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RESUME. 

Dans les conditions de culture adoptées, la concentration optimale de méthanol pour 
la croissance de la levure Hansenula polymorpha est comprise entre 0,7 à 0,9 % (~IV). 

A ces concentrations le taux de division cellulaire en cours de phase exponentielle 
est en moyenne égal à 0,23 H-l. En ce qui concerne les rendements en biomasse obtenus, 
on constate que ceux ci sont d’autant plus faibles que la concentration en méthenol 
est élevée. 

La possibilité d’utiliser les composés ne possédant qu’un seul atôme de 
carbone comme unique source d’énergie, a été constatée pour la première 
fois chez certains microorganismes en 1906. Il a fallu attendre une cinquan- 
taine d’années plus tard, pour que paraissent les premiers travaux effectués 
sut la fermentation du méthanol par des batteries. 

Les premières expériences effectuées sur les levures ont été publiées par 
OGATA et coll. en 1969. Actuellement de nombreux chercheurs s’interessent 
à ce domaine (5, 6, 7, 10, 11). De toutes les matières premières susceptibles 

d’être utilisées comme source de carbone pour la production de levure aliment, 
le pétrole et ses dérivés sont celles dont les disponibilités sont les plus grandes. 
Parmi ces substrats pétroliers, le méthanol présente certains avantages par 
rapport aux hydrocarbures (2). Cependant le méthanol présente également 
certains inconvénients, notamment ses effets inhibiteurs à de forte concentra- 
tion et son évaporation en cours de fermentation. 

L’Algérie est un grand producteur de méthanol (Unité de production 
d’Arzew) susceptible d’être employé comme substrat de fermentation. Actuelle- 
ment 99% de la production nationale est exporté. Le Ministère de l’Industrie 

(*) Extrait des Comptes rendus des journées du CERAG (23-30 Mars 1978). 
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en liaison avec les organismes du Ministère de l’Agriculture s’interesse aux 
possibilités d’utilisation locale du méthanol pour la production de proteines 
non conventionnelles. 

Dans ce travail, on se propose l’analyse de la pureté du méthanol 
produit à l’Unité d’Arzew, la détermination de la concentration optimale dans 
le milieu de culture pour la souche de levure Hansenula polymorpha. A 
l’occasion de cette étude nous évaluons les pertes de méthanol en cours de 
fermentation et les rendements en biomasse obtenus dans nos conditions 
expérimentales. 

MATERIEL ET METHODE 

1) Milieu d’entretiera gélosé: la souche Hansenula polymorpha est eme- 
tenue sur gélose inclinée et repiquée une fois par mois. La composition du 
milieu d’entretien est la suivante. 

Comporition du milieu d’entretim en g/l (8). 

Milieu sec de Sabouraud 

(NHg)z HP04 

KCl 

NaHz POd 

MgSOI 

NaHI? 

CaCl* 

KHzPOI 

Mn Cl2 

FeCL 

CBOH 

Eau du robinet 

. 

. 

. . 

. . . 

45 

2 

. 0,023 

0,08 

0,4 

0,42 

0,03 

0,4 

OJO 

0,Ol 

1,26 

Q.S.P. 1 litre 

Le milieu est ajusté à pH 5,5 et stérilisé à 115°C pendant 30 mn. Le 
méthanol stérilisé à part est additionné stérilement aprés le refroidissement 
du milieu. 
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2) Milieu de culture: La composition du milieu de culture que nous 
avons adopté est celle utilisée pour des pseudomonas speci sur méthanol (8). 
Cette composition en g/l est la suivante: 

Méthanol Concentration variable entre 0 et 2 % V/V 

(N&), HP04 

KCl 

Na&POb. 

Mg SO* 

NazHPOq 

CaClz 

KHzl’Oa 

Mn Ch 

Fe Ch . 

Eau robinet Q.S.P. 

5g 
.0,08 

0,08 

0,4 

. 0,42 

0,03 

0,4 

0,Ol 

. 0,Ol 

1 litre 

Le milieu de culture ainsi constitué est ajusté à pH 5.2 à l’aide d’acide 
chlorhydrique (1 N). La stérilisation est effectuée en autoclave à 116” C 
pendant 30 Minutes. 

3) Conditions de culture: Les cultures ont été réalisées en mini-fermenteur 
(New Brunswick scientific) de capacité 1 litre. Le volume de milieu utilisé 
pour chaque fermentation a été de 700 ml avec une agitation maximum. Les 
paramètres de croissance utilisés pour les cultures sont les suivants. 

Température . 37°C 

pH . . 5,2 

Aération . 1 l/minute 

Ces paramètres correspondent à ceux définis par les travaux de LEVINE 
et COONEY sur la souche Hansenula polymorpha en 1973. 

4) Moyens d’études de la croirsance: Le contrôle de la croissance a été 
réalisé par des mesures de densité optique et de rendement pondérai. L’évolu- 
tion de la densité optique est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre (Perkins 
Elmer) à 540 nm par comparaison avec une souche standard. La récolte des 
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cellules se fait par centrifugation à 3500 tr/mn. Le poids sec est effectué 
par séchage à 110” C jusqu’à poids constant. 

Pour des raisons techniques le méthanol est analysé selon deux méthodes. 

- Par chromatographie en phase gazeuse dans les conditions suivantes: 

Cxbowax 400 à 10% sur chromosorb lavé aux acides. 

Détecteur à ionisation de flamme. 

Température de la colonne 90°C. 

Température à l’injecteur 120” C. 

Température du manifold 13O”C, 

Rotamètre sur 40 nm/mn. 

Prise d’essai 0,05 ~11. 

L’utilisation de la chromatographie en phase gazeuse pour l’analyse 
du méthanol est probablement la plus intéressante. Cependant il ne nous 
a pas été possible de nous placrr dans des conditions préconisées par 
plusieurs auteurs (L~INE et COONEY). Nous avons donc adopté une seconde 
méthode fréquemment employée en Oenologie. 

-Dosage par colorimètrie utilisant l’acide chromotropique aprés oxyda- 
tion par le permanganate. Cette deuxiéme méthode à permis d’évaluer les 
pertes en méthanol par évaporation dans les conditions de culture fixées. 

RESULTATS ET DISCUSSIONS. 

1) Analyse du méthunol: L’analyse qualitative du méthanol réalisée en 
chromatographie gazeuse dans les conditions décrites ci-dessus met en évidence 
une grande pureté de ce substrat. Seule l’acétone à l’état de traces est détecté 
tel le montre le chromatogramme. 

2) Pertes en méthaaol par évaporation: Nous avons mesuré l’évapo- 
ration totale au COLI~S des essais à blanc en se plaçant dans les conditions 
normales de culture. Les variations des teneurs en méthanol enregistrées dans 
le temps sont indiquées dans le tableau 1. 

On constate que la perte globale en méthanol au bout de 30 heures est 
de l’ordre de 3,8%. Celle-ci est dûe essentiellement à l’effet conjugué de la 
température (37”C), de l’agitation et de l’aération appliquées au milieu 
de culture. 
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TABLEAU 1 - Les pertes en méthanol par évaporation 

Durée d’incubation 
cn heures 

0 

10 

20 

30 

Teneur en métbanol 
en 811 dans le milieu 

15,5 

15,4 

15,l 

14,9 

3) Croissance de Hansenula polymorpha en présence de différentes comen- 
trations en méthanol. 

Pour chacune des concentrations en méthanol, il a été réalisé deux essais 
de culture. 

Les courbes de croissance enregistrées pour les différentes concentrations 
sont indiquées dans le graphique n. 1. 

TABLEAU 2 - Les différentes concentrations de méthanol utilisées. 

Essais W Métbanol en 9E V/V 

1 02 

II %3 

III 0,5 

IV 04 

V 037 

VI 03 

VII 0,9 

VIII 1,O 

IX 125 

X A0 
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: 
. 
mm. 6 4 

0 

2 

Carbowsx 400 

Injection 0,05 111 

Sensibilité (x41 

1: *cétone 

2: Méthanal 

Point d’injection 

Chromatogramme du méthsnol 

Taux de croissance: Les taux de croissance aux différentes concentrations 
en méthanol sont résumés dans le tableau 3. Il s’agit des taux de croissance 
maximum correspondant à la phase exponontielle de multiplication. 

Nous remarquons d’aprés ce tableau et le graphique précédant que les 
concentrations de ce substrats qui donnent lieu à des taux de croissance maxi- 
mum sont de 0,7 à 0,9% V/V. Pour les concentrations en méthanol allant de 
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Croissance de Hansenula polymorpha 
a differentes concentrations de m6thanol 

s. % CV/Vl 

Graphique PJ.” 1 
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TABLEAU 3 _ Variation du taux de croissance en fonction de la concentration 
en méthanol. 

Essais N” 1 II III IV v  VI VII VIII IX x 

COllCeIitEGiOn 
en méthanol % Vfv’ 0,2 0,3 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,5 2 

P (H-l) 020 0,21 0,22 022 0,23 0,23 0,23 0,23 O,20 0,16 

S 
0,2 à 0,7% V/V. La croissance suit la cinétique de Monod CL=& max 

Le substrat constitue un facteur limitant par défaut pour l’évolution de la 
culture. Alors que les concentrations supérieures à 0,9% (V/V) se traduisent 
par une diminution du taux de croissance et une réduction de la phase expo- 
nentielle. Dans cette zône, ou assiste à un effet inhibiteur du méthanol sur la 
croissance de la levure (graphique n. 2). 

Phase de Zateme: Les différences constatées dans la durée des phases 
de latente, entre les divers essais ne sont probablement liées qu’au procédé 
d’ensemencement appliqué. Nous utilisons directement comme inoculum, une 
suspension de cellules prélevées du milieu d’entretien gélosé et diluées ensuite 
dans l’eau physiologique à 9% de NaCl. Néanmoins, il semble que la durée 
de la phase de latente soit liée à la concentration en méthanol. En effet 
on peut remarquer sur le graphique des courbes de croissance que cette 
durée est d’autant plus longue que la concentration en méthanol est élevée. 
Tout sepasse, comme si la cellule présente un temps d’adaptation à l’utilisation 
du méthanol et dont la durée serait fonction de la concentration. 

TABLEAU 4 Variation des rendements en fonction de la concentration en 
méthanol. 

Concentration cn méthanol % V/!I 0,2 0,3 0,5 0,9 1 12 2 

R”’ en % 28 27 24 23 23 20 18 
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Graphique N.” 2. 

Rendement: Les rendements en biomasse 
Qte de biomasse p. sec obte- 

Qte de sub. consommé 

nus pour chaque concentration ont été les suivants. 

Nous constatons que le rendement maximum est obtenu pour la concen- 
tration la plus faible. On note que les rendements sont inférieurs à la valeur 
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théorique qui est de l’ordre de 50% (4). Ces faibles rendements obtenus 
expérimentalement laissent supposer que les conditions de cultures adoptées 
ne sont sans doute pas les meilleures. 
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