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Le présent rapport est le compte rendu d'un stage effectué 

au sein de la station de Biotechnologie des fruits et des légumes du Centre de 

Recherches Agronomiques des Antilles et de la Guyane (C.R.~.A.G. ) ,dépendant de 

l'Institut National de la Recherche Agronowique (I.N.R.A. ) .Ce stage représente la 

partie pratique du D.E.S.S. de productmons agropastorales et technologies agro­

alimentaires en régions chaudes de l'Université Paris XII. Sa durée a été de 4 mois. 

Je tiens à remercier toute l'équipe de la station pour l'aide 

qu'elle a pu m'apporter,et la gentillesse avec laquelle elle l'a fait. 
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I Présentation de la station 

Cette station des Antilles fait partie du Département de 

Biotechnologie des fruits et des légunes qui dépend lui-même de la Direction des 

3ciences Agro-alimentaires de l'I.N.R.A •. Cette Direction cowprend aussi: 

-Département de 0ciences des ali~ents. 

-Département de Biotechnologie des Glucides et des Protéines. 

-Département de Technologie des produits Animaux. 

Le directeur actuel de la station est Mr PARFAIT A •• 

la recherche dans la station comporte actuellement deux 

grands programmes: 

-Programme Méthanisation des déchets agricoles et agro-alimentaires. 

-Programme Rhum comportant deW!i opérations principales: 

-Amélioration se la qualité des divers types de rhums. 

-Optimisation des procédés de fabrication du rhum. 

L'amélioration de la qualité des divers types de rhums passe 

par l'inventaire de l'ensemble des constituants du rhum,l'étude du métabolisme de 

ces constituants,et enfin la corrélation éventuelle entre l'analyse organoleptique 

et l'analyse physico-chimique des constituants du rhum. I.a maîtrise de ces différents 

paramètres devrait permettre de mieux connaître les souches de levures,en vue d'amé­

liorer la qualité du produit fini. 

En paralléle à cette action sur les agents de fermentations, 

il convient de maitriser la technologie de tous les ateliers de la fabrication afin 

d'obtenir de façon reproductible un produit de haute qualité. De plus,une bonne 

maitrise des process de fabrication permettra d'adapter le matériel à l'évolution 

technologique et peut-être d'éviter des crises gra~es,comme celle que traverse actuel­

-lement la profession sucre-rhum aux Antilles Françaises. 

Mon travail personnel touche. à ces deu..'( axes. Une première 

partie cosiste à mettre au point un protocole expérimental pour le dosage des alcool~ 

supérieurs dans les mouts fermentés. Ceci permettra de faire le bilan d'une fernentation, 

Qai s aussi de définir l'effet d'une col~nne à di3tiller sur la teneur du rhUI'l en alcools 

sèlpérieurs. La deuxième partie concerne la production de levures ayant des teneurs 

en sucres de réserves différentes,ceci dans le but d'observer l'effet de ces constituant.3 

sur la fermentations en gi:·"~: ~~-1, et la Ir~-'··~tion i 'a.lcools supérieurs en pariculier. 



Le but de ces études est à terme la mise en évidence de critères définis sant une 

levure de rhu.m comme on peut actuellement définir une levure de boulangerie ou une 

levure de brasserie. L'ensemble de la pariie pratique sera complèté par une étude 

bibliographique de la faàrication du rhum et du métabolisme des alcools supérieurs 

et des sucres de réserves. 

000000000000 

... 

4 



.;, ï i.., 
·· _ ' ,....-

Chapitre I Utilisation de s micrmmrganises en indu3trie 

I ) Généralités 

'.::;ur les 100 000 espèces de microorgani smes connus, seulement quelque ::; 

centaines sont utilisées par l'homme de façon industrielle. On trouvera dans le tableau 

I les principaux produits industriels obtenus à l'aide de microorganismes. A ces 

productions assurées par des levures,des bactéries ou des moisissures,on peut ajouter 

les possibilités nouvelles offertes par les cellules animales ou végétales en culture 

pure sur milieu synthétique. 

On distingue les bactéries des autres microorganismes par le fait 

que ce sont des procaryotes ne possèdant qu'un seul chnomosome,et n'ayant pas de noyau 

cellulaire individualisé. Les levures et les moisissures sont des eucaryotes avec un 

noyau cellulaire limité par une membrane. Les levures sont unicellulaires,alors que les 

~ oisissures sont des champignons pluricellulaires. Ia taille de s cellules, identiques 

pour les deu2' organismes es t de l'ordre d'une dizaine de micromètres.nais les moisissure ~ 

forment des individus visibles à l'oeil nu. 

On peut aussi différencier les microorganismes par leur métabolisme 

énergétique: -Certains tels les S·l.reptomycètes ne peuvent croitre qu'en présen ce 

d'oxygène moléculaire. On les nomme aérobie strict . 

-D'autres tels les ClostridiQ~s ne peuvent croitre qu'en ab sence 

d'oxygène moléculaire,ils sont anaérobies stricts 

-Enfin des organismes comme les levures peuvent croitre soit de 

façonaérobie soit de façon anaérobie. C'es t ce type de microorganismes qui sera l'objet 

de notre étude. 

Les levures sont en général décrites comme des champignons 

microscopiques. Leur classification taxonomique est basée sur leur modè de reproduction 

sexuée: -Ascomycètes: les cellules sexuelles sont connues dans des asques 

-Basidiomycètes :Les cellules sexuelles son t externes,portées par 

des basides. 

- Deutéromycètes Ces levureE n'nnt pas de mode de reproduction 

::,exuée connu 

la figure 1 représente 2chématiquement la r~production 

d'une levure a 3comycète qui Eont les plus importantes industriellement.Par~i ces l evures 

ce son± les Endomyc ètales dont on trouvera une classification sur la figure 2 qui 

revêtent la plus gTande importance,avec en pa±ticulier le genre Saccharomycè:: . TJne 

espèce de ce genre n ous interesse tout particulièrement,il s'agit de Saccharor:i.yc è3 

cerevi 3ire qui intervient dans trois processus industriel3 très im?ortant: 

- la uroduction de biomasse 

- Ia production de :pain 

- Ia ?r oduction d"alcool de bouche ou industriel 

Si l a productmon de bior:i.asse ?résente peu d'interèt sur l e plan financier,il n'en est 
Fas de mèQe pour les deŒ( autres types de production cités,en _particulier pour la 

production d'alcool qui est un des ?lus grands secteurs des industries agro-alimentaires .. 
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ORGANISME TYPE PROOUCT 
ALIMENTS ET BOISSONS 

Sacchsromycss csrsvis1"at1 LEVURE PAIN. VIN. ALE. SAKÉ 

Saccharomyces carlsbergensis LEVURE Bll~RE BLONDE ALLEMANDE 

Saccharomyces rouxii LEVURE SAUCE OE SOJA 

Candida m11/eri LEVURE PAIN 

L11crobac11/us sanfr11ncisco BACTÉRIE PAIN 

Streprococcus thermoph!Ïus BACTÉRIE YAOURT 

LBcrobac11/us bulgancus BACTÉRIE YAOURT 

Propionibactsrium shsrmanii BACTÉRIE TOMES 

G/uconobactsr suboxidans BACTÉRIE VINAIGRE 

Penicillium roqusforti MOISISSURE FROMAGES À PÂTE PERSILLÉE 

Penicillium camenbsrtlÏ MOISISSURE CAMEMBERT ET BRIE 

Aspergillus oryzse MOISISSURE SAKÉ (HYOROL YSE DE L'AMIDON OE RIZ) 

Rhizopus MOISISSURE TEMPEH 

Mucor MOISISSURE SUFU (FERMENTATION OU SOJA) 

Monascus purpurea MOISISSURE ANG-KAK (VIN ROUGE) 

PRODUITS CHIMIQUES INDUSTRIELS 

SaccharomycBs csrsvisias LEVURE ÉTHANOL (OU GLUCOSE! 

Kluyveromyces frsgilis LEVURE ÉTHANOL (OU LACTOSE) 

Closrridium acetobutylicum BACTÉRIE ACÉTONE ET BUTANOL 

Aspergillus niger MOISISSURE ACIDE CITRIQUE 

Xanthomonas campesrris BACTÉRIE POL YSACCHARIOES 

ACIDES AMINÉS ET NUCLÉOTIDES ACCENTUANT LES ARÔMES 

Corynebacrerium glutsm1cum BACTÉRIE 

Corynebscterium glutsm1cum BACTÉRIE 

L-LYSINE 

ACIDE 5'~NOSINIQUE ET 
ACIDE 5'-GUANYLIQUE 

PROTEINES O"ORGANISMES UNICELLULAIRES ---- - --

C1Jndids utilis LEVURE PROTÉINE MICROBIENNE 
DE DÉCHETS OE PÂTE À PAPIER 

Sscchsromycopsis lipolyt1cs LEVURE PROTÉINE MICROBIENNE 
CES ALCANES OU PÉTROLE 

Merhyloph!Ïus merhylotrophus BACTÉRIE 
PROTÉINE OBTENUE OE BACTÉRIES 
CULTIVÉES SUA MÉTHANE 
OU MÉTHANOL 

VITAMINES 

EremorhBCium sshbri LEVURE RIBOFLAVINE 

Pssudomonas dsnitn'ficans BACTÉRIE VITAMINE Bn 

Propionibsctedum BACTÉRIE VITAMINE Bn 

ENZVMES 

Asperg!Ïlus oryDJe MOISISSURE AMYLASES 

Aspergillus niger MOISISSURE GLUCOAMYLASE 

Trichodt1rma reesii MOISISSURE CELLULASE 

SaccharomycBs cersv1"sat1 LEVURE INVERTASE 

Kluyveromyces frsgliis LEVURE LACTASE 

Ssccharomycopsis lipol"f(1ea LEVURE LIPASE 

Aspergillus MOISISSURE PECHNASES ET PROTÉASES 

Bacillus BACTÉRIE PROTÉASES 

Endorhit1 psrasir1cs MOISISSURE RENNETE MICROBIEN 

POLYSACCHARIDES 

LsuconoStoc msssnrsroides BACTÉRIE DEXTRANE 

Xanthomonas campesrris BACTÉRIE GOMME XANTHIQUE 

PRODUITS PHARMACEUTIQUES 

Penictllum chrysogBnum MOISISSURE PENICILLINES 

Cephalosporium acremonium MOISISSURE CÉPHALOSPORINES 

BACTÉRIE 
AMPHOTÉRICINE 8. KANAMYCINES. 

Streptomyces NÉOMYCINES. STREPTOMYCINE 
TÉTRACYCLINES ET AUTRES 

8t1cillus brevis BACTÉRIE GRAMICIOINE S 

8ac1Jlus subtliis BACTÉRIE BACITRACINE 

Bscillus polrmr"a BACTÉRIE POL Y MYXINE 8 

Rhizopus nigricans MOISISSURE TAANFOAMATION CES STÉROÏDES 

Arrhrobacter simple" BACTÉRIE TRANFORMATION DES STÉROÏDES 

Mycobscterium BACTÉRIE TRANFORMATION CES STÉROÏDES 

HYBRIDOMES IMMUNOGLOBULINES ET 
ANTICORPS MONOCLONAUX 

CELLULES DE MAMMIFÈRES INTERFÉRONS 

Escherichia coli(via la technologie INSULINE. HORMONE DE CROISSANCE 
BACTÉRIE HUMAINE. SOMATOSTATINE. du génie génétique) 

tNTERFÉRON 

CAROTÉNOÏOES 

Blakeslea rrispora MOISISSURE BËTA-CAROTËNE 

Phaffia rhodozyma LEVURE 1 ASTAXANTHINE 

.BACTÉRIES ENTOMOPATHOGÈNES 

Baclflus thuringiensis BACTÉRIE BIO-INSECTICIDES 

Baclilus papi/lise BACTÉRIE BIO-INSECTICIDES 

12. LES PRINCIPAUX PRODUITS in· 
dastriels obtenm à l'aide des micro-orga­
llÙimea 'ont des plus: anciennes fabrications 
(bière., fromage, lenin) aux plus récentes 
créatiom de la technologie du génie généti­
que (insuline. hormone de· croissance hu­
maine). La technologie cellulaire a récem­
ment élargi son domaine pour inclure la 
culture de cellules de· mammifères, sources 
de nou-reaux produits. 

Tableau I (24) 
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w~·.. .:: .. i5a 
Es HAPLOÎDES .LUL 

DE TYPE a 

~ . . ZVGOTE 

REPRODUCTION 
SEXUÉE 

ZVGOTE 

CELLULE DIPt.OÎDE 
ANORMALE 11/11 

. A REPRODUCTION D'UNE LEVURE est normalement 
c;5etfJée. : elle se fait par bourgeonnement à la surface de la cellule; 

bourgeonnement en cellules haploïdes. L'accouplement d'une cellule 
haploïde a avec Wle cellule haploïde a donne naissance à WJe cellule 
diploïde normale aa . Des cellules haploïdes du même sexe peuvent 
aussi s'accoupler occasionnellement pour former des cellules 
diploïdes anormales (a/a ou a/a) qui ne pourront se reproduire que 
de façon asexuée · par bourgeonnement. Les levures industrielles se 
reproduisent principalement par bourgeonnement. 

. 1a reproduction sexuée toutefois peut être induite dans des 
•clitions particulières. Dans le cycle sexuel, W1e cellule diploïde 
•nale donne naissance à des asques, ou cellules sporales, qui 
1 iennent quatre ascospores haploïdes. Les ascospores sont de deux 
es sexuels : a ou a. Chacun de ces types peut se développer par 

Figure 1 (24 ) 
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Les noms soulignés en pointillé correspondent PUX genres de levures 

FIGURE 2 : Les Endomycétales ~ l~) 

(selon LODDER, 1971 (8)) 
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II ) Critères de selection des levures pour la production d-"·alcools 

la production d'alcools fait appel à de s procédés variés 

et est source d'innovation3 techniques per:nanentes,notam:nent en brasseriœ ,qui est le 

secteur industiel de pointe dans ce domaine. La profe3sion s'est attachée à definir 

le s propriétés requises par les souches de 3accharomycès cerevisiae utilisées pour 

la production d'alcool de bouche ou industriel. 

Ces propriétés,énumérées par A.H.ROSE(27 ) sont les suivantes: 

-Aptitude à la production d'éthanol 

Le besoin de cette qualité est év,ident mais on n'y attache généralement que 

peu de considération. Or tous les microorganismes susceptibles d'être utilisés ne 

possèdent pas cette a,ptitude au !'lême degré. Le degré d'alcool produit n'est pas la seule 

chose à prendre en considèration. En effet,il faut tenir compte des conditions dans 

lesquelles a lieu cette production. THORNE(J2 ) a mis en évidence la notion de viteese 

de fermentation qui caractérise la fermentation d'un substrat standard par une souche 

de levure. L'unité choisie est : mg de COzproduit/g de levure X heures. La mesure de 

cette vitesse sur substrat standard permet de CTiaux comparer les souches entre elles. 

Toutefois la fermentation alcoolique étant un processus enzymatique,l'activité de synthè~ r 

protéique influence la vitesse de fermBntation. la concentration en azote intracellulaire 

donne unedidée de cette activité de synthè se. -THORNE (JJ). a définit l'efficacité fermen­

-taire comme le rapport de la vitesse de fermentation sur la concentration d.'azote 

intracellulaire. C'est encore à l'heure actuelle le meilleur moyen de caractéri3er 

l'aptitude à produire de l'éthanol d'une souche de levure. 

-Production de compos és de flaveur 

Bien que l'éthanol soit le produit principal de la fermentation alcoolique,il 

n'a que peu d'importance sur le ~lan organoleptique. Le goût des boissons alcoolisée s 

vient en général de compos és présents à faible concentration et qui sont des produits 

secondaires du métabolisme levurien. Il est souvent difficile d'identifier tous les 

composés intervenant dans la flaveur d'une boisson tant leur nonbre est grand.L'apti tude 

de la souche . à excrèter les produits de son ;nétabolisme intervient elle a wssi,bien qu 'une 

sélection sur cette base ne soit pas pour l'instant envi3ageable. 

-Stabilité et Viabilité de c-o souches 

La stabilité des souches de levure a été peu étudié jusqu'à maintenant car 

la plupart des souches utilisées le s ont depuis des années sans évolution notable de la 

souche. De ce fait les souches sont considérées comme stables et font l'objet de peu de 

recherches sur ce plan. une difficulté supplémentaire dans l'étude de l a stabilité des 

souches est la mauvaise connais2ance du génôme de :=accharomycès cerevisiae . 

T.a viabilit8 d'une souche de levure est caractérisée par son aptitude à 

réinitier un cycle de croissance. Cela est lié 3. la teneur en ATP intracellulaire,qui 

e st la ~rincipa.le source d'énergie ri.étabolique. 'Jne perte de viabilité est toujours 

caus:§e ~r <me di~inution de synthÈ:se de l'AT:? ,sa d.égradati :m étant continue. :..es autre ::: 

nuc l éotide -phosphate influent auzsi par le 'Jr ccncentration sur la viabilité de l a 

l evure. ~n f onction de ~ concentrati ons des divers nucléotide -phosphate on ciéfini t 

la charge en énergie de la 3.'Juche considérée, dans les candi tions de !:'.anipula tiens utili:::é'°' 



Charge en énergie 
0,5(ADP)+(ATP) 
'(ATIP1+'(ADP)+(ATP) 

- 'l.J 

(28) 

La perte de viabilité se fait pour des valeurs très basses de cette charge en énergie 

( 0,15 chez ~acch. cerevisiae)~ La production d' ATP se fait à partir de trois sources 

d'énergie ?rincipales : - Les sucres de réserves (glycogène et tréhalose) 

- Les lipides (triacylglycérol,stérol,ester) 

- Le RNA 

L'utilisation des lipides et du RNA ne se faisant qu'après dégradation totale des sucres 

de réserves,c'est la teneur en ces sucres qui représentera le mieux la viabilité d'une 

souche. 

-Flocculation 

Suivant le stade de la fermentation où l'on se trouve cette propriété des 

levures peut ê'tre désirable ou indésirable. Elle réduit l'utilisa tian des sucres du 

milieu,mais permet une filtration du môût fermenté plus aisée. L'étude de la flocculation 

est rendue nalaisée par l'influence importante de la forme de la vaisselle utili:oée pour 

conduire la fermentation.Les processus physico-chimique ayant lieu lors de la flocculatior 

n'ont été élucidé que récemment. La compréhension de ces mécanismes permettra de mieux 

maîtriser ce facteur. 

- Tolérance à l'éthanol. 

L'éthanol,bien que produit par les levures leur est toxique à trop forte­

concentration. La tolérance à l'éthanol est devenu un facteur limitant pour les fer­

-mentations à haute gravité en brasserie, où on parvient à des titres en alcool 1e 14°à 

i6° GL. la difficulté est tournée en sélectionnant des souches résistantes à l'éthanol. 

ùans les fermentations moins élaborées,la tolérance à l'éthanol est un problème moins 

crucial,mais dont il convient tout de même de se préoccuper,la toxicité de l'éthanol 

provoquant un ralentissement de l'utilisation des sucres par les levures en fin de 

fermentation. 

Dans la fabrication du rhum.les levures ne sont pas caractérisées 

:=:elon ces critères. La station de biotechnologie des fruits et légumes du C:.P..A.A.G. s'esi: 

donc fixé co~me un de ses buts dans son programme rhum, la caractérisation des levures de 

rhu!T'erie selon les cri tf'res qu'on vient de définir. Cette action devrait per:'lettre aux 

industriel:; de niei;x choi:::ir leur::. '?.ouches de levures et, à terme, d'améliorer la qualité 

de leur :;iroduit= .. Il est capital d'avoir à l'esprit que tous le s critères cités inter­

-agissent entre eux et que seule une étude de la dynamique de ces interactions sera 

efficace. C'est dans ce cadre que se situe la partie pratique de ;:ion stage. Pour nieu~: 

appréhender les problèmes,une connaissance des processus de fabrication du rhœn s'i:1pose. 
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Chapitre II Fabrication du rhum 

I 1 Botanique et agriculture de la canne ~ : ucre 

~a canne à sucre est une plante graminée de la tribu de3 andropog~né€ 

L'e:::pèce la plus couramment utilisée est C:accharum officinarum. L'origine de la canne à 

.';1.:.cre ::erai t la Nouvelle Guinée. De là, sa :pro:paga tion aurait eu lieu en plis ieurs temps 

jusqu'en Z::=;pa.gne,d'où C. COLOME l'emmena vers le nouveau monde en 1493, L'espÈce d'ori­

-gine 2erait 3accharu~ robus tum . 

L'exploitation indu :;trielle de la canne à coucre ne commença que tardive;nent aux 

Antilles Françaises,puisque ce n'est qu'en 1644 que débuta la fabrication du s ucre en 

Guadeloupe. La. Ï'Iartinique 3uivit deuz an.s plus tard. 

La. situation des Antilles est idéale pour la culture de la canne,puisque cette 

plante herbacée annuelle se plaît dans les régions tropicales et subtropicales chaudes 

et humides.3a. zone culturale s'étend de 35° de latitude Nord à J0° Je latitude Sud. Cette 

pla·nte ne :peut pousser en altitude et la température minimale requise pour sa croissance 

est de 2o~c. 

1) Anatomie 

Ia partie aérienne de la canne à sucre est une tige pouvant atteindre 4 .mètres 

de hauteur,formée de nœ.i.ds et d'entre nœ.i.ds. Chaque n.Œud est pourvu d'un bourgeon 

permettant la multiplication végétative de la plante. L'ensemble de la tige est recouvert; 

d'une écorce dure.Les feuilles,portées :µ:i.r la tige,s'insèrent au niveau des n<Wds et 

'"ont.dures et coupantes. Une représentation est donnée :par la figure 3 (8). 

Les canne3 poussent en touffe de 5 à 40 tiges. Lors de la l71aturité sexuelle, 

on voit apparaître au sommet de chaque tige une fleur bisexuée,verticale , La floraison. 

provoquée par un ensemble de facteurs biocli:natiques (durée du jour,T 0 ,% d'humidité du 

sol ) ,annonce la récolte • 

2) 3élection variétale 

Cette sélection est principa.lem;ent effectuée hors des Antilles Françaises. 

Toutefoid les Centres Techniques de la eanne et du Sucre (C.T.C.S. ) de Gua~eloupe et 

de :.ra.rtinique interviennent dans un programme de sélection en utilisant les critères 

suivant : - Rendement à l'hectare 

Richesse en sucre 

- Epaillage naturel 

Tenue verticale des tiges 

- Tolérance au charbon 

Les résultats obtenus au C.T.C.S. ~ontrent que la variété de canne influe sur la q~alité 

de la fer~entation,5 ) 

3 ) Prédateurs et maladies 

=-.es principa.u:-: :;iréda teurs de la canne sont le rat (:::a tus norve .dcu;:; \ et le 

borer (Diatraea :accharalis ~· qui est ;.in insecte foreur. La canne e.st aussi sujette 2:. 

trois '.Tlaladies poL:.vant être grave s . Il s'agit du c;harbon,cau3é :;;ar un champir;ncn,:'échau­

-dement d.es feuille s cau::;é :::;ar une bactérie et le rabou;ri .s senent des re::iou ~; se:: causé 
')ar un virus . 
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4) Techniques culturales 

la canne à sucre est une plante pérenne. Il n'y a donc pas lieu des replantations 

tous les ans • En général la replantation est faite tous les cinq ans. Une telle techniqus 

nécéssite une bonne préparation du sol. La rélJa.rtition du coût de cette préparation sur 

les cinq année~ de repousse permet un équilibre financier de l'opération. 

La culture peut se faire suivant deux cycles différent;::.: -la :petite culture qui 

i~1_)ose la '?lantation en début de 2aL::on des pluies (Avril-i,~ai) et la récolte 12 mois 

plu:.: tard. 

-la grande culture, 

qui impose la plantation en milieu de saison des pluies (~eptembre-Octobre ) et la récolte 

15 à 16 m. ois après. 

Si la petite culture est plus logique d'un point de vue physiologique,les grandes 

exploitations,pour des raisons de rendement et '.~ ocio-économique s .?réfèrent la grande 

culture. La plantation a lieu elle au::si,suivant deux modes : -la plantation piquée, 

r;ù des plants de têtes prélevés sur des cannes mûres sont piqués verticalement en terre. 

-la plantation couchée. 

en canne entière, qui est prâtiquée en raison des difficultés de transport des bT:t·:res. 

~es - ~~es né~é 3 sitent une fumure à base d'azote ,de phosphate et de potassium. 

~récolte ~e fait ooit à la nain , .:oit par machine autonatique. Dan:; les 

i\ntille2 Françaises elle e::;t généralement précédée d'un brûlage du champ. Ce brûlage est 

considéré comme néfaste pour les récoltes suivantes. 

La culture de la canne s'est dévéloppée principalement autour de l'industrie 

~ucrière,le rhum étant resté un sous-produit jusqu'au 19° siècle malgré une apparition 

quasi simultanée à celle du sucre. Ce n'est qu'après cette date qu'il s'est élevé au ran€ 

de produit industriel. 

IIl Technologie de fabrication du rhu~ 

Sntre la :na tière pre.·miè re canne à sucre et le produit fini rhum: bien 

deo:: transformation:-; ont lieu\ fig. 4 ) . Le rhum s'étant developpé en tant que sous-produit 

ce sont les mélasses et les éc~~es de défecations qui ont tout d'abord servies de 

.substrat de fer:hentations. Far la suite,on a utilis .: les jus ie canne et les s.iro:;is. 

La technologie d' e·draction du jus e::t la même en distillerie qu'en sucrerie. Le:; r:é la::: -,e : 

et le ·~ siro-ps :;ont achetés directenent aux u2ine '::. de fabrication du .:: ucre. 

~e pre~ier atelier de la fabrication du rhum e~t celui de la préparation du 

~oût. ~nsuite ce ~oût est ense~mencé -par un agent de fer~entatmon a~proyrié. 2nfin,aprÈ~ 

cette ferr.entation . le vin obtenu est distillé pour obtenir le rhum ou de l'alcool de 

canne indu2triel. 

1 \ Prépa.ration du !71.oû-':. 

Se .lon la défini tian légale le rhuri ne peut être pré?aré qu' S. partir de,-: 

urodui t ~ ou 0:ous-?rodui ts de la canne à 2ucre. Tou:~ le :.; subs trat::: utlilisé ,- ser ont donc 

de :::: dérivés d.e l'indu0trie sucrEre. 

a ! :-.ies :r élasses 
Il s 'agit du : ous ::iroàuit terminal de la fabricati on du ::ucre. Slle -· contiennent 

encore de forte concentration en ~ ucre nai .s celui-ci n'étant ]lU3 cri ~ talli ~able 



Figure 4 

La fabrication des rhums ( 21) Canne à sucre 
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elles sont inutili -=-able s pour l ' indw-trie sucri ère. Le : rr. élasse 2 ':' Ont à l'origine du 
/ 

rhu!n induc, triel. Le rhu:m. agricole e ~-; t lui 
1 

fa.bfi ~..._1i à :partir de ::: jus de canne. I.a compo::,i-

-tion de2 ~élasse s e s t trè~ c omplexe car en plus de s i mpuretés du jus brut on y retrouve 

des c or;;_ po.:.és -provenant de la dégrada tian d'autre ~ compos és en présence des réactifs 

d'épuration ains i que de s produits de l'altération de ~ sucres par la chaleur et la cha~. 

~e s tabl eaux II et !Ibis donnent la compos ition gén~rale de s mélass e s de canne. 

-. 

% Mélasses 

17-25 20 F.au 
30-40 35 saccharose 
4-9 7 Glucose 
5-12 9 Fructose 
1-5 3 autres sucres rfilJ:t:e.lrn 
2-5 4 autres carbobydrates 
7-15 12 cendres 
2--6 4.5 Canposés a.Zotés 

).1-2 0.4 cires, stérols-
phospholipides 

- - pigments 

- - vitamines 

--

Tablea u II : Co'.:rpo:: i ti on de :s 

r.iélass e s (8! 

1 

( 

Autres carbohydrates 

Gomme solubles 
Amidon 0.72 
Inositol 0.2Q 
Phytine 0.18 
D-Mannitol 0.50 
Méthoxyl 1.80 

Cendres carbonatés 

Bases . % des cendres 
K20 30-50 4.8 

cao 7-15 1.2 
- MgO 2-14 0.98 

Na2o 0.3-9.0 0.10 

Fe 20/A1 2 
03 0.4-2.5 0 .12 

Acides 
S03 7-27 1.8 
CI 12-20 1. 8 
P205 1-10 0.6 
Si02 et 
insolubles 1-I 0.6 

Composés azotés 

Pro tel.ne 
acides aminés 
24 acides présent, 
dont 

alanine 
aminotutyrique 
Acide aspartique 
Acide glutamique 
glycine 
lysine 
Sérine 
Thréonine 
Valine 

2.5-4.5 
0.3-0.5 

4.0 
0.5 

mg/g de mélasse 
0.20-0.22 
0 .06-o.22 
0.90-1.65 
1.02-1.04 
0.06-:0.07 
0.05-0.07 
0.39-0.80 
0.30-0.90 
0.11-0.20 

Acides et bases nulè:iques 
~e 
Ifypoxantme 
5-Méthylcytosine 

l 



Tableau IIbis : Composi tian des mélasses ( 8 ) 

Acides non-azotés 

Aconitique 
citrique 
malique 
mesaconique 
succinique 

1 etc ... 

1.6 

1-2.5 

c Cires et stérols 

1 - Triacontanol 
Phytostérol 
Stigmastérol 

chorophylle 
tannins 
anthocyanins 

biotines (H) 
choline (B4) 

Pigments 

Vitamines 

acide folique (B complexe) 
niacine (B complexe) 
acide panthothenique 
(B complexe) 
riboflavine (B2) 

pyridoxine (B6) 

thiamine ( B 1 ) 

3.0 

2.0 

pg/G 

1-3 
880 
0.3-0.4 
17-30-

20-60 
2~3 

1-7 

I.6-1.0 

~~5 



b) Les jus de canne ou vesous 

Le3 ju3 sont obtenus par broyage de la canne et sont ensuite filtrés. I.a 

co~position ~oyenne des vesous est donné :?ar le tableau III. Les rh~~s fabriqués à 

partir de jus reçoivent lë qualificatif de rhum agricole. 

TIGE DE LA CANNE 

Eau 

Extrait sec 
Partie soluble 
Fibre (sec) 

Constituants du jus 

Sucre 
saccharose 

. glucose 

. fluctose 

Sels 
acides minéraux 

. acides organiques 

Acides organiques 
acides carboxyliques 

. acides aminées 

Autres non-sucres 
proteine 

. amidon 
Gomme 

. cires - lipides - phosphatides 

Autres 

Concentrations minérales constituants 

Potassium (K20) 
Sulfate (so 3 ) 
Chlorure(CIJ 
Calcium (Cao) 
Magnésium (MgO )· 
Silicate ( Si02) 
Phosphate (P205) 
Oxyde de fer (Fe203) 

Cendre sulfates 

Cendres carbonates 

CANNE (%) 

73 - 76 

24 - 27 
10 - 16 
11 - 16 

% extrait sec soluble 

75 - 92 
70 - 88 

2 - 4 
2 - 4 

3.0 - 4.5 
1.5 - 4.5 
1.0 - 3.0 

1.5 - 5,5 
1.1 - 3.0 
0.5 - 2.5 

0.5 - 0.6 
0.001 - 0.050 

0.30 - 0.60 
0.30 - 0.15 

3.0 - s.o 

1. 31 
0.52 

0.29 
0.28 
0.71 
0.40 

3.64 

Tableau III : Composition des jus de canne (3 ) 

' • 

--. 
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c) Les sirops 

Ils sont obtenus :par concentration d'un jus ayant subi une défécation. Leur 

caractéristiques sont donc proches de celles des jus. On nomme "gros sirops" des :nélasse.::: 

peu épuisées. Ces gros sirops servent parfois à la fabrication du rhum. 

Qu'il ::.'agisse de méla::ose,de vesou ou de ::;irop,la matière première 

e;:;t tro?J concentée en sucre pour être utilic:able par de::: levures. On dilue donc avec 

de l'eau de ~anière à obtenir la concentration souhaitée. Cetteconcentration est évaluée 

par densimètrie. Pour une mélasse la densité initiale du moût doit être de 1050 à: 

1060 !-<g/m'. Pour les jus de canne on travaille avec une densité légèrement inférieure de 

l'ordre de lOJO à lo40 kg/rl. La dilution de la matière premiÈre est particulièrement 

importante puisque la teneur en sucre détermine non seulement le titre en alcool du vin 

obtenu mais aussi sa concentration en composés de flaveur et donc les qualités organo­

-leptiques de la boisson préparée. Ces composés de flaveur ·:peuvent aussi se montrer 

toxiques pour le2. levures ( 1). On assiste. donc à deux effets antagonistes d'un même campos < 

le sucre,qui ralentit les fermentations par :3a toxicité pour les levures;mais qui en tant 

. que :::aurce principale d'énergie accélère les r:i.êii1e fermentations. I.a concentration du moût 

en sucre est donc à déterminer avec soin. 
... ' Le sucre n'est l)a.S le seul élément nutritif qui doit être présent dans le TI!o~·c... 

En effet,les levures utilisées ont des besoins en azote qui ne sont pas couverts par 

le2 teneur::: en azote des mélasses ou des jus. Il est donc nécéssaire de complémenter 

le moût. Aux Antilles Françaises on utilise le plus souvent le sulfate d'ammonium 

((NH~)1 SO~) dans des quantités de l'ordxe de Jkg pour 100 Hl de moût. 

Dans la préparation du moût,une protection contre les attaques bactériennes 

s'avère indispensable. Elle peut être assurée par des antibiotiques tels que la pénicil­

-line (20 J ou i;iar une stérilisation partielle ou totale des moûts. A ces techniques . on 

préfère aux Antilles Françaises une acidification du :n.ilieu par de l'acide sulfurique 

( H2 ::J~1. Le~. quantités d'acide utiles sont de l'ordxe de 2 1 d'acide pur pour 100 Hl 

de moût,ce qui permet d'avoir un pH de début de fer~entation situé entre 4 et 5 . 

2) Atelier de fermentation 

Après préparation le moût peut ètre ensemmencé. Le choix de l'agent de ferr~ enta­

-tion candi tionne la qualité du rhUf.l à. produire. la levure la plus fréquemJ",ent rencontrée 

actuellement est '.:accharomyces cerevisiae,bien que quelques distilleries travaillent 

encore avec Schizosaccharomyces nombe qui était tr~2 utilisée au 19° si~cle. D'autre ~ 

levures du genre ~accharomyce-~. comme ::-acch. chevalieri ou ~ac ch. rouxii ]euvent être 

rencontrées occa2ionellerent. L'influence de l'agent de fermentation se fait sentir l 

deux niveaux: -sur la production de composés de flaveur 

-sur la durée de fer~entation 

:::les cri tf;res de rentabilité éconoèiique ont amené les indt.:strieL; à ]référer ._:acch. 

cerevi ~ iae,nl~s rapide en fernentationià ~ chizo 2acch. ~onbe,considérée co~rne ]rodui :ant 

de :: rhu:n '- de :neilleèlre qualité or(:,-anoleptique • .Se taux d' en.~ e'.:1mencement choi :: i jouera 

aussi :ur la durée de fer"1entation et sur la :production de COT?o cc és de flavet.<r; nais il 

senble qu'en ajustant correctenent la complémentation du ~ont, l'effet de ce facteur soit 
1''•'(1 \ .... i::i.i t.e .... · . 
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Les caratéristiques générales d'une fern.entation sont données dans le tableau IV. 

-
TABLEAU IV (22 ) 

Quelquea donnéH sur lea fennent.tlona aux Antillee Françalaea 

Données 

Densité Initiale .. .. .... . . . . .... . 

DensJté finale .... . . .. ....... .. . 

Sucres réducteurs Initiaux ..... . 

Sucree réducteun1 finaux .. .... . . 

pH Initial .... .. . ........ . . . .. . ... J 

pH Ariel ........... . .......... . 

Sulfate de NH~ ajouté .. ....... . 

Degré du vin ..... . . . . ..... . .. . 

Alcool dans les vlnanes 

Rendement 

Volume des CUY89 . ... ... ... ... . 

Température dans les cuves ..... . 

Durée de la fermentation ....... . 

Population Initiale en levures . . . . 1 

Rhum agricole 

1.03 à 1;04 

0,919 à 1 

80 à 90 g/I 

0,7- è. 1,2. g/I 

4,f à 4,5 

3 è 3.3 

29 g/hl 

4 à 5<>GL 

0.03 à O, toGL 

50 à 60 1 d' AP par tonne 
de canne 

200 à f .000 hl 

30 à 37oC 

36 à 48 heures 

100 X 10"/ml 

Rhum industriel 

t,04 à t,05 

1,011 à f,024 

90 è 100 g/I 

3,9 à 11 g/I 

4,3 à 4,5 

3,5 à 3,7 

20 à 30 g/hl 

4 à "4,SoGL 

0,03 à O.SoGL 

200 à 250 1 d' AP par tonne 
de mélasse 

200 à 1.000 hl 

30 à 37oC 

38 à 48 heures 

100 X 10'1/ml 

L' ense!'lrremcen.ent des cuves peut se fai:re selon trois procédés principaux. Aux 

Antilles Françaises quelque soit le procédé choisi l'ense~mencement 3era non ~térile. 

-Ensem:nencement par cuve-mÈre. I.es levures ;iroviennent d'une c uve 

en pha~e active de croi ~sance aérobie. 

-En: e"'lmence::ient -:_)ar co,1-page. Le::; levures proviennent d'une cuve en 

pleine fer7.entation (croissance anaérobie ) 

-En :::emmencement "caca grappe". Le.:: levure :; proviennent d·',.me c uve en 

fin de fer~entation;juste avant di s tillation. 

Le::: trois "Jrocédé '3 sont 1~tilisé~3 en Gœdeloupe, et il arrive mên.e qi;.' au .sein d'une mêne 

L< sine :pl '...:s ie ~;rs s oient t:fili s és. 

PoLr la bonne ~arche de la fermentation il ne fat.<t -ças renplir compUte.i'ri.ent les 

::: ~ ives avant ense:n:ïlencement. Decx technique:: de re::ipli::.:sage ;:ont er:r;iloy~e :: en C-tadelo i..;:;ie. 

-!-'ei!lpli .ssage fractionné. La c uve e :·t ren.plie à :n.oitié puis on .9roc ?: d.e 

- l'en:2 en!".encesent;co::ine ,:,i la c;ve était totale"<ent :::"er:tplie. A:prè ~- i;.n délai d 'environ 

5 ~ an re~plit la ::1.0itié du voluse ~e~tant et on ter~ine le rempli ~sage 10 H a~r ~= le 

d.ébLt de l a fer'.lentation. La durée totale d.e la îer;'.'!entati on :: t.:.ivant cette technique est 

de 24 '.-f 3. J6 H. 
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-Re;npli c-. sage progressif. Les levt:re s sont présentes dans la cuve 

d.e fer:nentation dè -; le début du rempli::sage. Ce dernier ~:;e fait en 4- H environ,de :nanière 

contin~e. Cette techniq~e 1_)résente le cros inconvénient,en pa.rtict:lier sous les tropiq~es , 

de provoq;.:er un échauffement i ,-; ')'.lrt.a:,nt des cuves. Or · la tenpérat i.; re de fermentation 

infl;; e s c:r la prod1~ction de compoé:é s de flave ur, le stocicage des graisses et celui des 

:::Gcres. Les hautes te:npératures favorisent aussi les infections bactériennes. Compte 

tern ~ des diffic t:ltés de refroidissement rencontrées en Gt:adeloupe , ce ::n.ode de remplissage 

e ~;t trÈ s péna..1-isant. 

Les caractéri'=tique:: physico-chir:cique de : vin<:: obtenus en fin de 

fermentation 2ont donnée s dans le tableai.;, IV. 

J) Atelier de di:tillation 

Un seul type de distillation e ".t em"()loyé en G;_:adelou:;:ie, la distillation continue 

en colonne. Le princi-pe en est donné dans la figtire 5. 

A PARTIR DE LA llEL.4SSE 

en 

sip~ande sortie 

1 

du YinlSl!S 

v1nassu 
1 ipuisiu 

4 

Schéma 
de principe 

d'une 
distillerie 
d'alcool. 

1;"' ,.. .. ' - • • d' d" t"ll . d' 1 1 ( 1 /J. ) _ i ,:- ::re ::> : cerna a.e 7r1nc1 1_)e ': ne i :::: i ~-erie a~coo . ~ . , . 

2ette distillation e n colonne 3 ' -:inpose 2. la dL=.tillati on àL=.contim·e en alanbic 

q;:i était -:;ratiq ~. ée ini tiale::i ent auz An tille :~ Françaises. Cette derni ~re, bien q :.:e 

')rcdLisant de s ea :;x <le vie è.e :neille :..re q:;ali té ( :3 ) a été abandonnée 1_)o:.;r de::: '7.otif2 
écono::i.iq 1. :es. 
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~e s colonnes ont été :nodifiées -par rapport qu sché'.!la de principe précédent.de 

"!anifre à le;ir permettre de couler un rh1Jm à 70°G:'.:.: à partir de vin ne titrant pas plus 

de 4 À. Y,G:.. la rectification a été li:dté,pour qœ le rh um produit con::::erve de ::: qLalité.: 

orfanoleptiqœs satisfaisante:::. Ce ::: colonne :: rr.odifiée s ont reçu l'appellation de colonne 

créole. 

l,' alinenta tion en vapeur de s colonnes e ::-: t as surée par brûlage de la bagasse, 

résidu cellulos ique d u broya,:;-e de ~- cannes. =:,e no::ibre de plateaux de concentration::: varie 

de troi"" .1, cinq,alor::- q t:.'on compte en r énéral vingt plateau'< d'épuisement. ::es nombre s 

de pla tea i;.x ":: Ont assez proche ':: de ' r:inir.ia théorique : , et -le ': colonnes réclame t:n chat.:ffa ,- é 

i '."lportant pour 'Jn bon f onctianne11ent. La bagasse étant ;; n s ot·" produit :an<:: a utre 

~tilisation q t: e la c onbu~tion et étant di ~ ponible en grande qcantité,la dépen2e en 

cha1:ffage e::t trP.- faible. Par contre , le faible nombre de plateaux: nuit à la qt:ali té dL 

rh · ".' car le te!'lp:-· de ~ éjo ur dan la colonne e ':' t em.rt ce qui ne perl"let pa;, à de nomheu c:: e "' 

réacti<:m := d'estérification de :: e :?rOd'..:ire\lJ ) . Le s eaux de vie prod"clites en colonne 

contim:e seront donc de ::ioindre valeur organoleptiq 1 ~e q1Aecelles produites en ala:nb~cs où 

le temps de s éjour est bien supérie cr. Il demeure toutefois possible d'a11élio~er de 

façon sensible la qualité des rhur::sdi:Stillés en continu par quelques modifications des 

colonnes vi sant à. aur Menter le tem:?s de s éjour du r:ioO.t dans la colonne. r .. 'ne action au 

niveau de la dinen::: ion des colonne:: , du type de pla teac.:x utili :: és ou de l' inten3i té d:.:_ 

flux d' écoclement ont hélas 1; n effet négatif sur le rendement financier de la distilla ti c: 

et le2 indt:striels hé.:i tent à intervenir sur ce <:: pa.raraètres. Quelques améliorations 

"' inple ::. pei.:vent qi. 'and !'lêr.te être :nL::es en oeuvre '::ans dimim;tion du rendement. Par exemple 

1_·n co~..:lage si,;r les ?lateaux titrant 45 à 50°GL où 2'accumi:.le l'alcool a:nylique et le 

recyclage de ce co i..: lage per::iettrai t l' e :: térifica tion de cet alcool, auf71entant la forma tL:: ~ 

de CO'llJO s é :~ arori.a tiq t.: e s de qualité. 'Se cha'.'lbra.;e dt· :":oi;t à 98"C ?endant JO '1ini.;.te :: 

favorLe au c:si la for!"a tion d'ester -:; et e :. t dona facte i.;.r d' a~élioration de l a q i.:ali té\ lJ \ . 

III ) Concl~·sion 

' race 3. cette ét'..:de :,i;ccinte de la fabrication d u rh '~~ . on pei.:t cerner :.: n :ie 1.: 

:'.!J.e ; x les facte '; r -: infLiençant la q t:ali té d:.. rh L::"! . Par :-;lJi te il est ::;io :-:,s ïble de définir 

3. q1.:el niveau le '.: action ~ doivent être entre1,Jrises et ::;iar qd, Ainsi :.: ne action 

s <.: :: le s colonne :::. à di ·.:.; tiller 1 :i elle e ::t e nvi:-:a [ eable et '71.êr.e so :_:hai table , n'est pas d t• 

re 2sort d' 1 . ..:n laboratoire de recherche. ?ar contre les amé l iorations po::sibles des so:;ches 

de lev1_-re ~ en; d ;..: type de CO!"?lé!ienta tion azotée font '9artie d t.: progranme d.e recherche de 

l a station. 'En fonction de l a connai sc:ance acquise de s ?recédés de fabricati on dL: rh ~-,., 

on pe :. t chercher ·~ affiner J es cri t2res de .:>élection te:!.. ::: q ;.: ' ils ont été défin.L:. ]ar 

A. r:. R0 '="2" (27Î,en v i_:.e d' :;ne ;iroduction .-: :pécifiq1. e de rhLs. 



. :; :,'.": .cy..-t:-

Chanitre III Ca::.actéri sation des levures de rht'I'lerie en 

Gï:ade l o1..:pe 

Il est proposé dan:::·. ce chapitre de faire l'inventaire des données 

di s~onibles ::1.1r les lev1 res de rh~ ~erie, en fonction de :: cri t f; res définis ~récédemrient. 

Dan::. la '"", e ~· :.re dt: po:::sible on cherche!"a -3. préciser les action3 à :::ener po1;r a méliorer 

l a connaissance physiolor ique de ces lev~re s . 

I ) Flocct;lation 
• 

Il n' exi:::.te a 1:c :; ne donnée concernant la flocc vlation de::: lev-..:re ~. de 

rh:_:n -:. Cela n'a q i;e pe i; d'importance lès fermentations étant condt:ite ::: sans a gitation 

avec des levure ~ ba10 ses et dans des c1 ;ves 0 1;.ver tes à l'air libre. Tant qu 'a:.: c c.ne nodifi­

-cation n'a1;ra été apportée à ce procédé de fabrication il n'y a pa.::: liec: de 

3 'intere '3 ser à la flocc ulation de"- souche ~~ enployée s . 

II ) Tolérance à l'éthanol 

::.e =. ferr:i.entation~: : ont e;énérale r.ient con.lui tes a LX Antilles Frarlçaise 

avec ::acch. cerevi:=:iae . Ce 3 levi.lre s .:;upportent sans dommage des degré:-> d'alcool ?Ouvant 

dépa.:-:ser 10" :";1. Or po i.:r de s raisons diverses le s moC.ts ne titrent pa::: plus de 4 à 5 ~ C'L 

anrPs fermentation. On e s t donc tr f. s loin du se ui:l de tolérance et i l e c-: t im:ti l e po ur 

l' im: tant, et : ocs réserve de modification de s procédé:: de fabrica tLm ,de :o électionner 

le s levtres sur le ur tolérance à l'éthanol • 

IIIÎ Aptit :.:.de à la prod~_- ction d'éthanol 

Cette apti t :_:de '.' e T'.l e '°ure 1 conme on l'a v; :1 "'..Jar 1 'efficacité ferne ntair· 

d.e la 100 1~ che éti:diée. Le s se ules ét, :des faites sir levures de rh1:2 ne concernaient pas 

l a vite :=o se de fernentation telle qu' on apu la définir a i..: cha pitre I rn.ai ? la vite s se 

d' :-ti l i -:ation d' un :::' :.b ·· trat variable par .::a concentration en si.;cre 1à des taux d'en:::e r:-,­

- :nencement variable s < 21 ) . ?AFFAIT lors de cette ét'-Cde ar:::-i ve à la conclusion q 1;_e 

l 'a i..: g::i.entat1on di.; taux d' ens e '"'!ï'.lence ,.,e.nt et de la concentration en s:.:_cre favori sent 

1 ' 1; tilL ·atiJn d·.: s:.:bstrat. I l ne caractérise pas ses so1..:.che s par :_;ne vitesse è.e fer:nenta­

-tion 2c:r r:n -: :.b :: tra t : tandard et n' éLdie pa .::. sys ténatiq1_:e ment l'effet de 2 var iations 

a:ppo::-tée .:: a u :'lilie l1 SLlr la ~rod:.1 cti on de compo::: é '.è aro!T'.atiqr e s . Se :_ l e :.,ne ét 1~de a L: ni vea :; 

des alcool~ sL ~érie ~rs e s t ~enée. 

To:_; t l e travail de caractéri ::a tion de ::: -~ 0 1· che s --.t: ce :ptibl e s d'être :;ti l i s ée .:: e n 

rh,_;-ne!:"ie Te :- te d onc 3. fai r e en ce q L:i concer ne la vi te :~ se de fe :::-::ientati on. La d éfi nition 

d:, - ·..:b ,.. tra t · tandard n' e :::t pa::. faite. 

Ï_a caractéri:~a tian o: y s téci.a tique de :: s oL•.ches œr l e ' .. 'r tene tT en azote intr ace lL:-

-1aire n1 a -;a.: été entr e :Jri '. e . bien q ue la ni.éthode de do a f: e de cet azote _e 'Tcble a c: Joint 

3. l a -: tation. T.a :'.éthode i:tili· ée est celle de KIBLDAP.L décrite e n annexe l (p .1: 

PT \ ?roà.i.:ction de con')o s é :0~ de f lave c:r 

Ce s ont ces c ompos ~ s qui déternin~ le goût caractéri s tique d ' ~ ne 

ea L de vie. On rencontre ~ énérale ·~e nt le ·:: ï'.ê ne . d' ~ ne ea : de vie J. l 'a;; tre cai .:. en 



de:: ;_)roportion '> va~~iable -:: , :=;pécifiq:Je :: po ~:r 1.ne boi s son. Ce :: co'"'lpo:: és sent de ::: prod ..; i ts 

:.eccndaires d :., ~étaboli ~e ferr.i.entaire m.· ré ::.1,l tent de 1a dér radation d' aL.. tre ::: élé!lents 

lor: de la di~tillation. Dét~de de le ~r nétabo li ~ ~e doit per~ettre de créer le ~ conditioni 

O?ti:rale :ë à. la pr::>dLction d' L ne f r action aror:a tiq'.:. e de bonne q <..ali té. Plu:: de 400 co:r.po·:, 

ont été déno:7:bré :-: q' ' ::m pe c.:t rassembler en qi.:.elque c''. r rand:ô ; roi.:pe r: : 

-le-= conpo :. é::: phénoliq i_;e ::: 

-les acide ~; gra :: volatil:: 

-le::: e s ter:: 

-le" alcools s upérieur " 

T_'ne idée de ·, diverse ~, tene·-.:rs :r-encontrée:: dan :: le c::; rh1..:;r,:. e ~ t donnée dans le tableat~ V 

TABLEAU V (21 ) 

Analyae d• dHNrenn '4:hentHlona de rhum. Pour le rhum agricot., IH chlffnla reprêaentent I• moyenne 
d• 30 an•lyna, pour le rhum de mélaaaa 1 8 an11lyu.. le• méthodff de doe•gft employé• comtapon­

d...t à ceu• ct. Ill méthode offlciefle françai•• 

1 
Rhum agrfcole 

1 
Rhum de mélasse l 

Rhum 
1 Rhum 

Dosage Unité Va leu ra 1 Valeurg • grand de sirop 
Moyenna \ Moyenne arOme • extrêmes extrêmes 

1 1 

' 25.40
1 

5,50 à 50,37 1 

; 

Acides totaux g. a acétique par 1 33,65 ; 12,35 à 50,00 317,30 72.00 
hl d'Ap ' i 

; 

1 5,331 
--· 

Aldéhydea .. g. acétaldéhyde 11.22 2,00 à 40,80 1 3.10 à 8,80 15,00 11,20 
par hl d'AP 1 

Estera g. acétate 
1 27.91 . 8,09 è 42,24 i 28.03 , 1,28 à ~. t 1 313,28 1 47,52 ...... 

d'éthyle par 
! 1 hl d'AP 
' 

236.91 1 

' 
Alcools g. lsobutanol par : 220 à 825 190 à 275 38,00 

1 
228,00 

supérfeura .. hl d'AP 310,64 
i 1 

Furfural · .••. i g. par hl d'AP - - - - 0,50 1 1.30 

Total du non·, 1 
1 

303,921 1 alcool . .. . . . 375,171 230 à 721.1 i 251 à 379 684,08 1 360,02 
-- ~ ----· .. . 

Rh, t:7 

lé':'er 

15 

12 

}2 

J9 

- -

100 

On ar.pe lle rht:" "grand arô'l',e" :~ n rhv.' . prod L.i t gràce i ?chi zo2acch. uo'Ttbe et de s so1;che s 

co,,,"le agents. è.e fer'"1entation::::. Le rhu-1, léger e -' t '-'n rh L;n ayant ::: :;bi t, ne rectification 

710 • .. :: sée lor- d.e la di s ti l lation. 

De ce tablea L: il re 3ort q t e les alcool .: ël ::_Jé:-ie1.r:: :: ont lec compo ·,~ é ë le ~ ?L: 

i:i::i0rtant q ; antitative::i.ent. Il3 s e r ont donc l'objet d' :.:ne éü:dé ·m peL "?h:: a-;i:i_:rofondie. 

i' co~~o ~ és piénoliq~ e:=: 

'.Jn le :: ::::'.' encont:-:-e dan::· la f r action aro:"1atiq :; e de ::: ea:.;x de vie vieillies en f Ct 

Jl.. ::: ne ::ont ';3- :::: f ·0r'.'1.é a :: co '-·=· s de 2.a fer r:enta tian :':ai ' -çroviennent de la dé [Craè.a tian de 

1..a lü nine de bci '° . ::.:e -- co:n-:;o · é'O" t·a:_: vé:-: se'"'.ble dé"?endre de la na L .:re d:.... èoL e"'?loyé. 

r·ne éLde :.·::::- le vieL'._ li - -e :i.ent des :rh .'""'2 doit être ent:: enri :. e en 1924 ?ar la ,3tati on 
de biotechn:Jlocie de::: f ::T i t:· et de.=.: 1-é~ ::ce :· de_: C. R.A.A.G. en collaboration avec le ·· 

C.T.C.:. de f"' ;:adel o:..ipe et de "a.::::-tiniq1. e. 
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2) Acide 2 ,'?_"Ta:: volatil :: 

Ce'è corrpoc é c -::.ont prodL0i t -:c: en trh: faibles q;;antité tar les levi;re <:: . ;'alÉ-ré cela 

il ' '"' Ont le ~ ::: econdc· en i:".portance qtanti tative. Let.:r ~ e ;; il de perception o:rganoleptique 

étant 111i a :; ::si très faible, ils inte :~-viennent de façon non négliEeable dans 1 'arôme. 

Le ur ori 2'""ine ëtétabolique, enco!:"e controve::_" :: ée, :.emble être le .:; acides o<-cétonique ~ ( 16). 

· ·ne a t:tre voie ?robable poL:r leur biosynth(;se 3erai t c..:n décrocha17:e pré!".latt;ré de l'hélice 

de :..YNEN qL;i ed la -voie de biosynth(-- e de:2 acide ,:. ~ras à long-t:e chaîne (fig . 6) 

.p 

/ 
,8-Cétoacyl-ACP 

réductase 
première réduction 

........ .Q;-o--
~ \ ... c5 

6- '--&' 
.\ 

CO, 

ACP-malonyl .. _o"' 
transférase .. ~ 

"' ~ 
[]" 

~-Cé.toacyl-A C\ 
synthase 

-(J~ eo "'o 

<JI 

/ \ ....._ ,~-0 ~... 0 /~ _0 
.Q;- ~q.-0 

... ~ 
transfen de l'acyl à la syntha.se j " 

ACP .p 
acyltransférase 

I• 2,02 nm ij 

~SH 

Chaine latérale 4' -phosphopantéthéine 
de l'ACP 

Enoyl-ACP 
hydratase 

. . CH1 
~' / '\ 

CH R 

Snoyl-ACP 
réductase 

Représentation schématique du complexe acide gras synthétase. La proréi11e 
centrale est l 'ACP. Sa longue chaine latérale phosphopantéthéine sert 
upparemment de bras mobile qui déplace le groupe acyl d'une molécule 
d 'enzyme à une aurre, pour effectuer les six érapes nécessaires a 
/"addition de chaque uniré à deux carbones. 

'rl'" -1• o 6 • "U'li o d ~y"'Tl;'~T (10· '1 • l t: ~r~ , ;1e--C~ e -" lC .. ,~ - / 

::elon TA~'.:jQR et KIP.C:::OP (Jl \ les acides ~.Ta c: volatils,dont on tro uvera la li 2te de::: 

~"inci P"' 1~x -l 1.e tab1-ea1; VI.ne ::::iroviannent ::;as de la dé; radation oxydative des acid e s 

~Ta o~ à lon.:::•.·.e chaîne. 

8e.,. acides :-: ont de "'::on) indicatei...:rs à.' accident :è de fer'.'"lent.:ti.on car 2i le::: lev-...: r e::::: 

en "'._Jrod1 L :ent pe •.; . d.e è c onta,-iina tion ·· ;a:c des bactérie ~ d·:..: ty""Je Clostridia, Acétobacter o•.: 

'.:..actobacill c: -::,rovoq·.·.ernnt ·...:ne ·ensibl e a t:::::nentaiion de l'acidité volatile d :.: vin ""Jr:Jdt:i t 

( 3 \ · ~-a · ta ti an ·1et act;; elle7"'.ent a c.: point ; ne :néthode fiable et re'.JrodLctible de 

do :ca :: e de ce .· aciè..e ::: dan l e c: ~h L..:ï:c:: et l e:: '"'.o;'.:ts. 
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Nom Usuel Synonymes 

Acétique 
ethanoique 

Zoo nique 

Propionique 
., 

propanoique 
mét.hyl lacétique 

Acrylique Propénoique 

-sobutyrique Mét.hylpropanofque 

Butyrique Butanoique 
Ethacétique 

o<.- Mét.hylbutyrique valérianique 
actif 

Isovalérique Isovalérique 

Valérique Valériaip.que 
propylacétique 

pentanoique 

v<- Méthyl valérique rœt:twJ.µquJa:éëQ..e . 

Isocaproique isobutylacétique 

Caprol.que n-hexylique 
n-hexanol.que 

::: : soluble 
V: trés soluble 
i ; infiniment soluble 
f : faiblement soluble 

Formule 

CH3-C02H 

CH3~-C02H 

~=CH-C02H 

(~)2CH-C02H 

CH3-(CH2)2-C02H 

CHjCHz-(CH)CH3 
C02H 

( CH3) 2CH-Œ2-

C02H 

~(~)3-C02H 

CH3-(~)2~ 
(~)-C02H 

(~)2CH-(~)2 

C02H 

CH3-( CH2)4 ~ H 

_, 

Poids Solubilité 
,..; ::i.nt:: ~nsité 

MlJé:uJaire F.au Ethanol 

6o.05 i i 1.049 

74.08 i i 0.992 

72.06 i i 1.0511 

88.11 V V 0.950 

88.10 i i 0.964 

102.13 f i 0.941 

. 102 .13 s i 0.937 

102.13 s s 0.936 

116.16 s s 0.923 

116.16 f s 0.922 

116.16 f s . 0 .927 

Tab l eau VI : "?rincipaux acides s ra s volati l s d e 2 c.hur:i =: ( 8 \ 
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J ) Esters 

_e~ esters sont 3ouvent considérés co~ne la fraction aromatique la plus impor­

-tante de s eai.:x de vie~l8 ) . Cela est égaleri.ent vrai po1_:r les rhurr.s et ce sont les esters 

lourds d'acides r ras supérieurs qui seri.ble influer le plu3 sur l'ara~e de ~ rhums (18). 

D'autres e:':ters jouent L:n rôle po ::::: i tif dans l'arôme des rhums co;;ime les esters éthyliques 

d'acide::: ;ras coLcrt ::: ou les e ::: ters non éthylique :. de ces mêmes acides (11). 

La for:nation d'este::: ::. lors d'ü.ne ferTI:entation est pl:.:::: abondante qL:e ne l: 

lai :: se ~u ppoc.er 1' éq1:ilibre 

R-COOH + R '-OH = R-COOR' + HzO 

NORD:TRœ~ (18 ) explique cette formation :;iar l'alcooly:::e d'acyl-CoA 0:elon la réaction 

R-CO-S-CoA -+ R'-OH R-COOR' + CoA2H 

le ': acyls -CoA p:rovenant de troi c- souTces différente ::: : 

R-COOH +coA':H + ATP R-CO-?-CoA + A:'!P + PPi 

R-CO-COOH + NAD + CoA :~H R-Co- :: -CoA + ~TADH,. + COt 

R-Co-~-coA +cOOH-CH -S-CoA + 2 NADH 

R-(CH'l. ) 'L-co- ~-coa "'"Co.A. '='. H +2 NAD+ CO'-+ H10 

bien que la deuxif:me réaction :o;enble i~probable~ 16 ) . 

De choix de l'agent de fer~entation e s t capital pour la production d'esters 

les levures lentes telles qœ Schizosacch. 'JOl'lbe en -;irodui:::ant phè:::. que les lev1~xes rapide · 

cor:lm.e ~acch.cerevi::iae • Dans un :iê:ne e z pèce le choix de la 2ouche influe beaucoup : i.:r 

la produè:tmon ( 1-3 ) . ?AT-'FAIT et ::es collaborateur::: ont entamé un travail de caractéri:::a­

-tion de ~ souches utili3ée s en rhu~erie,qu'il ::erait profitable de systématiser. 

1.
1ne anélioration sensible de la quanti té d' e::ters peut être obtenue :par 

action :ur la di .:: tillation (lJ),r:iai::. les industriels n'ont :ra: l'air de vouloir .'3 'en 

préoccuper. 

4) Alcool::. -c: upèrieur2 . 

Le - alcool:- s~Jpérieur--: -o ont la f r action aron.atique la plu-:: importante pondér a­

-le:-:ent, nê'.:!e - i le .: q L:anti tés présentes dan :: le ,. rhu:n:: :::ont plt.: ·: faible _ que dan :o d 'au.tre 

ea;:x de vie (Jo ) . :;al ,î"ré le '.ir i;;i:portance, i l::: ne :ont ~a :: con '."idér é '- C0"1.1'1e u.n facte c.ir de 

q;;alité et le:. ~r dininution re:pré :::ente une amélioration d:~ produit (2J\, Le tableac. VII 

donne la li:te de - :principaEx alcool.- si.:périeurs dan?- le rhL:r1 . 

~n plt::: de ce - alcool" primaire;:;, on rencontre dan- le rhu:n de c: alcools 

-0econdair s.s C0!".'."'1.e le pronanol-2 le butanol-2 o!.: le n-pentanol-2. Ce -: alcool::: ne i:;arai "'= '=n ~ 

pa: avoir de pro:p:--iété :o: odorante -, ';)articuli i:re _.- ( 7> . I L proviendraient de 2,J diol? oL 

de 1 2 hyd::"."o:>.7cétone .: sot..:. s l'action de :nicroorp: anL:"les te L : Lactobacill1;~ brevi _ , =... ca :0· e ~ 

oc Clo -. ·tridi t:n acetyl'btyric:.:..11_ (J4 \ . 

"..a formation des alcool::: ;::rimaire r. e s t beaucol.:p 2ieux ccnnue. SHR~ICH ( 2::; ) d?:. -

1906 co::inençai t 3. élicicier la chai.ne de bio :ynth ~:::e 2n re!'.'arq u.ant l 'analo:; ie de :; tr '...:ct ;:r: 

entre le- alcool .:.: s u:iériecr - et !.es aciè.e ---- a rc iné .' . De:o t ravat:x ::; cce ~_ si:f abo1 ;tirent 2-

l'établi : ~: e!'?ent par ·.·~'EE et I NGRAH.A.:! d' 1;n -chés a ::-é :1.:...-iant 2-a bi o :7nthF::e d e ce ·, co;-i-so -o é­

(fig . 7 \ (2J\ . 
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Poids Soli tri] ité Œm 
Nom Usuel synonymes Formule Dn:rité 

rmJéoilaire 
E:u EHaDl 

Ethanol . alcool étlzy'J.jq.E Œ:3-Œpl 46.ar i i 0.789 

'ropanol .alcool 
œ3~~-0I .Eb.Œ V V o.m n-µq:ul:iQ.le 

.aJcail 
B..ltanl-1 n-b.Il:;y 1iQ.E Œy{~)z-OIŒ 74.12 s i O.lb) 

.ala:ol 
~ 1-2 µqBD].-1 :llr.h.Icy]jqœ (Œ~z-OI-Œp! 74.12 s i 0.8 

:isi:litaDl 

.alanJ . 
·1-2 tutanl-1 

aqy]jqœ~ Œ:rŒz-Ol(Œ~Œ;PJ ffi.15 s i 0.818 

'.l-3 tutanl-1 .alcml (œ~~~ 88.15 f i 0.811 
:iro:nwliq.e 

-

Tableau VII : Principau:K alcoob su~érieur~ des rht:m :· ( g 1 



11 -propanol ~-méthyl-1-bucanol 

11-proÎanaldéhyde T eu, méthylbutJaldéhyde ... CO., 

t t 
thréonine a . <X-cétobutyrique ,._ '1-cétohydroxy a . <X(:l-dihydroxy a. <X-céto méthyl )' isoleucine 

butyrique ~-méthylvalérique valérique 

/' . . ""'""' '~'"' / ._ o-oé<o iw,.lmq" •œ"' '· ' . . 
Î ._ "'"""'""'"' iw,.l<nq"' . ..œ<yl CoA 

. ldéhyde activité ~ <Xf.1.ctihydroxy --- r 1 L 
.. "'"'''"' . -

+- acétyl Co:\ 

a. (:l-carbo.xy ~-hydroxyvalérique ""- CoA 

i 
a. 'X-hydroxy ~-carboxyvalérique 

i 
:.i . <X-cétovalérique ~ n-butyraldêhyde ~1 n-butanol 

l "éiyl CoA 

a. ~-carboxy ~-hydroxycaproïque 

a. <X-hytroxy ~-carboxycaproïque 
t 

a. <X-hydroxycaproique~ n-valéraldéhyde ~ 1 n-pentanol 1 

4' d 
iwb"'r'déhy • 

isobutanol 

b xy ~-hydroxy a. ~-car o. 

isocaproique + CoA 

i 
a. <X-hydroxy ~-carboxy 

isocaproïque 

1 !....,_ isovalêraldéhyde ~a. <X-cttoisocaproïque :J-méthyl-1-butanol 

+ co. rr~ co. 

leucine 

F1G. 7 - Formation des alcools supérieurs { d'aprè~ \ ·VEBB et INGRAH.ut, 1963) ( 2J ) 

., 1 ' h, . 1 •t , . ' ..J 't . t 1 .I. d _J apr<:<: ce se e!':'a,i ap:pa::::-ai q_ue ..:..e '.:: acic.es"'-ce oniq_ues son e-=- prt'"cur.' eurc. · . er-

alcools s upérieurs. Il :- proviennent soit de la à.éE'.amination .ie·:: acides a!l".inés ·o: oit du 

:nétaboli ::.. rr:e de~ -,ucres ;ar l' internédiaire d.e l'acide pyruviq_ue< 15) . ;" 1..:.ivant q_ue 

l'aldéhyde inter'."édiaire e :o; t rédt:i t OU oxydé, on obtiendra donc :.oit l_;n alcool ZUDérieur 

-.oit t.:n acide · gra:: volatil , à par.tir d'un ë:ê!T'.e aciie oi,-cétoniq_ue :précur·e ur. la producti .: 

l 'éthanol et d'acide pyr:.:.viq_ue ne .:: ont q_u' 1~n ca-: particulier d.e ce mêri.e phénomène. 

C' e -:: t la q_i:anti té d.ec:: alcool::: pré ::: ent~ beai.;co L: p pl-..:s q_1;.e la q_uali té q_ui .­

diffé:c-encie l e 1::a :.:x de vie e .... l.e elle-:. la ::;irodtction par ·.·ne :oi.:che ie levLire 2era 

influencée par de ~ facte 1;r-: tels q_L:.e la co!T'."Jo::i tion du ::i.ilieu en 7 L:cre, la co.,..:plé.'Tlenta tion. 

azotée ou le taux d'en::e~mencenent. 

4-1 ~ Infl~ence de la co~po3ition du ~ilieu 

a ' CoTplé:nentation azotée 

Cette co:nplérienta tian infll:e beai_:co:;:p 3ur la ';)roi'J.ction d' alcoilil '3 

::·..:périe '.::-:; (2\. c 'il exi : te è..an :·. le "'.oCt 1;ne ' Ource d'azote directenent a3si:nilable par 

le ·:: lev:.:re,s ,la :;irod ~_:ction de ces co".l!posés sera faible. :?ar cont:;e,en ab'~ence ::'.. 'azote a ::: 

a2si:nilable la ?rod-..,ction :le tou::- le :: alcooL: a·.:gr'.ente .:a c; f celle du n-::iropanol ( 23 1 . 

L' explica ti ,)n ;-énéralenent avancée e ,: t .q_ue l e ::ianq_:..:e d 'azote potx la bio ~:· ynthèse deë: 

acide : a:ciné c·, e · t cari.blé :;iar ::ne tran :: a~ina tion de l'acide cl.,-céto-ch:tariq_l:.e a •.: dé-pen~~ 

~~ ?Dol d'acide:: a miné - in~tile~ de la celli.:le. Le radicaJ "-:n.r - r··· z. ain: i ?e ut être réutili : e~ 

?ar '-a ce lb le et l'acide c<-cétoniq~ · e -:;:irod:.:i t donnera naL sance -:;ar le r:'. écani:::ne de i_, r1;11:-n 
,,~_,; 

?. ·.; n alcool - : "Jé:~ie·..:r. Le ,_. ter:""e ·· d'azote a ::sinilable ont été e:n:çiloyé ::: . To~te .: le s 01rce 

d 'azote ne le . ont pac.· :::e :ranFre éq ~- i valente :~ et on pe :.tt fa±re intervenir pocr la 

co:i-i;lé"lentation la notion de qualité :le ': ::iurce d'azote (2J ) . ?Af'FAIT a com?aré l'effet 

d.e diver ·-~ e "' 20 L·.:::-ce: è. 'azote ::.1.;r la :;iroè.:. :ction d'alcool - c:. périe :_, r :. œr L:ne s ouche i e 

leV'.' :E'e. 1es ré::: :. ltat :: · ont donné'" dan.--: la fi ,,·:re 3 . 



utr_, alcools 
u~rieurs 

/Hl d'alcool pur 

'.}oo 

too 

IOO 

Rien Suit ote 
d'ammonium 

Urée Nitroform soluble 

alcools superieurs 
totauJt 

g/HI d 'alcool pur 

,., 600 

400 

zoo 

Nitroform 

Flr •. 8 - Forinaiion des alcools supériwrs cm fn>ictinn. de lrt source d'u:nlc ( 2J) 
13' n-propanol 

~ isobutauol 

~ isopentanol 

C=:J alcools ,;uperieur,; to taux 

Ce : ont l' urée et le sulfate d 'ammoni u'.'1 qt: i provoq:.:e le '.:'. ?L:s fortes à.i:iim~ttons,alor :: 

q' ·e le nitrofor".,qt:i est con::-.titi..:é de polymère~ è.e l' ~·rée et di.;. for:'laldéhyde,n'indt'Ït 

.:;ia::: de variation::.. Si ::m définit la qi.·ali té d' ·:ne souxce d'azote -par "'a vitesse d.' assi­

- mila tüm d :.:rant le .:: -premi?-~-re:::. he::re::, d.e la fe:.~rnentation,le nitrofor:l n'e ·3 t :pas ·me bonne 

so1·::ce al.or:.; q t: e l' ;;r ée et le :;1: lfa te d 'ar:lrloni :. ;n sont de ::: soL.:cces convenable .::; d'azote. 

Il ::erai t -;m·hai table :<_e corrplÈ: ter l' étL:de de ?APFAIT en déterminant l'effet de la 

corr.1Jlé!7'.ent~tion azotée ::::.:l~ diveY- .--:; es sot·che s oi_· e ::: ):"-ces de lev1.;re -, , et en cc:rrélant cette 

co'.T'.;ilé:nenta tion à d' a : tre -o: caract>:ce · phy·:: iolo[. iqi..:.es de ·.· lev-:..;.re :. . 

b ' Concentration en ~ ~cre. 

Slle infl :J.e : ·: r la .:.:ir od ~ ction d'alcools s L:pé!eie ;_:r::: ::iaL com:;ite ten 1 

de l'action ·:·: ~~ le :'\étaboli:~me ~ énéral de la lev:~::-e de cette concentration en .:c;cre,il 

e .: t difficile de certifier q! · 'elle e ; t la se ;_· le :-es?on::::able de :: variations observées. 

n.!\P !i'AIT ( 19' note q•: 'une av.gmentation s emble ;Jrovoq:..:er ·:ne di:::iirn ~ ti on d·...: ta::x d'alcool · 
, . 

·- r e:;ie ·.-r ::: . 

4-2 ) Inflt.::ence de la condd te i e la fernentation 

a "\ 'î'P:::J"""'...(~at'T 0 
, - .....,4, .:.::' C.L 1.. ,,.... 

Il exi ' te " ne ter"'Jérat ~;:~e opti!T'." T'. "'Jo ; :· chaq; e alcool -iai :::.e :: 

contTainte ind. ~ trie lles e:"":·êchent à. ' e·(:ploi te:r ce résd ta t ( :'..5 ' . 

b .' Vi tes2e de îe:~-::enta tion 

~elon -Sr:r:irc;1, to te a ;·: ::-~entation de la è. rée d.e l a fe:!'.'--:entati ·Jn 
;irovoq;:e :: ne a :.:?entation de la tene: r finale d ': rh'_:;: en alcool .:.. ::' :::>érie ::rs ( 15 ' . 



c ) pH 

Comme po i:r la températt.:re il exL~te de: vale '1rs optj~ale.· d~ pl4 

im tilisable :: d t fait de : contraintes de la nrod:.:ction ind:.,.::: trie lle. 

4-J \ Infl ,_,ence dL ta:...:x d' ens e:nmencement 

Le~ rés t ltat::: vont dan2 le 'J1_êr;ie 3ens qLe cec.:· · obtem~3 po;_.r la 

vi te :: 2e de ferI'l.enta:tion. - ne a :.· p:-::i.enta tian d:: taL'X d 'en::: e;;ir:ience:lent, raco ;Jrci '.::sant la 

d·.:rée .ie fer:nentation dimim.e le ta Lx c:lobal d'alcool::: , chez la ley;_:re ~acch. cerevis iae 

::.:
1 Lob:2tanol a L:n co:nportement différent , pcisqi.· e sa consentration aL.,;:nente dans le ::: 

r.ê!'!es candi tian'.:: ( 19). Le rôle d'.1 tat.:x d' ensemmencement ,;Lœ la prodt:ction de compos és 

aroma tiq 1:. e ~ e::ot controver é ( 23 ) r:lêine ::i certains aLte :.:r ::; le tiennent peur prépondérant (E 

4-4) Infl "t.: ence de la levt1re 

L'e::;p?:ce de leVL:re choisie :_:ioLT condi: ire la fermentation fixe la 

?rOd '. ction de '.:: alcools. Sn effet, 2chizo ::.:acch. 'JOr:J.be bien qt.:.e bea~~ cou n pli':: lente en 

ferrientation q:. e ::oacch. cervi::ùae prodt·it r..oin:.· d'alcool:=: a ;; profit d'e · ter lo,_.rd2. Ce'.:: 

:: 011che :: :: ont le ::; dei_:-· :oe :..:le:=. s 1?r lesq"t.:elles on _?o:-osÈde q'..l.elq 1..:.e ·· ren:::eicnement.: . De .. :. 

:o· che :'. :'.'auvace::; cori.me Sacch. chevalieri n' ont fait l'objet d'a L: c une ét i..;de. La :: tation 

po-::s0dant •:ne collection de levlTes de rh1'.Perie , il ~ era:tt interessant de carattéri ::er 

le,~ r prod; :ci:ion d'alcool : sc.:périe-:.;y-s dan le::: candi tian:: de fer ::lenta tion ind:-::trielle. 

4-5 ) Infll:.ence de la dL: t:. :..1:: ti on 

-;•:i. ,,...,. t 3_)0 :0-:- ible d'anéliorer les colonne · poi.;r abai:33er la tene1; T 

de ::: rh·.: "'~ en alcool .::- st.:-périe t..;r2 ( lJ ), la di :: tillation ne se:-1ble pa : pocvoir résot:.dre 

facilement le problème de 1 r élimina tian d 1 t:ne ..;partie i:nportante des alcool :: 31; pé·deLlr >:. ,. 
~ ans :.:n élinination :para11È.le de :: ester· loL·.:::--d:.: (2J ) . 

5) Autre~ con~osés de fla~eLr 

Certain:: co:ripo ,: é :.: cont -;a::rticLlif:::::-ement néfa::: tes à l 'axôme. Par:'li 

e :.:·· on pe ct :r,entionner 1' acroléine q~ . : i proviendrait de la dé,:::-adation dl-' ,':' lycérol par 

de ,-: bacté;-ie ·: ,avec fo::mation ':Î!l t· l tanée d'alcool allylique. Il :;e::ible q i..:e le ,~ e 1.ü facte c~ 

déter:n.iné infbençant la "'._)rod· :ction de c-lycérol .:: oit la concentration en : ·_:cre (19 ) . 

Par'.'li le -. campo :.é s aro:na tiq '...:e s d 11 rh i.:;n, :_: n -:.oe l: l a s-riécifiqt:ement 

l' ,Jde : r de rh : 11. Il 'agit d":n i so;n: re de la0-da:r,a :::céncne t:;-an~> (6 ; . '""3et~le la forte 

concentration en ce con)o~é i::::olé ~ar extraction au :;-entane et chro;nato ;~ raphie en 'Jha:: e 

va':_)ec r e t carctéc L :tiq·.· e d '..' rh.;..:n, pu.isqc 'il a été ':lL: en évidence dan '3 le Co,: nac. Le3 

tr?,. ~ fortes concent::--a tion:: renc '.:lntrée '.3 dans les rhwT~ '\rand a rfü1e" laL~ :se nt .:;: ... •?po . ~ e r 

q 'il ~ 'a 1~·it d' :. n :;irod ,, it de fe:-::entation q· 'il e _t ?e' t être ::_Jo -::: :ible d'identifier 3. 
1 ,,__, _ i· , 0 de rh' :-i don+ .,.,.,..,.l=- .•!:'nrv". (, \ ..._ : .1. .J....... • ... L . V J:-'Or-- ...., f-14....:. ~· U- . .; ..:.. • • 

V \ '.3tabilité et viabilité de : s o:." che : de lev:re .::: 

Le lev0 -re::: de rh , ;::erie n'ont ~::.: été ét·_·diée ·: s:.:r lE. nlan de l a 

tabilité,"""ai:- a :: c ··ne ét ède n'e ::: t :po ~ ::-:- l'instant envi -a;ée. ~.a •1iabilité de ces lev•_re-=­

e t ' n s:_jet de préocc ~- ?ati on pli : i :n.9ortant dan :ë l'i'.".:'!édiat. Cette viabilité e t reliée 

?. la concent:::-ati on en ::·: cre de ré ::erve s or ce ::: ::::.~ c:::"es n'ont fait l ' objet d 'a ;.; c -.~ ne 

inve ::ti; a ti ,Jn en r.'.·Fae'~ie . To1 te : le ::: donnée~ di: poni ble :ie concernent q ;_:e le _ lev:-res 

de co .lan:·e:".'ie .1u de cra ··:::e:-ie. I.a i:lilit: de de ::'.'és ~: ltat ::. c'.-lez ce .· de, _-- variété ::: de 
, ' ,.... ' ,.... , • • • .. ' ..L 1 .. , 1 ' . -'- "' :p ce :.accn. cervi iae a ·:ce:·:-ii ·· Œ e· · (,ra Do .... e r ce :·· c::.o nnee :: a '.f. _ev::res ae rh·.· ""- ":ai :: ~.: ne 



confir:nati on e::t nécés saire. Le •. :principai.:.·· :.Lc::-e- de réserve :: d L métaboli~me levi.;rien 

.:: ont :::.e tréhalo-:-.e et le ;:.:lycog2 ne. 

1 '\ 1·Tétaboli:::ie d~:. tréhalo·:::e 

Le tréhalose e :·t ·:n di:-t ~Te d :.: zhcose dont les deè~-- résid;.; s [h:cosyl 

- ont lié·-:: par ,_,ne liai son ,:lycoddiq<; e 1-l(fic . 9). 

OH 

/~~ 

0-/-

OH 

ao~,c 

Fig1~-re 9 : -=: tr:.:.ct :..: re d '...! tréhalo ·:::e. ( 12 ) . 

Io~ 

'ITVPLYA!'T pen:-:ai t ce ~: :..:cre s:pécifiq;.;e de s lev1.~res de bo1; lan; erie s ( 12), :r:.ai .::: CHE '::TER a 

pi_: le ;iettre en évidence chez des lev1•1 re ·~; de brasserie (12 ) . Il e ::: t donc raisonnable 

de ë'._:ppo:o er ::: on e :~istence chez les levi..:res de rh:~ ;;is. Le tablea1: VIII donne le o tenei.:r ? 

:elativee des principal:x s1ccre-:- de ré:::erve'.3 chez diverses ~:01; che '.: de levt:res. 

Tllll Cal'bohydrata Campoaüion of SomtJStraina of Sa.caharomycescerevisiae 

(Data a.dapWl from Chuter, 1963, 1964) 

Carbohydrate content as proportion of total ca.rbohydra.te 
(%)• 

Carbohydra.ta Baking' Brewing strains 
a train 

77 4236 4236b 7000 7001 

• T.rehalose 5 8 1 5 6 
:_Glycogen 62 76 38 71 52 
MannlLD 16 7 36 12 24 
/1-Glucan 16 9 26 12 19 

• Percenta.ge expressed ta nearest whole number. 
b Yeast grown a.erobica.lly. Ali other yee.sts were grown ana.erobica.lly at 25° and 

ha.rvested a.t 48 h. 

Taèleaè: VIII Co'.llpo :-:. i tion en -::·cre de q::elq::e :c: .:;01:che2 de 
~ h .• ·:ace,.. cervi. iae ( 12 ~ . 

On ?e·. t voir dan:.: ce tablea ~ qc.:e le 701.rcentaf e de tréhalo -e e s t faible et q 1.: ' il varie 

dans de - :;:iro-;;ortion~ in-'..)ortante ·· 3:;ivant q ï e la croi ·. ::::ance a lie :• en aérobio::'. e 01.: en 

anaér0b:l.o ' e. Le ê' ché!"la général de la bio .::ynth;\ ·:e e:-t donné .:;:ar la fi c :re lC. PANEK 

-- o;.li: ne la -ce r·se"l.blance d.e c: voie ,_ de bio · ynth~ ·e chez le ' lev1:re ::: de bo'. .: lance~·ie · et 

de '::-a : .. :::e::-ie. Il ?a:.~ait donc ::_:io :~ 3ïble d'étend:re ce ,,: chér-1.a a LX lev'. :re .:: de ~~ h '._::1,dan : l a 

~ e ~ :·re o~ ce ~cre ~ e~a ni - en ~vidence chez ce ~ orran1 2~e ~ . 



Glycolytic 
intermediates 

TREHALOSE 

î Pbœph&tue 

.;:., 

·-::::::::: .. Trehalose phosphate 

.... :: ..... 
.... : ..... 

GLUCOSE HexokiDAae ·-::o G.6.P 

A "'-h~oae phosphate •ynthet.ase 

__/'~ UDPG GLYCOGEN 

:~-' /·~-.. ,, ... 
G.l.P 

Fig'..1re 10 : Voies de bios ynthè:::e dt:. tréhalose (12 ) . 

la connaissance dL métabolL:::ie de ·: levures :permet d' e ·-·pliquer la formation 

préférentielle è.u tréhalose en anaérobiose par l' :~tili :oa tion d e Cl;;.co ::: e 6P à d 'at:tre ::­

fin lor~ de la crois sance active en aérobios e. On -pei.: t donc prévoir une meilleure 

viabilité de ::- cellules prélevée :: en fin de cycle de croi :::sance aé:robie ov pendant un 

cycle de croi: 2ance anaérobie. Ia rég1~la tion de la ~ ynthè::: e d ;.; tréhalos eepar le gluco o:; e 

~ erait allo .ë térique (17 ) . Le tréhalos e remplirait la do L.ble fonction de ::011rce d'énerc ie 

po1 r la di vLion cellulaire ( 12, 17 ~et :povr la con.::;ervation de s cellt:le'3 en absence de _ 

s o;:rce de ca::::-bone (12 l';' 29 ) . 

2 ) !·1étaboli::: iile du f lycof·F: ne 

Le glycoc~ne e::t ·;n :_Joly:n:'·re ramifié d u glL·co:::e. Le sq1..:elette ~. 

:?rincipal est cons titué d ' ;,me chaîne de rés id'.;s ;;L~ cosyl lié:: eno( 1-4 , ·::.i:r laquelle 

d 'a 1_: tre :: chaîne s di nême type viennent 3e brancher enc\ 1-6 (fig. 11) . 

~ . 

A 

:B 

lf. 

. e, indicates a. non-reducing end-group 
(whlch gives rise to tetra.-0-methyl D-glucose on methyla.tion, and to formic acid on 
periodate oxida.tion); o- , u.n c:c-1 ,4-linked D-glucose residue; QH-, an c:c -1,6-linked 
D-glucose residue; R, free reducing group; A, B. C, types of cha.in (see p. 428) . 

P'i ;: ... :r e 11 "." t~ 1 · ct , .. ,..,0 ~0 1 e'c 1 · lai-~0 d · .,..lyco .:-- ~ · ne (1 ? \ 
..;... ·.. .. .. _ .._. . . - . . - .._. -~ ..:: :.:-' . . -- . 



I.a tr ·: cL:re va!:'ie lé~:+rement d' ·.-ne ·: Oëiche à l' a '; tre, notanment en ce q1;i concerne la ~ 

lon~::- e ~ . rr :'1.0yenne de :-:> chaîne q' 1 i e ::: t -....c ... i. à 12 :i" é 0:idL.:2 )O• .. :r le .: lev1ires de boulangerie 

et de lJ -:-:- é :dd1 .. : -: po t:r le - levc:res de bra:::se-:-ie. Le :::: étape · de bio .synthè:?e di_t glycogène 

et de ...:a dé(;Tadati'Jn ,ain:::i q i; e la réc,T lation de ce r: de1_:- : :phénonÈ"ne::: s ont le c3 m.ême:o dans 

to 1 :t le :r ' c ne ani:ri.al. ~e l l ~: le :- enzy:.te ::: a .. : s ~:rant le :ça. ·::::a ; e d' : .. :ne étane à l 'aë.±re diffère. 

La :céaction de bio .-ynth,:: :: e e s t la :-:: d vante 

(X î n rrDPGh·co: e + (rlyco;:_ f? ne \r,~ n r·np + ( C"' lycog~ ne\,1 -t-11 

~lle e "..: t catuy-:ée ::_:iar la 0lycog·~ ne :oynthéta ::.: e dont l'activité e .:: t rég1 .. llée :-elon le 

- chéma -è.,ivant : 

++ 
Ca + CAF 

ATP 

cycla : e · 

glycog~ ne 'Jnthéta e 
fo::".'::!e I 

adenyl ~" i · 

- . ___ ... .. . . Aa~c 
1<inase inactive kina:>'e active 

l 
ATP 

gli.::co ::: e lP 

Dho,: Dha taze 
'. 1TP 

r.-DP("'lL.co ::: e 

1-S l ' ~ z yc Of"" :O ne : ,, 
glycog~:ne :ynthéta.::e · 

forr:e D '1)P 

\ 
( ;.lyco ;:~· ne î 
~ '· ' ri+A 

:?ho ::phoryla :_: e a 

i 
active ,,+_ 

b kina~e ' active 

1 
?ho·:=:-]hata'.· e :pho ·· phoryla e b '.dna-=;e . ) pho -::phoryla::;e 

inactive / 
Ca-++ 

Fi i:,'1.:re 12 

:I.Jho::phoryla ::. e b 

-~ inactive 

activation directe 
nar Ai1P 
~/1 

inhibition de l'activa­
-tion par blœo e 6.t=· 

2é,;ula tion d t.: métaboli ·:r.e d c.1 0lycog ~ ne . 

La '-éaction (X~ ne per:net q t: e la -cynth?-:-:, e de ·: chaîne; linéaire : ~,1-4. Le::: chaîne .:: adjacente 

.. ,.,n.._ ~r.:liéo ·- ' 1 ~ ;..., ·,.,e --i c·..., 1° ""~- " en"-.r-ie 'hranch n~ -~'if'· - -< -- 1: · - ·_ ·'1. l" ~ L. ..• "'~~ ~~ .: a _a 1,.;.,ai... °?-'- .._n l '-'a ~ c-a- .. ,n . ~J .. u • , a 1,, : . t'ec.._ iq c. 8 u.e .. ..1.ai .;; On.: -
1
_-o. 

..... ;'e ché""~a ci-de · 3t: - e ~~:"?lici ta cor1::ent la char.:-e en énerr, ie pe:.: t re:,:iré. :enter la viabilité 

d";ne :· o'...;che cell ulai:::-e. '. •lai: la ré~_ 1; lation d:.; :cétaboli::1e d.~: c lyco;ène n'e ~ t ?a :o oi_; .:. 
la e·.:le d é:pendance de n~cléotide · pho. :?ha te :::iré: ent . :'....a concentration en '.:'l t.:co"e 6.? 



revêt ;:ne i '.'l.po:rtance non négligeable. Cela amène d' aille :.: r : PANEK à concl:.:re à une 

in.liibition alternative de la :~ynthè :: e d u tréhalo ',:e et de celle du glycogène (17). 

: 1ANNER~ a ;;.n point de vue différ ent puiEi_q_t: 'il pen:::::e qœ ce _; de i.F 2ucre .ë: ont de s ::1écanL:me 

de ~ynth l:,::. e ~t\rolHle ~· :et non compétitifs ,12 Î . 

Le· f lycor2ne .:: e pré::' ente sou.s dei...:x forme:=: dan0 la cellc:. le : 

- une forme :::oh:.ble dan:c, le := .c: oL:tion::: alcalines q ui réprés ente 5% 
d u poid:.: '-: ec de la lev1...;re 

- une forne 2oluble dans les s clutions acides qui représente 6 à 

40 % du poids. sec de la levure :::uivant le :: tade phy::oiologique des 

cellule s (25) . 

La fraction :oluble dans les acide:J diminue fortement pendant le :'. deux premières heures 

de la fermenta tian ~ans qi.;' on puL :se noter en parallèle t:.ne dimint:.tion de la concentra tio 

en . o::~cre d i: milieu. ?endant ces decx heiTe c: on a pt: :nettre en évidence une ::ynth~'c'e nette 

de lipide :::. nécés c::ai:::::'e s à la croi;::sance de la lev;_<re. La tenel1r en slycog~·ne po;_:rrai t 

donc infl:.:er è ur le dér oclement de la pha :2 e de latence d' une fer:rienta tion ( 26 ) . 

PATEL et INGLEDE1:T ~: L.cg f:.re t'ne inhibi tian de la ~: ynthè se du glycoc ène par l'azote 

a~ similable présent dan::: le r.tilieu ( 25 1 . Or la co:rrplém.entation azotée de :::· moûts e s t · 

calc1üée pour ql;e l'azote assimilable ne :: oit jamais un facteur li:r1i tant . rrne étude 

o::l:r plu :oie ur '.'' fermentation 'O. -::1~cce :o s:Ëve :; par de <ë mêne .c:. lev1-lre ":: devra être nenée pour 

"· 'a ::::;:..:rer que la diminution de la tene1Jr en alcools ·'.u-périeurs obtem:_es grâce à i..: ne 

complémentation azotée ne porte pas préjudice aux fermentations s uivantes. Cela e s t 

im-portant dan '.:: le cas de l' ensemmencement de ::: c uve ::: par coc.page en .indi.:. ::-: trie. 

A la ll:mière de cette étnde bibliot raphiqt:e et de trava t::·: précédent:::, 

l' étl:de de l'influence de :: concentrations intracellulaires en s;..;cre s de ré ,o: erve :: ;_:r 

la fe:c1entation et en particulier -:: i_:r la ;;irodl.1ction d'alcool;: ··: c.: -;iérie :1r~~fpa.r ::ee :sentie l _ 

2. la 7'. ta tion. Elle a donc été entrepri ·~ e et la :premiè::'.'e étape à atteindre e ~ t la 

réali :::ation de levt:re :: ayant de :c teneür s différente s en tréhalo ::oe et en r lycogène t oL t 

en pos s ~ dant de ~ caractérLtiq1'es "?hy -;iologique -:: o;emblable ~' . 
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Chapitre IV Expérinentation 

I ) Dosare de'" alcoob upériev.rs dans les;r10Gt - ferr:ienté ::: 

Le probErn.e dt: do::.age de '-- alcools s11périeur2 e = t trè'. s différent 

dan:::: le ::.· rh:lm:~ et le mol!t:-- fer;nentés. Le:-- rhLT' sont de-:: :-olution:.:: di :- tillée - et donc 

e··errptES de toute::; particule ::- en :002pen:::.ion. Cn peut donc le -- analyser en chromatographie 

en phase va:peur ·an prendre le ri-::qL:e de ·:alir et donc d'abî11er la colonne d'analyse. 

r_,e :71otts fermenté::: ne pevvent ei;··r :r~a:· être soui1L: directe::ient à l' analy-: e. Il ·: doivent 

:o ubir en trai tenent préalable qL:i le ' débalra::se de toute:: le :: i:i:pc.:reté ' en suspens ion. 

n. n'y "l, pa::. d- 'Tls~hode référencée en po~-ses ion de la tation. La "1.Le ai.: point d' ~m 

::;;:::-otocole expérinental fiable et ai 'é!'.1ent re::;irodc:ctible fait donc l'objet de la :;;:rer.i.ière 

:;Ja,rtie pratiqc;e de ce '::tace. 

La détermination de la teneur en alcool..., :::i::périe1;r: des :noôt::: fernentés a decx 

bi..t::: principaL·x. L' '.•n e:::'.t de T"liet~x caractérL:er 1 'étape de fe:::T,entation d:.l proce ::: sL::::: de 

fabrication d:: rh1.: :'1. L'ai:tre e '::t de déterT11iner l'effet de ~, colonne " à di:-tiller ::; 1_1r 

la concentration finale de:: alcools ::::rpé::-:-ieurs dan:: les rh 1 :m2 . 

Le do-__ age de:: alcools 2upérie1crs dan::: les rh•.:m :: e · t fait ·:elon la 'r.éthode 

officielle p:ré:centée en anne:·e l(:p.JJ. Cette ".'.éthode prévoit l' ;; tili:ation d'un étalon 

inteC"ne dont il convient d '.<=-·rpliqt:er le principe. L'étalon inte:r-ne e ::: t ~.;n compo : é 

;iroche par :::a -tr'. Ctl'.re chimiq1_;e, ::.:es propriétés physiq~es et ::a concentration, , de:: 

co:nposés à do--:eè'." danc: l' échantillon. ~on comporte Me nt doit être le ::cême qi:e celL:i de ce:: 

co:n:;io::é'.'" q:;elque ·-oit le traiter.ient que l'on fait T bir à l'échantillon. Il e :=: t introdLit 

ain :_ i q_ è1e to~_: le co!rposéc; à do'.:er dan-: :.:.ne ~::ol:.:tion de référence où tor_: te c le~ 

concentra tion.0 sont connue s . Cette :olution e~ t injectée dan ~ le chroma totra:phe qi.;i 

relié à un enregi::treur donne de:-: pic- en réponse. En rapportant la -:: urface de.:: pics 

corre-~ondant à chaq~e com~o ~ é~ 2. do-er i celle d~ pic de l'étalon interne on calcule 

le coefficient de répons e de l 'ap:pa:reil T)0'..1r chaqt e alcool. ,Lor- de l'injection de 

l'échantillon aë.:q_l:el a été ajo1: té l'étalon interne il ·:.uffi t de ;n " l tiplier le rapr:o.rt 

de .:1-. rface d:_•pic d t. co:-;;:io - é à do -:-: er - '-T celle dt.: pic de l'étalon interne :_:ar le- coefficie: 

de '"épon:::.e calcL·lé :po:-:r avoir directe!".ent la concentration de ce CO:!:IJO :é : dan - l' échanti l­

-1.m. '.:,'étalon interna. choi ::i po- -r le do:oage des alcool._ c:~ -]érie · T~~ e :: t le '.1ethyl-4 

pentanol-2 en -oL~tion à 5 c/l. 
Di ver- es 111éthode de t::::-ai tePent d.e • échantillon- ont été te -tée ::: :_ la ta tien 

-la filtrati on avant injection directe 

-la di tillation a L•_ 7/10 

-1 'extraction liq- :ide liq: ide 

-1' entraine:-~ent à la va::;;e : r 

Ia filtration et la di tillation a ·. ·-/10 ont été te-tée - antérie re,-,ent à ce :tage. 

' " r~i" 1 t.,,.a-'-i"on e'tai"t ~~-"';::,,--+ - - =;e -- .,.. d<> c:- -"'i"lt"' 0 · ~i·11;~""'e·- d"' n '• ?µ,.:;e .-ii·a.,,~:+r0 .L~-.-o.. _._ .:_ \..1 .._.. ..L .1. "- - V · .....,,. _. ' _ .._.. o.. ..L ....- ..1.. "-" - ' L ..&... -;' ~ ..1... ....... 1..,.. 1-/ '-"- \,,J,. l · ·- V .._. • t; 

:-iani ':' la te ra con::-:idèré :·es :;:-é -. ltaL co.,,;:ie c::ati-:;fai .'.ant. Il n'a :;a . été donné de . ite 

\ cet e :'"3ai. Ia dLtillation a L 7/10 e t la techniq_· e q_ :.·i était ini tiale:,ent tilL:ée 

dan · le labo:"atoire. ~lle con-· i:o.te 2, faire ·-bi::-- -_-ne rectification a ~: .-:i·ot: t fe~·-:enté, 

a-:;r~· . a ; ·" :: + de 1 '~+-lon -in+"''""""'~ ,. q1·'-': "-,.__t"n-ir 1 e ·- ~11 0 d 1 ' Vr"'l•·me -ini"t-ial Te U -.I · '· V .J... V vCl. ..- V.._. J... .:..L'-' lJ • • ~ - · J U V _._ -"- - j -- ~ . ".J - . _ ..L. • J...J te;:i_-:J ·: 
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nécé " sai::~e à l' o:?ération e ·: t long. Corune on pe1_:t le voir :::. 1T le :~ calcul .:- d'intégration 

corre ,:pondant a'.' chroI"ato.;ranme de la page J5 (fig .lJ ) la fiabilité de la méthode n'e :st 

-;;a 2 b onne et il a été cheY.ché 1:ne ':1éthode de !'enplacemnt. 

-1 'extraction liqt'ide liq:_·_ide 

Le :: alcool -:- s t-périe tT: ::: ont de ::: co~po -:: é s organiqLe ·..:: . A ce titre ils ·: ont pl1.1. s 

·oh:ble :- dan::; de - s olvant ::; co!'l:ne l'éther ou le pentane q L.:e dan :- l 'ea 1~ . Cette différence 

de :.ol'•bili té devrait :?er'.".ettre · .ne e ···traction ai ·, ée de ce -:: alcools à partir de ':' r:!o0t :s 

fementé 0
• Con id?rant qi1 'il n 'e:=t pas po :-::>-o ible d' avoi:::- un éléI"l.ent de comparais on c:i on 

r éalL.-.e l'e""traction ' L!:" de = l'T\ ot" t s ,l'e :.:: 3ai a été :nené s 1 :r de :~ rh t.:.ms diL:é ::: q :.: i ::: ont 

directe::-!ent injectable : dan"' le chrona tographe. Ain:o: i l'efficacité de 1 'e " t r action peut 

être ne -::'Jrée. Le :pra"'lier e :' sai utilL:e l'éther éthyliq ::e cori~rne ::olvant. A 25:nl de 

rh1 '1. dih:é on ajo1.:te 25ml d' éthec et 2,5ml d'étalon interne. Apr f:;'. · a g:itation énergique 

on lai · ::;e décanter 1 r.m. la phas e aque1·se et la :?has e éthérée ::: ont recueillie!! -,épar :é !T!ent. 

On injecte en:: 1: ite dan: le chro::iatographe la soli:ti on de r éférence (annexe 1 p.J ) , le 

rhi:rt diL:é. la -pha ::: e éthéré et la -;_:iha s e aq'_; e i_ :; e. Le : ré ··: 1_; l ta t..::. ~ ont pré :enté::. à partir de 

l a r;a ge J7. 
On con:: ta te l'apparition d' v.n pic i r.?or tant a:n:1nt un tem:p2 de rétention de 

l'."J sec. dan :· la -pha.:: e éthérée. Ce :pic qi_: 'on retroDve a u si dans la pha :e aque ,_1-_ e e " t 

acc o"'.'l -pagné de de ' . .X :::iic s ;iL: ë petit ' . L' ens e::-tble de ce , pic: e -' t : an - dm.te d C à l 'éthe r 

- tili s e et a :.:x i mp· .. :reté qi_: ' il contient. P01 :r te ' ter cette hy:;:othè : e 1' éther a été 

in j ecté ::;e 1_:l et le ré :.:~: ltat la confir:rie. Le ::: chrorn.atoi:,Tamme ::: obtem::· 3ont inexpoitable :' 

et il fa ·.-drai t po ~ r q • 'ils. le deviennent redi::tiller l'éther. Cela alou:::dirai t con.:: idèra­

-blement la manipulation et ferait perdre l'avanta~e du cain de temp2 ~ar rapport à l a 

di ~tillation a~ 7/10 . 

"n e ~ :::ai avec le :pentane comne _:olvant a en:::ui te été envi .::a gé mai :: le :nêne 

;)robF me q:.: 'avec l'éther - 'e s t poé; é rendant la di -:- tillation d L' ::; olvant nécé ::2aire. 

L'extraction d e ::: alcool::= s ~; --::iérie i_:r _ par de · -::olvant::: organique :: : 'avr.Tent donc 

difficile. Ce - Yé ::: •_,ltat :. confirment l'e"traction non quantitative de ::: alcool - ::'..:.-péri e :..:r :­

~ar · n :-r: élan1~ e étheT ::_:ientane troL vé~ -par SUŒ·TALAINEN ( J O) . 

-1' ent:i-ainem.ent à la vape i.:r 

Li:: princi pe de ce traite ".lent e : t de volatili :o er ·l e :- a l c ools _?ar cr4 qffage à 

lava~e ur d'ea~. ~ : i - de le : econdenser de ~ani ~re i obtenir une : ol '...: iion li~~ide de 

ce ' alcool::: . L' appareil !_'tilL-é po1_;r cette mani pt:lation e <:: t dt:_ type B1.' c hy. :.,'ajout 

d'étalon interne '':e fait avant l'entrainer:ient. Le volume initial e ct de l :JO :'ll(+lO -n.l 

d'étalon interne ~ . Le vol ur.e rec~ : eilli e -::.t de 1 ) 0 ".ü. la C'.:,nde n .ati on de ::: vane 1_:r -

e "" t a ' s~ ·rée pa : · ne c olonne réfri ; érée. Le tem :~_Y: ::: i ::c _?o,_:r di -- till er 1'n échanti l l on est 

de l' ordre de 10 : n . Co:-i:,ie _?oi_:_r l 'extraction liq1.:i de liq1üde l' e ··périence a été Yéal i : ée 

' :r de :: -:::- h'_·:::: di L é - , de faç on à pouvoir ;-: e ~ ;irer l ' éfficaci té è• : trai te r:'lent. Le . ré :-: ,..:1 ta t -

d ' :; n e - -:ai préli': inaire ont ?ré s entée ,?__ :;:'artir de la _?a g-e l!.z. 
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;1 ne con ta ü: -::a de différence de c o.,:porte':lent n0tat-l2 entre l e alc ool 

: _·.r é ~··i .:: ··-.. ~ l oi~ à. ' : . .- n entra~r12:1 snt ~ la. va ?e ; -: . I1 ' a céta ldéh~tè.e et 1 1 acéta t a ,:. ' éthyle 

~~E: e - ~.3 tr ~J : -:..re ':'a dan l"' 
-'- ~ conce ntrat! on ' initialE - ~ai - co ~ c o~~o é étant tr ~ 

v -; latiL le ;r dn-a,~:e ;1' e t -~:a-- q - antitatif. n con !cr :._"e clone l e ré :.. ltat :)bt e:- n :: 

c 0~~2 ati ~fai ~ant ·· e t oer~e ttant de ]O' r · iv~e l ' ét: de j q , ' \la ~i - e a ~ ~oint 

: t n x-bc:-J l s défini t if. I a ré;:iétatilité de :i-é- ltat et l ' Jbjectif i vant . 

k4 

Il a été décidé d ' ét-die ~ - la r é ;::étabili té G_e 2'.'é : ltat a . n:~_ -1ea è_e l ' entraine -

- -ent - ai a ~ i a nivea • d: chrocato ~ ra~~e . ?a- r c e fai r e . ~n a injecté de x f oi de 

i t2 n ~ ~~e éc~antillon de rh '. n d i l : é . ~ e ~ ê ~e rh: ~ a -oi a·Jr : E> _jG : t de l ' étalon in 

inten1e . de : x ectraine~~e nt \ la va pe_:_r , "!:._e r é : :_ltat : :ont .:_:;ré entés _:an _ le tabL:a . r ;~ : 
l e ~ concentrati on 

l CJl 

1 02 

002 

OOJ 
·:clt 
~-~C5 

Total 

'l 

182 , 14 

82 31 

255 ~~!.. 

L •~ r:: r ! .... ) 77 
34 62 

.,J2 51-~ 

l"'6J ,J5 

,._o-nt "" n '110 -'e '' "./l .. - ..... .LI . l...i.. , . ,._ ~ / .J... 

?2 

17J .• 08 

6,, ,,.,~ 

~ ':" , !..., 1 

?un l , - .. ~,,) 

_5. i)3 21 

?0 1 LJ, - .· - - . 

.i:23 ' ~' 3 
1005 4° 

,_. 

1:-'8, c6 
-:3 , 2') 

z1}2, OJ 
IJ.Ol OQ ' ,., ....... , •' 

") l QQ 
_)J... . ' .. . ._) 

011 _13 

:;__ nJL} 41 

'.::'Il 

l !<L.t. Qf"'I 
V. ·' '.)'.:::; 

es , 1 ~~-
"){,? l l 
'--..J- . - -

552,99 

11 r;f.. 
..,,,- 1 ~ 

'!1"7 ,..., ,., 
_/ : 

2021+ 1r6 

'l.V2 

16 J ' '?l-J. 

3 1.L 

261 r'2 

<; !+."• O'' _, ,. ' "~ 

35 l ,, _, 
.'i"') 1) On I _) . 

20)5 ·")3 

19~ ' 36 
G_5 , 12 

,-./., (""\, 
·.:::o ..L, j .L 

51~6 ,51 

J3 L~6 

.,J () J!+ 

2CJC . l ') 

<: rec ue i -_ 

O? ' ) : ..... 1 _) 

116, 1 

105 ,5 
lll , 01 

l i.)'4 ' 9 

102 . " 

l ('!J. ., 
........ ' . 

,\ l'.: vi;e de ce tablea ;_; a n c on tat2 ·_ne va riati on i'< ::>ort2.nte \ie :cé ·. ltat l o:c . 

de l 'injecti on d ' Ln ,g~a échanti l l on e t 0ne at:~entati on de la conce ~trati on des a l c oo l -

:--· ·:-: é:--i e-r . L'i -.1réc i -i on de ré .• l tat- ;:-;r ':lvie nt de ':' l- i e eau e . ~n ~fe,ier l i e 

l a. q ' antité ·i ' ~tal ; n inte ri',e introd :. i t e clan ::_ ' éci anti '_l0:'1 e t :a.:1 a c _ n :io ·t :: tr o:i 

f orte. :c tte q ·antité a ~té cal e : lée Gn f oncti on de la c oncentration ~n a:c oc l , __ ::ér i e ' :c 

·.:le rh -- , -; r on travaille: ici ·- r de .: ol - tion -- è_ ix _:' Ji -0 L 1 c::mc·::ntrée . :?--: .. r L~ 

- ~~e s rai -on - la - ol: ti an de =éférence de la ~ ~t~ ~de offi c i elle de do a , e de - alc ~ol 

· ·v:-é:::-- i .-;; · r · ·.::.an , 1 -:: E' a : X d;; vi e :12 c:or:vi c·nt ~a · a - c~ o -a;~-e de c0 - ' . .g ;ot;. c o· ~'O é .2ar: 

.,_ s· ::/ '" t f22:'~ 'ls nté ?nfil:. "!le ét .. de ~~tati tiq_ .F i trai te r:(: l1~ ·2ff .:: st é ~er - -t~ tt~ ·a. d·J 

av :J 1 2~ a.vs c q_ ~lle ·::c- éci i ::Jn _cnt 'èt 711 . ...... e ~·f --' 2.ta.t 

- -i e a - ~oint i ' · ne ne · valle nl tio~ ~e réfé · :~c : 

~ :.:~ ~--1/2.D t : S0l ·ti0n 1·1,ydr ~alc co liç_ 1 . .. _ 

· l3::~ 
.. ... ' . l ~.., - t..r1 r: 

s ~ 1 ; :.é::; °8 ·taT:C !.- 2 

~r ,, -an " 1 - tè 

i c:o 1 tanc l 

0 ta~: )l - l 

- ;thyl- ~ b- ~anol-1 

-,ét:-:f -- J ::;· ta"n1.- l 

~ : --,::,l -.T _, . 

") c; --
'--_,; 

/-,, 

·) c: 
-_,1 

-:: ( '"' _, -

/ 

... . 11 

. ·ô; ~ 

,, .11 

5 -, . 1, 
~ ( "1 

_,/ 

r-'. i-.. 

h 
. / c 

1~ 

?('l?-" 
~ ·, -~ 

-- • . 'C, "~ ; ...!.. ·'- ~ .. -v.-. - ....... ;:.1 : -
·-- -· . .) 

1...t.:.: :_1~-t.::..2..~ --=- l -~ 
-C.I. ~L·J --·Q ~1 ~:,l -::t: ,.. •;:; ::.. ~~ -c~-: rr:. ·::· '.:_an 

r~a,. 2-: C -:? -.,ar 

·~ ~~-=- 1.__a. -> ~ - L.i-:-:·; 

.:.:_..:; -: ét :1J=-:1._ - !.~ ~·-~;n ta ~l -~:- '.: ~ _: ·/J__ r ~ ., --·: .:::: 2-a. ·Jl· t .:. ::n i . .:: 1:é~--;;;~c 2r~ : :::...: - ' .;n (... - :, ~.= ~ t 

i ~1.~ .. 2té ·i c.. ~·. 

. ,. --1_ ·~ ~- ~2. ~~ l_ :.: 

___ c:-::::::·· .. a t ::i -· :-:-a---· ~ -:s . =._; ~::.rc :- ê.. t :; ~ r?:-., r::: ~.' :~ t :::il ! -"' ~ \ _,_ _ - ') l \ :.5..-::: :.. c ~ ~ -= - 7~ ~1 ~ 

~. ~::. ~::·éc :ï_ :._ ":.:1 ·:-~c - ~~:.:; ~·:a.-C. .,,, c .-: ::t=~ :a ::· =.. .:.~ -·· ~ ... 2...:.t =~ ·: 1 
' :.. :· .. - ... ,.::--te..::t..:-
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' -H-: ', ~ =~f3] ~:§Ë ~ ~:;::+ ~ ~~ 
~~~:c~~ $:~~~~#~ ~-~~-~i::~~~~;$j~~ 
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>:· ::j:1 H: : ·: =·· ~ :~~ ... ,:.;l~~~-::_ë'.$h";.; =:=+ 
fL.r:~·-:: T ~ 
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Il a donc été décidé de réali :-e r la solution non pl 1.1·~ dan de l'éthanol à 50°GL nai s 

dans de L'éthanol à ?"GL. Cela devrait rédu!re la trainée dûe au pic d'éthanol et 

per:-:!e.ttre i.- ne T'!eilleL:.re ex -ploitation de : chromatogramne :: . Le .c: concentration:"; de : différen­

alc ools re 3tent le .:- 11êne s, ain:oi q '.:e celle de l'étalon interne. Le chromatogramme obtenu 

e -·t ?ré '.' 2nté fig1.:re - 2Z • 
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La ::. en:èibili té d;; chr ')T.a t ographe 

a été :::::lti pliée par 10. 

La vite · '3e de défile '.:'ent e ·:; t de 

5 n !"' /:"n. 

êIEEfi~-"L +-,.·-g -i ·-t'tr·t~"ri·r r·· m---gimr : "'ho'-,. ,:c..,l , ~::ir=-::1::::::-i=:::: · .:=i=:-0.::.:: -:-:-::_ C:::t:: :Sjî=~s= :?,_,_ · Ff p=Q:;:s., 
'·- : • • r .·. : l ~Jhli:.~"tt=~t:µ:~~~~t~~~EÉ~~::rfü~~ ~:l~J.~· 

~::füZt~l!L_rD=:~fL~-~,:ï:"EE~2:tt1E~::c-:::1F'1t+=F+2• 
èl"'~W~irfu?~~bdt?-~Fr~1ff~~1ttfil~~~~~~grt;:1ltmt~ 

---~-€El2}~[±Ê~~~fil*WËillËlml:f!~E: 

rrf• .. -~~.r-+ -1LJit~Wéd=tE::1:~~lfü F.f.BF,îJ: f-!-,. 

L:~~;Ëf-êt=~~~:S=î :E~ -~~ :5:~ :~s:~ :i3~:t~I: 
:~~~if~~~~~~~ :-~ ~~f;JE~! mt :t+~f ~§ :·fi~~ tf~= 
~~~-=~~~~~~re~g~~: 
~ {: · ~~~~r~~~ ;~~~~ei1E1~:~~·~~~~~~ 
;~ : :-~ ~: ~~~r±= =~;;;; ~-:fil:tE îfü ît~!~J lê; ~- ~fil~ :~~~~· 
~z~=~§~~~~~~saP~ 
s~fü~~~~~~~~~~hl$~ 
·7f ~~J=~E:i~~ :§.~~ ~~~ =tf§~~~~~; ~: ~ -~~~~ f~~~I 
~~-e.~ s~~~~ ~::~:~~~gi{k jrf~~E?.~~ .l~· t= E~l =~~: 
l~== ~_j ~~ :f~~ b~ :~~~~~~~!=if fil~:#~ fi~ : t~ t ~~ _f.:::: 
r~.:~; ~i~J~~~:~~~~ ·~::~~~~ ·~i~~~~~ __ ;~~~~rtfü :ttr~tt~~:~:=· ll~ :t .~:~:n~~~~~ 
~~ ~:~~ ~~~~;~ ~~jJ~~~~~~~ =~~ ~:.§~= ~ ±i~§ *~ .~ t. is ~~ 
~~~-=~. ~~;~ :~j~~~~~::~~=~~~~~~ ~~~1?~~:~ ~ 1 I~ ~ê~~~: 
~~~::.~~~~~~f:~~~~~~~E~ ~~~~~~;5~E~~ê~~~: r .§ :f t-:î~~1 

!'~ ::5:. i~~ f:~· bëî~~~: 7::~·~.i J~~ ~~i::t~g~~~ fi;~· §IF.::~ 
~~ E§8:~~ F.:'.ié~ ~~~~c§:~~:::: ~C::=::~~h~:~El i~': Ë~ 
r?~~~~~~~~~~:= ~=~fü~~~~~Y È~~ f-$~ ~~F-:~ 
~-~=~=~'1~~~$~~:r~ ~s~~ ~~~~;~ ~· ~~~~ ~~*~+f=-;:~~-: 
~=~~ ;T:~.1;~€~ s. F.:~ ~:;_~~~~;~§_:~ ~~-~ .. ~Js:: : ;• ~~f=~ }· û:~f~~~: , 

~•r~~=:~, ~:~3~~1~~~~:.: _ ~t1~ ~ 1 ~~i~i~~l~1 
~---=E-~E-~ifi: Ë fü=.:a =~,~~~:~~; :·f:t'i 1 1~*~ !:::~§::~:: 

:~*~~=~~+i~i~ -~;i:~~ :t t~~i~ i.It~: ~~:-: ~ ~~?-~ 
t=:-E~.=::~~~~~- ~H ~:·~~=i ~ :-~ ~ ::•:[:::: i f:~ : ,~~ ~~ ~~· ~~ : ~~~=1 
t~~ EE~ ~ ~: ~= ~ ~=;:::;:::·: ;~J ~~·r ;::~= E::.::. == 2. =:i~~ · 
~ê~~~r.!=~~~~··::=:d:~#=f1s?~i§t ê~~ 
F=-~~-=-~. :-î#.= -±~f. ~Ë~;_:~- - .~~;: t=:-=- ~ê~~~~~;~~5: .i2~= 
rïE . - · · ·. -~~~ :::~t"r:.==~: Ë~ ~-- =~ns~f--=.:êf.~ ' = +~·--
w·-~- :i: ,..,.....,..... ~- -~ ~ ~F- _::. i+ l "'· 111,: 

-01 ··..1. i· on de r' ·e:.o.e..,-'"'nc 0 '-'-?: an 1 '~ .:.:;..,a .. nol ... :>, . " " ·-CT 
_ .... 1,... .l. ..... ....... - ....... - - ...... L.. ~J. _.. , .J..J Fi6::re 22 



• ~ ... 

Le'"" concentration-, obten!Je ::: lor des de ix ~ injection:-: précédente2 n'avaient 

pa de si;;nification,le c coefficient:3 de :r:-éponce- 11tili :.és :çar l'intégrateè:r n'ayant 

?a- été calc1:.lé: ?Ot:r ce :~. ::.oL:tion'.3 de référence -: . Le chror.atogrammeF étant satisfaisant 

on pe ~- t faire cale:, 1er ce coefficients :ça.r l' inté5-rateur, ·:elon la méthode décri te en 

anne:ce 1 (?. J: . Le c-é 1 .. l ta t:::: ,:;ont dan · le tableau -, . Le ' coefficient 3ont dan:~ la 

colonne KC . 

bi..<tanol-2----------­
?ropa.nol-n-------------

i :::,obutanol------------­
butanol-1------------­
alcool .-: i ·-oamylique:=---... -­
acétaldehyde----------~-­
acétate d'éthyle--~--~--

alcool allylique-~-~-

-
~'J c:i::~F~?- . __ -tf.?.(. ~)~\-~~;:'.~ -"-- -

r~i:?~~~1~1r:;r · I t,n;~;. . ~ " -
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f::1H1:~1l..."r~:~E E:TAUJt•l 03 
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F'1~~r;~ti·1 1:::1-:~_CUL 3 

l··iC TC f:::::. . OC 
801 
002 
003 
004 
805 
101 
102 
201 

·-: 1::·1::~ ·l 1::rlc'·1:::1 
... ,, .. 1 .~,, ·· ·'· ... it~!·':':· 
":~•:: i~ ~ 1·::••l'i .... 11,,.1.... . .,.. . 

,::~ r,35 ~ ·· ,:+f36 

!:~ •::11:.rr. ~::i l ~~ .J .,. } ... "' •. ~. ·• •. 

?:::n~1 · 74€1 
"I ·::.i::.-., 1··'·.111·1 ... 

;Z::~:;1~) 1 ?3t~;1; 
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;~51!)1~~ 
)' !:50 

ie11210 
1 !:51a 

1~~11ao 

'f... 

Tableau X : CoeÎficient de répon: e de = alcool:: 3t:.périeur 

Il a en ~ 1 ~ite été réali ~ ée ~ne ' Olution d'acétate d'éthyle pour déterminer le KC de 
ce con : tit~ant. Le KC obten~ e ~ t : KC =24~0 • 

? n relation avec le ::: pr0bF!'!le ~ : po :: és par la trainée d ;, ? ic d'éthanol lors de :.: 

: re :rèi er -:: e ::: :::aL, il a été ::i.::;r:;io,·. é q~1e le : coeffic1W : de ré:pon . es ~ouvaie:rit varier :: i 

on ~ettai t en pré · ence to )_; - le coI'l.po é .-:: de la :.;oL'. tion de référence (acétaldéhyde, 

acétate d 'éthyle .alcool s u~érie ~r :, étalon interne ) . Cette hy?oth~se 3 'e ~ t vérifiée 

co!'!l~e on ne·~ le voir dan ~ le tablea~ XI . 

Tablea·_: XI 

··· -···-·····- · 
f='1~~R.i:-~M .· r:;AL·CL1L '3 

1
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1~~~~ :l . 365' 163:2 . . . ~2!5~3 
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..,, .. ~-
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1:.1i::~~t .. ... ' '\ 
m:1~s 

1. 1;;) :L 

3:~:~ ' 135S~ · ~ ... 
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!:ïS11~) . .,,.:a; 

:~61. '. 
t.'-4-6' 
:.:n ~:i t·;;;ior·· 

• ().I:!' •"";:t'j' 1:1·~ 
• •. ,.1 . .. .1 c:..,. ..... .... t . 

102 250 1358 
201 ·~40 

. ~~~)12! 

st~o 
. !'.::il2! 

J. Ot~~1~j • 

1000 
:2üüt~~ 

v -
~oefficient - de ~énon ~ e2 de 7 con ·titLant : de la 

::o l :.:tion de :·éfé:.-ence . 
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'·ne conf:e:cvation pendant de u" ::: e!:!aines de la -::- olution induit t ne dét.ério=ation non 

négligeable de celle-ci (figvre 2J ) . Le r- trrs faibles concentrations emplov1fo s en s ont 
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Figt:.re 2J ?tL·de d·c: vieilli.. sement de la sobtion de référence. 
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sans do ;; te 1-e ·:pon able 2 . la détéri oration to i..:che '_:rto l: t l'acétaldéhyde et l'acétate d' 

d'éthyle dont on a V l . q1e le d Q: a ge n'était jamaL: q :.1.antitatif. !-!al,:;;ré tot.:t il reste 

_Y hai table è.e ;~ éali er ~- ne no · velle ol:· tion de réfé:::eiice po'_: r chaq1Je : é~-ie d'échantillon 

l d.o ~ e ~~ . 

Apr?·- la :ni :::e a· : point de cette ·:ol' ·tion de référence :;io•:r le deo::ace 

de · alcool s·.:périe' T :::: , la :pa:tic terninale de cette étc:de -:::èra con :-acrée à la déterminatioi: 

. tati2tiq1· a de la préci'ion des :ré ::: dtat -. ' 'ne ét ~~de :elon la méthode donnée en annexel 

( p .13 ~ ( 9 \ ,a été réalisée SLT •m échantillon de rhc: n dil:Jé. On a d'abord cherché la 

::iréci -~ ion de répon e fü: chromato ;7a-;:ihe, ~1.: .i la -:;iréci ·ion de la techniq:.: e de traitement 

de . échantillon -.: . Le no:nbre de :ne .~ · .1re effect~· ée :-: e .: t de 11 pour le rh,_: ;n dilc é et de 10 

:po1_T le - ent:?:'ainement · à la vape •:r. 

101 

102 

002 

OOJ 

004 

005 

Total 

X 

9, 43 

ll,J5 

3?,35 

32,40 

1,5-9 

115, 77 
?- -, Cl 
..._ .J..,._ • _.,J.J.. 

X • ""Oyenne de -: "'e '' 1· re- 0 fL'o.ct 1• e'"' " en .,-,c-h • .. . ._, ~. l ~- . . ·.:::> - .l. - ~ - . ...; .· "'::Il -

é.z : va::-iance 

1.. ! écart-ty-:::ie 

6~ : écart-type ~oyen 
.n· , . . d' 

~oo ...- 7..--: ;reci ~: ion 1:.ne '.'le ~:..: re 

,,,(.oo;t "-.!!-.t: i:irécLion de la !'.léthode 
'X. -

~ l. 

O. 1' A5 

0;8_7 

0,56 

2,0:3 

e,006 

0,94 

6' J~ 

!:.. 6 '" 
0.2? 0 . 002 

0,93 0,29 

0,75 0 , 23 

1,44 0,45 

0,081 0, 025 

0. 97 0, J06 

.::: ,45 û 1 SC6 

OO X' 6 j-_,_ 
U-

, è1% ' 

18% 
4 , 1% 

9,8% 

11,35% 
'J. R~ 

' --! '-' 

2,6% 

Tablea~' XII : :::alcL:l d'erre <.:r :·:.:r le chronato;raphe 

.,,)o" ""4 ... t----il. 
2' l ;';) 

5,6% 
l,J% 

J,1% 

J.5>-~ 

o,6% 

o. ~ 

t=2. 22-3 

Il ::'.:'e --o.:ort è.e cette éL:è.e q_ c.: e la ::_:i::-éci -: in de: c!:aq_ 1; e :'le -:Jre d ,_, chromatographe 

et de l'ord:::-e d.e 101 . ··ne ::e : __ le e ·· ce-:_:ition e ::r t ::: · :::iérie : re J. cette vale ·:r,il .s'a2·it 

de l'acétate d.'ét~yle . C o;:~e l e è.o ·: a~-e de ce ·onpo --- é n' 2 - t ]a :::- q_ '-1antitatif ,la préci - i on 

obten::e n'a :;a . :=;ra!'l.de · i r nification. L'er:-e :.: r ·; ·y la :éth :)de e t de l'ordre Eie J'{{. ce 

q· i e t tr ~ · .sati fai ant. 

Le tablea;• /III donne le :ré :ltat :- de l'ét::à.e ~· tati::r:tiq_ 1.e d -..: traite :n.ent d e 

l' échantilL;n · 
Tablea 1.: XIII '.:a.lcul d' er re •.r ·: :r le traitement de l'échantillon 

X Âz. / ... 6 . ~ 
.!:,. \.. )eV 
-;s- /'< 

~>-)()() 
y ~re c !.:. e i2. . 

101 '?, 11 ·')J ~42 ·; , 205 0, 068 5% - 1,6% ?6 ,6 

102 121 53 n " nq .__, , l,.• ...... J Jl C: l CJ 6 .6~ ? ?C'~ )2' ,., _ , - ,. ... 

CO?. !U .14 s .05 n -:i -:- :; J2J c:: ~ l. ~ l OJ . 2 '• ' _,/ ,• ... 

-" n" JJ L~z 1 - ::; r:. -" .) - . ._,.../ 
1 ?q .: ·~26 -'3 6Jt. 2 ·:;: l C2 °-

004 l 63 C COJ 
("'.n e:. 116 66 C'· 2~ 
-~-__; 

r. r, r:. ~ 
~ 01° r - - ~ ? ..-· ,~ ~ ~_,) 

~ - O _.; :c2 5 n C? o T J i~ 0 J~; ~- ...)- l CO ,., 

Total 212 5.5 5 2 :i 23 0 "6 2 4C::: .: :S% l CO 
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L'erre :.T : · -r 1:ne me .: ·;re e :: t de 5 2. '3 %,alor-:. q ;;.e l'erre t-r :: ;.r la néthode n'e ··c ?: de :pa:2 

J 
.1 
;<). 

...,_ -
•..,1;;::;; -_. :ré dtat 2ont tr?. · .ai:.i _fai ::ant . pui::q:.:' il :;; :::ont weille t.:r ~ qi..: e ce:.:x obten;_:;:; 

lor :~ de l' étL.d.e d L-. chro::.atographe .se c;.l. la différence pe ut :an " doute être attib ,2 ée à 

la q' .:ali té de l'injection qui va en :; 'améliorant au fil de la joernée. 1:.,e s po1.:rcentages 

d'alcool ~ :r.ec:;eilli sont c1..;rie ;.i ::ement sc..:périm.;r~ à 100 % • Cela pe t:. t peè;t-être s 'e·•pliquer 

?ar ~: ne petite différence de coraporte!T'.ent entre 1' étalon interne et le :' alcool ·~ supérie:.r 

Cette différence n' e ."t ~:.:~ore gênante cor:ipte ten:.: de la bonne répétabilité de la 

mani:oulation et de la faible >:' e de l'écart ob:;ervé. 

L' en ~· emble de la I:léthode de do ::ai;e de s alcool ·- sqlérie:.:r danc~ le - :;;oûts fer:::en· 

-té. e .-.: t donc a L ?Oint . On-recueille le ; alcool: pa::!:' entrainel'.!ent à la vape 1..:r et le 

dLtillat est en:::: •.: ite pas 0:é dan~ le chro:rato,::.raphe -elon la méthode décrite ci-de:: s:; s. 

La . tation ::tilLera cette r;iéthode dan:: l'avenir. Slle e ~: t ré ~3:1::J.ée en anne--e 1 (.:;:i.9 ) . 

On troc;vera en anne--e 2 le·~ chror.i.atogra:nme -:: et le fiche .· d'intérration corre ·.pondant 

a 1.!-· ét ::de ~· ::-.tati ::tàques. 

II 1 Prod1xtion-:. de levi_;re:o:; à teneur::; en ::o;;.cre s de ré::erve différente '.3 

la ·,tation de Biotechnologie de:: fr:)it :· et de' lég~ ::'.es ::: o::haite 

étLdier dan·. ··n avenir proche,l'effe± de la tene<:r en ë :1cre:::: de ré :o; erve ·~ de -.: lev:1r e :· 

s:;r la fermentation, et en partic·_:lier ::~_; :- la :p:-od:.:ction de cor?pO' é :::: ~e flave ur. Pour 

cela elle dé:: ire dispo : er de lot": de lev::re ':; dont la se:.üe différence ::era la ten.eur en 

s :.i.cre · de r-é .. erves, principalement en f lycor ène et en tréhalo ·· e. Le :;toc:<age modifie 

la concent:::-a tion intracellc.:alaire de ce :-: ::t:cre :~ , mais il modifie au- :i 1' enser:ible de 2 

caractérL:tiq:.:.es phy:::iologiq::e s de la ·:01:che. Q' 'AIN et -es coéblaborate ::r ~: ont r::i 3 a u 

:point :~ ne ëCéthode per!:'.ettant la réali::a tion de :: lot :: so1:hai té2, ma.L: 3'...:!' lev:.:re :::. è.e 

bra ::;.:::,erie. Il :c ::tili :;ent la :propriété qi.:e le: lev1.:res de bH·re s sélectionnéez fer:nentent 

préfèrentiellement le '".altose :;iL:.tôt q L: '~m autre ·.:.cre (26 ) . Le :: recherche · de la : tation 

.: e :: ont a i:s- i orientée s ver? l' t:tili ::ation différentielle de pL:· ie·.x· sc: cre ~ . Le ,-

lev'Jre· de rh ~-.::i n'ayant :'.;)a .ë s·...'bi de ~ élection ;Jréalable,elle n'ont pa : de rai::on d ' ·.:ti­

-li ·-er le ::1alto:-e préférentiellenent . L'ét:;de de '. voie -. métaboliqœ ·- :::ontrent q :.· ' il 

e· ·i ·· te ;.:ne éta:;ie ::· :pplé::ientaire dan· la dégradation d :..: fr ;cto e :çar ra -;iport à celle 

d~.: ::l,;co e ( 10 \ . Cela pe · :t influencer la bio ·ynth?: · e de· : ·1cre s de ::-é :: erve :: . On cherchera 

J. vérifie :-:- cette hypoth~. :::e. A'.:.. :;:iréalable , il fa·..: t "lettre en évidence la .:_:iré . ence de 

tTéhalo e dan·- le :-: lev:.:re :: de :--hvri <: et -e fa:iiliari -:er avec le :; techniq _: e · d' e ·· traction 

d. :: tréhalo e et d ~: ,:: lycog~ ne. Le • e::sai:..o ont été :::ené ·r de ::z · o:.:che:;; de lev:.Tes 

' accha'-o:::yce cerevi : iae, la ::-. o:. che L~(\ J de la collection de la ::ta tion et la :o: che 

ind:.· .:; trielle ~AF. Le '1ilie•i ae c:;lt· re :..:tili ?.é e ~~t to:.:joL:r · le ;;iilie 0
: "alt ::!ic'.~erhan 

décrit en anne ··e 1 (? .16 ~1 • Le ·- :e '.Ü :: variation · ap:portée .. à ce ::iilie ·: concerne la nat : r::: 

et la ccncer:tration d :· 0 1: de - 2'.:.c::-e :-: :pré::ent ~ . 

l ~ ~o ~a;e i~ tréhalo : e et d·· :lyco~\ne intracell ~laire . 

Le ·~ ] re;iier e -sai s ont e'_· lie :: avec la o:. c!J.e ~ AF :_:;L: - rapide 

<::1 cr Y:: -..,:nce. Uh pi"-è. ie c ·v-o: e-t réali ··é ian· ~o ~l de :-:i. ilie ·,~ ;- 1~ l.J.. r.r i· cr_ ... c:,~1......ar. ( · .. r.r \ 
~ (, .. - -~~ .. ... \·· . .. , 

Cé>nt"'-'1aDt 10 -, fl -'Ir... -:- 1··~'.) 'P C:J~~ P Q'.JrCe -'!~ Car'--r\ne ('I~ ...,; <'>Q Q° C''Vc. - c,....!. ::.n ···· ; .L~ ~ - ...... .i. J. ~ / _ ....._.._. .;:;> ,_. v . . _,, 1.l . : . .... _ - ~...... ...._ V ..... 1 • ._. c _..., ~...... '-' 1.... ~ ..... .L. V ._. . . · ...... L....... . ... 

l ' :: n:-:e!"r.ence!!ent , té::!'.'ile c'.' '.: n 2rlen d.e 500 :-:1 cont2nant 200 -::1 de :-:ilie _. "~·i a ::.tcclavé 



:\ ll8°C :;e:-:èant 20 nn et contenant JO ;:/l de .;h:co~e. La croi -,sance :: 'effectue à tempéra­

-t:..:re ambiante sur , une_ table agi tante d 1_:rant 12 H • Le ~ cell:.:.le;.0 :,ont recueillie 0 par 

centrif'..'. cation ~ JCOO r pM , lavée ::: et re?rL::e ::, dan:; 25 'Ill d' eai.:. :phy-.;. iologique.: On do ~e 

la !'.latière "?:che par de-sication a u fo i,_; r à 105°C pendant 12 H '"' ur une partie_ aliqt:.ote. 

:?aralHle::i.ent on extrait le ,: lycorè- ne .èelon la méthode de BEC:ICTR (J ) décri te en annexe 1 

(-p.171 et le tréhalo ::: e -:oelon la '.ï!éthode d.e TREVELYAN également décrite en annexe 1 (y.1$ \ 

A:pr~--= hydroly:--e de ce::; det.:x T cre :: le ;h~co : e p:::-od·.Jit e "; t dosé enzymatiquement :2:râce 

a;;-- kiL de do : a re: BOSHRIW~E? (anne·:e 1 ?.19!, Cette e-·périm.entation n'a pas e'_: de _ 

ré: ::ltat,le c:: Iüt c: de do ,a ce d·_; ;--:- l 11coc:e ayant été déte~ioré ' rar :_.:n :::toc!rage non conforme. 

Cela e : t ·__.: n -;ir:iblt.'.;le interne 2. la ': tation [.Tave ca::::- à la , i__: ite de nombre uses ;ianne ·0• de 

co'.Tant, la con: ervation de nombre1;x produit:::·. ·3 tocké3 en chambre. froide ,. 'e ::: t trouvée 

conp:--o:nL:e. 

'_'ne ex::iérience identiq:.1_e a été refaite, ;naL en ·_:tilL:ant la :=:ouche 49J de la 

ta tion. Le do- a c·e di.:. :;;lL-cos e a été fait avec ·; n kit nevf. De11X erlen.:::. contenant 200 ;;i_l 

de T7liHe t: '. l'.~ ont été en ::enmencé:o· et :.:n do :a ge de tréhalo ._e et de?.n de ~lycoeène . réalis é;: 

::-:..:r chaC '' n d'eux. C-:__:aq_:.:e dosage d '.! .;l uco: e a été fait en dot'ble. Le :. ré:: ul ta t ::; sont 

présentés dan:: le tablea!'. -_·.t:ivant,le s donnée -: relative -, a !..1x tréhalo e _: ont dan.'ële 3 colonm 

Tl ~T4 ,celle : relative :: au 5lycog~ne dans le3 colonne s Gl à =8. 

B Tl 

::iat Pre r -o 
-:f".1Che .. ·.1 S"~ ,8 

Al 0 0 

A2 () - on 
_, ,-
c ,:/1 ù o,J~( 

c -/- è.e 
~1ev~;re v op2f 

T2 T~ -· T4- ~l C'2 -

SI,,~ S"G -,\ S&,) Sl, ,V S"t, '~ 

0 0 0 ~01 0,01 

0
1 
I} O, l~ o, ,~ O/;Gf ~of" 

o,f<I. °')(;~ 0/6\ o, o~ :r 0
1
o'.H1 

Ool( o,oJ<; 0
1
ôJl. ôo)f 0 cJ,,{lf 

I ) ' 

GJ C:-4 G5 

ri, /l )r,,J S-6,) 

~O( () 01) 
I 

c:o 1 

0
1 

04Z o, 035" 0, 042 

O,o(} o,o(f. u,on 
Q ()0~ G O<t~·(, oao~ I 1 

,_,,. 
----0 

n r 
' 

001î 

-
-
-

,......., 
-- - ( 

J~,f 

17iocS 

~on 

a,o.Jb 

u
1

0 I] 

G8 . 

S-&,5" 

~o?f 

-
-

-

Tablea"ol XIV : Sxtraction de tréhalo--:-e et de :;lyco:::~ne. 

Il '" ê'.".èle q· :e l 'hydroly-e d:; :;lyco :::: è:ae --e :::oit r:al dé!:'o1üée , le ~ concen-tration '~ troi_;_vée:~ 

étant bien inferie1:re 2. celle :- attend:;_e ::· . I.a ccnca.ntrati:m ".'aximale tro:.:vée e:::t de l;J;: 

:::.·_-, yoid ::: :ec de la lev1.:re , or la li ttér a±: ·r2 donne de . :;o ;:rcenta;e : :;-:ini-""-a de. . 6 à 1$ 

environ<12,26 ~· . Il e-t po""sible q ue l'a.nylogl:: co-::-ida ,- e ·:tili ·ée ait ::.1.:bi de -0 è. '.)J!ll:la,3"e s 

a~' :: toc!<:a;e. ~O:npte ten:1 de -0 ::_)03 :-ibiité -- d 'a:;:r:_:irovisionne!":"_ent en r\:adelo-) ::;e ,il e ::; t 

is-:_:io · si ble d.e :. 'en :proc-.ire:'.' d' a t:t re dan,-:: de è!:'ef : délai et elle __ -era réL:.tili ~ ée. 

,~2tte e --?érience -;er:.i_et de mettre en évidence la ]ré ence de tréhalo : e è.ans 

les l ev·:re:::: de !'ht-.:'lerie. La concent r ati on en ce ·;_:cre e · t de l'or~e de 3 cif d:i poid; 

ec de la lev-_·re ce cFi concorè.e avec le _ donnée de la li ttéra t::re _po::r le ; lev.xe ; de 

bF·::~e - ( 1 2 \ - ,. . 
: :al :~:ré ce te -- t -so :· i tif, il a été conven:.:_ d'abandonner le d.o a :;e enzy;:ia tiq_,_,_e d. -_; 

-1· co e a :: _profit d.'-n d.J a_.e c'.:.i:::iq·.:2 . Le d.o a ~-2 enzpatiq~- e '.;: - t con idé:::::-é co~:ne t:::-o:i 

cotte ':.:: et DYé entent de - ?robF-0e"" d.e 2-toclra; e en (' ·_-adelo :.-_:::;e où la cli ::t::-ibL: tion de 
co'..:rant élect:::::-iq_1:e n' e ':: t ~a ' fiable. La --iéthoè.e de cio a ,se chi niq t:.e choi. ie e <t la nét~1ode 
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phénol-~- ·_c lf ,_:riq1 : e ( "-' ~'TITE et Coll !. Slle e ::: t déc:rite en anne··e 1 (p.20'\. "ne ét::de ;tatL­

-t,tiqt:e de cette néthode a donnée le ; ré- t·ltat ::: ::~: ivant · 

No'l'bre de :ne - :..;re ~ n 

)1oyenne de :: 'l' e ·-nre- x 

Variance 

Ecart-type 

Ecart-type ~oyen 

?récLion d' un ré ::ultat 

Préci:-ion de la :néthode 

20 

0,172 

0,0001191 

0 ,01091JJ 

O, OOJ15 

lJ, 96 % 
4 % 

Cette préci :::ion a été j ugée 3llffi -:ante :po1;r pour:uivre le:: e ·::.sai2 d'e-·traction de :-:. ucre s 

de ré - erve :: . '~1,::-ré le c: mal:vai ·3 rés '.Ù ta t :~ obtem::: poux le ; lyco[::Pne, la :nanipula tion 

n'a ?a? été re pri ':e , fa t: te de te!",:;n, le ë _?robHrte-: d'électricités retardant beaucoup 

le :: :'lani ?è!la ti on .., . 

2 ) E-:: sai de réali :.ation de lev':re - 3. différente.? tene tcr '."' en sucres 

de ré-erve ;~ . 

Co;,mP. pr ~cédemment des pied:: de cuve ont été réali::.é C:. dan-..: 10 ml 

de milieu '·~W à 10 c/l de gh:co :o: e qui ont : erv-L': .J. e:~ _ er.i.mencer tr::ii- erlen · de 2CO '111 

de 'T'.ilie:J. ~ '.W 3. JO r /l de gluco::e. Ce :- erlen::· ont été i'li :- :ur table acitante à te:n:pératL:re 

ambiante pendant 24 H. Le :: levure - f urent recueillie; par centrifc:.,zation,lavée et repri eè 

dan - de l'eau phy:: iolo,s-ique. Le::- troi : lot :::: de levure -· ont été ra ,,- se:;iblé~ dan - 1;n vola;:i.e 

t otal de 50 'T!l. Fr. do- a ge de mati ère ::-èche, :me extract:hon de tréhalo ::: e et de glycot-è ne 

•mt -permi - de définir l'état phy-:.- iologique de ce .:- levure :- q1.:i vont ervir à en : emmencer 

5 :".ilieex 1 '.1•! à 100 :_:/l de glt:co c:e et 5 r!'.ilieex à 90 c/l de fnccto :: e et 10 g/l de gluCO "'e. 

Le ;nilie:.:x ~ kco-::e ·::: ont référencé ·· C-1 à c5 et le • milieux fructo ce ?l à F5. Le ta'..:X 

d' en-e"!mencement choi i. e .~ t 10 cellule 0) nl, ce q'.1i corre ·c-: pond à environ 1 "l l de - 011.:tion 

a "ÇJr~- cor:>.;:ita..ge ::'Jr cellule de THO~·!A. Ce- :n.iliet:" ,une foi :: en emrnancé, ·ont ::!i ::: 3. l'ét;.:ve 

2.. J0°C -an·: a~itation ?endant 96 ~. Sn fin de fer~entation,déter:r.inée ]ar clinite t, 

le '· leV'Jre ·- -ont réc1:pérée · :-: i_1ivant le :?rotocole habit ü.el,dan:" 25 :-; l d'ea1 ; "Jhy,,iolo["i que. 

On :;iroc ,\ de ~ 1m do~age de ::ia ti ~re ~che e~ ac;~: e· ·traction'.' de tré;,alo -e e t :ie _;lyc o .. z~-ne. 

''n d::ra ::-e d'azote intracell·, laire est égale :nent réali é. L 'en -:-e:ible d.e ré '.0.1.: ltat 

a ?parai::·sent dan le tableau X'! • Le· c olonne ?C cory- e ·-pondent at:" do · a ;Se · effect:; é -. :; 

-,_:r le :préc:ü t :.xe s a gi té:: . La ligne "dilution" donne la dil c:.ti on o:pérée ::u.r l 'hydr oly o:-a t 

de :::;.; cre ] o;;r effect l: e::'.' l e è..o é-age. La li,§:·ne "C: '1;/l" d onne la c oncentration e n ~:l~: co e 

de l 'hydroly- at de ·· ~cre. La li:; ne "C initial e ,:::/l" d.onne la c once :i.tration à.e l a · ·-;;en i 

·ielev-..: r e en · L ·c o e . La ligne " -;.-/; de lev." donne la fraction pond é:rale q 1. e re pré ents 

~= ccr e do$é dan~ l a lev~~e. Snfin, l a li ;;: ne 

q ' e re :.:;réente l 'azote dan la l ev1Te. 

Hl-T ,, .es/~ d e lev." d onne la fracti on ;- -:: ndéra~2 



t<J~ I , .rr 1.0· o L r -" L r -~ <1 I . CT',J . , 

1--~----. --·--!._. _____ -·---. -·-w 0 ô-/? 0 A /0 9 G_} OO !,J1(ld·'J, ~I 

[ ___ _; __ / ----·-·-·· i ------· :i. ---<() o'Ô 9] 
1
Y zr~ Sl 'r rr~ ' 'fo I y b) 0 ' ra IV J'a<l" ( ~ 

! _ 
1
1 9_tf; /)Sr 9

1
'f ax5r ~-f.17 -5~-~ r~'C rfçç ~J;~:"'. r _.,. · ··· ··-· -··· ·· ··--··--·-_..._ _______ .-t-... _._....__,__111m1 .... -..~~ .... -+-....--+-~-+-.... -1 

. 1: . 1t k Jj6 o ~ '5~1( ~ 9~ < ~ 7 '7.J. JY1t -t57 'l<tr, t~0 sJ<r ~\. 9'1r, Jtc 12'\.,r J 1 ~"' 
1 • 1 : u( ...; r ,1. 1 u Lrl 1 1 LI ; r r"' " 1 -1 1 ,1 / 

1

1 

1 ' .... . . . ' . 1 . t 1t-O i6Q g~o sof no 1Do olo 'If( Lio {fo: gSo 'ifr 1~0 ~1.~ 950 1s9 (1ci.1 

: ; ' . t 5 or Ol 7 · -S Q l\ o[ ~ 5 Q 7 <J(; T 5 , O 1 <>p ~,',rj'. ·---· .. .. . ·----· . ~-· .. . . --·-·-

'1' 

0; 
' 

Q 

_l-. 9 _L ':) _L 9 _L 9 
i :1 1 ti 

\ b '~g c; t 
1
8 $; & 'rt -h ( ~r0 ç . ~ 

73 r-9 69 19 

: . I L :1 r f i ( 
l o__,<)'o Q / 7 o o {9 o __ o_ _ 9 ~o o ---~--~3~(~ ri 

l or'Ô 9~1o or/o . &.0
1
( 417'0 7/J

1
f bOO ~or-sob ofr z(1G 

1 

-zq
1
o 1.(0 rî/o n~~f 1 

l Vl • g (6S' 9 (~ gf,;7 j9(f . 1(0~·-· --~~~ç; 5
1
\l 7 lLL ~ . . </t 9

1
JJ V 

1
-h 9

1
l'i à~(~,,,~ 

~7 o;fç 145 J'.wr 8 (_i\.. 1Sl: ~'~! t~ 1',r üz At 1 'ft J}~ tw ü1 ;jcr ,t,,~ <fn ,,''rJ 1 'ris ,~rv ~·11 r'k r'58 i4Y dlç"'i: 
: o!r~ dfo. sr6 grf ~7

1
0 t~~o o;i~ B?'r ~

1
0 -J;6b ~t.9 ilr ~~:

1
0 ilo 'n'a Kf( ~~ 9r~ ~& ---~~ , ~i-r ai~ rs

1
o o/o (i'V o {1 v i 

: ~ 5 or ol 7; .S' o7 96 ~ .s o7 o~ ~ _.c:: :or OL 11 .s or ot y 5 oy ~ 
17 

s~ ôT:Ot '0,1qré 
r i' 

! _ _)_ 9 _J__ 9 ' l 9 i-9 =-1L-9 j_ : 9 _L 9 
' 1 ' ~ 

1 ·~ 

' f r tr \/ 5 y ~ I )j r 8 f_s 'f r f-7 't 1 t S ) 
11
-ls ) \9_ 

· ->4 ~ ·~!l ;~ r~ • ~d. .. , .. -5d .... ..._ ..... ~-~---
i-' . \ 



5~ 
. .., 

Dan :~ ce tableau ,il a:tJparaît clairement q'-:e le ·- ré : :..:ltat:- concernant le c lyco;(:-ne 

. ont tm· - erronés . De .: tene ::r celL,lai:.·e - fantaisi te _ de -;ili.:....: de 100 % :ont trouvée s . 

Il ~ e'.'!ble donc qL:e la techniq'.:e d' e--traction -:- oit a ::: sez ::ial ~aîtrL:ée. Il .:·e ?e ut to:_:te 

-foi - q ;: e ce rés ~·lta t ~ oient de ··.' artefact dt- à de : candi tion -:: de -tocri::age des 

échantillon·: dé;ilorable : et à 1;n te::i.-p::: de I'.lanipt:lation tro-::i long. Faute de :;io t<voir 

l'affir:-:1.er la ::lani7_:lation e 0-t '1 re:;::i:-endre dan:: :.on en-enble en -· 'attachant à être 

~rtic1·1i?,renent ·· oi;ne i:x lor - de ·- dih.:.tion · ou a utre ' pra tiq:;e::: :propice ' à l'erreur. 

Il ne :eya héla - :;_;a-o :po .. sible dan · le temp;o re::tant 3. ;a._ ·.e::r J. la :dation de reprend:-e 

l 'ex-;_:iéo·ience. 

Le ré ;,; l tat conccTnant le tréhalo e :;a.rai · ·~ ent :=:il ·: · "'.)la·~::::-ible ~ . Le:~ concentra­

tion · ob -ervée - '.':Ont de l'ordre de 10 % et proche~de celle- q i...:'on pocvait · 'attendre .3. 

avmir ap:-~- - :.·ne croi::: ::anc~ anaéroilie. -i l'on accorde confiance à ce-= ré ultats on 

con tate qu 'a'.:c •.•ne différence de ~ ynthr _e dn -t:r:~balosë n' e.:-t décelable qt.:e le.::: levt:re s 

-:;o i.: sent ·;;r ëtilieu ;l:;co : é O'J _,_:r i'lilie '.: fn:cto:::é. A ::10in. qt:e la ynth~· 2e dt: glycogène 

ne -oit forteIT!ent infl:Jen é rar ce .. · -;_:b:.trats,il fa1:dra . . : 'orienter ve:: :. d'autre :.: 2.t:cre c: 

po1.;r réali <;er ce levi..:re à différent:; ni veau de -::: i.:cre : .. de ré -.e:::-ve : . Le -accharo:::e re ë: te 

-...:ne :po-:sibili té bien q c:e · on :; tili.:oation préferentielle à celle du gl1_:co -~ e pa.rai::::se 

do1_:te ::·· e. C'e ·-t :ge; ~ t être en ·'orientant ver .. d'3.1:tre : :1b tra:t .q_c.:e le:-: .·t:cre ·- cor:ime 

le- acide aniné,: ~L:coforrnate:.T-· q t.:.'on tro t:veea la :::.olution. 

Le .. ré- ;_:l taf·~ du do--a r è d'azote donne comme tene:.ir !'1.oyenne de ce ·: levc;re ::-: , 

5 % dt: poi·2 .. :ec de la levc.:re en azote. Ce '.:'. ré ~..:.l ta L concordent avec cel:X de FABP.A'"MAN~ 

( 3) bien qt:e '?A~FAIT - ignale :.me tene1_-r de '3, 5 % dc.: :poi '.~. - '.3ec de la levt:re po :.;r l'e ' :ppce 

'.'3acch. cerevi., iae (l? ) . La prod:..: ction de bio!na .:. se trouvée ici e · t de 5 g/l alor q;,;,e 

H'A i.,'"QA ·::·." ~ITi' t·-o • ·ve ""01 ·r la ,.,eA,.,e 01 ·che ··ne '"'rod--ct-ion de .... .,,. h T ·"' b-îo.,,a ., =-:e n· .,..odt· -ite .i. ...... .u. , . ../'l.J.1-...: - ·- · :.._.J - ••• - · · - ........ ...) l ~• ..a.. ' b/ ...... -..;.i.. ..a.. _, _ ·~ .:... ' """-

e :·. t lé;~re'lent -::iL faible i:r :r.ilie._· c::;L-co - é q i·e t:r :iilie· · fr 1 cto é. La "'.ê:r,e q;;anti té 

de :.:cre ayant été con-- o:n:::ié dan- le n.ê7'1e te::r;:: ~ on "Je :.: t concl _:re l 1..:ne r::eille :.:re activité 

~1étaboliq · e de lev;re ,,_.r :nilie ·: .c: l ·co ., , 

L ·· '~li-ation de l'objectif n'a donc p~ être atteinte.~ai : le 

bilan à.e la :::ani:::i:-lation n'e t :ça · nécatif. 'Jn 3.~c.: :n.ettre en évidence la :::rréence de 

tréhalo E dan::: le o: lev·.:re - de rh·. :-:erie et ':lettre -~ jo·_:::- .;. . cerc.aine carence à.e la - tation 

en '"'"latFre de dosa;e , en :;:a:ctic· ·lier de do a .<_e de · •.- c~ e · . -Snfin ,1e fait qu'ati.cune _. 

diffé:r::ence de synthè:o:e è.e tréhalo::e n'ait été obten•_:e entre le ~.ilie :..: ;, Le ) é et le 

-ilie :; fn:ct -::i::é e t L·n ré '.: l tat interessa.nt . 

III ) ?r obl~~e : rencontrés 

!:.e ,: ;:ircbV '.".e Tencontrés :. ont to:. "~ d 1 ordre ra teriel. r::. -- ·: ·mt è.~ .. 

a fait que la 0 tation, l or - è.e ::a c ::m _- trè:ction a · ...:bi .•.n vice è.e fabricati on a ;'. nivea ._· 

è.:; · y 2F:'.':e électriq_:.'e. De l à,déco e;lent le panne "" qc.:i "J nt affectée - la tati l n et 

pr ~voq· : ée l'interr~ ?tion de la di ~ trit : . tion de co· rant. Lor -- de l'ar~ivée de 5 tag iaire 

le ::: o:.:rant n'était -;a C'.'établi officielle:'.'en;t. . ..., ,§:e i q ;_ ~lq · e ~ri 2 ': ::foncti onnaient. 

T :- ··t le "Jer -onnel de la tati ::m ë.evait d anc travai.:. l2 C'.' ·r ce : q_ ce l a_:.<e ·- "Jri :·e -:- , Ce lle -ci 

étai2nt - · :rcta~-- ·-: ée . avec le • ,, • .J.. inconveni&nL.. q; e cela ccm~orte. De n 0~bre ~x a~~a~eil -

.Jn°t :_:.,èé en ; ar.ns. i bi~: n q:Je l e t~avail a ~té tr ~ -··alenti ·:r l' en -- e-1èle de l a ..L...., ~ .. 
va. l.. l 
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P'J :or re,.,~dier à cet état de fait,la déci -ion d' ;;ne :réfection d i.: "T :V ·ce électriq :..:.e a été 

:::iri e. D'Tant le 15 jour"' de.'O trava·.·x to1;t travail était ?ratiqi: ement i:n:po · sible à 

<::a .: e de - :yo 1_ · - si~'re ':: et de ": fil :=. traver ·ant la c·tation. Ce probFne élect\q i_; e- n'ont 

-:ia· e'.: que cetté infl1ence,directe ·1:r le travail de la. - tation,il- ont au·d cau ·· é::: 

la déte:;rioTati .~ r. de nonbre 1_;x ::_:irodt.: i t : con-·ervé- 2. la chambre f:r-oide. Il :::.ont "'an .: do1_,te 

a i·_-, · i re .: pon::-able d' t:ne évoll:tion néfa - te d'échantillon· :: toc:<:é ::: . A ce pr'JbF:::i.e ", déj,~ 

i:'!-portant - venaient ,., 'ajouter cen·-'.: inhérent a ;J travail de 13..boratoi:re en G::adelo1; ::_;e • 

La di ·tribi: tion de coL;rant él·2ctriqt·e dan- ce départer_ent e ·- t O' imLe à q·.:.elque ' 

"i:rrég...: la:r-i té :::: ", q t:.i am~·nent beai.;co '-1 '? d' organi -'."'e - à po': s?•der le •.1 r :;:iropre gro upe électro­

- ':: ~ ne. Le C:.?.A.A.!. :po- -.- ?:de le ~- ien ,:naL dt: fait que "a mie en ro~:te na pe'.1t être i 

in :~ tantanée, certaine :: rr:ani:p1;lation~ · --ont ratée à ca '.· :e d' 1;ne inple coL.:pure de co~.rrant. 

L'eat· connait a' :-si quelque-=: enn:; i :: de di - trib;tion !'lai bea 1J.co1_: :p "loin i:n?ortant:-: . 

Par contre le :: ré:_)ara tion:· d'appareil ·- ·:ophi tiq'...:é co'ilme le -- chro~atographe :' en pha .e 

va~e ë.•r -:_:>ré ·entent de ~érie 1re difficulté::- . Il ettnécé' saire de le :: envoy11-::: en France 

(T".étro:politaine) :io;.:r en a .0 c-1_irer la bonne réparation. Cela demande de - délaL: tr~' : long 

et e - t 011rce de ralentLse'!lent du travail. L'a:pprovi ionnement en pr o-:':. Ll it:: le laboratoire: 

et a •_; :i tr?- lon.;,la --_:ih:'Dart -' e p::ro ·'dt .: ve'lllnt · e France(tot: jo~:r -~ !T',étro-politaine). 

T 0 1:-:- ce --éranc e!"", ent :~ ont provoq_,lé :o: :_:n relatif ·éco 1;ra ; er.ent ::e· : taziaire --= et je 

c·e!J'ercie ~ ·1:r :?APFAIT _, e nou - avoir ai·lé:. :J. le cir:ri.onter . Toi: te l' éq_l.lipe 1 e la ta tion a 

fait ;re: :ve -· 'éne--:-cie et .-le com-;:i:-éhenc-ion ;J0 1:r :per'.l'ettre à :e -- cinq .-tagiaire de 

:iener 3. bien le· :r-- ét' . .x· e ~~ . Il fa :.· t Ot 1 li[ner la bonne entente r~ rnant a:.1. c.i:- .A.A.e-; q1 li 

per'.'.!et a~:x -:-ta tion::: 'e re.llier aux diffic:.:l té c: d' ap:provi ionneT'!ent -;:ar ;·ne entraide 

T.:t ,·elle. Enfin, comme problÈ':ne . on peut -:ot:li,;·ner a t; ~ i le r:ianq:: e 'e coor~~-ination ' an ·· 

la t:ran·:ii --o:ion de l'info:rnation q 1.:i r 0cne ~la tation de biotechnolocie '.:: C.R.A.A. :. . 

Il e t d :" 3. ·:n ::anqt:e - e per onnel :per:iianent r;iai -o, e t en ~ ::e · 'être ré oL 

l ' -_tili · ation d'· .- n riini ordinate 1_1r en ?artic:•lier. 

IV ' Concl~ ~ ion générale 

.,.,_,, -.~ . ,,,_. 

Ce ta;;e re:pré . ente à la -foi - !;ne ex--:ié:rience ::cientifiq::e et :·ne -

avent1.-re hu.:r-aine. n ét t·rliant antillai·: q1:i rentre dan - la vie profe - s ion:elle en r i:adelc· ·-

a:irf-- · ne fo:;;-,ation :~an- ··ne ·:niver ité 11étro-;:olitaine : e tro1::ve conf:conté 3. de no-:: 'c:re -":x 

-ryr :itl'-::ie q ~ i ont été évoq:..:.é en ]artie ici. 

Le pro,?Tanrr.e de recherche ' T le rh'... ~ e::i te :::. e:pt:i tt~tôt dix an et il re tt!.. 

-;01-rtant bea ':co · .'? ~- fai:re. -- i on co!I:pa.Te la rh : r.:e~ie à <.:ne ind·· ·trie cle ;ointe coi:1rcG la 

bra erie . Il e ~ t he ·:::-e : x cnnnte ten:: de la -:ilace q: e tient le :-'.-1·- ,.. è.a.n ,-, on éc ono;-_ie et 

-on f ol:dore q t· e la :- --adelo :-:?e oit le fe r de lance de ce ~ro:-ra:-1, r-: . 
' A traver ce ta~e j'ai abordé de t•x 'TcobF"'e e -, -~ entie1::: .. l ' -.:n "' _ _._ 

~ v lié a ::x 

technio ··e d'analyse . l'aLt:::-e :':.la définition .d'• ;ne OIJération de reche~· cne. 3i le · 

d'ana_;y i:: c!1:::--:iatJ ·ra -;:hiq:·e de _ alcool -)é:::-ie :· ::- ont conn- e . , la :_:iréca::::-a tion cle 

échantillcn · ~o ·e ·: n ~r')bl ~ ~: e . -· ~e :r a-·r ltat ~er~ettent · . ~âce 3- ·ne ~~·~é-:-arati 0n 

e-c ... i ~, (.;..::; 

adéq_1 3. te de fai:~e ·n è ilan d ' · ne fe :::---:enta ti on ·=n analy ant le : o·_:t l e ~ ~l:t f e :::-:centé , 

le di tillat e t l e :::-é id: de d i tillati '.)n ( vina -e\ . '.:'n ;:: e q_ : i c ::mcer:ne l' ·'.:' '?é::.-ati on ~e 
' 

:::-eche::::che de no,..bre 1. ·· - t:::-ava · ·: ,Jnt été c on acré '.:: ~- 1-a. fo r:'!.ati on de alcool :- :; ".'.'.é:rie ·_: · ;; , 
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L'effet 2 'J>ce et l'effet - 0 ;_1che ont ain i ~,- être ni · en évidence. Dan ~- la no'_;velle 

a -ppr oche qui e fonde : .. •r le o- trava :·· de ?O 8 . on '_)rend en con id:\.ration l'état phy--.i0lo- -

[ iq;;e dan leq1·2l : e tro ,_cve l'agent de ié'e:r- 'T entati on. :Jane- la :tation d u ·'.::.R.A.A.G. on 

cheyche i caract ?- rL·er cet état ::ihyc-i6logiq1:e :;iar le content: de .·: lev1;re -· en " '; cre '~ de 

:ré:, e::ve~. J'ai donc été conf:conté dan~· cette :;:ia:~tie de ;;ion travail à la forni ;_lation d' :.:: ne 

no 1.·velle voie de !~eche!'che. L'ex-pé:rimentation n'a ra ::· été im franc - ucc ~= mai · elle 

01vre la voie ' à d'a·_-tre -· :;iL:.-- com;il~te - . ~- ur le :plan ::::ier - onnel.elle ;n'aura a:p)ri 3. 

avoir ')L:- de :"_éthode dan": nes recherche ~' . 

Sn concl;.: ion je con: id ·~ re :'.!On :::tage col'\r.e :po : i tif - i_:r :m :plan trictement 

::_;er onnel. Je :·oi_1haite q:.:.'il l'ait a r·,:: i été :pour la tation qui m'a ac t·eilli. Je rer.:erci.o 

chac11 n de ·:e:_.: :r:embre pol:r cet acc c_: eil chale ;ire1::~ ,bien q_ 'J_e j'e ,:psre :po1:voir 1m jol:r 

::-:-eno:_:vele::".' ce -- !'e'.'lerciel'lent- de vive voix. 





Princiue 

Réactif"'. : 

:'.atériel 

l 

Dosage de l'azote Méthode de KJELDAHL 

A l'aide d'acide sulf:..irique pur et d'un ca taly:::;eur, on ninéralise l'azote 

intracellulaire.~ous form~ 

normalité connue. 

-Cataly.:::eur : 

.:..<:: IJ-ï . :)H,q'.l .. ï. ·c.itre:i:.a en -:oilite par un acide de 
" 

'.(l '=:'\ lJO g 

'Oeleni 1L'll 2,5 g 

c,, -:cr' 
u. . - '1 15 g 

HgO rouge 2,5 :; 

-NaOH : JO% (pa..:/vol ) contenant 5 % (;x:b/vol) de thio::::ulfate 

de :;odi1im. 

-H
2 

-::o
1 

pur 

-ifaOH N/100 

-HCl N/40 

-Indicateur coloré de ta:ohiro 

P.a~pe à ~inérali2er 

A_:;;ipareil d' entrainenent à la vape '.1r 

Hotte a · pirante 

::a.tra· .?. :n.inérali::-ation 

~, 1. t• ... -.ea l ~ a ion : - ::inérali '.'a tien : ;rte ttEe dan ~- Un :na tra -:- J S de Ca taly-eur, 2 '11 

d 'Hz. ""\ et l nl de la ::: u ~ pen- ion de lev1:.re 3. do--;r. :hauffer -,.:-:r 

la h8tte a ·::_;irante en veillant?. éviter le déborde:'.'.ent di;. ~atra::::. La '. ir1érali,ati on e •L. 

ter:::inée lcr-qL:e le '.'.'.a tra - ne contient pl1 .. t · q_ '.' ' ~ .m liq_::iè.e ble 1
) hxq_i·oi e en éèuli tion 

léc;ÈT8 . · ·ne "".inérali ··ation d '..;:ce environ 2 :-i 

- Tit:::-ation : 1 ) .:Ji tller ll~ .,,1 de ·o:;d.e J o ~ 2 la vape:..T. Cn 

rec:1eil'.e le di · tilla t -;::ar barbottage dan ::: 20 r:-:1 d' HCl N/40 pendant 5 ::'.n ::i1.ii pendant 

l ::::çi. ~ans barbottage. Titrer en-" 'J ite le di.,..ti2-lat :;car ~Ta C:-! '.'Tj:: .. oo . :L2 v-:'L:--:e de tit:r:-ati;::-c. 

doit §tre de 5 ~ ~1. 

2 \ :li -tille!' en=·'.i te le 'èélan;;;e na =E y:: ,".o ~l:..: : · 

::i in.éTali at,err intr :x~:. :i -· ant ;ia.n :-- l'a-;i:çarei2. è. ' snt::-aî;:e:rer.t ?. la va-çe ' ::r è.'at orè. :::.. :::: 

~inéi--2.~i at pt: i ~ ~Ta :~· :-r . ~·n :::=c:_~ ei~le le è.i ti=..llat C:J~.~e ci-Qe · ~ : .. :s . Tit:-e=- ::;:ar la : o~~: ~e 
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"/1 · ~o t 1 1 d ' • • ' • ,.., 1 d 0 ' At • .J:", • ' 5 ·""\ 1 i i _ ,_, ,no er _e vc ~::r.e e -citrai:.ion. '-'e vo :.rie Ol.1:. e re l.UJ..erie'..2:' a ·., ::1. • 

I.a différence de volume de '~ 01-'.de 'Jtili:::é•.:: : .·::::respond 2. la q:;antité d'acide titré 

-par le NH~ OH libéré lor : de la dLtillation. la q t:anti té d'azote intracellulaire ' e 

calc '.Üe COl'l!'le "'.ui t : Nl titre de la d.e lev1;.re en eg JE /l : i.:Jconnu 

Vl volL:r-!e de la pri .' e d' e :c;;s• i 

N2 titre de la :.oude N/100 cq r'• '-T h --.L ., -

V2 ( vol'.lT.e d-.i blanc - volume de l'e ·· '.3ai) = a. V 

:Ge titre de la :: :i:::pen:-ion de levure Nl e·t donné -;iar l'éq:.:ation : 

Nl x Vl N2 x V2 

d'où Nl N2 x V2 / Vl 
I 

Dan:-: le ca::> pré::-ent d 1..: ti tra6e è..e l'azote :: ou": forna de NH" OH .J-'1.2q OH e ·: t obtenu pour 

en eq N. La ::1a.:· se :nolaire de 1 'azote étant de 14 ;; on obtient X la q1..:anti té d'azote 

intracellulaire ~ar l'éq~ation ~uivante 

X = N2 X V2 X 14 
n 

le ré ~·ultat e :: t oètem.: en g/l :. i tou ~; le s 

vol'J.ney ·:: ont exprimé :: en :nl 
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Do ··age de ., alcool:- supérieur..:. dan::: le · eau:c è.e vie. 

Princi'Je Do;age :par chromatc6I'aphie en pha :2e gazeu::e avec étalon interne 

~·'.a térie l Chro:natographe en pha.:·.e 6-azeu .; e ·'.::irdel ·· érie JOOO 

Colonne: inox avec :pha -:: e stationnaire 10 % :?Ec; 1540 ' '..lr chrorno::orb \<i/.,,W 6o/80ne 

long: 7,50 m dianrtre 1/8 de po~ce (J,17 ~m) 

~ondition"' de travail : Caz vecteur N, :pre ' sion au chro!":'lato,;raphe 2,5 

Hi :pre ,, -:ion l. 6 

Air ::'._)re-:3ion 2,2 

Te:apérature Injecte '.1r 150°C 

Four 90°C 

Détecte11r 15J°C 

Régla[e électronètre c:-ensibilité l 

Polari -:ation 230 V 

"ottie inté~ateur 0, 1 V 

Atténuation 1 

Intégration Intégratet:r DeLi Icap 10 

Paramètre c:: de calcul ·· et d'intégrati::H::. 

donné~ dan le s fe uille ::.: ivante - . 

Attémcati:m 64 

Snregi - tre'eent : enre~:;i tre1 ;r :eè'"'votrace type ::Yi:i 

( . '.'.:~AM- Pari · ) 

V~ t~ -~e 5 ,..,,. ' .; ,..,,,,/ -nn 
- C •J ' " L . - - •• '· .LU .1. 

?rér.aration cle la ~ oL:ticm è.e référence 

0 olvant - olution hyd-roalcooliqc.:e -?. 5 0°-:;r, 20/2C. 

::: olL:té:: b:itanol-2 125 :;c;/l 

pro:::;anol-n l 2C: .., / 1 - ..) - ~ ·....:. 

i : ob'.:tanol C: 1I() ..,.,,,./1 
_,/ ._. ..... · • r:; 1 ...... 

bt:tanol-1 '°? c: .., ,.,. /1 0-,~ . ·o/ 

~ethyl-J b~tanol-1 625 ._-:,,:j 1-.. 

:::ethyl-2 bL"t.anJ:::.-1 :<?c: -- ·.-/1 v~~ ' · '·.:. -

acétaldéhyde ; 5, 3 :::;/l 

acétate d'éthy2.e ;::>5r; - -h - '- •_;/ -
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A cette ::: ol::tion de référence on ajoute l'étalon interne, le !l'.ethyl-4 ~enta.nol-2 dan.::: 

la -proportion de 0. 5 '.'Il d' 'lile :c oluti on de methyl-4 pentanol-2 è. 5 s/l dan · 5 nl de 

·ol'..: tion de rbférence. Le volCJne final e ' t donc de 5 ,5 ml. 

~ lfl vea:.ume · d '·injection e ·c·.t de 1 /1 

8alcul de:-: coefficient ::: de ré:;ion ~e:.; : Ce-: coefficient ::: ·ont déter'.'linés à partir de la 

'·olution de référence et :i01:r chaq_1:e corr;:io ::: é ~ do er 

Soient qc et ~c la concentration et -urface è.u :pic :;iour le con::tituant 

à d.o-er,QI et ·SHceux de . l'étalon int:lrne,Q;A . .1a,,q_11.antité de. i.'analyséet IG{ un coefficient 

'1.:ltiplicatif. Le coefficient de répon:: e da con'.' tituant à do· ·er e .~ t donné par la fornule 

KC = QC x SI S" V r\T X QA X l(" lrt..ol ~ ... ; .:.J~ .;._ .. ~ X 
.., ,..,x 
,,l. \) 

:·ne foi: le ._ coefficient: è.éter:iinés :;,Jour tou-:: le -; constituant ::: , on peut le 2 do::er 

dan:;; toL:te- le - sclution-: où l'étalon interne e s t pré c: ent. On obtient 1 
.. ' concentration 

:_Jar la fOYT".Ule : 
C =~X '.'C X 

D 
KD X 10 X 

KC X QA X KX X 1.0' 

> tte foYT.Üe e .t valable pour une injection de lj"1 d '.échantil!hon où l'étalon interne a 

été ajouté dans le~ ... 
~enes pro:?ortion-:: q_ue dan2 la solution de référence. 

La pr.agra!:!rnatlilon de l'intég-yateur e :· t telle q_t: e le " concentration·: apparaissent,en ... 

1/10 '.7'.:;/l. 
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Dn .~·age de ' alcool ·· ·u::ié::ieur:: dan:-: le::o r.oût::: fer "T!enté:_, 

Princi -:c Do ··. a ; e chor;i.atocraphiq1.le en pha =e ga.Ze l.1se ave::c étalon interne 

Cette !"léthode e=t dan::: ::. on principe identique à la :néthode d:;. 

do ·-age de ::: alcool-:: ·.upérieur- dan ::: le ': eaLè.-'< de vie. Slle en diffère yar la corr.po ~" i tion 

de la - olvtion de référence ,dont la nouvelle CO"'!:Jo ·.: i tion e ·:t donnée ci-de c::: ou-:: , et ~r 

le-- ;iara:nP.tre ·: de calcul et d'intég::ation q·1'on trouve::a dan:: le :: feuille s duivante ·::: . 

~nl~ti on de référence butancl-2 ?5 ,.., ... ;1 - . ·c:, -

::_Jro::_:-anol-n 25 :'1;/l 

i ·:obutanol 50 rri.g/l 

butanol-1 5 ~g/l 

!"'.ethyl-2 bnta.nol-:l ' jô int;"/l 

methyl-J butanol-1 50 ~s/l 

acétaldéhyde 100 m;/l 

acétate d'éthyle 100 MG/l 

Le clvant e .,. t i;,ne -::o l ution hyd:ooalcoolique 3. 7°~1 20/20. La quantité d'étalon interne 

e·t è.i:-:inuée. On le rajoute dan _-:- la proportion de 0,1 ml _?Ol.X 10 :nl de ~ olution de 

='"éférence o:.; d'échantillon. La ""en -:: ibilité è. l.1 chronato~aphe ::_:-a 7se elle de 1 2. 0,1. 
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Calcul -:: 2tati .o tique s 

But : connaitre la valeur à aacorder 2. 'ln ré..,,ultat ou è.. une méthode de trait2ri.ent 

d' :Jn échantillon. 

On a;ipelle probabilité P- d ' L:n évènement le ra-pport 

On e - ti'.".e qu'un ::·e uil de probabilité de 95 % e : t rai ::-: onnable 

Nb de ca= favorable ~ 
Nb de ca:=: no ·:s ibles 

pour une rr:e :::- ~rre de 

lJ 

làbbratoire. Lor ·- d';.me .~ érie de ne ._·i;.re identicpes,on peut ;ar de -,· méthode :.~ statistique ~ 

déte::-TI'iner l'intervalle dan" lequel une r.i.e :. u:::-e :pri: ·e au ha:::ard a 95 % de chance :· de s e 

trouver. 

~oit x la moyenne arithnétique de::: x me -.: ures. 
n ~ 1. 

~..1= ~ex - xî 
n - l 

(' , , , . ~e nonore repre?en~c On appelle variance le nombre 

la di -?er-:ion de ,-,, ré~ul ta t -- a'..ltour de la ::i.oyenne. On e :::-ert a1.12.d ~ur re;iré "ente:::-

cette dL::;ier--ion de l'écart-tYIJe qui e ':. t la racine carré de la vvà.riance . L'intervalle 

de confiance ?_ 95 % e-t trouvé srâce à la table de FrHSR (p.15 ) . Il :=" 'a,;it d' une table 

à de '.:x entrée : l ) probabilité choi ::o ie pour l'erreur ?o -sible. •: i nn dé- ire Lm intervalle 

de confiance 2. 95 %,on entrera dan::- la table par la colonne 0,05 qi1i rep:-é: ente le "5 % 

d 'e::'.".'re ~ ir po - si ble. 

2\ le no1'1.ère de de7é de liberté qui e =t égal à n-1 où n e .t le nombre 

de r.i_e _-..Te:=: effectuée=. 

'.:'râce à cette table on déte:c"'.ine '.m coefficient t tel que le Té ·: ultat ait 95 % de chance 

de e tT.Ot'.ver dan- l'intervalle x + &i. t . To ute ':'.e - :..:re sera donc c onnue avec :'.:u..'1e CJ::reci :ion - -
de y 

" oitb 
~ 

L t 

X 

Â 
(fi' 

X 100 

l' écart-ty:pe !!!Oyen, la valeur moyenne vraie a 95 ~ de c hance de .~e tro1..:ve::--

dan --- l'intervalle x .:!:: ~:i t . La :?récL:ion d.e la :néthode analytique e t de 
i 

z = ~œt ;, ioo 
X 

?ar ~ '-:i te t:J1·t :.-é -'Ü ta t -e tro1'vant 2- l' e·fté:-ie' .. :~~ è..e -~ intervalle - de confiance ain i 

déter:::iné :ge :'.vent être c on '.:' idéré:o c o,..,r.e é:rroné " et éli:::in.é . 
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Y. LACROIX 89:; 

ei h v>i a c; :, k ulé la norrnalilt'! de l'ar.ide correspond1rnl 
~ !; ;1;; n · .· d~ .. ; ;,._:~ (xi. La valrur moyenne de la normaiilè 

,~~ ·~ ·~ :dù J . 

façon · générale on adopte la probabilité de 95 % (o 1 
·f' = .-0,05).'qui, ainsi que nous l'avons vu, correspond à un ·! 
• Loi P.. ->9able i, Dans: .le cas préscn l pour: 

~.t ~~~;.'.> = U375. 
~- = - 18 11-1=1i et P = 0,05 

Les rl:su ilüs th:rnen laires obtenus (.i:) presen~enl, de part 
la Tapie de F1!ICKU. indique.: 

l = 2,11 ~l d'auml de cette valeur moyenne, des écarts· (z - :%). 
?\ous calculons ia · somme des carr~s de ces éca;~s .. : .. · -;_ ) '<­

·{ --: ·~ '·· ~.. ~~ . 
~~· - ;:;• •' -

Il s'ensuit .que . ioule me.sure .à 95 % de chances de .;e 
lrou ver dan5 les llmi tes . . 

el nous 
mesures 

divisons par • n - 1.•, • n • élanL le nombre de,.-.;;·· c'esL·à·dire: 
eITecluées , ·nous oblenons la ..,·ariance: ... ·; ;~ ) 

r-·' - ~ 

:r ± ~· 

l,13i5±0,00\2 X 2,11 

- :J.2'.:..:~..25.J..Q..:..' = 17 ,79 10-• ,·· -
" - - 17 \} -

\)'.:;-;~,._ ,..aoit entre les limites 1,129 et 1,146. 
· 1 Il !''ensuit que. tau.le mnure eCTecluée dans ces cor.d1tions 

puis !'~car~· type à 95 % ôe chances d'être connue avec une pi·ècisi Jn 
égale à : a ::z: ± /; := ± .:..~2 . 10->. 

0,00~ .x 2, 11 X !OO = :±: O,S %. 
.. 1.13iS 

''-t.:. 

r) ' '.). ' . . ~ 
C:elte valeur est directement utilisable dans le cas d'un 
t;rand nombre de mesures, lorsque celles·ci aLleignenl Je 
Yois in a!;t.: de la centaine. 

Do.ns nolrc cas parliculier il nou~ iaul avoir recours au 
'trHail de f 1~rn rn . le41Jel :i ~tabli une Lat.le dite• Table t . 
de F1scu rn • (Tableau 111 . Cette lablè de f1sc11n est une 
lai.i le à LouLle entrte donn;inl !« va!e:ir de t '3n !onclion 
du nc·mbre d e mbures el c'.e la p~ob:ib ;Ji lé choisie. D'une 

mais le résultat moyen est connu avec une pr~cision meille •Jre 
que Q.8 %. En e!Tet, la .précision d.e la o1a'"'ur moyui11e est 
caraclèrisée p;\r l'é.:art-moyen ; · 

1 

TABLE.'-U 11 

Extrait rù la lab.f~ t ~ Fi1cliu. 

'f 
'f., = !: 

\ " 

--, 
0,8 i 0, 7 0,1 o,o; 0.01 

,. ) p o.~ ---- ir.31; .6 1s 

-1 """ __ , ; "·"' 11, l Sa 
0. 11.~ 

0,1Ji 
0, 13~ 
0, 132 
fl, 121 
0, 130 
0.130 
IJ, 1 ~y 
0,1°.!9 

o. 25 
1 o. ~~ 

0,510· 
O,HS 
0/,21,, 
o.; 11 
u.•ll8 
0 .101 
L1 ,t.O:! 
0 ,3':l'J 
0.3~& 
0,39i 

0,6 

0, ;;!; 
0,tit i 
0,5 111,, 
a.~~':f 
·J .55'J 
o.~.;:.:1 

o.:.!. 9 
U,5.'tO 
o,sr,:J 
0,!. •:? 

0,5 

f,00(1 
0,816 
O,i65 
O,°'.'U 

o,~ 

l , :J ;5 
1,ùGI 
0,978 
0,'H1 
U,'J~i) 
0,901; 
O,li96 
U,Z89 
0,!18;J 
0,8i9 

O,:J 

l .~63 
l ;:JSS 
' ,'!50 
1,190 
l, 156 
l, 131 
1,119 
1.108 
1.IVO 
1,093 

0,2 

3,fli8 
1.11r;> 
1;.;:ia 
l ,'.i:JJ 
1,176 
l,HO 
1, 4 \:; 
1,19i 
1.3~3 
l,3i2 

6,:IH 
'!,9:?0 
2,351 
2, \ 3;! 
2,015 
1.'H3 
1,S')5 
\,b60 
1,833 
1,812 

l :2,i06 
4,:j03 
3, l S:? 
;?.;;5 

0 ,02 

31,8:?1 
6,%5 
1.,51,.1 

6:l,6Si 

0.0 01 

3 

' _'i. 
:, i 
~ 1 

s 
9 

10 

11 
11 
13 
\1, .. ,., 
~ f, 
1 7 

-1 s 1 

19 
:o 

: 1 
:2 
-~ .. : -' 
-~ 5 l 

2·~ ., -
- J 

~8 
1'! 
~o 

,, !J 

611 
~J0 

<>CO 

0,12·~ 

o, 1n 
!J , r-2 8 
0 ,12R· 
i! , 1 '!S 
ù, l 2ii 
0 '~~ 
r;: ! :; 
o. j ~; 
0, 1 :7 

(' . 127 
0, 12; 
'l. l ~ j 
u , .l~ 
'1 • '· 
\,; ' J -

Û, 1 ~ 

"· j 1 
IJ. 12 
il, 11 
0, 1 ~ 

'-' · 1 :c. 
\!, 1 '.!6 
0. 1 ~6 
U, 1 ·!G 

1 Q, i I 

1 0, j\ 
• v, G; 

0 ,, . < 
,.,IJ ,.. 

0,2.;3 
û,:6~ 
ù,::!~l 
O,Z60 

O,Z6Cl 
0.2~9 
0,25'> 
0,256 
0,2'.>8 
0,258 
0, ~.;; 
v . ~57 
O,l5i 
o.~.'.>7 

0,257 
U.:.!56 
IJ,~5ti 

U,:!!'.,6 
0.:.!56 
o . ~~"' 
(l, ~~F; 

0,2~ 6 
O,'l51j 
l\ ~~6 

o. 5 
O. ; 
(1' 4 
Ù, :J 

0 .396 
0 , 39~ 

0,:!94 
0~3~~ 
0,39 .J 
0 ,392 
û,392 
f' '>O·l 
<.J,,J - -

0,39 1 
ù,391 

0,391 
i1,:1<10 
0,3'JO 
0,3 9 0 
'J.~~90 
1J .:~~IU 
:, , ~~9 

O,J~9 
o.::~·J 
U. J ~'} 

ù,~188 

o . ~a7 
o. :ib6 
u, :j~J 

0,5i0 
0,5::'J 
o . ~JS 
O,S1i 
0,5:J 6 
o,s:1 s 
IJ,5'.J4 
o.sv. 
0,53J 
0,533 

o.~~2 
0.5:l:! 
0,5Jl 
0,5:JI 
0.531 
0.531 
ü,..:1 :)t 
ii,5::!ù 
o,s:io 
0,531) 

r.•,52'J 
1 () ''1 7 
1 u:~~6 
1 0.5~• 
I' 

u,;2; 
o. ::is 

. 1 0,711 
IJ , ;06 
0.i03 
O,iOO 

0,G9i 
0,695 
v,69~ 
O,t;Y:! 
C,6'Jl 
0,'5'i0 
0,51!9 
0.ti~!I 
0.6~8 
U,6Ei 

0.686 
0,686 
0.6~S 
0,0!15 
U,G84 
0,684 . 1 

O.ti~.f f 
0,683 j, 
0,683 1 
0/•83 1 

U,6RI 
0,67S 
0,677 
0,6i4 

i 
1 

1 
1 

0,876 
O,!l7l 
0,!\71> 

" · 9611 c),%6 
0,li65 
11,Rti:.1 
0 ,862 
ù .S&I 
0,860 

0,859 
u,85H 
0,8.S8 
n . a~' 
1:,856 
0,356 
0.855 . 
0,85~ 
0,85~ 
0,85\ 

0,851 
0,848 
o.~•.J 
0 ,S42 

1 

1 

1,ù8è 
1,0!13 
l ,Oi9 
1,0;6 
l ,lli4 
1,0::1 . 
l,Uti9 
1,0C.7 
1,061; 
1,06-< 

1 1,063 
1 1,01;1 
1 1,060 
: .. 1,059 
1 1,059 
i 1,ù58 i l,057 

1,056 
l 1,055 
1 1,055 

1 1,0.'iO 

1 

1.04G 

1,01 t · 1 
1 1,0J6 

1,363 
l,:l!Jlj 
1,35<i . 
1 ;.1 ~5 
1,:111 
1,33i 
l ,:J:>3 
1,3 30 
1,3'.!S 
1,3:!3 

1;3'.!5 
1;121 • i 
1,:J19 . 1 

!,318 1 
t,:Jl6 ' 
1,115 1' 

t,3H 
1;313 1 
t ,311 · 1 
t ,31 (J 

f , 303 1 
1;296 1 

1,289 1 

1,282 

2,5i1 
: "2.~~ 7 
~.:ir;5 
'.!,106 
:! , '.:?f;Z 
2.2:!~ 

1, 96 : 2,201 
1. 82 i 2,1i9 . 
1, j 1 1 2; 160 
1, 61 .'-:! ,H5 
1, 53 1 2,131 
1, 46 : . , 2; 1'.!0 
1 '0 " 110 1: ;~ 1 ·r.101 
1. :9 ::.v~J 
1, ~S 1 2.'lS6 

t . ï~: 1 '.!,t'Rù 
1,;1; ~ . Oi4 

l,i 11' 1 ~.Oti9 
l, i 11 1 :!,lj\j!, 
I , ï 08 : '.!,û6::1 
t,706 l '.:,0:.6 
1 ' "03 "')''' 1' 1 - • ...,_ 

1,701 ,. 2,ü•ô 
1,6 9') 2,0;.s 
1,697 . 2.0~2 

1 , ô&~ 

1,6 i1 
ljti~& 
1,6115 

2.0: 1 
2,00~ 
l,YOO 
l,96U 

i 3, it,. 7 1 

• 1 3,365 i 3, 143 

1 9,925 
5,'41 
4,SO• 
•,OJ:l 
:l , ; 07 
:i . 1,9~1 

3,155 
~.'250 

J, \ 69 

' :.~98 
' 2,S96 
1 ~.s~ 1 

2. i l; ·. 

~ . ï 18 
'.!,GSI 
~.t;;;fJ 

2.6:?~ 
'.!,60'.! 
2,5S3 
~.56ï 
'.!,5 .'>1 
2 ,5 39 
:!.~~rl 

,SIR 
.s1.1e 
,500 
.~':J:l 
. ~ 8 5 

~.419 
2.~ 7:i 
2 .~. ~ 1 

. 2,H12 
2,t.5i 

,4 2:l 
,3':l0 
,J5~ 
, :125 

3, I Or\ 
~i.05;) 

1 3,011 
. :!,9;; 

~.') ', J 
:.!.9~ 1 
:! ,89ti 
2.~78 
2.Sù1 
~. e .~ ~ 

2. ~J 1 
'.!,819 
:2.~0i 
2, ; '.)J 

'.!, 78: 
2' Î i9 
2, ii' 1 
~ . i ô3 
2, ;ss 
2, i 5U 

'.!. 704 
2,(60 
'.! , fit 7 
2.~ 76 

S.&10 
':i . li59 
~ . ':l5':l 

5.~0~ 
:.o~ 1 
... j ô l 
~ . ~8 i 

~ , :. .3~ 

', 31 d 
.. . :!:! 1 
' · ~ t.C-
~. o;:i 

1.01 .'i 
J ,'} f. ~ 
) I "• ·) 

• :J--

1,8o J 
3.~5u 

3 . ~ l 'J 
J. ;o~ 
J, ïti; 
3,; ;5 
3, ;25 
3, ;o; 
3,û'JO 
.1, G i; 
'.! .ti ~~ 

3.6• 6 

:i.s i 
3.~ ù 
:i,3 1 
3. ~ 1 

~~~~~~~~~~~~~~-. -~- -~ 

'': d .,. .. lq; ( t•n r ;\'.Jl(J·"~l lUI' Je.\: f,.CHi:~. Lo mi- l ~llJ OC~ sl:Jlisl1q1;es arpliqu~"sèih Rocl1~r;:l1e Scienltl1 •jU è, l'rè~>'CS tJn1 ·.- ersil:i ir PS 
:~- :- :, ; : r ,~. ;' .! r : ~ . 

··- -------------- ------=-=--=~------· -- -===-= 
. -,~ ,·~ ~ · ~ L:\I( , ~96'.l . - 1ifC ! n11ir~~ . ~ ? 

. .. , .. -- - ~ ,_... ..... _ . ..,_~ . -~ ....... ... . 

...4f~ 
., 

·':"" · ' 

- ~-L ___ -· . L....,t/1/(.-...,;_ 4~ ----· · ·1---:. ~:~a.~: ..._.., ... 
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8onpo : ition de J",ilieu :'ialt 1.1ickerha::1 (:n·r) 

S:~trai t de T"Jal t J .;;, 

Bio"?olytone 5 0 

Zxtrait de levure J g 

~~).cre Quantité variable 

Eau dLtillée q ~ :.: • p. µour 1000 ml 



li 

s-.~traction ..J " 
'-'- '-· zlycogène :néthode de BECIŒP. 

?rinci ".Je : Ly-:e de : cellule :· par Na1. C03 , le glycogène e · t hydoly::é :;mi ~ on do::: e le 

c lL·.co ·e :;irodui t 

?éactif- : na1 cc> 

CH,COOH 

~-amylogluco sida ·-e 

C~COONa 

Tam'..lon KOH 

0,25 M 

J N 

0 , 2 I~ 

Proportion? 
tri éthaniliJiamine HCI 1 : ! J 

KOH lô N 0 ;8 

Cu ('lr.oµ i · "' .,....i.l.)"""V ... i. - · .:.'.1. 0,2 

:fa.ni 'Jula tion ·, : '.·1ettre environ 50 mg en :poid '· :::ec de : levure dan :: 2 1'11 è.e Na CO 0, 25 f·1. 

ChauffeT ai..: bain marie bomillant pendant 90 rnn. Refroidir. Amener à :pH 4,6 à 5,2 par 

addition d'environ 0,5 ml de CH COOH J N, Prélever 0,4 ml de cette ~olution et y ajouter 

o, 6 ml de CH COONa e ;' 2 ~·~ et 0, 01 ml d' amylogluco :-: idase. :1ettre au baih marie à J7°C 

pendant 2 :L Arr èter la r-éaction par dilution dan ·: le tampon KOH en notant le coefficiz::c 

cle dilution. ( 2 par e:.:e:n:;ile). 

:Jan ce .:: conditions de '."anip:llation le coefficient de è.ilution finale :.t de 17,5. 

'.Jo 3:C le gl:..:co ·· e :::v.r la de:r:-ni i:re 0:.olution obtenue • 
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S;'=traction du tréhalo :0 e: métthode de TPEVSLYAN 

Princiœ Ly·:e de .:: cellule :· et e~draction ,:pécifique du tréhalosë :par l'éthanol à 80 % 

à chaud. 

Réactif : 

'.Iaté:-iel 

Ethanol 80 % 

~ol~tion de CA.t0 P.EZ I 

~ ---
/ 

~ olution de CARPEZ II 

-....... --- __, 

HCl J N 

Zn(CH.'.!. COO ~. + 2 H 0 

ou Zn(CH3 COO )i'.. + J H 0 

,.,u ,...,OOH 
'-'J. ~ i....i .1. 

H~O 

\ Fe ( CN l + JH2 0 

HzO 

Concentrateur type Potavapeu~ 

CentrifugetL e 

21,9 g 

2J,8 g 

J g 

q.s.:p. 1001'11 

10,6 g 

q.s.p. lOOrr.l 

'.
1fani nula tian : Mettre environ 250 ~.g de :poid· .,.,ec de levure dan·:- 2o r:i l d'éthanol à 80 % 

Chauffer a'-l reflu·· pendant JO nn. Centrifucer ~ 5000 r~m pendant le mn. Con ~ erver le 

· urna;eant,re:prendre le c1.üot dan - 20 ml d'éthanol à. 80 %. Recentrifuc;er. Mélan5er le ·· 

deux · urna.:::;eant:=-. Concent:~er à environ 10 ::'l. Fie-prendre dan·· une fiole jaL:.gée de 25 '.'.11 

Ajouter 0, 5 ml de la ·:olL:.tion de CAFPSZ I puL· 0 ,5 ::ü de la - olution de CARFSZ II. Aju :te::: 

.?. 25 :nl avec de l'ea'-l di -·tillée. Filtrer. :?rendre 2 r'!l de cette :olution,y ajouter 8 ;;i l 

d 'P.Cl JN . ~'e ttre a u bain !1'1arie bouillant ~endant 4 H. Le coefficient de C:.iLi.ti on e t 

d.e 25. Do : er le gh1co - e cr la dernH·:r.e : oli..1tion obten-ce. 
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Do · a;e du gluco ~ e méthode enzynatique 

?rin0i œ : Le s hico e e._: t pho :. :phorylé ~n c luco ' e-6? par l 'enzyne hexokina::e et l' ATP. 
'-'1( 

~ uivant la réaction: Gluco ::e + AT::? ·'"• r'.h:.co e-6? + AlJP 

~n pré enèe àe l' enzyr.i.e gli..:.co :e-6? déhydrogsna ~·· e le glco ·::.e6P e , t oxydé eh ;-lucona te-6P 

par le NAD? q·ii :o e trandorme enNADPH. Ce coTI'cpo =é ab .. orbe è.. J40 ronde longuecr d'onde. 

~i La for:-'.a tien è.e . ce compoàé étant =tczchio'.llètrique 3. 1.a présengë de gluco;, e dans lemmilieu 

-::- réactinnel il e t :;_;o::sible de do :~ er le g-l uco:::e par ce moyen. 

Le :; prod'.Ü t nécé ~ :::aire ::= au dosage du $11.1.co ·=· e : ont venà.u :: ~: ou~ forme de kit par l' entrepri 

r.:annheir.i.-Eoehringer. la :néthode de do ::: age e .: t détaillée dan : le pro:.:::pectu _; ·: ~. :i vant, 

fo:.::::-ni avec le :dt. 

Principle 
Glucose and fructose are phosphorylated to glucose-6-phosphate 
(G-6-P) and fructose-6-phosphate (F-6-P) by the enzyme hexokinase 
(HK) and adenosine-5' -triphosphate (ATP) (1) (2). 

(1) Glucose+ ATP ~G-6-P + ADP' 

(2) Fructose + ATP ~ F-6-P + ADP' 

ln the presence of the enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase 
(G6P-OH), G-6-P is oxidized by nicotinamide-adenine dinucleotide 
phosphate (NADP) to gluconatEi:S-phosphate with the formation of 
reduced nicotinamide-adenine dinucleotidephosphate (NADPH) (3). 

G6P-DH (3) G-6-P+ NADP+ gluconate-6-phosphate + NADPH + W 
The amount of NAD PH foniied in this reaction is stoichiometric with the 
amount of glucose:ttr.rnADPH which is measured by the increà.se in 
absorbance at 334, 340 or 365 nm. 
On completion of reaction (3), F-6-P- is converted to G-6-P by phos­
phoglucose isomerase (PGI) (4). 

(4) F-6-P· PGI G-6-P 

G-6-P reacts in tum with NADP forming gluconate-6-P and NAD PH. The 
amount of NADPH obtained in this reaction is stoichiometric with the 
amount of fructose. The increase in NAD PH is measured by means of 
its absorbance at 334, 340 or 365 nm. 

Each Test-COmblnation Contains 
1. Sottie 1 with ca. 5 g of lyophilisate, consisting of 

triethanolamirrirbuffer - pH 7.6 
NADP- 64 mg 
ATP -160 mg 
magnesium sulphate 
stabilizers. 

2. Sottie 2 with 0.7 ml of enzyme suspension, consisting of 
hexokinase - ca. 200 U 
glucose-6 phosphate dehydrogenase - ca. 100 U 

3. Sottie 3 "with 0.7 ml of phosphoglucose isomerase - 490 U 

Preparation of Solutlons-
1. Dissolve contents of bottle 1 in 27 ml of redist. water. 
2. Use contents of bottle 2. undiluted. 
3. Use contents of bottle 3 undiluted. 

Stabillty of Solutions 
Solution1 isstablefor4weeksat+4° C, andfor2monthsat-20° C. The 
contents of bottles 2 and 3 are stable for 1 year at +4° C. 

Procedure 
Wavelength: 3 

Glass cuvette• : 
Temperature: 
Final volume: 

340 nm, Hg 365 nm or Hg 334 nm 
1 cm light path 
20-25°C 
glucose 3.02 ml 
fructose 3.04 ml 

Read against air (without a cuvette in the light path) or against water. 
Sample solution: 3-100 µg of glucose and fructose per cuvette• 

Pipette into cuvettes blank sample 

solution 1 1.0ml 1.0 .ml 
sample solution 

.. 
0.1 ml -

redist. water· 2.0ml 1.9ml 

mix, read absorbances .of the solutions (A ,) after approximately 
3 min and start reaction by addition of 

suspension 2 0.02ml 0.02ml 

mix, waitforthe end otthereaction (approx. 10-15 min), and read 
the absorbances of the solutions (A,). If the reaction has notstop.-
ped after 15 min, continue to read the absorbances at 5-min 
intervals until the absorbances increase constantly over 5 min. 
Add. -

' . 

suspension 3 · 0.02ml 0.02ml. 

mix, read absorbances of the solutions after· 10:-15 min · (A3)_ 

If the absorbance A2 increases constantly, extrapolate the absÔrban­
ces ta the time of the addition of suspension 2. 
Determine the absorbance differences A2-A1 for bath blank and 
sample. Subtract the absorbance difference of the blank from the 
absorbance difference of the sample, thereby obtaining M (glucose). 
Determine the absorbance differences A3-A2 for both blank and 
sample. Subtract the absorbance· difference of the blank from the 
absorbance difference ofthesample, therebyobtaining M (fructose). 

Calcuiation 
According ta the general formula for calculating the concentrations, 
the equation is: 

VxMW 
c- xM [g/I] 

E: X d X V X 1000 

where V - final volume [ml] 
v - sample volume [ml] 
MW- molecular weight of the substance to be assayed 
d - light path [cm] 
e: - absorption coefficient of NADPH at: 

340 nm - 6.3 [I x mmo1-• x cm-'] 
Hg 365 nm - 3.5 Q x mmo1-1 x cm-'] 
Hg 334 nm - 6.18 [I x mmoi-• x cm-'] 

lt follows for glucose: 

3.02 X 180.16 M(g!UCOH) 
C - X M (glucoso) - 5.441. X 

e:x1x0.1x1000 e: 
[g gl~cose/I sample sol.] 

and for fructose: 

3.04 X 180.16 llA c1ructoHI 
C - X llA(fruc1ose1 - 5.4 77 X . 

E: X 1 X 0.1 X 1000 E: 
[g fructose/! sample sol.] 

If the sample has been diluted during preparation, the result must be 
multiplied by the dilution factor F. 

Further Instructions 
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Do ~age d u gluco~e néthOO.e phénol ~ :.ilfurique ( ':'i-~ITH et Coll) 

P:-inci-;;e : Do a ce colorimstrique de l 'hydroxymethylfurf1.;ral for;r,é :;:a.r action de l'acide 

' ·J_lfur.iq:ie - ur le -- o -: e ::: . 

F.éactif " : :?hénol 5 r; / lOOrril 

u c:o 
" 2 J., 

pur pour analy _e ( d = l,3J ) 

Cl t:_co e : olution à ·O, 1 ;/l 

Manim:laticn : F.éalfu :è er une .;am.ne étalon de cluco .o-: e de e 3. 100 g/:ü. Ajouter 2. chaqL<e 

tube contenant 1 :nl de :::: olution gluco ~-. ée, 1 ml de la 2ol11tion de phénol et 5 ::il è.' H se , 

dan::- cet ordre. L 'ajot:t de l'acide doit être ra:?ide et il fa '.lt .e 2éfier de '. .. :?rojection:: 

:::io·~sible :: . IaL::er repo :-er JO mn. Lire la D.O. ·i_;_r '.m '3pectro:;_:ihoto:ii. Èt~e à 490 n::n . 

Trace:;:- la à.roi te ··;_:y du papier ;:iillinP. tré D.O. = f ( concentration ) . 

Traiter le ~ échantillon :':" à do c:: er de la "lê:.ie :nanière. la droite tracée donne directement 

la conccnt-ation de l'échantillon à do -·er en fonction de la D. O. obtenue. 
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