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Procédé microbiologique perfectionné.

L'invention a pour objet un procédé microbiclogique du
genre de ceux gui comportent une étape de filtration permet-
tant de séparer, d'une part, notamment les corps cellulaires
du microorganisme mis en oceuvre et diverses particules et
substances, en particulier colloidales, en suspension et,
d'autre part, la phase liguide comportant les principes actifs
résultant du procédé microbiclogique.

Parmi les procédés microbiologiques en guestion, on peut citer
ceux de fermentation pour la préparation d'enzymes, de vitami-
nes, d’antibiotiques, d'acides organiques ou d'acides aminés.

Jusqu'a ce jour, on a eu généralement recours, pour
réaliser 1'étape de filtration, & des agents de filtration de
nature minérale ou accessoirement cellulosigue, les agents
minéraux étant choisis parmi les terres de diatomées, les
kieselguhrs, les perlites et l'amiante, ces matériaux ayant
souvent subi une étape de calcination et de tamisage avant
leur utilisation comme agents de filtration.

Cependant, il a parfois été fait appel & des agents de
nature amylacée, comme la fécule de pomme de terre, notamment
pour la filtration des levures. Mais l'utilisation de produits
amylacés a été et demeure peu répandue et reste de toute fagon
treés spécifigue.

Les agents de filtration courgmment utilisés comme les
kieselguhrs ou les terres de diatomées présentent pourtant un
inconvénient majeur qui réside dans le caractére éminemment
polluant du gateau de filtration, c'est-3~dire du résidu cons-
titué par 1'agent de filtration et les corps microbiens et
colloidaux retenus. 7

En effet, ce résidu de filtration impose de sérieuses
contraintes dues au caractére polluant de sa partie organi-
que. Ces déchets sont actuellement traités de différentes ma-
niédres. ta pratigue la plus courante consiste & transporter
ces résidus vers des décharges. Une autre solution consiste
3 les incinérer ou & les sécher, mais se posent alors, en

plus des problémes d'énergie, de graves problémes de cor-
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rosion dans les séchoirs et incinéfateurs, problémes dis au
fort pourcentage de charges minérales abrasives présentes
dans ces résidus.

Aucune de ces solutions n'apparait donc satisfai-
sante ; par ailleurs, le probleéme de la revalorisation de
ces résidus inhérents & la grande majorité des procédés mi-
crobiologiques reste posé. 7

Une solution plus attrayante consisterait é générali-
ser la filtration des molts de culture a 1'aide d'agents de
nature amylacée et & revaloriser le géteau de filtration en
1'utilisant pour l'alimentation animale. Mais cette solutien
implique un séchage des gateaux Je filtration et entraine
d’autre part des complications pour les sociétés sﬁécialisées
dans les industries de fermentation qui ﬁe disposent que
rarement de débouchés dans 1l'alimentation du hétail.

Aucune solution connue n'est donc, & 1'heure actuel-
le, satisfaisante sur tous les plans et ne permet de remédier
aux inconvénients précités, notamment du point de vue de la
pollution.

L’invention a pour but, surtout, de.proposer une so-
lution particuliérement élégante au probléme de 1'élimination
des gadteaux de filtration, tout en en permettant une revalo-
risation simple et avantageuse.

La Société demanderesse a, en effet, eu le mérite de
trouver que les gateaux de filtration qui sont & base d'un
agent de filtration constitué par un produit amylacé, étaient
propres & former, notamment aprés autolyse, hydrolyse ou au-
tre treitement de solubilisation ou de dégradation, un adjuvant
nutritif intéressant pour les milieux de culture utilisés
dans les procédés microbiologiques du genre en question. Ces
gdteaux de filtration peuvent donc B&tre notamment recyclés
dans le milieu de culture principal, sur le lieu méme de -
production. Cette maniére de faire permet de trouver sur
place une revalorisation intéressante de ces polluants et
d'économiser une partie non négligeabhle des matigres nutri-
tives qui constituent le milieu de culture principal, 1la
réutilisation des autolysats ou des hydrolysats du microor-
ganisme ayant en outre bien souvent un effet bénéfique sur

la culture de ce méme microcorganisme.
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Le procédé microbiologigue perfectionné conforme a
1'invention est donc caractérisé par le fait que, consécuti-~
vement & la filtration du molit sur un agent de filtratioﬁ de
nature amylacée, le géteau de filtration est recyclé dans le
milieu de culture principal, constituant ainsi une partie des
matiéres nutritives nécessaires & ce dernier, de préférence
aprés avoir été soumis & un traitement de dégradation, notam-
ment une autolyse, au cours duquel les gdléments constitutifs
des cellules sont partiellement solubilisés.

L'invention pourra étre bien comprise 3 1l'aide du com-
plément de description qui suit ainsi que des exemples rela-
tifs & des modes de réalisation avantageux.

Supposant, par conséquent, que dans le'cas d'un procédé
microbiologique la filtration est réalisée en ayant recours,
3 titre d'agent de filtration, & un amylacé, notamment & un
amidon natif, de préférence de tubércule, on recycle le géa-
teau de filtration vers le milieu de culture principal, de
préférence apres 1'avoir soumis & un traitement de dégrada-
tion, notamment d'autolyse. '

Le gateau de filtration constitue ainéi une partie des
matidres nutritives nécessaires & 1la formation dudit milieu
de culture principal.

Le traitement de dégradation; prévu de préférence, per-
met de rendre plus fermentescibles, au sein du milieu princi-
pal, les constituants du gateau de filtration dont 1'humidité
est en général & environ 80 % ou est amenée & cette valeur
pour l'incubation, ce gateau contenant normalement de 2575
50 % en poids de matiére amylacée sur la matiére séche.

Pour augmenter la fermentescibilité du gateau, on peut
le traiter & divers pH, diverses températures et ajouter
tous types d'enzymés capables d'hydrolyser tout ou partie de
ses constituants.

Pour le traitement de dégradation, le gateau est re-
cueilli dans des cuves, soit tel quel soit délayé dans
de 1'eau ; amené & un pH compris entre 4,0 et 8,5 et a une
température de 20 & 60°C, il subit alors l'adtolyse des
corps microbiens qui peut gventuellement &tre facilitée par

addition d'enzymes supplémentaires, notamment des amylases
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4.
ou des protéases. Les corps microbiens possédent cependant
généralement une activité enzymatique suffisante pour provo-
gquer directement, dans ces conditions, leur propre autolyse..

Les eniymes supplémentaires éventuellement ajoutées
seront donc essentiellement des amylases, O-amylase et
amyloglucosidase notamment, capables d'hydrolyser le consti-
tuant amylacé du gateau de filtration.

Ces amylases agissent surtout en fin d'autolyse, par
montée de la température au-deld de 60°C, température 3 la-
quelle débute la gélification d'agents amylacés comme les
fécules de pomme de terre ou de manioc.

Lorsque le microorganisme cultivé est lui-m@me équipe
d'amylases, la fécule native ou liguéfiée & 1'O-amylase con-
viendra.

Si le microorganisme exige, pour sa production princi-
pale, du dextrose pur, on hydrolyge 1'agent amylacé & 1’amy-
loglucosidase. La quantité et les conditions d'action de
1'enzyme seront alors fixées, de manieére connue en soi, de
fa§on & ce que l1'hydrolyse de l'agent amylacé soit pratique-
ment compléte. _

- Le lysat fihalrest généralement obtenu aprés 8 a 24 heu-
res d'incubation. Il est alors recyclé dans le milieu de
culture principal. 7

Ce lysat contient unerpartie des hydrates de car-
bone provenant de 1'agent de'¥i1tration,rdes amino-acides ou
peptides, des vitamines du groupe B, des matigéres minérales,
des acides nucléiques, c'est-a-dire les constituants biolo-
giques les plus adaptés & la croissance des microorganismes
cultivés. 7

Le procédé conforme & l'invention peut &tre mis en
ceuvre en ayant recours & une installation du genre de celle
schématiquement montrée & la figure unique. ’

Cette installation comporte une enceinte 1 dans la-
guelle se déroule le procédé microbiclogique prorement dit.

L'enceinte 1 est reliée par une canalisati0n 2 & un
filtre 3, par exemple du type rotatif ("Preccat”) comme
montré. '

A la sortie du filtre 3, on recueille

- d'une part, par une canalisation 4, le filtrat com-
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portant les principes actifs fésultant du procédé et les so-
jubles, ce filtrat pouvant &tre conduit vers une gtape de
purification supplémentaire, par exemple une installation
d’'ultrafiltration 5,

- d'autre part, le gateau de filtration qui est amené,
par exemple par une bande transporteuse 8, a l'une des cuves
7 d'une batterie de cuves d'hydrolyse équipées de
8 et a

moyens

d'agitation 1'intérieur de laquelle il est délayé avec

la quantité nécessaire d'eau s'il y'a lieu.

Aprgs le temps d’incubatioen nécessaire, aux conditions

indiquées plus haut, le lysat est recyclé vers la cuve 1

grace & une canalisation 8.

EXEMPLE 1

Production d'amyloglucosidase avec, comme agent de filtra-
tion, de la fécule de pomme de tefre.

On utilise une souche d'Aspergillus awamori obtenue
aprés de nombreuses mutations aux rayons ultra-vioclets et &

1'aide de divers agents mutagénes.

%

Le milieu de culture est constitué de 10 % de farine

o,

de mais, de 2 % de fécule de pomme de terre et de 4 % de

C.S.L. & 50 % de matiéres séches (Corn-Steep-Ligquor ou "eau

de trempage du mais"J.

Dans un fermenteur de laboratoire, on prépare le milieu

de culture en mettant en suspension, dans 12 litres d'eau,

2 kg de farine de mais et 0,4 kg de fécule de pomme
On ajoute 90.000 Unités internationales d'a-amylase

procéde & la liquéfaction de 1'amiden de mals et de

de terre.
et on.

la fécule

de pomme de terre en maintenant le milieu & une température

de 80°C durant 15 minutes.

Aprés liquéfaction, on ajoute 800 g de C.S.L.

dilué

dans la guantité d’'eau nécessaire pour ajuster le milieu 3

20 litres.

Aprés stérilisation a 120°C pendant 30 minutes environ,

le milieu est ensemencé par 300 ml d'une culture de

24 heu-

res d'Aspergillus awamori (milieu farine de mais a 5 % et

2 % de C.S.L.J.

Aprés 3 jours de culture sous forte agitation

et aéra-

tion, le taux de substances réductrices libres est tombé a

moins de 2 g/litre d’'éguivalent glucose et l'activité enzy-
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matique mesuree par la méthorde standardisée G-A.U. (Gluco-
amylase,Unit méthode de MILES LABORATORIES) est de 25 uni-
tés/ml.

Sur un filtre Blchner de 30 cm de diameétre garni de
500 g de fécule de pomme de terre, on filtre le molt par
portions de 1 litre.

La filtration est trés facile. Aprés un lavage 3 l'ai-
de de 100 cm3 d'eau, on détache aisément la "feuille” (obte-
nue par un feutrage d au chambignon filamenteux) du géteau
de fécule, ce qui laisse une surface de ?iltration libre de
tout résidu et donc préte & la filtration d'une nouvelle
portion d'un litre de molt de cultqre.

Pour chaque . filtration d'un litre de molt de cuiture,
on récupére une "feuille” ou géteau de filtration d'un poids
de 107 g en moyenne.

Au total, on obtient 2,2 kg de gidteau humide & 80 %
d'eau et dont la composition est la suivante :

1,76 kg d'eau
0,154 kg de fécule (180 g de fécule commerciale)
0,286 kg de cellules.

Ce gateau est incubé tel quel & une température de
50°C et & un pH-de 3,8 pendant 12 heures.

La concentration en matiéres solubles apreés autolyse
est supérieure & 100 g/litre.

Aprés 1l'avoir amené & une température de g8p0°cC, on
ajoute & cet autolysat cellulaire 400 g de C.S.L. (soit 2 %
du milieu de culture final) et on ajoute l'ensemble & une
nouvelle charge contenant 2 kg de farine de mais et 0,2 kg
de fécule de pomme de terre, préparée dans 12 litres d’'eau
et liquéfiée comme précédemment (l'autolysat vient donc en
lieu et place d'une partie du Corn-Steep et d'une partie de
la fécule de pomme de terre présents dans le milieu de cul-
ture initial).

Enfin, on ajuste le mélange ainsi constitué & un volume
de 20 litres par apport de la gquantité d'eau nécessaire.

Le processus décrit plus haut est alors de nouveau
suivi.

Aprés 4 jours de fermentation, l'activité enzymatique

est de 24 unités G.A.U./ml ; la filtrabilité est toujours
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aussi bonne.
' Ce processus a &té reproduit gquatre fois consécutives.
Les activités enzymatigues obtenues ont été de :

24 - 26 - 23 - 25 unités/ml.

EXEMPLE 2

Culture d'un Streptomyces griseus avec filtration sur
fécule de pomme de terre et recyclage.

Le Streptomyces a été cultivé sur un milieu contenant

- malto—dextrine‘ 1 %
- glucose 5 %
- protéine de soja 1%
- C.S.L. ' 2 %.

‘malto-dextrine': amidon ligquéfié & l'oa-amylase jusqu'a un
dextrose-équivalent de 25.

Aprés stérilisation et ensemencement par une souche de
Streptomyces griseus, la culture a gté agitée et aérée pen-
dant 72 heures.

L'activité biologique du molit de culture a atteint
alors sa valeur maximum, cette activité colncidant avec
la teneur minimum en giucose dans le molt.

Le molt de culture a été filtré sur un filtre rotatif
garni & la fécule de pomme de terre.

Le débit de filtration mesuré a été de 350 1itres/m2/
heure, ce gui est un débit comparable & celui obtenu sur
terre de diatomées. ®

o,

Le gadteau de filtration lavé titrait B3 % d'humiqité
et présentait une teneur en fécule de 36 % sur matiéres sé-
ches. 7

Ce gadteau incubé & 50°C & un pH de 5,0 pendant 12 heu-
res, a. été recyclé dans un milieu de culture principal dont

la composition était :

- glucose 5 %
- protéine de soja 1%
- C.S.L. - R

L'activité enzymatigue trouvéeaprés 72 heures est
égale & celle du milieu initial au moment de 1la premigre
filtration.

Cette opération a pu Btre répétée une dizaine de fois

sans affaiblissement notable de l'activité biologigue re-
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EXEMPLE 3

Culture de Penicillium Chrysogenum -
Production de penicilline.

On cultive une souche particuliére de Penicillium
Chrysogenum sur un milieu contenant :

- 30 kg/m3 de Corn-Steep liquide, de la qualité dé-
crite dans la demande de brevet frangais N° 78 22106 déposée
parvlaVSOCiété demanderesse le 4 septembre 1878, '

- 20 kg/m3 d'hydrolysat enzymatique d'amidon, ayant
un DE (dextrose-équivalent de 97) environ, commercialisé par
la Société demanderesse, 10 kg/m3 de cet hydrolysat étant
introduité en continu en cours de fermentation, éuivant le
processus décrit par V.F. DAVY et MARVIN JOHNSON dans "Appli-
cation Microbiology”, 1, pages 208 a 211 (19853), "Penicillin
production in corn stéep media with continuous.cafbohydrate
addition”,

- un précurseur du type phényl-acétique.

Aprgs une fermentation de 4 jours, le modt de culture
est filtré sur un filtre rotatif du type DORR OLIVER garni
de Féculerde pomme de terre dont la qualité bactériologique
est celle de la fécule utilisée en filtration brasserie ou
en production de levure alimentaire.

La vitesse de filtration est de 300 & 400 1/m /heure.

le mycélium ainsi séparé du milieu & 35°C et lavé sur
le filtfe ressemble & de la pulpe de papier grossieére.

Le taux de matidres séches du gateau de filtration est
de 17 % et la teneur du ghteau en fécule exprimée sur ma-
tigres séches de 27 %. )

La composition sur matiéres séches du gateau est :

fécule . ’ 27 %

protéines 28 %

graisses - 7 %

matiZres minérales 14

thiamine 5,0 ug/gramme
riboflavine 37,6 v
acide pantothénique 60,0 "
acide nicotinique 100,0 "

acide foligue ' 5,0 "
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biotine 3,0 ug/gramme
pyridoxine 10,0 pg/gramme.

Le gateau ainsi recueilli (82 kg/m3 de.moit filtrél) a
été ajusté & un pH de 5,0 et porté sous légére agitation a
50°C, puis maintenu sous ces conditions d'autolyse pendant
12 heures.

L'autolysat a &été amené & 100°C pour disperser complé-
tement la fécule, puis la température a été ramenée a 60°C
et on a ajouté 100 unités d’amyloglucosidase par litre d'au-
tolysat.

Aprgs 10 heures d'hydrolyse enzymatique, le taux de
sucres réducteurs a été trouvé égal a 40 grammes/litre.

Cet autolysat-hydrolysat a été recyclé en fermentation
ol il a remplacé 10 kg/m3 de C.S.L. et 10 kg/m3 d'hydrolysat
d'amidon.

Cette opération a pu &tre répétée 3 plusieurs reprises
sans baisse d'activité antibiotigue et sans abaissement de
la vitesse de filtration.

Comme il va de soi et comme il résulte d'ailleurs déja
de ce gqui précéde, l’invention ne se limite nullement & ceuxX
de ses modes d’application et de réalisation qui ont éte
plus spécialement envisagés ; elle en embrasse, au contrai-

re, toutes les variantes.
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REVENDICATIONS

1. Procédé microbiclogique comportant une étape de
filtration du molt qui permet de séparer, d'une part, un ga-
teau de filtration formé notamment des corps cellulaires du
microorganisme mis en oeuvre et de diverses particules et
substances, notamment colloidales,.en suspension et, d’autre
part, .une phase liquide renfermant les principes actifs ré-
sultant du procédé microbiologigue, ce procédé étant carac-
térisé par le fait gue, consécutivement & la filtration du
moOt sur un agent de filtration de nature amylacée, le gadteau
de filtration est recyclé dans le milieu de culture princi-
pal, constituant ainsi une partie des matidéres nutritives
nécessaires & ce .dernier, de préférence aprés avoir été sou-
mis & un traitement de dégradation, notamment une autolyse.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé par
le fait gque, pour augmenter la fermentescibilité du gdteau
lors du traitement de dégradation, on peut le traiter & di-
vers pH, diverses températures et ajouter tous types d'enzy-
mes capables d'hydrolyser tout ou partie de ses constituants.

3. Procédé selon 1l'une des revendications 1 et 2,
caractérisé par le fait gue, pour le traitement de dégrada-
tion, le g&teau de filtration est recueilli tel guel ou dé-
layé dans des cuves, amené & un pH compris entre 4,0 et 8,5
et & une température de 20 & 60°C.

4. Procédé selon l'une des revendications 1 & 3, ca-
ractérisé par le fait qu'au gadteau de filtration on ajoute
des amylases capables d'hydrolyser le constituant amylacé du
gadteau, notamment de 1'a-amylase et de 1'amyloglucosidase.

5. Application du procédé selon 1'une des revendica-
tions 1 & 4 aux procédés de fermentation destinés & la pré-
paration d'enzymes, de vitamines, d'antibiotiques, d'acides

organiques ou d'acides aminés.
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