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Introduction

Introduction
L’ antibiothérapie est le moyen de défense majeur contre les infections microbiennes
(Delaunay et al., 2013).

Parmi les fermentations industrielles, la production d’ antibiotiques est I’ un des secteurs
les plus importants. Le criblage de souches productrices d’ antibiotiques naturels a conduit ala

production des antibiotiques dits de premiere génération (Delaunay et al., 2013).

Ces antibiotiques sont des métabolites secondaires qui sont des mol écules généralement
produites par des organismes lors de la phase appelée idiophase par opposition ala phase de

croissance active appel ée trophophase. (Delaunay et al., 2013).

Les champignons sont des producteurs prolifiques de métabolites secondaires. Les
antibiotiques comme les pénicillines et les céphalosporines sont largement prescrites comme
meédicaments et sont classées parmi les ventes les plus importantes des produits
pharmaceutiques (Hawksworth, 1991 ; Whalley, 1994).

La production des métabolites secondaires peut étre réalisée sous trois conditions : il est
nécessaire d'avoir de la biomasse, des précurseurs, ains que des enzymes capables de

transformer ces précurseurs. (Voeker et Altaba, 2001).

Dans cette optique que notre travail sinscrit, tous en éant le souci de I'entreprise
ANTIBIOTICAL. Cédle-ci ne cesse de vérifier la productivité des souches de Penicillium
Chrysogenum, en effet e laboratoire de microbiologie industrielle de I’ entreprise se trouve
confronté au probléme de la baisse de productivité des souches dans le milieu de fermentation
standard.

Notre travail a consisté d'étudier, lors de la production de la pénicilline V par voie
fermentative I’ effet de la source de carbone sur sa productivite.

Deux souches appartenant a la collection du laboratoire, ont été testées sur un milieu
technologique qui contient du lactose comme source de carbone et auss sur trois autres
milieux de fermentation, préparés avec des sources de carbone différentes: glucose

saccharose et amidon.
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|. Présentation du lieu de stage

|.1. Présentation groupe SAIDAL

Le groupe SAIDAL est une société par actions. Sa mission principale est de dével opper,
de produire et de commercialiser des produits pharmaceutiques a usage humain et vétérinaire
(Aouni et Bitouri, 2006). En 1997, I’entreprise SAIDAL a mis en ceuvre un plan de
restructuration qui s est traduit par sa transformation le 02 février 1998 en groupe industriel
SAIDAL, ains le complexe d antibiotiques est devenu ANTIBIOTICAL filiale du groupe
SAIDAL. Cettefilide situéea MEDEA (80 Km au sud d’Alger ) , s éend sur une superficie
de 25 hectares dont plus de 19 hectares couverts, d’ une capacité de production de 60 millions
d’ unités de vente spécialisée dans la production des médicaments antibiotiques et autres,

dotée de toutes les installations nécessaires a leur fabrication. (Aouni et Bitouri, 2006).

I.1. Unitésprincipalesdu complexe ANTIBIOTICAL

Une unité ala pointe de la biotechnologie pour la production des principes actifs.
Une unité des spécialités pharmaceutiques.

Uneimprimerie.

Unité des services généraux et récupération des solvants.

Station de traitement des effluents.

vV V V V V V

Une centrale de maintenance.
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Il. Lesantibiotiques

[1.1.Dé&finition
Les antibiotiques sont des composés chimiques élaborés par des microorganismes
(bactéries ou champignons) ou par synthése chimique qui agissent par inhibition de certain

processus vitaux al’ égard des autres microorganismes (Euzéby, 2004).

L’ activité des antibiotiques se manifeste a de faibles doses sur les microorganismes, et
n’ont pas de toxicité sur I’héte. (M c Dermott et al., 2003).

L es antibiotiques agissent al’ échelon moléculaire au niveau d une ou de plusieurs
étapes métaboliques indispensables alavie de la bactérie.

IIs agissent par toxicité sélective au niveau de la synthese de la paroi bactérienne,
membrane cytoplasmique, synthese des protéines, acides nucléiques ou par inhibition
compeétitive dans ce cas |’ antibiotique est un analogue structural, il interfere avec une fonction
essentielle alabactérie. (Yala et al., 2001).

I1.2.Généralités sur les f-lactamines
Les B-lactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus importante, aussi bien par
le nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en thérapeutique et
en prophylaxie des infections bactériennes. La grande variété des B-lactamines bactéricides,
une bonne diffusion tissulaire, une bonne tolérance et un faible nombre dinteractions
meédicamenteuses expliquent leur popularité et I’importance de leur utilisation, seules ou en

associations, depuis plus de 60 ans. (Cavallo et al., 2004).

La famille des p-lactamines comprend un grand nombre de molécules, toutes
caractérisées par la présence d’un cycle B-lactame (figure 01), indispensable a I’activité

antibiotique (Cavallo et al., 2004).

Elles représentent une analogie structurale avec la terminaison D-alaD-aa du
précurseur du peptidoglycane. (Tipper et Rominger, 1965 ; Neuhaus et Geor gopapadakou,
1992).
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FigureOl : Le noyau B-lactame (Cavallo et al., 2004).

Les B-lactamines se composent de quatre groupes en fonction de leur structure chimique
et leurs activités antibactériennes: les pénames, les cephémes, les pénémes et les
monobactames (voir tableau 1).0On peut aussi ajouter les inhibiteurs des -lactamases tel que
I’acide clavulanique, qui ont une activité antibactérienne trés faible mais qui peuvent étre
utilisés en association avec d’autres antibiotiques de la famille des B-lactamines : Ticarcilline-

acide clavulanique et amoxicilline-acide clavulanique. (Cavallo et al., 2004).
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Tableau | : Classification des p-lactamines. (Brakhage, 1998).

Classe des Structures Antibiotiques Microor ganismes Bactéries
betalactames producteurs
naturels
Penicillium
Pénames H Penicillines chrysogenum Gram Gram
R, ) ., 0H
Yj:( o p.notatum
0 )
" . .
0 oo Aspergillus nidulans
Cephal osporines
. n . Acremonium Streptomyces | Flavobacteriu
1 R
Cephémes : Y ! Cephamycines chrysogenum clavuligerus m sp.
ou 0 Cephabacines
N .
(Ceph-3-em) 0 R Chitinivorines (syn cephalosporin |\ oria Lysobacter
acrimonies) | lactamgenus
COOH actamdurans
Paecilomyces
persinicus
0 k
Clavames k| Acide Streptomyces clavuligerus
ou N Clavulanique
i 0 i R
Oxapéenames
Thienamycines
Carbapénémes | j R Acides olivanique Streptqmyces Erwinia
clavuligerus | carotovora
l H Epithienamycines
N S.olivaceus Seratia sp.
0 § Cool
; Nocardicines Nocardia uniformis
" \O(“]:‘ o Subsp.tsuyamanensis
M onolactames o N ~/\ B
. Agrobacterium
K \'( q, 3 .
° :I:L Monobactames raciobacter
_ Pseudomonas
acidophilia
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I1.3.Généralités sur la pénicilline
I1.3.1. Historique

En 1928, Fleming (1881-1955), professeur de bactériologie & Londres, observa sur une
boite de Pétri, qui contenait une culture de staphylocoques et qui avait éé contaminée
accidentellement par une moisissure, que les colonies de staphylocoques situées a proximité
de lamoisissure avaient été lysées. Il identifia cette moisissure comme étant un Penicillium et
réussit a préparer un « jus de moisissure» qu'’il appelapénicilline.

Ce n'est qu' en 1940 qu’'une équipe de chercheur d’ Oxford, Florey, Chain et Heatley,
réussit a obtenir une pénicilline concentrée, partiellement purifiée et stable. Le premier cas de
septicémie a staphylocoque fut traité en 1941 & Oxford et, en 1943, les armées alliées
commencérent arecevoir des quantités importantes de pénicilline. (Cavallo et al., 2004).

La pénicilline V phenoxyméthylpenicilline est un antibiotique bactéricide de la famille
des betalactamines, du groupe des pénicillines naturelles, du type des phynoxypenicillines.la
phenoxypenicilline est I' acide (2S,5R,6R)-3,3-diméthyl-7-oxo-[ (phénoxyacétyl)amino] -4thia-
1-azabi cycloheptane-2carboxylique,substance élaboré par certaines souches de Penicillium
notatum ou par d’autres organismes apparentés, dans un milieu de culture additionné d’un
précurseur de chaine latérale (acide phenoxyacetique), ou obtenu par autre moyen (acylation
de " acide 6-aminopenicillanique).(Emily et al.,1996).

La pénicilline V ou phenoxyméthylpenicilline est administrable par voie orae.
(Fauchéreet Avril, 2002).

La structure de base des pénicillines consiste en un noyau thiazolidine fusionné a un
noyau B-lactame. (Bgjaoui, 1996).

noyau beta-lactame

fonction smide

(CONH) rioau thiazoliding

radical R (&lément
vatiable en fonction des
différertes pénicillings) acide carboxylique

FCOOH)

Figure 02 : Représentation moléculaire des pénicillines
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Spectred’activité des pénicillines naturelles (V et G)

Hormis la voie d'administration qui est différente (parentéral pour la pénicilline G et

oral pour lapénicilline V), le spectre lui, est identique.

La pénicilline G et la Pénicilline V sont actives sur : les streptocoques (y compris le
pneumocoque), entérocoques, méningocoques, gonocoques, Corynebacterium diphteriae,
Listeria, leptospires, Treponema pallidum, clostridies, fusobactéries.

Elles sont inactives sur: les staphylocoques producteurs de pénicillinases

(bétalactamases), les bacilles a Gram négatif. (Zitouni, 2010).

11.3.2. Biosynthese des pénicillines et céphalosporines

La biosynthése des pénicillines et des céphalosporines ont les deux premiéres étapes en

commun (Brakhage, 1998).

Les pénicillines et les céphalosporines naturelles produites par les microorganismes
eucaryotes ou procaryotes sont synthétisées par les mémes trois acides aminées, 1’acide L-a-
aminoadipique, L-cystéine et L-valine. Chez les champignons, le L-a-AAA est dérivé de la
voie spécifique des aminoadipates qui mene a la formation de la lysine. Il peut étre aussi
obtenu par le catabolisme de la lysine bien que la contribution de cette voie ala synthése de la

pénicilline N’ est pas encore clarifiée (Brakhage, 1998).

Dans la premiere réaction de la voie de biosynthése des pénicillines et des
céphalosporines, il ya condensation des acides aminés précurseurs pour la formation du tri-
peptide 6-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine(ACV).cette réaction est catalysée par une
seule enzymela ACV synthétase (Brakhage, 1998).

Dans la deuxieme éape, il yalatransformation oxydative du tri peptide en une structure
bi cyclique formée d’ un noyau B-lactame et d’ un noyau thiazolidinique qui est caractéristique
aux peénicillines. Le compose résultant, I'Iso pénicilline N (IPN) possede une faible activité
antibiotique, cette réaction est catalysée par I'Iso pénicilline N synthétase. L’ 1so pénicilline N

est le composeé en commun entre les pénicillines et les céphal osporines (Brakhage, 1998).

Dans la troisiémes et la derniére éape de la biosynthése de la pénicilling, la chaine

latérale hydrophile du L-a-AAA de I’IPN est échangée par un groupement acyle hydrophobe
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catalyseée par I'acyle Coenzyme A : iso pénicilline N acyle transférase (IAT) (Brakhage,
1998).

L-a-Aminoadipic acid L-Cysteine L-Valine

E:ACV

SYNTHETHAS | ACVS

H;.N
H COOH \I}/ ‘P‘

d-(L-ce-Aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine

E . ISOPENICILLINEN
SYNTHETHASE IPNS l
H H
HaNg | NH :(s
E‘r/CD'DH 0 4N CHy
o
Isopenicilin N & S°°H
E :ACYL-
AAT .
TRANSFERASE b E— Phenylacetyl-CoA
L-c-Aminoadipic acid,
CoA
Penicillin G ?‘

Figure 03 : Les éapes de labiosynthese de lapénicilline G (Penalva et al ., 1998).

Pour lapénicilline V leradical et le phenoxy acide acétique. (Emily et al., 1996).
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11.3.3. Moded’action dela pénicillineV

Le mode d action de la pénicillineou les béta-lactamines est la liaison de maniere
covalente aux proténes de liaison des pénicillines (PLP) qui sont impliquées dans la synthese
du peptidoglycane, rendant ainsi inactives ces enzymes, ce qui aboutit a l'inhibition de la
synthése du peptidoglycane, composant essentiel de la paroi bactérienne. Les PLP qui sont
insérés au niveau de la face externe de la membrane cytoplasmique vont reconnaitre le cycle
béta lactame du fait de son analogie structurale avec leur substrat naturel et vont sy lier, ceci
entrainera la destruction progressive de la paroi cellulaire et aboutira a la mort de la bactérie.
La résistance naturelle aux béta lactamines des bactéries Gram (-) est liée a la capacité de
diffusion de ces molécules au niveau des porines de la membrane externe. L'affinité des béta
lactamines pour les différentes PLP conditionnera leur activité sur chague espéce bactérienne.
(Zitouni, 2010).

[11.Legerme producteur

[11.1. Généralités sur Penicillium chrysogenum

Penicillium chrysogenum a une grande importance économique, écologique et médicale.
En effet, il peut causer la dégradation de produits entreposés. De plus, il est utilisé dans
I'industrie et la fermentation alimentaire, et il existe dans différents types de sols, d'air
ambiant, d'aiments et d'eau (Domsch et al., 1980; Klich, 1993; Asan, 2000; Fischer et
Dott, 2003; Eltem, 2004).

Penicillium chrysogenum est caractérise par un thalle a croissance rapide, vert bleu ou
vert jaune, devenant gris ou brun, souvent suréleveé au centre, sillonné radialement, velouté ou
un peu floconneux. Revers jaune vif a brun jaune, parfois brun rouge. Exsudat jaune plus au
moins foncé a brun jaune et pigment jaune diffusible, généralement il présente une odeur
aromatique, pénicilles asymétriques et souvent complexes, a ramifications divergentes. Leurs
extremités sont porteuses de plusieurs phiaides, porteuses de conidies, sub globuleuses,

disposées en longues colonnes irrégulieres (Botton et al ., 1990).

[11.2. Classification de Penicillium Chrysogénum
Penicillium chrysogenum est un champignon filamenteux appartenant ala classe des
Deutéromycétes ou < champignons imparfaits» en raison de leur mode de reproduction

asexuée, saforte présence dans |’ environnement et son importante sporulation. Ce sont des
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ascomycetes qui ont perdu la partie sexuée de leur cycle biologique. (Bouchet Ph et al .,
1999) .
Le tableau suivant nous renseigne sur la nouvelle classification basé sur la morphologie

du P.chrysogenum (Hoog et al., 2000).

Tableau Il : Classification de Penicillium Chrysogenum (Hoog et al., 2000).

Subdivision Pezizomycotina
Classe Eurotiomyceses
Ordre Eurotiales
Famille Trichocomaceae
Genre Penicillium
Espéce Penicillium Chrysogenum

[11.3. Facteursinfluengant la croissance du P.chrysogenum
Penicillium chrysogenum est un microorganisme hétérotrophe: il peut se développer
seulement s le milieu lui apporte les ééments nutritifs nécessaires. Sa croissance est aussi
dépendante d’un certain nombre de paramétres intrinseques et extrinseques du milieu.
(Cahagnier, 1998).

Activité en eau (Aw)

Penicillium chrysogenum est un microorganisme xérotol érant. 11 se développe ades Aw
voisines de 20 MPa (megapasca) a25°C ; il peut donc croitre dans les aliments pauvres en
eal comme les céréales au cours de stockage, les fruits secs, les produits dont I’ activité
hydrique a été réduite (produits de salaison séche, confitures). (Castegnaro et Pfohl-

L eszkowicz,2002).

pH
Penicillium chrysogenum peut se développer dans une large gamme de pH ; il se
développe normalement pour des pH compris entre 3 et 8, sa croissance étant normalement
optimale entre 5 et 6. (Cahagnier, 1998).
Pr ésence d’ oxygene
Penicillium chrysogenum est un microorganisme aérobie ; il a besoin d’ oxygene pour
une croissance normale. Toutefois, son développement est peu affecté par des teneurs de 10

fois plus faibles (2,1%) que celle de I'atmosphere. En conséquence il pourra se développer

10
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sur les denrées alimentaires conserveées dans une atmosphere pauvre en oxygene. (Bour geois,
1989).

Température

Penicillim chrysogenum est mésophile : la croissance de ses hyphes est optimale entre
20 et 25°C. En dehors de cet intervalle de température, les hyphes se développent plus
lentement. Les spores de moisissures mésophiles ne peuvent pas germer a une température
inférieure a 5°C, mais elles peuvent résister longtemps aux basses températures allant jusqu’ a
-20°C (Bourgeois, 1989 ; Julien, 2002 ; Pitt et Hocking , 1999).

Lumiere

La lumiere favorise la maturation des conidies et la germination des spores. Les
moisissures sont, généraement, indifférentes a I’action de lumiére. (Pfohl-L eszkowicz,
2001).

Présence d'insectes
Les insectes représentent les principaux vecteurs de spores de moisissures au champ et
dans les lieux de stockage (Pfohl-L eszkowicz, 2001). Les insectes, en dégradant la paroi des

grains, favorisent la contamination par les moisissures et la production des mycotoxines.
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l. Matériels

l.1. Matériels biologiques
[.1.1. Champignon « Penicillium chrysogenum »

Les souches nous ont éé fournies par le laboratoire de microbiologie industrielle du
complexe ANTIBIOTICAL SAIDAL de Médéa .Elles étaient conservées dans une culture en

milieu gélose incliné dans un tube a essai grand format (slant) a4°C.

P .Chrysogenum NPSQV1 LORDO 11,5 est fournie par un partenaire italien
(ALCHIM TECH) en 2002.Cette souche a été importée sous forme lyophilisée. Cette
derniére, réactivée le 03 mars 2003, est conservée sur Quartz le 19 mars 2003 avec une
productivité de 41 538U1/ml.

[.1.2.  Microorganismecible
Un seul germe sensible a la pénicilline V  est utilisé pour la mise en évidence de
I’ activité antimicrobienne.
Bactérie a Gram positif
= Bacillus subtilis; ATCC 6633

l.2. Matériels analytiques

Laliste des appareillages, petits matériels et réactifs figure en annexe |

[.3. Sucresutiliséset leurs concentrations
Le choix des sources de carbone a porté sur tous les composés glucidiques que la

souche P.chrysogenum est capable de métabolisés.

Le choix des concentrations est basé sur la nature des sucres ; monosaccharide (glucose)
disaccharide (saccharose) et polysaccharide (amidon) comparant a la concentration du
disaccharide (lactose 120g/1) utilisée dans le milieu technologique avec une optimisation base

sur lepH technologique (6,1-6,5) lors de la préparation des milieux fermentatifs.
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Tableau |11 : Sucresutilisés et leurs concentrations
Sucres Concentrations
Lactose (standard) 130 g/l
glucose 200g/I
saccharose 150g/1
amidon 80g/I

| .4. Milieux de culture

La composition et |a préparation des milieux de culture figurent en annexes::
Annexell : milieu de réactivation de la souche (CMP) V
Annexelll: milieu de germination de la souche (VMP) V

AnnexelV: milieu de fermentation technologique contenant le lactose comme source
de carbone (M1) V

AnnexeV: milieu de fermentation contenant le glucose comme source de carbone
M2V

AnnexeVI: milieu de fermentation contenant le saccharose comme source de carbone
(M3) V

AnnexeVIIl: milieu de fermentation contenant I’amidon comme source de carbone
(M4) Vv
. M éthodes

I.1. Revivification dela souche

[1.1.1. Réactivation sur milieu solide

La souche a réactiver est PV 04/07/11, inoculée le 07 juillet 2011 et conservée le 21
juillet 2011 ; sa souche mére est PV 03/03/03

La suspension de spores est décongelée a une température 37°C dans une chambre
d’incubation.

13
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Les spores sont récupérées a partir de la gélose ensemencée puis resuspendues dans 06
ml d'EPS a 0,1 %. A partir des tubes a essai contenant 10 ml d'EPS a 0,1% une Série de
dilutions alant jusqu'a 10™° est préparée contenant 1ml de la solution mére. Les boites de
pétri contenant 25 ml du milieu « CMP » V sécher au paravent a 37°C pendant 2-3 jours sont
ensemencées avec 0,2 ml de chague solution diluée et étaer avec un réateau stérile sur toute la
surface des boites. Les boites sont incubées dans la chambre thermostatique (25°C/55%

d humidité) pendant 14 jours.

[1.1.2. Propagation des sporessur une géloseinclinée

Aprés maturité (14°™ jour), des colonies sont choisies répandant & la morphologie des

colonies typiques et qui présentent les caractéristiques suivants :

£ diametre: 8-10 mm

=

couleur : vert avec petit cercle autour clair au milieu

*

pigmentations sur |’ agar : absente

i

sporification : centre élevé avec les sept radiaux irréguliers. (AFAQ 1SO 9002).

Deux colonies sont prises de la boite de dilution 107, réactivée sur milieu gélosé avec la
souche PV 04/07/11.

Lacolonie (1) a donné naissance a une souche PV 05/01/13
La colonie (2) a donné naissance a une souche PV 05/02/13

Ces colonies sont prélevées al’aide d' une spatule stérile et écrasées séparément dans
des tubes Potter contenant 2ml d’eau peptonée stérile 0,1%.Cinqg tubes a grand format
contenant 50 ml de la gélose (CMP) V inclinée sont inoculés avec 0,2 ml de la suspension de
spores obtenues, puis éaler sur toute la surface de la gélose. Les tubes aessai grand format
sont incubés pendant 14 jours, dans la chambre thermostatique (25°C/55% d’ humidité).

[1.2.  Cultureen batch dansdesfioles agitées

Lafermentation s effectue en deux étapes::

[1.2.2. Pré-cultures

La germination est une étape permettant de faire germer les spores .De ce fait, les tubes
aessal (Slant) contenant les spores qui présente un tapis verdatre de ces souches sont choisies
puis un raclage (scraping) est effectué al’aide d’'une pipette stérile et 6 ml d’ EPS 0,1% sont

raj outés pour obtenir une suspension sporale.
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[1.2.2.1. Inoculation du milieu ger minatif
La suspension de spores ainsi obtenue sert ainoculer les fioles d’ Erlenmeyer de 500 ml,

contenant 35ml du milieu « VMP»V araison de 0,5ml par fiole.

Les fioles sont Incubées dans une chambre thermostatique a 25°C et 55% d’ humidité

sous agitation rotative, continue de 220 rpm pendant 40 h.

Apres 40 h de germination, des mesures de la sédimentation (estimation de la
biomasse), du pH sont effectuées ainsi qu’une observation microscopique est réalise pour

confirmer |” absence de contamination.
Le pH du milieu doit ére comprit entre 5,3 et 5,7. (AFAQ 1SO 9002).
[1.2.2.2. Estimation delabiomasse

L’ évolution de la biomasse durant la fermentation est estimée selon |le mode opératoire
de SAIDAL .(AFAQ SO 9002).

Pour cela 10 ml de culture sont prélevés chague 24h dans un tube conique gradué a 10

puis centrifugés a une vitesse de 3000tr/min pendant 10 min.

Pour déterminer le pourcentage de sédimentation une lecture est effectuée a partir du

tube conique.

Calcul : . :
Sédimentation (%) = lecture.10

NB : le pourcentage de la sédimentation doit ére comprit entre 15% et 20% (AFAQ
| SO 9002).

[1.2.3. Culture
Les fioles d Erlenmeyer de 500ml, contenant chacune 35ml du milieu fermentatif, a
différents sources de carbones; « M1 » V, « M2»V, « M3»V, « M4»V, sont respectivement

inocul ées avec 04 ml du milieu de germination.
NB : pour chague souche, quatre fioles ont été préparées
Les fioles sont incubées dans la chambre thermostatique (25°C/55% d humidit€) sous

agitation de 220 rpm pendant 09 jours.
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Des le 4°m jour de fermentation une observation microscopique est effectuée pour
confirmer |’ absence de contamination, des mesures de la sédimentation, de pH, sont réalisées
ains gu’'une détermination de la productivité de chague colonie par mesure du titre de la

pénicilline V par spectrophotométrie et par HPLC.

NB : Une deuxieme fermentation dans les mémes conditions est réalisée afin de

confirmer les résultats.

[1.2.4. DosagedelapénicillineV
Le dosage de I'antibiotique a commencé du 4°™ jour jusqu'au 7™ jour de la
fermentation, ceci afin d’'évaluer la productivité des souches. La recherche du titre de la

pénicillineV sefait par deux méthodes :

[1.2.4.1. Dosage par spectrophotométrie UV-Visible

La méthode se base sur le fait que la pénicilline V réagit rapidement avec
I” hydroxylamine pour donner un acide hydroxylamine qui forme une couleur pourpre avec
I"ion ferrique dont la quantité peut étre déterminé par colorimétrie

L’inversion des réactifs est utilisée pour obtenir des valeurs « blanches » car la réaction
de pénicilline avec I’ hydroxylamine ne se vérifie pas dans le cas ou la solution de pénicilline

serait mélangée précédemment avec la solution ferrique.
Protocole opératoire

i+ Peser avec exactitude en mg (pénicilline V standard) : 88,5; 59; 50,1; 38,3; 29,5;

11,8

+ Dans des fioles (A) de 10 ml, faire la dissolution des différentes pesées du standard de

lapénicilline V en goutant quel ques goutes de tampon phosphate (pH 6,43), puis compléter le

volume a 10 ml avec del’ eau distillée.

+ Prendre 7 tubes a (6 pour les échantillons et 1 pour le blanc)

* Mettre 2,5 ml d'ED dans chaque tube des échantillons et 3.1 ml d'ED dans le tube du

blanc

* retirer 0,6 ml de chaque fiole (A) et verser dans chaque tube des échantillons

L Ajouter 2 ml de la solution alcoolique dans chacun des 6 tubes des échantillons
Ajouter 2ml de I’ alun de fer dans |e tube du blanc

]
i+
+ Agiter tous les tubes et laisser reposer pendant 5 minutes

16



Partie expérimentale

+ Inverser la réaction en gjoutant 2 ml de I’alun de fer dans chacun des 6 tubes des
échantillons et 2 ml de la solution alcoolique dans |e tube du blanc

- Agiter tous les tubes et laisser reposer pendant 5 minutes

+ Faire I’ é&aonnage du spectrophotometre avec I’ échantillon du blanc afin d’avoir le
Zéro optique

+ Fairelalecture de la densité optique a480 nm

* Tracer la courbe des concentrations en Ul/ml des standards en fonction des variations
des absorbances (DO) de chacune des 6 solutions.

* On devrait obtenir une droite passant par I’ origine
NB : 1,6 = 10°mg

Tga=Km

Titre(Ul/ml) = DO.Km

Les résultats des densités optiques (DO) et le graphique de la courbe d étalonnage

figurent en annexe IX.

L’ absorbance des échantillons de fermentation, est mesurée en remplacant le standard

par desfiltrats des bouillons.

[1.2.4.2. Dosage par chromatogr aphie liquide a haute performance(HPL C).

Conditions expérimentales

La colonne utilisée est en phase inverse (5um sphérique), colonne interchrom semi-
preparative C18, (250x4,6mm). Le débit est fixé a Iml/min .L’éuant est fixé a 33%
d acetonitrile dans I’ eau durant 20 min en isocratique. Lalecture sefait aune longueur d’ onde
215nm dans UV-Visible déterminer apres un balayage du standard de pénicilline V a une
température 28°C .Le volume d’injection est 20pl.

La préparation des solutions tampons et phase mobile ains que la préparation des

standards de pénicilline et du précurseur (POAA) figurent en annexe X.
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Préparation des échantillons

La production de la pénicilline V a é&é quantifié quotidiennement par HPLC pour ce la
2,5 ml du bouillon de fermentation, préalablement filtré a travers un papier filtre, est introduit
dans une fiole jaugée de 50 ml, puis diluer avec la solution tampon | et compléter le volume
jusqu’ au trait de jauge, ensuite 2,5 ml de cette solution sont diluées avec la solution tampon |1
dans une fiole jaugée de 50 ml. Apres filtration de cette solution a travers un micro filtre de
0,45 pum, 20ul sont injectés al’ aide d’ une micro seringue dans |’ appareil (HPLC).

Lestitres delapénicilline V et du précurseur POAA sont cal culés comme suit :

Aire Pic ECchxPeséStd XAct Std
Aire Pic Std x5

Titre pénicillineV =

Aire Pic EchxPeséStd x100
Aire Pic Std

Titre POAA =

[1.3. Test d’activitédela pénicillineV

La méthode employée nous permet de mesurer le spectre d’ activité antibactérienne de la
pénicilline V.

[1.2.3. Méthode dediffusion sur agar

Cette méthode consiste a faire diffuser un antibiotique sur un milieu gélosé (PCA),

préalablement ensemencé avec une souche bactérienne ( Bacillus subtilis) vu que c’est un

germe sensible a cette mol écule.

La méthode des disques consiste a imprégner des disques dans les filtrats des bouillons
de fermentation. Ces disgues sont mis au contact d’ une surface gél osée contenant des cellules

du germecible.

Les boites sont incubées dans une étuve a la température optimale de croissance du

microorganisme « germe cible » qui est 37°C.

Pendant |’incubation, |" antibiotique diffuse dans la gélose de fagon radiaire a partir de
son point d application. Apres 24 heures les diametres d’inhibition qui apparaissent sous

|” aspect de zones claires sont mesurés.
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Protocole de réactivation

Un écouvillon est introduit dans la boite qui contient la souche (Bacillus subtilis

conservée a 4°C) pour prendre quelques colonies et les ensemencées en stries dans la surface

d une autre boite qui contient une gélose nutritive (PCA).

La boite est incubée dans une étuve alatempérature de croissance (37°C) du germe

pendant 24h.

Une solution qui contient 5 colonies de la boite réactivée et 5ml d’eau physiologique

est préparée pour avoir une charge microbienne approximative de 10° UFC/m.

Les filtrats du 7°™ jour du dosage sont utilisés puisque ils contiennent des quantités de

pénicilline V importantes par rapport aux autres jours du dosage.

Les concentrations de pénicilline V utilisées sont résumées dans | e tableau suivant :

Tableau 1'V: Concentrations de lapénicilline V utilisées dans |’ antibiogramme

Concentration en Ul/ml

Concentration en mg/ml

M1V M 2)v (M 3V M3V | (M1)V M2V | (M3)V | (M3J)V

PV 05/01/13 37828 |21783 | 11496 |20865 | 2364 |1361 |7,18 |13,04
s1

PV 05/01/13 37306 | 19578 | 10411 |24474 | 2331 [1219 |650 |15,29
2

Sachant que 1,6U1 = 10°mg
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. Résultats et discussions
I.1. Revivification des souches

[.1.1. Réactivation sur milieu gélosé
La souche PV 04/07/11 réactivée en milieu solide « CMP »V a donné un résultat positif
VU que toutes | es boites ensemencées ont donné des colonies typiques.

Figure 04 : Apparition des colonies typiques sur milieu « CMP »V apres 14 jours
d’incubation.

[.1.2. Propagation des sporessur une géloseinclinée

Aprés 14 jours d’'incubation, les tubes a (slant) ensemenceés par les deux souches

présentaient des tapis verts uniformes représentant les spores de ces souches.

Figure 05 : Propagation des spores sur la surface d' une gélose inclinée contenant le milieu

« CMP »V aprés 14 jours d'incubation.
Inter prétations

La réactivation de la souche PV 04/07/11 conservée depuis 2011 a donné des colonies
typiques apres 15 jours d’incubation, un bon résultat est assuré par une durée de conservation
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de 8 a 10 mois (Botton et al., 1990) .Nous observons que nos résultats contredisent ces
recommandations. En effet, la conservation des souches sur milieu gélosé pour une longue
durée est exposée a des problemes de contamination et de variabilités génétiques. Les bonnes

conditions de conservation ; telle que la température, I’ont mis a |’abri d’une quelconque
contamination.

[.1. Cultureen batch dansdesfioles agitées

1.1.1. Pré-culture

1.1.1.1. Mesuredu pH et estimation dela biomasse
Apres 40 heures de germination, des valeurs tres rapprochées du pH et de sédimentation

sont mesurées pour les deux souches durant les deux tests de fermentation. Les résultats sont
regroupés dans le tableau ci-apres :

+ Les vaeurs représentées dans le tableau ci-apres résultent de la moyenne
entre les deux tests de fermentations effectuées.

Tableau V : Résultats du pH et de la sédimentation aprés 40 heures de germination des

spores dans le milieu « VMP »V pour les souches S, et S,

test de fermentation dansle milieu « VMP »V
Souches pH Sédimentation %
PV 05/01/13 5,34 17,5%
(S1)
PV 05/02/13 5,36 18,25%
(S2)

I nterprétations

Les valeurs du pH et des sédimentations des souches; PV 05/01/13, PV 05/02/13
correspondent a la norme du process technologique de Saidal sachant que le pH doit varié
entre 5, 3 et 5,5 et la sédimentation entre 15 et 20% pour assurer un bon déroulement de
I étape fermentatif. (AFAQ 1SO 9002).
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La levée de dormance des spores ou du mycélium est surtout favorisée par une humidité
élevée et auss par la température, la présence d’ acides aminés et des glucides et aussi par le
pH. (Larpent et Sanglier, 1990).

L’inoculum est jugé adéquat I’ors qu’il permet le maximum de production, une tres
faible inoculation du milieu de production ne permettrait qu’ une croissance lente et souvent a

une faible production. (L arpent et Sanglier, 1990).

Dans des conditions expérimentales définies, la production de pénicilline décroit de
85% lorsque I'inoculum contient 2 10° spores/ml au lieu de 10%/ml (Calam, 1986 ; Larpent
et Sanglier, 1990).

[.1.2. Culture
Dans le test de fermentation des mesures du pH, de la sédimentation ainsi que le titre
delapénicilline V sont effectuées afin d’ en déduire |’ influence de la source de carbone sur les

variations de ces parametres au cours de la fermentation par P.chrysogenum.

L’ étude des variations de ces paramétres au cours de la fermentation sont représentés
dans les graphes ci-aprés et ce pour les souches S; et S, a partir du quatriéme jour de la
fermentation dans les quatre milieux éudies.

+ Les valeurs représentées dans les graphes résultent de la moyenne entre les
deux tests de fermentations effectuées.

1.1.2.1. Mesure du pH

pH
8 -
7 -
6 -
5 -
4 -
3 -
2 -
1 Temps(h)
0 T T T 1
96 120 144 168
=C==M1 contenant lactose (S1) —fl— M2 contenant glucose (S1)
== M3 contenant saccharose (S1) —li— M4 contenant I'amidon (S1)

Figure 06 : Evolution du pH en fonction du temps dans les milieux fermentatifs contenant

differentes sources de carbone pour la souche S1.
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pH
8 -
7 4
6 4
5 4
4
3 .
2 .
> Temps(h)
0 . .
96 120 144 168
—&— M1 contenant lactose (S2) =— M2 contenant glucose (S2)
== M3 contenant saccharose (S2) ~i— M4 contenant I'amidon (S2)

Figure 07 : Evolution du pH en fonction du temps dans les milieux fermentatifs contenant

differentes sources de carbone pour la souche S2 .
Interpretations

Cette éude ayant pour objectif |’amélioration du rendement de la production de la
pénicilline V en variant la composition du milieu fermentatif au niveau de la source de
carbone .Des variations du pH, biomasse €t titre de pénicilline V sont observés, au cours du

test de fermentation mené.

Au cours du test de fermentation, une baisse du pH par rapport au pH initia
technologique (6,3) est observée (figure 06, figure 07) au cours du 4°™ et 5°™ jours pour les
milieux contenant le lactose (M1), I'amidon (M4) et ce pour les deux souches ; ce
décroissement est due, a la consommation des composés du milieu lors de la croissance des

souches de P.chrysogenum. ( Martain et Demain, 1980)

Une diminution assez importante a été observée (figure 06, figure 07) pour le milieu
contenant le glucose (M2), saccharose (M3). Selon Solé et collaborateurs (2000) |'effet
inhibiteur du glucose sur la production des métabolites secondaires est pH dépendant, il est di

al’acidification par suite de I'accumulation des acides organiques.

L’ accroissement du pH dans les différents milieux (M1 : lactose, M2 : glucose, M3 :
saccharose, M4 : amidon) et ce pour les deux souches (figure 06, figure 07) a partir du 591 et
du selon Jérome et collaborateurs (2004) a I’accumulation de I’ammoniac gaz (NHs)

résultant de la décomposition des composés azotés du milieu (protéines ou acides aminés).
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1.1.2.2. Mesure de la biomasse

80
70
60
50
40
30
20
10

0

Biomasse %
| 68,5
| —— —
] DX 2 ¢ ~
b 0 —— ]
g!,g —— 37,25 38,5
. 32,5 . —h
| 25,25 <z
= i il
__-_—
i 19,5
96 120 144 168 Temps(h)
—#— M1 contenant lactose (S1) =fll— M2 contenant glucose (S1) V
—f— M3 contenant saccharose (S1) —i— M4 contenant I'amidon (S1) V

Figure 08 : Evolution de la biomasse en fonction du temps dans les milieux fermentatifs

contenant differentes sources de carbone pour la souche S1.

Biomasse %

80
70
60
50
40
30
20
10

0

—— M1 contenant lactose (S2)
—&— M3 contenant saccharose (S2)

—_— P
— 70 71,5
] — 65,5 - -
| [ &
/—’_%f I
I m‘ by
| ' e—— —A
| r . 42,25 40,25
3 _E —— =
' Loy £ % ®
i 20
96 120 144 168 Temps(h)

—f— M2 contenant glucose (S2) V
—ll— M4 contenant I'amidon (S2) V

Figure 09 : Evolution de la biomasse en fonction du temps dans les milieux fermentatifs

contenant differentes sources de carbone pour la souche S2.
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Interpretations

L’ augmentation rapide de la biomasse (figures 08, figure 09) au cours du 4™ et 5%
jours pour les milieux contenant le lactose (M1), I’amidon (M4) et ce pour les deux souches;

est du alacroissance des souches de P.chrysogenum. (Martain et Demain, 1980).

Cette phase est favorisée par la disponibilité de toutes les conditions optimales pour la
croissance du mycélium, elle correspond ala phase active de la production de la biomasse. On

I” appelle trophophase dans |e cas de fermentation en batch. (Thonart, 2007).

Dans le milieu contenant I’amidon (M4) le taux de la biomasse est élevé par rapport au

milieu contenant le lactose.

L’ hydrolyse de I’amidon est plus en moins lent chez les champignons par conséquent
I’ effet inhibiteur du glucose est supprimé c’est pour cette raison qu’on a obtenue des valeurs
élevées en biomasse. (L arpent et Sanglier, 1990).

L’ emploi des sucres partiellement métabolisés comme le lactose influe positivement sur
la croissance, vu que ce dernier est hydrolysé en glucose et galactose, lui-méme converti en
permanence pour suivre laméme voie que le glucose, la concentration en glucose reste faible,

(Demain AL, 1986; Larpent et Sanglier, 1990), est n’'influe pas sur la croissance.

Une baisse du taux de biomasse (figure 08, figure 09) est observé pour les milieux
contenant le glucose (M2), saccharose (M3) comparativement aux deux autres milieux a base

de lactose et amidon, et ce pour les deux souches.

Les substrats rapidement métabolisés tels que le glucose peuvent souvent réaliser des

taux de croissance cellulaire maximale, Gallo et Katz (1972),

Les sucres ssimples tels que le glucose, le fructose, le saccharose, et le sorbitol comme
uniques sources du carbone révélent une grande croissance fongique, une bonne sporulation et
une meilleure production de I'aflatoxine (Abdollahi et Buchanan, 1981; Kacholz et
Demain, 1983; Buchanan et Stahl, 1984; Lar pent et Sanglier, 1990; Luchese et Harrigan,
1993).

Sedon (Demain AL, 1986) des concentrations tres élevées en substrat inhibent la

croissance du microorganisme, comparativement a nos résultats on constate que les
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concentrations utilisées dans notre cas soit 200 g/l de glucose et 150g/I de saccharose sont
trop élevées et ne sont pas adéquates ala croissance du champignon.

Des valeurs trés rapprochées de biomasse sont observées au cours du 6™ et 7°™ jours
dans les quatre milieux fermentatifs contenants différentes sources de carbones c’est la phase
stationnaire, dans cette phase la concentration en cellules atteint son niveau maximal.
(Thonart, 2007).

1.1.2.3. Mesuredu titredela pénicillineV par spectrophotométrie
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Figure 10 : Evolution du titre de la penicillineV en fonction du temps dans les milieux

fermentatifs contenant differentes sources de carbone pour la soche S1.
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Figure 11 : Evolution du titre de la penicilline V en fonction du temps dans les milieux
fermentatifs contenant differentes sources de carbone pour la souche 2.
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I nter prétations
D’ apres les graphes (figure 10, figure 11) la synthése de la pénicilline V dans les
milieux fermentatifs contenant le lactose (M 1), I’ amidon (M4), apparait des le 4°™ jours a de
faible concentration et atteint son maximum a 168 h dans le milieu contenant le lactose (M1),

et ce pour Sl et S2 et a 144 h dans le milieu contenant I’amidon (M4) et ce pour S1 et S2

Cette période correspond a la phase stationnaire ou idiophase ou il ya une activité
métabolique éaborant de grandes quantités de métabolites secondaires « pénicilline V ».
(Thonart, 2007).

Le maximum de production de la pénicilline V correspond a la période de
consommation du substrat lactose période correspondant a une zone de stabilité du pH (6-
6,5). (Assdlineau J et Zelta JP, 1973).

Les substrats lentement assimilés tels que I’amidon (Basak et Majumdar, 1973) ont
des meilleurs rendements de production d'antibiotiques chez les champignons.

Par contre le test de fermentation mené dans les milieux contenant le glucose(M?2),
saccharose (M3) comme sources de carbone (figure 10, figure 11), fait exception avec une
importante baisse du titre de la pénicilline V comparant au milieu technol ogique contenant le
lactose (M 1), comme source de carbone.

La diminution du pH a directement influencé négativement sur le taux de pénicilline V
dans les milieux fermentatifs contenant le glucose (M2) et le saccharose (M3) comme sources
de carbone. Dans de nombreux cas, I'effet est dépendant de la dose, dans une zone de
concentration situé entre 28 et 100 mM du glucose, une addition de 100 mM inhibe presgue
totalement la production de pénicilline jusqu'a ce qu'il y’ait carence en cette source carbonée.
(Larpent et Sanglier, 1990).

La variation du pH entraine une baisse importante du rendement en pénicilline V.
(Asselineau J et Zelta JP, 1973).

Le pH joue un réle primordial dans la production des métabolites secondaires, des
faibles variations de pH peuvent avoir des effets marqués sur la productivité d’ une souche,
c'est le cas des milieux qui contiennent le glucose (M2), saccharose (M3) comme source de
carbone. (L arpent et Sanglier, 1990).
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Les sucres tels que le glucose et le saccharose sont connus pour inhiber la production
de nombreux métabolites secondaires. Cette "répression du catabolite” semble étre due aux
intermeédiaires, produits du catabolisme rapide du glucose interférant avec les enzymes dans le
processus du métabolisme secondaire. Gallo et Katz (1972), ont rapporté que I'enzyme qui

catalyse laformation du cycle du phénoxazinone d'actinomycine a été inhibée par e glucose.

Selon (Aharonowitz et Demain, 1978), La lysine inhibe la biosynthése des f-
lactamines de maniére plus au moins marquée, selon les souches productrices. Ainsi lalysine
contrble la biosynthése de la pénicilline V par P.chrysogenum en rétro-inhibant et en
répriment [’homocitrate synthétase, la premicre enzyme de la voie de biosynthese de I’a-
aminoadipate a partir de I’a-cétoglutarate .Cela conduit a une diminution de la concentration

intracellulaire en a-aminoadipate et donc a une réduction de la production en pénicillines.

Revilla et al., (1986) a montré que le glucose réprimait la formation d’a-aminoadipyl-
cysteinyl-valine, le premier intermédiaire de la voie de biosynthése de la pénicilline chez
P.chrysogenum, ce qui laisse supposer gque le glucose favorise la synthése de la lysine et son
incorporation dans les protéines, diminuant d’autant la quantité d’a-aminoadipate disponible

pour la production de I’ antibiotique.

La baisse du titre de la pénicilline V a 168h (figure 10, figure 11) dans le milieu
contenant |I’amidon comme source de carbone (20865 Ul/ml et 24307Ul/ml) et ce pour les
deux souches S1, S2 respectivement est due a la dégradation de la molécule dans un milieu
acalin ,en fait dans des pH alcalin qu apparaissent les attaques de |I'ion OH™ sur le carboxyle
du lactame avec ouverture du cycle .En générale, I’ ultime stade de dégradation du lactame se
situe lors de la formation de I’acide penicilloique. Toutefois, dans des conditions plus
drastiques, une décarboxylation en acide pénilloique peut ére observée. (Dam et Boudet,
1992).

Par comparaison entre les différents tests de fermentation, on constate que la
fermentation dans le milieu contenant le lactose (M1) permet une multiplication importante
du mycélium des deux souches, par consequent elle assure une meilleure production de la
pénicilline V, ce la nous permet de constater que la source de carbone lactose est la plus

convenable pour la croissance des deux souches P.chrysogenum exploités.

Selon Sanchez et Demain. (2002), la production de la pénicilline V est relativement
proportionnelle a la biomasse du mycélium Ces résultats confirme I’ évolution du titre de la
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pénicilline V en fonction de la biomasse pour le milieu contenant le lactose (M1) comme
source de carbone.

I.1.2.4.Dosage du titre par chromatographieliquide a haute performance
Le tableau ci-apres regroupe le titre de la pénicilline V et le précurseur POAA
déterminé par HPLC a partir du quatriéme jour dans les quatre milieux étudiés, pour les
souchesS; et S,

Les valeurs qui manquent dans le tableau correspondent aux chromatogrammes qui ont

des pics mal apparue due a des fautes de manipulations.

Les pics de la pénicilline V ne sont apparus dans les milieux contenant le glucose (M1)
et saccharose (M3) comme source de carbone et de ce fait on n’a pas pu calculer le titre de

I’ antibiotique « pénicilline V ».

Tableau VI: Résultats de la productivité delapénicillineV déterminé par HPLC au

cours dela deuxieme fermentation

souches T(h) TitredelapénicillineV (Ul/ml) Titre POAA (g/l)

S1 M1(V) M2(V) M3(V) M4V) MLV) M2V) M3(V) M4V)
9% 13730 3580 3,99 6,08 6,97 5,75
120 5207 6,04 6,59 5,56
144 22937 0,27 5,84 4,93
168 1086 1,44 411 1,23

S2 9% 11293 4297 4,04 7,05 6,47 6,86
120 13041 7468 5553 6,56 5,55 510
144 18941 3,48 5,25
168 2953 1,56 5,24 0,63
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Lafigure ci-aprés représente le chromatogramme des standards déterminé par HPLC

STD_MELANGE : Peni VvV , POA
o8 04 13
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CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept: CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time Area Height Area
# [min] [V-s] [V] [%6]

1 4,530 670818,50 31437.81 36,72
2 11,487 1155781.67 25064.82 63,28

1826600.17 56502,63 100,00

Figure 12 : Chromatogramme des standards de la pénicilline V et du précurseur POAA
I nter prétations

Lors du dosage de I’ antibiotique « pénicilline V » par chromatographie liquide a haute
performance un chromatogramme (figure 12) contenant les standards de la pénicilline V et du

précurseur POAA est obtenu apres injection de 20 pl du mélange dans |’ appareil.

Le premier pic correspond au précurseur POAA vue qu'il est polaire, et la phase
stationnaire est apolaire (phase inverse) son éution rapide par la phase mobile polaire

engendre un temps de rétention petit 4,53min.

Le deuxieme pic correspond a la molécule pénicilline V vue que cette derniere est
apolaire son adsorption a la phase stationnaire nécessite plus de temps (11,48 min) pour
gu’ elle soit élué par la phase mobile.

Le chromatogramme des standards est fait pour calculer le titre de pénicilline V et du
précurseur POAA des échantillons
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L’ éude des variations de la productivité de la pénicilline V et du titre du précurseur
POAA au cours de la fermentation déterminés par HPLC est représentés dans les graphes ci-
apres regroupant les valeurs du titre de la pénicilline V et du précurseur POAA pour les
souches S; et S, a partir du quatriéme jour du test de fermentation dans les quatre milieux
étudies.
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Figure 13 : Evolution du titre de lapénicilline V et du précurseur POAA déterminé par

HPLC au cours du test de fermentation dans le milieu contenant |e lactose comme source de

carbone.
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Figure 14 : Evolution du titre de lapénicilline V et du précurseur POAA déterminé par
HPLC au cours du test de fermentation dans le milieu contenant I’ amidon comme source de

carbone.
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I nter prétations

Dans les milieux contenant le lactose (figure 14) et I'amidon (figure 15) la quantité de la
pénicilline V est inversement proportionnelle a la concentration du précurseur POAA , on
constate que lors de la biosynthese de I'antibiotique il y avait une consommation du
précurseur qui intervient a la troiséme étape de la biosynthese de la pénicilline V on
remplacant le groupement hydrophile de I'a AAA dans isopénicilline N (IPN) par le
précurseur phénoxy acide acétique et par conséquent la molécule de la pénicilline V est
obtenue. (Brakhage 1998 ; Emily et al ., 1996 ).

Le taux de la pénicilline V a diminué comparant au dosage par spectrophotometre
exemple du 4°™ jour du dosage dans le milieu contenant le lactose (M1) comme source de
carbone la quantité de la pénicilline V obtenue par spectrophotomeétre est (18277 et 19967
Ul/ml) comparant ala quantité obtenu par HPLC (13730 et 10369 Ul/ml) et ce pour les deux

souches.

Céda est expligué par le fait de la senshilité et la performance de la méthode
chromatographique (HPLC) qui a montré sa différence par rapport a la méthode
colorimétrique (spectrophotométrique).
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Figure 15 : Evolution du précurseur POAA déterminé par HPLC au cours du test de

fermentation dans le milieu contenant |le glucose comme source de carbone
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Figure 16 : Evolution du précurseur POAA déterminé par HPLC au cours du test de
fermentation dansle milieu contenant |e saccharose comme source de carbone.

I nter prétations

Dans les milieux contenant le glucose (figure 15) et le saccharose (figure 16) la quantité
du précurseur POAA a diminué progressivement au cours des quatre jours du dosage ce qui
explique la biosynthese de la pénicilline V. mais il n'y avait pas apparition des pics de la
pénicilline V dans les chromatogrammes .On suppose que le pH acide (4) du milieu contenant
le glucose (M2), saccharose (M3) a influencé sur la molécule de la pénicilline V et de ce fait
elle n’ était pas détecté par HPLC .

Le taux du précurseur POAA dans le milieu contenant le saccharose est un peu élevé
exemple du 7 jour de la fermentation (4,11, 5,24 g/l) et ce pour S1 et S2 respectivement,
comparant aux autres milieux contenant lactose (M1), amidon (M4) et glucose (M2) ce la
peut sexpliquer par la faible quantité de pénicilline V synthétisée obtenue par

spectrophotométrie (11496, 10411 Ul/ml) et ce pour S1, S2 respectivement.
[.2. Test d’activitébiologique

Les résultats du test sont regroupés dans le tableau suivant :
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Tableau VII : Résultats du test d’ activité de lapénicilline V vis-a-vis de Bacillus

subtilis
Diameétre des zones d'inhibition (Zi)
Germes Bacillus subtilis
Milieu (M1) V -
Milieu (M2) V -
Milieu (M3) V -
Milieu (M4) V -

Activité antimicrobienne
Il Ny avait pas de zone d'inhibition, donc la pénicilline V na pas agit sur le germe.

Figure 17 : Effet antimicrobien de la pénicilline V sur Bacillus subtilis.
I nter prétations

LapénicillineV présente dans lesfiltrats avait perdu son activité parce que les filtrats
étaient conservés dans un réfrigérateur a4°C avant de les utilisés dans le test.
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Conclusion

L’ objectif principal de ce travail, entrant dans le cadre d'un projet de fin de cycle est
d étudier I'influence de la source de carbone sur de la production de la pénicilline V au sein
du complexe Antibitical de Saidal.

Le choix de la source du carbone influence fortement |e métabolisme secondaire et par
conséquent la production d’ antibiotique ou de mycotoxine (Martain et Demain, 1980; Doull
et Vining, 1990; Spizec et Tichy, 1995).

La complexité de la fermentation des antibiotiques réside dans les réactions chimiques
gu’ elles comportent car ces dernieres sont catalysees par des enzymes difficiles a controler

directement.

Quatre parametres semblent gouverner la cinétique de la fermentation et doivent étre

maitrisés.

LepH : I’évolution du pH de la culture microbienne est un témoin du métabolisme et de

son dével oppement.

La sédimentation : la détermination du pourcentage de sédimentation est capitale, car
une augmentation excessive de la biomasse induit un gaspillage du produit tel que le milieu
contenant I’ amidon et une diminution de cette derniére entraine une production insuffisante de

I’ antibiotique tel que les milieux contenant le glucose et le saccharose;

La concentration élevée du substrat influence négativement la croissance du
champignon et par conséquent la production du métabolite secondaire (pénicilline V) tel que
les milieux contenant le glucose et saccharose comme source de carbone.

Le sucre: c'est le paramétre le plus sensible de la fermentation, il joue deux réles

principaux :

+ Soit il est considéré comme source de carbone et dans ce cas c'est la
production de la Pénicilline V qui est favorisee tel que le lactose.
+ Soit il est considéré comme source d’ énergie et donc ¢’ est la production de la

biomasse qui est favorisée tel que I’ amidon.
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Le titre: le contréle du titre permet de suivre le rendement de la production de la

Pénicilline V.

La source du carbone qui favorise une bonne croissance du mycélium ainsi qu’un taux

édevéentitrede pénicilline V et le lactose.

L es sources de carbone telles que I'amidon, |a dextrine, le glucose et |e saccharose sont
communément utilisées comme des substrats de croissance pour produire des enzymes, des
antibiotiques et d'autres métabolites secondaires par la fermentation. Cependant, la production
est freqguemment limitée dO a un effet négatif exercé par la source du carbone. (Sanchez et
Demain, 2002).

A lalumiére des quelques expériences réalisées, nous pouvons également conclure que
cette éude nous a permis de maitriser quelgues techniques de laboratoire de microbiologie
industrielle et permis d’ appréhender les problémes auxquels sont souvent confrontés les
industriels.

L es perspectives de ce travail consistent a:

% Varier laconcentration des sources de carbone utilisées;;

% Utiliser un fermenteur de laboratoire car la fermentation dans des fioles agitées
N’ est pas adéquate pour permettre un bon suivi quant a la productivité de la souche, ainsi une
meilleure optimisation de culture.

« Etudier d'autres parametres influencant la cinétique de la fermentation de la
pénicilline V tels que lavitesse d' agitation et le débit d’ aération, humidité, température.

% Utiliser deslogiciels (bioinformatique) pour une meilleure optimisation.

+» Doser les sucrestestés.

«»  Utilisé des méthodes plus récente pour |’ estimation de la biomasse tels que les
techniques immunologiques et marquage radioactif.

% Etudier |' effet du pH acide sur lamolécule de la pénicilline V
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Appareillages

+ Agitateur magnétique

+ Agitateur mécanique

+ Agitateur rotatif (Continental Instrument)

£ Bain-marie

+ Autoclave (stérilisation achaleur humide, 121°C/1, bar)
+ Balance ana ytique(GIBERTINI)

+ Centrifugeuse (CENTRIFUGE 4225)

+ Chambre stérile (Hote aflux laminaire)

+ Chambres thermostatique (25°C, 37 °C, 55% d’ humidité) Continental |nstrument
+ FEtuve (stérilisation du matériels a chaleur séche/250°C)
+ HPLC (SHIMADZU classe VP)

+ Microscope photonique (Olympus)

£ pH métre

+ spectrophotométre (Perkins Elmer)

Verreries et petits matériels

+ matériels usuels (tubes a essai, boites Pétri, Erlen Mayer, pipettes, etc.)
£ papier huilé

+ papier buvard

+ papier defiltration

£ tubes Potter

Réactif

+ acétonitrile
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Milieu"CMP" V

Milieu solide pour laréactivation de la souche

Composition :

- Dextrose anhydre (DifCO)......c.eioiiieieriieie et e e e e e e e 30g

- Lactose monohydraté (Technical grade).........ccovveeeveienesesesecesee e 10g

- Corn steep liquor (ROQUELLE).........ccuereerieeieiierieeieseesieeee st sae e see e sre e e eneesneenes 30g

- Pharmamedia (Traders)......ccceceeieeceeeere e eee st ste e e et e e ne e sreenes 10g

- Sulfate d’ammonium (MEXCK).......ccueiieieriereee e ee e 029

- Carbonate de CalCIUM........cccueieece ettt e e r e neenneenes 059

- Phosphate potassium monobasique (Merck).........coooiereneneeiene e 0,59

e L0 1 L= 0 (o o - TSRS 05g

S == U o S (=SSP 1000ml

Préparation

- Dissoudre dans 700 ml d’ eau distillée toutes |es quantités des ingrédients selon |’ ordre
delalisteal’ exception del’ agar ;

- Compléter levolume a1000 ml avecI’ED ;

- Mettre en agitation pendant 5 a10 min ;

- Mesurer le pH et guster a 6,30 avec une solution aqueuse d’ hydroxyde de sodium
(NaOH) a20% ;

- Ajouter |’ agar sous agitation et chauffage ;

- Digtribuer le milieu & raison de 35ml dans des fioles de 500 ml bouchées avec du
coton cardé et de lagaze ;

- Stériliser a121°C pendant 20 min (1,1bar) ;

- Mesurer le pH apres stérilisation qui devrait étre6+ 0,2 ;

Répartir lemilieu araison :
4+ 25 ml dans des boites de pétri ;
%+ 50 ml dans des tubes aessai grand format (slant).
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Milieu "VMP" V
Milieu liquide pour la germination des spores dans des fioles agitées

Composition :

- Dextrose anhydre (DifCO)......ccooueriererie e e e e 30g
- Lactose monohydraté (Technical grade)........ccccevvevevenevesenieieceese e 10g
- Corn steep liquor (ROQUELLE)........ccuerreerereesieeieeeesieesiesee e eeessee e e e sneesneeneens 30g
- Pharmamedia (Traders).......cccveieeeereere e seese e ese e eae e sree e e 10g
- Sulfate d’ammonium (MErcK).......coveiveeieeiecese e 029
- Carbonate de CalCIUM........cccuiiiereeeeees et 059
- Phosphate potassium monobasique (Merck)..........ooevereneenenieneeseeeeseenens 0,59
= HUIE OB SO i e 05g
N == U o 1 (= 1000ml
Préparation

- Dissoudre les quantités des ingrédients selon |’ ordre de la liste de la composition ;
- Agiter avec un agitateur mécanique ;

- Mesurer le pH qui doit éreentre 5,15+ 0,15 ;

- Distribuer le milieu araison de 35 ml dans desfioles de 500 ml ;

- Boucher lesfioles avec un tapis du coton cardé et de la gaze ;

- Stériliser a121°C pendant 20 min (1,1 bar) ;

- pH apres stérilisation doit étre de 5,80 + 0,2.
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Milieu"M1" V
Milieu liquide pour la fermentation dans des fioles agitées

Composition :

- Acide phénoxyaC&tique (SIgMa).......ccerereierenieiee e e see e e sre e 12g
- Lactose monohydraté (Technical grade)........cccceeveveveneveniecieeseese e 130g
- Pharmamedia (Traders)........cceceeeeieeieeeeseesie et ee et sae e nee s 32,59
- Sulfate dammonium (MErcK).......ooveiveeieeecese e 129
- Carbonate de CalCIUM........cccueiieieee et sre e e 10g
- Phosphate potassium monobasique (Merck)........coovevereereneseeseseese e 059
- Sulfate de potassium (IMErCK).......uerueriererrierienee e e 05g
= HUIE OB SO i e 10g
N == U o 1 (= 1000ml
Préparation

- Dissoudre I acide phénoxyacétique dans 20 ml d’ alcool éthylique pur ;

- Dansuneautrefiole, préparer 700 ml d'ED avec 4g d hydroxyle de potassium (KOH),
puis gouter le POAA acettefiole;

- Ajuster lepH a6,6 avec la solution agueuse d’ hydroxyde de potassium (KOH) a 20%

- Ajouter lesingrédients et compléter le volume a 1000 ml avec I'ED ;

- Distribuer le milieu araison de 35 ml par fiole de 500 ml ;

- Boucher lesfioles avec du coton cardé et de la gaze ;

- Stériliser le milieu 2121°C pendant 20 min (1,1 bar) ;

- pH apres stérilisation doit étre de 6,3 £ 0,2.
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AnnexeV
Milieu"M2" V
Milieu liquide pour la fermentation dans des fioles agitées

Composition :

- Acide phénoxyaC&tique (SIgMa)......cccerererereeieiesieseseseeee e see e see e sre e eneeneas 129
= GIUCOSE .. e snee s 2000
- Pharmamedia (Traders).......cccceieeieeeesieeie e seesie et nns 32,59
- Sulfate dammonium (MErCK).......oooueieeierierece e ee e enee s 129
- Carbonate de CalClUM........cccuv e 10g
- Phosphate potassium monobasique (MercK).........covevvreereeieveereeieseese e 059
- Sulfate de potassium (MErCK)........couirierierieriesee e 05g
= HUIE OB SOJAL.c. e e 10g
s BAU ISR . e 1000ml
Préparation

- Dissoudre I acide phénoxyacétique dans 20 ml d’ alcool éthylique pur ;

- Dansuneautrefiole, préparer 700 ml d'ED avec 4g d hydroxyle de potassium (KOH),
puis gouter le POAA acettefiole;

- Ajuster le pH a 6,6 avec la solution agueuse d’'hydroxyde de potassium (KOH) a
20% ;

- Ajouter lesingrédients et compléter le volume a 1000 ml avec I'ED ;

- Distribuer le milieu araison de 35 ml par fiole de 500 ml ;

- Boucher lesfioles avec du coton cardé et de la gaze ;

- Stériliser le milieu 2121°C pendant 20 min (1,1 bar) ;

- pH apres stérilisation doit étre de 6,3 £ 0,2.
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Annexe VI
Milieu"M3" V
Milieu liquide pour la fermentation dans des fioles agitées

Composition :

- Acide phénoxyaC&tique (SIgMa)......cccerererereeieiesieseseseeee e see e see e sre e eneeneas 129
= SACCNAIOSE.......o i e eee e 1O00)
- Pharmamedia (Traders).......ccceeeeeeeeeeere e seeeeee s esee et sree e e 32,50
- Sulfate d’ammonium (MErcK).......coveeieereceseeeere e 129
- Carbonate de CalCiUM.........ccuviieieeciecsie e nns 10g
- Phosphate potassium monobasique (Merck).........ccocevvereeieereerecieeseere e 059
- Sulfate de potassium (MErCK)........coiiereiirrerienee et 05g
= HUIE OB SO e 10g
N == U o 1 (] =P 1000ml
Préparation

- Dissoudre I acide phénoxyacétique dans 20 ml d’ alcool éthylique pur ;

- Dansune autre fiole, préparer 700 ml d' ED avec 4g d’ hydroxyle de potassium (KOH)
puis gouter le POAA acettefiole;

- Ajuster le pH a 6,6 avec la solution agueuse d’'hydroxyde de potassium (KOH) a
20% ;

- Ajouter lesingrédients et compléter le volume a 1000 ml avec I'ED ;

- Distribuer le milieu araison de 35 ml par fiole de 500 ml ;

- Boucher lesfioles avec du coton cardé et de la gaze ;

- Stériliser le milieu 2121°C pendant 20 min (1,1 bar) ;

- pH apres stérilisation doit étre de 6,3 £ 0,2.
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Annexe V1|
Milieu"M4" V
Milieu liquide pour la fermentation dans des fioles agitées

Composition :

- Acide phénoxyaC&tique (SIgMa)......cccerererereeieiesieseseseeee e see e see e sre e eneeneas 129
S AMIAON L. et ee e OO0
- Pharmamedia (Traders).......ccceeeeeeeeeeere e seeeeee s esee et sree e e 32,50
- Sulfate d’ammonium (MErcK).......coveeieereceseeeere e 129
- Carbonate de CalCiUM.........ccuviieieeciecsie e nns 10g
- Phosphate potassium monobasique (Merck).........ccocevvereeieereerecieeseere e 059
- Sulfate de potassium (MErCK)........coiiereiirrerienee et 05g
= HUIE OB SO e 10g
N == U o 1 (] =P 1000ml

Préparation :

- Dissoudre I acide phénoxyacétique dans 20 ml d’ alcool éthylique pur ;

- Dansune autre fiole, préparer 700 ml d' ED avec 4g d’ hydroxyle de potassium (KOH)
puis gouter le POAA acettefiole;

- Ajuster le pH a 6,6 avec la solution agueuse d’'hydroxyde de potassium (KOH) a
20% ;

- Ajouter lesingrédients et compléter le volume a 1000 ml avec I'ED ;

- Distribuer le milieu araison de 35 ml par fiole de 500 ml ;

- Boucher lesfioles avec du coton cardé et de la gaze ;

- Stériliser le milieu 2121°C pendant 20 min (1,1 bar) ;

- pH apres stérilisation doit étre de 6,3 £ 0,2.
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Annexe VIl

Préparation des solutions pour le dosage de I’ antibiotique par spectrophotométrie:
Chlorured’hydroxylamine

Dissoudre 350 g de chlorure d’ hydroxylamine dans 600 ml d'ED a 60 °C puis refroidir
a 25°C, porter le volume a 1000ml. Laisser la solution dans une chambre climatisées, la
solution est stable a 25°C pendant un mois environ.

Réactif alcalin

Dissoudre 173 g d hydroxyde de sodium et 20,6 g d acétate de sodium anhydre dans
700 ml I ED , refroidir a 25°C puis porter le volume a 1000 ml dans un ballon gradué, stocker
a25°C.

Solution alcoolique
Mélanger :

» Unvolume de réactif d hydroxylamine

» Unvolume de réactif acalin

» Huit volumes d ED

» Deux volumes d’acool éthylique 95%

Régler le pH du mélange entre 6,9 et 7,1 avec |’hydroxylamine ou le réactif acalin s

nécessaire (la solution acoolique doit étre préparée chagque jour).
Sulfate d’ammonium ferrique (alun defer)

Ajouter soigneusement 94 ml d’ acide sulfurique concentré a 700 ml d'ED et dissoudre
dans cette solution 200 g de sulfate d ammonium ferrique 12 H,0.

Refroidir &4 25°C et porter le volume a 1000 ml dans un ballon gradué, filtrer sur papier
filtre et stocker loin des sources de lalumiére. Le réactif devrait étre stable pendant 1 mois a
25°C.
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Tampon phosphate

Dissoudre dans 100 ml d’ED, 2 g de phosphate de potassium monoacide (K,HPO,) et 8
g de phosphate de potassium diacide (KH,PO,).

Vérifier le pH qui doit étre 6,43.
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Annexe | X

Tableau VIl : Résultats des absorbances (DO) de différentes concentrations du standard de
lapénicillineV

Standard 1,18 2,95 3,83 5,01 5,9 8,85

mg/ml

Standard 1888 4720 6128 8016 9440 14160
ul/ml

DO 0,046 0,226 0,275 0,343 0,515 0,665

échantillon

Titre en (Ul/ml)

16000 -~
y = 20865x

R*=0,957

14000 -
12000 -
10000 -
8000 -
6000 -
4000 -

2000 {1 @ Densité optique

DO

0 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Figure 18 : Courbe d' étalonnage du standard de la pénicilline V

Calcul du Km :
Km=Tg a=20865(UIl/ml)




Annexes

Annexe X

+ Préparation des solutionstampons et phase mobile
Solution Tampon |

> Peser avec exactitude 6,8045 g de KH,PO, dans une fiole jaugée de 1000ml.

> Dissoudre dans |’ eau distillée, puis compléter e volume jusgu’ au trait de jauge.

» Ajuster le pH a 6 sous agitation avec une solution d’ hydroxyde de sodium (NaOH)
IN.

Solution Tampon 11

> Peser exactement 6,8045 g de KH,PO, dans une fiole jaugée de 1000ml.

> Dissoudre dans |’ eau distillée, puis compléter e volume jusqu’ au trait de jauge.

> Ajouter 200 ml d’ acétonitrile pour HPLC.

» Ajuster le pH a6 sous agitation avec une solution d’ hydroxyde de sodium (NaOH) 1%

Solution phase mobile

> Peser exactement 6,8045 g de KH,PO, dans une fiole jaugée de 1000ml.

> Dissoudre dans |’ eau distillée, puis compléter e volume jusgu’ au trait de jauge.

> Ajouter 330 ml d’ acétonitrile pour HPLC.

> Ajuster le pH a 4,5 sous agitation avec une solution d’ hydroxyde de sodium (H3POyg)
a 1%.

> Filtrer atravers une membrane filtrante de 0,45 pum.

» Dégazer dans un bain ultrason.
Préparation des standards
Solution standard de pénicillineV

> Peser exactement 70 mg de pénicilline V std dans une fiole jaugée de 100 ml.
> Dissoudre avec la solution Tampon | et compléter le volume avec |la méme solution.

Solution standard preécurseur PAO

> Peser exactement 30 mg du PAO dans une fiole jaugée de 100 ml.
» Dissoudre avec la solution Tampon 1 sous agitation 70°C pendant 10 min.

» Compléter le volume a 100 ml avec laméme solution
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HPLC:

4j milicu contenant le lactose (S1)
08/04/13

8§ &

hi

=]
=
=

Response (mV]

| B ' | \
ok i

=2 T AL R i LY

1

T TR ‘I ii “i li\“ J L 'WW”W\WW T
A R I R Rt Nl B S B M B R

CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time Area Height Area
#  [min) [V v 1%
1 4512 89226269 3857265 5697
2 11,121 67400864 437876 4303

1566271,33 42951,40 100,00

4j milieu contenant le lactose (S}
08/04/13

i’m\‘ T wﬂ'ﬂ'\"\'\'\'\i'hi]ih Il
1 2 3 4

T i"iH ‘ T "HH LI
5 6 7 5

Time {min]

CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time Area Height  Area
# [min) V) W] %)
1 4512 904096,98 39657,77 61,99
2 11,467 554390.21 1160567 38,01

1458487,19 51263,44 100,00

§j milieu contenant le lactose (S2)
09/04/13

LA LA LA

L0} AL ALY AL
‘ 8 0

T[T
‘ i 1

CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time Area Height  Area
# [min)  [WVs] W %

1 4,633 1236642,02 3923946 65,89
212921 64020903 808588 34,11

1876851,05 47325,34 100,00
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6j milieu contenant le lactose (S2)

FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height  Area
#  [min]  [uVs] v %)
144513 1286201,31 5478929 87,98 X
211,501 17574590 310244 12,02

1461947,21 57891,73 100,00

FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

B 6j milieu contenant le lactose (S1)
1004713 10/04/13
- | ”
= | |
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Tine rin
CHROMATOGRAMME CHROMATOGRAMME
GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept: CONTROLE ET INSPECTION DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION
Peak Time Area Height Area Peak Time Area Height  Area
# [min]  [WVs] W 1% #  [min]  [uvs] WV %]
41 4,643 77976863 2494383 4561 1 4599 52768596 1566828 31,91
212,886 929789,85 1259667 54,39 2 12,892 1125986,64 13834,18 68,09
1709558:; 37540,50 100,00 1653672,59 29502 46 100,00
il | j mil famidon (S2
4 milieu contenant l'amidon (S1) 4 milieu ng;gza?; lamidon (S2)
/
08/04/13
f 8 . \
= I |
L ‘ % }\
o= ‘\
] |
I I
i 1
| |
‘ | |
| |1
| B
| | |
AL | \\
b \ = y 4 \\Vi S
i v i
U g T an\xw AL ‘!"\”1‘ i M‘HUm\\‘uh“u‘\\‘\m:n
! “‘ll‘l‘v ! e e |19‘*‘1 “‘fs‘ﬁH L ’Y_‘Q‘f’ 0
T o e ]
CHROMATOGRAMME CHROMATOGRAMME
GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL

Peak Time Area Height  Area
#min] [V W] %
1 4641 1535550,24 50311,60 8792
212760 21093533 293890 12,08

1746485,58 53250,50 100,00




Annexes

5j milieu contenant l'amidon (S1)
09/04/13

CHROMATOGRAMME

LU R
0 0 3 B

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time Area Height  Area
#  [min]  [WVs] V] [%]

1 4643 124525247 4160650 82,97
2 12,780 255617,14 337382 17,03

1500869,60 44980,31 100,00

5] milieu contenant 'amidon (52)
09/04/13

R
T

T
I

Tyl
e
»

m:mim“m“‘miu T mm“\ ‘m,‘n “wT;WW

CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time Area Height ~ Area
# [min] - [WVs] W %

1 4,513 1140483,66 47683,79 7567
2 11492 36660845 695916 24,33

1507092,11 54642,96 100,00

7j milieu contenant I'amidon (S1)
11/04/13

3

i
L0 A A G
B N LI W L T e il B R N T

L
CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL

FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA

DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time Area  Height Area
# min] W] W] (%)

37,65 1813478 8378

72 210142 1622

328667,38 20236,21 100,00

7) milieu contenant 'amidon (S2)

11/04/13
|
7
]
) i
i |
ol
1 ‘\ | 1
M \
15— 1 [\
1 l 1Y\
m% H,f‘ N pt 77}1 \\;7 o

1
Time [min]

CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time Area  Height Area
# min] Vs WV [

1 3913 14267778 833848 49,60
2 9,934 14496751 419189 5040

28764529 1253037 100,00
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4j milieu contenant le glucose (S1)

08/04/13
g i
»5 ‘
I
>3 PO |
| |
od |
3 o
=i ST P Ll
m A WU RLER LR
M M e
CHROMATOGRAMME
GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL

FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height Area
# [min]  [WVs] WV 1%

1 4,517 1361575,73 59408,61 100,00

1361575,73 59408,61 100,00

4j milieu contenant le glucose (S2)
08/04/13
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S e
e
CHROMATOGRAMME
GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA

DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height Area
# min]  [WVs] WV [l

1 4650 1576740,89 52669,21 100,00

1576740,89 5266921 100,00

5j milieu contenant glucose (S1)

5j milieu contenant le glucose (S2)

FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time
#  [min]

Area
[uv-s]

Height
W)

Area
1%]

243167 4528514 100,00 &(C U

00,
135243167 4526514 100,00
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CHROMATOGRAMME CHROMATOGRAMME
GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL

FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA

500 Deot - CONTROLE
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Area
[uV-s]

Peak Time
#  [min]

1 4,520 1468608,54 63850,03 100,00

Height Area
W %

146860854 63850,03 100,00




6) milieu contenant le glucose (S1)
10/04/13

mmnml

1l

CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height ~Area
# [min]  [uVs) W [

1 4664 1306797,46 41837,19 100,00

1306797 46 41837,19 100,00

Annexes

7j milieu contenant le glucose (S1)

11/04/13
. 3
|
CHROMATOGRAMME
GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA

DCQ Dept: CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time Area  Height Area
# [min) Vs W[4

1 3,847 32406863 2634565 100,00

32408863 2634565 100,00

7j milieu contenant le glucose (S2)
11/04/13

TL_A JunFucdio i
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1

CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time Area  Height Area
# [min]  [WVs] W [

13,925 349416,77 25696,05 100,00

349416,77 25896,05 100,00




Annexes

4j milieu contenant le saccharose (S1)

DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

08/04/13
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CHROMATOGRAMME
é}iO’UPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA

Peak Time  Area Height Area
# [min]  [WVs] W (%)

1 4,653 1559849,89 5108541 100,00

1559849,89 5106541 100,00

4j milieu contenant le saccharose (S2)
08/04/13

Raspense

L R L LY

Time frie]

CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height ~ Area
# [min]  [pvs] WV (%)

1 4,662 144863635 47341,34 100,00

1448636,35 47341,34 100,00

5j milieu contenant le saccharose (S1)

09/04/13
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CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height ~ Area
# [min]  [WVs] [

1 4,672 147377352 48196,47 100,00

1473773,52 48196,47 100,00

5j milieu contenant le saccharose (321
09/04/13
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CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept: CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height  Area
# [min] V] [V [W]

1 4,663 1241610,91 40608,07 100,00

1241610,91 40608,07 100,00
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6j milieu contenant le saccharose (S1)

10/04/13
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CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA

DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height ~ Area
# [min]  [WVs] W[4

1 3,778 1103354,71 5954327 100,00

1103354,71 59543,27 100,00

6) milieu contenant le saccharose (S2)
10/04/13

Time )

CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height Area
# [min] [V W (%)

1 3763 1175436,22 58690,07 100,00

1175436,22 58690,07 100,00

7j milieu contenant le saccharose (S1)
110413
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CHROMATOGRAMME

GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA
DCQ Dept : CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height  Area
# [min] [WVs] V] [%]

1 4,511 919217,72 40505,49 100,00

919217,72 40506,49 100,00

Sftware Version 6320646

7j milieu contenant le saccharose (52)
11/04/13
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CHROMATOGRAMME
GROUPE INDUSTRIEL SAIDAL
FILIALE ANTIBIOTICAL MEDEA

DCQ Dept: CONTROLE ET INSPECTION

Peak Time  Area Height ~ Area
# [min]  [uV's] WV %]

626,91 51752,92 100,00

i 4511 1172

1]

117282691 51752,92 100,00




Résumé

L’ objectif de cette étude est de montrer I'influence de plusieurs paramétrestelsque: le pH et
la biomasse sur la productivité de la pénicilline V par I’ utilisation de différents sucres
(amidon, lactose et glucose) ayant des vitesses de dégradation différentes.

L’ optimisation de la cinétique de fermentation a été étudiée dans des fioles d’ Erlenmmayer
afin de synthétiser la Pénicilline V au niveau du complexe Antibiotical SAIDAL .

Notre étude a montré que le lactose a donné de meilleurs résultats comparant au glucose et
I’amidon qui n’ont pas donné de meilleurs titres de pénicilline V.

Motsclé: PeénicillineV ; Fermentation ; Cinétique ; P.chrysogenum.

Abstract

The aim of this study was to show the dependence of antibiotic production efficiency on more
parameters such as; pH, biomass on the productivity of antibiotic with the use of variety of
sugar (starch, lactose and glucose) which have different degradation rate.

Optimization of the fermentation kinetics was carried out in an Erlenmeyer to produced
Penicillin V at SAIDAL Antibiotical complex.

Our study shows that lactose gave the best results compared to glucose and starch which
didn’t give ahigh titer of penicillin V.

Key words; Penicillin V; Fermentation; kinetic; P.chrysogenum.
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