

C’est sur cette logique que décolle le but de ce travail, et qui cible I’optimisation de la
production de la biomasse de S. cerevisiae par des méthodes statistiques utilisant les extraits de
dattes déclassées comme milieu de fermentation. Pour ce faire, plusieurs étapes s’avérent
nécessaires :

- Sélection du milieu de production afin d’obtenir un bon rendement de la biomasse de S.

cerevisiae ;
- Détermination des conditions optimales pour améliorer la productivité de la levure cible ;

- Exploitation de I’extrait de dattes comme seule source de carbone pour la production de la

biomasse de S. cerevisiae ;

- Validation du processus de production de biomasse par des modeles mathématiques non

structurés.
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2- Revue Bibliographique
2.1- Les levures
2.1.1- Définition

Le mot levure, selon Phaff et al. (1968), provient du mot latin « levare » qui se traduit par lever.
Ce mot a été appliqué aux levures en raison de 1’aptitude de ces micro-organismes a produire
de CO, pendant la fermentation et a lever la surface mousseuse d’un milieu liquide de

fermentation (Oteng-Gyang, 1984).

Les levures sont des eucaryotes chimio-hétérotrophe, ¢’est-a-dire qu’elles sont capables de tirer
leur énergie a partir des réactions d’oxydo-réduction ou de fermentation de composés chimique
tels que les sucres (Guiraud et Galzy, 1998 ; Guiraud, 1996). Elles sont ubiquitaires, on les
rencontre fréquemment dans les eaux, le sol, les feuilles de végétaux, les modts de fruits, a la
surface ou a l’intérieur d’autres étres vivants, etc., (Bouix et Leveau, 1991 ; Scriban, 1993 ;
Leveau et Bouix, 1993 ; Pol, 1996). Les levures présentent un grand nombre d’applications
industrielles par rapport aux procaryotes et posseédent un capital génétique qui subit peu de
mutations (Larpent, 1990 ; Pol, 1996).

2.1.2 - Morphologie et Structure

Les levures présentent une structure plus complexe que celle des bactéries notamment par la
présence d’un noyau, de mitochondrie, d’un appareil de golgi et de plus d’un chromosome
(Saccharomyces cerevisiae a 16 chromosomes) (figure 1) (Larpent, 1990). Les cellules
végétatives sont généralement ovoides ou sphériques, mais il existe d’autre formes spécifiques:
triangulaires, ogivales, en forme de citron ou méme en forme de bouteille (Larpent, 1991,
Bourgeois et Larpent, 1996). Leur taille cellulaire varie de quelques microns jusqu’a 25 a 30
microns. Certaines peuvent former des associations cellulaires ou se présenter sous forme

filamenteuse a un certain stade de leur vie (Bouix et Leveau, 1991).
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Figure 1 Structure cellulaire des levures (Thuriaux, 2004)

2.1.3- Les levures en biotechnologie

Les levures occupent une place primordiale dans 1’industrie alimentaire. Elles participent a
I’¢laboration de nombreux produits alimentaires (panification, fromagerie, brasserie,) et dans
la production des enzymes (1’invertase, lactase, lipase et les amylases) et dans la production de
la biomasse (Simon et Meunier, 1970), du glycérol ainsi que certaines vitamines et solvants,
mais aussi a la revalorisation de déchets agricoles, industriels et a la production des protéines
(Scriban, 1984 et Lecterc et al., 1995). Les biotechnologies et la recherche biomédicale
exploitent ainsi largement ces microorganismes, pour la production de molécules d'intérét
médical (ex: production de protéines hétérologues, comme le vaccin de I'hépatite B) (Mercier,
1997 et Blin, 2002).

2.2- Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae vient du mot saccharose qui signifie «sucre», myces «champignon»,
tandis que cerevisiae fait référence a «cervoise», c’est un terme utilisé pour désigner le petit

champignon microscopique qui compose les différentes sortes de levures qu’on utilise pour la

2

fermentation (Larpent et Gourgoud, 1985). Saccharomyces cerevisiae est une cellule sphérique,
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ovoide ou allongée de taille tres variable « 3-14um ». Certaines cellules sont cylindriques et
de grande taille (Larpent, 1991).

2.2.1- Classification

La classification de la levure S.cerevisiae selon le catalogue of life (2016) est la suivante :

Régne : Fungi

Embranchement : Ascomycota

Classe : Saccharomycetes

Ordre : Saccharomycetales
Famille : Saccharomycetaceae
Genre : Saccharomyces

Espéce : Saccharomyces cerevisiae

2.2.2- Reproduction

Selon les conditions physico-chimiques du milieu de culture, les cellules de la levure peuvent

utiliser deux modes de reproduction différents :

» Reproduction asexuee
Le bourgeonnement représente le mode de reproduction végétatif le plus courant chez la levure
Saccharomyces cerevisiae (figure 2). Pendant la formation du bourgeon, son cytoplasme reste
réuni au cytoplasme de la levure meére, le noyau de celui- ci grossit et se déplace vers le
bourgeon. La membrane nucléaire étrangle le noyau de telle maniere que la moitié de celui-ci
demeure dans la cellule mére et ’autre passe dans la cellule fille, tandis que la membrane
cellulaire se referme autour de chaque noyau en donnant ainsi deux levures semblables, il est
possible d’observer une cicatrice a 1’endroit de la formation du bourgeon (Guiraud et Galzy,

1980).
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Levure mere Noyau
Bourgeon

Figure 2 Bourgeonnement de S. cerevisiae (Kreger —Van, Rij, 1984)

» Reproduction sexuee
La reproduction sexuée s’effectue par conjugaison des deux cellules qui donnent naissance a
un zygote, ce dernier subit une méiose ou les quatre noyaux haploides forment quatre

ascospores donnant plus tard des cellules haploides (figure 3) (Bouix et Leveau, 1993).
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Figure 3 Cycle biologique de la levure S. cerevisiae (Bourgeois et Larpent, 1996).
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2.2.3- Condition de culture de Saccharomyces cerevisiae

2.2.3.1- Besoins nutritionnels

Les nutriments sont apportés au milieu de culture de fagcon graduelle pour maintenir une faible
concentration de glucose afin d’encourager la respiration et la reproduction cellulaire des

levures. Les éléments chimiques nécessaires a la croissance des levures sont :

» Sources de carbone
Les sources carbonées sont d’une grande importance pour les levures puisqu’elles fournissent
le carbone exigé pour la biosynthése de constituants cellulaires tels que les glucides, les lipides,
les protéines, les acides nucléiques, etc., (Aguilar Uscanga, 2003). Les levures du genre
Saccharomyces cerevisiae peuvent fermenter le glucose, le saccharose, le maltose, le raffinose,
le cellobiose et le galactose et peuvent assimiler 1’éthanol, ’acide lactique, I’acide citrique
(Aguilar Uscanga, 2003).

» Source d’azote
L’azote joue un rdle capital pour la croissance de la levure, il entre dans la constitution de
molécules simples et des macromolécules essentielle au fonctionnement cellulaire. Les levures
du genre Saccharomyces cerevisiae sont capables d’utiliser les sources azotées minérales
simples, mais aussi des composés organiques divers, tels que les acides aminés et les peptides
(Larpent, 1990). En levuriere, 1’apport d’azote est assuré par I’addition de 1’urée, des sels

d’ammonium comme le sulfate d’ammonium ou le dihydrogénophosphate d’ammonium.

» Oligoéléments et facteurs de croissance
Les levures ont besoin d’éléments nutritifs pour assurer un développement adéquat. Il s’agit de
sels minéraux et d’oligoéléments nécessaires a de trés faibles concentrations (Suarit et al.,
1988). Les oligo-éléments sont essentiels pour la cellule, puisqu’ils réagissent comme
cofacteurs de divers enzymes impliquées dans le métabolisme microbien. lls sont nécessaires
en trés petites quantités mais un excés provoquera la dénaturation d’enzymes et une
perturbation de la morphologie et de la physiologie cellulaire et de la vitesse de croissance
(Blom et al., 2000). Les oligo-éléments augmentent la production de 1’éthanol de 20% par
Sacharomyces cerevisiae (Guiraud, 1996). De plus, d’autres facteurs sont essentiels comme
les vitamines (la biotine, la thiamine et I’acide pantothénique), qui interviennent lors des

réactions enzymatiques, comme des coenzymes (Aguilar Uscanga, 2003).
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2.2.3.2- Besoins physico-chimiques

> Latempérature
La température courante de culture des levures se situe entre 25 et 35°C, pour assurer la
croissance adéquate de la plupart des levures. En effet, la température de croissance de

Saccharomyces cerevisiae est située entre 27 et 39°C (Bouix et Leveau, 1993).

» LepH
Les levures ont tendance a coloniser des environnements acides et par leurs activités
métaboliques (la respiration et la sécrétion d’acide organique) acidifiant encore plus le milieu.
La croissance optimale de saccharomyces cerevisiae se fait a des pH acides entre 4,6 & 6,5
(Bouix et Leveau, 1993).

» L’oxygéne
Toutes les levures sont capables de se développer en présence d’oxygene, il n'y a pas de levures
anaérobies strictes. Certaines levures sont aérobies strictes comme les genres : Rhodotorula,
Lipomyces, Cryptococcus. Les autres sont aéro-anaérobies facultatives préférant un
métabolisme soit fermentaire comme; Saccharomyces, Schizosaccharomyces et
Brettanomyces soit respiratoire comme ; Candida, les Kluyveromyces, Pichia, Hansenula et
Torulopsis) (Bouix et Leveau, 1991).

2.2.4- Principales applications de Saccharomyces cerevisiae

La levure Saccharomyces cerevisiae occupe une place privilégiée dans les activités
industrielles. Elle est utilisée par I’homme depuis des millénaires pour la production de boissons
et produits fermentés (vin, bi€re, pain) et joue un rdle trés important dans l’industrie
agroalimentaire comme agent de fermentation et pour 1’¢laboration de produits dérivés (Tortora
et Anagnostakos, 1987). La levure est également largement utilisée comme usine cellulaire pour
la production de molécules d’intérét (Mercier, 1997 ; Blin, 2002). Dans le domaine
pharmaceutique et médical, elle est utilisée pour la production de vaccins et de probiotiques
(Rose et Harrison, 1971). Elle joue également un réle clé dans 1’industrie chimique pour la
synthése de produits de commodité comme I’acide lactique pour la production des plastiques et
dans le domaine des énergies renouvelables et des biocarburants (bioéthanol) (Parrou et
al.,1997) (tableau 1).

-
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Tableau 1 Les principales applications de S. cerevisiae

Produits de S. cerevisiae

Applications

Références

Alcool et CO; Fabrication du pain, du vin, de la biére (Hurteau et Tremblay,
2015)

Ethanol Solvant (Smeetset al., 2016)

Glycérol Chimie des matieres plastiques industrie | (Zighaet al., 2015)

pharmaceutique

Protéines alimentaires (a

partir des mélasses)

Alimentation de 1’homme ou du bétail

(Duport et al., 2015)

Invertase

Confiserie

(Silveira et al., 2016)

2.2.5- Mécanismes de production de biomasse de la levure S. cerevisiae

Pour obtenir un bon rendement de production de biomasse, il est nécessaire d’oxyder

complétement le substrat organique et d’utiliser I’énergie potentielle libéré au cours de la

fermentation (Scriban, 1999). Trois comportements métaboliques peuvent étre distingués chez

les levures selon la fagon dont elles dégradent la source de carbone utilisée pour produire leur

énergie: oxydatif, fermentaire et respiro-fermentaire (Kappeli, 1986 ; Aguilar Uscanga, 2003).

Le type métabolique, lui-méme, varie selon I'environnement (présence d'oxygeéne), la source de

carbone et I'espéce de la levure considérée (Bauer et al., 1992). La levure S. cerevisiae a un

métabolisme varié (Bouix et Leveau, 1991 ; Touzi, 1994 ; Flickweert et al., 1999). Cependant,

le bon rendement de production de la biomasse s’effectue grace au métabolisme respiratoire

(figure 4).
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Figure 4 Métabolisme respiratoire (voie oxydative) (Flickweert et al., 1999).
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Le métabolisme (respiratoire) oxydatif du glucose est une oxydation compléte de la molécule
de sucre en eau et en gaz carbonique a travers les voies métaboliques de la glycolyse, du cycle
de Krebs (figure 4) et de la phosphorylation oxydative. Deux conditions sont necessaires a ce
métabolisme ; la présence d’oxygéne et la concentration en glucose et ce, pour éviter un
changement métabolique (Van Uden et Fell, 1968). Chez la levure comme chez d’autres
organismes eucaryotes, les différentes enzymes qui catalysent les réactions du cycle de Krebs

sont situées dans la mitochondrie.
Le bilan énergétique théorique maximal de cette voie métabolique est le suivant :
CeH1206 + 602 + 36Pi + 36ADP—) 6CO2 + 36ATP + 42H,0

En plus de la production de co-enzymes réduits sous forme de NADH et FADHo, le cycle de
Krebs sert a former de nombreux précurseurs pour la synthése de macromolécules de la
composition cellulaire (Rose et Harrison, 1971). La phosphorylation oxydative régénére les co-
enzymes réduits NADH et FADH2 en NAD™ et FAD. Les électrons ainsi libérés sont transférés
a I’oxygene moléculaire pour former une molécule d’eau. Les protons exportés permettent le
maintien du potentiel transmembranaire entre 1’espace intermembranaire et la matrice de la
mitochondrie. Ainsi, I’entrée des protons a I’intérieur de la mitochondrie permet la synthese

d’ATP a partir d’ADP et de Pi grace a I’ATPase membranaire.

L’efficacité de cette voie peut se traduire par le nombre de moles d’ATP formées par atome
d’oxygene consommé soit le rapport P/O. La valeur théorique de P/O pour la levure est de 2.
Mais des études conduites en culture aérobie sur différents substrats (acide acétique, acide
lactique, éthanol, glucose, etc.) avec la levure Saccharomyces cerevisiae ont montré que la
valeur moyenne de ce ratio P/O varie entre 1,2 et 1,3 (Nielsen et Villadsen, 1991 ; Vasconcelos
et al., 2004). La plupart de 1’énergie produite par cette voie métabolique est utilisée pour faire
de la biomasse et du dioxyde de carbone. Le rendement énergétique de la biomasse par voie
oxydative est de 0,5¢/g.

2.2.6- Procédés de production de la biomasse microbienne
2.2.6.1- Systeme batch

Le procédé est réalisé dans un systeme clos dans lequel un méme volume de milieu non
renouvelé est utilisé pour la croissance des micro-organismes, la quantité de nutriments est donc
limitée (Warren et al., 1994).

-,
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La cuve est remplie par le milieu de culture stérilisé, puis inoculé. La fermentation se déroule
ensuite, sans addition supplémentaire de milieu. Le volume reste constant et la productivité est
relativement faible. En fin de fermentation, le fermenteur est vidé et son contenu est récupéré
(Warren et al., 1994).

2.2.6.2- Systeme fed-batch

Le terme de culture fed-batch a été introduit dans la communauté scientifique par Yoshida et
al., (1973). La conduite en mode fed-batch permet d’atteindre de plus hautes concentrations en
biomasse et en produits que le mode batch en évitant I’inhibition par la concentration en
substrat et la limitation en éléments nutritifs et en réduisant les effets toxiques des produits par
dilution lors des apports (Roukas, 1994 ; Ward, 1989).

Le fed-batch permet en pratique un gain de temps, une augmentation de productivité et une
possibilité de modification du milieu en cours de culture mais le risque de contamination est
élevé (Lee et Chang, 1987).

2.2.6.3- Systeme Continu

Le réacteur en mode continu est un systéeme ouvert, dans lequel le milieu de culture est
continlment additionné et le milieu de fermentation qui contient les métabolites produits, est
continlment extrait, avec un volume réactionnel constant (Ward, 1989).

La fermentation en mode continu peut combiner une cuve et un systéeme de recyclage cellulaire
; dans ce cas, une fraction de la biomasse cellulaire est recyclée dans la cuve (Lee et Chang,
1987 ; Nishiwaki et Dunn, 1999 ; Warren et al., 1994). La fermentation en mode continu permet
I’obtention de productivité élevée (Vasconcelos et al., 2004), et facilite le contréle du procédé

et la maitrise des rendements.

2.3- Dattes déclassées, substrat de fermentation

Les variétés de dattes sont tres nombreuses, seulement quelques-unes ont une importance
commerciale. Elles se différencient par la saveur, la consistance, la forme, la couleur, le poids
et les dimensions (Djerbi, 1994 ; Belguedj, 2001).

Du point de vue de la valorisation des dattes en Algérie, on peut distinguer plusieurs

catégories selon le schéma suivant :

@
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Dattes
Exportation Consommation Aliment de Perdues
locale bétail

Les dattes exportées sont de la variété Deglet-Nour appelées dattes nobles, consommées sans
transformation ou modification. Les dattes mixtes ou communes représentent les dattes molles
et les dattes seches destinées exclusivement au marché local, avec une importance économique
faible, car trés peu appréciées sur les marches lucratifs. Les dattes non consommables sont des
dattes qualifiées de déclassées pour leur caractéristiques technologiques, en 1’occurrence les
caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques : faible qualité gustative, texture
rébarbative ou négligée. Une grande partie des deux derniéres catégories proviennent des dattes
séches représentées par plusieurs variétés, entre autres : Kentichi, Mech degla, Degla beida,
etc., (Boudrar et al., 1997 ; Kendri, 1999 ; Masmoudi, 2000). La production mondiale de dattes
réalisée en 2007 est de 5,09 millions de tonnes (Tableau 2) (FAO, 2007). Quantitativement
I’ Algérie représente 7% de la production mondiale mais du point de vue qualitatif elle occupe

le premier rang gréace a la variété Deglet-Nour, la plus appréciée mondialement.

Tableau 2 Production de datte par pays (FAO, 2007).

Pays Production en quintaux
Egypte 1.100.000
Irak 910.000
Iran 880.000
Arabie saoudite 830.000
Emirats arabes unis 760.000

3
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Pakistan 650.000
Algérie 450.000
Soudan 330.000

Oman 238.611

Plusieurs applications biotechnologiques peuvent étres envisagées. Outres les applications
classiques, la préparation de 1’extrait de dattes constituera par sa richesse en sucres (tableau 3)
un excellent milieu de fermentation pour une grande diversité des microorganismes, pour la
production de différents produits métaboliques primaires ou secondaires (Estanove, 1990). De
plus, ce substrat peut étre utilisé dans la production de biomasse riche en protéines d’organismes

unicellulaires, destinée a 1’alimentation animale.

Tableau 3 Teneur en sucres de quelques variétés des dattes algériennes (Belguedj, 2002).

Constituant par Type de datte
rapport a la : _
o Molle Demi- molle Seche
matiére seche
(%) Ghars Tinicine | Deglet-nour | Tafazouine | Degla-beida | Mech-degla

Sucres Totaux 85,28 54,30 71,37 56,90 74 80,07
Sucres réducteurs | 80,68 48 22,81 47,70 42 20
Saccharose 04,37 05,30 46,11 8,74 30,36 51,40

2.4- Modélisation

La modélisation consiste a créer une représentation simplifiée d’un probleme ; le modele. Le
modele constitue une représentation possible du systéme pour un point de vue donné (Lin et
Tanaka, 2006). Généralement, I’objectif de la modélisation est de répondre a trois besoins
principaux : la compréhension des phénomeénes, le contréle et I’optimisation (figure 5) Lin et
(Lin et Tanaka, 2006). En effet, le choix du modéle nécessite la définition de ses objectifs. La
modélisation oblige le scientifigue a mieux comprendre le procédé, puisque, lors de
I’établissement du modele, il est nécessaire de considérer les parametres les plus importants du

procédé. Leurs effets et les traduire sous forme d’équation mathématiques (Lin et Tanaka 2006).

E



Revue bibliographique

Apres la formulation du modeéle, celui-ci est résolu et les valeurs prédites sont comparées avec
les valeurs expérimentales. Des données expérimentales sont nécessaires pour établir, ou
valider le modéle (Warren et al.,, 1994). Cependant, la croissance microbienne est un
phénomene globalement tres complexe par le nombre et la variété des réactions mises en jeu au
cours de son déroulement et par leur dépendance vis-a-vis des conditions extérieures. Les
modéles biologiques modernes cherchent a identifier au-dela des corrélations, les liens de

causalité susceptibles d’exister entre des phénomeénes en apparence disjoints (Lei, 2001).

Comprendre
Prévoir Analyser
Simuler Maitriser

Adapter Décider Gérer

Controler Optimiser

Figure 5 But de la modélisation (Lin et Tanaka, 2006).

Ainsi, le choix d’un modéle (ou sa construction) sera fortement li¢ a la définition initiale des
objectifs et des contraintes. D’autre part, le travail de modélisation repose de plus en plus sur
une approche pluridisciplinaire (Lin et Tanaka, 2006). Cette constatation est exprimée dans le
discours d’introduction d’un colloque canadien sur la modélisation des systémes biologiques
(Pattey et De Jong, 1998): « Because modelling is such a comprehensive task, it offers an
opportunity to carry out cross disciplinary research whereby our knowledge in different
research areas is summarized. Perhaps even more importantly, it pushes scientists to examine
the limits of their current knowledge domain, thereby forcing them to broaden their own scope».
La croissance microbienne, en particulier, est un phénoméne globalement trés complexe, par le
nombre et la variété des réactions mises en jeu au cours de son déroulement et par leur

dépendance vis-a-vis des conditions extérieures. Les modéles biologiques modernes cherchent

E
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a identifier, au-dela des corrélations, les liens de causalité susceptibles d'exister entre des
phénomeénes en apparence disjoints (Pattey et De Jong, 1998).
On distingue deux grands groupes de modéles dans le domaine du génie microbiologie : les

modeles dits non-structurés ou empiriques et les modeles dits structurés ou mécanistes.

2.4.1- Modeles structurés

A Dintérieur d’une méme population cellulaire, il est possible de distinguer des entités
différentes selon 1’age, la taille, la morphologie, 1’état physiologique, et la composition
biochimique, éléments reliés d’ailleurs les uns aux autres (Nielsen et al., 1991). Les modeles
structurés prennent les différences en compte en faisant appel a des fonctions statistiques de
distribution de telle ou telle propriété plus intéressante a retenir. L’état physiologique d’une
population cellulaire est étroitement lié aux concentrations des différents types de constituants
présents dans les cellules qui définissent le vecteur physiologique d’état de la population
considérée (Leveau et Bouix, 1999). Les modéles de ce type bien sir tres intéressants, sont
cependant, rarement utilisés du fait de leur degré de complexité mathématique (Bouguettoucha
et al., 2007) et des difficultés d’acquisition de données concernant 1’age, la morphologie et

I’état physiologique des cellules (Norton et al., 1993).

2.4.2- Modéles non structurés

Ces modeles s’appuient sur une vision globale de la cellule sans détailler sa structure. Dans ce
type de modele, la variation de biomasse est exprimée par I’intermédiaire de variables
extracellulaires distinctes (concentration en substrats, en produits du métabolisme et en
présence d’inhibiteurs de la croissance), ainsi que de certaines variables environnementales
(pH, TP, force ionique, etc.) (Piret, 1988 ; Bideaux, 2000). Ces modeles sont employés dans le
cas de la modélisation de la fermentation alcoolique (Lee et al., 1983 ; Costa et al., 2001 ;
Ahmad et al., 2011).

242.1- Monod

Le modéle de Monod représente la base en matiére de modelisation de la croissance
microbienne. Monod présente des résultats expérimentaux relatifs a la croissance d’E. coli pour
trois types différents de substrat limitant : glucose, mannite et lactose. Pour ces résultats, il
propose une relation entre la vitesse spécifique de croissance d’un micro-organisme, |, et la

concentration en substrat limitant, S donnée par 1’équation suivante (Monod, 1942).

E
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s
H = Hmax S+Ks

Cette équation dépend de deux parameétres ; la vitesse spécifique de croissance maximale pmax

(1/h) et Ks (g/L) définie comme 1’affinité que le micro-organisme a pour le substrat limitant.

Sa valeur numerique correspond a la concentration en substrat nécessaire pour obtenir 1/2imax.

(Monod, 1942). Beaucoup d’adaptations ont été faites, sur ce modele, dont nous citons

quelques-unes ci- dessous, ou le taux de croissance dépend, uniquement, du substrat (tableau

4).

Tableau 4 Cas de croissance limité par le substrat pour les levures.

Microorganismes Expression cinétiques Références
S. cerevisiae i = “m“ﬁ (Monod, 1942)
ax 57 K-
S. cerevisiae ¢ 1-exp(—t/T1) (Bergter et Knorre, 1972)
H = Hmax 57 ke .
S. cerevisiae -
(= L —
J[ _ I[mn.\; S+Ks 14bC
(Peringer et al., 1974)
Candida utilis U= S _
Hmax Ks+5+5° /K;
(Jackson et Edwards, 1975)
S. cerevisiae
H=u (1-P)
max - P (Levespiel, 1980)
S. cerevisiae 5"
H = Hmax T, K¢
(Moser, 1983)

2.4.2.2- Logistique

La régression linéaire, simple ou multiple, est une méthode statistique tres couramment utilisée

dans le traitement des données, en particulier dans une démarche de modélisation.

E
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Elle consiste a mettre en relation une variable a expliquer y avec une ou plusieurs variables
explicatives X1, X2, ..., Xp, appelées prédicteurs. La méthode est cependant limitée aux
situations ou la variable a expliquer est une variable quantitative dont la distribution, pour une
valeur fixée des prédicteurs, est normale. Elle ne devrait notamment pas étre utilisée lorsque la
variable y est une variable qualitative. Pour de telles situations, la méthode indiquée est la
régression logistique qui offre plusieurs variantes en fonction du nombre et de la nature des

classes de la variable a expliquer (Brant, 1990).

La premiere méthode, appelée régression logistique binaire (binary logistic regression),
correspond au cas ou la variable Yy comporte uniquement deux classes, les individus étant décrits
par la présence ou I'absence d'un caractére donné (O'Connell, 2000). Par exemple, des individus
(parcelles, plantes, animaux, etc.) peuvent étre attaqués ou non par un parasite, étre fertiles ou
non, étre porteurs ou non d'une tare, etc. La deuxieme méthode, appelée régression logistique
polychotomique nominale (polytomous nominal logistic regression), permet de traiter les cas
ou la variable a expliquer possede plus de deux classes si celles-ci ne peuvent pas étre ordonnées
ou si on ne souhaite pas tenir compte de l'ordre dans le cas ou elles seraient ordonnées
(O'Connell, 2000). Enfin, la troisieme méthode, appelée régression polychotomique ordinale
(polytomous ordinal regression), concerne les situations ou la variable y présente plus de deux
modalités qui peuvent étre ordonnées et dont on souhaite tenir compte de lI'ordre (Allison, 1999).
Un exemple typique est la description de I'intensite de I'attaque d'individus par un parasite, cette
description étant réalisée par exemple sur la base d'une échelle a quatre niveaux notés A, B, C
et D, le niveau A représentant I'absence d'attaque, le niveau B une attaque faible, le niveau C

une attaque modérée et le niveau D une attaque forte.

Le modéle de logistique propose une relation entre le taux de croissance d’un micro-organisme

Mm, et la concentration en biomasse X, donnée par 1’équation suivante (Bailey, 1986).

dx X
— =t (1——)x
vt ( )

Am

L’intégration de cette équation par 1’utilisation des conditions initiales donne la variation de la

biomasse en fonction de t comme suit :

E
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t
X0 otm

1—(x0 / Xm)(1—€"™)

X =

Ou:
Xm : la concentration maximale de la biomasse (g/L)

Mmax : la vitesse spécifique de croissance maximale (1/h).

2.4.2.3- Modele Verhulst

Ce modele a été présenté par le mathématicien Verhulst en (1838) (Dekker, 1985), pour
modéliser la croissance d’une population en présence de facteurs limitant (la croissance de la
population se stabilise au cours du temps). C’est un modele de croissance proposé, en réponse
au modele de Malthus qui supposait un taux de croissement constant sans frein conduisant a
une croissance exponentielle de la population. Le modele de Verhulst suppose que le taux de
natalité et le taux de mortalité sont des fonctions affines respectivement décroissante et
croissante de la taille de la population. Autrement dit, plus la taille de la population augmente,
plus son taux de natalité diminue et son taux de mortalité augmente. Ce modéle conduit, en
temps continu, a une fonction logistique et en temps discret a une suite logistique. Si on appelle

par :

* P : la taille de population.
* B(P) : le taux de fertilité.
* u(P) : le taux de mortalité.

La taille de la population suit I’ "equation différentielle suivante :

P 0 (t) = P(t) [B(P) — n(P)].

Si [ et B sont des fonctions affines respectivement croissante et décroissante, alors o =f3 - [
est une fonction affine décroissante.

o (P) = a1- a2P.
Avec a1 une constante de signe quelconque et a2 une constante positive.

D’ou I’équation :

3
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P’(t) = P(t) (01- a2P(1)).

En posant k = — on aura,

al
a2

P(t
P*(t) = a1 P(t) (1- % |
Résolution en temps continu D’ou :
P(0)k

PO = p -0 e @

a1 : constante de croissance intrinseque.

K : capacité de charge dans le cas ou a1 > 0.
La simulation de la croissance de la souche levurienne étudiée dans le présent travail (S.
cerevisiae), a été mise en place en utilisant les modeéles non structurés (Monod, verhulst et

logistique).
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3- Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur I’optimisation de production de la biomasse de Saccharomyces
cerevisiae sur diverses sources de carbone, en se focalisant sur la caractérisation de la
production de la meilleure biomasse sur milieu a base de 1’extrait de dattes d’une part et sur la
proposition de modéles mathématiques non structurés en vue—de les valider par
I’expérimentation. La partie expérimentale a été réalisée au sein du Laboratoire de Mycologie,
Biotechnologies et de I’ Activité Microbienne (LaMyBAM), Université des Freéres Mentouri,

Constantine.

3.1- Matériel biologique

La levure utilisée dans ce travail est d’origine commerciale produite par la société Lesaffre. Il
s’agit de la forme lyophilisée de Saccharomyces cerevisiae. Le choix de cette souche est motivé
par plusieurs avantages comme ; la disponibilité, la croissance rapide, la résistance aux
contaminants, la culture facile, un pouvoir fermentaire élevé, la capacité de consommer la
plupart des sucres, un rendement important... etc. Elle a été réactivée en boites de Pétri sur
milieu gélosé Yeast-Extract- Peptone- Glucose- Agar (YPGA) (Annexe 1) et incubée a 30°C
pendant 24h. Aprés développement, la levure a subie une vérification par 1’observation

macroscopique et microscopique :

» Observation macroscopique

L’observation macroscopique a concerné 1’étude de la colonie sous tous ses aspects : la taille
(petite, moyenne, grande) ; la forme (ronde, irréguliere, etc.) ; la consistance ; I’élévation et le
relief (Camille, 2007). Cette observation est entamée a partir de 1I’ensemencement sur milieu

solide YPGA, jusqu’a I’expiration de la période de I’incubation.

» Observation microscopique a l’état frais
Cette technique permet 1’observation des cellules levuriennes et la détermination de leurs
morphologie (Camille, 2007). La technique consiste a déposer une goutte d’eau
physiologique stérile sur une lame en verre propre, puis, a I’aide d’une boucle de I’anse de
platine stérile, un préléevement de la colonie jeune est apporté et dissocié dans la goutte d’eau

physiologique, la préparation est, ensuite, couverte par une lamelle en évitant la formation de

0
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bulles d’air, I’observation est réalisée au microscope optique a I’objectif (X40) et a immersion

(X100) (Singleton, 2005).

» Observation microscopique a l’état fixé
Cet examen repose sur la méthode classique suivante : les frottis utilisés sont étalés a 1’aide
d’une anse sur des lames en verre propres. Les lames sont ensuite séchées a 1’air, a proximité
d’un bec Bunsen, puis fixées par la chaleur en les passants deux ou trois fois sur la flamme. Les
frottis préparés sont colorés pendant 2 minutes au bleu de méthyléne puis lavées a I’eau du
robinet, séchés par le papier filtre et examinés au microscope jusqu’a 1’objectif a immersion
(GX100) (Guiraud, 1998).

3.2- Méthodes de Fermentation

3.2.1- Sélection du milieu de production de biomasse de Saccharomyces cerevisiae

La levure S. cerevisiae est testée sur un milieu de culture composé de diverses sources de
carbone, en I’occurrence, les hexoses (le glucose et le fructose); les disaccharides (le maltose,
et le saccharose); les polysaccharides (amidon et inuline) et deux extraits de dattes et de
I’artichaut. Chaque substrat carboné est préparé a une concentration de 2% alors que la source
d’azote (extrait de levure) est utilisée a 0.5%. Les tubes contenant 8 mL du milieu sont
ensemenceés avec 2 mL d’une suspension levurienne (107 cellules/mL) et sont incubés & 30 °C
pendant 4h. La biomasse est estimée par la mesure de la DO qui est proportionnelle a la

concentration cellulaire, (1 Unité d’absorbance équivaut a 1,3.107 cellules/mL) (Pinta, 1979).
3.2.2- Préparation de I’extrait de dattes

La variété de dattes retenue dans cette étude est trés répandue dans les palmeraies de la région
Sud-Est de I’Algérie. C’est la variété séche: Mech-Degla. Cette varieté est de forme sub-
cylindrique, légérement rétrécie a son extrémité. La datte est de couleur beige clair teinté.
L’¢épicarpe est ridé, peu brillant et cassant. Le mésocarpe est peu charnu de consistance seche
et de texture fibreuse (figure 6) (Belguedj, 2001).
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Figure 6 Datte Mech-Degla (Beldgeudj, 2001).

Le choix de cette variété se justifie par son abondance au niveau national, sa faible valeur
marchande, sa facilité de conservation (datte seche) et sa richesse en sucres, de ce fait, cette

variété est constituée un milieu favorable pour la croissance et le développement des levures.

Pour ce faire, 1 kg de dattes sont lavés, pelés et placés dans 5 L de I’eau distillée puis portés a
I’ébullition & 100°C pendant une heure, pour extraire les sucres. L’extrait obtenu est filtré a
travers la mousseline pour éliminer les grosses particules, ensuite, la solution est centrifugée a

5000 rpm pendant 5 min. le surnageant obtenu constitue le jus (extrait) de dattes.
3.2.3- Préparation de milieu de culture a base de I’extrait de dattes

Le jus obtenu de la préparation précédente, est supplémenté par les sels minéraux dont la
composition par g/L est la suivante : sulfate de magnésium 0.44g, urée 12.70 g, sulfate

d’ammonium 5.30 g. Enfin le milieu est réparti dans des Erlenmeyers de 250 ml a raison de

/////

3.2.4- Préparation de la pré-culture

La pré-culture est obtenue par inoculation de deux colonies de la levure S. cerevisiae dans des
fioles de 250 mL, contenant 100 mL du milieu de I’extrait de dattes préparé précédemment. La
culture est incubée a 30°C pendant 3h. La pré-culture obtenue est utilisée comme inoculum

pour la production de la biomasse.
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3.2.5- Sélection des facteurs et optimisation du milieu de production

La croissance microbienne est influencée par les constituants du milieu de culture et par les
facteurs physico-chimiques en particulier, la température, le pH, et la concentration de substrat.
En effet, plusicurs méthodes ont été utilisées pour optimiser I’influence de ces facteurs sur une

réponse donnée, parmi ces méthodes, on cite le plan d’expérience.

3.2.5.1- Plan d’expérience

Un plan d’expérience se définit par la mise en ceuvre de facon organisée d’un ensemble d’unités
expérimentales de maniere a révéler les effets de différents paramétres sur une ou plusieurs
réponses mesurées. Ainsi, il est nécessaire de faire varier tous les facteurs simultanément afin
de mesurer I’impact d’un paramétre et/ou les interactions entre plusieurs parametres sur les
réponses étudiées. Ceci permet de diminuer a la fois le nombre d’expériences a réaliser, mais

aussi l'incertitude sur les résultats des calculs.

» Choix des facteurs
Les facteurs sont les variables que I’on désire étudier et qui sont supposées avoir une influence
sur le systéeme. lls peuvent étre quantitatifs ou qualitatifs, continues ou discrets, contrélables ou
non controlables. En effet, dans la présente étude, les facteurs, qui sont sensés optimiser le

milieu de production de biomasse, sont choisis a partir de 1’analyse bibliographique (la

température, le pH et la concentration de la source de carbone (extrait de dattes déclassées)).

» Organisation des expériences
L’organisation des expériences est réalisée selon la matrice du plan Composite centré. Cette
matrice est composée de 3 facteurs, cités précédemment et de 20 expériences. Les codes -1 et
+1 correspondent respectivement au niveau inférieur et au niveau supérieur respectivement, la
valeur O représente la valeur centrale de la gamme et 1.68 représente la valeur a (o :W) (Nf

= nombre d’expérience) (Tableau 5).

2
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Tableau 5 Matrice du plan composite centré

Valeurs codees Valeurs réelles

Expériences | X1 X2 X3 TP (°C) pH Concentration des
sucres totaux (g/L)

01 -1 -1 -1 29 3.6 44.1
02 +1 -1 -1 37 3.6 44.1
03 -1 +1 -1 29 7.3 44.1
04 +1 +1 -1 37 7.3 441
05 -1 -1 +1 29 3.6 170.9
06 +1 -1 +1 37 3.6 170.9
07 -1 +1 +1 29 7.3 170.9
08 +1 +1 +1 37 7.3 170.9
09 -168 |0 0 27 5.5 107.5
10 +1.68 |0 0 39 5.5 107.5
11 0 -1.68 0 33 2.4 107.5
12 0 +1.68 0 33 8.6 107.5
13 0 0 -1.68 33 55 1
14 0 0 +1.68 33 5.5 214
15 0 0 0 33 5.5 107.5
16 0 0 0 33 5.5 107.5
17 0 0 0 33 5.5 107.5
18 0 0 0 33 5.5 107.5
19 0 0 0 33 55 107.5
20 0 0 0 33 55 107.5

Chaque colonne représente les différentes variables (facteurs) et chaque ligne représente les

différentes expériences. Chaque facteur est testé a trois niveaux :

B
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e Les deux niveaux (-1, +1) du plan factoriel complet, 2k expériences (k, nombre de

facteurs).

e Les deux niveaux (-a, +o) du plan étoile, 2k expériences.

e Le point au centre du domaine d’étude No.
Le nombre total de N essais a réaliser pour k facteur est donné par la relation suivante :
N=2%+2k +No

Les valeurs codées illustrés sur le tableau composées de trois sous-parties:

e La premiére avec les expériences de 1 a 8 correspond au plan factoriel complet Nt = 23

expériences.
e Laseconde avec les expériences de 9 a 14 correspond au plan en étoile (a=7/N;=1,6818)
e Latroisieme avec les expériences de 15 a 20 correspond aux points au centre No.

Le lieu géométrique des points expérimentaux est représenté sur la figure 7.

CO
A

Figure 7 Lieu géométrique des points expérimentaux d’un plan composite centré a 3 facteurs.

Les valeurs expérimentales réelles correspondantes aux valeurs codées servant a la création de

la matrice d’expériences (tableau 5), sont présentées ci-dessous (tableau 6).

2|
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Tableau 6 Valeurs réelles et valeurs codées.

Valeurs codees
-0 -1 0 +1 +a
Valeurs réelles
X1=TP 27 29 33 37 39
X2 = pH 2.4 3.6 55 7.3 8.6
X3=Concentration 1 44.1 107.5 170.9 214
des sucres (g/L)

> Estimation des effets

Les valeurs réelles X; ont été calculées pour les différentes variables i d’aprés 1’équation
XL' = xiij +Xi0

Dans laquelle X; est la valeur codée pour la i*™ variable, Ax; est le pas (variation de la grandeur
réelle correspondant & une unité de la variable codée) et X;, est la valeur réelle pour la i*m®

variable correspondant a la valeur codée O (valeur centrale de la gamme).

Le calcul d’effet de chaque variable et I’établissement d’une corrélation entre la réponse Y et

les variables X, ont été réalisés grace a un logiciel Minitab 16.
La corrélation établie entre Y; et X; est une régression multiple de forme :
Yi= Bo + P1X1+ P2Xo + BaX3z+ Pr1Xe? + P22X2? + PazXz? + P12X1 Xz + P13aX1X3 + P23X2X3

Dont, Y est la réponse prédite représenté dans notre cas par la concentration cellulaire (D.O),
Bo est la constante, B1, P2, B3 sont les coefficients d’effets linéaires, P11, P22, P33 sont les
coefficients d’effet quadratique, P12, P13, P23 sont les coefficients d’interactions et X1, X2, X3

sont les variables indépendantes.

3.2.6- Conduite de la fermentation en fioles
3.2.6.1- Production de la biomasse

Le milieu a base de I’extrait de datte est réparti dans des Erlenmeyers de 250 ml & raison de

100 ml par erlen (concentration), puis le pH de milieu est ajusté a 5,4 (valeur optimale). Les
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erlens sont stérilisés a 120°C pendant 20 minutes, ensuite, chaque erlen est ensemence par 11
ml de la pré-culture préparée précédemment, et incubé a 32,9°C (valeur optimale) pendant 18

heures.

3.2.6.2 -Méthodes analytiques

A chaque 2 heures, un volume de 10 ml est prélevé pour suivre la concentration de biomasse et

la concentration du substrat.

» Mesure de la densité optique
La croissance cellulaire est suivie par la mesure de la densité cellulaire par spectrophotométrie
a 600 nm (spectrophotomeétre HITACHI® U-1100) dans une cuve en verre de 2 mm de trajet
optique. La suspension cellulaire est diluée de fagcon a obtenir une densité optique comprise
entre 0,05 et 0,8 unité d’absorbance, ce qui place la valeur dans la zone de linéarité de la

méthode.

» Deétermination de la matiére seche
La mesure du poids sec consiste a peser la biomasse cellulaire contenue dans un volume de
culture connu Prescott et al., (2007). Pour chaque échantillon, 1 mL de culture est introduit
dans des tubes Eppendorff (1,5 mL/ tube) puis centrifugé a 5000 rpm, pendant 5 min, La
biomasse obtenue a été séchée dans le four a 105 °C pendant 6h, puis, pesée afin de déterminer
son poids sec.

> Dosage des sucres totaux
Les sucres totaux sont déterminés selon la méthode de Dubois et al., (1956), dont le principe
repose sur la réaction suivante : 1’acide sulfurique concentré provoque, a chaud, le départ de
plusieurs molécules d’eau a partir des oses. Cette déshydratation s’accompagne par la formation
d’un hydroxy méthyl furfural (HMF). Ce composé se condense avec le phénol pour donner des
complexes colorés (jaune-orangé). L’intensité de la coloration est proportionnelle a la
concentration des oses. Afin de doser les sucres totaux contenant dans 1’extrait de dattes selon
cette méthode, un mélange réactionnel contient 0.1 ml de I’extrait de dattes, 1 ml de phénol et
5 ml de I’acide sulfurique (95%) a été incubé a 37°C pendant 15 min, la réaction est stoppée
immédiatement en mettent le mélange réactionnel a 100°C pendant 5 min. L’absorbance est

déterminée a 490 nm par rapport a une gamme d’étalons de 0 & 120 ug /ml de glucose. La

%
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courbe d’étalonnage représente la concentration des cellules (D.O) en fonction des différentes
concentrations du glucose (Annexe 2).

3.3- Modélisation

Trois modéles non structurés ont été implémenté pour simuler le processus de production de la
biomasse par S. cerevisiae en 1’occurrence ; le modéle de Monod, le modele de Verhulst et

le modele de Logistique pour la croissance de la biomasse.
3.3.1- Equations des modeles
Pour un systéme batch, le modéle mathématique s’exprime sous la forme d’un systéme

d’équations différentielles couplées du premier ordre de la forme ; dx/dt et ds/dt.

» Equation de Monod

La croissance de la biomasse suit une cinétique de Monod:

S
= Hmax g (1)

Ou:

nmax : Représente le taux de croissance maximal (h).

Ks: la constante de demi-saturation (g/L).

S : Concentration en substrat limitant (g/L).

X : Concentration en biomasse (g/L), avec une évolution de Xg a Xs.
La vitesse de croissance (g/L.h) est donc :

dx

Le replacement de (1) dans (2) donne I’équation (3)
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A
ry = X'Mmax rl{s (3)

» Equation de Verhulst :

X
H= ”max(1 - E)
Ou:

nmax : Représente le taux de croissance maximal (hL).

X, : Concentration maximale en biomasse (g/L), avec une évolution de Xo a X.

» Equation de logistique

e(umax.t)

Xo
Xom

[1-— (1 — ewmaxt)]

Ou:
nmax : Représente le taux de croissance maximal (h).

X, : Concentration maximale en biomasse (g/L), avec une évolution de Xo a X.

3.3.2- Simulation des systémes dynamiques

Le logiciel utilisé pour la simulation des données dans le présent travail est Mathcad 16. Ce
logiciel permettant de réaliser des calculs scientifiques. Son interface permet de réaliser des
rapports, c'est-a-dire des documents formatés qui mélent des calculs et des textes nécessaires a
la compréhension d'un projet d'ingénierie. Avec son interface bloc-notes unique, le logiciel
integre dans une méme feuille de calcul les notations, textes et graphiques mathématiques

standard. 1l contient des fonctions de calcul numérique et de calcul formel (Mathsoft, 2006).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Calcul_num%C3%A9rique
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4- Résultats

Le présent travail porte sur 1I’optimisation de la production de la biomasse de Saccharomyces
cerevisiae sur diverses sources de carbone, en se focalisant sur la caractérisation de la
production de la meilleure biomasse sur milieu a base de I’extrait de dattes, et sur la validation

de modéles mathématiques non structurés par 1’expérimentation.
4.1- Aspect morphologique de la levure

Une étude morphologique se basant sur 1’aspect macroscopique et microscopique a été

développée afin de confirmer 1’aspect de la levure.
4.1.1- Observation macroscopique
Les caracteres macroscopiques de la levure ont éte étudiés sur le milieu YPGA le plus

communément utilisé a cet effet (Botton, 1990). L’observation macroscopique a permis de

mettre en évidence 1’aspect des colonies, la taille, la forme, le relief et la couleur (figure 8).

Figure 8 Aspect macroscopique de la levure S.cerevisiae.
Les colonies apparues sont ; de forme circulaire, de taille moyenne et de couleur blanche.
4.1.2- Observation microscopique
» Détat frais

La réalisation de 1’état frais nous a permis d’observer la cellule de la levure et le mode de
reproduction (Camille, 2007). Le résultat obtenu montre que les cellules sont; plus ou moins

sphériques, pourvues d'un noyau, se reproduisant par bourgeonnement (figure 9).
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Bourgeon

Figure 9 Observation microscopique a 1’état frais de la levure aux grossissements GX40 (A) et

GX100 (B).
> Détat fixé

Aprés avoir effectué une coloration au bleu de méthyléne sur la levure, la pigmentation permet

de mieux voir la taille et la paroi de la levure, I’observation est effectuée sous microscope

optique aux grossissements GX40 et GX100.

Figure 10 Observation microscopique a 1’état fixé de la levure aux grossissements GX40 (A) et
GX100 (B).

Les résultats obtenus des deux observations tendent a confirmer que la souche observée répond

a la morphologie de S. cerevisiae.
4.2- Sélection du milieu de production de la biomasse de S. cerevisiae

Les résultats obtenus du test d’assimilation des sucres ont montrés que la levure S. cerevisiae
présente une aptitude a assimiler toutes les sucres testés (figure 11). Cependant, la meilleure
production de la biomasse de S. cerevisiae est observée dans le cas d’assimilation des hexoses
comme le glucose et le fructose que ce soit pures ou contenus dans 1’extrait de dattes, suivi de

I’inuline, (polysaccharide), composé, lui-méme, de polyméres de fructose, enfin, de

E
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I’assimilation des disaccharides comme le saccharose et le maltose. En revanche, les autres

sucres de type pentose comme 1’arabinose et le xylose s’aveérent les moins assimilés par cette

levure.
2,5
2
DO
1,5
1
0,5
0
0 1 2 3 4 5
Temps (h)
—@— Glucose Inuline Arabinose Saccharose  —@— Maltose
—8— Xylose —8— Amidon —@— Fructose —@—E. dattes —@—E. artichaut

Figure 11 Assimilation des différents sucres par S. cerevisiae

Considérant les résultats, concernant la meilleure croissance obtenue sur milieu a base de
I’extrait de dattes, qui correspond a une valeur maximale de 2 DO (2,6x10"cellule/mL) et ce,
seulement aprés 4 heures, il est fortement, intéressant d’exploiter la capacité de la levure a
assimiler les sucres contenus dans cet extrait pour la production de la biomasse. Pour ce faire,
les expérimentations de caractérisation de production de biomasse sont développées en tenant
compte de I’optimisation du milieu de fermentation, ainsi que de la validation des résultats

obtenus par 'utilisation des modeles mathématiques non structurés.
4.3- Optimisation du milieu de production

L’optimisation du milieu de production pour obtenir un bon rendement de biomasse est basée
sur le plan d’expérience qui tient compte des facteurs d’environnement dans lesquels évoluent

la biomasse de la levure en particulier ; le substrat et les conditions d’incubation.

La méthode de composite centré est appliquée pour déterminer les conditions optimales de la
température, du pH, de la concentration des sucres totaux et, aussi, de I’interaction entre ces
parametres, sur la production de la biomasse. En effet, 3 variables sont testées, utilisant 20

experiences.

E
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4.3.1- Estimation des effets

Afin de déterminer la concentration de biomasse en fonction des facteurs étudiés, un critere,

appelé réponse (Yi, régression multiple) (équation 1), a été déterminé et qui, signifie dans la

présente étude, la concentration des cellules (DO).

Yi= Bo + P1X1 + PaXo + PsXz + P1uX1? + P2aX? + PazXz? + ProXeXo + P1aXeXs + P23XaX3

(équation 1)

Avec : X3, Xz et X3 correspondant a la température, le pH et la concentration des sucres

respectivement. Les résultats obtenus concernant la concentration des cellules (DO) entre les

valeurs de I’expérimentation et les valeurs estimées par le logiciel Minitab 16 sont présentés

dans le tableau 7.

Tableau 7 La concentration des cellules (DO) entre les valeurs de 1’expérimentation et les valeurs

estimées par le logiciel Minitab 16

Nombre X1 X2 X3 Concentration Réponse

d’expérience cellulaire (DO) | estimée ()
01 -1 -1 -1 0,724 0,722
02 +1 -1 -1 0,481 0,525
03 -1 +1 -1 0,773 0,836
04 +1 +1 -1 0,475 0,631
05 -1 -1 +1 0,854 0,753
06 +1 -1 +1 0,898 0,890
07 -1 +1 +1 0,626 0,636
08 +1 +1 +1 0,707 0,764
09 -1,68 0 0 0,68 0,724
10 +1,68 0 0 0,788 0,666
11 0 -1,68 0 0,782 0,848
12 0 +1,68 0 0,984 0,839
13 0 0 -1,68 0,763 0,634
14 0 0 +1,68 0,723 0,773
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15 0 0 0 1,203 1,205
16 0 0 0 1,203 1,205
17 0 0 0 1,203 1,205
18 0 0 0 1,203 1,205
19 0 0 0 1,203 1,205
20 0 0 0 1,203 1,205

Pour ces valeurs le logiciel Minitab 16 a fourni les différents coefficients de 1’équation 1
(tableau 8).

Tableau 8 Coefficients de 1’équation 1

Termes Coefficients
Bo 1.205
B -0.017
B2 -0.003
Ps 0.041
P11 -0.180
B22 -0.128
B33 -0.177
P12 -0.002
P13 0.083
B23 -0.058

Apreés le remplacement de ces coefficients dans la regression multiple Yi, 1’équation 1, est

présentée comme suite :
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Yi= 1.205 - 0.017X1- 0.003X2 + 0.041X3 - 0.180X12 - 0.128X2? - 0.177X3?- 0.002X1 X2 +
0.083X1X3- 0.058X2X3 (Equation 2).

4.3.2- Signification des effets

Il est trés nécessaire, de déterminer le <t> de student, le <f> de ficher, et le coefficient de
détermination R?, indicateurs permettant d’exprimer la qualité d’une régression donnée.
4.3.2.1- Test de Student

Le test <t> de Student est considéré significatif s’il est, pour un risque donné, significativement
différent de 0 d’un coté et supérieur a terit de I’autre coté. Une table de student a v= n-p degrés
de liberté dont, n est le nombre d’expériences réalisées et p le nombre d’effets (Annexe) a été

utilisée pour déterminer la valeur teit (tableau 9)

Tableau 9 Test de Student

Termes Coefficients ti Valeur critique

Bo 1.205 28.818

B1 -0.017 -0.616

B2 -0.003 -0.098 terit (o, v) pour (0.05;

10) égale a 2.23.

B3 0.041 1.488 (Annexe 3)

P11 -0.180 6.680

B22 -0.128 4,730

Bas -0.177 6.562

P12 -0.002 0.059

P13 0.083 2.300

B23 -0.058 1.596

L’analyse des résultats montre que, les valeurs de ti pour la plupart des coefficients sont

differentes de 0, et supérieur a la valeur critique, ce qui indique la signification du test.
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4.3.2.2- Analyse de la variance (ANOVA)

L’analyse de la variance ANOVA du mod¢le de régression multiple est aussi nécessaire pour
tester la signification et la pertinence du modele, en effet, le modéle est considéré valide si, la
valeur de F du modeéle est supérieure a la valeur de F(Fisher) tabulée (Annexe 4) et ce, pour
un certain nombre de degrés de liberté.

Un autre parameétre P a été estimé par le logiciel Minitab (tableau 10), pour Vérifier toujours la
signification du modeéle, et qui désigne la valeur relative du modéle pour une régression
quadratique, en effet, si les valeurs de P pour une régression quadratique est trés faible (proche
de 0), le modéle est considéré significatif.

Tableau 10 Analyse de variance (ANOVA)

Source Degrés de liberté F P
Régression (modéle) 9 11.44 0.000
Linéaire 3 0.87 0.490
X1 1 0.38 0.552
X 1 0.01 0.924
X3 1 2.21 0.168
Quadratiques 3 30.83 0.000
X2 1 44.62 0.000
X2? 1 22.37 0.001
X3? 1 43.06 0.000
Interactions 3 2.61 0.109
X1 Xz 1 0.00 0.945
X1 X3 1 5.29 0.044
X2 X3 1 2.55 0.141
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L’analyse des résultats montrent que la valeur du F calculée est beaucoup plus grande que la
valeur de F tabulée soit : F=150.88 » F (p-1, n-p) =F (9, 10) tabuie= 3.02, ainsi que les valeurs de P
pour un effet quadratique sont négligeables, Ceci suggere que le modele est hautement

significatif.

4.3.2.3- Détermination de R?

Le coefficient de détermination R?est aussi un indicateur qui permet d’exprimer la qualité d’une
régression multiple donnée. Lorsque sa valeur est proche de 1, implique que la réponse du

modele predit est meilleure.

L’équation 1, présentée précédemment ayant donné un coefficient de détermination élevé, R?
=0,911 (déterminé par le logiciel Minitab). Ceci explique 1’adéquation entre le modéle et les

données observées (résultats experimentaux).

Sur la base des résultats obtenus le modeéle utilisé (équation 1) permet de modéliser
correctement 1’impact des différents parameétres (pH, TP et concentration en sucres totaux) sur

la réponse étudies [concentration des cellules (DO)].
4.3.3- Etude de la réponse
4.3.3.1- Détermination de la surface et des contours de réponse

Afin de déterminer qualitativement, I’intervalle des surfaces et des contours de réponse, pour
obtenir les conditions optimales, 1’équation de régression multiple (équation 2) a été intégrée
dans le logiciel Minitab et ce, aprés la sélection du paramétre Designe surface. La figure 12
illustre la représentation graphique des surfaces et des contours de réponse (DO).
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Figure 12 Représentation graphique des surfaces (A), et des contours (B), de réponse (DO)

L’analyse de ces résultats montre que 1’optima des trois facteurs utilisés X1, X2, X3 (TP, pH,

concentration en sucres totaux) sur la réponse (DO) est fixé au centre 0 du domaine (figure 12).

4.3.3.2- Optimisation de réponse

Les représentations graphiques des contours et des surfaces de réponse étudiés précédemment

ne permettent pas de déterminer exactement les meilleures conditions qui peuvent influencer la

DO, de ce fait, une recherche quantitative des valeurs d’optima a été réalisée (figure 13).
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Figure 13 Recherche d'optima pour la réponse (DO)
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La figure illustre la maximisation de la DO dont, Les lignes pointillées verticales localisent
I’optimum pour les Xi (facteurs) et y réponse correspond a la valeur optimale de la concentration
cellulaire (DO). Les intersections entre les courbes de réponses et la ligne pointillée horizontale
représentent graphiquement les valeurs optimales qui sont codées comme suit (-0.017), (-
0.051), (0.119) (figure 13), la transformation des valeurs codées en valeurs réelles pour obtenir

les différentes conditions optimales est illustrée par le tableau 11.

Tableau 11 Signification des valeurs codées et valeurs réelles

La température Le pH La concentration en
sucre initiale
Valeurs codées -0.017 -0.051 0.119
Valeurs réelles 32.9 54 115.05

Ce résultat montre que la concentration des cellules (DO) est maximale (1.208) (tableau 11)
pour une température de 32,9°C, un pH de 5.4 et une concentration en sucre initiale de 115.05
g/L. d’apres le modéle utilisé, ces conditions sont choisies pour obtenir un bon rendement de la

biomasse de S. cerevisiae.

4.4- Production de la biomasse en fiole

Dans le but de s’assurer du développement du S. cerevisiae sur milieu submergé et de
confirmer sa production de biomasse, des cultures en fioles de 250 mL, contenant 100mL de
milieu de culture a base de I’extrait de dattes comme source de carbone, sont lancées. La
concentration des sucres et la production de la biomasse par S. cerevisiae sont des éléments
mesurables informatifs de la cinétique de la production. Les résultats de 1’évolution de ces

éléments pendant le temps, sont présentés dans la figure 14.
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Figure 14 Evolution de la biomasse de S. cerevisiae pendant le temps

Il apparait que la concentration des sucres dans le milieu de fermentation régresse
progressivement pendant les 16h de fermentation, par contre, la production de la biomasse
augmente jusqu’elle atteint le maximum (91 g/L) a 16h. Cet état signifie qu’il y a eu
transformation des sucres en biomasse (bioconversion) via le processus de respiration. Apres
16h de fermentation, les sucres sont complétement consommés, et la concentration des cellules
commence a régresser. Dans ces conditions, le rendement de la production de la biomasse par

S. cerevisiae, Yxs, sur milieu a base de 1’extrait de dattes est de 0,7g biomasse/g substrat.

4.5- Modélisation

Des modeles mathématiques correspondant au processus biotechnologique de la production de
la biomasse par S. cerevisiae sont implémentés pour simuler le fonctionnement de ce
phénomene. Les modeles utilisés permettant de déterminer les valeurs du taux de croissance
maximal ainsi que les valeurs estimées (Ks et Xmax).

Dans le présent travail, 1’objectif principal de la modélisation est la validation des modé¢les
obtenus en comparaison avec les résultats de I’expérimentation. En effet, une bonne adéquation
des profils montre que ces modeles sont acceptables pour prédire le processus de production de

la biomasse par S. cerevisiae.
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4.7.1- Résolution des équations

La premiére étape de la modélisation du métabolisme levurien consiste a décrire 1’évolution de
la population microbienne en fonction du temps dans des conditions environnementales
particulieres. Dans le présent travail, les modéles de Monod, de verhulst et de logistique sont
appliqués pour simuler la croissance de S. cerevisiae (les modéles les plus répondus). Il est,
intéressant, de noter que ces modeles prennent en considération la phase ou la concentration
des cellules est maximale (exponentielle), néanmoins, les phases de latence et de déclin ne sont
pas considérées par ce modele. La résolution des équations décrites ci-dessous est effectuée
selon la méthode linéaire de linweaver-Burk et la méthode de Levenberg-Maquardt (Maquardt,
1961).

4.7.1.1- Modéle de Monod

L’¢équation de Monod (équation 1) est utilisée pour obtenir les valeurs maximales du taux de
Mmax et de Ks. La linéarisation de cette équation donne la droite i en fonction du 1/S

Selon Monod :

s
H = Mmax S+Kg " 1)

L’inverse du I’équation de Monod donne :

1 1 S+K;
—= — @
ﬂ 'umax

Ks

La relation (3) est I’équation d’une droite de typei =F G) dont la pente est égale a , et

max

1

I’ordonnée a I’origine (Figure 15)

max
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Figure 15 Méthode de linweaver-Burk pour estimer pimax et Ks
La méthode linéaire a fourni les valeurs suivantes :

Umax= 1.68, Ks=1.07 avec un coefficient de détermination R?=0.988, en effet ce dernier

confirme que cette méthode est hautement fiable pour valider les résultats de 1’expérimentation.

2-Modeéle de Verhulst

Le modele de verhulst (équation 4) est résolu par I’utilisation de la méthode de Levenberg-
Maquardt qui permet de transformer le modéle décrit ci-dessous (equation4) en équation
linéaire umi=f(ti) et ce, par 'utilisation de logiciel mathcad. La figure illustre 1’adéquation

entre les valeurs du modele et les résultats expérimentaux.

m-| 1 X 4
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Figure 16 Evolution du taux de croissance pendant le temps entre les données expérimentales, et les
données prédites par le modele de Monod.
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La méthode linéaire de Levenberg-Maquardt a fourni les valeurs suivantes :

Hmax= 0.1148, Xm=34,53 avec un coefficient de détermination R?=0.995, en effet ce dernier

confirme que cette méthode est hautement fiable pour valider les résultats de I’expérimentation.

2- Modele de logistique

Le modéle de logistique (équation 5) est résolu par 1’utilisation de la méthode de Levenberg-

Maquardt décrite ci-dessus (modele de verhulst).

e(umt)

-t

Xm

X(t) := X0-

La figure illustre I’adéquation entre les valeurs du modéle et les résultats expérimentaux.

Cette méthode donne des valeurs de Xo=5, Xm=91 avec R?=0.857
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Figure 17 Evolution de la croissance pendant le temps entre les données expérimentales ( * %% ) et
les données ( — ) prédites par le modele de logistique

Le coefficient de détermination R2 obtenu montre que ce modéle est invalide pour valider les

résultats de I’expérimentation.

En considérant les résultats de la modélisation, il ressort que le modele de Monod et le modéle
de verhulst sont les plus fiables pour valider le processus de production de la biomasse par la
levure S. cerevisiae. Toutefois, il est intéressant de souligner, qui’ il faut rester prudent dans

I’utilisation de ces modeles en travaillant dans ses limites d’application.
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5- Discussions

Un grand nombre de produits que nous consommons chaque jour sont issues de 1’exploitation
des microorganismes dont I’utilisation remonte & la plus haute antiquité (Pierto, 2010).
Cependant, il a fallu attendre les découvertes de Pasteur pour voir s’établir les connaissances
précises qui ont permis la naissance de I’industrie des fermentations (Vasconcelos et al., 2004).
Le développement de cette nouvelle industrie a donné une preuve éclatante du réle utile des
microorganismes (Scenihr, 2006). Dans ce contexte, les levures occupent une place primordiale
dans I’industrie alimentaire notamment, dans la panification, la production d’alcool, la
fromagerie, la brasserie, dans la production des enzymes et des protéines, du glycérol, certaines
vitamines et solvants, (Scriban, 1984 ; Lecterc et al., 1995 ; Verbeken et al., 2003 ; Casey et
al., 2007) mais aussi dans la revalorisation de déchets agricoles, industriels et dans la production
de la biomasse (Simon et Meunier, 1970), C’est dans cette derniére optique que s’inscrit 1’objectif
de notre travail qui vise a étudier la production de la biomasse de Saccharomyces cerevisiae sur milieu
optimisé a base de I’extrait de dattes. Cette étude est motivée par [’utilisation des méthodes

d’optimisation (plan d’expérience) pour obtenir un bon rendement de biomasse, et par la proposition

des modéles mathématiques non structurés pour valider les résultats expérimentaux.

La levure Saccharomyces cerevisiae utilisée, dans ce travail, a €té choisie pour plusieurs
criteres comme, la disponibilité, la croissance rapide, la résistance aux contaminants, la culture
facile, le pouvoir fermentaire élevé et surtout la capacité de consommer la plupart des sucres.
D’aprés la littérature, plusieurs auteurs ont évoqué 1’utilisation de S. cerevisiae comme
microorganisme modeéle pour la production de plusieurs produits, entre autre, la biomasse
(Iranika, 2004 ; Ould El-Hadj et al., 2006 ; Pastor, 2008 ; sheng et al., 2009).

Le test d’assimilation des sucres a montré que la levure S. cerevisiae présente une aptitude a
assimiler toutes les sucres testés. Cependant, la meilleure production de la biomasse de S.
cerevisiae est observée dans le cas du milieu a base de I’extrait de dattes. L’étude réalisée par
Sébastien et al., en (2007), a décrit la capacité de la levure S. cerevisiae a assimiler ces sucres
dans les mémes conditions expérimentales utilisés dans ce travail.

L’utilisation de I’extrait de dattes comme source de carbone constitue un milieu riche en
glucides, ce qui justifie notre choix du substrat. Par ailleurs, ce milieu a été utilisé pour la
production de biomasse microbienne par plusieurs auteurs (Acourene et al., 2001 ; Ould El-
Hadj et al., 2006 ; Boualal et al., 2010).
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Afin d’obtenir un meilleur rendement en biomasse, 1’optimisation du milieu de fermentation
s’avere nécessaire, cette derni€re est basée sur une méthode statistique (plan d’expérience), en
utilisant la matrice de composite centré (Saddler, 1982) pour sélectionner les facteurs
influengant la production de la biomasse. D’aprés notre connaissance, cette méthode n’a jamais
été utilisée pour optimiser un milieu de fermentation pour la production de la biomasse
microbienne. En revanche, d’autres travaux ont montré que 1’optimisation du milieu de
fermentation pour la production de la biomasse microbienne et leur métabolites primaires et
secondaires est fondée sur d’autres méthodes statistiques utilisant la matrice de Plackett and

Burman (1946) (Gervasio et al., 2008 ; Kappeli, 2010 ; Kacem chaouche et al., 2013).

L’utilisation de la régression multiple a permis, a la fois, de sélectionner les conditions
optimales (TP, pH, concentration en sucres totaux) et aussi, de l’interaction entre ces
parameétres, sur la production de la biomasse et d’optimiser 1’équation de régression multiple

obtenue, par la détermination de différents tests statistiques (Egorov, 2000).

Dans le présent travail, la production de la biomasse de S. cerevisiae sur un milieu de culture
de base, composé essentiellement, de 1’extrait de dattes comme source de carbone a été réalisée
dans des fioles de 250mL. Les résultats obtenus montrent que la concentration maximale de la
biomasse était tres importante (90g/L), 1l est a noter, que la levure est capable de produire une
quantité importante de la biomasse via le processus de respiration qui se déroule en deux
étapes : la glycolyse et le cycle de Krebs (Gervasio et al., 2008). La premiere étape se développe
entierement dans le cytosol; le processus indispensable qui prépare a la dégradation de glucose
en 3- glycéraldéhyde phosphate, alors que la deuxieme étape se déroule au niveau du cycle de
Krebs qui sert a former de nombreux précurseurs pour la synthese de macromolécules de la
composition cellulaire (Rose et Harrison, 1971). L’efficacité de cette voie peut se traduire par
le nombre de moles d’ATP formées par atome d’oxygeéne consommé par la quantité de la
biomasse formée et du dioxyde de carbone dégagé. Le métabolisme oxydo-réductif est expliqué
par plusieurs auteurs, entre autre Alexander et Jeffiries, (1990) ; Fiechter et seghezzi, (1992) et
Lei et al., (2001) qui ont fourni une interprétation du métabolisme des levures basée sur le
phénomene d’overflow au niveau des nceuds pyruvate et acétaldéhyde. Au niveau du nceud
pyruvate, I’enzyme pyruvate déshydrogénase a une affinité plus forte pour le pyruvate que
I’enzyme pyruvate décarboxylase. Le pyruvate est converti via la pyruvate déshydrogénase vers
le cycle de Krebs. Par contre, quand le flux glycolytique dépasse une valeur critique, la pyruvate
déshydrogénase devient saturée et I’acétaldéhyde, dans ce cas, est formé et, préférentiellement,

converti en acétate. En revanche, lorsque I’acétaldéhyde déshydrogénase est saturée,
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I’acétaldéhyde serait transformé en éthanol (Postma et al., 1989; Schipper et al., 1989; Feria-
Gervasio et al., 2008).

Les résultats de simulation par des modéles non structurés, permettent de déterminer les valeurs
du taux de croissance maximal ainsi que les valeurs estimées (Ks et Xmax). Pour un choix
approprié des modeles, une bonne correspondance des profils obtenus par notre simulation en
comparaison aux résultats expérimentaux a été notée. En effet, beaucoup d’auteurs ont travaillé
sur la modélisation par ’utilisation des modéles non structurés (Mulchandani et Luong, 1989 ;
Shafaghat et al., 2009) et ont développé des résultats qui montrent leurs efficacite, si les
mécanismes intracellulaires sont en régime permanent vis-a-vis des conditions de
I’environnement.

En effet, notre étude montre une bonne correspondance quantitative entre les profils de
I’expérience et les profils de simulation pour les modéles de Monod et verhulst, ceci est
expliqué par I’utilisation des modeles non structurés qui décrivent les caractéristiques des
microorganismes, en terme de masse cellulaire (nombre de cellules), sans pour autant, expliquer
les phénomenes intracellulaires ce qui donne une faible description des systemes dynamiques
(Nielson et Villadsen, 1994). Ce type de mode¢le a fait I’objet des travaux d’Esener et al., (1981)
et Shafaghat et al., (2009) qui ont examiné 1’application du modé¢le de Monod et le modele de
verhulst pour simuler une fermentation en fed-batch de Klebsiella pneumoniae et aussi une
fermentation en batch de S. cerevisiae (Soto-Cruz, 2002). Par contre, I’utilisation, ici, du
modele de logistique pour simuler le processus de production de la biomasse par S. cerevisiae
montre que le coefficient de détermination R? est tres faible ce qui suggére que ce modéle est
invalide pour approuver les résultats de I’expérimentation. En effet, une étude similaire
démontre que la simulation de processus de production de biomasse microbienne par
’utilisation du modéle de logistique est reste limitée et non significative (Fillon, 1996 ;

Virginie et al., 2001 ; Van-Leare, 2002).
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6- Conclusion et perspectives

Deux aspects principaux sont visés dans le présent travail, le premier est I’optimisation de la
production de la biomasse par la levure Saccharomyces cerevisiae et le seconde est la

simulation de processus par des modeles d’optimisation non structurées.

Plusieurs sucres ont été testés pour 1’objectif de produire de la biomasse par la levure S.
cerevisiae, en 1’occurrence, des monosaccharides (Xylose, Arabinose [Pentoses], Glucose,
Fructose [hexoses]) ; des disaccharides (Maltose et Saccharose), des polysaccharides (Amidon
et inuline) et ’extrait de dattes et de 1’artichaut. Les résultats obtenus montrent que les

meilleurs taux de production de biomasse ont été observés dans le cas de I’extrait de dattes.

Il a été conclu de cette partie, que I’extrait de dattes peut constituer un milieu conventionnel

pour la production de la biomasse de S. cerevisiae pour obtenir un rendement meilleur.

Dans le but de sélectionner les conditions optimales a savoir ; la température, le pH, et la
concentration en sucres totaux pour la production de la biomasse, la méthode de composite
centré a été appliquée. Les résultats obtenus montrent que la concentration maximale de la
biomasse était tres importante (90g/L) et ce, dans des conditions optimales du pH(5,4) ; de
température (32,9° C) et de concentration initiale en sucres (115g/1).

Le peu de travaux publiés concernant ’optimisation du milieu de fermentation par
I’utilisation de la matrice composite centré montrent que cette derniére, est une premiére

dans ce travail.

La modélisation dans cette étude, a permis d’appréhender la croissance de la biomasse par
I’utilisation des différents modeles mathématiques non structurés (Modele de Monod, de
Verhulst et de Logistique). Pour un choix approprié des méthodes d’optimisation, une bonne
correspondance quantitative des profils obtenus par notre simulation en comparaison avec les
résultats expérimentaux a été notée dans le cas du modele de Monod et de Verhulst.
Il a été conclu de cette partie que ces modeéles sont valides pour attribuer les résultats obtenus
dans le présent travail.
A la lumiére de ce travail plusieurs points peuvent se constituer en perspectives :

1- Application des résultats pour des fermentations en scale up ;

2- Utilisation d’autres variétés de dattes pour cet objectif’;

3- Utilisation des modeles structurés pour mieux valider le processus.
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Annexes

Annexe 1

> YPG (Yeast-extract-Peptone-Glucose-Agar)

Extrait de levure.............. 10g/L
Glucose .....ocevvviiniininn. 20g
Peptone ..., 10g
Agar...............e........ 15-20 g

Le pH du milieu est ajusté a 5 (Guiraud, 1998)

Annexe 2

» Courbe d’étalonnage

" La courbe d’étalonnage représente la concentration des cellules (D.O) en fonction des différentes

concentrations du glucose".
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Annexe

Annexe 3

» Table de Student

Risque 5% Confiance 95%
DDL t(crit) t(crit)
1 12.70 63.66
2 4.30 9.33
3 3.18 5.84
4 2.78 4.60
5 2.57 4.03
6 2.45 3.71
7 2.37 3.50
8 2.31 3.36
9 2.26 3.25
10 2.23 3.17
11 2.20 3.11
12 2.18 3.06
13 2.16 3.01
14 2.15 2.98
15 2.13 3.95
16 2.12 2.92
17 2.11 2.90
18 2.10 2.98
19 2.09 2.86
20 2.08 2.85
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Annexe 4

» Table de Fischer

vi |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15 20
V2
1 161 1995 | 215.70 | 224.6 | 230.2 | 234 236.8 | 239 2405 | 2419 | 2439 | 2459 | 248
2 185 | 19.00 | 19.16 | 19.25 19.33 | 19.35 | 194 19.36 | 19.4 19.41 | 19.43 | 19.45
3 10.1 | 9.55 9.28 9.12 | 9.01 8.94 8.89 8.85 | 881 8.79 8.74 | 8.7 8.66
4 7.71 | 6.94 6.59 6.39 | 6.26 6.16 6.09 6.40 | 6 596 | 591 5.86 5.8
5 6.61 | 5.79 541 519 | 505 |4.95 | 488 |4.82 477 | 474 | 498 | 4.62 4.56
6 599 | 514 | 476 453 | 439 | 428 |421 | 415 |410 |4.06 | 4.00 3.94 3.87
7 559 | 474 | 435 412 | 3.97 3.87 3.79 3.73 | 3.68 3.64 | 357 3.51 3.44
8 532 | 446 | 4.07 3.84 | 3.69 3.58 3.5 344 | 3.39 335 |3.28 3.22 3.15
9 512 | 426 | 3.86 3.63 | 3.48 3.37 3.29 3.23 3.18 3.14 | 3.07 3.01 2.94
10 496 |410 |371 348 | 3.33 3.22 3.14 3.70 | 3.02 298 | 291 2.85 2.77
11 484 | 398 | 3.59 3.36 | 320 | 3.09 3.01 295 | 2.90 285 | 2.79 2.72 2.65
12 475 | 3.89 | 349 326 | 311 3.00 291 285 | 2.80 275 | 2.69 2.62 2.54
13 467 |381 |341 3.18 | 3.03 2.92 2.83 2.77 2.71 2.67 2.6 2.53 2.46
14 4.6 3.74 | 334 311 | 2.96 2.85 2.76 270 | 2.65 260 | 253 2.46 2.39
15 454 |3.68 | 3.29 3.06 290 | 279 2.71 264 | 2.59 254 | 2.48 2.40 2.33
16 449 | 3.63 | 324 3.01 | 285 2.74 2.66 2.59 254 | 2.49 2.42 2.35 2.28
17 445 | 359 | 3.20 296 | 2.81 2.70 2.61 255 | 249 245 | 2.38 2.31 2.23
18 441 | 355 | 3.16 293 | 2.77 2.66 2.58 2.51 2.46 241 234 | 2.27 2.19
19 438 |352 | 3.13 290 | 274 | 2.63 2.54 248 | 2.42 238 | 231 2.23 2.16
20 435 | 349 | 3.10 287 | 271 2.60 2.51 245 | 2.39 235 | 2.28 2.20 2.12
21 432 | 3.47 | 3.07 2.84 | 2.68 2.57 2.49 2.42 2.37 2.32 2.25 2.18 2.10
22 43 3.44 | 3.05 2.82 | 2.66 2.55 2.46 240 | 234 | 230 | 2223|215 2.07
23 428 | 3.42 | 3.03 2.8 2.64 | 2.53 2.44 2.37 2.32 2.27 2.2 2.13 2.05
24 426 | 3.40 | 3.01 2.78 | 2.62 2.51 242 236 | 2.30 225 | 218 211 2.03
25 4.24 | 3.39 2.99 276 | 260 | 2.49 2.40 234 | 2.28 224 | 2.16 2.09 2.01
26 4.23 | 3.37 2.98 274 | 2.59 2.47 2.39 2.32 2.27 2.22 2.15 2.07 1.99
27 421 | 335 2.96 2.73 | 257 2.46 2.37 2.31 2.25 220 | 213 2.06 1.97
28 4.2 3.34 2.95 271 | 2.56 2.45 2.36 2.29 224 | 219 2.12 2.04 1.96
29 418 | 3.33 2.93 2.70 | 2.55 2.43 2.35 228 | 2.22 218 |21 2.03 1.94
30 417 | 3.32 2.92 2.69 | 253 242 2.33 2.27 221 216 | 2.09 2.01 1.93
40 4.08 | 3.23 2.84 2.61 | 245 2.34 2.25 218 | 2.12 2.08 | 2.00 1.92 1.84
60 4.00 | 3.15 2.76 253 |23 2.25 2.17 210 | 2.04 1.99 1.92 1.84 1.75
120 3.92 | 3.07 2.68 245 | 2.29 2.17 2.09 2.02 1.96 1.91 1.83 1.75 1.66
Inf- 3.84 | 3.00 2.60 237 | 221 2.10 2.01 1.95 1.88 1.83 1.75 1.67 1.57
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Abstract

Abstract

A comprehensive study on the production of biomass S. cerevisiae on medium optimized
based on the date’s extract as the sole carbon source was performed in order to obtain a good
yield of biomass.

The selection of the factors influencing the production of biomass was conducted using the
central composite design. Under optimal conditions of production of biomass, i.e; date’s
extract (1159 / L), pH (5.4) and temperature (32.9 ° C), S. cerevisiae produced in vials, 91 g
/ 1 of biomass and this after only 16 h of fermentation.

Mathematical models corresponding to the biotechnological process of biomass production
from S. cerevisiae have been implemented to simulate the fermentation phenomenon.
Simulation results are used to determine the values of the maximum growth rate and the
estimated values (Ks and X max). For an appropriate choice of model simulation methods, a

good quantitative correspondence is noted for Monod model and verhulst model.

Keywords : Biomass, S. cerevisiae, date’s extract, Optimisation, Modélisation.
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Une étude approfondie sur la production de la biomasse de S. cerevisiae sur milieu optimisé a base
de I’extrait de dattes comme seule source de carbone a été réalisée dans le but d’obtenir un bon rendement

de la biomasse.

La sélection des facteurs influengant la production de la biomasse a été effectuée selon la méthode
statistique du Plan d’expérience, en utilisant la matrice de composite centré. En effet, dans des conditions
optimales de production de la biomasse, en I’occurrence, I’extrait de dattes (115g/L), le pH (5.,4) et la TP

(32,9°C), S. cerevisiae a produit, en fioles, 91 g/L de biomasse et ce, aprées seulement 16 h de fermentation.

Des modéles mathématiques correspondant au processus biotechnologique de production de la biomasse de
S. cerevisiae ont été implémentés pour simuler le fonctionnement de fermentation. Les résultats de
simulation permettent de déterminer les valeurs du taux de croissance maximal ainsi que les valeurs
estimées (Ks et Xmax). Pour un choix approprié des méthodes de simulation des modeéles, une bonne

correspondance est notée pour les modéles de Monod et le modele de Verhulst.
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