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Le développement des cultures de légumineuses d"introduction ré-
conte (cas du soja au Sénégal) ou ltameéliporation du systéme fixateur d"azote
des [légumineuses traditionnelles, ndgcessite souvent I1°utilisation d'inocu-~

lum bactérien contenant du rhizobium.

11 existe sur les marchés internationaux, divers produits de

qualités varides, et dont certains donnent satisfaction.

Cependant, en raison des difficultéds d'approvisionnement, ainsi
que du caractdre pdriesable de 1l'inoculum, il s’est rapidement avéré préfé-

rable de produire l'inoculum dans le pays utilisateur.

Les f ermenteurs classiqguement utilises dans les laboratoires, sont
fort colteux, et souvent inadaptés aux conditions techniques Pprecaires des

pays en voie de développement.

Dans cette optigus, le laboratoire de rhizobiolegie de Bambey
(Institut Sénégalais de Recherches Agricoles, Sénégal) a étudié et mis au
point un systéme eimplifié de Ffermenteurs, qui, utilisés en série, peuvent

constituer un petit atelier de production & 1%échelle semi-industrielle.



J 1 « CONCERPTION DU FERMENTEUR g

11 - Rappel des principales exigences spécifiques pour 1la culture

du rhizobium

+ Milieu de culture : Il se caractérise par sa richesse en ¢gléments nutri-
tifs ; on préconise, en particulier pour le rhizobium & croissance lente

le milieu YEM (J.M. VINCENT, 1970, BURTON, 1967) qui se compose dg 'Kz HPO4
0,5 g, Mg so4 -~ 7H,0 0.2 g, NaCl 0,2 g, cac03 0,1 g. Mannitol 10 g, extrait
de levure (difco) 1 3 ou eau de levure 200 ml, eau distillée gsp 1000 ml,
dont le pH est ajusté 3 6,8. La source de carbone (Mannitol) peut étra
remplacé par l'arabimose pour les souches japonicum et lupini (GRAHAM, 1963).
Pour une production & grande #chelle, il est mame préférable d-utiliser

le sucrose (DATE ond al, 1975).

+ _Oxygénation du milieu : Le rhizobium est une bactérie aérobie, qui néces-

SoDRzoRnonsSoocnanRnse

Site une aération continue. Une agitation rotative peut convenir dans le
cas d"une quantité réduite de milieu de culture (inFérieure 2 1) et si 3g
surface de contact du milieu de culture avec lair ambiant est grands. Par
contre, pour des volumes plus importants, il est nécessaire d'oxygdner le
milieu par un Flux d air stérilisé. SKINNER (1969), préconisd jusgqu'hd 120
litres d'air Par litre de milieu et Par heure. ROUGHLEY (1970) pense que 5

litres par litrs dg milieu et par heure seraient suffisants.

+ _jgingté_rgglitem__dg__m_cyltyfg . La température d"incubation du rhizobium n-est
pas un facteur limitant déterminant. Maintenir cependant la culture & une
température optimale permet de réduire notablement le temps de culture, donc
las risques de contamination . On considére que 25 a 30°C est une tsmpéra-
ture convenant 3 presque toutes les souches de rhizobium. BURTON (1967)
propose des températures de l'ordre de 30 & 32° particulierement pour les

souches "Tropicales™, & croissance lente.

+ Inoculation du milieu et durée de la_ culture : Une inoculation massive du
milieu de culture permet d'atteindre rapidement la phase exponentielle de

la multiplication bactérienne et la concentration maximum de cellules via-
bles. DATE (1975) propose d-"utiliser un pied de cuve de 0,1 & 1 % du yoluma

du milieu de culture a inoculer.

Les souches de rhizobium & croissance rapide atteignent leur
concentration maximum de ©cellulesviablesen 36-72 heures (temps de généra-
tion 4 heures), et celles & croissance lente en 108-192 heures (temps de
génération 6-12 heures). Il convient donc d"interrompre la fermentation d3s

gue ce niveau maximum est atteint, Soit une concentration de Il'ordre de 2 &
g



12 « Descriptif d'un module de production d'ingculum (schéma n° 1 et 2)

121 « La cuve g production est un cylindre étanche, en acier

- e ow el R P S o o

inoxydable  (paroi - 1,5 mm ¢paisseur) dont le fond est constitué d un pla-
teau du mame matériau, mais d’épaisseur supérieure (4 & 6 mm), de fFagon &
obtenir un fond le plus plat possible. Le couvercle (6 % 6,5 mm épaisseur)
est également plat et rendu solidaire de la cuve par un systeme de colle =

rette et de vis, l"étanchéité étant assurée par un joint torique.

Les dimensions approximatives de la cuva #8ont données dane le

| !
Profondeur de lz, Volume global

! [ ! |
,  Volume utile !Dlamétrez de la : |
1 [€H) ;  cuve  (mm) | cuve (mm) ‘ (1) |
! ! ! ! !
! 20 ! 280 ! 400 : 24,6 !
! ! ! ! !
! 35 ! 340 ! 450 ! 40,9
! ! ! ! !
! 50 ! 360 ! 600 ! 61,"1 !

Les dimegnsicns des cuves sont établies an tenant compte des di-

mensions classiques des autoclaves utilisés dans les laboratoires.

Des cuves de volume plus 1iImportant ((Jusqu"a 100 l) se sont mon-
trés de manutention trés difficile; & moins dTutiliser des moyens mécani-

ques conséquents.

122 w L"oxygénation du milieu nutritif est réalisédg généralement

par agitation pour les volumes de milieu réduit, ou par barbotage d’air pour

des volumes plus importants.

Aprés plusieurs essais de bullage avec et sans agitation simul-

tanée du milieu, on a remarqué que

- lTagitation trop forte et une aération excessive, conduisent
3 la formation de mousses abondantes, et augmentent les risques de conta-

mination malgré la présence des filtres d’'air.

= une oxygénation insuffisante et sans agitation du milieu ra-

lentit notablement la multiplication des rhizobium.

Nous avons donc retenu une oxygénation modérée (@ a 1,5 1/mn/

f ermcntour ) dont on augmente |-efficacité par un microbullage obtenu a

‘L'aide d'un verre fritté (@ pores : 150 & 200 ) dont la partie poreuse

est orientée vers le haut, et placé excentriquement par rapport & l'axe



Les bullegs d'air ainsi formées sont gntraindes par l1Tagitation
circulaire modérés {100-150 tours/mn) induite par un barreau magnétigque
(Longueur 100 m, @ 28 mm). L air est stérilisé par passage & travers un
filtra Whatman (ﬁ pores ! 1} pores 0,3/4)) que l'on peut éventuellement dé-
doubler par mesura de précaution gour assurer une parfaite gtdrilisation da
I"air

L'air nécassaire est fourni par un compresseur & sec préférable

au compresseur "3 l'huile" dont 1'air propulsé est facilement pollué.

Hais c&s compresseurs ne sont jamais & I"abri d"une panne éyen-
tuelle qui  immobilise totalement 1'atglier, puisqu'il est commun & I17an-
semble des modules dz production. nous avons donc cherché & individialiser
lg fonctionnement de chaque fermenteur en adjoignant un petit ccmpresseur

a chaque module.

Différents modéles ont ¢été testés, Notrsz choix sgtyst porté sur
les compresseurs @ Memhrane de type "pompe dTaquarium™, qui d"une part Tré-
pondent aux qualités requisas puur la production d'incculym, et d'autre part
présentent une scuplaesse d'utilisation incontestable et un TFaible prix dg

rovicrit.

123 = La régulation thermique n'est pas indispensable sila tempé-

rature ambiante du fermentour reste constante et vouisine de 25 & 28°C pour

igs souches dites " tempérégs", et de 30%C pour les souches "tropicales".
A température supérieure, une climatisation dg la pi3co s'imposo.

Par contre, si la température ambiantc est inférieure & 25°C, mome

teceasicnnellement, il est alors indispansablc de prévoir la régulation ther-

migqua du milieu.
Plusieurs systames €8 régulation ont Bté tastéds :

- plonger la cuve dans un bain-marie ast un systéme gouramment
utilisé, mais présgnte comme inconvénients majeurs du rendre difficile
I"agitation magnétique, et de ne pas @&tre trds commode d-utilisation en

particulisr pour les fermenteurs de gros volume.

- 1 ‘agitateur chauffant muni d-une thermuscnde permet dégalement
de réguler le milieu de culture, mais la précision n'gat ni constante ni
fiable ; car ce principe de régulatiorn est trés sensible & toute variation
de tensicn du rtéseau électrique.

Le systeme ie plus avantageux semble étre la résistance plongeante
commandée par une thermombétre a8 contact. Cas é&léments sont introduits dans
des gaines prévues a cet gffet dans le couvercle, et également egxcentrées

par rzppcrt d l'axe du couvarnle-
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% 2 - MISE EN FONCTIONNEMENT D"UN MODULE DE PRODUCTION g

2T - Préparation du fermenteur et stérilisation (Schéma 3)

Apres introduction du milieu nutritif dans la cuve (jusqu'a 10 cm
du bord supérieur maximum, on Fixe le couvercle & l'aide dps dcrous de ygr-
rouillage.

Le tube d'entrée d'air est obturé entre le couvercle et la fil-

tra, ca dernier restant ouvert sur L’extérieur ;

La sortie dair est é€quipée d"une fiole, connectée & un filtre.
La sortie d'air est maintenue ouverte de fagon & permettre I équilibre de

pression entre le milieu ambiant et l'intérieur de la cuve ;

La sonde de prélavement est obturée, ainsi que le tube d"inocu-

lation.

L*ensemble est introduit cans ITautoclave, et stérilisé % la
chaleur humide & 120°C, Il est conseillé de procieder systématiquement 4

deux autoclavages espaces dTune période de refroidissement de 6 & 8 heures.

La durée de chaque autoclavage est fonction du volume du milieu
nutritif.

2 x 1 heure pour des volumes de 20 litres

2 x 1 heure 30 pour des volumes de 20 & 40 litres

2 X 2 heures pour des volumes de 50 litres.
Aprés stérilisation on laisse refroidir le fermenteur.

22 = Inoculation du milieu de culture (Schéma 4)

Lo fermenteur pst place devant la hotte @ TFlux laminaire, de
facon a pouvoir introduire [I"extrémité de la sonde dYinoculation dans 1%en-

ceinte stérile.

Le pied de cuve est également placé dans cette enceinte stérile.
Il est recommandé toutefois, pour faciliter les manipulations de prévoir
un tube dT"inoculation et une sortie latérale souple du pied de cuve suffi-
samment  long, de fagon & permettre leur jonction devant un bec BUNSEN sans
avoir a manipuler le pied de cuve, ni & intervenir directement sur le fer-
menteur . Une personne seule, peut dans ce cas effectuer I inoculation du

milieu de culture.

pération 1

Stériliser @ la flamme les extrémités du tubs d"inoculation du
fermenteur et de la sortie latérale du pied de cuve. Dégager les orifices

-:ll)et (5) et affectusr L inoculation du milieu de culture.



Opération, 2 :

Supprimer les pinces d obturation (2) et (7).

Opération 3

- R S e W M
Transvaser lg piod da cuve on plagant lo¢ contenant 50 cm au-dessus

du fFurmenteur. L'inoculum s'écoulere pProgressivement cdans lo fermentoeur.

Le transfert torming, on replace la pince (2) et on déconnacte le

pied de cuva. L'gmbout placé yn aval de la pince (2) est rince & l'alcool.

Opération 5 :

- . Yy

Introduira stérilement 1g liquide aseptisant (chloruru mercurique

{ %o ou pau de Javel). Enlever le filtre d’'air.

23 « L-i production d'inoculum

231 = Misp on route

Le fermenteur ainsi préparé, est pose sur l'agitatgur magnétigue
qui ¢st aussitdt mis pn action 3;lc cempresseur sst connecté Sur l'entrée dfair
¢t mis en marche. Ouvrir le circuit d'adration on débridant la pince (1).

En cas de nécessité do thermo-régulation, on ipserre la résistanco

et le thermométre & contact dans les gaines Pplongeantes prévues
sur le couvercle du fermenteur, puis on ajuste la températurs souhaitée.

La mise zh température du milisu doit &tre progressive.

11 suffit deg desserrer la pinco (3), et obturcr quelques socondos
la sortie dair. Le milieu dg culturs s'dcoule dans l1-ampoule d¢ récupéra-
tion ; farmer ensuite la pince (3) gt ouvrir (5), le milieu s"écoule. Il
sst préfeérably, apras cette opération, de rincer l'ampoule avec do  I1Talcool

a 90°, en IT"injectant par lo tube d'écoulsment & l'aide d'une piesetis.

233 = Vidange _du_f ermenteur

Tout =n laissant le systé&mg on  fonctionnement (aération, agita-
tion), Gn procéde & la vidange du contenu de la cwe par la sonde de pré-
lavement, en opdrant de la méme facon Que pour la prisa d'dchantillon ; il
convient ¢cpendant de coupPer préalablement le systéme do régulation thermi-
que.

Si I'on souhaite aussit6t utiliser 1a culture liquide (préparation
d'inoculum tourbe par axomple), il suffit de connecter une éprouvette jaugée
stérile sur le +tuyau d"évacuation, et d"effectuer lg transfert du fermen-

teur dans I'éprouvette comme indiqué précédemment, et de cette darniére



24 « Ca aclt® da production d"un module

Si lton considére que l¢ moduls est mis gn foncticnnement
pandant 5 mois consdcutifs (viabilitd de l'incculum sur support tourbe de
6 mois 41 an), 2t & raoison de trois productions par mois, on peut évaluor

1

ia production de cylture liguids & -

« 300 litras pour un volume do milieu par fermenteur dz 20 litros
- 525 litres " " ! 35 litrus

w 750 litres " " i 50 litres.
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3 %MATERIEL NECESsalRE AU MONTace D[N MODULE CE PRODUCTION O INGCULUM

31 = Cuve de production

Les gimensions appraximativos de la cuve selon le vyclume retenu,
sont mentionnées dans le paragraphe (221). La schéma pn°® 2 , précise a titre

d"exemple, les caractéristiques détaillées d'une cuve de 50 litres.
32 = Agitation

Elle =st cbtenus par un agitateur magnétique classique ; la
puissance minimum rteduise du moteur est de }'grdre do 100 ¢ pour agiter yn
volume de 20 & 30 litres de miliecu, €t de 150 w pour un yglume de SC litres.

Ce type d"appareil se trouve facilement dans 1z coMMarce (ex. Mmagnétique

9 x 9 ou tharmolyne, chez Rioblock) ; on peut également adapter sgi-mémp

un aimant sur un moteur d"agitation classique (cx : agitation-moteur 2

régulation mécanique de | @  vitessel ce systéme @ I'avantage d’étre moins
GnéTeux.
11 est consgllld d-utiliser des barreaux aimantés de grande taille

(zx ¢ barrcau géant 108 x 26 mm) qui provoquent une agitation épnergique 2

vitesss deg rotation réduite.

33 -« Thermo-réqulation

Il n'est pas nécessaire d'utilisur des résistances chauffantos
de forts pulssance ; dos résistances de 300 w pour les farmentours de 20 1,

.t 500 ¢ pour las 35 at 50 litres sont suffisantes (ex : Thermo-plongaur

calorifugé en silice pur).

Cette résistancp est relide & un thermométre 3 contact (a double

échelle 0° a 60°C) et commandée par un rglai gloctroniguz.

34 « Circuit d'agration ¢t de prélavement

Outro les filtres de stérilisation d’air (whatman 7 pores G,3)

et 12 compresseur & sac (typa pompe draquarium) il est npécassaire de prévoir

anoensembla de petit matériel destine aux différents circuits :

erlenmeyer 4 sortie latérale de 500 ml (barbotage d¢ sortit!
dair) ;
- pinces %z lamgsg paralléles ;

2 tés en inox de 4 mm de ¥ ;

- 3 embouts do tuyau inox de 4 mm de Ef ¢t de 100 mm 4o Hlong

1 assortiment de bouchon caoutchouc autoclavable

tuyau silicone Phodosi]l de 4 mm, 6 mm et de § mm de ﬂ ;

]

2 tubes de barpotage on verre fritté, de porosité 150 a 20044,
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