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Introduction

La palmeraie algérienne, qui représente le pivot’'@msysteme oasien a travers
I'importance de sa production, génére des quarnitiipsrtantes de déchets. En effet, selon les
statistiques du Ministere de l'agriculture, la puotion nationale a atteint 387 313 tonnes en
1998 dont 30 a 50 % sont constitués de déchetattiesd

Ces déchets de dattes sont tres riches en sulznetsdd 60 a 80% du poids de la pulpe
fraiche (Siboukeur, 1997), une teneur en eau qtieventre 15 et 20% selon les variétés
(Noui, 2007). Elles sont en revanche pauvres eotépres et en matieres grasses (0,43 et
1,9% du poids frais) (Djouab, 2007). Le fruit dedtes contient pratiquement la plupart des
éléments minéraux (potassium, calcium, phosphoagnésium, fer, soufre etc.). Il est riche
en fibres (8,1 a 12,7% du poids sec) (Al-Shahiklatshall, 2002).

Afin de leur trouver un débouché plus rémunératib@st nécessaire de les valoriser
pour la production des substances a fortes valgawsées. En effet, plusieurs produits ont été
obtenus a partir de ces déchets tel que Il'acitigue (Roukas et Kotzekidou, 1991) I'alcool
(Mehaia et Cheryan, 1991) oxytétracycline (AboueZeial., 1993) la biomasse tel que les
levures (Nancib eal., 1997, 1999; Khan eal., 1995; Kamel, 1979et l'acide lactique
(Nancibet al, 2009 ). glutamiqud;acide aminé le plus produit dans le monde, sapction
mondiale a fortement augmenté pour atteindre adjouirune production annuelle dépassant
un million (1.500.000) de tonnes (Shimizu et Hivgaa 2006). Il est utilisé dans de
nombreuses industries (pharmaceutiques, chimigquesmétiques) mais son utilisation
principale est l'alimentation humaine. Il est emyplacomme exhausteur de godt dans de
nombreux aliments déshydratés (soupes, bouillorgui.gnt perdu leurs saveurs lors de leurs
fabrications. Il est particulierement utilisé eniddsomme condiment au méme titre que le sel
de table en Europe. L'acide glutamique est proguat fermentation. Les principaux
producteurs mondiaux sont asiatiques. En Europksalder est incontestablement la société
ORSAN dont la part sur le marché mondial est dremvi0%.

Dans chaque processus de fermentation, I'optinoisadies parameétres physiques et
chimiques est d’'une grande importance due a somdim@conomique. Le développement
d’'un milieu économique nécessite une bonne séleaties conditions nutritionnelles et
physigues. Cependant, I'optimisation de ces camulitide fermentation peut étre réalisée par
des techniques conventionnelles ou statistiques.téehniques conventionnelles impliquent
le changement d’une seule variable a la fois eanfixes autres variables; elles sont lorgete

incapables de déterminer le point optimale due iateractions entre les différents facteurs
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(Weuster-Botz, 2000; Liu et Tzeng, 1998). Alors (qiles techniques statistiques offrent
plusieurs avantages, elles sont rapides, fiablepeemettent de réduire le nombre des
expériences. Ces techniques statistiques ont digees dans I'optimisation de nombreux
processus de fermentation : pour les cultures bhantées (Ahuja eal., 2004; Weuster-Botz,
2000), les cellules animales (Ganne et Mignot, 1%91pour les cultures des champignons
(Djekrif-Dakhmouche eal., 2006; Viswanathan et Surlikar, 2001).

Notre travail s'insére dans cette préoccupatiopogie sur la stratégie d’optimisation
séquentielle de la production d’acide glutamique @arynebacterium glutamicur@262 en
utilisant le jus de datte comme milieu de basecamposition des constituants ayant un effet
positif est définie en utilisant le modéle statjge Plackett-BurmanPar la suite, les
concentrations optimales de ces éléments sontuddesn utilisant le modele statistique Box-
Behnken. Enfin, les valeurs des parametres physi¢agitation, pH et taux d’inoculum) ont

éte egalement sélectionnées en utilisant le madatstique Box-Behnken.

Nous commencerons dans le chapitre | par une réibiographique présentant
I'essentiel des connaissances sur d'une partid'aglutamique tel que son utilisation, les
souches microbiennes productrices d'acide glutamides métabolismes ainsi que les
différents procédeés de production d'acide glutamigud'autre part, la datte, sa composition
et les différentes voies développées pour sa galthon ainsi que les techniques statistiques

utilisées.
Le Matériel et Méthodes de ce mémoire sont dégdatss le chapitre Il.

Le chapitre Il Résultats et Discussion, représéegabjectifs de notre travail qui sont

résumeés en trois parties :

- La premiére partie est consacrée a l'utilisatiormodéle statistique Plackett-Burman
afin d’étudier les besoins nutritionnels @erynebacterium glutamicu2?62. Elle a pour but
de décrire les effets de la source carbonée, lasca® azotées, les sels minéraux et les
vitamines sur la croissance et la production dagtitamique. Cependant, ce modéle ne
permet pas I'étude des interactions présentes kastidifférents éléments testés.

- Dans la deuxieme partie, apres avoir révéleptexipaux facteurs nutritionnels qui
ont un effet positif sur la production d’acide glotique, nous nous sommes intéresses a

appliguer un deuxieme modele statistique appeléndeléle de Box-Behnken. Ceci nous
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permettra de déterminer les points optimaux detedias critiques et I'étude des différentes

interactions possibles entre les différents camestits du milieu.

- Dans la troisieme partie, aprés avoir optimigemilieu nutritionnel de production
d’acide glutamique parCorynebacterium glutamicun262 en utilisant les modéles
statistiques Plackett-Burman et Box-Behnken, iit é@cessaire aussi d’optimiser les facteurs
physiques en utilisant le modele statistique BokiB@&n. Ceci nous permettra de déterminer
les différentes interactions possibles entre ledetas physiques et de déterminer leurs

valeurs optimales.

Enfin, nous terminerons ce travail par une conolugjénérale concernant lI'ensemble
de ce travail et permettant de le placer dansdal@matique a laquelle il se raccroche et en

laissant entrevoir les perspectives auxquellesur@it donner lieu.



CHAPITRE I.
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE



Etude bibliographique

I.1. ACIDE GLUTAMIQUE
[.1.1. Fermentation glutamique
[.1.1.1. Historique de la production de glutamate

Kikunae Ikeda (1908) a montré que les propriété&stagives des algues étaient dues a
leurs fortes teneurs en glutamate de sodium. @étteuverte était a I'origine de la fabrication
de ce produit par extraction de protéines végétédés le début du siécle et juste aprés la
découverte par Kinoshita (1957), la production tiuagnate monosodique par fermentation a
commencee en utilisant Micrococcus glutamicugui s’est ensuite appel@rynebacterium

glutamicum(Kumagai, 2000).
[.1.1.1.1. Présentation de la molécule

Le glutamate monosodique a I'apparence dans s fpume, d'une poudre blanche et
cristalline. Le glutamate monosodique est I'un skds de I'acide glutamique, un acide aminé
naturel. Quand il est dissous dans l'eau, ou dasalive, il se décompose rapidement en ion

sodium et ion glutamate (le glutamate est la foamenique de I'acide glutamique
[.1.1.1.2. Principaux producteurs

Les principales sociétés productrices de glutamaine les sociétés japonaises Miwon,
Kyowa-Hakko et Cheil-Jedang (Hermann, 2003), la&éacoréenne Cheiljedang, la société
ameéricaine Stauffer Chemical et la société frarglgds ORSAN-Amylum (Burkovski et
KrSmer, 2002; Eggeling et Sahm, 1999; Crueger ae@er, 1984). Cette derniére représente

environ 10% de la production mondiale annuelle di@m un million de tonnes.

1.1.1.1.3. Caractéristiques des souches bactériermaetilisées pour la production de

glutamate

Les Corynébactéries sont classées dans l'ordréctesomycétales. Les souches de
corynébactéries utilisées industriellement sonégdlemenisolées du sol. Ce sont des Gram
positive (Stackebrandt eal., 1997) a morphologie irréguliere (gmefornme). Elles sont
auxotrophes pour la biotine, aérobies, mésophil@sqpe la température maximale de
croissance se situe vers 35°C. Ces souches soableapd'utiliser de nombreux substrats
carbonés, dont le lactate, l'acétate, le méthdaalucose, le fructose et le saccharose. Les
souches industrielles présentent une faible aétivicétoglutarate déshydrogénase mais
présentent une activité glutamate déshydrogéngseriamte (Kinoshita et Nakayama, 1978).

Les souches industrielles utilisées sont les stign Corynebacterium glutamicum
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Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentet Brevibacterium divaricatum
Aucune de ces souches n’est un vrai membre du gemnabacterium Plusieurs études
indiquent leurs étroites relations si ce n’'est pags homologies ave€orynebacterium
glutamicum(Liebl etal., 1991;Suzuki etal., 1981; Minnikin etal., 1978; Abe etl., 1967).
En effet, les soucheBrevibacterium divaricatunet Corynebacterium liliumet certaines
souches représentatives Brevibacterium flavunet Brevibacterium lactofermentuont été

transférées aGorynebacterium glutamicuiwolfgang, 2006; Liebl edl., 1991).

[.1.1.1.4. Utilisation du glutamate

Environ 1,5 million de tonnes d’acide glutamiquentsproduites annuellement en
utilisant les corynébactéries (Shimizu et Hirasa®8p6). La forme monosodique du
glutamate est principalement utilisée comme addiiihentaire. Le glutamate utilisé aussi
comme exhausteur de godt et est considéré paapgesgis comme étant a l'origine d'un 5éme
golt : le godt UMAMI. Au Japon, les aliments pré&marcontiennent de 0,1 a 0,8% de
glutamate monosodique. L'acide glutamique est éuailé utilisé en beaucoup plus faible

quantité par les industries pharmaceutiques et éogues (Hermann, 2003).

[.1.1.2. Procédés de production d'acide glutamique

Apres l'identification duCorynebacterium glutamicuosomme bactérie productrice de
glutamate (Udaka, 1960; Kinoshitaatt, 1957), plusieurs études se sont intéresséegudd’é
du mécanisme de production et de sécrétion demgaita
Les contraintes capables d'induire une productegldtamate par différentes corynébactéries

sont les suivantes :
A. Limitation en biotine

Il a été démontré que la capacité d’excréter l'agtutamique est liée au besoin des
souches en biotine (Shiio etl., 1962). En effet, I'activité spécifique du complege
oxoglutarate déhydrogénase (ODHC) décroit sousdeditions limitantes en biotine ce qui
conduit & une surproduction de glutamate (Shimizal.e 2003). En plus, la limitation en
biotine conduit a une décroissance de la concémtraellulaire de la sous unité DtsR1 de
I'acétyl-CoA carboxylase (AccBC) (Figure I.1) ceiqgueduit I'activité du complexe 2-
oxoglutarate déhydrogénase conduisant a une swigirod de glutamate (Kimura, 2002). La
biotine est capable de dévier le flux de carbonéatetyl-CoA vers soit la biosynthése de

glutamate ou
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bien la biosynthese des acides gras (Jal.e2009. La limitation en biotine provoque une

diminution de 53% du contenu totale des phosphagpi{Hoischen et Kramer, 1989).
B. Ajout de la pénicilline

Le site d’action de la pénicilline est localisé aweau de la couche des acides
mycoliques (Figure 1.1). Cependant, I'ajout deéaipilline ne modifie ni la teneur en acides
gras ni la teneur en phospholipides membranairess permet de produire du glutamate
(Shibukawa etl., 1968). En effet, elle influe sur la structure peptidoglycane empéchant
'empilement des acides mycoliques dans la molécdée mycolyl-arabino-galactan-
peptidoglycane. Par conséquent, un affaiblisserdergeptidoglycane se produit. Lorsqu’un
mutant auxotrophe au D-alanine est transféré dammilieu qui contient une concentration
limitée en alanine, une accumulation en glutamatdéaobservée. Cela apporte la preuve
moléculaire que la structure de la couche des scidgcoliques est influencée par la
macromolécule mycolyl-arabino-galactane-peptidoghec (Hirasawa edl., 2000). Kimura et
al. (1999) ont montré que I'addition de pénicillinendait a I'accumulation d’environ un tiers
de glutamate par apport a celui produit par linotaen biotine.

Glucose Biotin limitation
Fatty acid esters
Glyeolysis
DisR1 Mycolic acid
A-:'CBC :
Acetyl-CoA * Fatry acid —————————&

Pl-mG Pepdiqurog]}'m
P‘emu [lin-bindin
m T proteins &

TCA IDmglutnmteq L - Glutamate
cycle

Sucomyl-CoA ‘>\ DDHC

WHTTTTETATTTTHENE 10 i

Figure 1.1. Les mécanismes moléculaires de la surproduction gllgamate par

Corynebacterium glutamicugvolker, 2007).
C. Ajout de tensioactifs

Dans un milieu riche en biotine, I'ajout des teastids comme les acides gras saturés
et les dérivés d'acides gras saturés permet dtexde glutamate (Duperray el., 1992;

Takinami etal., 1968; Takinami eal., 1965). En effet, une diminution des phosphoégid

6
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cellulaires d'environ 50% et l'augmentation du cap@cides gras saturés/insaturés ont éte
observées suite a I'ajout de tensioactif (Huchera).£1984). Il a été montré que I'ajout de

tensioactif réprime l'expression d'un g&fisR codant pour une protéine qui peut étre une
sous-unité du complexe participant a la synthéseadiles gras, ce qui provoque par la suite

la modification de la synthese des phospholipi#é@snra etal., 1996).

Marquet etal. (1986)ont montré que I'utilisation de la mélasse de batte dans le
milieu de culture couplé par l'ajout de la polyéémeglycol stéarate, polyéthyléneglycol
palmitate, ou laurylamine permet d'obtenir un tides glutamate entre 80 et 100 g/l. Une
production de 80 g/l de glutamate a également tédénte en utilisant du poly-oxyéthyléne-
sorbitane mono palmitate comme tensioactif et gmeauntant la température de culture de 34
a 39°C (Goergen atl., 1997).

D. Limitation de la synthése des acides gras ou psholipides

Nampoothiri etal. (2002) ont étudié I'effet de la surexpression eulal délétion des
genes liés a la biosynthése des acides gras dipikes sur la surproduction du glutamate par
Corynebacterium glutamicumie changement de I'expression de ces genes meatdes
altérations séveres non seulement dans la composliéis phospholipides et de la température

de croissance mais aussi dans I'excrétion de ghttam

Kimura etal. (1999) ont montré que l'inhibition totale de pexssion du géndtsR
codant probablement une sous-unité du complex@mnssaple de la synthese des acides gras,
permet de produire du glutamate. Les traitementsipuniant la synthese des acides gras,
agissent sur la composition en acide gras de labreema plasmique et sont capables d’altérer
la composition de la couche mycoligue puisque lgsges gras sont nécessaires pour la
synthése des mycolates. Cette hypothése a étérgdippo I'inactivation des deux acides gras
synthase FAS-IA et FAS-IB cheZorynebacterium glutamicunies mutantfasA et fasB
excretent le glutamate sans traitement spéciaincgants montrent une membrane plasmique

altérée et une quantité réduite en acides mycdi¢fdadmacheet al.,2005).
E. Choc de température

L’analyse de la composition lipidique de la memleraellulaire a indiqué que le degré
de la fluidité dépend de la composition en lipitidesla température. Un choc de température
entraine une modification de la composition de lanmorane chezCorynebacterium
glutamicumpar activation de la biosynthése des acides grasésaet inactivation de la
biosynthese des acides gras insaturés (Gourdor9; $89ble etal., 1997; Stuible eal.,
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1996; Kawaguchi eal., 1979). La production d’acide glutamique pBrevibacterium spa
été induite par un choc thermique allant (39°C).

1.1.1.3. Paramétres physiques de la fermentation gamique

A. Température

La température peut étre modifiee selon les exggende ['organisme. Son
augmentation est utilisée afin d’induire la produttd’acide glutamique chez certaines
souches (Delaunay etl., 2002; Goudron et Lindley, 1999). La plupart desnues
mentionnent 30-34°C comme température optimale ptaur culture des bactéries
corynéformes. Par ailleurs, l'augmentation de hap&rature a 39°C pendant la phase de
production de glutamate permet d'avoir un meilldlocage de la croissance et de maintenir

I'excrétion d'acide glutamique (Delaunaykt 2002; Goergen eil., 1997).

B. pH

La croissance est généralement trés sensible anativas de pH. En effet, la
croissance provoque un changement du pH du mileaer etal. (1993) ont montré que le
pH optimum qui assure une vélocité maximale de spart de glutamate par
Corynebacterium glutamicuest de 7,4 a 7,8 (Shahatt, 2002).

C. Oxygene

L'oxygéne représente un élément essentiel pouroduption d’'acide glutamique par
le Corynebacterium glutamicunin effet, sous des conditions insuffisantes »grgéne, une
quantité importante de lactate, de pyruvate etudeisate sont accumulés (Calikatt, 2001;
Dominguez etal., 1993). Par contre, en présence d’exces doxydenmaétabolisme sera
orienté vers la production de-étoglutarate (Calik etl., 2001; Crueger et Crueger, 1984 ;
Kinoshita et Nakayama, 1978). Pour cela, plusiéiusles ont été consacrées a I'étude de
I'effet de I'oxygene sur la production de glutamakavakkoli etal. (2009) ont montré que le
contréle du débit d’air a son optimum est essenti@ir une production maximale de

glutamate.
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[.1.2. Métabolisme central des corynébactéries

[.1.2.1. Entrée des sucres

Plusieurs études réalisées arynebacterium glutamicuont montré que le systeme
de transport phosphotransférase (PTS) (Figure ds?)l'unique systéme de transport de
glucose (Marx eal., 1997; Muriel efal., 1996; Vallino et Stephanopoulos, 1993). Cependant,
avec des taux de croissance élevés, le taux dtctile PTS est inférieur au taux de
consommation du glucose. En plus, des quantités2aiaples de glucose sont accumulées
dans le milieu. Ces évidences ont été interprétéasme indicatrices de la présence d’'un
autre systéme de transport de glucose qui po@traitune perméase (Figure 1.2). En effet, la
contribution d’'une perméase avec le systeme phospisierase peut avoir une conseéquence
importante sur la distribution du flux au niveauRPHont le taux limite la production des

acides aminés synthétisés a partir des intermédidin cycle tricarboxylique (TCA)

SUCRES GLUCOSE
PTS
PEF ATP
> <A Glucokinas
ADP
PYR

v \
SUCRE-P GLUCOSE-6-P

Figure 1.2. Entrée des sucres ch€&orynebacterium glutamicurtMori et Shiio, 1987).
(PEP) : Phosphoénolpyruvate; (PYR) : Pyruvate.
Il existe plusieurs types de phosphotransférasesudges chezCorynebacterium

glutamicum

- Une PTS saccharose, pour laquelle le sacchasb$mpsporté via une phosphoenolpyruvate
(PEP)-saccharose dépendante phosphotransférasé'{PT®8ez la plupart des espéces ce
type de transport est généralement couplé parbkrdiion du fructose et du glucose-6-
phosphate par l'intermédiaire d’une invertase, ndpat il a été montré que le fructose est
ensuite phosphorylé via une PEP-fructose dépenderge(PT$") (Dominguez et Lindley,
1996).
- Une PTS mannose (PT®) qui présente une forte affinité pour le glucoseghosphoryle
le sucre transporté conduisant a I'hexose 6-phaspha
- Une PTS Fructose (P¥%) avec une faible affinité pour le gluco@dori et Shiio, 1987),
une proportion significative de I'activité du PFSpeut étre attribuée au P8 qui possede
une certaine capacité de transport du fructose (Bguez etl., 1998).

9
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[.1.2.2. La glycolyse

La plupart des activités impliquées dans la glysely{Figure 1.3) n'ont pas été
caractérisées ch&zorynebacterium glutamicunCependant, a partir de I'analyse du génome,
les genes codant les différentes enzymes sont mseg&alinowski etal., 2003). De
nombreuses études ont été réalisées afin de datartairépartition du flux carboné entre la
voie de la glycolyse et la voie des hexoses mongiates pendant la croissance et la
production de glutamate. Pendant la croissancecdegébactéries, le flux de glucose-6-
phosphate vers la glycolyse est d'environ 50%,eker passe par la voie des hexoses
monophosphates (Wendischatt, 2000; Gourdon, 1999; Dominguez at, 1998; Rollin et
al., 1995). Cependant, le flux de glucose-6- phosphets la glycolyse augmente rapidement
lorsque les cellules sont en phase de productiagiudamate (Gourdon, 1999; Sonntagkt
1995). Cette modification peut étre expliquée pardiminution du besoin en NADPH,
érythrose-4-phosphate et ribose-5-phosphate néeessaur la synthése des acides aminés
aromatiques et des nucléotides, conséquence dfoissance ralentie pendant la phase de
production de glutamate. En revanche, une propo#dievée du flux carboné est dirigée vers
la voie d'hexose monophosphate pendant la produdgdysine, car la synthése de la lysine
nécessite également une quantité importante de NADP

10
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Glucose-6- phosphate
(1) ge]

Fructose 6-phosphate

Fbp (3) , (2) pfk
H20 ADP

Fructose-1,6-bisphosphate
Fda (4

DHAP

(5) tpi  Glycéraldéhyde-3-phosphate

NADP* (6) gapA
gapB NADPH+H"

1,3-bisphosphoglycérate

ADP

(7) pgk

o ATP

3-phosphoglycerate
(8) pgm

2-phosphoglycerate

Phosphoenolpyruvate

pps (113 K(lo) pyk
ATP

Pyruvate
CoASH \ (12) aceE
NAD" aceF
Ipd
NADH+H* CO;
Acetyl-CoA

Figure 1.3. La glycolyse chezlorynebacterium glutamicunglucose phosphate isomérase
(1), 6-phosphofructokinase (2), fructose-1,6-biggimatase (3), fructose-1,6-bisphosphate
aldolase (4), glycéraldéhyde-3-phosphate déhydasg(b), triose phosphate isomérase (6),
3-phosphoglycérate kinase (7), phosphoglycérateagsu{8), énolase (9), pyruvate kinase
(10), phosphoenolpyruvate synthétase (11) et layage déhydrogénase (12)
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[.1.2.3. Voies des pentoses phosphates

La voie des pentoses phosphates a été mise eméeidbezBrevibacterium flavum
(Shiio etal., 1960) (Figure 1.4). Cette voie permet de synsleétdes précurseurs (NADPH,
ribose-5-phosphate, érythrose- 4-phosphate, fseeophosphate, glycéraldéhyde-3-
phosphate et C{nécessaires a la synthese de I'histidine, degeBpides acides nucléiques et
des acides aminés aromatiques (Gourdoralget2000). Dans les réactions oxydatives
irréversibles de la voie des pentoses phosphat®ARPH et une molécule de GGont
formés. Alors que les réactions oxydatives révégsibatalysent I'interconversion des sucres
phosphates. Elle rejoint la glycolyse au niveadrdatose-6-phosphate et du glycéraldéhyde-
3-phosphate.

NADP+ MADPH
Glucose-B-phosphate W'EM . B-phosphogluconclactone
(1) 2wF1 " l 2)
8-phophogluconate
P NADP+
vl 3)
MNADPH
Ribulose 5-phosphate
+CO, Iylm
(4) (5) v
+
Ribose 5-phosphate Xylulose 5-phosphate
(6)
Sedoheplulose 7-phosphate Glyceradehyde 3-phosphate
Fructose 6-phosphate Erythrose 4-phosphate
©) !

Figure 1.4. Schéma métabolique simplifié de la voie des pestosphosphates chez
Corynebacterium glutamicumglucose-6-phosphate déhydrogénase (1), lactof@se6-
phosphogluconate dehydrogénase (3), ribose-5-phatspgomeérase (4), ribulose-5-phosphate
epimérase (5), transcétolase (6) et transaldoise (

I.1.2.4.Le cycle acide tricarboxylique (CAT) :

Le cycle acide tricarboxylique est responsablead@élgradation compléte de I'acétyl- CoA et
de l'apport des précurseurs nécessaires pour lthesa des acides aminés. Durant la

production des acides aminés, le cycle acide bmalique a besoin d’étre alimenté afin de

12
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maintenir la molécule d’oxaloacétate a une quastifisante. L'alimentation est réalisée par
la carboxylation du phosphoenolpyruvate (PEP) opyluvate pour atteindre I'oxaloacétate
(Peters-Wendisch al., 2001, 1998, 1997).

1.1.2.5. Voies anaplérotiques cheZorynebacterium glutamicum

Plusieurs enzymes responsables pour les réacteooartdoxylation et décarboxylation
pour Corynebacterium glutamicunont été décrites: La phosphoénolpyruvate (PEP)
carboxylase (PPC), le pyruvate carboxylase, I'ereymalique, la PEP carboxykinase,

I'oxaloacétate décarboxylase et le shunt glyoxgigMouffok, 2007).

Des études ont montré que la phosphoénolpyruvab®xgase (PPC) ne joue pas un
réle important dans I'alimentation du cycle acidearboxylique pendant la croissance, mais
par contre peut avoir un réle important pendamirtaduction des acides aminés a des taux de
croissance réduits. La plupart des investigatiomsnoontré que (PPC) est la seul réaction
anaplérotique de carboxylation qui joue un réle onignt dans I'alimentation du cycle
d’acide tricarboxylique (Muriel edl., 1996).

[.1.2.6. Voie de biosynthése du glutamate

Chez les microorganismes, le glutamate peut étreméosoit par le glutamate
déehydrogénase (GDH) (1) ou par l'action combinélaleglutamine synthase (GS) et le
glutamate synthase (GOGAT, glutamine-2-oxoglutagateno-transférase) (2 et 3) (Figure
.5).

GDH
a-cétoglutarate + N+ NADPH+H———— glutamate +8 + NADP' (1)
GS
Glutamate + N + ATP » glutamine + ADRP++ H,O (2)
GOGAT
Glutamine +u-cétoglutarate + NADPH+H —» glutamate + NAD(P) 3)

Ces trois enzymes ont été détectées chez les ipagdéoductrices d’acide glutamique,
Corynebacterium glutamicunCorynebacterium callunaet Brevibacterium Flavun{Ertan,
1992; Tochikura, 1987; Sungat, 1984; Oshima adl., 1964).

Le glutamate déhydrogénase intervient dans la egetldu glutamate nécessaire pour
la croissance. Le potentiel de sécrétion du glutarpar Corynebacterium glutamicurast
indépendant de l'activité du glutamate déhydrogén@ependant la réaction catalysée par le
glutamate déhydrogénase est considérée commentagpeevoie de biosynthése du glutamate
lorsque le glutamate déhydrogénase est présent Cbhemebacterium glutamicumlLe

13
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glutamate réprime et inhibe le glutamate déhydragéndans la réaction de formation de
glutamate, or le NADFinhibe Iégérement I'enzyme (Ertan, 1992; Shiio pgava, 1978).

Le systeme GS/GOGAT est régulé selon la présencéabsence du glutamate
déehydrogénase (Elke ell., 1993). La synthése du GS/GOGAT ch€émrynebacterium
glutamicumest induite lorsque la concentration d’ammoniumidue dans le milieu de
culture (Tesch eal., 1998; Elke etl., 1993; Bormann edl., 1992). L'activité du glutamate
synthase est inactivée a une température supéaed®eC. L'enzyme est activée par les ions
Mn®* et Zrf*, alors qu’elle est inhibée par les ions’Cet Hf* (Mee-sun etl., 1989), par la
glycine, l'alanine, la sérine, I'aspartate, TADPIAMP (Sung etal., 1984).

NADPH + NA NADP+HO
a-cétoglutarates »Glutamate
ADP + Pi + KD Glutamine NADPH GDH
GS C\SOGA
ATP Glutare * NADP
N Glutamate

Figure 1.5. Voies de biosynthése du glutamate. GDH : glutandébydrogénase, GS:
glutamine synthétase, GOGAT : glutamine amie®toglutarate amino-transférase

1.1.3. Modification de I'enveloppe cellulaire et egrétion de glutamate

[.1.3.1. Membrane deCorynebacterium glutamicum

La nature des principaux constituants chimigues Kenveloppe cellulaire de
Corynebacterium glutamicura fait I'objet de nombreuses études (Daffe et Braf998;
Minnikin et O’Donnell, 1984; Collins eal., 1982; Minnikin etal., 1978). L’analyse par
microscope électronique de cette enveloppe (Pueah,€2001; Marienfeld etl., 1997) a
révélée la présence de 4 couches principales, idigrieur a I'extérieur : la couche de
phospholipides, la couche de peptidoglycane-argailactane, la couche des acides

mycoliques et la couche de polysaccharides (Fig6ye
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Figure 1.6. Schéma de la paroi d&orynebacterium glutamicu®uech eal., 2001)

1.1.3.2. Excrétion du glutamate

De nombreux travaux ont été consacres a I'étudéade=urs déclenchant et modulant
I'excrétion de glutamate (Davin, 2003). Afin de guendre le mécanisme de I'excrétion de
glutamate, les parametres ci-dessous ont été étpdigdant la croissance et la production de
glutamate induite par une limitation en biotine, ajaut de tensioactif, de pénicilline ou un

choc de température.

[.1.3.2.1. Effet de la concentration en glutamatentracellulaire sur I'excrétion de

glutamate

La concentration de glutamate intracellulaire dueirppendant la phase de production
de glutamate et I'excrétion de glutamate a lieenbjgue la concentration de glutamate
intracellulaire soit inférieur a celle du milieu dalture (Lapujade edl., 1999; Hoischen et
Kramer, 1989). Ce résultat exclut donc I'nypothdse Demain et Bimbaum (1968) qui

suggéraient que I'excrétion de glutamate étaits@alpar diffusion.
1.1.3.2.2. Effet de la force protomotrice sur I'excétion de glutamate

Lorsque I'excrétion de glutamate est faite comtregradient, il est donc nécessaire de
déterminer la force protomotricAR) ou force électrochimique. CependantAed ne semble
pas étre un facteur important pour l'excrétion tidaghate (Daran-Lapujade at., 2003;
Debay, 1997; Duperray etl., 1992). Le potentiel membranaire est le gradtenpotentiel
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électriqgue entre le milieu intérieur et extériewsdcellules. 1l dépend principalement du
gradient de concentration des ions"N&" et CI. Ce gradient est dépendant des pompes
ionigues membranaires mises en route par l'activétabolique.

Les molécules chargées utilisées pour mesurertenfel membranaire peuvent étre
des ions organiques synthétiques lipophiles, ratifsaLa mesure du potentiel membranaire
est réalisée par la détermination de la conceatratitracellulaire de la sonde. Lors de mesure
pendant la croissance et la production du glutanataotentiel membranaire atteint sa valeur
maximale lorsque les cellules sont en phase expi@lienet diminue fortement pendant la
phase de production du glutamate (Lapujade, 19%%ai) 1997; Duperray etl., 1992).
Lorsque la production du glutamate est induite lgachoc de température, le potentiel
membranaire diminue avec l'augmentation de la teatyée entre 33 et 41°C, alors que la
vitesse spécifique de la production de glutamatgmaunte avec l'augmentation de la
température (Lapujade, 1999). Ceci favorise I'hgps¢ que la chute de potentiel
membranaire est impliquée dans la production déaglate. Toutefois, quand le potentiel
membranaire des cellules productrices est modifiéproduction de glutamate n'est pas
affectée (Duperray eal., 1992; Gutmann eal.,, 1992). Ceci signifie que le potentiel
membranaire n'est pas un parametre important lasl'ekcrétion de glutamate, sa
modification au cours de la phase de productiomitselue a une détérioration de I'état

physiologie cellulaire.

1.1.3.2.3. Energie cellulaire

L'importance de I'énergie cellulaire a été étugiéadant la phase de production du
glutamate parCorynebacterium glutamicumll est apparu que I'exporteur de glutamate
requiert de I'ATP puisque lorsque le pool d'ATP idime, I'excrétion de glutamate est arrétée
(Sekine eal., 2001; Gutmann etl., 1992).

1.1.3.2.4. Composition de la membrane plasmique

Des études ont montré qu'une baisse de la tenephaspholipides de la membrane
intervient lors de la phase de production de glatanavec limitation en biotine ou avec ajout
des surfactants (Cléement et Lanéelle, 1986; Cléraeait, 1984). Cependant, la production
de glutamate par ajout de pénicilline n'est pas dida modification de la composition de la
membrane cytoplasmique (Shibuvkawaakt 1968). De plus, le suivi de la composition en
acides gras et en phospholipides des cellules texa® de glutamate au début de la phase de
la production (Hoischen et Kramer, 1990), a monté I'excrétion de glutamate se produit.

Alors que la teneur en phospholipides et la contjposien acide gras ne sont pas encore
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modifiés lors de la limitation en biotine. Nampaadttet al., (2002) ont montré que des
mutants des voies de biosynthése des phospholigidésentent des productivités de
glutamate élevées. Toutefois, ces mutants requiéganore un stress pour excréter le

glutamate.

Il ressort de ces études que la composition de danlbnane semble influencer

I'excrétion de glutamate mais que ce parametré pesssuffisant pour la déclencher.
[.1.3.2.5. Réseau d'arabinogalactone-peptidoglycane

Au cours de la production du glutamate par ajaupdnicilline, un gonflement des
cellules apparait pendant la phase de productibitb8awa etal., 1968). Ce phénomene est
due a un affaiblissement du réseau d'arabinogalegieptidoglycane (Kijima etl., 1998),
probablement par une inhibition de l'activité sepipeptidoglycane synthase (Wijayarathna
et al., 2001). Cependant, le méme phénoméne de modbficate taille cellulaire a été
observé au cours de la production de glutamatdimpaation en biotine (Kinoshita, 1985) et

par le choc de température (Hirasawalgt2000).

En conclusion, l'excrétion de glutamate est un phdme actif trés probablement
catalysé par un transporteur. Ce transporteur sieate I'énergie cellulaire (ATP) et semble
indépendant de la force protomotrice. Il sembleyai I'exporteur de glutamate soit différent
de l'importeur puisque un mutant amplifié pour émg codant pour la protéine de l'import de
glutamate ne change en rien la productivité deaghate (Eggeling etl., 1996). L'activation
de l'exporteur de glutamate n'est pas due a l'aglation du glutamate intracellulaire mais

serait plutét due a la modification de I'envelopp8ulaire.
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[.2. LE PALMIER DATTIER

[.2.1. Classification du palmier dattier

Phcenix dactylifera L« phcenix » dérive de phcenix nom grec du dattier, e
« dactylifera » vient du latin dactylus dérivant Guec « daktylos », signifiant doigt, en
raison de la forme du fruit (Djerbi, 1994).

Le palmier dattier comporte 200 genres et 1500cespd’hoenix Goryphoideae Phoeniceae
est I'un des genres comportant douze especes;speses incluenphoenix dactylifera L.
(Munier, 1973).

La classification du dattier a été proposée pan§fiald etal. (1986) :

Groupe : Spadiciflora

Ordre : Palmea

Famille : Palmaceae
Sous-famille : Coryphyoideae
Tribu : Phceniceae

Genre : Pheenix

Espéece Dactylifera L.

[.2.2. Morphologie

La datte est une baie, la fleur a trois carpelta® dn seul se développe au moment de
la pollinisation. Le fruit est généralement de ferplus ou moins ellipsoidale. La graine,
appelée aussi noyau, est ligneuse et sa coulewluvgris au brun et elle porte un petit
embryon. Le palmier dattier est I'arbre des zomekes et semi-arides, il est originaire des

pays chauds et humides, mais il a de larges possshd'adaptation.

1.2.3. Répartition des palmiers dattiers

Le palmier dattier était primitivement cultivé dales régions arides et semi-arides
chaudes. Il fut propagé par la suite, en dehorsate axe d’extension et de culture, non
seulement comme arbre fruité mais aussi comme @ssemementaléMunier, 1973).Le
palmier dattier est tres exploité dans I'Afriquediteérranéenne, le Moyen-Orient, I'Asie de
l'ouest et les états unis. En Algérie, le patriregdmoenicicole est estimé a plus 8 millions de
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palmiers dattiers. Le potentiel productif en 198&t@ estimé a 183 600 tonnes et en 2006 a
500 000 tonnes. Les palmiers sont essentiellenoeatisés dans les zones de la partie Sud-
Est et Centre sud du pays. Prés de 58,14% de taugiion nationale des dattes est réalisée
par les deux wilayas, EI-Oued (29,54%) et Biski&§%0). La variété Deglet-Nour, occupe la
premiere place et représente 52,87% de la produtdtale des dattes (Amellal, 2008).

1.3. LA DATTE

1.3.1. Définition
La datte est une baie contenant une seule grale,est constituée d’un mésocarpe

charnu, protégé par un fin péricarpe et entouré dhdocarpe parcheminé (Barreveld, 1993).

[.3.2. Développement
Afin d’atteindre sa compléte maturation (stadenaka datte passe a travers plusieurs
phases distinctes, chacune d’entre eux se distipgmeune ou plusieurs caractéristiques

représentées dans la Figure 1.7.
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Figure I.Formation et maturation de la datte (Bousdira,7200
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Ces modeles aident mieux a comprendre le développede la datte selon 4 stages
nommeés par leurs dénominations arabes: kimri, khatatab et tamr, le terme hababauk est
utilisé pour la fleur femelle et la période justeamt la pollinisation ou le fruit est encore

Crémeux.
* Stade Kimri

On distingue un accroissement rapide de la tadle,poids et de la teneur en sucres
réducteurs. On note aussi une augmentation delité@t du degré d’humidité (> 85%). A la
fin de ce stade le fruit prend une couleur jaunerfuge selon les variétés) (Barreveld, 1993)
du a la teneur en protéines et en pigments (chigitg%) (Sahaheen et Al-Qurashi, 2007).

+ Stade Khalaal

Ce stade est marqué par un changement de cowdelar meau du fruit qui vire du vert au
jaune. Dans ce stade le gain du poids devientleeténeur en saccharose augmente et elle est
plus importante qu’aux sucres réducteurs alorsaglie en humidité diminue. On distingue
aussi une précipitation des tanins qui perdenslastringences.

+ Stade rutab

Ce stade est caractérisé par une perte du poids dure diminution du degré d’humidité
(35%). Il est caractérisé aussi par l'inversionséiccharose en sucres réducteurs. La datte
devient translucide, sa peau passe du jaune, chaoamebrun presque noir ou au vert selon
les variétés. Ce stade est souvent appelé stadwieation. La datte est considérée comme
mdre lorsqu'elle est completement molle (Barrevel®93). Les tanins précipitent
entierement, sous forme insoluble; le gout ameasttingent disparait et la datte devient

sucrée (Bousdira, 2007).
» Stade Tamr

C’est le stade final de la maturation de la dati®.consistance du fruit a ce stade est
comparable a celle du raisin et des prunes. Dangaléétés dites molles, la pulpe est d'abord
molle, puis devient de plus en plus ferme tout emeurant souple. Dans la plupart des
variétées, la peau s’adhere a la pulpe et se riseesure que celle-ci diminue de volume. Le
fruit perd beaucoup d'eau. Le rapport sucre/ede essez élevé empéchant la fermentation et

I'acidification (oxydation).
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[.3.3. Les déchets de dattes

Les déchets de dattes qualifices de « perdues t desn dattes qui ne sont pas
consommeées par les humains, soit du fait de laibéet qualités gustatives, soit du fait de
leurs textures « rébarbatives » (trop dures),tsait simplement parce qu’elles sont négligées

au profit d’aliments plus attractifs (Estanove, Q9
Les dattes non appréciées
* Les dattes non mires

Martoubah : c'est une datte humide avec une teareaau qui dépasse 35% ce qui la rend trés

sensible a I'éclatement.

Achef : dattes vertes ratatinées. Cette altéragirdue a un manque d'eau ou a une lésion de

la hampe et du pédicelle. Sa coloration est clirpeau étirée avec un aspect de caoutchouc.
* Les dattes déformées

Dattes parthénocarpiques
Dattes desséchées
Dattes ridées

Dattes pleines
* Les dattes acariées

Le palmier dattier et sa production subissent tlas|aes et dépréciations dues principalement

aux ravageurs suivants :

- Les oiseaux qui blessent les fruits, favorisamsides attaques par les parasites

- La cochenille blancheBgrlatoria blanchard) : les dattes se dessechent sans
atteindre la compléte maturité. La maladie est Egp@jarab (Gale).

- Le ver de la datteMyelois ceratonip: sur les fruits mars la chenille est localisée
entre le noyau et la pulpe a partir de laquelle gl nourrit. A l'intérieur du fruit, on observe
un tissage soyeux trés fin ou s’accrochent desexents.

- Le boufaroua @Qligonychus afrasiaticysdétruit rapidement I'épiderme des fruits et
provoque leurs déshydratations. La présence daugsoyeux caracterise la présence de ce

ravageur.

-Des mortalités dues a une fusariose vasculairgdigh) causée par un champignon
(Fusarium oxysporumfsp albedinig : la maladie se caractérise par un dessechement
progressif des palmes qui revétent une coloratitendhatre. Un autre champignon
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(Aspergillus phoenicjsprovoque la maladie du charbon. L'épiderme d#alte présente une
cavité tapissée d'un feutrage mycélien blanch&mpli d'une masse noire pulvérulente
(Mouffok, 2007).

[.3.4. Composition de la datte
La datte est constituée de deux parties :
- Une partie comestible représentée par la pulgsdoarpe).

- Une partie non comestible qui est le noyau ayaetconsistance dure. Le noyau représente
10 a 30% de poids de la datte, il est constitué dbbumen protégé par une enveloppe

cellulosique.
1.3.4.1. Teneur en eau

La teneur en eau des dattes varie selon leurssstilenaturation de la plus forte
teneur (85% au stade Kimri) jusqu'a la plus faieleeur (5-10% pour les dattes séches). La
plupart des dattes commercialisées présente ueertem eau de 20% ce qui facilite leurs

conservations et rend leurs textures appréciables.

Tableau I.1. Teneur en eau de quelques variétés de dattesrégidm Fliache (Biskra), en %
(Noui, 2007)

Variétés Consistance Teneur en eau (%)
Deglet-Nour | Demi-molle 22,60
Mech-Degla | Séche 13,70
Ghars Molle 25,40

1.3.4.2. Sucres

Le sucre constitue le composant le plus importainiegtre dans la composition de la
datte. On distingue deux catégories de datteses@llsaccharose (sucre non réducteur) et
celles a sucres réducteurs. On peut les clasgmed'deurs consistances, en molles, demi-

molles et seches.

- Les dattes molles (taux d’humidité supérieur galeé a 30%) a sucres inverti (fructose,
glucose).
- Les dattes demi-molles (de 20 & 30% d'humidiééupant une position intermédiaire.

- Les dattes seches (moins de 20% d’humidité) @haaase.
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La teneur en sucres totaux (stade tamr) pour #€reites variétés du monde est

presque la méme (Tableau 1.2).

Tableau 1.2. Teneur en sucres totaux des dattes provenant déredifes régions et
différentes variétés

Sucres totaux %
Moyenne Intervalle
USA (Cook et Furr, 1952), 21 variétés 78 67-85
Irag (Mohammed edl., 1983), 5 variétes. 73,8 45-86
Arabie Saudi (Sawaya, 1986), 15 variéetés. 77 67-83

La plupart des dattes appartiennent aux dattesr@svéducteurs au moment de leurs
consommations. Une exception est la variété de ddddbur de I'est d’Afrique et de la

Californie dont I'inversion se réalise partiellerhan moment de la maturité.
1.3.4.3. Les acides aminés

Les dattes sont caractérisées par une faible temeysrotéines (Tableau 1.3). Ces
derniers varient entre 0,38 et 2,5% du poids sedgid cette faible teneur, les protéines de la

datte sont équilibrées qualitativement (YahiaoB8).
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Tableau 1.3. Composition moyenne en acides aminés de la datteeqFavier edl., 1993)

Acides aminés Teneur de la pulpe, en mg/100g
Isoleucine 64
Leucine 103
Lysine 72
Méthionine 25
Cystéine 51
Phénylalanine 70
Tyrosine 26
Thréonine 69
Tryptophane 66
Valine 88
Arginine 68
Histidine 36
Alanine 130
Acide aspartique 174
Acide glutamique 258
Glycocolle 130
Proline 144
Sérine 88

Les acides aminés jouent un role primordial dassréactions de brunissement non
enzymatique (réaction de Maillard) qui intervieotrsl de la conservation. Les protéines
contribuent a la précipitation des tanins au calgda maturation. Ainsi, les fortes teneurs
influents de facon trés sensible sur I'évolutionaeouleur du fruit. lls provoquent également
un brunissement rapide de la datte durant le steckalais, 1997)

1.3.4.4. Les éléments minéraux

L’étude de 58 variétés de dattes cultivées danégen de Zibans faite par Acourene
etal., (2001) a montré montre que le taux de cendresoespris entre 1,10 et 3,69% du poids
sec. La datte est I'un des fruits les plus richesé&ments minéraux essentiellement le
potassium, le magnésium, le phosphore et le cal€itableau 1.4).
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Tableau 1.4. Composition minérale de quelques variétés de datibes algériennes, en
mg/100g de la partie comestible (Siboukeur, 1997)

Variétées

Eléments minéraux| Chars Tanslit Litm
Potassium (K) 664 435 452
Chlore (Cl) 256 176 157
Calcium (Ca) 80,50 60,10 61,20
Magnésium (Mg) 17,38 20,61 20,20
Fer (Fe) 2,03 0,83 1,30
Sodium (Na) 2,03 0,83 1,30
Cuivre (Cu) 1,92 0,99 1,10
Manganése (Mn) 2,10 1,20 1,50

1.3.4.5. Vitamines

La datte ne constitue pas une source importantét@®ines. La fraction vitaminique
de la datte se caractérise par des teneurs appesce vitamines du groupe B (Tableau 1.5).
Se sont des précurseurs immédiats des coenzynmispandables a toutes les cellules vivantes

et jouent un réle primordial (Vilkas, 1993).

Tableau 1.5. Composition vitaminiqgue moyenne de la datte s¢Eheier etal., 1995)

Vitamines Teneur moyenne pour 100g
Vitamine C 2,00 mg
Thiamine (B1) 0,06 mg
Riboflavine (B2) 0,10 mg
Niacine (B3) 1,70 mg
Acide pantothénique (B5 0,80 mg
Vitamine (B6) 0,15 mg
Folates (B9) 28,009
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1.3.4.6. Fibres

Ce sont des substances insolubles, non nutritlfes Eont composées de cellulose,
d’hémicellulose, lignines, ligno-cellulose et deofgines insolubles. Durant le processus de
maturation, ces substances sont graduellement diggar les enzymes en composés plus
solubles ce qui rend le fruit plus molle. Ces fitbmnstituent 2-6% du poids de la datte
(Barreveld, 1993). Selon des études réalisées pactizibane atl. (1995) sur les composeés
pariétaux de deux variétés de dattes algériennessGi Deglet Nour, les composés de la
paroi végeétale sont a leurs minimums au stade mam(). La paroi cellulaire de la datte
mure est pauvre en pectines (3%) mais riche eedilf¢ a 8%), plus particulierement en

hémicelluloses.
1.3.5. Valorisation de la datte

La datte peut se préter a toutes sortes de prépaandustrielles ou artisanales qui

permettent d'en étendre sa consommation.
[.3.5.1. Valorisation directe

+ Pate de dattes

Les dattes sont généralement cuites a la vapenoydétés, macerés, et converti en
une forme semi-solide connus sous le nom de padie @ne teneur en humidité d'environ 20-
23% et une activité d’eau inférieur a 0,6 (Ahmedlgt2005). La pate des dattes a été utilisée
comme comme substituant de sucre dans de nombieogngs. Dans les industries de
confiserie, la pate de datte est utilisée comme dew ingrédients majeurs (Alhamdan et
Hassan, 1999).

* Farine de dattes

Les dattes maceérées sont séchées a moins de 5%iditéu(Barreveld, 1993). On
obtient ainsi une farine de couleur claire, d'odagréable(Sawaya efal., 1982). Elle est

utilisée essentiellement en biscuiterie et en pétis (Barreveld, 1993; Sawayaaét 1982).

e Sirop de dattes

Le sirop de datte, également appelé miel de dedtayn sirop sucré fonceé (meélasse de
fruit) obtenu a partir d'extrait des dattes etdque de la cuisine arabique. Il est appgeld Al-
Tamrdans le monde arabe (Mohamed et Ahmed, 2006).
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Le sirop est préparé a base des dattes cuited'danspuis filtrées. Le jus extrait est
concentré par cuisson a feu doux jusqu'a I'obterdlon liquide coloré et sirupeux. Le sirop
contient principalement des sucres dont le sacsbate glucose et le fructose (Mohamed et
Ahmed, 2006; Patzold et Bruckner, 2005). Les métiines et les complexes de fer-

polyphénol sont responsables de la couleur fonaesrdp (Mohamed et Ahmed, 2006).
* Jus de dattes

Rouhouetal. (2006) ont montré que la solution brute extraés dattes apres broyage,
dilution et filtration a une forte teneur en sudre.couplage des traitements enzymatiques et
de microfiltration a conduit a I'élaboration d'ubeisson clarifiée, modérément acide,
présentant une viscosité et une turbidité relatemnfaible et ayant des caractéristiques
d'écoulement comparables a celles des boissons @tej fruits connus. Le jus de datte est
appelé « Tassabount » ou « el mriss » (Fezouatepdyla« Takerwet » a Ghardaia (Algérie)
(Zirari etal., 2003).

[.3.5.2. Valorisation indirecte
» Production de P.O.U (Protéines d'Organismes Unicellaires)

Plusieurs procédés de production de ‘P.O.U.'sordratpnnels dans de nombreux
pays (U.S.A., Europe de I'Est, Australie, Francas$te, Suéde) et les premiéres expériences
concernant la culture a grande échelle de ces riganismes eurent lieu pendant la
premiere guerre mondiale en raison des problemedisgdte alimentaire. Kamel (1979) et
Bessah et Touzi (2001) ont essayé d'explorer ledgisdatte en tant que substrat de
fermentation pour la production dgaccharomyces cerevisaibes résultats obtenus ont
montré que les sucres de jus de dattes constituentmatiére premiére de base pour la

production de protéines d'organismes unicellulaires

Des travaux on été entrepris par Nancilale{(1997) ont montré que le jus des dattes
enrichi en hydrolysat et en cendres de noyaux tkesjaconstitue un bon milieu de culture
pour la production d8accharomyces cerevisiae

* Production d'oxytétracycline

Différentes souches productrices d'oxytétracyctne été utilisées dans un milieu a
base de datte. Les résultats obtenus ont montré Sgeptomyces rimosusst la plus
performante. En effet, Baeshin &t (1993) ont montré que l'induction detreptomyces

rimosus par la chaleur séche est plus efficace que la ghdiemide comme un agent
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mutagene physique. La température optimale powiadies mutants auxotrophes de spores

de Streptomyces rimos@st de 55°C dans des conditions de traitementgsech

* Production d'acide citrique

Le jus de dattes constitue un bon milieu pour dpction d'acide citrique. Siboukeur
etal. (2001), ont montré que l'utilisation du jus detdaton enrichie améliore la production
de l'acide citrique a partir dAspergillus niger De méme Abou-Zeid et Khoja (1993) ont
montré que l'enrichissement du jus de dattes dkgdrblysat des noyaux de dattes permet
d'améliorer la production de l'acide citrique atpade Yarrowia lipolytica Al Obaidi et
Berry (1979) ont obtenu un rendement de 62% ersail un milieu a base de jus de datte

déionisé et une culture despergillus niger.
* Production d'alcool

La production d'éthanol a partir de jus de datpose principalement sur I'utilisation
de levures. Kaidi et Touzi (2001) ont utilisé desllides libres et immobilisées de
Saccharomyces cerevisiaktls ont utilisés les deux soucheSaccharomyces cerevisias
Saccharomyces uvarupour la production d’éthanol. Les meilleures parfances ont été

obtenues aveSaccharomyces cerevisiae
* Production de vitamine B12

Le jus de dattes a été utilisé comme source deoparipour la production de la
vitamine B12 parStreptomyces albidoflavust Streptomyces antibioticuses rendements
obtenus sont similaires a ceux obtenus sur d'astrestrats tels que les mélasses (El-Akidi-
Hassen, 1982).
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[.4. MODELE EXPERIMENTALE

[.4.1. Définition

Dans une expérience, on modifiant une ou plusiearsables du processus (ou
facteurs), on peut observer l'effet de ces modiboa sur une ou plusieurs variables de
réponse.La conception statistique des expériences est upneégure efficace pour la
planification des expériences afin que les donoéésnues puissent étre analysées pour tirer
des conclusions valables et objectives. La conoepties expériences commence par la
détermination des objectifs de I'expérience etdkedion des facteurs d'étude. Il s’agit de

tracer un plan expérimental détaillé avant de fiégsgérience.

Il est fréquent de commencer par un modeéle de &peite noire», avec plusieurs
facteurs discrets ou continus contrélés avec ungusieurs réponses mesurées. Les réponses
de la production sont supposés continues. Les @snegpérimentales sont utilisées pour
obtenir une analyse empirique du modéle relianteesées et les sorties. Ces modeles
empiriques contiennent généralement des termesrahigr et du second ordr8ouvent,
I'expérience présente un certain nombre de facteamscontrolés qui peuvent étre discrets,
comme les matériels ou différents expérimentateetyou continus comme la température

ambiante ou I'humidité. La Figure 1.8 illustre eetituation.

Entrées non controllées
{(Co-factemrs)

Différentes
machines
opératenrs

Différents

Ihscréte

Processus

Fntrées controllées
Sorties (Réponses)

Clontimn

Tempeérature (Hmnidite

Figure 1.8. Schéma du processus boite noire.
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Les modeles empiriques les plus couramment utdipéennent soit une forme linéaire
ou une forme quadratique.
Un modele linéaire avec deux facteMis X, est écrit comme suit :
Y=o + Xt f2Xot f12XiXo

Y est la réponse, le term¥X; tient compte d'un effet d'interaction possible@KXi et Xy, fo
est la constantgi; . des coefficients linéaireg;, et le coefficient d’'interaction,X;, X

représentent les niveaux de la variable indéperdant

Un modéle d’ordre secondaire (quadratique) ne centppas le terme d'interaction a

trois voies, mais ajoute trois termes au modéleslire, a savoir :

B11X1 %+ BooXo ™+ PasXs
1.4.2. Stratégie de test

La fiabilité d'une méthode d'analyse pEue décrite comme la capacité a reproduire la
méthode dans des circonstances difféerentes (dit®jeurs, différents techniciens, différents
laboratoires) sans l'apparition de différencestémalues dans les résultats obtenus. Un test de
robustesse est une partie de validation de la rdétlymi est de plus en plus importante.
L’exécution d'un test de robustesse en généralligog la réalisation d'une conception
expérimentale. Par conséquent, apres avoir exanankttérature (Vander Heyden et.,
1996)et apres avoir effectuer plusieurs études de casd® Heyden edl., 1995; Vander
Heyden etal., 1997) une stratégie sera choisie pour détermmeobustesse d'une méthode
analytique. Dans un test de robustesse on peuttifidenles étapes suivantes: (a)
I'identification des facteurs a tester; (b) la diéfon des différents niveaux pour les facteurs;
(c) la sélection du modéle expérimentale mis emepldd) la réalisation des expériences
décrites dans le dispositif expérimental et |a hdirgation de la réponse de la méthode; (e) le
calcul des effets;(f) I'analyse statistique et/aaphique des effets; et enfin (g) tirer des
conclusions pertinentes chimiquement de l'analyagssque et, si nécessaire donner des

conseils pour améliorer la performance de la méthod
1.4.2.1. Définition des facteurs a tester

Les facteurs a examiner sont principalement sélecés de la procédure telle qu'elle
est décrite dans la procédure standard d'explmitaties facteurs peuvent étre quantitatifs ou
qualitatifs. Les facteurs quantitatifont des facteurs qui varient sur une échelle coefi

tandis que les facteurs qualitatifs peuvent preddseniveaux discrets.

30



Etude bibliographique

1.4.2.2. Sélection du modele expérimentale
Les influences des facteurs sont exéasindans un modele expérimentale, qui est

choisi en fonction du nombre des facteurs a étutes modeles appliqués sont nombreux :

[.4.2.2.1. Modele conventionnel

Le modele conventionnel est une conception tratiidie, qui enquéte sur un facteur-
a-un-temps donné, tout en conservant le niveawadses facteurs constants. Le niveau du
facteur a étudier est alors modifié sur une plagéhaitée afin d’étudier ses effets sur une
réponse. Apres avoir obtenu des résultats, cergiaghiques sont construits en montrant
comment une réponse est affectée par le seul faétedieé. Ce type de modele est facile a
utiliser et a analyser, il a été largement utipséir étudier les effets de divers facteurs sur les
processus de fermentation. Cependant, le modeleventionnel a deux principaux
inconvénients. D’une part, il ne prend pas en a#rsiion les interactions entre les différents
facteurs. Donc, il ne peut pas garantir les comubt optimales identifiées surtout lorsque les
interactions entre différents facteurs sont sigaifves. En effet, Kim adl. (2007) ont étudié
I'effet d'un seul facteur, a savoir la concentratitu saccharose sur la production d'hydrogene
en utilisant la technique conventionnelle. Ils mmorés les interactions entre la concentration
du saccharose et d'autres facteurs comme la tetaperB'autre part, le modéle implique un
nombre relativement important d'expériences, qut &borieuses et prennent beaucoup du
temps pour effectuer les expériences, en particldiesque le nombre des facteurs est

important (Kennedy et Krouse, 1999).
1.4.2.2.2. Modele factoriel

Le modéle factoriel est en mesure d'étudier lest®fie plus d'un facteur a deux ou a
plusieurs niveaux. Le dispositif expérimental coemat généralement diverses combinaisons
de différents taux du facteur, ce qui lui permetdéerire les interactions entre les différents
facteurs et d'étre plus efficace pour faire faceum grand nombre de facteurs,
comparativement au modeéle conventionnel. Le motdeoriel peut étre classé en deux
catégories: le modele factoriel complet et le medictoriel fractionnaire (Kennedy et
Krouse, 1999).

« Modeéle factoriel complet

Dans un modele factoriel complet, toutes les coaibons du facteur sont testées. Par
exemple, le nombre de rangés pour un modéle fattmwimplet a trois facteurs est a, b et c, ce

qui indique que, le premier facteur est testé augaux « a », le deuxiéme facteur est testé
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aux niveaux « b », tandis que le troisieme facestitesté aux niveaux « cbe nombre des
expériences dans un modéle factoriel complet gédmétriguement avec le nombre des
facteurs. Par exemple, Espinoza-Escalante alet (2008) ont étudiés les effets de
I'alcalinisation, du traitement thermique et deslanication (chacun a 2 niveaux) sur la
production d'hydrogeéne en utilisant un modele fiaek@omplet. S’ils ont examinés l'effet de
deux facteurs seulement sur la production d'hy&lieg22 expériences seront été nécessaires.
Dans de nombreux cas, lorsque les effets d'un gnanmtbre de facteurs doivent étre étudiés
simultanément, un grand nombre d'expériences smdssaires. En général, cela constituera
une procédure vaste qui n'est pas économique ktatdla sur le plan pratique (Luftig et
Jordan, 1998).

* Modeéle factoriel fractionnaire

Le modele factoriel fractionnaire fournine alternative lorsque le nombre des
expériences du modele factoriel complet est trdpnameux pour étre réalisable. Avec un
modele factoriel fractionné, les effets de certd@tseurs sur une réponse peuvent étre étudiés
en vertu d'une condition économique et pratiqudtidg-et Jordan, 1998). Le modele Taguchi,
Plackett-Burman, la conception des composites al@stret le modéle de Box-Behnken sont
des modeles factoriels fractionnaires qui ont étdisés dans différentes types de
fermentations telles que la production d’hydroggme et Lay, 2004; Box et Behnken, 1960).

A. Modele Taguchi

Le modele Taguchi, est un modéle factoriel fract@nil permet I'étude de l'effet de

nombreux facteurs a deux ou plusieurs niveaux sue véponse dans un nombre
d’expériences relativement petit. En outre, legablorthogonal facilite I'analyse du modéle.
Lorsqu'il est utilisé correctement, le modéle Tdgyeut fournir une méthode efficace pour
trouver une combinaison optimale des niveaux detdias qui peut atteindre son optimum.
Habituellement, avec I'analyse de variance, letetas clés qui ont des effets significatifs sur
la réaction ainsi que leurs niveaux peuvent étterdénés. Cependant, le niveau optimal reel
du facteur ne peut étre assuré en utilisant le feotguchi, parce que le niveau optimal réel

peut étre différent du niveau pré-déterminée cpordant du facteur (Antony, 2006).

B. Modele Plackett-Burman

En réalité, plusieurs facteurs peuvent infliex un processus donné, mais cela ne signifie
pas que tous ces facteurs ont des effets significantre elles. Les facteurs qui ont plus
d’effet sur le processus sont plus considérés que qui influent Iégerement, car les premiers
sont essentiels au bon fonctionnement du procetsupremiére étape pour optimiser un

32



Etude bibliographique

procédé consiste a identifier les facteurs quided effets significatifs sur le processus. Le
modele Plackett-Burman, qui est un modeéle factdrattionnaire a deux niveaux a été
largement utilisé pour I'évaluation de l'effet deéférents facteurs dans de nombreux
processus de fermentation (Kennedyaét 1999). Le modele est utilisé pour démarrer
I'optimisation par un dépistage d'un grand nomieréadteursX; qui peuvent étre susceptibles
d'influencer la répons¥ (Lewis etal., 1999). Chaque facteur peut prendre deux nivedux (-
ou +1) pour la concentration minimale et maximaspectivement (Deming et Morgan,
1988; Taguchi et Konishi, 1987). Afin de détermiseles facteurs ont un effet significatif ou

non; une simple forme polynomiale du premier degtéproposeée:

YBot+ D iXi
Il est nécessaire de déterminer si elles sontsstaiement significatives. L'effg ayant la

plus grande valeur absolue correspond a I'éléneguitik significatiX;.
C. Modele de Box-Behnken et de composite centrale

Le modele composite centrale est un modele fattéietionnaire & cinq niveaux
développé par Box et Wilson (1951). Le modéle sepmse généralement d'une conception
factorielle compléte 2 (Kuehl, 2000).Le modeéle Box-Behnken est un modéle factoriel
fractionnaire a trois niveaux deéveloppée par BoBehnken (Box et Behnken, 1960). Le
modele peut étre considéré comme une combinaidom @m modéle factoriel a deux niveaux
et un modéle a blocs incomplets. Dans chaque béstain facteurs sont soumis a toutes les
combinaisons du modéle factoriel, tandis que leseaufacteurs sont maintenus a leurs
niveaux centraux. Le modéle Box-Behnken offre ulberative économique par apport au
modéle composite centrale, car le nombre des nwedas facteurs est inférieur a celui de la
composite centrale et ne contient pas des niveatréreement hauts ou des niveaux
extrémement bas. Pan &t (2008) ont étudié I'effet de 3 facteurs, a saveiglucose, un
tampon phosphate et une solution de vitamines (chac 3 niveaux), sur la production
d'hydrogéne en utilisant le modéele de Box-Behrkéb expériences, tandis que Thonglet
(2008) ont étudié I'effet de trois facteurs, & sava concentration Fé C/N ratio et le
rapport C/P (chacun a 5 niveaux), sur la productifrydrogene en utilisant le modele
composite centrale en 20 expériences. Pour la rdékbgie « response surface », un modele
polynomiale du second ordre (1) est habituellenpgoposé pour décrire I'effet de divers
facteurs sur une réponse basée sur les résultpé&imentaux obtenue a partir du modeéle

composite central ou du modele Box-Behnken.
Y=Bo+ Y BiXit Y Li X+ Y BiXiX (1)
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Y est la reponsef, est la constantef est le coefficient linéairef; est le coefficient

quadratiqueg; est le coefficient d’interaction & est le niveau du facteur codé.
Dans la Figure 1.9, le modéle polynomial du secondre peut étre affiché comme une
parcelle de surface ou un tracé de contours emantaseulement deux niveaux de facteurs,

tout en gardant les autres niveaux de facteur antsst

Figure 1.9. a,b (a) : Surface plot, (b) : Contour plot d’'uépanse (Wang and Wan, 2009)
Xi : Facteur 1.
X : Facteur 2.

Y : La réponse.
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[I.1. APPAREILS ET PRODUITS CHIMIQUES

[1.1.1. Appareils

- Incubateur, avec son systeme d'agitation et gelagon de température, New Brunswick
Scientific

- Autoclave, SELETA

- Bain-marie agité, Bioblock Scientific

- Etuve bactériologique, Memmert

- pH-metre, Prolabo

- Spectrophotométre AWARENESS TECHNOLOGY INC 3200
- Spectrophotométre, Spectronic 20 Genesys

- Vortex, Jonke et Kunbel

- Balance, Sartorius

- Balance de précision, Kern ALJ 220-4M

- Centrifugeuse, Adogio EBA 12

- Centrifugeuse, Hittich
[1.1.2. Produits chimiques

- NaoHPQ,, Fluka

- KH2PO,, Rectapur

- NaCl, Prolabo

- (NH4)2SOy, Sigma

- MgSQ,.7H,O, Panreac

- FeSQ.7HO, Panreac

- ZnSQ.7H,O, Merck

- CuCh.2H;0, Riedel-deHaen
- MnSQi.H,0, Prolabo

- CaCl, Fluka

-CaCQ Fluka

- HCI, 37.5 % Cheminova
- NaOH, Prolabo

- Urée, Panreac

- Glycérol, Gifrer Barbazat
- Biotine, Sigma
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- Thiamine, Sigma
- Bétaine, Sigma
- Glucose, Prolabo
- Peptone, Sigma

- Extrait de levure, Panreac
- Corn Steep Liquor (C.S.L.), Sigma
11.1.3. Réactifs

- Kit enzymatique pour le dosage du saccharosdubege/ D-fructose, Biopharm, Roche
- Kit enzymatique pour le dosage du glutamate, Baom, Roche

- Kit enzymatique pour le dosage du lactate, Sigma
I1.2. MICRO-ORGANISME UTILISE

Le micro-organisme utilisé Corynebacterium glutamicun2262, chez lequel la
production de glutamate est thermo-inductible, @aféurni par le laboratoire de Génie des

Procédeés biotechnologique, (Institut National Radiinique de Lorraine Nancy - France).
I1.2.1. Caractéristiques de la souch€orynebacterium glutamicum

Les caractéristigues générales de l'espéce bamtér@orynebacterium glutamicum
sont présentées dans le Tableau II.1 (Poak,e1993).
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Tableau I1.1. Caractéristiques générales@erynebacterium glutamicu(®Pons etl., 1993).

Caracteres principaux Substrats utilis§s  Autresotares
- Bactéries a Gram positif. - Glucose + - Uréase +
- Bacille court, droit ou Iégérement incuryéFructose + - Hydrolyse gélatine -
souvent par paire. .
- Saccharose + | - Hydrolyse caséine -
- Dimension: 0,7alumxl1a3pum. ) _ _
- Maltose + - Réduction de nitrate
- Aspect sur gélose: colonies jaune pale a jaune, chal en nitrite +
réguliéres et lisses. - Trehalose + ,
- Esculine -
- Non-sporulant, non-mobile. -Mannose + .
- Hippurate +
- Aérobie facultative. - Rhamnose -
- Auxotrophe pour la biotine. - Galactose -
- Raffinose -

- Production d'acide glutamique.

- Température optimale de croissance o5~ 4rabinose -

37°C. - Lactose -
- pH optimal de croissance: 7,3 a 7,4. - Xylose -
-ADN: C + G =554 57,7 %. - Dextrine -
- Paroi: présence d'acide MeSOglicine -

diaminopimélique et d'arabinogalactane.
- Amidon -

[1.3. MILIEUX DE CULTURES

[1.3.1. Milieu de préculture

La composition du milieu de préculture est basé&elesunilieu deCorynebacterium
Glutamicumenrichi en Citrate (MCGC) (Von der Ostenatt1989). Ce milieu modifié par

Davin etal. (2003) est présenté dans le Tableau 11.2.
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Tableau 11.2. Composition du milieu MCGC modifié en erlenmeyer.

Substances Culture en fiole d'erlenmeyer
Glucose (g} 34
NaHpO, (9. 15
KHoPOy (9.1 3
NaCl (g.1) 1
(NH2);S0; (9.1") 8
MgSO,.7H,O (mg.1%) 400
FeS04.7HO (mg.IY) 40
FeCk (mg.I") 4
ZnSQ,.7H,0 (mg.M) 1
CuCh.2H,0 (mg.I) 0.4
MnSO;.H,0 (mg.IY) 4
(NH,)6M070,4.4H,0 (mg.") 0.2
N&B407.10H,0 (mg.") 0.4
CaCh(mg.r) 84
Biotine (mg.I") 2
Thiamine (mg:f) 20
Bétaine -
Urée (g.1h 4

[1.3.2. Milieu de production

Le milieu MCGC a été completement remplacé par dremde fermentation naturel
contenant I'extrait sucré de pulpe de datte (Judatie) comme milieu de base. Le milieu est
ensuite supplémenté par différentes sources d'geoteait de levure, urée, C.S.L., sulfate

d’ammonium et peptone), de vitamines (biotine &rttine) et des sels minéraux.
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Il faut noter que les dattes utilisées dans cetrgont des dattes demi-molles provenant du

méme lot et sont a faible co(t d’achat.
[1.3.2.1. Préparation de I'extrait du jus de datte

Les dattes sont d'abord lavées puis dénoyautéesu lest rajoutée a raison de deux
litres par kilogramme de pulpes de dattes. Le ng&aest chauffé a 90°C pendant deux
heures. L'extrait de jus obtenu est centrifugé @05pm pendant 10 minutes afin de séparer
les débris cellulosiques. Le surnageant recuestliugilisé essentiellement en tant que source

de carbone apres avoir étre dilué aux proportionsenables.

Apres stérilisation, I'extrait de jus de datte exstichi en sources azotées, en sels et en

vitamines.
11.3.3. Stérilisation

La stérilisation des milieux et des solutions e&tlisée par autoclavage ou par
filtration. L’erlenmeyer est stérilisé a I'autostaavec le milieu de production. La stérilisation
est effectuée a 121°C pendant 20 minutes. Pouerélds réactions de brunissement non
enzymatique, le jus de datte et les solutions sumpphtées (sources d’'azotes et sels minéraux)
sont stérilisés séparément. Les solutions de vitasnsont stérilisées par filtration sur filtres
Minisart (0,2um).

II.4. PROCEDE DE CULTURE

11.4.1. Conservation de la souche

La conservation de la souche a moyen terme essé&éadur milieu a base de glycérol
(glycérol stock). Une culture de la soudderynebacterium glutamicu2l62 est effectuée en
milieu liquide MCGC. Apres croissance des bactéjiesqu'en phase exponentielle, le
glycérol stérile est ajouté a a raison de 20%. wspsnsion bactérienne est ensuite répartie
dans des tubes stériles (1 ml) puis congelée &-20°

[1.4.2. Propagation de la souche

Les cultures stocks sont décongelées au fur etsainmeles besoins, puis utilisées. Le
tube de conservation sert a inoculer le milieu décyture. La préculture est prise a
'ensemencement en phase exponentielle de croesgaddcheures). Puis I'erlenmeyer est

inoculé a raison de 10 % (v/v) de maniere stérile.
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1ml 10 ml

Figure 11.1. Propagation de la souch€dqrynebacterium glutamicu@?62)
1- Tube de conservation a -20°C.
2- Préculture (milieu MCGC) (33°C, 14 heures).

3- Culture en erlenmeyer (milieu de production).
11.4.3. Culture en Erlenmeyer

Apres avoir ajusté le pH a 7,3, le milieu de cdtest réparti a une proportion de 100
ml dans des Erlenmeyers de capacité de 500 ndofisensuite stérilisés a 121°C pendant 20
minutes. Le milieu de culture est inoculé a l'atéepréculture a raison de 10 % v/v, puis
incubé a 33°C sous agitation de 330 rpm dans wibateur New Brunswick Scientific. Cet

incubateur est équipé d'un systéme de contrblerdpérature et d'agitation (Figure 11.2).

Les cultures sont initiées a 33°C afin d'atteiddrphase d'exponentielle de croissance
(d'environ 4h) puis un choc thermique est réali@®dC pour induire la sécrétion de l'acide

glutamique.
I1.4.4. Protocole des fermentations discontinues

Le volume réactionnel est fixé a 100 ml. L'inoculest de 10 %. Les conditions de

culture sont les suivantes :

- pH maintenu a 7, 3.
- Température 33 °C.
- Agitation 330 rpm.

Ce protocole est respecté pendant la premiere étuaieme partie du travail, alors
gue dans la troisieme partie, ces parametres pisigont faire I'objet d’'une optimisation en
utilisant le modele du Box- Behnken.

Les prélevements sont effectués en cours de feati@mt La densité optique est lue
immédiatement et le reste de I'échantillon estrifagé. Les surnageants sont récupérés et

congelés, les différents dosages étant réalisésautement.
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Figure 11.2. Photo représentative de I'incubateur.

[1.5. METHODES D'ANALYSES

[1.5.1. Prélevement et traitement des échantillons

Pour suivre ['évolution des fermentations au codts temps, les parameétres

caractéristiques suivants ont été suivis :

- La croissance (biomasse).
- La consommation des substrats (glucose, frucszseharose).

- La production du métabolite (I'acide glutamiglesside lactique).
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11.5.2. Estimation de la biomasse

La biomasse est évaluée par spectrophotométriecd aBiz Une corrélation entre les
unités de densité optique (D.O.) mesurées etrlaartration en bactéries donnée en gramme
de poids sec est établie pour le spectrophotomaiiisé. Lorsque cela est nécessaire les
échantillons sont dilués de fagcon a obtenir dessitlesn optiques dans la zone linéaire du
spectrophotometre utilisé. Le coefficient de coswmr de (D.O.) en concentration de

biomasse (g/l) est de 0,4.
[1.5.3. Dosage du glutamate

Le glutamate est dosé par un kit enzymatique (Biapi. Le principe de la réaction

colorimétrique est la suivante:

Glutamalieshydrogénase
Glutamate + NAD + KO » o-cétoglutarate + NADH +Ni{

NADH + iodonitrotétrazolium O B'ﬁ%‘grﬁﬁ{ NAD + formazan

L'apparition de formazan est détectée a 492 nmmtedsité de coloration est
proportionnelle a la concentration en glutamatee dourbe étalon dont la gamme s'étend de
0 & 0,07 (g de glutamate permet de déterminer la concentrationglutamate des

échantillons. Au-dela de cet intervalle une dilotest nécessaire.
[1.5.4. Dosage du lactate

Le lactate est dosé par un kit enzymatique (Sigimaprocédé de dosage est basé sur

les réactions enzymatiques suivantes:
Le lactate est transformé en pyruvate et en pexiitdydrogéne par le lactate oxydase :

H,C-CHOH-COOH + 2Ho 0 13518 dase 1\ c.co-cooH + 210,
Lactate pyruvate

En présence de B, la peroxydase catalyse I'oxydation du précursdmomogene
pour produire une coloration bleu ayant son maxinstabsorption a 540 nm.

Ho, obEEYdase Loivg+e

L'augmentation de I'absorption mesurée a 540 nm peeportionnelle a la
concentration en lactate. Une courbe étalon dogatame s'étend de 0 & 0,20 tyde lactate
permet de déterminer la concentration en lactate édantillons. Pour les concentrations

supérieures, une dilution est nécessaire.
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[1.5.5. Dosage du saccharose / D- glucose / D-frose
» Détermination du glucose par inversion

La concentration du glucose est dosée a l'aide kiuenzymatique (Biopharm). Le
procédé de dosage est baseé sur les réactions eimqpyesasuivantes:

Hexokinase
D-Glucose + ATP » G-6-P + ADP

La phosphorylation du glucose par 'ATP a un pH,& 7

G-6-P dgdiogénase
G-6-P + NADR + D- gluconate-6-Phosphate + NADPH"

La formation du NADPH mesurée a 365 nm est propontlle a la concentration de glucose
dans I'échantillon.

» Détermination du fructose par inversion
La concentration du fructose est dosée a l'aida Kiti enzymatique (Biopharm). Le

procédé de dosage est basé sur les réactions eipy@sasuivantes:

Hexokinase

D-Fructose + ATR F-6-P + ADP

v

Phoepilucose isomérase
F-6-P » G-6-P

Donc on revient a I'équation:

G-6-P + NADP > Gluconate-6-Phosphate + NADRHH"
La formation du NADPH mesurée a 340 nm est proponille a la concentration du fructose
dans I'’échantillon.
* Inversion enzymatique

Dans un pH = 4,6, le saccharose est hydrolysé 'garyme p-fructosidase (invertase)
pour donner D-glucose et D-Fructose. La concentratiu saccharose est calculée par la

différence de la concentration du glucose avaapegs I'inversion enzymatique.
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[1.6. EXPLOITATION DES DONNEES EXPERIMENTALES
[1.6.1. Calcul des parameétres cinétiques en réacteudiscontinu
V : Volume du milieu (1)

X : Concentration en biomasse (9.1

S : Concentration en substrat (glucose, fructaegtarose) (g
P : Concentration en produit (I'acide glutamique)™

[1.6.1.1. Vitesses de réaction

A partir des cinétiques de croissance, de consommmees substrats et de formation
de produits, il est possible de calculer les dififdes vitesses a chaque instant (t) en

déterminant la dérivée de la variable considéréegmport au temps.

. dX .__ds . _dpP

ry =— r — r, =—

X dt S dt "ot
[1.6.1.2. Vitesses spécifiques
La vitesse spécifique instantanée de chaque var{@hlS, P) est définie par le rapport entre
la dérivée de la variable considérée par rappoteayps et la valeur de la biomasse X a cet

instant.

Les bilans matieres de la biomasse X, du substeatd8 produit P, donnent :

M X as X dp X
Avec :

r, :vitesse de croissance (ti")
I, :vitesse de consommation du substrat'td’)

r, :vitesse de production d’un produit (&l
u : vitesse spécifique de croissancé)(h

0 : vitesse spécifique de consommation du substratifg)g

0. :vitesse spécifique de production d'un produit'tgy
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[1.6.1.3. Productivité volumétrique:

La productivité volumétrique est la quantité dedwid par unité de temps et de

volume du fermenteur

Avec :

t : Durée de la fermentation (h)
o : Productivité volumétrique (g-h™)
11.6.1.4. Evaluation de la vitesse spécifique maxiate de croissance

La vitesse spécifiqgue maximale de croissancg,) est déterminée graphiquement a
partir de la pente pendant la phase de croissaxjgenentielle (c'est la période pendant

laquelle (1) est maximale et constante) en tra¢an¥ /X, )en fonction du temps.

[1.7. MODELES UTILISES

11.7.1. Le modéle de Plackett-Burman

Le modele de Plackett-Burman (Plackett et Burma@y6) a été utilisé dans la
premiere partie de I'étude. Ce modele ne permet’'gagle des interactions présentes entre
les différents constituants du milieu, mais il petrane recherche des éléments qui influent la
production du glutamate. Dans le cas de notre ifrd@aéléments [variablek=19] ont été
sélectionnés. Chaque variable est représentéeguar veaux; (+1) pour la concentration
maximale et (-1) pour la concentration minimalen @ppliquant le modele et a partir de ces
19 éléments on obtient une matrice composée darfes. Le nombre des signes positifs et
négatifs par expérience e#t+1)/2 et K-1)/2, respectivement. Chaque colonne doit contenir
un nombre égal de signes positifs et négatifs. Qague, chaque rangée représente une
expérience et chaque colonne représente une \aiiadidpendante. Le Table@du3 montre

les différents éléments nutritionnels utilisés anee leurs concentrations.

Le modéle de Plackett-Burman est basé sur un mal@epgemier ordre dont I'équation est la

suivante:

Y =pot+2 fi X 1)
OuY est la réponse (production du glutamafg)est la constanté; le coefficient linéaire et

Xi le niveau de la variable indépendante.
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TableauIl.3. Les éléments nutritionnels utilisés dans le model®lackett-Burman ainsi que
leurs concentrations

Variables Codede variable Concentration Concentration

minimale (-1) maximale (+1)

Jus de datte (g) X1 10 25
(NH4)2S04 (9.1) X 5 15
Urée (g.1" X3 4 12
Peptone (g} X4 5 15
Corn steep liquor (g} Xs 5 20
Extrait de levure (g7) Xs 5 20
Biotine (mg.I") X7 0.5 5

Thiamine (mg:f) Xs 10 30
Bétaine (g.f) Xo 0.5 5

NagHP Oy (g.1™) X10 1 10
KHoPOy (g.I") X11 0.5 5

MgSOx (g.17) X12 0.2 0.6
FeSQ (mg.IY) X3 2.5 15
ZnSQ; (mg.M) X14 0.5 2.5
CuCh (mg.M) X1s5 0.1 0.7
MnSO; (mg.I) X16 2.5 10
NaCl (g.I") X17 0.5 2.5
CaCb (mg.r) Xig 20 100
CaCQ(g.I") X1 5 20
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[1.7.2. Le modele de Box-Behnken

Le modele Box-Behnken (Box et Behnken, 1960uestclasse des modeles rotatoires
ou presque rotatoires du second ordre. Il est baséles modeles factoriels incomplets de
trois niveaux. Le nombre des expérienddy riécessaire pour le développement du modéle
Box-Behnken est défini commid= 2k (k-1) + Co, (ouk est le nombre des facteursGgtest le
nombre des points centrales). Le Box-Behnken esbam modéle pour la méthodologie
nommeée «response surface », il permet: (i) hestion des paramétres du modele
qguadratique (ii) la détection des lacunes d’ajust@ndu modeéle (iii) I'utilisation des blocs
(Ferreira etal.,, 2007). Cette approche a été largement utilisées das processus
d’optimisation des conditions de fermentation. Iet& aussi utilisé pour la production des
enzymes (Adinarayana et Ellaiah, 2002; Parklgt2002; Puri efal., 2002), la production
d’autres métabolites (Hujanenadt, 2001; Sadhukan ai., 1999; Sunitha edl., 1998; Zhang
etal., 1996), la production de spores (Yuaét 1997) et la production de biomasse (Lhomme
et Roux, 1991).

Apres l'identification des composantes qui affattie production d’acide glutamique,
le modele de Box-Behnken a été appliqué afin dhoiser les principales variables, qui ont

été sélectionnées par le modele de Plackett-Burman.

Apres avoir optimiser les parametres nutritionnelss parametres physiques
(agitation, pH et taux d’inoculum) ont été égaletrmrtimisés par le modéle de Box-Behnken
dans une troisieme étape. Ces trois facteurs spnésentés en trois niveaux codés par -1, 0,
et +1 pour la concentration minimale, moyenne etimale respectivement. Le TableHw
représente les facteurs utilisés ainsi que lewsanix. Afin de prédire le point optimal, une
fonction polynomiale de second ordre a été élabd&e permet d’étudier la relation entre les
variables indépendantes et la réponse (la produdtiacide glutamique). La forme générale

de I'’équation polynomiale du second ordre est igasiie :

Yi = fo+ X BXi + T AiXC+ T A%

Y; est la réponsg est la constante du modélg, X sont les variables indépendantes,
pi est le coefficient linéairef; est le coefficient d’interaction ef; est le coefficient

quadratique. L’'analyse de régression des donnééte aéalisée par le logiciel JMP 6

Discovery.
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Tableaull.4. Les niveaux choisis pour I'optimisation des factephysiques

Variables (g.f) Code des variables -1 0 +1
Agitation X1 260 330 400
pH X2 6.3 7.3 8.3
Taux d’inoculum X3 5 10 15
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CHAPITRE lll : Résultats et Discussion

[lI.1. Evaluation de l'effet des différents facteurs nutritionnels sur la production de
glutamate par Corynebacterium glutamicum 2262 en utilisant le modele statistique
Plackett-Burman

Cette partie consiste a l'utilisation du modeldistigiue Plackett-Burman afin d’étudier
les besoins nutritionnels d&orynebacterium glutamicu@62. Elle a pour but de décrire les
effets de la source carbonée, des sources azoEesels minéraux et des vitamines sur la
croissance et la production d'acide glutamique.e@Géant, ce modele ne permet pas I'étude
des interactions présentes entre les différentsaiés. Les objectifs fixés sont :

- Explorer le potentiel de jus de datte en tant soce de carbone pour la production

d'acide glutamique.

- Enrichir le milieu de jus de datte par différensmurces azotées.
- Déterminer si une supplémentation en sels etftamines est nécessaire a la croissance

et a la production d'acide glutamique.
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I1.1.1. Evaluation des facteurs nutritionnels quiaffectent la production du glutamate

Le modéle Plackett-Burman a été appliqué afin deerdéner I'importance des
différents facteurs. A partir des travaux antésewte Mouffok. (2007), 19 facteurs
nutritionnels ont été choisis dans ce processuystidiesation ou chaque facteur est représenté
par deux nivaux. On appliquant le modéle sur cefaturs, on obtient une matrice de 20
experiences représentée dans le TallHalu Ces expériences ont été réalisées en discentinu
et pour chaque expérience la concentration en agtidamique correspondante est calculée
(Tableaulll.1.). En effet, les données du TableHl11 montrent une grande variation, la
concentration du glutamate varie de 1 & 23,90"gCette variation montre la nécessité de
I'optimisation du milieu afin d’atteindre une praxdion plus élevée. Suite a I'analyse des
résultats obtenus en utilisant le logiciel de JMPBigcovery, l'intervalle de confiance ainsi
que l'effet des difféerents facteusur la production d’acide glutamique ont été calsuét
présentés dans le Tablel2. et FigurdIl.1.

Il faut noter que I'analyse des résultats est baséées points suivants :

» Lorsque l'intervalle de confiance d’un facteur e95% et son effet est positif;
le facteur mérite une optimisation, sinon il setdisé a une concentration
maximale.

» Lorsque l'intervalle de confiance est > 95% et sffet est négatif; le facteur
mérite une optimisation, sinon il sera utilisé & woncentration minimale.

» Lorsque l'intervalle de confiance est < 95% et sffiet est positif; le facteur
sera utilisé a une concentration maximale.

» Lorsque l'intervalle de confiance est < 95% et sffiet est négatif; le facteur

sera éliminé des prochaines expériences.

Il ressort de ces résultats que lintervalle defiemte est inférieur a 95% pour les
éléments suivantgNH,4).SO,, C.S.L., biotine, thiamine, Ca{INaHPO,, KH,PO,, MgSQ,,
FeSQ, ZnSQ, CuCh, NaCl, CaCQ. Ces éléments sont considérés comme des élénmants n
significatifs. Le reste des éléments, jus de daitée, peptone, extrait de levure, bétaine et
MnSQ, possédent un intervalle de confiance supérieli%a. 9Is sont considérés comme des

éléments significatifs.
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Parmi les facteurs qui ont un effet significatifjrée, I'extrait de levure, le jus de
datte, la bétaine et la peptone sont considérésnenles éléments les plus significatifs et qui
affectent le plus la production du glutamate avecintervalle de confiance de 99,99%,
99,97%, 99,95%, 99,55% et 98,34% respectivemenbrit été pris en considération dans le
prochain processus d’optimisation. Cependant, iéixtle levure n’a pas été retenu due a son

cout élevé.

KH,PO,, C.S.L. CaCJ, biotine, (NH).SO, et MgSQ ont un effet positif sur la
production d’acide glutamique avec un intervallecdafiance de 78.41, 73.52%, 64.69%,
22.46%, 17.44% et 0.16% respectivement. Pour t@las concentrations maximales ont été
utilisées pour les prochaines expériences d'opétias. En effet, Joji edl. (1965) ont montré
gue Corynebacterium glutamicurast trés sensible a la biotine et peut présenteefigt
inhibiteur de la production d'acide glutamique.

MnSQ,, CaCQ possedent un effet négatif sur la production dadlutamique avec
un intervalle de confiance de 97.42% et 94.62% eedement. Leurs concentrations
minimales ont été utilisées pour les prochaineséeapces d’optimisation. En effet le
carbonate de calcium doit étre ajouté dans le milie culture au début de la fermentation
afin de maintenir un pH optimal (Kinoshita, 197Rjmportance du carbonate de calcium a
été aussi étudiée par Wangakt(1991) qui ont montré que I'ajout de quantitésimes de
carbonate de calcium est nécessaire méme pouuleses en fermenteurs dont le pH est
contrélé automatiquement par I'ajout de 'ammonidhpermet de réduire le temps de la
phase de latence de fermentation. L'importancelesnéme pour M® qui est utilisé comme
cofacteur pour certaines enzymes du métabolism@asgnebacterium glutamicurfbebay,
1997; Georgen &tl., 1997).

NaHPO,, FeSQ, ZnSQ, CuCt et le NaCl et La thiamine ont un effet négatif kur
production d’acide glutamique et leur intervalleabmfiance est inférieur a 95%. Ils n’ont pas

été choisis pour le reste des expériences.
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CHAPITRE 1lI

Tableau III.1. Le modele expérimental du Plackett-Burman évalulast facteurs qui
influencent la production d’acide glutamique garynebacterium glutamicu262

Glutamate

X3 X4 X5 XG X7 XS X9 XlO Xll X12 X13 X14 X15 X16 X17 X18 x19

Xz

Exp X;

(9.1)

3.15

0.8

9.26
5.35

23.90

-1

7.68
6.58
3.9

1.06

3.31
8.28
2.04
7.85
6.71
o

1.34

10

12
13
14
15
16

4 -1 -1 -1 -1 -1 -1-41

2.84
2.14
7.5

6.81

20

Exp : Expérience.

X1-X19':

les facteurs nutritionnels étudiés.
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Tableau III.2. Analyse de régression des résultats obtenus ta pdar modele Plackett-

Burman
Variables Coefficient Erreur standardPropabilité Intervalle de
P confiance (%)

Jus de datte 1.728125 0.4320774 0.0005 99.95
(NH4)2SO, 0.09486364 0.4302882 0.8256 17.44
Urée 3.297875 0.4320774 0.0001 99.99
Peptone 1.09504545 0.4302882 0.0166 98.34
Corn steep liquor 0.48613636 0.4302882 0.2648 73.52
Extrait de levure 1.77295455 0.4302882 0.0003 99.97
Biotine 0.12286364 0.4302882 0.7754 22.46
Thiamine -0.592875 0.4320774 0.1782 82.18
CaCb 0.404875 0.4320774 0.3531 64.69
Bétaine 1.33386364 0.4302882 0.0045 99.55
NapgHP Oy -0.282875 0.4320774 0.5145 48.55
KH2POy 0.54113636 0.4302882 0.2159 78.41
MgSO, 0.000875 0.4320774 0.9984 0.16
FeSQ -0.361875 0.4320774 0.4057 59.43
ZnSQy -0.3200455 0.4302882 0.4596 54.04
CuClh, -0.7389545 0.4302882 0.0953 90.47
MnSO, -1.0111364 0.4302882 0.0258 97.42
NaCl -0.2839545 0.4302882 0.5112 48.88
CaCQ -0.8630455 0.4302882 0.0538 94.62
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Coefficients

.
=
in

'
=

’b{;l Fars
o
P

5,

Figure II1.1. Effet des différents facteurs nutritionnels suptaduction du glutamate (g)l
par Corynebacterium glutamicu2f62

111.1.1.2. Etude de l'effet des différents parameétes nutritionnels sur la croissance et la

production d'acide glutamique
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s

L’étude cinétique des difféerentes expériences a également suivie. Vingt
expeériences ont été réalisées en cultures discmdinTous les essais ont été effectués dans
les mémes conditions opératoires: pH 7,3 réguldéaut de la fermentation par le NaOH;
température 33°C; agitation 330 rpm; inoculum 1@4%). L'inoculation des erlenmeyers a
éte faite a partir d'une préculture préparée emereyer de 500 ml et agée de 14 heures de
culture, le temps nécessaire pour atteindre lagobmgonentielle. Le choc thermique (39°C) a
été réalisé aprés 4 heures de culture pendantkegxponentielle.

Plusieurs parametres cinétiques ont été calcuissrédsultats obtenus sont résumés
dans le Tablealll.3.

Tableau II1.3. Parametres cinétiques deorynebacterium glutamicurd262 des vingt
expériences du modele Plackett-Burman en cultwweodiinue. (X) : biomasse, le glutamate,
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(umay) vitesse spécifique maximale de croissan€g) ( vitesse specifique de production du
substrat, §) : productivité volumétriqgue de production d'acgletamique

Expérience X max pmax Glutamate )
(. (b max (g.It.nh o
(9.

1 16,6 0,30 3,15 0,95 0,01
2 9,36 0,18 10,80 3,25 0,04
3 23,36 0,15 9,26 2,80 0,02
4 25,12 0,26 5,35 2,65 0,01
5 9,96 0,552 23,90 7,25 0,08
6 35,04 0,64 7,68 2,30 0,02
7 12,72 0,14 6,58 2,00 0,02
8 16,44 0,16 13,97 4,25 0,05
9 23 0,13 1,06 0,55 0,00
10 16 0,17 3,31 2,75 0,02
11 16,56 0,59 8,28 2,50 0,03
12 7 0,20 2,04 0,80 0,01
13 13,76 0,17 7,85 3,15 0,04
14 11,52 0,18 6,71 2,70 0,04
15 15,48 0,13 12,04 3,65 0,02
16 8,64 0,27 1,34 0,40 0,00
17 10,72 0,20 2,84 0,85 0,00
18 15,48 0,07 2,14 0,65 0,00
19 8,24 0,12 7,5 3,75 0,05
20 18,84 0,13 6,81 2,05 0,01

Ces résultats montrent que la concentration magineal acide glutamique et la
productivité volumétrique ont un optimum au nivede I'expérience cing. Les valeurs
optimales sont respectivement 23,90 {pet 7,25 (g:t.h%) (Tableau 111.3. et Figure 111.2.)

Par ailleurs, il ressort de ces résultats quedesance n'est pas liée a la production d'acide
glutamique. En effet, avec une biomasse de 35,04)(a production maximale d'acide
glutamique est de 7,68 (g)let de I'acide lactique est de 3,91 {y.inférieure & celle obtenue
avec une biomasse de 9,96 ty.tont la production maximale d'acide glutamique dss
23,90 (g.1) et de I'acide lactique est d,96 (g.1"). Les résultats des paramétres cinétiques

de I'expérience cinq sont représentés dans la EIfLR.
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—&— DO (570 nm)
—e— Glutamate (g)
Lactate (g:f)
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Figure II1.2. Cinétique deCorynebacterium glutamicu@?62 sur milieu de culture optimisé
par le modele de Plackett-Burman en culture discoat

On remarque que plus la concentration de l'acidgagiique est importante moins

serai la concentration de I'acide lactique.

L’analyse des résultats issus du modele de PlaBkethan a permis de diviser les 19
facteurs en trois types : les éléments retenuglésents éliminés et les éléments a optimiser.

Ces trois types sont représentés dans le Tabledu
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Tableau II1.4. Tableau représentatif de I'analyse des résultaenols suite a I'application du
modele Plackett-Burman

Les éléments retenus

Concentration Concentration Les éléments eliminés Les éléments a optimiser
maximale Minimale
C.S.L. MnSO, Extrait de levure Jus de datte
(NH4)2SOy CaCQ NaHPO, Urée
KH,PO, FeSQ Peptone
biotine ZnSQ, Bétaine
CaCb CuCh
MgSOy NacCl
Thiamine
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[11.2. Mise au point et optimisation d'un milieu de culture a base de jus de dattes par le

modéle de Box-Behnken

Le modele de Plackett-Burman utilisé a révélé lescpaux facteurs nutritionnels qui
ont un effet positif sur la production d'acide glotique. Pour cela, nous avons essayé dans
cette deuxieme partie de ce travail d’appliquerdauxieme modeéle statistique appelé le
modele de Box-Behnken sur ces principaux facteutstionnels obtenus. Les objectifs fixés

sont :
-Etude des interactions possibles entre les diftériacteurs.
-Estimer l'effet quadratique.

-Déterminer les concentrations optimales des difféy facteurs.
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[11.2.1. Optimisation des conditions de culture parle modele de Box-Behnken

Le modele de Box-Behnken est un moyen importantr gaudétermination des
interactions présentes entre les différents fastewminsi que la détermination de leurs
concentrations optimales. Basé sur les résultatesnab a partir du modele de Plackett-
Burman, les éléments qui possedent un effet sagifisur la production d’acide glutamique
et qui présentent un intervalle de confiance ingrtrtel que le jus de datte, I'urée, la peptone
et la bétaine ont été sélectionnés pour une ogtiois en utilisant le modéle de Box-
Behnken. Ces éléments sont représentés par tromaud (-1), (0) et (+1) pour la
concentration minimale, moyenne et maximale resgauent (Tableadll.5). Les autres

éléments qui ont été retenues dans le milieu déugtan sont donnés dans le Tabl&HL6.

On appliquant le modéle sur les quatre facteurspldient une matrice composeée de
27 expériences. Ces expériences ont été réalinddisamntinue. Les résultats ont été analysés
par I'analyse de régression et le Tabl@dwy montre les conditions expérimentales ainsi que

les résultats de la production d’acide glutamigoieioue pour chaque expérience.

L’analyse de régression a éteé réalisée par leikdglMP 6 Discovery. Cette analyse a
permis de confirmer la fiabilité du modéle quadpaé. En effet, La valeur de la probabilRé
a été obtenue afin de déterminer I'effet signiffcdé chaque paramétre. Plus la valeuPde
est petite, plus le coefficient du parametre egtificatif (Murthy etal., 2000). Dans notre cas

la valeur deP du modele est de 0,005 ce qui confirme le borixatio modele.

Les coefficients de régression ainsi que les valderprobabilité correspondant&3 (
sont donnés dans le TableHi18. A partir de ces derniers, on peut conclure quedksx
coefficients linéaires (jus de datte et urée), defficient quadratique (urée x urée) et les
coefficients d’interaction (jus de datte x urée)(gee x peptone) sont significatifs. En effet,
I'équation (1) montre que la concentration du ghage est influencée par les interactions
entre les variables indépendantes du premier ¢jaseale datte), (urée), (jus de datte x urée)

et (urée x peptone) et du second ordre polynomiak(x urée).

Y= 24.253 + 3.13%; + 4,303, — 2,373 + 2.43K; — 0.3XK X1 — 11.92GX, + 0.33K3X3 —
3.36K4 X4 + 5.66X1 X5 — 0.62, X3 + 172X X4 — 6.80X3 + 0.64X,X4 + 1.16X3X, (1)

Y est la réponseXs, Xo, X3 et X4 sont des variables indépendantes.
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La Figurelll.3 a, b représente l'effet de l'urée et du jus @#tedainsi que leurs
interactions réciproques sur la production du ghatie. La concentration maximale du
glutamate se situe dans l'intervalle de 35 & 46" qour le jus de datte et de 15 & 17 {p.|
pour l'urée.

La FigurelIll.4 a, b représente l'effet de l'urée et de la peptainsi que leurs
interactions réciproques sur la production du ghatie. La concentration maximale du
glutamate se situe dans l'intervalle de 14 & 16" guour la peptone et de 15 a 17 {ypour

'urée.

TableauIIl.5. Les niveaux choisis pour I'optimisation des facseoutritionnels

Variables (g.f) Code des variables -1 0 +1
Jus de datte X1 25 35 45
Urée X2 10 14 18
Peptone X3 15 20 25
Bétaine Xa 5 10 15

Tableau II1.6. Les éléments nutritionnels utilisés par le modieBox-Behnken ainsi que
leurs concentrations

Variables Concentration
utilisée

(NH2)2SOy (.1) 15

Corn steep liquor (g} 20
Biotine (mg.1") 5
KH2POy (9.1 5

MgSOx (g.I") 0.6
MnSQ; (mg.I) 2.5
CaCh(mg.r) 100
CaCQ(g.I") 5
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Tableau II1.7. Matrice expérimentale du modele factoriel Box-Beadm représentant I'effet
des différentes concentrations du jus de date,, ppéptone et bétaine sur la production

d’acide glutamique

Expérience Jus de Urée Peptone
datte
1 1 -1 0
2 -1 0 0
3 -1 0 0
4 -1 1 0
5 1 0 -1
6 1 0 0
7 0 0 0
8 -1 0 1
9 1 1 0
10 0 -1 0
11 0 0 0
12 0 -1
13 0 0
14 -1 -1 0
15 0 1
16 1
17 0 0
18 -1 -1
19 0 -1 -1
20 0 1 0
21 0 1 -1
22 0 -1 0
23 0 -1 1
24 0 0 1
25 1 0 1
26 1 0 0
27 0 0 -1

Bétaine

0

O 0O 0O 0O Fr ORFR PR O MLULOOOURER O O

P O A

GlutamateGlutamate
mesuré

6.57
21
19.27
6.57
27
24.64
20.87
21.17
29.55
1.77
21.97
28
9.85
6.24
27
7.7
29.92
20.51
5.11
7.73
31.65
7.33
8.39
12.58
25.18
19.49
18.25

simulé
5.479

18.557
16.476
8.104
314
27.13
24.839
20.21
24971
2.32
24.591
25.295
16.718
10.115
22.28
8.14
25.82
23.02
4.00
9.56
24.294
6.176
14.315
16.462
23.471
18.582
22.719
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TableauIIl.8. Analyse de régression des résultats obtenus & gamnodele Box-Behnken

Eléments Effet Erreur standard-Ratio P
Constante 24.25 2.96 8.18 <0.0001
Jus de datte 3.13 1.48 2.12  0.0558
Urée 4.30 1.48 290 0.0133
Peptone -2.37 1.48 -1.60 0.1352
Bétaine 2.43 1.48 1.65 0.1259
Jus de datte x urée 5.66 2.56 220 0.0477
Jus de datte x peptone -0.62 2.56 -0.24  0.8133
Urée x peptone -6.80 2.56 -2.65 0.0211
Jus de datte x bétaine 1.72 2.56 0.67  0.5157
Urée x bétaine 0.64 2.56 0.25 0.8074
Peptone x bétaine 1.16 2.56 0.45 0.6575
Jus de datte x Jus de datted.33 2.22 -0.15 0.8831
Urée x urée -11.92 2.22 -5.36  0.0002
Peptone x peptone 0.33 2.22 0.15 0.8829
Bétaine x bétaine -3.36 2.22 -1.51  0.1557
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Figure 1I1.3 a,b (a): Graphe tridimensionnel,
glutamate paCorynebacterium glutamicu2262 montrant I'interaction entre l'urée et le jus

de datte
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Concentration du glutamate (gI')
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Figure III.4. a,b (a): Graphe tridimensionnel, (b): Contour plot e production de
glutamate parCorynebacterium glutamicuri262 montrant l'interaction entre l'urée et la
peptone
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CHAPITRE lll : Résultats et Discussion

[11.2.2. Validation du modéle

Les valeurs optimales des différents facteurs tdtobtenues apres la résolution de
I'équation (1) en utilisant le logiciel JMP 6 Dis@ry. Les conditions optimales de la
production d’'acide glutamique estimées par I'équatiu modéle sont les suivantes : jus de
datte 45 (gf), urée 16.80 (g1), peptone 15 (g¥) et bétaine 12 (g%). La concentration
théorique d'acide glutamique simulé sous ces cimditest de 37 (g). Afin de vérifier la
validité du modéle, les conditions théoriques opten ont été appliquées. La concentration
d’acide glutamique obtenue sous ces conditionsdes83.2 (gif). Les résultats obtenus
confirment la validité du modele de Box-Behnkers fhontrent aussi que I'équation du
modele est satisfaisante et fiable. Les conditiomsitionnelles optimales obtenues suite a
I'application du modele Box-Behnken sont représedsins le Tablealll.9.

Tableau II1.9. Le milieu nutritionnel optimal de production d’aeidglutamique par
Corynebacterium glutamicu@62

Variables Concentrations
Jus de datte (¢) 45
Urée (g.1" 16.80
Peptone (g3 15
Bétaine (g.}) 12
(NH)2S0s (g.1) 15
Corn steep liquor (g} 20
Biotine (mg.1") 5
KHPOy (g.I") 5
MgSQOu(g.I") 0.6
MnSQ; (mg.M) 2.5
CaCh(mg.r) 100
CaCQ(g.I") 5
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CHAPITRE lll : Résultats et Discussion

[11.2.3. Cinétique de Corynebacterium glutamicum 2262 sur milieu de culture optimisé
par le modele de Box-Behnken

L’étude cinétique des différentes expériences aég@ement suivie. Vingt sept
fermentations en culture discontinue ont été réafis L'interprétation des résultats obtenus
est réalisée par le calcul des parametres cinétigues résultats sont représentés dans le
Tableaulll.10.

Tableau II1.10. Parameétres cinétiques d@orynebacterium glutamicun2262 des 27
expériences du modéle Box-Behnken en culture disuon (X) : biomasse, le glutamate,

(umay Vitesse spécifiqgue maximale de croissan€g) ( vitesse spécifique de production du
substrat, §) : productivité volumétrique de production d'acgletamique

Expérience X Mmax Glutamate o q
max (hY)  max (g/l.h) (g/g.h)
(gl (g/l)

1 12,12 0,15 6,57 2,00 0,01
2 10,88 0,15 21 7,25 0,11
3 15,96 0,12 19,27 9,65 0,09
4 9,68 0,17 6,57 3,30 0,04
5 9,72 0,13 27 8,20 0,10
6 11,64 0,17 24,64 7,50 0,08
7 8,56 0,15 20,87 6,30 0,07
8 10,96 0,16 21,17 6,40 0,08
9 8,92 0,13 29,55 9,00 0,10
10 16,12 0,13 1,77 2,35 0,02
11 11,68 0,09 21,97 6,65 0,08
12 13,04 0,15 28 8,50 0,11
13 12,32 0,11 9,85 4,95 0,05
14 11,16 0,14 6,24 3,10 0,02
15 11,2 0,13 27 8,20 0,09
16 10,4 0,12 7,7 3,85 0,04
17 12,32 0,11 29,92 9,05 0,12
18 9,96 0,19 20,51 6,20 0,09
19 12,92 0,13 511 1,55 0,01
20 12,24 0,18 7,73 2,65 0,03
21 10,88 0,12 31,65 9,60 0,12
22 10,32 0,13 7,33 2,20 0,02
23 12 0,14 8,39 2,55 0,02
24 11,68 0,13 12,58 3,80 0,04
25 12,4 0,15 25,18 7,65 0,08
26 10,32 0,13 19,49 5,90 0,06
27 10,12 0,17 18,25 5,50 0,05
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CHAPITRE lll : Résultats et Discussion

Il ressort de ces résultats que la croissance pastliée a la production d'acide
glutamique. En effet, avec une concentration ermbiase de 16,12 (g)l la production
maximale d'acide glutamique est de 7,77 jgimférieure & celle obtenue avec une biomasse
de 10,88 (g:) dont la production maximale d'acide glutamiquiedes31,65 (g1).

On remarque aussi que la concentration maximageigle glutamique 31,65 (@), la
productivité volumétrique d'acide glutamique 9,60 (h™) ainsi que la vitesse de production
de glutamate 0,12 (g'ch') sont supérieures a celles obtenues par le mdelidlekett-

Burman.

Apres l'analyse de ces résultats obtenus suiteagplication du modele de Box-
Behnken, il était nécessaire d'étudier le compaeterdeCorynebacterium glutamicusous
les conditions optimales estimées par I'équatiomadaéle : jus de datte 45 (§)) urée 16.80
(9.1, peptone 15 (g} et bétaine 12 (gY. Les résultats obtenus sont représentés dans la
Figurelll.5.
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Figure ITL.5. Cinétique deCorynebacterium glutamicu262 sur milieu de culture optimisé
par le modele de Box-Behnken en culture discontinue

Afin d'interpréter les résultats, plusieurs paraegftinétiques ont été calculés. Les
principaux parametres sont résumés dans le Tableal.
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Tableau III.11. Paramétres cinétiques deorynebacterium glutamicur@2262 milieu de
culture optimisé par le modele de Box-Behnken dtui discontinue. (X) : biomasse, le
glutamate, (max) vitesse spécifigue maximale de croissancg) (gvitesse specifique de
production du substratd) : productivité volumétrique de production d'acgletamique, (%)

: pourcentage d'utilisation du substrat.

X Glutamate Mmax 0 o Taux de
max max 1 ol pt (g.I".h™Y) | consommation
9.1 (9.1 () | @) du substrat

(%)
10,97 33,20 0,10 0,10 6,90 91,13

Dans ces conditions, les meilleures performancda geoduction glutamique ont été
obtenues, soit 33,20 (g)l Ceci confirme I'efficacité de la méthode statjge appliquée pour
I'optimisation des conditions de culture. Ces régalpourraient étre expliqués par le fait que
lorsque la souche se trouve dans des conditiomsales, elle a plutét tendance a produire de
I'acide glutamique que de former de la biomassi éactate.
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CHAPITRE lll : Résultats et Discussion

[11.3. Mise au point et optimisation des parameétrephysiques

Aprés avoir optimisé le milieu nutritionnel de leoduction d’acide glutamique par
Corynebacterium glutamicurB262 en utilisant les modeles statistiques Pladketman et
Box-Behnken. Nous avons essayeé dans la troisiemtie pi@ ce travail d’appliquer le modele
statistique Box-Behnken afin d’optimiser les prpauix facteurs physiques qui affectent la
production d’acide glutamique. Les objectifs fix@mt :

- Etude des différentes interactions possiblesdaty facteurs physiques.

- Estimer I'effet quadratique.

- Déterminer les valeurs optimales des facteursiggs.
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CHAPITRE lll : Résultats et Discussion

[11.3.1. Optimisation des parametres physiques

Dans le but de favoriser la production d’acide ghiue, une optimisation des
conditions physiques a été réalisée. Le pH, I'tigitaet le taux d’inoculum sont considérées
comme étant les parameétres physiques qui contréidgpius la production du glutamate par
Corynebacterium glutamicurd262. Pour cela, le modele expérimentale de BdxaBen a
été appliqué afin d’analyser les interactions preseentre ces parametres et de déterminer
leurs conditions optimales qui permettent une meitt production de glutamate. Le milieu
nutritionnel utilisé est celui obtenu ultérieuremenite a I'application combiné du modeéle
Plackett-Burman et Box-Behnken. La matrice du medglles résultats des expériences sont
représentés dans le Tabldalul2. Ces résultats ont été analysés en utilisaogleiel JIMP 6

Discovery. Le modéle est représenté par I'équatmrégression (2) :

Y =30.393 + 4.372%; + 0.715X, + 2.6725X3 — 3.641667X1X; — 1.751667X,X, — 5.571667
XXz + 1.025X: X5 + 0.25X: X3+ 0.915X5X3 (2)

Y est la réponses;, X, et X3 sont des variables indépendantes.

Les coefficients de régression et les valeurs dbahilité ) correspondantes sont
représentés dans le Tablddl13. A partir des valeurs de probabilités des dhffés termes
(P), les variables qui ont plus d’effet sur la productid’acide glutamique sont les deux
coefficients linéaires (agitation et taux dinoaulu et le coefficient quadratique (taux
d’inoculunf). Limportance du débit d'air pour la productione dglutamate par
Corynebacterium glutamicu@262 a été étudiée par Tavakkoliakt (2009). lls ont montré
que la variation du débit d’air peut affecter laguction de glutamate. En effet, le contréle du

débit d’air a son optimum est essentiel pour uleyction maximale de glutamate.

Le taux d’'inoculum a montré un effet positif surgeoduction de glutamate. Cela est
en accord avec les résultats obtenus par Peregjo (003) qui ont montré I'importance de
I'inoculum comme facteur de fermentation. Partorétlis (1990), ont montré que I'état
physiologique des microorganismes affecte le taepmduction de glutamate. Ces résultats
ont été confirmés par Tavakkoli at. (2009) ou ils ont obtenu une concentration de 86.6

mg.mi* avec un inoculum de 10 heures et un taux d'inocuder2% (v/v).
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CHAPITRE lll : Résultats et Discussion

Tableau II1.12. Matrice expérimentale du modéle factoriel Box-Bedm représentant I'effet
d’agitation, pH et taux d’'inoculum sur la productid’acide glutamique

Expérience Agitation pH Taux Glutamate Glutamate
d’inoculum mesuré simulé
1 0 1 1 29.44 27.37
2 -1 0 1 19.88 19.23
3 0 -1 1 23.43 2411
4 -1 -1 0 20.97 20.93
5 1 1 0 31.08 31.11
6 -1 0 -1 16.42 14.38
7 -1 1 0 17.6 20.31
8 0 1 -1 20.88 20.19
9 0 -1 -1 18.53 20.59
10 0 0 0 29.17 30.39
11 1 -1 0 30.35 27.63
12 0 0 0 28.81 30.39
13 1 0 -1 21.98 22.63
14 1 0 1 26.44 28.47
15 0 0 0 33.2 30.39
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TableauIIl.13. Coefficients de régression du modéle quadratigleues significations

Eléments Effet Erreur standard Ratio P
Constante 30.393 1.737062 17.50 <0.0001
Agitation 4.3725 1.063729 411  0.0093
Ph 0..715 1.063729 0.67 0.5313
Taux d’inoculum 2.6725 1.063729 251 0.0537
Agitation x pH 1.025 1.50434 0.68  0.5259
Agitation x taux d’'inoculum 0.25 1.50434 0.17 87
pH x taux d’'inoculum 0.915 1.50434 0.61 0.5696
Agitation x agitation -3.641667 1.565767 -2.33 006
pH x pH -1.751667 1.565767 -1.12 0.3141
Taux d'inoculum x taux d'inoculum-5.571667 1.565767 -3.56 0.0162

111.3.2. Validation du modele

La validation du modéle a été réalisée par I'appiocn des conditions théoriques

optimales suivantes : un taux d’'inoculum de 11.5%)(sous un pH de 7.78 et une agitation

de 377 rpm. Sous ces conditions, la concentratiéorique en glutamate est de 32.44%g.|

alors que la concentration expérimentale en glutanest de 39.16 (d). Ces résultats

confirment la validité du modele. En effet, la walexpérimentale est proche de la valeur

théorique.
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CHAPITRE lll : Résultats et Discussion

[11.3.3. Cinétique deCorynebacterium glutamicum 2262 sur milieu de culture optimisé
par le modele de Box-Behnken

L’étude cinétigue des difféerentes expériences dudéieo a été également suivie.
Quinze fermentations en culture discontinue ontréédisées. Les cultures ont été réalisées
sous les conditions nutritionnelles obtenues saitéoptimisation par le modele du Box-
Behnken. Les parametres physiques font I'objet detec nouvelle optimisation.
L’interprétation des résultats obtenus est réalgrde calcul des parametres cinétiques. Les

résultats sont représentés dans le Tadlg&4.

Tableau II1.14. Parametres cinétiques d@orynebacterium glutamicun2262 des 27
expériences du modele Box-Behnken en cultures wlisees. (X) : biomasse, le glutamate,
(umax) vitesse speécifiqgue maximale de croissancg), (gitesse spécifique de production du
substrat, §) : productivité volumétrique de production d'acgletamique

Expérience X Hmax Glutamate o %
max (b7 max @I (g.g-h?h
(9. 9.
1 13,2 0,09 29,44 6,15 0,06
2 12,88 0,12 19,88 4,15 0,04
3 13,36 0,08 23,43 4,90 0,04
4 10,84 0,10 20,97 4,35 0,04
5 13,2 0,08 31,08 6,45 0,05
6 8,72 0,12 16,42 3,40 0,04
7 10,4 0,08 17,6 3,65 0,04
8 10,68 0,08 20,88 5,80 0,05
9 9,68 0,15 18,53 7,40 0,09
10 11,2 0,12 29,17 8,10 0,07
11 12,08 0,12 30,35 6,30 0,05
12 10,96 0,09 28,81 6,00 0,06
13 10,48 0,11 21,98 4,55 0,04
14 12,28 0,11 26,44 7,35 0,06
15 11,32 0,10 33,2 6,90 0,06

74



CHAPITRE lll : Résultats et Discussion

Apres l'analyse des résultats obtenus suite aliGapion du modele de Box-Behnken,
il était nécessaire d'étudier le comportement @erynebacterium glutamicursous les
conditions optimales estimées par I'équation du é@®dun taux d’inoculum de 11.5% (v/v),

un pH de 7.78 et une agitation de 377 rpm. Lesltaésuobtenus sont représentés dans la
Figurelll.6
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Figure II1.6. Cinétique deCorynebacterium glutamicu@?62 sous les conditions de cultures
physiques optimisées par le modéle de Box-Behnkerukure discontinue

Afin d'interpréter les résultats, plusieurs parasgfiinétiques ont été calculés. Les
principaux parametres sont resumés dans le Tableah.
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Tableau III.15. Parametres cinétiques d&orynebacterium glutamicurd262 milieu de
culture optimisé par le modele de Box-Behnken dtui discontinue. X) : biomasse, le

glutamate, jmax) vitesse spécifique maximale de croissan€h) ( vitesse spécifique de
production du substratd) : productivité volumétrique de production d'acgletamique, (%)
: pourcentage d'utilisation du substrat

X Glutamate Mmax q o Taux de
max max (h1) (. g-l?h-l) (g.I".h™) | consommation
(9. (9. du substrat
(%)
10,36 39,16 0,14 0,07 6,91 91,34

Dans ces conditions, les meilleures performancda geoduction glutamique ont été
obtenues, soit 39,16 (g)l Ceci confirme I'efficacité de la méthode statjge appliquée pour
I'optimisation des conditions de culture. On rem@qgque la concentration d’acide
glutamique 39,16 (g%, la productivité 6,91 (g1h™) et le taux de consommation du substrat
(91,34%) sont supérieures a celles obtenues sligptamisation des parametres nutritionnels
par le modele de Box-Behnken. Alors que la conediotn maximale en acide lactique

obtenue 29,15 (g) est inférieure & celle obtenue par optimisatiotitionnelle 32,42 (g1).

Il ressort de tous ces résultats que les technispagistiques appliqués pour I'optimisation de
la production d’acide glutamique p&orynebacterium glutamicun2262 ont permis de
révéler I'effet des éléments nutritionnels surrdaduction d’acide glutamique en appliquant le
modéle statistique Plackett-Burman. Ensuite I'oation des facteurs nutritionnels et
physiques par le modéle de Box-Behnken a permigtenter la production en acide
glutamique (39,16 g).
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Conclusion générale et perspectives

L'objectif principal de ce travail était la mise paint et I'optimisation d'un milieu de
culture a base de jus de datte pour la productiacid glutamique paCorynebacterium

glutamicum2262 en culture discontinue par des techniquestitates

Nous avons résumé les principaux résultats obteamsteprenant les différentes parties
développées au cours de notre travail. Finalemamis terminerons par des perspectives

envisageables a ce travalil.

J e

La premiere partie du travail a essentiellemenbésee sur I'évaluation de l'effet des
différents éléments nutritionnels sur la productibacide glutamique paCorynebacterium
glutamicum2262 en utilisant le modele statistique PlackeftrBan. Nous avons montré que
les facteurs qui exécrent le plus d’effet sur ladpiction d’acide glutamique sont les suivants :
Urée, le jus de datte, bétaine et la peptone.olfs sonsidérés comme les éléments les plus
significatifs avec un intervalle de confiance de, 9990, 99,95%, 99,55% et 98,34%

respectivement.

La deuxieme partie de ce travail consiste a l'ofg@tion de la concentration des
éléments issus du modele Plackett-Burman en utilis|amodele statistique Box-Behnken.
Les résultats obtenus ont permis de déterminecdasentrations optimales respectives: 45;
16,86; 15 et 12,04 (¢') du jus de datte, urée, peptone et bétaine. Sesicanditions la
concentration expérimentale de glutamate obtestiele 33,20 (g¥), ce qui proche de la
concentration simulée par I'équation du modéle §T*). Ceci, confirme la validité du

modeéle.

La troisieme partie de ce travail est consacréptithisation des facteurs physiques
(agitation, pH et taux d’inoculum) qui influent sla production de glutamate par le
Corynebacterium glutamicurg262 en utilisant le modele statistique Box-Behnkkes
résultats obtenus ont permis d’avoir une conceatraxpérimentale en glutamate de 39,16
(g.I'") aprés I'application de valeurs optimales suivant@ux d'inoculum (11,5% v/v), pH
(7,78) et agitation (377 rpm). L'application destmoéles statistiques a permis d'améliorer les
performances de la production de glutamate (39,18) gpar rapport aux techniques

conventionnelles (11.90 &)l

Finalement, I'objectif du travail est atteint. Néains, le sujet est loin d'étre épuisé. En
effet, a la suite de ce travail, de nombreusesppetives peuvent étre envisagées. Les

principales perspectives sont les suivantes:
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- L’étude de I'effet de variation du débit d’air darproduction d’acide glutamique.

- L’étude de l'effet de I'dge d’inoculum sur la pradion d’acide glutamique.

- Utiliser le mode de culture semi-continue pour @vie probléme d'inhibition par
exces de substrat et le mode de culture continue [@oproduction continue du

glutamate.
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Résume
L’objectif de ce travail était la mise au pointl'eptimisation d'un milieu de culture a
base de jus de datte pour la production d'acidemgligue parCorynebacterium glutamicum

2262 en culture discontinue par deux modeles Stptes (Plackett-Burman et Box-
Behnken)

Dans une premiere partie, des cultures en disamntiont été réalisées afin de
déterminer I'effet des différents éléments nutntiels sur la production d’acide glutamique
par Corynebacterium glutamicu262 en utilisant le modéle statistique PlackettriBan. Il a
été montré que l'urée (99,99%), le jus de datte9®®), bétaine (99,55%) et la peptone

(98,34%) sont considérés comme les éléments lessguificatifs.

Dans une seconde partie, I'optimisation de la coimadon des éléments issus du
modéle Plackett-Burman a été réalisée en utilisamhodéle statistique Box-Behnken. Les
concentrations optimales du jus de datte (4%)glurée (16,86 g1), la peptone (15 @) et
la bétaine (12,04 ¢') ont été déterminées. Sous ces conditions la ocomten

expérimentale de glutamate obtenue est de 33,29.(g

Dans une derniére partie, les facteurs physiqugafi@n, pH et taux d'inoculum) ont
été optimisés en utilisant également le modélésttpie Box-Behnken. Il a été montré que la
technique a permis d’améliorer la production deaghate (39,16 gY).

Mots clés: Optimisation,Corynebacterium glutamicunModele expérimental statistique,
Jus de datte, acide glutamique
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Abstract

The objective of this work was the development aptimization of culture medium
date juice as carbon source for the production lotagiic acid by Corynebacterium
glutamicum 2262 in batch culture using statistical designtadiett-Burman and Box-
Behnken).

In the first part, batch cultures were conducteddétermine the effect of different
nutrients on the production of glutamic acid ®grynebacterium glutamicu@62 using the
experimental design Plackett-Burman. It was shohwat turea (99.99%), the date juice
(99.95%), betain (99.55%) and peptone (98.34%) camesidered as the most significant

elements.

In a second part, an optimization of the conceianadf elements from the Plackett-
Burman design was carried out using the experinhatgsign Box-Behnken. The optimal
concentrations of date juice (45Ylurea (16.86 df), peptone (15 &) and betain (12.04 Q)
were determined. Under these experimental condititee concentration of glutamate
obtained was 33.20 (.

In a final section, physical factors (agitation, pHd inoculum size) were optimized
using the Box-Behnken experimental design. It whews that these techniques have

improved the production of glutamate to (39.18)gl

Keywords: Optimization, Corynebacterium glutamicunExperimental design, date juice,
glutamic acid.



