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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.A.G.),dépendant de
1'Institut National de la Recherche Agrononiéue (I.N.R.A.).Ce stage représente la
partie pratique du D.E.S.S. de productidons agropastorales et tecﬁnologies agro=
slimentaires en régions chaudes de 1'Université Paris XII. Sa durée a été de 4 mois.

Je tiens a remercier toute 1l'équipe de la station pour l'aide

qu'elle a pu m'apporter,et la gentillesse avec laquelle elle 1l'a fait.



PLAN

Présentation de &a station

Chapitre I : Utilisation de microorganismes en industrie.

I) Cénéralités

II) Criteéres de sélection de levures pour la production d'alcools

Chapitre II : Fabrication du rhum

I) Botanique et agriculture de la canne & sucre

1)
2)
3)
4)

Anatomie
Sélection variétale
Prédateurs et maladies

Techniques culturales

II) Technologie de fabrication du rhum

1)

2)

3

Préparation du moit
a) Mélasse
b) Jus de canne
c) Sirop

Fermentation

Distillation

III) C onclusion

Chapitre III : Caractérisation des levures de rhumerie en Guadeloupe

I) quﬁculation

II) Tolérance i 1l'éthanol

III) Aptitude & la production d'éthanol

IV) Production

1)

de composés de flaveurs
Composés phénoliques

Acides gras volatils

! Tsters

' Alcools supérieurs

4-1) Influence de la composition du milieu
a) Complémentation azotée
b, Concentration en sucre

4e2) Influence de la conduite de la fermentation

™ =



a) Température
b) Vitesse de fermentation
c) pH
4<3) Influence du taux d'ensémmencement
4lt) Influeﬁce du type de levure
5) Autres composés de flaveur
V) 3tabilité et viabilité des souches de levures
1) Métabolisme du tréhalose
2) Métabolisme du glycogeéne
Chapitre IV : Expérimentation
I) Dozage des alcools supérieurs dans les moiits fermentés
II) Productions de levure & teneurs en sucres de réserves différentes
1) Dosage du tréhalose intracellulaire et du glycogine intrae
cellulaire
2) Essai de réalisation de levures i différentes teneurs en
sucres de réserves
III) Problimes rencontrés
IV) Conclusion générale
Annexe 1
Annexe 2

Réferences bibliographiques

Avertissement : les num#ros entre parenthéses renvolent aux références bibliographique:z

en fin 4'ouvrage.



I Présentation de la. station

Cette station des Antilles fait partie du Département de
Biotechnologie des fruits et des légumes qui dépend lui-méme de la Direction des
Sciences Agro-alimentaires de 1'I.N.R.A.. Cette Direction comprend aussi:

-Département de Sciences des aliments.
-Département de Biotechnologie des Glucides et des Protéines.
-Département de Technologie des produits Animaux.

Le directeur actuel de la station est FMr PARFAIT A..

Ia recherche dans la station comporte actuellement deus
grands programmes:

=Programme Méthanisation des déchets agricoles et agro-alimentaires.
~Programme Rhum comportant deus opérations principales:
-Amélioration de 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 1l'analyse physico=-chimique des constituants du rhum. la maitrise de ces différents
paramétres devrait permettre de mieux connaitre les souches de levures,en vue d'amé=-
liorer la qualité du produit fini.

En paralléle a cette action sur les agents de fermentations,
il convient de maitriser la technologie de tous les ateliers de la fabrication afin
d'ob%énir de fagon reproductible un produit de haute qualité. De plus,une bonne
maitrise des process de fabrication permettra d'adapter le matériel a 1'évolution
technologique et peut-étre d'éviter des crises grawves,comme celle que traverse actuel=-
-lement la profession sucre-=rhum aux Antillez Francgaises.

Mon travail personnel toucha a cez deux axes. Une premiére
partie cosiste a mettre au point un protocole expérimental pour le dosage des alcools
supérieurs dans les mouts fermentés. Ceci permettra de faire le bilan d'une fermentaticn,
maiz aussi de définir 1l'effet d'une colanne & distiller sur la teneur du rhum en alcools
supérieurs. La deuxiéme partie concerne la production de levures ayant des teneurs
en sucres de réserves différentas,cecil dans le but d'observer l'effet de ces constituant:

sur la fermentations en g3-~-1,et la p~~"~tion 1'alcools supérieurs en pariculier.



Le but de ces études est a4 terme la mise en évidence de critéres définissant une
levure de rhum comme on peut actuellement définir une levure de boulangerie ou une
levure de brasserie. L'ensemble de la pariie pratique sera completé par une étude
bibliographique de la fahrication du rhum et du métabolisme des alcools supérieurs

et des sucres de réserves.
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Chapitre I : Utilisation des micrbdrganises en industrie

I) Généralités

Sur les 100 000 especes de microorganizmes connus,seulement quelques
centaines son t utilisées par 1l'homme de fagon industrielle. On trouvera danz le tableau
I les principaux produits industriels obtenus a 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 possedant qu'un seul chmomosome,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 des cellules,identiques
pour les deuxX organismes es t de l'ordre d'une dizaine de micrometres,mais les moisissure:
forment des individus visibles & 1'oceil nu.

On peut aussi différencier les microorganismes par leur métabolisme
énergétique: -Certains tels les Screptomycetes ne peuvent croitre qu'en présen ce
d'oxygéne moléculaire. On les nomme aérobie strict .

=D'autres tels les Clostridiums ne peuvent croitre qu'en ab sence
d'oxygeéne moléculaire,ils sont anaérobies stricts

-Enfin des organismes comme les levures peuvent croitre soit de
fagonaérobie soit de fagon anaérobie. C'est 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 hmodé de reproduction
sexuée: -Ascomycetes: les cellules sexuelles sont connues dans des asques

-Basidiomycetes :Les cellules sexuelles son t externss,portées par

des baszides.

-~ Deutéromycetes : Ces levures n'nnt pas de mode de reproduction

sexuée connu

La figure 1 représente schématiquement la reproduction -
d'une levure azcomycéte . qui sont les plus importantes industriellement.Parmi ces levure:z
ce sont les Endomycétales dont on trouvera une classification sur la figure 2 qui
revétent la plus grande importance,avec en patticulier le genre Saccharomycés. ne

espece de ce genre n ous interesse tcut particulisrement,il s'agit de Saccharomyc2:

cerevisiz qul intervient dans trois processus industriels trés important:

- la production de biomasse

- La production de pain

- La production d’alcool de bouche ou industriel
Si la preduction de biomasse présente peu d'interet sur le plan financier,il a'en est
ras de meme pour les deur autres types de production cités,en particulier pour la

Production d'alcool qui est un des plus srands secteurs des industries agro-alimentaires.



ORGANISME

] TYPE [

PRODUIT

ALIMENTS ET BOISSONS

PAIN. VIN, ALE, SAKE

Saccharomyces cerevisiae LEVURE

Saccharomyces carisbergensis LEVURE BIERE BLONDE ALLEMANDE
Saccharomycas rouxii LEVURE SAUCE DE SOJA

Candida milleri LEVURE PAIN

Lactobacillus sanfrancisco BACTERIE PAIN

Streptococcus thermophilus BACTERIE YAQURT

Lactobacillus bulgaricus BACTERIE YAQURT

Propionibacterium shermanii BACTERIE TOMES

Gluconobacter suboxidans BACTERIE VINAIGRE

Peanicillium roquefort MOISISSURE FROMAGES A PATE PERSILLEE
Penicillium cameanbertii MOISISSURE CAMEMBERT ET BRIE

Aspergillus oryzae MOISISSURE SAKE (HYDROLYSE DE L'’AMIDON DERIZ)
Rhizopus MOISISSURE TEMPEH

Mucor MOISISSURE SUFU (FERMENTATION DU SOJA)
Monascus purpurea MOISISSURE ANG-KAK (VIN ROUGE)

PRODUITS CHIMIQUES INDUSTRIELS
Saccharomyces cerevisiae LEVURE ETHANOL (DU GLUCOSE)
Kluyveromyces fragilis LEVURE ETHANOL (DU LACTOSE) N
Clostridium acetobutylicum BACTERIE ACETONE ET BUTANOL
Aspergiilus niger MOISISSURE ACIDE CITRIQUE
Xanthomonas campestris BACTERIE POLYSACCHARIDES

ACIDES AMINES ET N

UCLEOTIDES ACCENTUANT LES AROMES

Corynebactarium glutamicum

BACTERIE

L-LYSINE

Corynebacterium glutamicum

BACTERIE

ACIDE 5°-INOSINIQUE ET
ACIDE 5°-GUANYLIQUE

PROTEINES D'ORGANISMES UNICELLULAIRES
une | TG e
Saccharomycopsis lipolytica LEVURE ;ZgTAEII.ZiIrE'SC ?)%BIPE&‘TI:ZLE
PROTEINE OBTENUE DE BACTERIES
Methylophilus methylotrophus BACTERIE CULTIVEES SUR METHANE
5 OU METHANOL
VITAMINES '
Eremothecium ashbyi LEVURE RIBOFLAVINE-
Pseudomonas denitrificans BACTERIE VITAMINE B2
Propionibacterium BACTERIE VITAMINE Bia
ENZYMES
Aspergillus oryzae MOISISSURE AMYLASES
Aspergillus niger MOISISSURE GLUCOAMYLASE
Trichoderma reesii MOISISSURE CELLULASE
Saccharomyces cerevisae LEVURE INVERTASE
Kluyveromyces fragilis LEVURE LACTASE
Saccharomycopsis lipolytica LEVURE LIPASE
Aspergillus MOISISSURE PECHNASES ET PROTEASES
Bacillus BACTERIE PROTEASES
Endothia parasitica MOISISSURE RENNETE MICROBIEN
POLYSACCHARIDES
Leuconostoc mesenteroides BACTERIE DEXTRANE
Xanthomonas campesiris BACTERIE GOMME XANTHIQUE
PRODUITS PHARMACEUTIQUES
Penicillum chrysogenum MOISISSURE PENICILLINES
Cephalosporium acremonium MOISISSURE CEPHALOSPORINES
AMPHOTERICINE 8, KANAMYCINES,
Streptomyces BACTERIE NEOMYCINES, STREPTOMYCINE
TETRACYCUNES ET AUTRES
Bacillus brevis BACTERIE GRAMICIDINE S
Bacillus subtilis BACTERIE BACITRACINE
Bacillus polymyxa BACTERIE POLYMYXINE &8
Rhizopus nigricans MOISISSURE TRANFORMATION DES STEROIDES
Arthrobacter simplex BACTERIE TRANFORMATION DES STEROIDES
Mycobacterium BACTERIE TRANFORMATION DES STEROIDES
HYBRIDOMES ANTIZORRS MONOCLONAUX
CELLULES DE MAMMIFERES INTERFERONS
Escherichia colilvia la technologie BACTERIE lbrlflu';ll'\:‘lEE gginhf\?'gg‘raﬁ‘lﬁzfmmNCE

du génie génétique)

INTERFERON
CAROTENOIDES
Blakeslea trispora MOISISSURE . BETA-CAROTENE
Phaffia rhodozyma LEVURE ASTAXANTHINE

BACTERIES ENTOMOPATHOGENES ;

8acillus thuringiensis

BACTERIE

BIO-INSECTICIDES

Bacillus popiiliae

BACTERIE

8IO-INSECTICIDES

|
!
|
,f

12. LES PRINCIPAUX PRODUITS in-
dt.lstriels obtenus i I’aide des micro-orga-
nismes vont des plus anciennes fabrications
(bl,ere, fromage, levain) aux plus récentes
créations de la technologie du génie généti-
que (insuline, hormone de croissance hu-
mmne): La technologie cellulaire a récem-
ment élargi son domaine pour inclure la
cuiture de cellules de: mammiféres, sources
de nouveaux produits,

Tableau I (24)




ASQUE
(CELLULE SPORALE)

BOURGEONNEMENT

CELLULE DIPLOIDE
NORMALE a/a

:PRODUCTION
SEXUEE

'ZYGOTE

“A REPRODUCTION D'UNE LEVURE est normalement
aseruée : elle se fait par bourgeonnement a la surface de la cellule ;
, 1a reproduction sexuée toutefois peut étre induite dans des
wlitions particuliéres. Dans le cycle sexuel, une cellule diploide
wmale donne naissance i des asques, ou cellules sporailes, qui
liennent quatre ascospores haploides. Les ascospores sont de deux
¢s sexuels : 2 ou a. Chacun de ces types peut se développer par

Figure 1 (24)
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bourgeonnement en cellules haploides. L’accouplement d’une cellule
haploide a avec une cellule haploide a donne naissance a une cellule
diploide normale aa . Des cellules haploides du méme sexe peuvent
aussi s’accoupler occasionnellement pour former des cellules
diploides anormales (a/a ou a/a) qui ne pourront se reproduire que
de facon asexuée par bourgeonnement. Les levures industrielles se
reproduisent principalement par bourgeonnement.



Famille I Famille II Famille III g, Famille IV

Dipodascaceae Endomycetaceae Saccharomycetaceae Spermophthoraceae

Eremascus Spenrmophthora
Endomyces Eremothecium
Endom Crebrothecium
T Ashbya
Nematospora
Hetschnikovia
Coceddcascus
Sous-famille I Sous-famille II Sous famille IIX , Sous-famille IV
Schizosaccharomycoideae Nadsonioideae - Saccharomycoideae Lipomycetoideae
Schizosacchanomyces Nadsonia : Saccharomyces Lipomyces
- i Saccharomycodes K2ayveromyces
Handendaspona Lodderomyces
Wickeramia Wingea
Endomycopsdis 7 .
Pichia
Hans enula
Pachysolen
Citeromyces
Debanyomyces
Schwanniomyces
Saccharomycopsis.
Dekkera

Les noms soulignés en pointillé correspondent aux genres de levures

FIGURE 2 : Les Endomycétales { “)
(selon LODDER, 1971 (8)) 7



II) Critdres de selection des levures pour la production d*alcools

Ta production d'alcools fait appel a des procédés variés
et est source d'innovations techniques permanentes,notamment en brasserie ,qui est le
secteur industiel de pointe dans ce domaine. La profession s'est attachée a definir

les propriétés requises par les souches de Zaccharomycés cerevisiae utilisées pour

la production d'alcool de bouche ou industriel.
Cez propriétés,énumérées par A.H.ROSE(27) sont les suivantes:
-Aptitude a la production d'éthanol

Le besoin de cette qualité est évident mais on n'y attache généralement que
peu de considération. Or tous les microorganismes susceptibles d'&tre utilisés ne
possedent pas cette aptitude au méme degré. Le degré d'alcool produit n'est pas la seule
chose & prendre en considiération. En effet,il faut tenir compte des conditions dans
lesquelles a lieu cette production. THORNE(32) a mis en évidence la notion de vitesse
de fermentation qui caractérise la fermentation d'un substrat standard par une souche
de levure. L'unité choisie est : mg de CC&produit/g de levure X heures. la mesure de
cette vitesse sur substrat standard permet de mimux comparer les souches entre elles.
Toutefois la fermentation alcoolique étant un processus enzymatique,l'activité de syntheé=«
protéique influence la vitesse de fermentation. La concentration en azote intracellulaire
donne unedidée de cette activité de synthese. THORNE (33) a définit 1l'efficacité fermen-
-taire comme le rapport de la vitesse de fermentation sur la concentration d'azote
intracellulaire. C'est encore & l'heure actuelle le meilleur moyen de caractériser
l'aptitude & produire de 1'éthanol d'une souche de levure.

=Production de composés de flaveur

Bien que 1'#thanol soit le produit principal de la fermentation alcoolique,il
n'a que peu d'importance sur le plan organoleptique. Le golit des boissons alcoolisées
vient en général de composés présents a4 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 nombre est grand.L'aptitude

o)

e la souche 2 excréter les produits de son métabolisme intervient elle aussi,bien qu'une
sélection sur cette base ne soit pas pour l'instant envisageable.
-Stabilité et Viabilité des souches
Ta stabilité des souches de levure a été peu étudié Jjusqu'a maintenant car
la plupart des souches utilisées le zont depuis des années sans évolution notable de la
souche. De ce fait les souches sont conzidérées comme stables et font 1l'objet de peu de
recherches sur ce plan. UHe difficulté supplémentaire dans 1'étude de la stabilité des

souches e&t la mauvaise connaiszance du génlme de Zaccharomycés cerevisiae .

La viabilit£ d'une souche de levure est caractérisée par son aptitude 2
réinitier un cycle de croizsance. Cela est 1ié % la teneur en ATP intracellulaire,qui
ezt la orincipale source d'dnergie métabolique. Tne perte de viabilité est toujours
causde par une dirinution de zynthise de 1'ATP ,za dégradation étant continue. Les autra:

nucléotide -pvhosphate influent auszsi par leur ccncentration sur la viabilité de la

levure. Tn fonction de- concentrations des diver=z nucléotide -phosphate on Géfinit

la charge en énergie de la zouche considérée,danz les conditions de manipulaticns utilizés



“v

0,5(ADP)+(ATP) (28)

Charge en énergie = (AMP)+(ADP)+(ATP)

la perte de viabilité se fait pour des valeurs trés basses de cette charge en énergie

( 0,15 chez Sacch. cerevisiae). La production d' ATP se fait & partir de trois sources

d'énergie principales : - Les sucres de réserves (glycogéne et tréhalose)

- Les lipides (triacylglycérol,stérol,ester)

- Le RNA
L'utilisation des lipides et du RNA ne se faisant qu'apres 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 ol l'on se trouve cette propriété des
levures peut éfre désirable ou indésirable. Elle réduit l'utilisation des sucres du
milieu,mais permet une filtration du mélt fermenté plus aisée. L'étude de la flocculation
est rendue malaisée par 1l'influence importante de la forme de la vaisselle utili=ée pour
conduire la fermentation.les processus physico-chimique ayant lieu lors de la flocculatior
n'ont été élucidé que récemment. La compréhension de ces mécanizmes permettra de mieux
maitrizer ce facteur.

- Tolérance a 1'éthanol.

L'éthanol,bien que produit par les levures leur est toxique & trop forte .
concentration. La tolérance i 1l'éthanol est devenu un facteur limitant pour les fer-
-mentations i haute gravité en brasserie,ol on parvient i des titres en alcool de 14°a
15° GL. la difficulté est tournde en sélectionnant des souches résistantes a 1'éthanol.
Dans les fermentations moins élaborées,la tolérance a 1'éthanol est un probléme moins
crucial,mais dont il convient tout de méme de se préoccuper,la toxicité de 1'éthanol
provoquant un ralentissement de 1l'utilisation des sucres par les levures en fin de
fermentation.

Dans la fabrication du rhum,les levures ne sont pas caractérisées
celon ces critéres. la station de biotechnologie des fruits et légumes du C.P.A.A.G. s'est
donc fixé comme un de ses buts dans son programme rhum,la caractérization des levures de
rhumerie selon les critéres qu'on vient de définir. Cette action devrait permettre aux
induztriels de mieux choizir leur: zouches de levures et,a terme,d'améliorer la qualité
de leur oroduitz. Il est capital d'avoir a 1l'esprit que tous les critéres cités inter=-
-agizsent entre eux et que seule une étude de la dynamique de ces interactions zera
efficace. C'est dans ce cadre que se situe la partie oratique de mon stage. Pour mieux

appréhender les problémes,une connaissance des processus de fabrication du rhum s'inpese.
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Chapitre II : Fabrication du rhum

I) Botanique et agriculture de la canne 3 zucre

Ta canne 2 sucre est une plante graminée de la tribu des andropogoné:

'ezpéce la plus couramment utilisde est Saccharum officinarum. L'origine de la canne 2

T
J

suere zerait la Nouvelle Guinde. De 1l3a,:sa propagation aurait eu lieu en pliaisieurs temps

jusqu'en Zzpagne,d'ol C. COLOMB l'emmena vers le nouveau monde en 1493, L'espéce d'ori-

-gine zerait Saccharum robuztum .

L'exploitation industrielle de la canne a sucre ne commenga que tardivement aux
Antilles Francaises,puisque ce n'est qu'en 1644 que débuta la fabrication du sucre en
Guadeloupe. La Martinique suivit deux ans plus tard.

La situation des Antilles est idéale pour la culture de la canne,puisque cette
plante herbacée annuelle se plalt dans les régions tropicales et subtropicales chaudes
et humides.?a zone culturale s'étend de 35° de latitude Nord & 30° Je latitude Sud. Cette
plante ne peut pousser en altitude et la température minimale requise pour sa crolssance
est de 20°C.

1) Anatomie

Ja partie aédrienne de la canne & sucre est une tige pouvant atteindre 4 m&tres
de hauteur,formée de naeuds et d'entre naids. Chaque nmud est vpourvu d'un bourgeon
permettant la multiplication végétative de la plante. L'ensemble de la tige est recouvert:
d'une écorce dure.les feuilles, portdes par la tige,s'insérent au niveau des nauds et
zont dures et coupantes. Une représentation est donnée var la figure 3 (8).

Les cannes poussent en touffe de 5 & 40 tiges. Lors de la maturité sexuelle,

on voit apparaitre au sommet de chaque tige une fleur bisexuée,verticale , La floraison.
provoquée par un ensemble de facteurs bioclimatiques (duréde du jour,T°.% d'humidité du
sol),annonce la récolte .

2) 38lection variétale

Cette sélection est principalement effectuée hors des Antilles Francgaises.
- Toutefoid les Centres Techniques de la €anne et du Sucre {c.7.C.8,) da Cuadelouve et
de Martinique interviennent dans un programme de sélection en utilisant les critéres
sulvant : - BRendement & 1'hectare

- Pichesse en sucre

- Epaillage naturel

- Tenue verticale des tiges

- Tolérance au charbon
Lez résultats obtenus au C.T.C.S. montrent que la variété de canne influe sur la qualité
de la fermentation(5)

3) Prédateurs et maladies

_es principaux prédateurs de la canne sont le rat (Batus norvesicu

Ui
1]
t'..
-
[v]

4 - - A\ . . ~ ' .
vorer (Diatraea zaccharalis qui est un insecte foreur. la canne ezt ausszi

0]
n

,

ujette 2
nen, L 'échau-

trols maladies pouvant &tre graves. Il s'agit du charbon,causé tar un champis

-dement des feuilles causé par une bactérie et le rabouzriscsenment des repousse: causé
mar un virus.
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4) Techniques culturales

La canne a 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
nécézsite une bonne préparation du sol. lLa répartition du colit de cette préparation sur
les cing annéex de repousse permet un équilibre financier de 1'opération.

La culture peut se faire suivant deux cycles différentz: -=la petite culture qui
irpose la plantation en début de =aizon des pluies (Avril=-ifai) et la récolte 12 mois
plus tard.

-la grande culture,
qui impose la plantation en milieu de saison des pluies (3eptembre-Octobre) et la récolte
15 & 16 moi= apréds.

31 la petite culture e=t plus logique d'un point de vue physiologique,les grandesz

exploitations, pour des raisons de rendement et =oclo-économiques.préférent la grande

culture. Ia plantation a lieu elle au=si,suivant deux modes : =la plantation piquée,

~u des plants de t8tes prélevés sur des cannes miires sont piqués verticalement en terre.
_ -la plantation couchée,

en canne entiéré,qui est prdtiquée en raison des difficultés de transport des bo:trres.

Les -~ rnes né~éssitent une fumure a& base d'azote.de phosphate et de potassium.

la récolte ze fait :0it & la main, zoit par machine automatique. Danz les
intilles Frangaises elle est généralement précédée d'un briilage du champ. Ce briilage est
considéré comme néfaste pour les récoltes suivantes.

La culture de la canne s'est dévéloppée principalement autour de 1l'industrie
sucrizre, le rhum étant resté un sous-produit jusqu'au 19° sidcle malgré une apparition
quasi simultanée a celle du sucre. Ce n'est qu'apres cette date qu'il s'est élevé au rang

de produit industriel.

II) Technologie de fabrication du rhum

Intre 1la matiére?ﬂymi?re canne a sucre et le produit fini rhum bien

i

de:z transformations ont lieu( fig. 4). Le rhum s'étant develouvpé en tant que sous=produit
ce sont les mélasses et les écumes de défecations qui ont tout d'abord servies de
substrat de ferhentations. Par la suite,on a utilis’ les jus de canne et les sirops.

la technologie d'evtraction du jusz ezt la méme en distillerie gqu'en sucrerie. Les nélaz:e:
et les sirops zont achetés directement aux uzinez de fabrication du :ucre.

Le prermier atelier de la fabrication du rhum ezt celui de la préparation du
nolit. Tnsuite ce molit est ensemmencé par un agent de fermentatbon appronrié. Znfin,apri-
cette ferrentation.le vin obtenu ezt distillé pour obtenir le rhum ou de 1l'alcool de
canne indu=ztriel.

1) Prémaration du mofit

Selon la définition 1légzale le rhum ne peut &tre prénaré qu': partir de:
oroduits ou =ous-droduits de la canne & :zucre. Touz les substratz utlilisé- seront donc
)

dez dérivés de 1'industrie sucriire.

% - ,
a! .es mélasses

Il s'agit du -ous produit terminal de la fabrication du :ucre. Tlle~ contisnnent

encore de forte concentration en :ucre maiz celul-ci n'dtant slus cristalli:able
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g
elles sont inutili-=ables pour 1l'indurtrie sucriére. Lez mélasses sont 2 1l'origine du

rhum industriel. Le rhum azricole est luii€hbﬁﬂu¥ & partir desz jus de canne. la compozi-
-tion dez mélasses est trés complexe car en plus des impuretés du jus brut on y retrouve
des compo:aés provenant de la dégradation d'autres composés en présence des rdactifs
d'épuration ainsi que des produits de l'altération des sucres par la chaleur et la chaux.

Zes tableaux II et IIbis donneni la composition générale des mélasses de canne.

Autres carbohydrates
Gomme solubles
i ' Amidon 0.72
% Mélasses Inositol 0.20
Phytine 0.18
’ D-Mannitol 0.50
17-25 20  Eau Méthoxyl 1.80
30-40 35 saccharose
4-9 T Glucose
5-12 9 Fructose
15 3 autres sucres rédctars
2-5 4 autres carbohydrates Cendres carbonatés
7-15 12 cendres =
2-6 4,5 Composés azotés Bases . % des cendres
0.1-2 0.4 cires, stérols- KZO 30-50 4.8
ospholipides
aa a0 7-15 1.2
- ek 3 ents y MgO 2—14 0.98
wam | Na,0 0.3-9.0 0.10
- - vitamines FeZO/A12
03 0.4-2.5 0.12
Acides
S03 7-27 1.8
CI 12-20 1.8
P205 1-10 0.6
Si0o et
- insolubles 1-7 0.6
c - té :
Tableau II : Compozition des CHpRess Rzohes :
nélasces (8! Proteine 2.54.5 4.0
acides aminés 0.3-0.5 0.5
24 acides présent,
dont
mg/g de mélasse
alanine 0.20-0.22
aminotutyrique 0.06-0.22

Acide aspartique 0.90-1.65
Acide glutamique 1.02-1.04

glycine 0.06<0.07
lysine 0.05-0.07
Sérine 0.39-0.80
Thréonine 0.30-0.90
Valine 0.11-0.20

Acides et bases nuléiques
gagihane

Hypoxantine
5-Méthylcytosine




Tableau IIbis " Composition des mélasses (8)

Acides non-azotés

Aconitique .
citrique

malique

mesaconique 1-2.5

3.0

2.0

succinique
etc...

C Cires et stérols

1 - Triacontanol
Phytostérol
Stigmastérol

Pigments

chorophylle
tannins
anthocyanins

Vitamines

pe/G

biotines (H)
choline (By)
acide folique (B complexe)

niacine (B complexe)
acide panthothenique
(B complexe)
riboflavine (Bjp)

pyridoxine (Bg)
thiamine (Bl)

1~3
880

0.3-0.4
17-30
20-60
2-3
1-7
I.6-1.0

=43



b) les jus de canne ou vesous

))

Lez jus sont obtenus par broyage de la canne et sont ensuite filtrés. la

¢

composition moyenne des vesous est donné mar le tableau III. Les rhums fabriqués a

vartir de jus regoivent lé qualificatif de rhum agricole.

TIGE DE LA CANNE CANNE (%)

Eau 73 - 76

Extrait sec 24 - 27

Partie soluble 10 - 16

Fibre (sec) 11 - 16

Constituants du jus % extrait sec soluble

Sucre 75 = 92
saccharose 70 - 88 ~
glucose : 2 g
fluctose D o

Sels 3.0 - 4.5
acides minéraux 1.5 - 4.5

. acides organiques 1.0 - 3.0

Acides organiques 1.5 - 5.5 |
acides carboxyliques 1.1 = 3.0 !
acides aminées 0.5 - 2.5

Autres non-sucres
proteine 0.5 - 0.6
amidon 0.001 - 0.050
Gomme 0.30 - 0.60
cires - lipides - phosphatides 0.30 - 0.15

Autres 3.0 - 5.0

Concentrations minérales constituants

Potassium (K20) ‘ 1.31

Sulfate (SO,) 0.52

Chlorure(CI§ -

Calcium (CaO) 0.29

Magnésium (MgO) 0.28

Silicate(SiOp) O.TX

Phosphate (P20g) 0.40

Oxyde de fer (Fep03) -

Cendre sulfates -

Cendres carbonates 3.64

Tableau III : Composition des jus de canne (83)




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 mélasses
peu épuisées. Ces gros sirops servent parfois & la fabrication da rhum.

Qu'il s'agisse de mélacse,de vesou ou de sirop,la matidre premidre
est tron concentde en sucre pour &tre utiliczable par dez levures. On dilue donc avec
de l'eau de mani®re & obtenir la concentration souhaitée. Cetteconcentration est évaluée
par densimétrie. Pour une mélasse la densité initiale du mofit doit &tre de 1050 a.
1060 kg/ﬁ{ Pour les jus de canne on travaille avec une densité légérement inférieure de
1l'ordre de 1030 & 104 kg/ﬁ{ Ia dilution de la mati®re premiére est particuliérement
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 prévarée. Ces composés de flaveur':peuvent aussi se montrer . .
toxiques pour les levures (1). On assistgdonc & deux effets antagonistes d'un m&me compos:
le sucre,qui ralentit les fermentations par sa toxicité pour les levures;mais qui en tant
.que zuurce princivpale d'énergie accélére les méme fermentations. Ia concentration du mofit
en sucre est donc a déterminer avec sdin.

Le sucre n'est pas le seul élément nutritif qui doit étre présent dans le molt.
En effet,les levures utilisées ont des besoins en azote qui ne sont pas couverts par
lez teneursz en azote des mélasses ou desz Jjus. Il est donc nécéssaire de complémenter
le mofit. Aux Antilles Francgaises on utilize le plus souvent le sulfate d'ammoniuﬁ
((NHQ)ZSOA) dans des quantités de 1l'ordre de 3kg pour 100 Hl de moiit.

Dans la préparation du mofit,une protection contre les attaques bactériennes
s'avére indispensable. Elle. peut &tre assurée par des antibiotiques tels que la pénicil-
-line (20) ou mar une stérilisation partielle ou totale des mofits. A ces techniques on
préfére aux Antilles Francaises une acidification du milieu par de l'acide sulfurique
( HZSUQ3. Le~ quantités d'acide utiles sont de l'ordre de 2 1 d'acide pur pour 100 Hl

de molt,ce qui permet d'avoir un pH de début de fermentation situé entre 4 et 5 .

21‘§ﬁelier de fermentation

Aprés orévaration le motit peut etre ensemmencé. Le choix de l'agent de ferrenta-
~tion conditionne la qualité du rhum a produire. la levure la plus fréquemment rencontrée

actuellement ezt Saccharomyces cerevisiae,bien que quelques distilleries travaillent

encore avec =chizozaccharomyces pombe qui était treés utilisée au 12° =ziicle. D'autrs=

levures du genre ~accharomyce= comme ~acch. chevalieri ou Zacch. rouxii oeuvent 2tre

rencontrées occazionellerent. L'influence de 1l'agent de fermentation se fait sentir 2
deux niveaux: -sur la production de composés de flaveur

-sur la durée de fermentation
Des criteres de rentabilité économique ont amené les industriels i préférer Zacch.

cereviziae,plus rapide en fermentation,a “chizosacch. oombe,considérée conme odreduil :ant

dez rhum~ de meilleure qualité organoleptique. Le taux d'en.emmencement choi:i jouera
aussi sur la duréde de fermentation et sur la production de comvpozéz de flaveur;mais il
e

semble qu’en ajustant correctement la complémentation du noflt, l'sffet de ce facteur soit
1"’“.', 1\'
imite (1.
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Les caratéristiques générales d'une fermentation sont données dans le tableau IV.

TABLEAU IV (22)

Quelques données sur les fermentations aux Antilles Frangaises

Données Rhum agricole Rhum industriel
Densité initiale ................. 1.03 & 1.04 1.04 a 1,05
Densité finale .................. 0919 a 1 1.011 a 1,024
Sucres réductsurs Initiaux ...... 80 & 980 g/l 80 a 100 g/l
Sucres réductsurs finaux ........ | 0,7 a12 g/l 39 a 11 g/l
pH initial ....... e 41 & 45 43 a 45
pH fnal ....................... 3433 | 35 4 37
Sulfate de NH, ajouté .......... 20 g/l 20 & 30 g/
Degré du vin .................. 4 a 5GL 4 a 45GL
Alcool dans les vinasses ... 003 & 0,1oGL 003 & 050GL
Rendement ............ L 50 a 86 | I'AP par tonne 200 a 250 | d'AP par tonne

de canne de mélasse

Volume des cuves .............. 200 a 1.000 hi 200 & 1.000 hi
Température dans les cuves .. .... 30 & 37C 30 & 370C
Durée de la fermentation ........ 36 4 48 heures 36 & 48 heures
Population initiale en levures . ... 100 X 10“/& . ) 100 x 10*/mi

L'ensemmeincenent des cuves peut se falre selon trois procédés principaux. Aux
Antilles Francgaises quelque soit le procédé choisi 1l'ensemmencement sera non cztérile.
'-Ensemmencement rar cuve-mére., lLes levures proviennent d'une cuve
en ohaze active de croizsance aérobie.
-Enzemmencement nar coupage. Les levures Droviennent d'une cuve en
pleine fermentation (croizsance anaérobie)
-Enzemmencement "caca grappe". le:z levures proviennent d'une cuve en
fin de fermentation; juste avant distillation.
Tesz trois orocédés sont utilisés en Guadeloupe,et il arrive méne qu'au sein d'une mére

ine plusieurs coient utilizés.

n

-
Pour la bonne marche de la fermentation il ne faut pas remplir complit€ment les
cuves avant ensemmencement. Deux technique:s de remplizsage :ont employde:s en Cuadeloupe.

-Pemplissage fractionné. La cuve e:~t remplie % moitié nuis on procide

o2

1l'enzemmencenent;comme zi la cuve était totalement remplie. Avr:. un délai d'environ

n

Y on remonlit la noitié du volume restant et on termine le rempli.zage 10 H apré:z le
début de la fermentation. Ia durde totale de la fermentation :uivant cette technique est

de 24 4 3 36 H.



<

-Remplirsage progressif. Les levures sont présentes danz la cuve
de fermentation d&s le début du remvlicsace. Ce dernier ze fait en 4 H environ,de manicére
continve. Cette technique nprésente le gros inconvénient,en particulier sous les troviques.
de provogquer un échauffement innortant des cuves. Or la température de fermentation
inflve sur la production de compozés de flaveur,le stockage des graisses et celul des
zucres. Les hautes températures favorisent aussi les infections bactériennes. Compte
ten des difficultés de refroidissement rencontrées en Guadeloupe.ce mode de remplissage
est trés pémlisant.

Les caractériztiques physico=chimique des vins obtenus en fin de

fermentation zont donnée= dans le tableau IV.

3) Atelier de di-tillation

Un seul type de distillation est employé en Guadeloupe,la distillation continue

en colonne., Le vrincipe en est donné dans la figure 5.

A PARTIR OF LA MELASSE » ”

chaulfe-vin
candenseur

Schéma
de principe
d’'une
distillerie
d’alcool.

coulage d'alcool
(vers bacs-
réserve )

|
siphon“de sartie [
des vinasses \

|

vinasses

A

Pirure 5 : “céma de drincine d'vne di=ztillerie d'alcool. (14).

Cette diztillation en colonne :'oppose 2 la diztillation discontinve en alanmbic
q:1 dtait o-ratiq ée initialement aur Antille: Francaises. Cette dernire,bien que

orcdiisant des eaux de vie de neilleire qualité (13) a été abandonnée nour dec motif
econoniqgres,

(0]



_es colonnes ont été modifiées var rapport qu schéma de principe précédent,de
manitre 2 leur permettre de couler un rhum & 70°GL 2 partir de vin ne titrant pas plus
de 4 4 5°C7. la rectification a été limité,pour que le rhum produit concerve de: qualité:
organoleptiques satisfaisantez. Cez colonne: modifiées ont regu l'appellation de colonne
créole.

L'alimentation en vapeur des colonnes ect assurée par briilage de la bagasse,
résidu cellulosique du broyase dec cannes. e nombre de plateaux de concentrationc varie
de troi- 2 cing,alor= qu'on compte en général vingt plateaux d'évuisement. Ces nombres
de plateaux =ont assez prochesz de: minima théorique:, et-les colonnes réclame un chauffar:
important pour un bon fonctionnement. la bagazse étant un sou- produit -ans autre
vtilisation que la conmbu=tion et étant di:ponible en grande qurantité,la dépenze en
chavffage ezt tr®- faible. Par contre,le faible nombre de plateaux nuit & la qualité du
rh'm car le temp- de :éjour dan- la colonne e=t court ce qui ne vermet pas 2 de nomlreuse~
réactions d'eztérification de =e oroduire(l3). Les eaux de vie produites en colonne
continue seront donc de moindre valeur organoleptique guecelles produites en alambics ol
le temps de zéjour est bien supérievr. Il demeure toutefois poszsible d'améliomer de
facon sensible la qualité des rhumsdistillés en continu par quelques modifications des
colonnes vizant & augmenter le temps de =éjour du moft dans la colonne. "me action au
niveau de la dimenzion des colonnez,du type de plateaux utilizés ou de 1l'intensité du
flux d'écouvlement ont hélaz un effet négatif sur le rendement financier de la disztillatior
et les industriels hézitent & intervenir zur ces parametres. Quelgues améliorations
~inples peuvent quand méme &tre mises en oeuvre zans diminution dv rendement. Par exemple
rn coulage sur les plateaux titrant 45 3 50°CL ou s'accumule 1'alcool amylique et le
recyclage de ce coulage permettrait 1l'eztérification de cet alcool,augmentant le formatiocr
de conposé: aromatiques de qualité. Le chambrage dv mofft & 98°C pendant 30 ninute:z

favori-e auzsi la forrmation d'esterz et ezt dons facteur d'amélioration de la qualité(13’.

IIT) Conclusion

frace 2 cette étude :uccinte de la fabrication du rhum. on peut cerner tn oeu
niei'w les facteur~ influengant la qualité du rhum. Par suite il est pozsible de définir
3 quel niveau lecz actionz doivent &tre entrevrises et par qui: Ainsi uvne action
sur les colonnes a distiller,zi elle ezt envicageable et méme sotvhaitable,n'est pas du
rezzort d'un laboratoire de recherche. Par contre les amélioraticns pozsibles des souches
de levire: ou du type de complémentation azotde font vartie du oprogramme de recherche de
la station. En fonction de la connaizczance acquise des drocédés de fabrication du rhun
on peut chercher 2 affiner les critfres de szélection tel:z qu'ils ont été défini. oar

A.H. ROST (27).en vie d'une production -pécifiqie de rhun.



Chanitre III : Caractérisation des levures de rhumerie en

Gradeloupe

I1 est oroposé danz ce chapitre de faire l'inventaire des données
disponibles =ur les levires de rhimerie,en fonction dez critéres définis nrécédemment.
Danz la mesure dv possible on cherchera A préciser les actions & mener pour améliorer
la connaissance physiologique de ces levires.

I) Flocculation

I1 n'exizte auvcine donnée concernant la flocculation des: levires de
rhum=, Cela n'a que peu d'importance lés fermentations étant conduite= sans agitation
avec des levure: basses et dans des cuves ouvertes 2 1l'air libre. Tant qu'auvcine nodifi-
-cation n'avra été apportée a ce procédé de fabrication il n'y a pa:z lieu de

s'interesser 34 la flocculation des souche:s employées.

II) Tolérance & 1'éthanol

fermentation: zont généralement conduites aux Antilles Frangaise

avec Zacch. cerevisiae . Cez levures supportent sans dommage des dezrés d'alcool pouvant

dépazser 10°7L. Or pour des raisons diverses les mofits ne titrent paz ovlus de 4 & 5°CL
anrds fermentation. On est donc tres loin du seuil de tolérance et il est inutile pour
1l'inctant, et -ous réserve de modification des procédé: de fabrication ,de zélectionner

les levires sur leur tolérance & 1'éthanol .

III) Avntitude i la production d'éthanol

Cette aptitude =e mecure,comme on l'a vii, par l'efficacité fermentair

de la souche étudiéde. Tes seules études faites sur levures de rhum neconcernaient vas
la vitesse de fermentation telle qu'on apu la définir au chapitre I mai= la vitezse
d'vtilisation d'un zu:b-trat variable par :za concentration en stucre,a des taux d'ensem-
-mencement variables(21). PAFFAIT lors de cette étude arrive & la conclusion que

1l'avgnentation du taux d'enzemmencemmnt et de la concentration en sucre favorisent
1'vtilization 4 substrat. Il ne caractérise pas zes souches par vne vitesse de fermenta-
-tion ztr un subztrat =tandard et n'étudie vac systématiguement l'effet dez variations
apportde: au milieu sur la oroduction de compo:zés aromatigres., Seule une étude av niveau

des alcools suzérieurs est menée.

Tout le travail de caractéri:ation des :zoi'ches -~uceptibles d'étre utilizée: en
rhumnerie reste donc 2 faire en ce qui concerne la vitesse de fermentation. la définition
d. ~ukestrat tandard n'ezt pa: faite.

Ta caractéri-ation :ystématique de=z souches nar leur teneur en azote intracell
-laire n'a na: été entrenri:e.bien que la méthode de doaze de cet azots _emble au zoint

3 la station. Ta méthode utili-ée est celle de XJTLDAHL décrite en annexe 1 (».1)

IV Production de commoszé:s de flaveur

Ce sont ces composZs qui détermine le goft caractéristique d'ne
gav de vie. On rencontre :zénérale~ent lez méne. d'ine ea: de vie 3 1'autre -aiz en



dez vproportions variable=,spécifique: povr ine boizson. Ce:s compo:és sent dex prod.oit:

~econdaires d. —étaboli ne fermentaire ov résultent de la décradation d'avtre:z élénents

Tor- de la dirtillation. Détide de levr nétaboli-me doit pernmettre de créer le: condition:

optiralez 3 la prodiction d'ine fraction aroratique de bonne gqualité. Pluc de 400 compo:i«

ont été dénorbrés qi'on pevt raszsembler en gquelques Frands zrouveT
-le= compo:és phénoliquec
-lez acides gra: volatil:z
-les esterw
-le= alcool:z supérieur:

'ne idée de: diverze: tenevrs rencontrée= dan: les rhums et donnée dans le tableau: V

TABLEAU V (21)

Analyse de différents échantilions de rhum. Pour le rhum agricole, les chiffres représentent la moyenne
de 30 analyses, pour le rhum de mélasse : 8 analyses. Les méthodes de dosages employées correspon-
dent & ceux de la méthode officielle francaise

; Rhum agricole Rhum de mélasse Rhum ; Ah
Dosage Unité ' o s
Valeurs Valeurs « grand . de siro SN
N extrémes " ~ extrémes erdme = l P e
| l |
Acides totaux g‘ 3 Aacéthue par! 25,40 5,50 a 50,37 33,65 12,35 a 50,00 317,30 72,00 15
U p i i
Aldéhydes ..|g. acétaldéhyde 11.23| 2,00 & 40,80 5.33‘ 3,10 & 8,80 1500 11.20 12
par hl d'AP ;
Esters ...... g. acétate ' 2791800 & 4224 ' 2803 1128 4 46.11| 31328 | 47
d'éthyle par ' ' ' 52 >
hl d'AP ! :
Alcools g. isobutanol par; 220 4 625 | 238,91 l 180 a 275 38,00 |
supérieurs .. hl d'AP . 310,84 ! ' l 228,00 39
, : | |
Furfural ....iqg. par hl d'AP - - \ W e 050 ' 130 -
Total du non-. ‘ i -
alcool ...... o . 375.17! 230 & 721.1 | 303.92| 251 a 379 684,08 ! 360,02 100

On appelle rhur "zrand ar8me" un rhun produit zrdce a4 “Zchizozacch. pombe et des souches

comne agents de fermentations. Le rhun léger e-t un rhun ayant =.bi ine rectification
n0.:sée lor~ de la distillation.

,

De ce tableav il re~sort que les alcoolz =uvnérievr: scnt les compo=e: le:z plig

innortant qiantitativenment. Ilz seront donc 1'objet d'une étudé mm peu pluz avpprofondie.

1) Compo:és paénoligues

n le: wrencontre dan: la fraction aromatique dez esaux de vie vieillies en fCt

T1~ ne =ont naz formé- ai covres de la fermentation mai- troviennent de la désracation de

12 lirnine du boiz. e~ comno-és trouvé: serble dévendre de la nature du toi: employé.

le vieilli--erment des rhu~z doit

e du

"ne étude

> tre entrenri-e en 1984 nar la station
de biotechnoslogie dez fruitz et de=z R

.R.A.A.0. en collaboration avec le-

a2 M

&
C.T.C.%, de "nadeloupe et de "artiniqre.
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2) Acidez graz volatils

Ces comporés =ont produit= en tris faibles quantité par les levure=. "algré cela

second~ en importance quantitative. Leur zeuil de perception organoleptique
a.-si triés faible,ils interviennent de facon non négligeable dans l'ardme.

Tevr oririne métabolique,encore controverzée,zemble &tre les acides X-cétonique: (16).
"ne autre voie probable pour leur biosynth&s serait un décrochaze prématuré de 1l'hélice

de LYNEN qui ezt la voie de biosynthi-e des acides gras & longue chalne (fig. 6)

» p-Cétoacyl-ACP
/ réductase oo
G ?® Tty §
) 2
ACP-malonyl | %
transférase o Y Enoyl-ACP
& ¢ hydratase
g >,
5 ®
§ %
?

s-Cétoacyl-ACP

synthase
Znoyl-ACP
réductase
o)
transfert de l'acyl 4 la synthase / 1<
ACP P
acyltransférase
L. 2,02 nm v
) !
S ANAAANALSH
Chaine latérale 4’-phosphopantéthéine
de 'ACP

Représentation schématique du complexe acide gras synthétase. La proiéine
centrale est ’ACP. Sa longue chaine latérale phosphopantéthéine sert
apparemment de bras mobile qui déplace le groupe acyl d’une molécule
d’enzyme a une autre, pour effectuer les six étapes nécessaires a

[*addition de chaque unité a deux carbones.

lice de =YNTN (1C)

[ON

Figure 6 : H

Zelon TAYZOR et XIR<OP (31\ lez acides ;rac volatils,dont on trouvera la li:zte des

~~incipaux 1 -~ e tableav VI.ne oroviannent pas de la désradation oxydative des acides

“ras 2 lonzie chalne.

Je~ acidez zont d@ tom indicateurs d'accident: de fermentdion car zi les levures
en -rodivi-ent veu,dex contarmination: par dez tactérie: du tyoe Clostridia,Acétotactar ou
lactobacillt ~Jrovoguernnt une -ensible auzmentaiion de 1l'acidité volatile di vin orodui

(3", Za -tation met actuellerment au point ine méthode fiable et revroductible de

dozase de ce- acides dan le= vhunz et le: molts.

[
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Nom Usuel Synonymes Formule . s Densite
. ethanoique CH_—CO_H 60.0 . . 1.049
Acétique Zoonique 3 2 .05 i i y
Propionique propanoique CH —CO.H 74.08  § : & 0.992
méthyl lacétique < -
Acrylique Propénoique CH2=CHFC02H 72.06 i i 1.0511
“sobutyrique Méthylpropanoiquel (CH3)2CH%CO2H . 88.11 \'4 \% 0.950
Butyrique Butanoique CHa—(CHo» ) »—00-H i i
. Ethacétique 3 272 2 88.10 0.964
o~ Méthylbutyrique | valérianique CH3-CHx-(CH)CH3 f i
ey & 102.13 0.941
Isovalérique Isovalérique (CH3)2CH—CH2— -102.13 S i 0.937
C02H
Valérique Valérianique (CH,),—CcOH | 102.13 S S 0.936
A propylacétique (31 CH) 3700,
pentanoique
*~Méthylvalérique | Methylprogylacétiqe CH3-( CH2 ) 2—CH2 116.16 S S 0.923
(CH3)—C02H
Isocaproique isobutylacétique (CH3)2CH—(CH2)§- 116.16 f S 0.922
4 coH
Caproique n-hexylique CH,-(CH.,) H £ S
e o T CBH | 196,16 . 0.927
soluble

: trés soluble

H He << (L

infiniment soluble

: faiblement soluble

Tableau VI :

Srincivaux acides gras volatils des rhum= (8)
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3) Esters

_e: esters sont souvent considérés comme la fraction aromatique la plus impor=-

(1

-tante des eaux de vie(18), Cela est égalerment vrai pour les rhums et ce sont les esters
lourds d'acides rras supérieurs qui semble influer le plus sur l'ardme de: rhum: (18).
D'autres esterz jouent un rdle pozitif dans l'ardme des rhums comme les esters éthyliques
d'acidez sraz courtz ou les esters non éthylique: de ces mé&mes acides (11).

La formation d'ester= lors d'une fermentation est pluz abondante que ne L
laisse cupporer 1l'éguilibre :

R-COOH + R'=QY ===R-COOCR' + H,C

NORDZTROM (18) explique cette formation par l'alcoolyze d' acyl—CoA =elon la réaction :

R=C0=8=CoA + R'=0H R=-COOR' + CoAZH

le: acyls=CoA provenant de troi~ sources différente:z :
R-COOH +CoA<H + ATP R-CO0=-3=CoA + AMP + PPi
R-C0-COOH + NAD + CoAZH R-CO-2-Coa + NADHj + COy

R=C0-"=CoA +COOH=-CH =S=CoA + 2 NADH
R=(CH, )q=CO=-"=Coa + CoA“H +2 NAD + CO,+ H,O0
bien que la deuxiZme réaction zemble improbable(ls).
Le choix de l'agent de fermentation est capital pour la production d'esters

les levures lentez telles que Schizosacch.combe en produisant pluz que les levures rapide

comme Sacch.cereviziae . Dans un néme ezpéce le choix de la =zouche influe beaucoup zur

la productdon (18). PATFAIT et =es collaborateur:z ont entamé un travail de caractéri:a-
-tion desz szouches utilizées en rhumerie,qu'il zerait orofitable de systématiser
"me anélioration zensible de la gquantité d'esters peut €tre obtenue par

action -ur la distillation (13),maiz lez industriels n'ont ma: l'air de vouloir ='en

oréoccurper.

4) Alcoolz =upérieurs.

Les alcoolr zupérieur- -ont la fraction aromatique la pluz importante nondéra-
-lerent,néme -1 le: quantités présentes danz le: rhum:z sont »nlu: faible . que dan: d'autre
eaux de vie (30). ¥algré leur importance,ilz ne :ont pa: con-idéré- comme un facteur de
qralité et leur diminution revprécente une amélioration du produit (23). Le tatleau VII
donne la li:cte de~ principaux alcool: supérieurs danz le rhunm.

In pluz de ce- alcool= primaires,on rencontre dan- le rhum de: alcools .
secondairss comme le vromanol-=2 le butanol-2 ou le n=pentanol=2, Ce-~ alcool: ne tarai-=zan-
pa avoir de propriété= odorante: varticuliire: (7) . I1l: proviendraient de 2,3 diol= ou

de 1 2 hydroxycétonez sous l'action de microorgzani.mec tel: Lactobacillu. brevi. ., L. cars

ov Clo-tridium acetylbutyricun (34).

la formation des alcools primaire- est beauccup mieux ccnnue. THRIICH ( Y di=
1006 commencait 3 élicider la chaine de biozynth2se =2n remarquant l'analo.ie de =tructur:
entre le- alcool:s supérisur- =t lss acide~ aniné.:. Dez travaux .ucce:zif. aboutirent
i

~chéma ré- unmant la biozynth?ze de ce- conmo:zé-

2
¢
I~
:
»
R
E
<
()

1'établi ~ement par JEPE =t
(£1s. 7Y {23\
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Poids Saluhilité dans
Nom Usuel synonymes Formule . . Densité
mléculaire
Ea Bhanol
Ethanol .alcool éthyliqe (}13-(1-12(1{ 46.07 i i 0.789
Propanol .alcool v v
nroylige 0{3—012-(}12-0{ .60.09 0.779
.alcoal
- : 4, X
Ritarol-1 bl QizH(Gh) - M 74.12 S i 0.809
: .alooal
Vethyl-2 propanol-1 isohutylique (013)2-0{ - G H Th.12 S i 0.8
isohutanol
.alcool
Méthyl-2 butanol-1 a1 Hif Gi-OL-GI(GR)GIH| 8.15 S i 0.818_
VEthyl-3 bhutanal-1 .alooal (QH2p -GFOL-0hH 88.15 f i 0.811
Tableau VII : Principaux alcool: supérieur: des rhumz (3)




| 2-méthyl-1-butanol

n-propanaldéhyde -+ CO, méthylbutyraldéhvde + CO,

thréonine ————>a. a-cétobutyrique ——————3a, 2-cétohydroxy mm—m— 3 a. xf3-dihydroxy e—mo——_ 5 a. a-;:éto méthyl g—— isoleucine
/ butyrique B-méthylvalérique valérique

acétaldéhyde activité
4. PYruvique ——————————3 a. g-acétolactique 3 a. af3-dihydroxy ———————on—>a. a-céto isovalérique == valine
isovalérique

<—acétyl CoA . acétyl CoA
A v "@

a. B-carboxy @-hydroxyvalérique +~ CoA isobutyraldéhyde a. f-carboxy B-hydroxy

a. 'x-h)ldroxy {3-carboxyvalérique isocaproique + CoA

a. a-cétovalérique ——> n-butyraldéhyde —) a. a-hydrlc;xy B-carboxy
€ acétyl CoA °  isocaproique

a. B-carboxy [-hydroxycaproique U-méthyl-t-butanol I(——isovaléraldéhyde{-—a. a-cetoisocaproique

+ CO, + CO,

a. a-hydroxy (3-carboxycaproique

a. a-hydroxycaproique ——» n-valéraldéhyde —> leucine

TFic. 7 — Formation des aicools supérieurs (d’aprés WEBB et [INGRAHAM, 1963) (23)

J'apr®: ce schéra,il apraralt que lec acides d=cétonigues sont le= précur-eurs -der
alcools supérieurs. I1l- proviennent soit de la désamination de: acides aminés =oit du
nétabolizme dec ~ucres par 1l'intermédiaire de 1'acide pyruvique( 15) . Tuivant que
1'aldéhyde interrédiaire est réduit ouv oxydé,on obtiendra donc z0it un alcool zuvérieur
soit un acide’ graz volatil. i partir d'un méme acide y-cétonique précurreur. La producti:

'éthanol et d'acide pyruvique ne :zont qu'un ca~ particulier de ce méme phénoméne.

C'e=t la quantité de- alcool: pré:ents beaucoup plus que la qualité qui

différencie le¢ caiux de vie e...xe elle=. la oroduction par ''ne -ouche le levure =zera

nfluencée par de=z facteur- telz que la comnozition du nilieu en =uvcre,la complémentation.

e

zotée ou le taux d'enzemmencenent.

)

41 Influence de la composition du milieu

a' Corplémentation azotée

Cette complémentation influe beaucoup sur la production d'alcodls
gupérieurz (2), 7'il exi-te dan- le mofit une :ource d'azote directement assimilable par
le= levires,la oroduction de ces composés cera faible. Par contre,en abzence i'azote az
azzirilable la oroduction de tour les alcool: augmente :auf celle du n=nropanol (23\.
L'expl

acide: aniné= et comblé Dar tne trancamination de l'acide d-céto=glutarique au déovens

F-e

cation généralenent avancée 2zt que le manque d'azote pour la biorynthize de=

i1t pool d'acidez aniné- inutilez de la cellule. Le radical -NHZ ain:i oeut &tre rdutili.e:
mar la cellule et l'acide X-cétoniqire orod:it donnera nai:sance par le mécanizme de WERD

-

'azote azsimilable ont été emvnloyés. Toute: les -ourcse

o,

™

2 tn alcool -unérieur. Le: terme-
d'azote ne le 'ont pa. Ze manifre équivalente:z et on peut faxre intervenir pour la
connlémentation la notion de qualité :dle :ource d'azote (23). PAPFAIT a comparé l'effet
de diver-er szourcer d'azote :ur la oroduction d'alcool- :upérieurs var tne souche de

-ont donné- dan:> la fi.ure 2.
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Fia. 8 — Formation des alcools supérieurs en fonction de la source d'uzole (23)

B #n-propanol

R isobutauol

isopentanol

[N

alcools supérieurs totiux

Ce -ont 1'urée et le sulfate d'ammoniun qui provoque lez »lus fortes diminutions,alors
gre le nitroforr,qui est conztitué de polymére- de 1l'uvrée et du formaldéhyde,n'induit

pac de variationz. i on définit la gqralité d'-ne source d'azote var -a vitesse d'assi-
-nilation dirant le: premiires hevres de la fermentation,le nitroform n'est pas me bonne
sovrce alors que 1l'uréde et le sulfate d'ammonitim soht de:z sources convenables d'azote.

T1 :erait -sotvhaitable de compléter 1'étucde de PAFFAIT en déterminant 1'effet de la
complémentation azotéde :-ur diverzes sovches ou eznces de levire~,et en cecrrélant cette
complémentation & d'artre: caractire- vhy:iologiques dew levure-.

A\ s
b 'Concentration en =:icre.

Tlle influe :ur la prodiction d'alccols sunéepievrs mai. comdte tem:
de l'action - le métabolizme général de la levire de cette concentration en :ucre,il
cile de certifier gr'elle e:t 1la seile restonzable des variations observées,

iffi
DAPFAIT (12) note qn'une avgmentation semble provogquer :ne diminvtion du taux d'alcool-

4-2) Influence de la conduite ie la fermentation

a) Tenpérature

I1 exi-te "ne termératire optim'm <our chaq:ie alcool -ai. le:

contrainte ind strielles srméchent d'eswploiter ce résrltat (15,

b' Vitesze de fermentation

ck

elon ZH-LICH, to::te aivrmentation de la d:r
Jrovogire ine au-mentation de la teneur finale du rh.m en alcool:

sunérienrs 15°



c) pH

Comme porr la température il existe des valeurs ontimale de PH
inttilisablez du fait de: contraintes de la production ind.ztrielle.

4=3) Infl.ence du taux d'ensemmencement

Les résiultatz vont danz le méme =zens qiie ceu~ obtenus pour la
vitezse de fermentation. ne avgmentation dv taux d'en:emmencenent,racourcicsant la

durée le fermentation diminte le taix global d'alcoolz , chez la levire “acch. cerevisziae

L'izobutanol a un comportement différent, puisque =a consentration auzsmente dans le:z

L

mémes condition- (19). Le rdle du taux d'enzemmencement :ur la production de compo:és

aromatique: ezt controver é (23) néme =i certains auteur: le tiennent peur prépondérant (¢

4=4) Influence de la levire

L'esp®ce de levure choisie nour conduire la fermentation fixe la

prodiction des alcoolz. En effet, Schizosacch. pombe bien que beaucoup »nlvz lente en ..

fermentation que “acch. cerviziae »rodvit moin: d'alcool= at profit d'e-ter lourds. Ce:z

couchez :zont les deu~ zeulez str lesquelles on nozséde quelgues renseignementz. De..

0" che: =zauvages comme Sacch. chevalieri n'ont fait 1l'objet d'aucune étude. la =tation

no=stdant une collection de levires de rhumerie,il -erait interessant de caragtéricer
leur prodiction d'alcool: supérieurs dan: lez conditionz de fermentation indusztrielle.
4=5) Influence de la di:till-tion
) S'27 ~~t poz-ible d'améliorer les colonne® pour abaisser la teneur
dex rhum= en alcool: suvpérieurs (13),1a di-tillation ne senble pa- pouvoir résoudre
facilement le problime de 1'"élimination d'une .partie importante des alcool: supérieurs

-ans un élimination paralléle de:- ester~ louxdz (23).

5) Autres composds de flaveir

Certain: compo:é: -ont zsarticulidirement néfa:ztes & l'ardme. Parni
eu on pevt mentionner l'acroléiIne qui proviendrait de la dégradation duv slycérol par
des bactérie-,avec formation =imrltanée d'alcool allylique. Il semble que le zeul facteur
déterniné influencant la -rod:ction de rlycérol :oit la concentration en =ucre (19).
Parmi le~ compo=és aromatiques du rhum,un zeul a spécifiquement
1'oderr de rhim, Il “'agit d''n isom’re de la(Q-da razcénone trans (6). Jeule la forte
concentration en ce conpo-é izolé tar extraction au rentane et chromatosraphie en tha:ze
vaveir e. .t carctériztiqre dv rhim,puisq: 'il a été ni: en évidence danz le Cognac. Les
trF:‘fortes concentration: rencontrée: dans les rhum: ":rand arOme" lai:sent sudpo.er
L

q 'il s'agit d'in prodiit de fermentation g 'il e t pe't &tre Hoz:ible d'identifier 2

'h'ils de rhin dont parle APRCYD (1},

(=]

V) 2tabilité et viabilité de: sovche: de lev re:z

Le~ levirez de rhiumerie n'ont pa: été ét.dide: zur le nlan de la
2zt porr l'inztant envi-azde. la viabilité de ces levires
e*t 'n s jet de préoccization pli: important dan: 1l'imnédiat. Cette viabilité et rsliée

n'ont fait 1l'objet d'aucune

(B

la concentration en zucre ds ré-erves Oor cez ucre

61}

e

nveztiration en rhueerie. To te: lec donnée. di:ponible ' ne concernent que le. levires

5

e to.lanrerie ocu de tra-cerie. Ila . inilitide de résultiat: chez ce: dew.— varidtés de

fu

(=]

H

2 :p ce Zacch, cervi iae a ermi- d'e-iranoler ce- donndes axleviresde rhim mai: une




confirmation e-t nécészssaire. Le: princirau— :ucre- de réserve: di: métaboli:me levurien

zont le tréhalo-e et le :;lycogzne.

1) Métabolizne du tréhaloze
Le tréhaloze ert "n din?re dv :lucose dont les deu— résidus glucosyl

~ont 1ié: par 'ne liaiczon zlycosidique 1-1(fir. 9).
CH, oM

Figire 9 : <tructire du tréhaloze. (12).

7

TRVELYAN nencait ce ~ucre spécifique des levures de boulangeriesz (12),mais CHETTER a
pu le mettre en évidence chez des leviure: de brasserie (12). I1 ezt donc raisonnable

de zupposer =on evistence chez les levures de rhumz. Le tablean: VIII donne le: tenevrs

relativee des principaux sucre~ de récerves chez diverszes couchez de levures.

- ) 'T.Iw Carbohydrate Composition of Some Strains of Saccharomyces cerevisiae
(Data adapted from Chester, 1963, 1964)

Carbohydrate content as proportion of total carbohydrate

(%)* S
Carbohydrate Baking” Brewing strains
strain ‘ a -

77 4236 4236° 7000 7001
‘Trehalose 6 8 1 5 6
_Glycogen 62 76 38 71 52
Mannan 16 7 36 12 24
B-Glucan 16 9 26 12 19

* Percentage expressed to nearest whole number.
b Yeast grown aerobically. All other yeasts were grown anaerobically at 25° and

‘harvested at 48 h.

Tatleau VIII : Compocition en =rcre de gquelqres sonches de

“acch. cervi:iae (12).

On ve.t voir dan: ce tableau que le dorrcentage de tréhalo-e ezt faible et qu'il varie
dans de- proportions inmnortante~ zvivant gie la croi-zance a lie: en aérotioze oi: en

anaérobio~e. Le ~chéna zénéral de la biozynth*:e e-t donné par la fisure 1C. PANEX

-ovlisne la re~semblance de- voie: de bio-ynthf e chez le levurec de boulangerie et

de trarzerie. I1 vparait donc ponsitle d'étendre ce schéma avx levire: de rhun,dan: la

mesure ol ce -.cre -era ni- en évidence chez ce: organizme:.



TREHALOSE

Glycolytic
intermediates Phosphatase
Y:::._
. Trehalose phosphate
\::::-, Trehalose phosphate synthetase
Hexokinase ™
GLUCOSE ————— G.6.P 1 UDPG ——> GLYCOGEN

Phosphogluco-
Hrtitade \ / Pyrophosphorylase
G.1.P

Figure 10 : Voies de biosynthé:ze du tréhalose (12).

La connaissance du métaboli.me de: levures permet d'evpliquer la formation
npréférentielle du tréhalose en anaérobiose par 1l'utili-ation du Clucoze 6P & d'autre=
fin lors de la croissance active en aérobioze. On vevt donc prévoir une meilleure
viabilité de- cellules prélevées en fin de cycle de croizsance aérobie ouv pendant un
cycle de croi:zance anaérobie. lLa régrlation de la :ynthéze du tréhaloseepar le zlucose
-erait allo:térique (17). Le tréhalo=e remplirait la double fonction de source d'énergie
porr la divizion cellulaire (12,17)et pour la conservation des cellules en absence de
soirce de carbone (12 17 29). .

2) Métabolizme du gzlycogéne

Le glycogs*ne ect n polym*re ramifié du zlivcoze. Le squelette
nrincipal ezt constitué d'une chalne de rézidus glucozyl liés enofl=4,:ur laguelle

d'avtre: chaines dr méme type viennent ze brancher end 1-5 (fiz. 11).

. @, indicates a non-reducing end-group
(\vh'idh gives rise to tetra-O-methyl D-glucose on methyla..tion, and to formic a(?,ld on
periodate oxidation); O—, an «-1,4-linked p-glucose residue; @<, an a-1,6-hn}):ed
p-glucose residue; R, free reducing group; A, B, C, types of chain (see p. 428).

sre 11 : Ttricture mnldculaire du slycozne (120




-

la :trocture varie légrement d'vne =ouche 2 1l'autre,notanment en ce qui concerne la

-

loncrerr: moyenne des chiine gui est we i 12 ré=idus pour lez levures de boulangerie
et de 13 »é:idu- pour le- levures de brazserie. Le: étape de biosynthire du glycog®ne
et de :a décradation.,ainsi que la régivlation de cez deur phénomfnec sont lezs mémez dans
tout le v gne animal. “evl: les enzyme:z a-surant le massagze d'une étane & l'autre diffsre.
La réaction de bio-ynthi=e est la =uivante :

(x) n "BPClucoze + (Clycor#ne)m —— n "DP + (Clycog’ne 'msn
Tlle ezt cataly-ée par la glycoec™ne zynthétaze dont l'activité ezt régulée selon le

~chéma -uivant :

glvcoze 1P

zlycog™ne :ynthéta. e

forme I
+
Ca + CAF \
- "DPCL
ATD ’_\
ATP 3 =
ADP glycogine -ynthéta:ze
adenyl forme D > 'DP
cyclaie \
AlfPc . ) (rlycog>ne)

Kinaze 1nact1ve._____—5>V1na"e active 4

phozphoryla.e a ~
active A
ATP

phozphorylaze b klna e dhozohata e

pho=phoryla-e b kina: Ctive

-
inactive
++/~/

pno-vhoryla:ze b

/Aﬂ inactive
activation directe
par AP
Y
inhibition de 1l'activa-
-tion par sluco e 6P

izure 12 : Régulation du métaboli:me du slycogine

n n X . \ . _ \ P s . r s
La rdaction (X" ne permet que la -ynth#:e de: chalne- lindaire: gl-4. Le- chaine= ad jacente

S

- L E - <l a_ o . PR . ’ . 3 . . .
ont relide:z a la chaine principale zar un enzyne branchant 1pécifique de~ liaison: A1-4,
-2 chéma ci-de sv- ewplicite comment la charse en énersie peut renréd.enter la viabilité
i . o : 3
d'un a regulation du nétaboli :me du :lycozine n'e:t maz ou:

‘ouche cellulaire. "Mai.
3

e la r
la eule dévendance de nucléotide vho-o 3
e avcleovide’ phovphate crérent . la concentration en "luco-e 4D



revét ime importance non négligeable. Cela amtne d'ailleurz PANEX & conclure 2 une
inhibition alternative de la synth&ze du tréhaloze et de celle du glycogine (17).
YANNERT a un pointde vue différent puigqu'il pencze que ce: deur zucres ont dez mécanizme
de =ynthtze naralléle= et non compétitifs(12),

Le'slycorine :e présente sous deux formes danz la cellile :

’ -

-une forme -oluble danz le:z zolution: alcalines qui réprésente 5%

du poid:s =zec de la levure

- une forme zoluble dans lez sdvtions acides qui représents 6 3

40 % du poids.zec de la levure zuivant le =tade physiologique des

cellules (25) .
La fraction :oluble dans les acides diminue fortement pendant le: deux premiéres heures
de la fermentation zans qu'on puizze noter en parallele une diminution de la concentratio
en sucre du milieu. Pendant ces deux hevres on a pu mettre en évidence une :ynthd=e nette
de lipidec nécés=zaires & la croissance de la levure. La teneur en glycog®ne pourrait
donc influer :ur le déroulement de la phaze de latence d'une fermentation (26).

PATEL et INGCLEDEVY -usgere vne inhibition de la :ynthése du glycogéne par l'azote
a~similable présent danz le milieu (25). Or la complémentation azotée de: mofits est -
calculée pour que l'azote assimilable ne :0it jamaiz un facteur limitant . "me étude
zur plusieurz fermentationsz =uccessivez par des mémez levurez devra &tre mende pour
:'azsurer que la diminution de la teneur en alcools supérieurs obtenues grédce i une
complémentation azotée ne porte pas préjudice aux fermentationz suivantes. Cela est
important dan- le cas de l'ensemmencement dez cuve: par coupage en indu:ztrie.

A la lvrmiére de cette étude bibliographique et de travau:: précédent:z,
1'¢étude de 1l'influence de- concentrations intracellulaires en sucres de réserve sir

eﬁ_t

la fermentation et en particulier =ur la production d'alcools =upérieur:z'appariee:sentiel

8%

» la =tation. Elle a donc été entrepri-e et la premiére étape A atteindrs e:t la
réalization de levures ayant de: teneurs différentes en tréhaloze et en zlycogdne tout

en posstdant des caractéri-tigres phy:iologiques semblables.



Chapitre IV : Expérimentation

I) Dozage de- alcools ~upérieuvrs dans lesmofit- fermenté:

Le problime du do:age de~ alcools supérieursz e=t tris différent
danz le: rhums et le= molit~ fermentés. Le~ rhum: sont dez rolutions di-tillée et donc
eenptes de toutes particules en suzpenzion. On peut donc le analyser en chromatographie
en othace vaneur "an prendre le ri-que de ~-alir et donc d'abimer la colonne d'analyse.
Te  mofits fermentés ne peuvent euv pa~ &tire zoumi- directement & l'analy-e. Il: doivent
subir un traitement préalable qui le: débarasse de toutez le: impuretés en suspension.
I1 n'y a pas d~ méthode référencée en po-ses ion de la tation. La mire au point d'un
protocole expérimental filable et ai~ément renroductible fait donc l'objet de la peniére
rartie pratique de ce <=tage. '

Ia détermination de la teneur en alcool: zupérievr: des molts fermenté:z a deux
buts principvaivx. L'un ect de mieux caractéri:zer 1'étape de ferrmentation du procezsuz de
fabrication diu rhrm. L'autre ezt de déterminer 1l'effet de= colonnes & di~tiller sur
la concentration finale dez alcoolz cupérieuvrs dans les rhumso,

Le do-age dez alcools zupérievrs dans les rhum: e-t fait :elon la méthode
officielle précentée en annere 1(p.3). Cette méthode prévoit 1'utili .ation d'un étalon
interne dont il convient d'svpliquer le principe. L'étalon interne e=t un compo:é
oroche par ca -~trcture chimique,zes propriétés physiques et za concentration. ,des
composés & do-er danz 1'échantillon. “on comportement doit &tre le méme que celul de cec
compozé- quelque roit le traitement que 1l'on fait =ubir & 1l'échantillon. Il e:t introduit
ain~i que tou le- compozés a doser dan- vne :colution de référence ou toute: les
concentration-: sont connues. Cette :olution e-t injectée dan- le chromatosraohe qri
relié 2 un enregi:ztreur donne des pic en réponze. En rapportant la -urface de: pics
corre-nondant 2 chaqre compo-éz 2 do-er i celle dv pic de 1l'étalon interne on calcule
le coefficient de réponse de l'appareil nmour chagqie alcool. Lor- de 1'injection de
1'échantillon azquel a été ajovté 1l'étalon interne il suffit de mnltiplier lg rapmort
de :urface dupie div compo-é & doser ~wr celle du pic de 1'étalon interne rar le: coefficier
de réponze calcrlé porr avoir directement la concentration de ce coxpo:é:s dan~ 1l'échantil-

le Methyl-4

ck

-lon., L'étalon interna choi:i nor le doszage des alcool. =rvDérie'r- e:=

;/l.

Diver-es méthode: de traiterent de- échantillon- ont été te:tée:

{7

pentanol-2 en ~olition

)
-l

=1la filtration avant injection directe

-la di tillation au 7/10

-1'extraction lig:ide liq: ide
1'entrainerent a la vane' r

o

Ta filiration et la 4i tillation a. ~/10 ont &té te-tde - ant
/

é
Ta filtration étailt effectide 1> des filtre. nillipcre- de O 4%/ de diambtre. lLe
mani» late r a conzidé&ré zes ré " ltat. comne satizfai-ant. Il n'a pa. &té donné de itz

3 cet erzai. la distillation at 7/10 e t la technigre qvi était initialerent tili:de

aire bir ne rectification au xolt fermentd,

=7

dan- le laboratoirse. =lle con=iste &

c
anr> ajout de 1'étalon interne v .qu'i obtenir le: 7/10 duv velume initial. Le tempe



7/10 .

i10n au

T

D e e

Chromnatogranme de 1l'essai de distillat

Figure 13-«
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Calci:l d'intégration apr®-

injection de rhrm & 70°CL

Calcul d'intégration aprés
injection de rhum dilué 3 7°7L

Calerl d'intégration apr®:
in“ection @& n A= 337 2% 45 +3711<L 4 /1N



nécé-

[¢]

aire 2 1'opération e:t lonz. Comme on pert le voir zur les calculs d'intégration
corresvpondant av chromatogranme de la vage 35 (fiz.13) la fiabilité de la méthode n'est
Paz bonne et 11 a été cherché une méthode de remplacemnt.
=1l'extraction liqride liquide

Lez alcool~ supérieur- sont des compo-és organique:. A ce titre il:z =ont plus
0oliuble- dans de-~ solvantz comme 1'éther ou le pentane que dan: l'ea.. Cette différence
de =zo0l"bilité devrait permettre ~ne evtraction ai=de de ce: alcools 2 vartir des mofts
fermenté- . Con-id®rant qu'il n'est pas possible d'avoir un élément de comparaison :i on
réalize l'ertraction suvr de: moTts ,l'ezzail a $té mené sur de:z rhume diluvés gqui :zont
directenent injectable: dan~ le chromatogravhe. Ainzi 1l'efficacité de l'ertraction peut
8tre mesurde. Le opramier esszal utilice 1'éther éthyliqi:e comme :olvant. A 25ml de
rhim dilué on ajoute 25nl d'éther et 2,5ml d'étalon interne. Avprer agitation énergique
on lai-ze décanter 1 mn. la phaze aguerse et la nhase éthéréde :zont recueillies :épar -ément.
On injecte ensvite dans le chromatographe la =olition de référence (annexe 1 10.3),1e
rhun dilué, la phase éthéré et la phase aquev:e. Le: ré-ultats -~ont pré=entés i partir de
la page 37.

On constate l'apparition d'un pic imdortant aymat un tempz de rétention de
173 zec. dan- la phaze éthéréde. Ce pic gu'on retrouve auv si dans la pha:e aqueu:e e-t
acconvagné de deux 2ics plu: petit:. L'enzemble de ce: pic: e-t zans dorte df & 1’éther

tilize et aux impureté qu'il contient. Pour te:ter cette hypothtze 1l'éther a été

injecté zeul et le ré:oultat la confirme. Le: chromatogramme: obtenu- sont inexpoitable:
et il favdrait porr q' 'ils le deviennent redi:tiller 1l'éther. Cela alourdirait con:idéra-
~blement la manipulation st ferait perdre l'avantage du zain de temp:z var rapport a la
diztillation av 7/10.

'm e~~ai avec le pentane comme -olvant a enzuite été envizagé mai: le méne
oroblime qu'avec 1l'éther -'est po:=é rendant la di-tillation duv solvant nécézzaire.

L'extraction dez alcoolz suonérieur: var de  =zolvantz organique: z'avirent donc
difficile, Ce~ rézultat= confirment l'evtraction non gquantitative des alcool: -upérieuvr:
mar ''n mélanse éther nentane trouvée par SUCMALAINEN (30).

~1l'entrainement & la vapeur

Le principe de ce traitement ezt de volatiliszer lex alcools par chagffage 2
lavapeur d'eau,pul- de le recondenzer de manilre % obtenir une -olution limpide de
ce: alcools. L'appareil »tili-é€ vour cette manipvlation est du type Buchy. L'ajout
d'étalon interne =e fait avant l'entrainement. Le volume initial e-t de 120 nl(+20 m1
d'étalon interne). Le volume recueilli ezt de 100 ml. Ia conden ation dez vapeur -

et a-sirée var 'ne colonne réfri;érée. Le temp: =iz povr di-=tiller in échantillon est

de l'ordre de 10 -n. Corme pour l'extraction liquide liguide l'e~périence a été réali.de
ir dex rhrns dilvé-,de fagon & pouvoir me-urer 1l'éfficacité di traitement. Le: ré=ultat-

d'tn e zal prélirinaire ont orésentés : rartir de la naze 42.
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trainée du vic d'éthanol., De:.

1l'enreci-treur n'ont pas permis d'améliorer ces xré

changement: cde

~ensibilité sur le chromatosraphe et
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I1 a donc été décidé de réali-er la =olution non plu- dan de l'éthanol i 50°GL nmai:z

dans de L'éthanol 2 7°GL. Cela devrait réduire la trainée dfe au pic d'éthanol et

cernettre rne meilleure exnloitation de: chromatogrammes, Le: concentrations de= différen-

alcoolz re:tent les mémes,ainzi que celle de 1l'étalon interne. Le chromatogramme obtenu

e~t préuenté figure 22. . -
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Le~ concentration-

de signification,le:

calculérs Dovr ces

faire calc.ler ce
(2.3}, Le-
XC.

anne:e 1

colonne

ré i:ltatz sont dan-: le tableau 7.

obtenue: lor. des deuv injection= précédentez n'avaient
utili-és

référesnce -,

coefficients de réponre- var l'intégzrateur n'ayant

zolutions de Le chroratogrammes étant satizfaisant

coefficients var l'intézrateur, -elon la méthode décrite en

coefficient =sont danz la
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alcool: i-ocamyliques=—sw—= T .

acétaldehyde
acétate 4d'éthylem=—=—=n-a

alcool allylique=m—m——nee

réali -ée

XC obtenu et ¢+ ¥4C

oo -

Tableau X : Coefficient de répon e de: alcoolz supérieur

une olution d'acétate d'éthyle pour déterminer le KC de

=2420 . |

Tn relation avec le: problime: Do:és par la trainée du »ic d'éthanol lors de:
“remiers ezszair,il a été zuppo-é que le: coefficignt: de répon-es nouvaient varier :i
on mettait en pré-ence tou- le- compo éz de la solution de référence (acétaldéhyde,

acétate d'éthyle alcool.

comme on pet lz voir dan:

Tablzau X

sunérievrs,étalon interne’. Cette

hyooth#se s'e:st vérifiéde

le tablnar i .
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"ne conservation pendant deuv =emaines de la =olution induit ine détérioration non
négligeable de celle-ci (figure 23). Le~ trds faibles concentrations emplovées en zont

135 i —

.
>
—
T
T=
- o
" ift
-
:
=
¥
I
|0
1.
- 1
+~ I
1
f
4
o @
1
i . 5
Jan
I 5 v —
- i
f
3 b & 1 -
1 -
1 .
1
:
1 -
T
1 ————
f
L
2 - i
: s : :
1 .
e 1
I 8
e =1
e f
—
—
- 0
8
1 I8
| .
T
il ¢
{
7 :
= f s Yi—T.
T i % 1 1
4 > 3
- 1
- : 1 " ]
s — a4 1.
s m = e o 53 I i 4 r
2 a3 1 L = -
— H—F
e + i\ O § i |
o B T y i} W s T
11 : : F T
T . s 5
T T T 4—
— T =5 r 1 3
T = T 7 . —
: T = s
—— + =
T ) 3 T T & s
1 T T I -
"
la solut Sfé
solution de r
PN
ererence,

du vieilli. sement de

TuTe 2’3 : Ttude



k3

sans doute re-pon ablez., la détérioration touche -urtout l'acétaldéhyde et l'acétate d'

\

1

d'éthyle dont on a v gie le do-age n'était Jamai:z quantitatif. Malgré tout il reste

>rhaitable de wéali er ne no velle olvtion de référgmce pour chaque :érie d'échantillom

3 doger.

Apr?- la mize a point de cette cl-tion de référence norr le dasage

de - alcool supérierrs,la patic terninale de cette étude =éra conracrée 2 la déterminaticr
‘tatiztiqra de la vréci-ion des rézultat- . 'ne étude selon la méthode donnée en annexel
0.13) (9),a ét& réalizée sur n échantillon de rhun dilué. On a d'abord cherché la

oréci-ion de répon-e du chromatozranhe,pui la préci -ion de la technigre de traitement

de. échantillon:. Le nombre de mes're effectiées e:t de 11 pour le rhum dilué et de 10

novr le- entrainement & la vapeir.

X : moyenne de:s mesires effectides en ng/l
&t : variance
& : édcart-tyoe
&, ¢ écart-type moyen
A00 éf;: orécizion d'une mecure
A0y égi: nréci-ion de la méthode
. : (0 ‘ ' £ /{ao::: /{-Of-;(Amt—
™ z >
01 {243 0.785 0,29 0. 092 6,55 2. 1%
102 11,35 0,87 0,93 0,29 187 5,6%
002 39,85 0,56 0,7 0,23 4,1z 1,3%
003 32,40 2,08 1,44 0,45 9,8% 3.,1%
004 1,59 e, 006 0,081 0,025 11,35% 3, 5%
005 115,77 0,24 0.97 0,306 1,9% 0,6%
Total | 2.2.51 6,0, 2,45 0, 206 2,6% 0,87
Tatleau XII : ZJalcul d'erreur -ur le chromatozraphe t=2,228

Tl re-sort de cette étude que la préci-:in der chaque me~ure du chromatographe

cette valeur,il s'agit

Bl

n et = 0nériere

io
de l'acétate d'éthyle. Zomme lz dowace de ce -onro-é n's-t 7Jac quantitatif ,la préci-ion
" .

it
. L'erreur -'r la -éthode ¢ t de 1'ordres de 37 ce

D

obtenve n'a pa: srande -irnificatio
g1 ¢ t tr¥- zati ‘fai-ant.

Le tablea: YIITI donne ls- e 1'étude =tatiztiq.e d- traitement de

2]
[ON
]
&l‘
+
1
[oN

1'échantillon®
Tablean YITII : Talcul d'erre'r -ur le traitement de 1'échantillon

- & =
= ] AT w Lul qoo|  Frscrein
£ & - e —e TR
101 4.11 2,42 2, 205 0,068 5% 1.66 6.6
102 10,53 8, (68 231 cr1e3 6,6% 2,2% 2. ¥
nno 14 0. 05 0 27 D122 5, " 7t 0% .2
Sy 1.1 0. a8 Y 4 > 22 5, 193.2
’ )l = o) ~ Z
3 33 42 1365 1 22 5 +25 R A% 2 9 102 2
noL A ~ o -~
1 43 C €03 C 05 > 017 ~ o > & 115 &
oes 115 %5 -+ B iy 0 52 0 37 17 0 e A
= wly o -\
Total 212 53 5 2 3 29 o "% z 4% 3 B 160 ~
)
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L'errevr =r vne mezure ert de 5 & 8 %,alor: que l'erreir zir la néthode n'ecide pa:
3 %. Ce= ré ultat sont tr?- :ati.faizant. puizqu'il: =ont meilleur: que ceux obtenus
lor: de 1'étude du chromatographe zeul. la différence peut :an: doute &tre attibuée &
la gualité de l'injection qui va en s'améliorant av fil de la journée. Les pourcentages
d'alcool~ recueilli sont curieuczement supérievrs & 100 %. Cela peut peut-&tre z'ewvpliquer
Tar vne petite différence de comporiement entre 1'étalon interne et le: alcool: supérieir
Cette différence n'e:t s:ire zfnante compte tenu: de la bonne répétabilité de la
manioulation et de la faible:ze de 1l'écart obzervé.

L'en-emble de la méthode de do:age des alcool- supérievr dan- le: molts fermen
-té.- 2t donc au point . On.recuéille le: alcool: par entrainement 2 la vapeur et le
diztillat est enzuite pas:é danz le chromatosraphe relon la méthode décrite ci-deusus.
Ia -tation vtili:era cette méthode danz l'avenir. Elle e-t résunée en anneve 1 (p.9).
On trouvera en annee 2 le- chromatogramme=z et le- fiche: d'intédrration corre-pondant

au- étude:r ctati-taques.

II) Production- de levuires 2 teneurs en sucres de rézerve - différentes

Ia -tation de Biotecnnologie dez fruvit: et de- légirmec zothaite
étidier dan n avenir proche,l'effet de la teneur en rucrez de réserve: de: levuire:r
cur la fermentation,et en particulier sur la production de compo:és de flaveur. Pour
cela elle dézire dispozer de lot~ de levures dont la seule différence zera la tensur en
sucre~ de ré.erves,principalement en glycoctne et en tréhalo-e. Le stockage modifie
la concentration intracellualaire de ces zucre:,maiz il modifie au-:zi 1l'enzenble dez
caractériztiques physziologiquez de la souche. Q' AIN et -es codlaboratevr: ont miz anz
point une méthode permettant la réalization dex lot: sotvhaités,mai: zur levure: de
brazserie. Il- utilizent la oropriété que le: levures de bitres sélectionnéeg fermentent
oréférentiellement le maltose plutdt qu'un autre .ucre (26). Le: recherche de la :tation
;e —ont aus-i orientéez vers 1l'utiliration différentielle de plu-ieur- sucres. Lers
levure - de rhum n'ayant ma: =vbi de -~élection préalable,elle n'ont pa: de raizon d 'uti-
-li-er le naltore vréférentiellement. L'étude de: voie~ métabolique- montrent gu'il
e-i~te une étave =z pplémentaire dan  la dégradation dv fructo e m»ar ranport a celle
d: zluco e (10). Cela pe:t influencer la bio ynth® e de - ziucres de récerver. On cherchera
3 vérifier cette hypothfze. Au prdalable ,il faut mettire en évidence la »ré ence de
tréhalo-e dan~ le: levures de rhums et -e familiari-zer avec le: technigque  d'etraction
dv tréhalo e et dv glycogine. Le- ezsaiz ont été mené r deuz -ouches de levures

c

"accharomyce.” cerevi:iae,la zorche 493 de la collection de la :tation et la :o:.che

induztrielle 7AF. Le milieu de cultrre wtilizé ezt torjour- le milie:n alt Wickerhan
ddcrit en anneve 1 (p.16). Le~ zeul. variation appertée: i ce milie: concerne la nat:rs

et la concentration duv o de~ =sucre: précent-.
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. 118°C rencant 20 nn et contenant 30 /1 de zluco-e. La croizsance ='effectue 2 tempéra-
-ture ambiante scur.une table agitante duvrant 12 H . Le: cellule: sont recueillies par
centrifuvration 2 3C0C rpm,lavéez et reprizes dan: 25 ml d'eau thy:iologique: On do:e
la matitre =fche pvar de-sication au four & 105°C pendant 12 H =ur une partie aliquote.
Parallilement on extrait le plycorine selon la méthode de BECKER (3) décrite en annexe 1
(p.17) et le tréhaloze =elon la méthode de TREIVELYAN ézalement décrite en annexe 1 (».18%
Apr’ = hydroly-s de ces deux -=ucrez le zluco:re produit ezt dosé enzymatiquement zridce
au~ kit: de dozage: BOZHRINCER (anneve 1 ».19), Cette e—nérimentation n'a pas eu de
rérvltat,le<s kitz de dowage du glucose ayant été déterioré: par un =ztockage non conforme.
Cela et un protlime interne % la -tation zrave car 3 la .uite de nombreuses panne: de
covrant,la con-ervation de nombreix produit:s :stockds en chambre froide ='ezt trouvée
comzromize.

"me expérience identique a été refaite,mai- en tilizant la zouche 493 de la
tation. Le dorage du zlucose a été fait avec =n kit nevf. Denx erlenz contenant 200 ml
de milzeu T ont été enzemmencé:s et un do:age de tréhalo.e et deux de zlycogéne. réalizés
=ur chac:in d'eux. Cuaque dozage duv zlucoze a été fait en dovble.le: ré:ultats sont
présentés dan: le tablean -uivant,les donnée: relative: aux tréhalo e =ont dan:zles colonn:

Tl 2T4 ,celle: relative: au glycoz?ne danz le: colonnes Cl & 38,

"B T1L T2 T3. T+ 01 c2 C3 4 G5 3B C7 <8 |
ﬂati’;gche 0. |S58%3] S¢S SeS|SL 9050, 5,,9 51,956 V65|56 |SES
Al o 0 |o | o O |90 |9t |gof |90S |9al |osiy|goWs|g 0l
A2 0. |04 |03 0(s |09 ]9,065|00S |0,04210035]6,902 - o2 | —
¢ =1 o |om laMt]gsey [0461l0,94% (0,034 092 |goit [godt| - a0k ]| — S
c :,-,/.” € O |0025 |002)1003¢ |0 83 |004S | 0 0AT| a oo [600s6 |0t | - |0l | —
leviTe 1 / ! ‘ ) 3 ‘ ' 1 4 S

Tableau XIV : Zxtraction de tréhaloze et de zlycorine.

I1 -entle qe l'hydroly-e du zlycocime ~e soit mal déronléde ,le: concentration- trouvée:-
e 2 celle- attendue:. La concentration maximale trouvée ezt de 1;3%

onne de- sonrcentage: minima de. 6 & 1GT

e

£ nal
2 poid: zec de la levure ,or la littératize
environ(12,28)., I1 =~t po-sible que l'amyloglivco-ida-e :tili -ée ait =zubi de- dommazes
1l ezt

Ve

lJ-

a- stockazz. Compte tenu de- posz:-iblité- d'avprovisiocnnement en Tuadeloude ,

impo-sible de :'en procurer d'autrs danc de tref: deélai et elle  :era réutili:éde.

Jette e-nérience npermet de mettre en évidence la »ré ence de tréhalo:e dans
les levurez de rhirmerie. La concentration en ce :ucre et de l'ordrs de 3 < 41 poid:
‘ec de la levure ce gui concorde avec le. donnée de la littdratire nour le; levire: de

-,

té convenu d'abandonner le do aze enzynmatigue d:

f
[
H
(D\
2]
@
ck
(]
ct
5%
o
e
ct
o]
Hy
[N
|__J
jo¥]
[N
D

n do a_2 chimique. Le do axz enzynatiqie ¢-t con-idéré comme iroo

coftteuy

et rré-entent de- Jrobl*mec de stockaze sn Tradeloune o
courant élect Yot g

o s ou rais o vl
ique n's:t pa-~ fiatle. lLa ~éthode de do*age chimique choi. ie 2.t la néthods



phénol-=v1furigre (™MITH et Coll). Elle e-t décrite en anneve 1 (p.20). "ne étvde :tati:-

tique de cette néthode a donnée le: ré-vltat=z suivant :

Nombre de me~urez . n 4 20 ;
Moyenne dez me~urecs x 0,172
Variance : 0,0001191
Ecart-type : 0,0109133
Ecart=-tyre moyen 3 0,00315
orécizion d'un rézultat : 13,96 %
Préci-ion de la méthode : Lz

a été jugée suffi-ante pour pourzuivre les ezsals d'ertraction de =ucre=z
de rérervez. Mal-ré lez mauvai: résultat: obtenus pour le glycog®ne,la manipvlation
fauvte de temp:,les oroblime: d'électricitéz retardant beaucoup
les manioulation-

2) E~sai de réalication de levire~ 3 différentez teneur- en sucres

de rérerve:s,
Comme pricédemment des pied? de cuve ont été réalizés dan: 10 ml
de milieu YW & 10 ¢/1 de glucoze qui ont servis A exn_emmencer troi. erlen~ de 200 ml
de milieu M7 3 30 g/1 de glucore. Ce- erlen:z ont été ni- -ur table agitante & température
ambiante pendant 24 Y. Le~ levure-furent recueillies par centrifugation,lavée: et repri e<
dan- de 1l'eau phyziologique. Lez troi:z lotz de levure-~ ont été rarsemblés dan- un volune
total de 52 ml. '™ do-age de matifre =&che,une extraction de tréhaloze et de zglycogéne

ont permi- de définir 1'état phy-iologique de ce: levure- qui vont ~ervir & en-emmencer

n

milieux "W 2 100 /1 de glucoze et 5 milieux & 90 7/1 de fructo-e et 10 g/1 de zluco-e.
Le milieux rluco=e =ont référencé- Cl 2 5 et le: milieux fructore ¥1 3 F5, Le taux
d'en-emmencement choiiezt 10 cellules/ml,ce qui corre=pond & environ 1 nl de -olution
apr>- comntage ~ur cellule de THOMA. Ce~ milieu~,une foi= en-emmmncé, -ont niz a 1'étuve
A 30°C -an- arsitation pendant 96 4. Tn fin de fermentation,déterminée -ar clinite t,
le~ levure~ -~ont récupérée - -uvivant le protocole habituel,dans 2571 d'ear -hy=iologigue.
On oroc*de 2 un do~age de mati*re *che e* aux e-tractions de tréhalo-e st de zlycoz™

m do~are d'azote intracellrlaire est également rédall €., L'en-enble de ré-ultat

aoparairsent dan' le tableanr XV . Le- colonne ZC corre-pondent av™ do-age  effectué-~ 3
-ur le précultures agités. la ligne"dilution” donne la dilution opérée =zur 1l'hydroly=at

de :zvcre nour effectuer le dorage. La ligne "C nz/ /1" donne la concentration en :slico e

A
“w

[0]

1l'hydroly-at de -ucre. la lirne "C initiale ~/1" donne la concentration de la ~2en

(=D

delevire en -luco e. La ligne "~/z de lev." donne la fraction ponddrale gue reoré ents
12 -icre do§é dan: la levire., Enfin,la ligne "N z/- de lev." donne la fraction nondérals

q'e revré-ente l'azote dan la lesvire,
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Dan: ce tableau,il apparalt clairement que le- ré:uultatc concernant le ;lycosine
sont tov- erronés. De: teneur cellilaire- fantaisil te de pluc de 100 & -ont trouvée=z.
I1 -emble donc gque la technique d'e—traction -oit assez nal malitrizée. I1 -e Deut toute
-foi~ qre ce résvltat: -olent de: artefact df~ & de: conditionz de -tockage des
échantillon~ dérlorabler et 2 un temp: de manipulation tro» long. Faute de pouvoir
1'affirmer la nanioulation e+t 4 reprendre dan: ~on en-ernble en ~'attachant 2 &tre
particrli*rement -oismeuvx lor- de~ dilution~ ou autre: pratiquec propice: & l'erreur,

I1 ne era héla" pa:= no~sible dan- le tempz restant 2 pas-er 3 la ctation de reprendre

La 1ré ultat concermant le tréhalo e narai .ent -1~ »lausible.. Les concentra-
tion ob-ervée- sont de 1l'ordre de 10 % et nroches de celle- qu'on pouvait :'attendre 2
avbir apr’ tne croi:zcance anaédrobie. "1 1l'on accorde confiance i ce:z ré ultatz on
con ‘tate qu'auctne différence de -ynth? e du-trdhalose n'e-t décelable que lez levures
sou gent -ur milieu zluco:é ou ~ur nilie: fructozé. A moin: que la -ynthise dv glycogéne
ne -oit fortement influen-é par ce  -~ibutratz,il faudra :'orienter ver: d'autre: sucre:
pour rdali-er ce levure- & différents niveau de =ucre: de ré.erve:., Le -accharoze re=te
une po=sibilité bien que ' on ntilization préferentielle & celle du glucoze paraicze
douteu~e. C'e~t peut &tre en :'orientant ver d’autre. :ub:.tratque lex .ucre~ comme
le- acide aminés glicoformatevr— qu'on trouveea la :zolution.

Le~ ré-ultat- du do-aze d'azote donne comme teneur moyenne de ce: levures,
5 % du poid- -ec de le levure en azote. Ce: ré ultat: concordent avec ceux de FAHRAMANF
(3) vien que PATFAIT -iznale une tene'r de 3.5 % du poii- sec de la levire pour l'evpice

Jacch. cerevi:iae (17). La production de bioma:se trouvée ici e-t de 5 /1 alor: que

~

FAHRAVANE trouve pour la méne ovche une production de 7 g/1. la bioma-se produite

et lézrement Dl faible -vr miliev zlico-é qre ur nilie frrcto é. lLa méme quantité

de tcre ayant été con-ommé dan: l2 méme tenps on peut concliure 2 une meillevre activité

nétabolige de levire =ur milie =120

N

L ~—7"cli-ation de 1l'objectif n'a donc pu étre atteinte,nai: le
bilan de la mazniorlation n'e t rva:- négatif. On apu metire en évidence la srérence de
tréhalo e dan= lez levire de rh.nerie et nmettre % Jjour certaine carence de la -tation
re de dosagzs,en zarticulier de do are de” cre'. ®wpfin ,le fait qu'avcune ..
différence de synthése de tréhalosze n'ait été cbtenue entre le ~milieu .lucH é =t le

~iliev fructo=é e t tn ré ultat interessant .

III) Problire - rencontrs:

Le: prcblime rencontrés :ont tous d'ordre rateriel. I1- —ont 4%
a fait que la =tation, lor- de -a con-truction a -_.bi .n vice de fabrication ai nivea:
d. -ystize électrigue. De 13,découlent le panne=~ quil nt affectde- la ‘tation et

T
le covrant n'était pa rétabli officisllerent n8~e i gqu2lg e 2ri ez fonctionnaient.

etaisnt -'rchar-de: avec le- inconvénient gie cela comrorie. De norbrewx a-rvarsil-



n*dier & cet état de fait,la déci-ion d'une réfection du -~y:t’me dlectrique a été
ri e. Dirant le 15 jour~ dez travauvx tout travail était pratiquement impo-sible a .
cau-e de~ pov-sidrez et de= £ils traver-ant la -tation. Ce: problime électgue- n'ont
ma- eu que cette inflience directe -1'r le travail de la -~tation,il.” ont auv-=i cau-éc

la déterriorati.n de nombreuv prodtit:- con-ervé- 2 la chambre froide. I1 =ont =an: doute
a7 i re-ponrable d'une dvolution néfa-te d'échantillon :tockéz. A ce oproblime-~,déja
important- venaient ~'ajouter cenv inhérent av travail de Aaboratoire en “radelorne .

Ta di tribition de courant élsctriqre dan ce départerent e-t -oumive a quelque:
"irrégularité=",qui am®nent teavcoun d'organi-me- A& possdder leur nropre groupe électro=-
-c*ne. Le C.F.A.A.C. po~~-?de le ~ien ,mai~ du fait que -a mi e en route na peut &tre i
in~tantanéde,certaine- manipulation: -ont ratée 2 cau:e d'une inmple coupure de courant.
L'eav connait au-si quelque= ennvis de di-tritution mai. beaucoup moin- important:s.

Par contre lez réparation: d'appareil- ~ovhi tigué omme le~ chromatosraphes en pha .e
vapeur Jré entent de -érieure difficultés. I1 estnécé-saire de le: envoyer en France
(métrovolitaine) nour en a-~urer la bonne réparation. Cela demande de- délai= trd: long-
et e-t onrce de ralenti-sement du travail. L'approvi ionnement en vrofuit- le laboratoir:
e tau zi tr*~ long,la olupart “e: pro uit: vemnt ‘e France(toujour= métrovolitaine).
Ton= ce “édrangement: ont provoqué:s un relatif “écourazement e :-taglaire= et Je
vemercie Mr PAPFAIT ‘e nou- avoir aidé-a le -urmonter. Toute 1l'éqipe ‘e la tation a

fait -revve “'énersie et e compréhenrion nour permetire 2 e ciﬁq ~tagiaire de

mener 3 bien lenr- dtu’e=. Il favt ovlisner la bonne entente régnant av C.F,A.A.C. qui
permet aux ~tationz 'e pallier aux difficulté: 4d'approvi ionnement par ine entraide
“wtrelle. Enfin,comme probléme.on peut -otulizner au -1 le mang-e ‘e cooriination “an-
la tran-mi-=ion de l'information qui r®gne 2 la ‘tation de biotechnologie v C.R.A.A.7.
Il d? 2 wn nanque “e per onnel permanent maisz,e t en ta ze “'Stre ré ol: .par

l ~tili-ation 4''n mini ordinateur en narticulier.

IV) Conclu-ion générale

Ce taze repré.ente a la fol vne exnérience zcientifique et 'ne
aventire hurmaine. 'n étuvdiant antillai: qui rentre dan: la vie profe sionmlle en Mradelc
anr®- 'ne formation fan- ne "niver ité nétrooolitaine :e trouve confronté 2 de nombreix

otl*ne qui ont £té évogqué en nartie ici.

Le prosranme de recherche 'r le rhint ewi te Zepul TEntdt dix an et il re
~or'rtant bea:co' p 3 faire.-i on compvare la rh merie 2 tne ind -trie de nointe conre la
tra erie. Il e-t here:x cnnnte tenr de la Dlace g2 tient le rhr dan =on éconorie et
tlore que la 7radelorpe oit le fer de lance de ce wrorramm ,

4 traver ce taze j'ai abordé deux prdbl*me e~zentisis. l'un 2t 1lié arx
techniqe d'analyse.l'aitre X la définition d'wne opération de recherche. Zi le etiii=

d'ana_y e chr>-atorrathigre de. alcool - érierr ont conn e.,la oré-aration de



YA
L'effet 2 »*ce et 1l'effet -ouvche ont ain i n: &tre mi - en évidence. Dan~ la nouvelle
approche qui e fonde ur les trava - de PC E.on nrend en con id*ration 1'état phy-iolo- -
rique dan- lequel :e trouve 1l'agent de fermentation. Danv la -tation du C.R.A.A.G. on
cherche % caractérirer cet état phy-iolozigue npar le contenu de: levure- en =ucre:= de
rérerves, J'al donc été confronté dan~ cette martie de mon travail 2 la formulation d'une
novvelle voie de recherche. Lfexpérimentation n'a pa- été un franc -ucciz mai- elle

orvre la voiera d'artre- dlu- complite-., “ur le plan ner-onnel,elle m'auvra apnpri~ 3

avolr »lu- de méthode danz mes recherches.

o

#itif -ur un plan - trictement

En conclu ion Jje con:id#re mon ctage comme p

2 + -

t
ner-onnel. Je rouhaite qu'il 1'ait av-~=i été pour la tation qui m'a acreilli. Je remercis
e j'e

i
chacun de —esz membre ©pour cet accueil chaleurev,bien que Jj'espire nouvoir un jour

renoveler ce- remerciement de vive voix.



ANNEXE 1



Principe : A

Dosage de l'azote : Méthode de X

de =

[y
[

l'aide d'ac

intracellulaire.=ous forma 4z quJH,qu‘_n it
normalité connue.

_ﬂ + bt ° ‘:‘q
Cataly=zeur : K 20,

Relenium
Cu'.’-’ﬁ‘t1
HgO rouge
-NaOH :
de sodium.
-H2 T.OL' pur
-¥aOH N/100
-HC1 N/40
-Indicateur coloré de tashiro
Yatériel : Ranpe & ninérali:zer
Aopareil d'entrainement a la vapeur
Hotte a~pirante

'atra- 2 minérali-ation

d'Hz'ig et 1 nl de la =zurpen—ion de

la hotte a-nirante en veillant 2 dvitsr le déborderment dn

-

terninée lor-que le nmatra- ne contient plu- gu'un liguide

\

léz%re, "ne minérali-ation durs environ 2 a .

- Titration : 1) Di-tller 14 =1 de

1furique pur et d'un catalyszeur,

Péali-ation : - “indraliration : mettee dan- un matra:- 3 3

-~

JELDAHL

on nindralise l'azote

reva ensuite par un acide de

130

cq

2.5
52

235 &

0q

0 % (pdz/vol) contenant 5 % (ods/vol) de thiosulfate

de cataly-eur,2 nl

v =
levure a dorer. Chauffer

]

on =ut

}.1.

~indrali-at

blen turgroil e en ébulition

oude 3o % % la vapevr. Cn

recueil’e le di-tillat par barbottage dams 20 ml 4'HCl W/@O pendant 5 mn 7ui- pendant
1 mn -ans barbottage. Titrer sn=nite le di-tillat nmar MaOH ¥/100. Le volune de titratin-n
deit Stre de 57 nl.

2) Di-tiller enciite le mélange HalH 327 7 plu
minérali.at,sn introdui-ant dans 1l'aprareil d'entralnsrent % la vate'r d'atord le
ninérall at Duis N¥alH. m orecueille les 4i tilllat corme ci-de rzis. Titve- Zar la :oude



~

n

N/lDO,noter le vclume de titration. Ce volune doit &tre inférieur i 52 nl.

Ia différence de volume de =oude utilizéeorrespond 2 la quantité d'acide titré

var le NHQOH 1ibéré lor: de la di-tillation. lLa quantité d'azote intracellulaire -=e

calcule comme =uit : N1 +titre de la . ’ de levure

V1 wvolurme de la prive d'ess i

N2 titre de la -oude N/100 eq 7H/1

en eg JE /1 : inconnu

V2 (volume du blanc = volume de 1'e-zai) =4¥

Le titre de la zuzpencion de levure N1 e-t donné par 1l'équation :

N1 x VL = N2 x V2

d'ol NL=N2x V2 / V1

PDan= le caz prérent du titrage de 1l'azote mourn forma de NH OH 4.
o ﬁ 2

tn eq N. La ma-se molaire de l'azote étant de 14 3z on obtient X

intracellulaire par 1l'équation =zuivante

X=N2xV2x 14 le ré-ultat e-t
V1

2q OH ezt obtenu pour

la gquantité d'azote

ottenu en g/l =i tou- les

volumeg zont exprimé: en ml



Do—-age de=: alcoolr

supérieur: dans le eaux de vie.

Princioe :
Matériel : Chromatographe en

Colecnne: inox avec

long: 7,50 m diandtre 1/8 de pouce (3,

Jondition= de travail :

Prévaration de la

“nlvant :

“olutéz

cha-e

phaze

gazeu:e Zi

ztationnaire 10

Caz vecteur
Ha
Air
Tenpérature

Réglace électr

Intégration :

Tnregi-trement

~olution de référence

“olution hydroa
butanol=2
promanol=n
i:obutanol
butanol-1

nethyl=3 butano

ct

hyl=2 buiano2

Doraze par chromatcgravdhie en phate gazeuce avec étalon interne

rdel ~érie 3C00

% DEG 1540 sur

17 mm)

~J

N,

0

pr
prexzion
nre~sion
Injecte ur

Four aneg
Détecteur

150°C

on&tre “ensibilité

Polari-ation

"sion au chromatozraphe

chromozorb WAY 60/8Cme

2,5
1.6

™
§N]

230 Vv

“ottie intézrateur 0,1 V

Atténuation
Intégrateur

Paranétre: de

donné: dan 1lez feuille -:ui

Atténuation 64

: enregzl trenr Servotrace

lcoolique %

125

1=

D]

L

Del:i Icap 10

calcul~ et d'intégra

tiar



A cette -olution de référence on ajoute 1l'étalon interne,le methyl-4 rentanol-2 dan:
la proportion de C,5 nml d'une -olution de methyl-4 pentanol=2 % 5 5/1 dan- 5 nl de
-olution de référence. Ie voluvme final e-t donc de 5,5 ml.

- 1e vBTume d'injection e=t de l/pl

, P :

Calcul de- coefficient: de réponses : Ce~ coefficient:z -ont déterminés & partir de la

ct
e

a

*olution de référence et nour chaque compozé & doer
Scient AC et "C la concentration et ~urface du pic pour le conc-tituant
3 do-er,QL et SIiceux de.l'étalon interne,QA.la,.qantité de-1'analysdet XX un coefficient

~ultiplicatif. Le coefficient de répon:e da constituant 2 dover e:t donné par la formule

Al X
ke - 251 ,Sﬁ X QA x KX x 10%

‘ne foi: le. coefficient: déterminés pour tou- les constituantz, on peut le: docer

danz toute~ le- sclution:z ou 1l'étalon interne est pré-ent. On obtient .- concentration
D

nar la formule : QL KD x 10
& = ‘L ~r T{ - )
Cestx TR x g x 1o

Yadd

sztte formule e.t valable pour une injection de l/;l~dféchantilhon ol 1l'étalon interne a
été ajouté danz le- mémecs provortion~ que danz la solution de référence.
La programmatibon de 1'intégrateur ent telle que le~ concentration— apparaissent.en.

1/10 nz/1.
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Dn-age de: alcool- -upérieurs dans lez nofitz fermenté:

Princize : Do-age chomatosraphique en pha:e zazeuse avec étalon interne

Cette méthode e=t dan: =on princive identique & la méthode du
do~age dez alcool~ -upérieur- danc le~ eaux de vie. Elle en différe par la compozition
de la -olution de référence ,dont la nouvelle compo:ition e~t donnée ci-de:zouz,et nar

le~ maramstre= de calcul et d'intédgration qu'on trouvera dan: lez feuilles duivante:w.

“olution de référence : butancl=2 25 nz/1
nromanol-n 25 nz/1
i~obutanol 50 mg/1
butanol=1 5 ng/1

methyl-2 butanol=l 50 mg/l

methyl=3 butanol=-1 50 mg/1l

acétaldsghyde 100 mz/1

acétate d'éthyle 100 nz/1
Le clvant e~t une zolution hydpoalcoolique % 7°2L 20/20., la quantité d'étalon interne
e~t diminuée. On le rajoute dans la proportion de 0,1 ml nrour 10 al de -olution de

référence ou d'échantillon. La -=en-ibilité du chrormatographe rasse elle de 1 2 O,1.
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n

Calcul: ztati:tique

But : connalitre la valeur 2 agcorder & un ré-=ultat ou 2 une méthode de traitement

d'un échantillon.

Nb de caz favorable:z
Nb de cas porzibles

On appelle probabilité P'd'un événement le rapport

On e~time qu'un =euil de probabilité de 95 % e:t rai:zonnable pour une mezure de
laboratoire. Lor~ d'une -érie de me:ure- identiques,on peut rar dev méthoder statiztique-
déterminer 1l'intervalle dan- lequel une me:ure pri-e au hazard a 95 % de chance: de ze
trouver.

“0it X la moyenne arithmétique des X metures.z

On appelle vatriance le nombre & = g . Ce nombre représent:z
la di-per-ion des résultat~ autour de la moyenne. On ‘e =ert auszi paur repré-enter
cette di-per-ion de l'écart-type qui ezt la racine carré de la wvvariance . L'intervalle
de confiance % 95 % e-t trouvé ardce 2 la table de FI'HER (p.15). Il ='azit d'une table
3 deux entrée : 1l)probabilité choisie pour l'erreur po-sible. “i nn dé-ire un intervalle
de confiance 2 95 %,on entrera dan: la table par la colonne 0,05 qui repré-ente le=5 %
d'erreur vpo-sible. .

2) le nomtre de dezré de liberté qui e:t ézal & n-1 ol n et le nombre

£5

e m

o

;urez effectude-,

)

rice 2 cette table on détermine un coefficient t tel que le ré-ultat ait 95 & de chance

de -e trouver dan- l'intervalle x + At .Toute me-ure =zera donc connue avec Zune preci:ion

de : Y = x 100
s
Toii;A; = Yﬁr 1'écart-type moyen,la valeur moyenne vraie a 95 % de chance de e trouver

dan~ l'intervalle x + Ejt . La nrécizion de la méthode analytique =-t de

Z:—‘b—mt—;cTﬂO

Par -uite tort ré-ultat -2 trovvant & l'evtériesur d

(]
i

intervalle- de confiance ain i

déterminé neuvent 2tre considéréds cormme érronédrs 2t £lininB .
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Y. LACROIX

elios
chaggie
s bgale G-

= 1.3137S.

Les resuilats elementaires obtenus (z) présentent, de part

el d'autra de cette valeur moyenne, des écarts (z —Z).

-

Nous calculens ia'somme des carrés de ces écarls: 7
- T
e A

v

Yir—7zit

el nous divisons par «a— 13, «n> étant le nombre da.-

¢i a calcule la normalité de )'acide correspondant
dozape (r), La valeur moyenne de la normaiité

8

0

N
)

fagon - générale on adople la probabilité de 959, (o
P = 0,05),-qui, ainsi que nous I'avons vu, correspond a un:
« Loi R.obables. Dans.Je cas présent pour:

An—1=17 e P =005

la Table de Fiscuenr indigue;
' : ¢ =211

Il s’ensuit

ue toute mesure A 95 9 de chances de e
trouver dans

es limites..
T txat ’
c'est-a-dire:

mesures e(fectuées, -nous oblenons la variance: \/‘, ' 1;1375:0‘0062 X 2,14
Lo WS X 100 g (g o~ % _soit entre les limiles 1,129 ot 1,146.
B 17 G = I1 s'ensuit que toule mesure efectuée dans ces cor. diticns
puis I'écart-type 4 95 9% de chances d'8tre connue avec une piécision
=% o ==42210"3 égale a: - . “u  Nam

Cette valeur est directement utilisable dans le cas d’un
grand nombre de mesures, lorsque celles-ci atleignent le
voisinage de la centaine.

ans nolre cas particulier il nous iaul avoir recours au
“travail de Fiscuer, lequel a stabli une table dite « Table
ds Fiscuenro (Tableau 11).

Celte table de Fiscuen est une‘

A
0,008 X 2.1 o 100 = wb8 %,  ALL °
1.1375 ~ .

' f‘) A : o WD
mais le résultat moyen est connu avec une précision meilleure
que 0.8 %. En eflet, la précision de la valeur moyenne est
caractérisés par I'écart- -moyen .

table 2 double entrée donnant ja valeur de t 2n fonction | " T = —
du ncmbre de mesures et de la probabilité choisie. D'une | n
TABLEAU 1l
Extrait de la tabdle t de Fischer.
; i ! | i b, ; : , |
nl P oS l 08 i 07 | 06 | 05 1 03 | 0.3 0z 01 | 005 | 002 | 001 1 o0.01
- ! | . ; : i |
i ) 1 [ ' : i
¢ i 0,158 ' 0,225 0,510 | 0,727 1,600 1,376 [ 1,963 3,078 6,214 ' 12,706 | 31,821 |m,657 lnss.ms
1] 0442 | 0289 | 0445 | 0617 | 0816 | 1,061 . 1,385 | 1,¥¥3 | 2,920 | 4,303 | 6,965 | 9,925 21,598 .
3t 0437 1 0,237 l 0,424 | 0,584 l 0,765 ! 0,978 I 1,250 | 1,533 | 2,353 3,982 | 4540 | 3,341 ¢ 12,941 .
G 0436 | 0271 | 0414 | 0889 - 0,741 1 0,941 1,190 | 1,533 ! 2,182 | 2776 |, 3,747 | 4,50% _ 8.510
$ 0432 7 0,267 . U408 ;1 9.359 ; 0,727 | 0,920 & 1,156 | 1,376 | 2,015 | 2,571 -] 2,365 | 4,032 | 6139
B 0,43 0,263 1 0304 . 0581 ¢ 0,738 | 0,906 ! 1,134 | 1440 | 1,943 : T2,443 | 3143 0 2.703 898y
21030 | 0263 | L.402 | 0349 1 0711 4 0,896 | 1,119 | 1415 | 1895 | 2365 | 2,998 | 3499 | 5308
8| 0130 | 0,262 ' 0399 | ubS46 ¢ 0506 | 0,89 | 1108 | 1,397 | 1,560 @ 2,306 | 2396 1 3,355 | 504
9 | 0,129 0,261 | 0,398 I 0.543 | 0.703 ; 0883 | t,Ju0 1,293 1,833 9,962 2821 | 2950 4.781
xo! 0129 | 0260 | 0,397 | 0242 1 0,700 l 0,879 | 1,093 | 1,372 LB12 | 222 L 2700 ¢ U169 : 4,587
1 1 5
1l o523 | o020 | 0296 | 0510 ; 0697 ! 0876 | 1,088 | 1,363 | 1,796 2,200 | 2,718 | 3,106 | 4,337
12 ] 0,128 e 0,395 | 0,539 | 0695 | 0,873 | 1,083 | 1,356 , 1,782 2,179.| 2,681 3.055 ; ¢,318
130 0428 ¢ 0239 | 022 | 0538 | 069 | 037 , 1,032 : 1,350 | 1,771 2,160 | 2,650 | 3012 | 2
14 ; 0428 | 0,258 | 0,3¢2 ' 0537 | 0642 | 0868 ! 4,026 ! 1,345 | 1,761 |k2,14 2.62% ; 2,977 w14t
5 5128 | 0258 | 0394 | 0536 €691 | 0886 | 1,074 b 1ast 1,733 2,131 2,602 | 2,947 | 4,07
160 0,128 , 0,258 | 0392 | 0545 | 0590 | 0,865 ; 1,071, , 1,337 | 1,746: ) %1% | 2,583 | 2,921 1015
170 ets | o0ar | 6392 4 usse | oese | 0’863 | 1069 | 1333 ¢ 1,740 | 130 | 2367 | 2898 | 3585
\ TS0 4,127 1 0,257 1 0392 | 0534 | 0.658 | 0,862 ! 1,067 | 1,330 1,734 2,101 2552 | 2,878 | 3472
: 19 | 0427 | 0257 | 9291 | 0533 | 0538 | 0861 i 1,066 | 1,328 122 2093 | 2,539 ; 2.841 3,883
! 0] 0127 | 0257 | 039t | 0,533 | 0,687 | 0,860 i 1,064 1323 | 4328 2086 ¢ 2528 | 2845 | 3
i 1
! )
\‘ 2§ 0427 § 0,257 | 0391 | 0,532 0.68¢ | 0,859 | 1063 | ;325 | 1724 2,080 | 2518 | 2,831 319
| 22| 0127 1 0256 | 0,390 | 0.532 | 0,686 | 0,856 1,061 $232% t 1515 1,074 | 2,508 : 2,819 ! 3.0
; 220127 0286 o 6,390 | 0533 | 0685 | 0,858 } 1,060 | 1,319 7} 1,514 | 2,069 | 2,500 2,807 | 3,767
| 006427 | 0286 0,350 ¢ 0,531 4 0,685 | 0.837 1,059 1,318 1,711 | 2,664 2,492 1 2,797 | 3,735
| 350 01%7 ) 0,258 | 0,590 | 0.531 0,684 | ©,536 | 1,068 | 1,416 : 1,708 | 2,060 | 2485 2,787 | 3,725
J 260 0,27 ; 0,256 | w390 | 0531 ; 0684.; 0,856 | 1,058 | 1,715 1,706 | £056 | 2479 | 2,779 | 3.707
B3 L 0497 | 0,256 »,3%9 | U330 | 0,634 | 0.853. . 1,057 | 1,314 ;703 1 2052 | 2,473 | 2,77 3,396
/ se o127 1 o206 | 0389 | G330 © 0,683 | 0,853 | 1,056 | 1.313 | 1.701 2,048 2457 | 2,783 | 2,674
| 20 | 0127 [ 025 2¥Y ¢ 0,530 ! 0,683 | 0,854 | 1,035 1,311 | 1,699 | 2,085 | .2.462 | 2,756 | 2,659
0 9,143 1 0,256 1 0,389 ! 0,520 | 0,683 | 0,854 | 1,055 | 1,316 | 1,697 2,042 | 2,457 | 2,730 | 4,646
4 i !
sy 0826, 0,28 0,188 1 0,329 0,681 0,851 | 1,050 ;| 1,303 1,684 2,021 2,623 2,706 ! 3,55i
60 | v.126 1 0.255 0,387 1 0827 | 0,675 | 0,648 l 1,046 : 1,296 | 1,671 2,000 4 2,390 | 2,660 | 3.60
130 0 0426 | 0,254 1 0,486 | 0,326 | 0,677 | 0845 | 1,031 ., 1,289 | ;656 | 1,990 ! 2,358 | 2,617 = 3,331
< | 0126 | 0253 | 03585 | 0,524 | 0.674 | 0342 l 1,046 1,282, 1,645 @ 1,960 | 2226 | 2,376 2291
: ! ! I i ' ! | i |

prodind var aulomsatioe de M

LR, Fatis.

Fiscuza, Les méthodes stalistiques appliqueesala Roclierche Scienttilyue, Prevses Unicersitiires

<o s 8¢ sparg, 1983, — Mcénoires,

— wew 2 L G —.’5‘-.‘_‘._)—-._5;—.-
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“alt Yickerham (I7)

Compo:ition de milieu
Trtrait de malt Jz
Bionolytone 58
Txtrait de levure Js
Técre Quantité variable
q.7.p. pour 1000 ml

Tau di-tillée



T-traction du zlycogéne : méthode de RECKEP

Princine : Lyze de: celluler par Na,COy ,le zlycogéne e-t hydoly=€ pui: on doze le

~lucore produit

“dactif- Nay CCy 0,25 M
CH, CO0H 3N
g=amyloglucosida-e
CH3COONa 0,2 M
Proportions
Tampon KOH - . triéthandfamine HCI 1 X 3
XOH 16 N c;8
CH,COOH LM 0,2

n

Manioulation: : Mettre environ 50 mg en poid: =ec de: levure dan: 2 ml de Na CC 0,25 M.

oH 4,6 3 5,2 par

oy

Chauffer au bain marie bomillant pendant 90 mn. Refroidir. Amener
addition d'environ 0,5 ml de CH COCH 3 N, Prélever C,4 ml de cette -olution et y ajouter
0,6 ml de CH COONa 6;2 M et 0,01 ml d'amylogluco=idase. Mettre au baih marie 2 37°C
nendant 2 H. Arréter la réaction par dilution dan-: le tampon XOH en notant le coefficizz:
de dilution.(2 par ezemple).

Dan' cex conditions de manipulation: le coefficien t de dilution final e:t de 17,5.

Do zr le gluco-e zur la dernizre :olution obtesnue .



Extraction du tréhalose: métthode de TREVELYAN

Princine : Ly-e dex cellule: et evtraction :pécifique du tréhalosé vpar 1'éthanol & 80 &
srincinoe : -y o T

2 chaud.
Réactif: : Bthanol 80 %
20lution de CAPREZ I Zn(CHECOO)(I +2HO0 21,9 3
ou Zn(c:HScoo)L +3HO0 23,8 g
CH, COOH 3 2
~___:?§2 HZO g.sS.p. 100ml
‘olution de CARPEZ II icﬁ Fe(CN) + 3H,0 10,6 z
e HZO g.s.p. 100ml
HC1 3N
Matériel Concentrateur type Potavapeur

Centrifugeue

“anipulation : Mettre environ 250 mg de poid' =ec de levure dan- 20 ml d'éthanol 3 80 %

Chauffer au reflu- pendant 30 nn. Centrifuger & 5000 rom pendant 16 mn. Con-erver le
‘urnageant,reorendre le culot dan~ 20 ml d'éthanol 2 80 %. Recentrifuzer. Mélanger le-
deux “urnaceants. Concentrer i esnviron 10 ml. Revrendre dan- une fiole jaugée de 25 ml
Ajouter 0,5 ml de la -olution de CAFPEZ I hui: 0,5 al de la -~olution de.CRRFRZ II. Ajuster
2 25 ml1 avec de l'eau di-tillée. Filtrer. Prendre 2 ml de cette :olution,y ajouter £ ml
d'EC1 3N . Yettre avu bain marie bouillant nendant 4 H. Le coeffigient de Zilution &'t

LY

de 25. Do==sr le zluco e ‘ur la derni®re =olution obtente.



rinzine : Le

réactinnel il et
" Lex

Do age du glucore

clucore e.t pho:phorylé

~uivant la réaction: Gluco:ze + ATP

Zn pré ence de l'enzyne
par le NADP qui

la formation de ce compodé étant

! )

nozsible

oroduit. nécé-szaires au dozage du

Hannheim—Eoehringer. la méthode de dorage eut détaillée dan: le prozpectu.

ourni avec le xit.

Principie . :

Glucose and fructose are phosphorylated: to glucose—e-phosphate
(G-6-P) and fructose-6-phosphate (F-6-P) by the enzyme hexokinase
(HK) and adenosme -5 -tnphosphate (ATP) 1) (2).

1) Glucose+ATP G—6 -P + ADP'

(2) Fructose + ATP —H—K» F-6-P + ADP'

In the presence of the enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase
(G6P-DH), G-6-P is oxidized by nicotinamide-adenine dinucieotide
phosphate (NADP) to gluconate-6-phaosphate with the formation of
reduced nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate (NADPH) (3).

(3 G-6-P+NADP" SEPDH, o1, conate-6-phosphate + NADPH + H*

The amount of NADPH formedin thisreactionis stoichiometric with the
amount of glucose. ttistMADPH which is measured by the increase 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 (PGl) (4).

(4) F-6-P =l G-6-P

G-6-P reactsin turn with NADP forming gluconate-6-P and NADPH. The
amount of NADPH obtained in this reaction is stoichiometric with the
amount of fructose. The increase in NADPH is measured by means of
its absorbance at 334, 340 or 365 nm.

Each Test-Combination Contains
1. Bottle 1 with ca. 5 g of Ilyophilisate, consisting of
triethanolamin@buffer — pH 7.6
NADP - 64 mg
ATP -160mg
magnesium sulphate
stabilizers.
2. Bottle 2 with 0.7 mi of enzyme suspension, consisting of
hexokinase - ca. 200 U
glucose-6 phosphate dehydrogenase - ca. 100 U
3. Bottle 3'with 0.7 ml of phosphoglucose isomerase — 490 U

Preparation of Solutions-

1. Dissolve contents of bottle 1in 27 mi of redist. water.
2. Use contents of bottle 2 undiluted.

3. Use contents of bottle 3 undiluted.

Stability of Solutions

Solution1isstable for4 weeksat+4° C,andfor2monthsat—20°C. The
contents of bottles 2 and 3 are stable for 1 year at +4°C.

Procedure
Wavelength:®
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 mi

Read against air (without a cuvette in the light path).or against water.
Sample solution:  3-100 ug of glucose and fructose per cuvette*

zluco:e=6P déhydrogina~e le
.e transforme enNADPHY. Ce compo :é ab.orbe 4 340 nmde

-tachiometrique 3 %a présenceé de

gluco~e =ont vendus

méthode enzymatique

"luco e=62 + ADP

slco:ebP e.t oxydé eh

<

de dozer le zlucoze par ce moyen.

tuivant,
Pipette into cuvettes blank sample '
solution 1 1.0mi 1.0mil
sample solution - 01mi
redist. water- 20mi 1.9ml

mix, read absorbances of the solutions (A,) after approximately
3 min and start reaction by addition of

suspension 2 L 0.02 mi 0.02 mi

mix, wait for the end of the reaction (approx. 10-15min), and read
the absorbances ofthe solutions (A,). Ifthe reaction has not stop-
ped after 15 min, continue to read the absorbances at 5-min
intervals until the absorbances increase constantly over 5 min.

Add.

«

suspension 3 -0.02mt 0.02 mt.

mix, read absorbances of the solutions after 10-15 min-(Ag)-

If the absorbance A, increases constantly, extrapolate the absorban-
ces to the time of the addition of suspension 2.

Determine the absorbance differences A,-A, for both blank and
sample. Subtract the absorbance difference of the blank from the
absorbance difference of the sample, thereby obtaining AA (glucose).
Determine the absorbance differences A;—-A, for both blank and
sample. Subtract the absarbance difference of the blank from the
absorbance difference ofthe sample, thereby obtaining AA (fructose).

Calculation
According to the general formula for caiculating the concentrations,
the equation is:

vV x MW
e xdxvx1000

where V' = final volume [mi]
v ==sample volume [ml]
MW = molecuiar weight of the substance to be assayed
d =light path [cm]
e = absormtion coefficient of NADPH at:
340 nm=6.3 [Ilxmmol™ xcm™]
Hg 365 nm=35 [l xmmol™ xcm™]
Hg 334 nm=6.18 [| x mmol™' x cm™]
It follows for glucose:
3.02 x 180.16

c-*—
ex1x0.1x 1000

x AA [g/1]

AA(glucnsa)

X AA gycosey = 5.441 X

[g glucose/l sample sol.]
and for fructose: '

3.04 x 180.16

e KO =
ex1x0.1x1000 (fructose)

[g fructose/l sample sol.]

If the sample has been diluted during preparation, the result must be
multiplied by the dilution factor F.

=

Further instructions

en slucoe=6P par l'enzyme hexokina:ze et 1'ATP.
sluconate=5P
longuerr d'onde.

glucoze danz lemmilieu

zouz forme de kit par l'entrepri



Dorage du gluco-e : méthmde phénol :ulfurique ("MITH et Coll)

Princine : Do .are colorim2trique de 1l'hydroxymethylfurfural formé rar action de l'acide

-ulfurique -~ur ler o-e=z.

Réactif - : Phénol 5 g / 100ml
H,70, pur pour analye (d=1,33
Cluco e =olution & 0,1 z/1

Manipulaticn : Réalizer une gamne étalon de gluco:ze de 6 X 100 gz/ml. Ajouter 2 chaque

tube contenant 1 ml de zolution gluco:ée,l ml de la zolution de phénol et 5 a1l d'H SO ,
dan- cet ordre. L'ajout de l'acide doit 8tre ranide et 11 faut e néfier de orojections
Do:sitlez. lai. zer repo-er 30 =mn. Lire la D.0. 'ur un spectrophotométee 2 4C0C nm .
Tracer la droite =i du papier millimdtré : D.0. = £ ( concentration).

Traiter le- échantillon- & do-er de la méme maniére. La droite tracde donne dirsctement

la concentraliion de 1'échantillon 2 doer en fonction de la D.0O. obtenue.
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