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RES UME

L'étape clé pour les applications possibles de la valorisation
biotechnologique de la bagasse de canne à sucre est l'hydrolyse en
zymatique de la cellulose mntenue dans ce substrat. Nos recherches ont
donc été orientées vers la production de cellulases de champignons
filamenteux.

Le choix du microorganisme, l'optimisation des conditions de
culture, les prétraitements de la bagasse, l'extraction et le condition
nement des cellulases, nous ont permis de mettre au point un procédé
simple pour la production de cellulases en grande quantité et dans des
conditions économiques avantageuses.

Le principe du procédé OR5rOM de production de cellulases
par fermentation en milieu solide statique des substrats lignocellulosiques
repose sur cinq étapes :

- Le conditionnement du substrat

- L'inoculation

- La fermentation en Zymotis

- L'extraction de cellulases

- Le conditionnement des produits obtenus

Ce procédé a été mis au point au niveau Laboratoire dans des
fermenteurs contenant 20 g de produit. Le passage au niveau pilote
expérimental a été possible grâce à l'utilisation d'un Zymotis ~ui

est un biofermenteur statique capable de contenir SU kg de substrat
inoculé à 72 %d'humidité.

Au total, après 48 heures de fermentation en Zymotis de 12 kg
de ~bstrat poids sec, nous avons obtenu le bilan suivant :

164 520 U.I. d'Activité Papier Filtre

1 623 240 U.I. " " Carboxyméthylcellulase

Après extraction, 80 %de cellulases produites ont été
récupérées dans 27 litres de solution.

Ces résultats très prometteurs, nous autorisent à envisager
l'utilisation du Zymotis pour la production de cellulases et de méta
bolites de champignons filamenteux cellulolytiques cultivés sur
bagasse de canne à sucre.



1. INTRODUCTION

La cellulose, constituant majeur des végétaux, représente la
principale ressource de carbone organique continuellement renouvelable
grâce au mécanisme de la photosynthèse. Sa décomposition en sucres
simples, permettrait de résoudre de nombreux problèmes, tels que la
pollution de l'environnement ( par la bioconversion des déchets urbains,
industriels et agroindustriels ) ainsi que des problèmes énergétiques
( par la production d'énergie: alcools, méthane ).

Certains sous-produits agricoles ( cossette de betterave, paille
de blé, rafles de mais, bagasse de canne à sucre, rapures d'ananas)
peuvent être utilisés pour l'alimentation du bêtail, la fertilisation
des sols et la production d'énergie par combustion. Toutefois, leur
valorisation pourrait être améliorée par de nouveaux procédés permettant
une exploitation plus approfondie de l'énergie potentielle que représente
cette biomasse ~ellulosique. Caux-ci nécessitent la disponibilité des
sucres simples obtenus par hydrolyse chimique ou enzymatique de la cellulose.
Les cellulases capables de réaliser oette hydrolyse, peuvent être obtenues
par la croissance de microorganismes sélectionnés, sur les substrats ligno
cellulosiques eux-mêmes.

L'intérêt d'une telle orientation est d'autant plus important
que les applications des cellulases sont très variées. Outre leur
utilisation dans l'Industrie Agroalimentaire et Pharmaceutique, la
voie la plus prometteuse, dans le contexte économique actuel, semble
être la production de carburants de substitution. Les résidus cellulosiques
hydrolysés par les cellulase, fournissent un mBlange de sucres qui par
fermentation, condursent à des produits tels que l'acétone, le butanol,
l'éthanol ou le méthane.

Sur le Tableau 1 les différentes approches d'utilisation de
la cellulose par les processus biotechnologiques sont sommairemept
shématisées ( SRINIVASAN ; 1975 ) •

La cellulose par hydrolyse acide est transformée en sucres
simpl~s. Ces sucres servant de ~bstrat pour la culture de levures ou
de champignons filamenteux. Une autre méthode consiste à utiliser la
cellulose directement par des microorganismes cellulolytiques pour la
production de S.C.P. ( Single-cell Protein = Protéines d'Organismes
Unicellulaires ).

Par fermentation anaérobie de la cellulose il y a production
de méthanol, par fermentation anaérobie à un seul étage il y a produc
tion de méthane et de méthanol, par fermentation aérobie à plusieurs
étages il y a production d'acétone, d'éthanol, de butanol, d'isopro
panol. La digestion enzymatique ou microbiologique partielle de la
cellulose conduit à l'obtention d'aliments pour bêtail.
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HYDROLYSE FERMENTATIONS MICROBIENNES DIGESTION DIGESTION

acide

l
Monosaccharides

1 1
Anaérobie Aérobie

1

Enzymatique

complète

partielle

Enzymatique

Microbienne

LEVURES

BACTERIES

METHANE

!
METHANOL

Culture

unique

Cultures

successives
1

1 i
LEVURES Fermentat!on

l

GLUCOSE

GLUCOSE ALIMENT

de

BETAIL

l'V

CHAMPIGNONS

FILAMENTEUX SCP SCP
.. .. • •ACETONE ETHANOL 8UTANOL 1 SOPROPANOL

~
Divers produits chimiques de synthèse

SUCRES

TABLEAU 1 Méthodes proposées par SRINIVASAN ( 1975 ) pour l'utilisation de la cellulose.
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Actuellement, les travaux de recherche visent le développement
industriel de la production de cellulases de champignons filamenteux
cultivés en fermenteurs en milieu Liquide. Cette technique n'a pas
encore franchi le stade pilote et présente entre autres inconvénients,
une limitation des contacts substrat/microorganisme et une viscosité
des milieux de culture •.

Dans le cadre des recherches sur l'enrichissement en Protéines
des substrats amylacés, des chercheurs à l'ORSTOM ont mis au point
une technique originale de culture des champignons filamenteux en
mil ieu solid e ( RAI M8AUL T et GE RMON:; 1976 ) • Ce type de fermentat ion
appliqué aux substrats cellulosiques, donne des résultats prometteurs
pour la production de cellulases ainsi que des Protéines pour l'
alimentation du bêtail ( ROUSSOS et Coll.; 1983 ).

En effet, de très nombreux champignons filamenteux cellulolytiques
( Trichoderma ) produisent des cellulases en grande quantité au courg
de leur croi ssance. La quant i té. d' él ément s nutr i tifs indi spensables
à leur développement est très faible, d'autre part leur équipement
enzymatique varié les prédispose particulièrement à ce type de cul-
ture en milieu solide. .

Cependant l'utilisation en 8iotechnologie des déchets Agro
industriels lignocellulosiques reste actuellement limitée. Divers
exemples tirés de la pratique industrielle montrent que des procédés
séduisants peuvent parfois être mis en oeuvre afin de valoriser dans
des conditions économiques certains déchets agroindustriels. Ces
réalisations r~stent, le plus souvent, au niveau pilote expéri~ntal.

Lors du Symposium sur la Transformation Enzymatique des
Substrats Cellulosiques la Techncclogie. et ses applications qui a eu
li·eu à NatÏÀ< ( U.S.A. ) GADEN ( 1976 ) avait résumé ainsi lB s appli
cations potentielles pour les cellulases et la cellulose transformée
en glucose.

1) Utilisation directe des cellulases dans l'alimentation et
les Technologies Agroalimentaires et Pharmaceutiques.

2) Utilisation de la cellulose transformée en glucose

a) Comme substitut du dextrose dans l'industrie alimentaire

b) comme substrat pour les fermentations

c) pour la production d'Aliments fermentés enrichis en
Protéines ( AfEP )

d) Pour la production d'éthanol par fermentation
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Il avait conclu que les applications directes des cellulases,
autres que celles de l'hydrolyse de la cellulose à grande échelle, n'
étaierrt pas évidentes à ce moment là. Parce que l'utilisation du
glucose, dérivé de l'hydrolyse de la cellulose, pour le commerce ou
la production de levures n'était pas compétitive avec celle des
sucres dérivés de l'amidon. La prespective de production d'alcools
à partir de la cellulose est plus intéressante. Cependant, la
rentabilité économique est étroitement liée à la production de
cellulases et les technologies enzymatiques de la saccharification
de la cellulose.

Il nous a semblé intéressant d'orienter nos travaux de
Recherche vers les applications possibles de valorisation des
déchets après transformation chimique et bioconversion. Dans ce but
l'étape clé est: l'Hrdrolyse Enzymatique des Matériaux cellulosiques.
Elle doit pe~mettre d obtenir des solutions d'hexoses et de pentoses
dans des conditions avantageuses.

Nos recherches ont donc été orientées vers la production de
cellulases de chamRignons filamenteux •

Ces enzymes sont obtenues par un procédé nouveau de
fermentation en milieu solide de produits lignocellulosiques. Le
choix du microorganisme, l'optimisation des conditions de culture,
les prétraitements des substrats, l'extraction et le conditionnement
des cellulases, nous ont permis de produire ces enzymes en grande
quantité tout e~ utilisant un procédé simple.

Depuis la création à l'ORSTOM du programme de Recherche
" hydrolyse de la cellulose par las moisissures ~ qui a démarré à
l'Institut de R~cherche Chimique .Appliquée ( IRCHA ) en octobre
1979, plusieurs travaux ont été réalisés dans ce domaine et en
particulier :

- divers prétraitements ( Physique sr Chimiques et Biochimiques )
de substrats lignocellulosiques ont été étudiés ( VIDAUD et
Coll. 1982 ) •

- Une souche Trichoderma harzianum a été selectionnée pour
sa haute activit~ cellulasique. La production de cellulases
de T. harzianum a été étudiée en milieu liquide sur différents
substrats; en particulier sur cellulose microcristalline
( ROUSSOS et RAIMBAULT ; 1982 ), sur cossette de betterave
( ROUSSOS et Coll. 1983 ) sur paille de blé (ROUSSOS, 1981;
GIULIANO, 1982 ) et sur bagasse de canne à sucre ( ROUSSOS
et SEDHA , 1983 ).

La production d'AFEP à partir de pail~ de blé, au niveau
pilote, a été étudiée ( ASTHER , 1982 ).
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Cependant, le p!l.,us souvent, nos travaux de Recherche ont
porté sur des études de Laboratoire en utilisant de petits fermenteurs
contenant 20 g de produit uniformément inoculé.

Oes études au niveau pilote ont commencé en 1982 à l'IRCHA
en utilisant un fermenteur agité de type Pétrin, d'une capacité de
6 kg ( ASTHER, 1982 ). Pour nos travaux de production de cellulases
de T.harzianum nous avons expérimenté en Martinique un fermenteur
statique ( ZYMOTIS ) pour la culture de ce microorganisme sur
bagasse au niveau pilote. Ce Zymotis peut contenir 50 kg de produit
à7i2 %':'d'humidité.

L': étude décri te dans ce rapport a porté sur quatre points
qui seront développés séparément. Nous avons tout d'abord étudié la
production de cellulases de T. harzianum cultivé sur bagasse par
fermentation .en milieu solide. La technique de la cul ture en colonne
a été utilisée pour la mise au point du procédé et l'optimisation d'
un certain nombre de paramèt~e pour la croissance de T.harzianum
sur ce nouveau substrat. L'utilisation d'un nouveau fermenteur statique
( Zymotis ) nous a permis de développer, au niveau pilote expérimental,
le procédé ORSTOM de production de cellulases par culture d'un cham
pignon filamenteux.

Le produit fermenté, riche en protéïnes fongiques et en
cellulases, a été pressé pour en récupérer les cellulases dans la
fraction soluble •. Celle-ci, qui en fait est un concentré d'enzymes
a été conditionnée de différentes façons pour la conservation à long
terme des activités enzymatiques.

La fraction insoluble, composée essentiellement de la
bagasse et de son de blé non utilisés par le microorganisme ainsi
que les protéïnes mycéliénnes, a été ensilée. Seule la nature des
conservateurs utilisés ainsi que le mode de confection des silos
seront décrits dans ce rapport, l'étude de conservation par ensilage
de cette fraction insoluble n'étant pas terminée.

Enfin nous avons longuement étudié la production de
conidiospores de T. harzianum , point de départ de cette bioconversion.
Nous avons expérimenté plusieurs milieux de culture différents afin
de définir un milieu et des conditions de cultures optimales pour
produire dans un fermenteur à disques le maximum de conidiospores
de cette souches dans un minimum de temps •
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RECHERCHE

1. Production de cellulases de Trichoderma harzianum
cultivé sur bagasse par fermentation en milieu
solide.

1 • 1 •

Les distilleries et la sucrerie ( usine ) après traitement
de la canne à sucre , disposent de quantités importantes de bagasse,
dont une partie est directement brûlée en chaudière pour produire
l'énergie nécessaire au fonctionnement de l'unité. La bagasse excé
dentaire est brûlée" sur place, ce qui représente une perte d'énergie
importante ( FiG 1 ).

Une Tonne de canne cor~espond à 0,3 T. de bagasse dont les
2/3 sont utilisés comme combustible d'usine. Pour une production annuellE
de 200 000 T. de canne en peut estimer la quantité de bagasse excé
dentaire à 20 000 T. La campagne de récolte de canne à sucre en
Martinique dure environ cinq mois ( de février à juin). De ce fait,
la bagasse n'est disponible en usine que pendant une période de l'
année bien délimitée.

Plusieurs techniques peuvent être envisagées pour valoriser
la bagasse excéqentaire. Au centre Technique de la Canne et du Sucre
( CTCS ) en Martinique, des essais de carbonisation ou de gazéification
ont été effectués, toutefois la valorisation de la bagasse pourrait
être améliorée par des procédés biotechnologiques, permettant une
exploitation plus approfondie de cette source de carbone.

Les champignons filamenteux cellulolytiques sont capables
d'utiliser la cellulose de la bagasse en produisant des cellulases.
Celles-ci peuvent être extraites en fin de fermentation, le résidu
soride contenant la biomasse fongique et les composés carbonés plus
ou moins hydrolysés pouvant servir à l'alimentation des ruminants.

Cependant la bagasse étant un substrat relativement pauvre
en sucres libres et en composés azotés, nous avons montré lors des
études précédentes ( ROUSSOS et SEDHA; 1983 ) qu'il est indispensable
d'y ajouter un complément plus assimilable ( par exemple du son de blé)
pour le démarrage de la culture.

1 .2.

Le principe du procédé OR5TOM de production de cellulases
par fermentation en milieu solide de la bagasse est représenté sur
le Tableau II • Il comprend cinq étapes:



CANNE A
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SUCRE

200 000 TONNES

42 000
50 000
Bagasse
comme c

=

BAGASSE

60 '000 T.

" "

T. ,
10 000

,
a a

T. = 18 000 T.•
utilisée Bagasse

ombustible excédentaire

=

VINASSES

200 000 T.

Rejet direct
ou

Epandage

FONDS DE CUVE

4000 T.

Rejet direct
ou

Epandage

8 500 à
10 000 Tep

Vapeur
Chaleur

Electricité

2' 000' à
3 600 Tep

Non utilisé

650 à
900 Tep

Non utilisé

Fig. 1 Schéma de sous produits de canne a sucre en MARTINIqUE
( RoSEMAIN 1983 ).
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, a) ~~_er~~~~~!~i~~~~~~n~ du substrat consiste en un brorage
mecanique de la 6agasse 6rute arin d'obtenir des particules homogenes
d'une taille inférieure à 3 mm de longueur, éventuBllement suivi d'un
séchage pour conserver le substrat en dehors de la période de la
campagne sucrière. Avant la fermentation, l'humidité est amenée à
50 %avec une solution minérale. Un prétraitement à la chaleur (
autoclavage à 110 0 C ) du mélange ainsi obtenu est indispensable pour
améliorer l'accessibilité de la cellulose aux enzymes cellulolytiques
et faciliter la culture de T. harzianum •

b) L'inoculation se fait avec une suspension de conidiospores
du champignon-et-Ie-proaüit est amené à 72 %d'humidité.

. c) La fermentation aérobie est obtenue par passage continu
d'un flux d'aIr-hümIaIfIè-a-travers la masse du substrat; la fermen
tation est arr~téeaprès 48 heures.

d) L'extraction des ~ellulases se fait à partir de la
totalité du proaüIt-rërmentè;-a-ITaIaë-d'une presse hydraulique. On
obtient deux fractions : la fraction soluble contenant les cellulases
et la fraction insoluble, contenant les protéïnes mycéliennes insolubles
ainsi que le substrat non utilisés par le microorganisme.

e) Le conditionnement desdeux fractions est différent.
Tout d'abord-par-evaporatIon-ae la fraction soluble on obtient les
cellulases sous forme de poudre sèche. Par ensilage de la fraction
insoluble, ce sdus-produit de la fermentation est stabilisé. La
fraction insoluble ainsi conservée serait utilisée comme AfEP pour
l'alimentation des ruminants.

1.3.

L'optimisation des conditions de culture ( prétraitements de
la bagasse, concentration des sels minéraux apportés, humidité initiale
du substrat, quantité d'inoculum ) ont été ralisés en utilisant de
faibles quantités de substrat.

Nous avons utilisé un mélange de 80 g de bagasse finement
broyée et de 20 g de son de blé. De même, les cultures ont été
réalisées en utilisant les dispositifs de colonnes décrit~ par
RAIMBAULT et ALAZARD ( 1980 ).

Les conditions générales pour la production de cellulases de
T. harzianum par fermentation en milieu solide figurent sur le
Tableau III. Les colonnes chargées avec 20 g de substrat inoculé
à 72 %d'humidité ont été p~acées dans un bain marie à 29 0 C.
L'aération des cultures a été obtenue<par passage forcé, d'air saturé
en eau, à travers le substrat avec un débit de 5 1 / h / colonne.



TABLEAU II

9

Procédé ORSTDM de Fermentation en ~ilieu

solide de la Bagasse en Zymotis.

PRECONDITIONNEMENT :

INOCULATION::

fERMl:.NTATION :

Broyage et séchage de la Bagasse

10 kg de Bagasse + 2 kg de son de blé

18 1 de solution minérale

Prétraitement à la chaleur

4 h à 110 0 C

11SuspeAsion de 3,6 x 10 spores de T.harzianum

dans 14,5 1 d'eau

Température : 29 0 C

Aération :

Durée :

7 200 l/h

48 h

EXTRACTION : PRESSAGE ET fILTRATION

fraction SolutHe Fraction Insoluble

CONDITIONNEMENT :

PRODUIT fINAL :

Lyophilisation Ensilage

CELLULASES, Métabolites AFEP



TABLEAU III
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Conditions générales pour la production de cellulases
de T.harzianum par fermentation en milieu solide

1

1

1

1
1
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SUBSTRAT 100 9 Poids Sec (SPS)

SOLUTION MINERALE

PRETRAITEMENT

INOCULATION

HUMIDITE INITIALE:

TEMPERATURE D'INCUBATION

AERATION DU PRODUIT

DUREE DE fERMENTATION

Mélange de Bagasse (80g) + son de
blé (20g).

(NH4 )2 S0 4 . 9,75 9.
Urée . 2,35 9.
kH 2P04 5,00 9

Eau . 100 ml.
pHI: 4,4

Autoclavage 1 h à 110 oC
du mélange Substrat + Solution Minérale

9Avec une suspension de 3 X 10 spores
de T.harzianum (Th 15 )

72 %d'eau

29 0 C

5 l/h / colonne de 20 9

48 h
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A partir de rÉsultats expérimentaux obtenus au Laboratoire et
des observations que nous avons faites, nous avons voulu vérifier que le
passage de la Technique de fermentation solide en colonne était
possible en utilisant un fermenteur statique beaucoup plus grand de
type Zymotis.

Le Zymotis, une fois chargé, peut contenir 50 kg de
substrat inoculé à 72 % d'humidité. C'est donc l'équivalent de
2 500 colonnes. La description du Zymotis équipé de ses accessoires
est donnée sur ln Fig.2. Son fonctionnement a été décrit par ailleurs
(RAIMBAULT et Coll. 1982. ).

Le rempiissage duZymotis se fait, le couvercle étant soulevé,
en garnissant chaque compartiment avec la bagasse prétraitée et inoculée.
La bagasse au fur et à mesure de son introduction dans le Zymotis est
tassée à l'intérieur des compartiments.

En cours de fermentation, le Zymotis est fermé afin d'~viter

toute contamination du produit. Nous pouvons agir cependant sur le
débit d'air et sa saturation, sur le circuit d'eau, son débit ainsi
que sa température. A des temps variables le couvercle du Zymotis
est retiré pour prélever des parties aliquotes du substrat afin de
suivre l'évolution des différents paramëtres au cours de la fermentation
, germination de conidiospores, évolution du mycélium, du pH, de l'
humidité et de la biosynthèse de cellulases ).

D'autres paramètres ( production de C02, température dans la
masse ~u pioduit, température de l'air à la sortie du Zymotis, tempé
rature du circuit d'eau) sont mesurés en continu tout au long de la
fermentation qui dure 48 h.

En fin d'opération on arrête le circuit d'eau, on déconnecte le
circuit d'eau ( 5 ) et ( 6 ) il est alors possible d'extraire de la
cuve ( 1 ) l'ensemble des radiateurs ( 3 ) avec le produit fermenté.
Ce dernier ayant pris en masse reste sous forme de gâte?ux assez compacts,
prisonnier entre les radiateurs. Une légère pression sur le dessus de
chaque gâteau suffit à détacher des blocs du produit bien structur~

par le mycélium de T. harzianum •
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2. Extraction et Conditionnement des Cellulases

La totalité du produit fermenté a été récupérée à la fin
de la fermentation. Après une homogénéisation sommaire par malaxage,
il a été immédiatement réparti en lots de 500 g dans des sacs en
plastique.

Le produit à presser a été placé dans une cuve cylindrique
ouverte qui repose sur un piston. la cuve, munie de nombreux orifices
à sa base, ainsi chargée avec la bagasse fermentée est positionnée sous
un deuxième piston. Lors de la mise en marche de la presse , les pistons
exercent une pression de 220 Bar sur le produit pendant une minute.
Nous avons ainsi séparé la fraction Soluble ( f.S.) de la fraction
Insoluble ( f~I.).

La f.S. a été directement récupérée dans un récipient. Afin
d'éliminer les particules solides en suspension dans la F.S., nous
l'avons filtrée et mesuré ensuite son volume total.

De faibles quantités de la f.S. ont été conservées au
réfrigérateur à + 4 0 C et au congélateur à - 18 0 C.
La plus grande partie de la f.S. a été congelée puis lyophilisée

3. Ensilage de la fraction Insoluble de la Bagasse fermentée.

Les ensilages ont été réalisés sur 5 kg de produit fini
( f.I. contenant le conservateur et dont l'humidité a été ramenée à
55 et 65 %). Des sacs en matière plasti~ue assez résistants ont
été utilisés pour obtenir des silos étanches. La durée de conservation
sera d'environ 60 jours à la température ambiante ( 23 - 28 oC ).

Au produit à ensiler à 35 et 45 %de Matière Sèche nous avons
ajouté les conservateurs suivants :

- MELASSE de .canne a sucre a 50 g %

ENSIPRON à 3 g et à 4 g %

- PROTEINOR à 2 g, 3 g et 4 g %

- A.I.V. à 10 g %
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Le produit à conserver a été bien tassé et les sacs ont été
fermés hermétiquement.

4. Production de conidiospores de T.harzianum dans wn fermenteur
à disques.

4 • 1 • Cultures en erlen

1

1 .

!

Lors des études précédentes sur l'hydrolyse de la cellulose
par les champignons filamenteux ( ROUSSOS et RAIMBAULT ; 198Z)
nous avions selectionné une souche T.harzianum parmi les microorganismes
de notre collection pour sa production élevée en cellulases et également
pour les rendements élevés de production de conidiospores.

Cependant nous n'avions pas défini un milieu de culture
optimal pour la production de conidiospores de cette souche. D'
autre part, pour l'inoculation de quantités importantes de substrat
( 12 kg ) il fallait disposer de qUqntités élevées en conidiospores.
Nous avons donc utilisé un nouveau type de fermenteur à disques pour
cette production de conidiospores de T.harzianum •

L'optimisation des conditions de culture pour la production
de conidiospores de T.harzianum a été réalisée en vue d'utiliser ce
fermenteur à disques. Les cultures ont été faites sur milieu solidifié
et la production de conidiospores a été obtenue par culture en surface.
Les différents milieuK: de culture ont été inoculés dans la masse. Nous
avons ainsi étudié la production de conidiospores de T. harzianum
en fonction du temps, de la concentration de la source de Carbone,
de l'Azote et des sels. minéraux.

Ces études ont été réalisées en erlen de 250 ml contenant
20 g de milieu de culture.

4.2.

Pour la présente étude nous ~ons utilisé un nouveau procédé
pour la production de conidiospores de T.harzi~num • Ce procédé
allie l'avantage de la culture en surface sur m milieu solidifié avec
l'utilisation d'un fermenteur à disques rotatifs particulier
( RAIMBAULT et ROUSSOS, 1981 ). Le principe d'utilisation de ce
fermenteur à disques permet d'obtenir une très grande surface de
sporulation, une répartition homogène du milieu de culture stp.rilisÉ
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Schéma détaillé du Fermenteur à disques.
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dans le fermenteur, une aération régulée tout au long de la
croissance de T.harzianum , une récolte aisée de conidiospores
par simple lavage des surfaces. La biomasse mycélienne reste
em~risonnée dans le ~lieu solidifié.

Toutes ces opérations se font dans le même appareil sté
rilisable , assurant ainsi une grande simplicité d'utilisation et
une asepsie stricte. Le schéma détaillé du fermenteur à disques est
donné sur la Fig. 3.
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l N TER PRE T A T ION

1. Production de cellulases de Trichoderma harzianum cultivé
sur bagasse par fermentation en milieu solide.

L'optimisation des conditions de culture ( prétraitement de
la bagasse, concentration des seils minéraux apportés dans la solution
minérale, humidité initiale du substrat et quantité d'inoculum ) ont
été réalisés en utilisant de faibles quantités de substrat. Nous avons
utilisé un mélange de 80 g de bagasse finement broyée et de 20 g de
sonde blé. De même les cultur~s ont été realisées en utilisant les
dispositifs de colonnes décrits par RAIMBAULT et ALAZARD ( 1980 ).

Les conditions générales retenues pour la production de cellulases
de T.harzianum par fermentation en milieu solide figurent sur le Tableau
III. Les colonnes chargées avec 20 g de substrat inoculé à 72 %d'
humidité ont été placées dans un bain marie à 29 0 C. L'aération des
cultures a été obtenue par passage forcé, d'air saturé en eau, à travers
le substrat avec un débit de 5 l / h / colonne.

Sur la Figure 4 n~us avons représenté sous forme de graphiques
les résultats obtenus au cours de la croissance de T. harzianum
cultivŒ sur un mélange de bagasse et de son de blé. Les activités en
zymatiques ( cellulases ) ont été exprimées en Unités Internationales
(U.I.). Une U.1. de cellulase libère une micromole de glucose par
minute c'est-à-dire 0,18 mg / min. Nous avons dosé les activités
Carboxyméthy~cellulase (ACMC) ainsi que les ectivités Papier Filtre
(APF). .

La oinétique d'évolution des principaux paramètres ( pH, humidité,
production de cellulases ) en fonction du temps de culture de T.harzianum
en colonne est représentée sur la Fig. 4. Les cellulases apparaissent
dans le milieu après 28 h. de culture. Le maximum de production de ces
enzymes est obtenu après 48 h. de culture.

['humidité initiale du produit a été de 68 %, elle a
régulièrement augmenté au cours de la fermentation pour atteindre une
valeur de 73 %après 48 h •
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Le pH initial du milieu de culture a été de 5,8. Pendant
la phase de germination des conidiospores ( les 16 premières h~res

de fermentation ) les valeurs du pH restent stables. Au cours de la
multiplication active du mycélium les valeurs du pH diminuent très
rapidement ( entre 16-24 heures de culture) et atteignent des valeurs
minimales. La remontée du pH correspond au début de libération de
cellulases dans le milieu de culture ( après 28 h ).

Le bilan global pour la production de cellulases en
colonne après 48 h de culture est le suivant pour 100 g de
substrat poids sec ( SPS )

1 605 U.I. d'Activité Papier Filtre

- 20 443 U.I. " " Carboxyméthycellulase

L'utilisation de quantités importantes de substrat pour
la production de cellulases de T.harzianum cultivé en Zymotis
nous a amené à résoudre un certain nombre de problèmes pratiques
posés par le passage de la technique de la colonne ( 20 g de substrat )
à celle du Zymotis ( 50 kg de substrat à 72 %d'humidité ).

Pour obtenir un mélange homogène du substrat nous avons utilisé
un mélangeur type pétrin dont la capacité était de 2 kg SPS. Nous
avons donc défini l'Unité de Base ( U.B.) en substrat composée œ
1,6 kg de bagasse sèche et de 0,4 kg de son de blé. A cette U.B.
placée dans le pétrin on a ajouté 2,85 litres de la solution minérale
( (NH4 ) 2504 : 194 g ; urée: 48 g et KH2P04 : 100 g J.
L'homogénéisation du substrat a été obtenue par agitation au pétrin
pendant 3 mn. Le poids de l'Unité de base avant prétraitement a été
de 5,2 kg.

Le prétraitement, à la chaleur, du substrat à 50 %d'humidité
a été effectué par autoclavage. Pour se faire, nous avons ~lacé dans
un récipient de grand volume deux unités de base totalisant un poids
de 10,4 kg. Le récipient ainsi chargé a été autoclavé à 110 oC
pendant 3 heures.

L'inoculation, du produit prétraité placé d~ns le pp.t,6n
a été effectuée en ajoutant 2,5 l d'une suspension de 6 x 10
conidiospores de T.harzianum par U.S. de substrat prétraité. Nous
avons fait plusieurs fermentations en zymotis chargé avec 2,4, 5
et 6 unités de base correspondant à une charge de 4 kg,8 kg,10 kg
et de 12 kg SP5 / Zymotis.
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Nous avons également suivi en prallèle la croissance
de T.harzi~num en colonne. Nous avons utilisé ~ur cela urie faible
quantitê de substrat inoculé prélevé au temps zéro dans le Zymotis.

Les résultats des analyses faites sur les échantillons
prélevés pour le Zymotis N° 6 ( chargé avec 12 kg SPS ) sont
données sur la Fig .5. Ceux obtenus en colonne sont donné~ sur
la Fig. 6.

Tout d'abord l'humidité du produit varie peu, aussi bien
en zymotis qu'en colonne. Elle est de 71,3 % au temps 0 et après
48 heures de culture elle gagne deux points.

Les conidiospores germent après 18 h de culture en colonne,
alors qu'en Zymotis la germination est plus précoce. En effet, après 12
h. de culture ·80 %de conidiospores ont germé. Par la suite le dévelop
pement du mycélium est plus important en Zymotis qu'en colonne •

•

Ce décalage de l'évolution du mycélium on le retrouve au niveau
du pH. En effet, les valeurs du pH varient différemment pour les deux
types de culture. ~rès 23 heures de culture les valeurs minimales du
pH; sont atteintes. Après cette période, le pH remonte.

C'est à ce moment que les premières activités cellulasiques apparaissent
dans le milieu.

Après 48 h. de fermentation la production maximale de
cellulases est atteinte aussi bien par les cultures de T.harzianum
en colonne et en Zymotis. A cet instant le mycélium est foisonnant et
le substrat est envahi uniformément. Cependant quelques cellules my
céliennes sont lysées et il y a apparition des premières formes de
reptoduction ( phialides ). C'est à ce moment que la fermentation a
été arrêtée et le produit traité pour en extraire les cellulases.

Le bilan global pour la production de cellulases en colonne
est le suivant :

1 444 U.I. d'Activité Papier Filtre / 100 g SPS

- 13 527 U.I. " Carboxyméthylcellulase /100 g SPS

Pour les cultures en Zymotis le bilan pour 100 g de SPS
est très voisin

1 371 U.I. d'Activité Papier Filtre / 100 g SPS

12 000 U.I. " Carboxyméthylcellulase / 100 g SPS
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Au total en Zymotis pour 12 kg de substrat poids sec
initial, nous avons obtenu le bilan suivant:

164 520 U.I. d' APF /12 kg SPS

1 623 240 U.I. d' ACMC / 12 kg SPS

Ces résultats très prometteurs nous autorisent à envisager
l'utilisation du Zymotis pour la production au niveau pilote, de
cellulases de T.harzianum cultivé sur bagasse de canne à sucre.

2. Extraction et conditionnement des cellulases

Pour la réalisation de cft t~avail, nous avons été inspirés des
recherches faites par SE80 ( 1975 ) sur la séparation du plasma cellu
laire des éléments structuraux des cellules végétales.

Afin de mettre au point la méthode d'extraction de cellulases,
nous avons utilisé de la bagasse fermentée par culture de T.harzianum
en colonne pendant. 60 h. Le produit fermenté était à 28,3 %de matièfe
sèche; 500 g de ce produit ont été pressés à 220 Bar pendant 2 mn. 3D s.

Sur la Fig. 7 , nous avons représenté le schéma d'extraction de
cellulases à partir de la bagasse fermentée à l'aide d'une presse
hydraulique· Par cette méthode d'extraction,dans la première fraction
soluble il y a une récupération de 80 %de l'eau libre du produit, ce
qui entraîne une grande partie de cellulases qui sont présentes. Au cours
du premier lavage à l'eau il y a rehydratation de la fraction insoluble.
Avec le deuxième traitement il y a de nouveau récupération de 80 %d'
eau, entraînant une grande partie des protéines solubles qui n'ont pu
être extraites au cours du premier traitement.

2.2. Bilan de l'extraction

Pour l'extraction des cellulases produites au cours œ la
fermentation de quantités importantes de bagasse ( en Zymotis ),
nous avons pressé dans la journée, suivant la charge du Zymotis, de 20 à 10(
unités de 500 g.
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1ère Extraction

500 g du Produit Fermenté

à 28,3% MS

Pressage à 220 Bar pendant 2' 3D"

1° Fraction Insoluble (galette)

à 61,8 % MS

Lavage de la fraction

Insoluble

1 1° Fraction Soluble (jus) 1

Addition de 290 ml d'Eau

2~me Extraction

500 g du Produit lavé

à 28,3% MS

Pressage à 220 Bar pendant 2' 30"

2° fraction Insoluble ( galette )

à55,2%MS

1 2° Fraction Soluble ( jus)

Fig. 7 Extraction de cellulases à partir de la bagasse de canne à

sucre fermentée à l'aide d'une presse hydrolique •
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Afin de diminuer le temps de pressage, nous avons augmenté
la pression à 230 Bar et diminué la durée à 1 mn.

En général, nous avons extrait dans ces conditions 77 %
de la fraction soluble contenue dans le produit fermenté. Afin
qu'il n'y"ait .pas de grand décalage entre les échantillons traités
au cours de l'extraction, nous n'avons pas lavé les galettes récu
pérée~ De ce fait, les galettes contenaient 23 %de la fraction
soluble non extraite.

Sur le Tableau IV nous avons donné un bilan détaillé de
la quantité de produit traité à la presse hydraulique pour obtenir
la séparation de la fraction soluble contenant les cellulases et la
fraction insoluble contenant le substrat non utilisé par le microor
ganisme.

Le produit fermenté prnvenait de 7 fermentations différentes
en Zymotis. Pour ces fermentations la charge du Zymotis étai~ comprise
de 11 à 48 kg ( Tableau IV ) • Une quantité totale de 225,7 kg de
produit fermenté a été conditionnée et traitée à la presse pour en
extraire les cellulases. Nous avons pu ainsi obtenir des solutions
hautement concentrées en cellulases d'un volume total de 127 litres.
De même, nous avons récupéré 452 galettes d'un poids total de 93 kg.

La presse hydraulique a fonctionné 514 mn. à la pression de
230 Bar. Cependant cette pression maximale est atteinte au bout d'
une minute après la mise en marche. Par conséquent, le temps réel
d'occupation de ia presse a été de 17 h.

Conditionnement des cellulases

La fraction soluble contenant les cellulases a été directement
récupérée à la sortie de la presse dans un bidon d~ 20 litres. Par la
suite, le jus a été filtré pour éliminer les particules solides en
suspension et son volume mesuré.

La plus grande quantité du jus a été congelée dans des
barquettes en aluminium avant lyophilisation.

Le conditionnement par lyophilisation de ces solutions
concentrées en enzymes parait être un bon choix. Outre la conser
vation à long terme de ces enzymes, une concentration supplémentaire
est obtenue par cette méthode.



TABLEAU IV Bilan détaillé de la quantité de produit traité à la presse hydraulique pour
extraire les cellulases. Ce produit prrovenait de 7 fermentations différentes.

PRODUIT FI:.RMENTE DUREE
,

GAL E T-T E 5 JUS

N° Durée Quantité Pression Nombre Poids Kg Volume litres
Ferment. moyen total /galette total

h kg mn

Z 28 67 31,0 2 62 0,17 . 10,54 0,32 19,84

.
Z 37 64 11 ,4 1 23 0,21 4,83 0,29 6,67

Z 48 68 24, S' 1 49 0,22 10,68 0,28 13,52

Z 58 61 30,0 1 60 0,20 12,06 0,30 17,74

Z 68 60 45,0 1 90 0,21 19,03 0,26 23,58

Z 77 48 48,0 1 96 0,21 20,64 0,27 26,21

Z 87 48 35,8 1 72 0,21 15,41 0,27 19,37

Total 416 2'25, 7 514 452 / 93,19 / 126,90

l'V
(]I
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Ensilage de la fraction insoluble de la bagasse fermentée

1
1 .
\-

1

Recemment une étude de l'évolution microbiologique et des
caractéristiques fermentaires des ensilages de canne à sucre, de
sorgho et de pangola en climat tropical humide a été réalisée ( CELANIE,
1982 ) • De cette étude, il ressort que le sorgho constitue le meilleur
support au développement de l'activité lactique. Quant à la canne à
sucre, bien qu'elle présente une bonne aptitude à l'ensilage, elle ne
remplit pas les conditions favorables à la mise en place d'une conservation
stabilisée • Ceci est dQ prihcipalement à la fermentation du saccharose
par les levures avec~e production important d'alcool.

L'objet ~e cette élude a été l'ensilage de la fraction insoluble
de la bagasse fermentée. Ce substrat est pauvre en sucres libres et
enrichi en Azote. Sa composition biochimique est donc différente de celle
de la canne à sucre brute. Lepiotocole expérimental de l'ensilage a été
établi par Mr. GEOffROY de la station de Recherches Zootechniques de
l'INRA Antilles-Guyane. De même les anal~ses chimiques pour déterminer les
produits frais avant et après fermentation de la bagasse ainsi que les
produits ensilés seront faites à l'INRA Guadeloupe après la période de
conservation ( 60 jours ) •

3~1. Les Traitements

Nous avons testé quatre conservateurs d'ensilage, pour obtenir
une bonne conservation de la fraction insoluble en protégeant parti
culièrement la fraction protéique, et la stabilisation de l'ensilage.

Les ensilages ont été réalisés sur 5 kg de la fraction Insoluble
amenée à 35 %et à 45 %de matière sèche par addition d'une solution
aqueuse contenant les différents conservateurs :

- ENSIPRON ( mélange d'acide formique et de formol)
à 3 g et à 4 g % de produit.

- PROTEINOR ( 8ioconservateur à base de ferments lactiques)
à 2 g, 3 g et 4 g % g de produit.

- MELASSE de canne à sucre à 50 g % g de produit.
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TABLEAU V Analyses chimiques pour déterminer les produits frais
avant et après fermentation de la bagasse ainsi Que
les produits ensilés.

Composition chimique
Produits frais

fERMENTATION
AVANT APRES

Produit ,
conserve

Matière sèche + + +

Matière orga~ique + + +

Matière Azotée Totale + + +
•.

Azote soluble + + +

A 0 f + + +

N 0 f + + +..

Sucres soluble"s + + +

Amidon--, + + +

Caractéristigues fermentaires

P.H. - - +

N - NH3 - - +

A G V - - +

Alcools - - +

Acide lactique - - +
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- A.I.V. ( mélange d'acide chlorhydrique concentré 7 volumes
et d'acide sulfurique concentré 1 volume)
à 10 g % g de produit à ensiler.

La charge maximale du Zymotis ne dépassant pas 12 kg , nous
avons été amenés ~ utiliser le fermenteur quatre fois pour obtenir
160 kg de produit fermenté à 28 %de matière sèche.

Par conséquent, le produit à ensiler provenait de quatre
fermentations différentes ( Z 58 , Z 68, Z 77 et Z 87 ). De même
la confection de silos a été réalisée dans la journée au cours de
laquelle le produit fermenté était traité pour séparer les cellulases
de la fraction insoluble.

A la fin de la période de conservation ( 60 jours à la température
ambiante 23 - 28 0 C ) un certain nombre d'analyses nous permettra de
conna$tre si le produit fermenté est apte à se~vir pour l'alimentation
des ruminants et pourr choisir également la concentration et la nature
du conservateur pour la réalisation des ensilages de la fraction in
soluble ( Tableau V ).

Etant donné que l'ouverture des silos va se faire en Août
prochain, nous n'avons pas eu la possibilité d'analyser les ensilages
confectionnées. De ce fait, nous ne pouvons à ce stade, développer ce
chapitre davantage.

4. Production de conidiospores de Trichoderma harzianum
dans un fe rmenteur à ci s ques.

Les conidiospores sont les formes de multiplication végétative
(reproduction asexuée) des champignons Imparfaits ( Fungi imperfecti).
Elles prennent naissance à l'extrémité du mycélium dans des cellules
spécialisées : les phialides.

La capacité d'un champignon filamenteux pour produire des
conidiospores est un caractère génétique et son expression phéno
typique ( qualitative et quantitative ) dé~end largement de l'environ
nement ( HAWKER; 1966 ). Tous les champignons filamenteux ne ré~ondent

pas de la même façon aux variations des facteurs extérieurs, ainsi une
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TABLEAU V1. Cin~tique de production de conidiospores de T. harzianum
en fonction du temps. Le~ r~sultats sont exprimés en
nombre (x 109 ) conidiospores produites par erlen.

TEMPS D' INCUBATION EN JOURS
Milieux

3 5 7 9 12 14 20 25

A 0 0,40 1,22 1,60 5,89 8,59 23,70 26,60

B / 7,60 7,60 '11,1Œ 17,30 24,50 27,30 /

C 2,37 4,57 5,00 / 5,30 5,50 4,45 6,60

D 2,90 6,62 10,20 17,30 19,70 15,00 18,20 14,60

..
E 0,62 1,47 3,52 2,34 6·, B3 10,60 11,20 12,00

F 0,08 0,22 0,16 0,54 0,22 0,67 12,00 11,50

G / 5,00 5,63 6,72 5,08 5,40 7,70 8,20

H 6,03 11;00 18,00 26,80 28,20 35,80 45,90 30,60
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grande divergence a été observée entre espèces du même genre et
souvent entre.des souches de la même espèce ( VEZINA et Coll. 1968).
Il est donc important de sélectionner un champignon filamenteux
caractérisé par une production élevée de conidiospores et veiller
à maintenir cette capacité de production pour cette souche ( LAMBERT
et MEERSj 1983 ) •

L'utilisation de conidiospores de T.harzianum pour lancer une
fermentation en milieu solide de la bagasse, n~ces~ite la disponi·bilité
de quantités importantes de conidiospores ( 3 x 10 conidiospores g de
substrat inoculé ). Pour obtenir des conidiospores à un prix raisonnable
il faut utiliser des conditions d'environne~ent et des milieux de cul
ture optimisés. Nous avons donc expérimenté différents milieux de cul
ture en erlen pour optimiser la production de conidiospores de T.harzianum.
Cette optimisation des milieux de culture a été réalisée en vuè d'utiliser
un nouveau fermenteur à disques pour la production en grande quantité de
conidiospores de T.harzianum.

Nous avons utilisé 8 milieux de culture de composition
différente. Les milieux maintenus en surfusion ont été inoculés dans
la masse avec des conidiospores de T.harzianum .L'incubation a duré
plusieurs semaines à la température du Laboratoire ( 22 - 26 0 C ). Nous
avons ainsi étudié la cinétique de production de conidiospores de
T.harzianum en fpnction du temps et des milieux de culture.

Sur les Tableaux VI et VII, nous avons exprimé les résultats
en nombre de conidiospores produites par erlen et par gramme de
substrat carboné respectivement.

Tout d'abord, nous avons étudié les effets de la source de
Carbone sur la sporulation en utilisant les milieux A, B et C dont la
composition respective en farine de manioc a été 100 g, 40 g et 20 g
par litre de milieu. Suivant les résultats obtenus, il semble que la
concentration du substrat utilisœ comme source de Carbone influence la
conidiogénèse. Les conidiospores sont produites dès les premiers jours
de culture. Il en est de même pour l'indice de sporulation (Tableau VII).
Le palier maximum de production de conidiospores est atteint à la fin
de la première semaine de culture. Par contre lorsque la concentration
du substrat est pléthorique ( milieu A), il Y a inhibition de la
conidiogénèse pendant une période, après une semaine de culture, il
apparaît une induction tardive de la conidiogénèse qui s'exprime à
partir du 7 ème jour. Le palier maximum de l'indice de sporulation
est atteint au ddà de 30 jours de culture.
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TABLEAU.VIJ Cinjtique de production de conidiospores de T. harzianum
en fonction du temps. Les résultats sont exprimès en
nombre ( x 109 ) conidiospores produites par gramme
de farine de manioc (. Sl) en erlen.

TEMPS D' 1NCU BAT 1ON EN JOURS

Milieux

3 5 7 9 12 14 20 25

.

•

A / D,3D 0,92 1,20 4,43 6,46 17,82 20,00

B / 9,47 7,38 16,70 21,90 33,60 24,40 /

C 4,56 6,35 10,60 / 8,30 9,82 6,45 11,79

0 2,96 5,91 t4,80 16,50 22,10 22,10 20,90 19,90

E 0,80 3,06 7,18 3,30 13,39 18,00 20,00 .19,35

r 0,14 0,25 0,20 : 0,30 0,32 0,64 11,80 18,00

G / 7,04 7,71 8,25 7,15 6,92 10,26 10,51

H 7',01 16,90 18,00 35,70 38,60 42,62 50,00 39,70
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Par conséquent, il suffirait de faire varier la concen
tration de la source de Carbone du milieu de culture, entre ces
deux valeurs, pour obtenir non seulement une conidiogén~se précoce
ou tardive, mais également une production quantitative de conidiospores
de T.harzianum •

Cette hypothèse a été confirmée par les résultats obtenus
sur le milieu B, dont la composition est intermédiaire entre celle
des milieux A et C. On constate en effet; une conidiogén~se précoce
obtenue après 5 jours de culture, une production de conidiospores
croissante et l'indice de sporulation suit un accroissement linéaire
à partir du 7 ~me jour pour atteindre des valeurs maximales à partir
du 14 jour(Tableau ( VII).

Un autre facteur qui influence également la conidiogén~se ~e

T.harzianum est la concentration de la source d'Azote présente dans
les milieux dé culture. Pour suivre cette cinétique nous avons uti
lisé les milieux S, 0, E et r pour lesquels la quantité de substrat
carboné a été maintenue stable ('40 9 / 1 ) et l'on a diminué la
concentration d'Azote total disponible dans le milieu • On a observé
deux phénom~nes.

Tout d'abord, il se produit une baisse sensible de la
production de conidiospores. Cette diminution suit la diminution de
la concentration de l'Azote total disponible dans le milieu de cul
ture. C'est le cas notamment pour les milieux 0 et E pour lesquels
la production de conidiospores est diminuée par rapport à celle obtenue
sur le milieu B. ( Tableau VI ). O'autre part, l'indice de sporulation
atteint un palier maximum à des temps variables. En d'autres termes,
lorsqu'on diminue la concentration d'Azote contenue dans m milieu de
culture dont la quantité de Carbone reste stable, il y aurait un
phénom~ne d'inhibition de la conidiogéRèse qui appara~t.

Cette hypoth~se a été confirmée par les résultats obtenus en
utilisant le milieu r ( tr~s pauvre en Azote ). En effet, lorsque dans
un milieu de culture la quantité de la source de Carbone est élevée et la
concentration en Azote est tr~s faible, il y a inhibition de la coni
diogénèse. Cette inhibition dure environ 15 jours ( Tableau VI ).
Apr~s cette période, il y a production massive de conidiospores de
T.harzianum en l'espace de quelques jours.

Il semble que l'Azote disponible serait d'abord utilisé pour
la croissance exclusive du mycélium. La conidiogén~se intervient très
tardivement et pour se faire il y aurait utilisation d'une grande
partie de l'Azote déjà fixé par les cellules mycélienne.



TABLEAU ~III.Production de conidiospores de T. harzianum cultivé sur différents
milieux de culture dans un fermenteur à disques.

1ilieux Quantité par fermenteur Spores (x10 9 ) produites par

Milieu Manioc Azote Carbone Durée -- 9 m Mole m mole

9 9 m Mole m Mole jours Fermenteur Manioc Azote CarbonE
9- ~W ~c.

A 500 44',0 82,0 1.455 13 5"69 11,4 6,9 0,39

8 629 23,7 55,0 782 8 442 18,6 8,0 0,57

C 500 9,6 44,6 317 18 155 15,5 3,5 0,49.
0 551 20,8 32,8 687 8 350 16,8 10,8 0,51

E 601 22,7 27,3 750 8 358 15,8 13, 1 0,48

F 487 18,4 18,7 608 8 330 17,9 17,6 0,54

1

G 625 22,8 108,7 772 8 357 15,7 3,3 0,46
.

H 733 27,6 . 64,2 911 8 558 20.2 8,7 0,61

VJ
~
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Le nombre total de conidiospores produites dans un
fermenteur à disques a été de 57 de 44 et de 15,5 x 10 10 pour
les milieux de culture A, B et C respectivement ( Tableau VIII ).
Cette production élevée en conidiospores a été obtenue avec des
rendements différents. En effet, les valeurs de l'indice de sporulation
(2 = N b de spores produites par gramme de substrat carbon€ )
ont été de 11,4, de 1B,6 et de 15,5 x 10 9 pour les milieux respectifs
A, 8 et C.

Cependant, malgré les effets d'induction-répression dûs
principalement à la concentration de la source de Carbone, la production
globale de conidiospores de T.harzianum dans un fermenteur à disques
est proportionnelle à la quantité du substrat carboné du milieu de
culture.

•
Nous avons égarement suivi la

fonction de la quantité de la source
milieux 8, D, E, F et G.

production de conidiospores, en
d'Azote présente dans les

La production globale de conidiospores de T. harzianum par
fermenteur a été import~nte avec des valeurs très proches. Ces valeurs
ont été comprises de 33 à 44 x 10 10 conidiospores pour ces 5 milieux
( Tableau VI l l ). De même, les indices de sporulation (5l. ) obtenus
sur ces milieux imposent la même remarque; à savoir que ces indices s§nt
proches et caractérisés par des valeurs élevées ( de 15,7' à 1B,6 x 10 ).

Il semble donc que lorsque T. harzianum est cultivé dans~

fermenteur à disques, sur des milieux différents, le nombre ee coni
diospores produits après Bjours d'incubation est étroitement lié à
la quantité de la source de Carbone initialement présente dans les
milieux de culture.

Effectivement pour les milieux 8, 0, E, F et G la quantité
de la source de Carbone est la même alors que celle de l'Azote varie de
1 à 6 sans pour autant avoir~e conséquence sur les indices de sporu
lation ( SL ). Cependant, il faut remarquer que les effets d'inhibition
dûs à des concentrations élevées ( Milieu G ) ou très faibles en Azote
( milieu F ) qui ont été observés lors des cultures en erlen de
T. harzianum ont disparu pour les cultures en fermenteur à disques
après B jours de culture.

Cette constatation peut être dûe principalement à l'aération des
milieux de culture au cours de la croissance de T.harzianum, car l'
aération est le seul paramètre qui différencie les cultures en erlen de
celles réalisées dans le fermenteur à disques. De ce fait, lorsque les
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cultures sont aerees, le djveloppement du mycjli~m est plus rapide.
Cette croissance rapide masquerait les effets d'induction-inhibition qui
ont été observjs et décrits pour les cultures en erlen. Cependant
ces phénomènes d'inhibition existent -mais sont très attjnujs ( Milieu
A et G ) •

4.3 •.

Les sels minéraux à concentration élevée, peuvent avoir des
effets opposés sur la croi ssance, 1 a sporu 1at ion et 1 a pig mentat i on de
Trichoderma ( GINDRAT, 1977 ) • Dans les milieux de culture que nous
avons utilisé il y avait des ions K+ qui prjsentaient un effet
" anti-sporulant ".

Nous avons donc utilisé le milieu H dont la composition,donnée
sur le Tableau IX, est très proche de celle du mA~ieu 8 ( dépourvu
en ions Ca++ ) pour véri fier -si res ions Ca++ pouvaient annuler cet
effet" anti-sporulant".

Les résultats ont été spectaculaires aussi bien pour les
cultures en erlen qu'en fermenteur ( Fig. 1, Tableaux VI, VII, VIII).
La comparaison des résultats obtenus à partir des cultures sur les
milieux 8 et H, démontre que le nombre total de conidiospores produites
est doublé. De même les différents indices de sporulation suivent cette
évolution.

Pour les cultures en fermenteur le nombre
obtenu sur le milieu H est 25- % plus élevé que
De plus, l'indice de sporulation pour le milieu
pour l'ensemble des miliéux de culture uti-lisés.

total de conidiospores
pour le milieu 8.
H a jté le plus élevé

A la suite de cette étude, nous avons défini un milieu
et des conditions de culture optimales pour produire dans un erlen
ou dans un fermenteur à disques le maximum de conidiospores de
T.harzianum dans un minimum de temps avec des rendements de spo
rulation élevés.

La composition de ce milieu de culture ( Milieu H )
ainsi que les conditions optimales pour la production de conidiospores
de T.harzianum sont données sur le Tableau IX.
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Sur les fig. 9 et 10 ont été représentées les cinétiques de
production de conidiospores de T.harzianum cultivé sur le milieu
optimisé ( Milieu H ) dans le fermenteur à disques en fonction du
temps.

Le nombre total de conidiospores évolue en fonction du
temps. A partir du 4 ème jour de culture de quantités très importantes
de conidiospores sont produites ( 3 x 10 11 ) • Cette production suit
une croissance linéaire pour atteindre les valeurs maximales ~près

le 6 ème jour. A partir du 8 ème jour il y a diminution régulière de
cette production ( fig. 9 ).

Lorsqu'on examine les indices de sporulation ( fig. 10 )
oc s'aperçoit que le maximum de conidiospores produits ~ans un
fermenteur à disques est atteint le 7 ème jour avec les meilleurs
rendements de sporulation • Sur le Tableau IX nous avons donné les
résultats quantitatifs de la récolte de conidiospores après 7 jours.

Au total il y a eu production de 7,3 x 10 11 conidiospores par
fermenteur. LI indice de sporulation a été de 3,25 x 10 10 conidiospores
produites par gramme de farine de manioc initialement présente dans le
fermen~eur. Ce qui correspond à 1,4T. x 108 conidiospores produites
par cm· •

Pour l'inoculation de 12 kg SPS de bagasse pour la fermentatt~n

en milieu solide statique ( Zymotis ) nous avons besoin de 4,6 x 10
conidiospores. Gette production suffit largement pour lancer une
fermentation.
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TABLEAU LX. Conditions optimales pour la production de conidiospores
de T.harzianum dans un fermenteur à disques~

MILIEU DE CULTURE Farine de manioc 40 9

KH 2P04 2 9

(NH4 )2 S04 4 9

Urée 1 9

Cat:1 2 1 9

Agar 15 9

E-au 1000 ml

pH 5,6

..
QUANTITE DU MILIEU EN /FERMENTEUR 600 9

STERILISATION: .

INOCULATION

1NCU BAT! ON

Autoclavage 40 mn à 110°C

86 x 10 spores de T. harzianum

Température du Laboratoire (25 - 29°C)

Aération 40 l/h d'air humide
dur ée . 7 J'a urs

RECOLTE DES SPORES: dans 2 l d'eau additionnée de tween 80

NOMBRE TOTAL DE SPORES: 7,30 x 10 11 spores/fermenteur

INDICE DE SPORULATION 3,25 x 10 10 spores /g S.P.S.

NOMBRE DE SPORES/cm 2: 8 21,47 x 10 spores / cm
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Les distilleries et sucreries après traitement de la
canne à ~cre, disposent de quantités importantes de bagasse. Pour
l'ensemble des unités de production en Martinique, l'excédent
global de bagasse varie entre 15 % et 30 %du tonnage de canne
broyée. Pour une production annuelle de 200.000 T. de canne à sucre
on peut estimer la quantité de bagasse excédentaire à 200 000 T.

Actuellement la presque totalité de la bagasse excédentaire
est brûlée sur place, ce qui représente une énergie perdue de 10 000
Tep. Plusieurs techniques peuvent être envisagées pour valoriser cette
Biomasse. ~ centre Technique de la Canne et du Sucre ( CTCS ) en
Martinique, des essais de carbonis~tion de bagasse ont déj) été
effectués, de même que des essais de gazéification. Ces deux techniques
visent à la production d'énergie par combustion.

Dans notre Laboratoire en Martinique, nous avons mis au
point un nouveau procédé Biotechnologique pour la valorisation de
la Bagasse par culture de champignons filamenteux cellulolytiques.
Il s'agit de la fermentation en milieu solide de la bagasse avec
un champignon cellulolytique Trichoderma harzianum •

Le produit principal obtenu au cours de cette fermentation de
la bagasse en milieu solide, sont des enzymes à haute valeur ajoutée
les cellulases. Celles-ci peuvent être utilisées dans l'industrie
pharmaceutique, comme aide digestif dans les rations alimentaires
contenant de la cellulose. Cependant la voie la plus prometteuse,
dans le contexte économique actue, semble être la production de
carburants de substitution. Lea résidus cellulosiques une fois
hydrolysés par les cellulases, fournissent un mélange de sucres
simples, qui par fermentation, conduisent à des produits tels que l'
acétone, l'éthanol industriel, le butanol ou le méthane.

De plus, la fraction insoluble de la bagasse fermentée
obtenue. après extraction de cellulases, fraction enrichie en protéines
fongiques, pourrait ~tre utilisée pour l'alimentation des ruminants.

Lep roc éd é 0 R5 TOM del:'j " Val 0 ris a t ion Bio t e c h n 0 log i qu e de
la Bagasse par la production d'Enzymei de champignons filamenteux
cellulolytiques " a été d'abord mis au point au niveau du Laboratoire
en utilisant pour la fermentation en milieu solide des incuhateurs
de type colonne d'une capacité de 20 g de produit à 72 % d'humidité~
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Nous avons p~r la suite vérifié que le passage de la Technique
de fermentation solide en colonne était , expérimentalement , possible
en utilisant un fermenteur statique beaucoup plus grand de type
Zymotis.

Le Zymotis, une fois chargé, peut contenir 50 KG de substrat
inoculé à 72 %d'humidité. C'est donc l'équivalent de 2 500 colonnes.
A ce stade d'extrapolation on peut donc parler d'un procédé au niveau
pilote expérimental.

Pour la production de cellulases de T. harzianum cultivé
en Zymotis, nous avons été amenés à résoudre un certain nombre de
problèmes pratiques posés par le passage de la technique de la
colonne ( 20 g ) à celle du Zymotis ( 50 kg ). A savoir qu'il
fallait :

- disposer de quantités très importantes d'inoculum

- optimiser le prétraitément du substrat

- optimiser les paramètres de la fermentation en Zymotis
( température, humidité, aération ).

- extraire les cellulases du produit fermenté

- conditionner et conserver les produits obtenus

Nous avons étudié la cinétique de production de conidiospores
de T.harzianum cultivés sur différents milieux de culture en erlen
afin de définir un milieu et des conditions de culture optimales.
Un nouveau fermenteur à disques a été expérimenté pour la production de
conidiospores de T.harzianum cultiv&.sur le milieu optimum. Après 7
jours de culture il y a eu 7,3 x 10 11 conidiospores produits par
fermenteur avec un indice de sporulation de 3,25 x 10 10 conidiospores
produites par cm 2 • Alors que pour l'inocula~on de 12 k~ SPS de
substrat pour la fermentation en1~ilieu solide statique ( Zymotis )
il en fallait seulement 4,6 x 10 •

Au total, pour la fermentation en Zymotis de 12 kg poids
sec de substrat, nous avons obtenu après 48 h de culture de T.harzianum
les rendements suivants en cellulases.

164 520 U.I. d'Adtivité Papier Filtre

1 623 240 U.I. fi Carboxyméthylcellulase
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Ces résultats très prometteurs, flOUS autori sent à
envisager l'utilisation de ce nouveau 8iofermenteur pour la
production, au niveau pilote, de cellulases de T.harzianum
et valoriser ainsi la bagasse de canne à sucre.

De plus, après traitement du produit fermenté et extraction
de cellulases, nous avons récupéré grâce à ce procédé, dans la
fraction Soluble 80 % des activités enzymatiques contenues dans
27 litres • Nous avons ainsi obtenu une solution très concentrée
en cellulases. Cette solution peut être conservée pour une longue
période par lyophilisation. Le produit obtenu se présente sous
forme de poudre sèche et pèse 1 kg; de plus, les cellulases n'on
subi aucune détérioration.

La fraction Insoluble a été conservée par ensilage, et
suivant les 'résultats des analyses qui seront faites au Centre
de Zootechnie de l'INRA - Guad~loupe, elle pourrait être utilisée
pour l'alimentation des ru~inants.

L'originalité et l'intérêt économique de ce nouveau
procédé mis au point à l'ORSTOM, est de faire appel à une Technologie
simple, pouvant être mise en oeuvre au niveau rural, dans le site
même d'accumulation de la bagasse (Distilleries ou sucreries ) •

..=.=.=.= •.
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PRODUCTION DE CELLULASES DE TRICHODERMA HARZI0NUM CULTIVE

SUR BAGASSE PAR FERMENTATION EN MILIEU SOLIDE

1. INTRODUCTION

Les substrats lignocellulosiques, abondants et conti
nuellement renouvellés grâce au mécanisme de la photosynthèse" cons
tituent la principale ressource de Carbone organique. Parmi eux, les
sous-produits agricoles s'avèrent, malgré leur dispersion géogra
phique, la source la plus disponible et la moins coûteuse.

L'explosion démographique et la menace de la faim dans le
monde posent de graves problèmes d'approvisionnement alimentaire
et énergétique, en particulier dans les P.V.O. Beaucoup d'efforts
ont été faits pour accroître le rendement de céreales et développer
de meilleurs procédés pour l'agriculture. La production d'aliments
amylacés fermentés enrichis en protéïnes (AFEP) par culture de cham
pignons filamenteux , est une voie de recherche originale et pro
metteuse.

Cependant, dans cette recherche universelle pour la décou
verte de nouvelles nourritures, il est surprenant de constater que
la cellulose et les substrats lignocellulosiques aient reçu si peu
d'applications. La cellulose, dont les disponibilités potentielles
sont très élevées, présente l'inconvénient de necessiter l'hydrolyse
des liaisons glucidiques ( ~-1,4 ), processus lent et difficile à
réaliser aussi bien par voie chimique que biologique.

Un intérêt grandissant a été porté sur les ressources naturelles
renouvenables ( la Biomasse) depuis le début de la crise énergétique.
A ce titre, la cellulose est tout naturellement au centre de ces .
recherches pour la production d'énergie ( carburants de substitution)
ou de matières premières pour l'industrie chimique.

On peut donc considérer que dans l'avenir, la cellulose
ainsi que les sous-produits agroindustriels cellulosiques, seront
utilisés comme une source possible pour l'obtention de divers produits
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chimiques de grande consommation.

Pour cela il est nécessaire de disposer des sucres
simples obtenus par hydrolyse chimique ou enzymatique de la
cellulose. Les cellulases capables de réaliser cette hydrolyse,
peuvent être obtenues par la croissance de microorganismes sélec
tionnés sur les substrats lignocellulosiques eux-mêmes.

Actuellement, les travaux de recherche sont orientés
vers le développement industriel de la production de cellulases de
champignons filamenteux cultivés en fermenteurs en milieu liquide.
Cette technique, qui n'a pas encore frànchi le stade pilote ex
périmental, présente entre autres inconvénients une limitation des
contacts substrat / microorganisme et une forte viscosité des
milieux de culture.

Nos recherches ont donc été orientées, depuis cinq ans,
vers la production de cellulases de champignons filamenteux. Ces
enzymes sont obtenues par un procédé nouveau de fermentation en
milieu solide de produits lignocellulosiques.

Dans cette partie du rapport nous avons développé la
production de cellulases de Trichoderma harzianum , cultivé sur
bagasse de canne à sucre, par fermentation en milieu sonide. Nous
avons donné quelques indications sur la nature et les quantités
de bagasse disponible après le traitement de la canne à sucre au
Brésil et en Martinique, ainsi que les possibilités de valorisation
de la bagasse excédentaire.

La valorisation biotechnologique de ce substrat lignocellu
losique fait appel à des enzymes produites par des champignons filamenteu:
Il a été donc nécessaire de faire le point des connaissances actuelles
sur la nature des cellulases ainsi que sur les microorganismes utilisés
pour produire ces enzymes.

L'originalité de ce travail a été de produire les cellulases
de T.harzianum cultivé sur bagasse, au niveau pilote expérimental,
en utilisant un nouveau type de biofermenteur statique : le Zymotis.
L'optimisation des conditions de culture par fermentation en milieu
solide a été mise au point en colonne et ensuite en Zymotis. Des
cultures en parallèle ( colonne - Zymotis ) nous ont permis de
vérifier la faisabilité de ce nouveau procédé.
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2. LA BAGASSE DE LA. CANNE A SUCRE

2.1. La culture de la canne dans le monde

La théorie actuelle, la plus généralement admise propose
le Saccharum robustum comme espèce botanique de départ et la
Nouvelle Guinée ainsi que les îles voisinescomme centre d'
origine.

Les Romains connaissaient ce produit, mais les Arabes ont
diffusé des boutures de canne à sucre en Palestine d'abord, puis
en Egypte, en Sicile en Espagne et au Maroc.

Christophe COLOMB, à son second voyage, a apporté des
boutures de canne des îles Canaries à la République Dominicaine.
Cette culture s'est développée entre 1500 et 1600 dans la plupart
des pays tropicaux de l'Amérique (Antilles,Mexique, Brésil, Pérou ••• ),
et a été pendant longtemps leur principale richesse agricole.

La canne à sucre n'étant limitée que par le froid ou l'altitude,
la majeure partie des régions tropicales et de nombreuses zones
subtropicales se prêtent à cette culture ( Fig.1).

C'est ainsi que l~ limite Nord englobe Madère, le Sud-Est
de l'Espagne, la Haute Egypte, le Sud de l'Iran, le Pakistan, l'
Inde.du Gange, la Chine du Sud, Formose, l'tte japonaise de Riou
Kiou, les îles Hawaï, le Mexique et le Sud de la Louisiane et de
la Floride. La limite Sud contient la province de Natal en Afrique
du Sud, Madagascar, la Réunion et l'île Maurice, le Queensland en
Australie, les îles Fidji, la côte Péruvienne, la province de
Tucuman en Argentine et le Nord de l'état du Parana au Brésil
( FAUCONNIER et BASSELEAU~ 1970).

Les principaux producteurs sont actuellement le Brésil,
l'Inde, Cuba, puis le Mexique, la Chine, les Philippines, l'
Australie, l'Afrique du Sud, Hawaï, la République Dominicaine et
formose.

Au Brésil

Ainsi que nous venons de le voir le Brésil est en tête des
princip~ux producteurs de canne à sucre. La fabrication de sucre
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Fig. 1 Localisation des cultures de canne à sucre dans le monde •
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artisanal, très prospère, il y a encore quelques décennies,
a été en sensible régression vers les années 70. Cependant, depuis
la crise du pétrole et la grande crise éconimique qui a secoué
ce pays pendant cette période, le gouvernement Brésilien a été
amené à développer un programme de production de carburant de
substitution.

C'est pour cette raison que les autorités Brésiliennes ont
crée en 1975 le programme Alcool (Proalcool), dont l'objectif_
vise au remplacement partiel et progressivement total de l'essence
par l'alcool carburant ( éthanol) •

Le choix a porté sur la production d'alcool à partir de
la canne à sucre. Le Brésil ayant déjà à cette époque une
technologie et une infrastructure importantes dans le domaine des
sucreries, il a été seulement nécessaire d'ajouter des distilleries
aux complexes sucriers par la production d'alcool.

Le gouvernement a programmé une production de 10,7 milliards
de litres d'alcool pour l'année 1985. Il faudrait, pour atteindre
cet objectif, planter 5.500.00 ha de canne à sucre, ce qui représente
1 %de la surface du Brésil et la production de 126.000.000 T de
canne à sucre ( GERRI, 1983 ). .

La production industrielle d'alcool au Brésil est assurée
d'une part dans des distilleries annexes des sucreries (Fig.2)
et d'autre part dans des distilleries autonomes ( Fig. 3).

La production de sucre d'alcool au Brésil offre des quantités
considérables de sous-produits "en particulier des vinasses, de
la bagasse, des tourteaux de filtration et des cendres. Pour une
production de 10,7 millions de m3 d'alcool prévue pour 1985, décou
leront 140 millions de m3 de. vinasse et 28.350.000 T de bagasse
dont le 1/3 c'est à dire 9.450.000 T de bagasse excédentaire.

La production de la canne à sucre en Martinique a été de
200 000 T en 1982, de 213 000 T en 1983 et estimée entre 205
et 215 000 T pour 1984. Cette canne est destinée principalement
aux 13 distilleries de Rhum et à l'usine ( Sucrerie du GALLION).
Cette dernière a effectivement traité en 1982 56 000 T et en 1983
83 000 T de canne à sucre.
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DISTILLERIE ANNEXE

Canne à Sucre ( 1 T )

MO ULI N

~ l l •Alcool Protéine Aliment Autres
( 12 1)

l
pour usages

~
Bétail

Vinasse Vinasse
( 136 1)

Jus

1
Clarification

1_-
1

autres
usages

dont
agricolesj

Cendres

( 7,5 kg )

Chaudière

Bagasse
( 250 kg )

Papier et
celiulose

l
Sucre
( 90 kg )

Jus
clarifié

Evaporation

Cristallisation

Tur binage

l
Mélasse
(35 kg)

l
Tourteaux de
Filtration
( 30 kg )

l
1
1
1
.~

1
l
]
~

j

l
i
1
J

1.

1
1
1
i
"

1
~
!

î
1

1,
l
1
1
'l
j

1
~
,~
i
j

i
1
l

Fig.2Produits obtenus par
Tonne de canne à sucre en
distillerie annexe au Brésil.
valeurs moyennes (BACCHI r
1983 ).
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DISTILLERIE ~UTrNOME

Canne à Sucre (1 T )

Eau de 3avage-:
( 8 m )

MO UL 1N

Jus ( 1 T )

l
Traitement

Fermentation

Distillation

Bagasse ( 250 kg )

j
Chaudières

l
Cendres ( 6 kg )

Alcool
70 l

Vinasse
910 l

Fig. 3 Produits obtenus par Tonne de Canne à sucre en distillerie
autonome au Brésil. Vale urs moyennes ( BACCHI, 1983. )
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Sur 1 a r i g. 5 nousa von s r e pro du i t le s c héma des 0 us 
produits de canne en Martininue ( ROSEM~IN,1983 ). Les dis
tilleries et la sucrerie après tr~ite~ent de la canne à sucre dis
posent de sous-produit suivants:

- la bagasse

- la vinasse

les fonds de cuve

Après passage dans les moulins de la canne, on obtient
30 % de bagasse par rapport au tonnage de canrn broyée.

D,2TBagasse combustible

0,1 T Bagasse excéden
taire

0,3 T bagasse

T Bagasse0,3

1 Tonne canne

canneT1

Sur la Fig. 4 nous avons donné le schéma de la bagasse
produite et de son utilisation principalement en chaudières.

Fig. 4 Schéma de la production de bagasse et des quantités
utilisées ou excédentaires (ROSEMAIN,1983) •

La bagasse ainsi brûlée permet aux usines de ne pas
consommer de fuel. Les grosses et moyennes unités qui fonc
tionnent régulièrement, ont après avoir assuré leur besoins
énergétioues, des excédents en bagasse pouvant aller jusqu'à
30 %de la bagasse produite.

Une partie de la bagasse est brûlée en chaudière pour
produire de la vapeur qui sert à produire de l'électricité
( grosses unités) à entraîner les moulins et à produire de
la chaleur.
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CANNE A SUCRE

200 000 TONNES

. d'

BAGASSE

60 000 T•

VINASSES

200 000 T.
FONDS DE CUVE

4000 T.

42 000 T. à
50 000 Te =
Bagasse utilisée
comme combustible

=

8 500 à
10 000 Tep

10 000 à
18 000 T.
Bagasse
excédentaire

=

2' 000' à
3 600 Tep

Rejet direct
ou

Epandage

= l
650 à
900 Tep

Rejet direct
ou

Epandage

"Vapeur
Chaleur

~
Electricité

Non utilisé Non utilisé

Fig. 5 Schéma de sous produits de canne à sucre en MARTINIQUE
( ROSEMAIN ~983 ).
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On peut considérer que pour l'ensemble des unités de production
de la Martinique, l'excédent glob~l de bagasse varie entre 15 %et 30 %
Lors~ue la campagne sucrière se dproule dans de bonnes conditions
climatiques ( pluviométrie faible) on atteint 3D %d'excédent.

La bagasse est le résidu de l'extraction du jus de la
canne au moulin ou à la presse.

Sur le Tableau 1 nous avons indiqué la composition moyenne de
la bagasse. La cellulose est le principal constituant,suivie par
les hémicelluloses ~t la lignine. Elle constitue de ce fait un
substrat lignocellulosique qui peut ~tre tiansformé en panneaux
de fibres ou en pâte à papier.

TABL EAU I Composition moyenne de la 8agasse ( %de Poids sec)

CELLULOSE HEMICELLULOSE LIGNINE

39-50 25-35 20-28

La transformation chimique des produits lignocellulosiques
a été explorée par GOLDSTEIN ( 1976 ). Nous l'avons rAsumÉ sur les
trois r igures ( 6, 7 et 8 ).

Tout d'abord, la transformation des produits lignocellulosiques
par voie chimique nécessite des procédés drastiques avec une
température élevée (1000 o C) et de fortes pressions pour obtenir
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CHARCOAL

HUILE

GAZ

PYROLYSE

l

Cracking

l

LIQUEFACTION

l

Dérivés de synthèse

Pétrochimie'

LIGNOCELLULOSE

HYDROCARBURES

Aliphatiques

METHANOL

( CH 30H )

l

: Procédé de transformation chimique des substrats lignocellu

losiques selon GOLDSTEIN ( 1976 ).

GAZEIFICATION

fig •. 6

AMMONIUM

( NH 3 )

i

1

l
1
1

1
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Plastique )

BUTADIENE (Fibres synthétiques )
( CH 2=CH-CH=CH 2)

ETHYLENE (Petrochimie
( CH 2=SH 2 )

ETHANOL

( C2HSOH
..

Fermentation

lAcide

Hydrolyse
____-.~ GLUCOSE

( C6H1206 )
CELLULOSE

( C6H120S ) n

HYDROXYMETHYL-FURFURAL

( HOCH 2-C=CH-CH=C-CHO )
L-o--l

Acide LEVULINIQUE

(CH 3-CO-CH 2-CH 2-COOH )

H

....
N

Fig. 7 : Transformation chimique de la cellulose selon GOLDSTEIN ( 1976 ) •
•
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oes produits tels que Méthanol, ~mmonium, hydrocarburB5 aliphatiques
huiles et gaz par pyrolyse, liouéfaction ou encore p~r g~zéïfication

( rig. 6 ).

Lac e Il ulose par h yd roI ys e a cid e l i t-, ère du glu cos e l e ~ ue l p é: r
tr~nsformation chimique du glucose donne de l'hydroxympthyl
furfural, lequel est tranform~ en acide levulimioue (Fig. 7 ).

De même, les hémicellules par hydrolyse acide libèrent du
mannose et du xylose/ Le ~annose par fermentation produit de
l'éth~nol alors que le xylose par tr~itement acide se tr2nsforme
en furfural (Fig. 8 ) •

•
Enfin la lignine par voie chimiQue peut être tr~nformée

en phénol puis en Renzène.

Fermentation

-------.... ETHANOL
( C2HSOH )

MANNOSE

( C
6

H120
6

)

Acide

Hydrolyse

HEMICELLULOSE

Acide

l
i

1
1

1

Fig. 8 Transformation chimique des hemicelluloses
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3. LA N~TURE DES CELLUL~SES

Il n'existe pas une enzyme seule, capable de dégrader

complétement la cellulose brute jusqu'à ses composants ultimes,
cellobiose et glucose. En fait, la plus simple définition des
cellulases consiste en un système polyenzymatique qui attaque
les fibres cellulosiques en libérant des sucres suffisamment petits
capables de traverser la ~aroi cellulaire. Selon cette définition,
le système enzymatique complet n'existe que chez relativement peu
d'organismes; les mieux connus parmi les champignons filamenteux
sont les Aspergillus, Chaetomium, Penicillium,Sporotrichum et
Trichoderma ( ERIKSSON et HAMP; IKEDA et Coll.1973; SIMBSON et
MARSH,1964; BHATAIJADEKAR,S.P. 1981; OGAIJA et Coll. 1982; COUDRAY
et Coll. 1982 ) et les Clostridium parmi les bactéries anaérobies
( GIULIANO et Coll. 1983; KUNDU et Coll. 1983; AIT et Coll.1979 ).

Pour Trichoderma vi ride le complexe cellulase a été fractionné
en quatre compos~s par PETTERSSON ( 1975) en utilisant différentes
méthodes de chromatographie. Deux de ces composés étaient des endri
glucanases, l'un, une exoglucanase et l'autre une P-glucosidase.

Depuis cette date plusieurs auteurs( Halliwell et Griffin
1978; GONG et Coll. 1979; GHOSE ET BISARIA, 1979, IJEBER et Coll.

1980, FLIESS et SCHUGERL, 1983) en utilisant des techniques de
séparation diverse de chrometographie ( tamis moléculaire, échangeuse
d'ions, affinité) ou électrofocusing ont obtenu en général trois
enzymes pour Trichoderma reesei • Ces enzymes sont :

1) 1.4- ~-D glucan 4- glucanohydrolase
E.C. 3.2.1.4. ou Endo-~- glucanase (EG Cx )

2) Exo-1.4.~-D-glucan Cellobiohydrolase
CC.3.2.1.9L ou Cellobiohydrolase (C BH C1)

3) fj -glucosidase
E.C. 3.2.1.21. ou Cellobiase

3~2. Mécanisme d'action des cellulases

Prenant en considération ces résultats expérimentaux,
PETTERSSON ( 1975) pense qu'il existe unemopération entre les diffé
rentes enzymes impliquées dans la dégradation de la cellulose.
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L'exoglucanase est la seule enzyme qui peut dégrader la cellulose
cristalline et la transformer jusqu'à 80 %. Il est donc naturel
donner à cette enzyme un rôle prépondérant dans le schéma de la
dégradation totale de la cellulose native.Il a donc proposé un
mécanisme de la dégradation enzymMtique de la cellulose native
pour Trichoderma viride (Tableau II ).

TABLEAU II Le mécanisme de la dégradation enzymatique de
la cellulose selon PETTERSSON ( 1975 ) pour
Trichoderma viride.

!Il

1 • Cellulose native
Endoglucanase Cellulose.-

•
2. Cellulose !Il Exoglucanase

Cellobiose
~

p- gluosidase
3. Cellobiose .- 2 Glucoses

Cellulose • : Obtenue à partir de la cellulose native par
action del'endoglucanase dans les régions non
cristallines des fibres de cellulose
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LES CELL ULAS ES
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MONTENECOURTet EVELEIGH ( 1979 ) basés sur l'hypoth~se
de PETTERSSON ( 1975) selon laquelle les enzymes réagissent
réciproquement pour dégrader complétement la cellulose micro
cristalline ont proposé un schéma des différentes étapes de la
cellulolyse (Fig. 10) ;ce mod~le a pu être élaboré en tenant
compte d'un certain nombre de travaux antérieurs qui ont été fait
indépendamment ( ERIKSSON et PETTERSSON; 1975. HALLIWELL et
GRIFFIN, 1973; WOOD et Mc CRAE, 1975).

Dans un premier temps, l'endoglucanase est supposée
attaquer la cellulose microcristalline , créant des failles
dans les chaînes linéaires de la cellulose. l'action de l'endo
glucanase est suivie par l'attaque des cellobiohydrolases à ces
points de rupture qui lib~rent du cellobiose. l'action continue
et combinée de l'endoglucanase et cellobiohydrolase a comme ré
sultat la conversion complète de la cellulose en cellobiose et
petits oligosaccharide& la ~-glucosidase agit sur le cellobiose
et les petits oligosaccharides pour produire le glucose. l'action
synergétiques de toutes les enzymes impliquées dans ce phénomène
est requise pour l'hydrolyse effective de la cellulrrse cristalline
comme produit d'une réaction devenue le substrat pour la suivante
( MONTENECOURT et EVELEIGH, 1979).

3.3. ~~~~E~!~_~~_E~9~!~~i~~_~~_!~_~!~~l~~~~~~

de cellulases

le fonctionnement des enzymes cellulolytiques témoigne
d'une interdépendance complexe qui n'est d'ailleurs pas encore
totalement élucidée.

le schéma (Fig. 11) résume les connaissances actuelles
telles qu'il ressort des travaux des différents auteurs ( GONG
et TSAO,1979; ROSS et Coll. 1983 )

Tout d'abord, il est maintenant admis que la synth~se

des enzymes de dégradation de la cellulose ·est contr6lée par un
système inducteur-represseur. Cela signifie que le complexe
cellulasique est naturellement réprimé grâce à un répresseur
qui bloque la transcription des gènes de structure de ces enzymes
les inducteurs ont ~ur r6le de lever cette répression. Cependant,
plusieurs auteurs s'accordent à penser qu'il existe aussi une
petite quantité de cellulases constitutives ( MANDELS et REESE,1960 )
dont la P-glucosidase (GHOSE, 1977).

La régulation des enzymes cellulasiques s'effectue a trois
niveaux :
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a. Induction-répression: Le système enzymatique est
donc naturellement réprimé. La répression de la synthèse des
cellulases est levée par les inducteurs, substrat ou non, tels
que la cellulose cristalline, la Carboxyméthylcellulose, le
cellobiose etc ••• , sans connaitre précisément les activités
enzymatiques impliquées dans cette induction.

b. Réoression catabolique exercée par le produit
final de la réaction, le glucose, qui bloque principalement
la synthèse de ~-glucosidase ( GHOSE, 1977, GONG et Coll. 1977,
MANDELS et Coll. 1975 ).

c. Rétroinhibition qui s'exerce à plusieurs niveaux:
le glucose inhibe l'activité de la ~-glucosidase et des endo
glucanases. Le cellobiose, associé aux cellodextrines, inhibe les
endo et exoglucanases ( GHOSE, 1977).

4. LES CHAMPIGNONS FILAMENTEUX CELLULOLYTIQUES

Les champignons cellulolytiques assurent la minéralisation
de la matière organique complexe dans le sol ou en surface et sont
à l'origine de la formation de l'humus. Parmi les moisissures
cellulolytiques (Altemaria, Aspergillus, Chaetomium,Fusarium,
Myrothécium, Pénicillium,Sporotrichum), Les Trichoderma sont
les plus fréquemment utilisès dans les processus d'hydrolyse de
la cellulose et des produits lignocellulosiques. Ils produisent
en effet des quantités importantes d'Exoenzymes, capables d'hydrolyser,
completement la cellulose en glucose.

Au cours d'une étude précédente, nous avons démontré
que parmi les Aspergillus quel~ues espèces produisaient des
cellulases en particulier A.oryzae, A.versicolor, A.aculeatus,
A.niger, A.uentii .Cette production de cellulase était cependant
faible ( ROUSSOS,1981).

D'autres souches d'Aspergillus ( ~.terreUs et A. fumigatus )
sont capables de se développer sur la cellulose microcristalline
et produire en quantité importante de ~-glucosidase (D'SOUZA
et VClLFOVA, 1982; WASE et VAID,1983; STEWART et Coll. 1983).
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Les cellulases produites par des Aspergillus sont
généralement riches en endo-p-glucanases et ~-glucosidases, mais
pauvres en exo-~-glucosidases. De ce fait, elles sont limitées
pour l'hydrolyse de la cellulose microcristalline. Cependant on
trouve dans le commerce dœ cellulases d' A.niger commercialisée~

par les Laboratoires Miles, Elkhart, Indiana,U.S.A.

Les Chaetomium

Deux espèce cellulolytiques sont le plus souvent
utilisées ( C.thermophile et C. cellulolyticum ) pour les études
de l'hydrolyse de la cellulose et la bioconversion de substrats
lignocellulosiques.

Les effets de la température sur la croissance et la
production de cellulases de C.thermophile ont été décrits par
ERIKSEN et GOKSOYR ( 1976).

L'hydrolyse de la cellulose en sucres simples par le
système d'enzymes extracellulaires de C. Cellulolxticum , ainsi que
la détermination de ce~stème d'enzymes ont étè decrits par
FAHNRICH et IRRGANG ( 1982 a et 1982 b ).

Le plus souvent C. cellulolyticum est utilisé pour la
bioconversion de substrats 1ignocellulosiques ( sciure de bois,
bagasse de canne à sucre). Les fermentations de ces substrats
inoculés avec C.cellulolyticum se font en milieu solide (PAMMENT
et Coll. 1978, ULMER et TENGEROY,1981;ROUSSOS et $EDHA,1983).

Tout d'abord il convient de donner un éclaircissement:
En effet par le terme Sporotrichum , on désigne une souche qui
est l'anamorphe de Phanerochoete ( téléomorphe). Dans la littérature
on rencontre principalement 5eUX espèces :

- Sporotrichum thermophile anamorphe de p. thermophile

- Sporotrichum pulverulentum anamorphe de P. chrysosporium

Toutes ces espèces attaquent le bois et sont appelées
à juste titre • pourriture blanche du bois". Depuis plusieurs
années une équipe d~ chercheurs Suédois dirigée par K_E •. ERIKSSON
utilise une souche de S.pulverulentum et a décrit, par de nombreux
travaux, le processus de dégradation de substrats lignocellulosiques
( ERIKSSON et HAMP, 1978; ERIKSSON,1978; AYERS et Coll. 1978;
ERIKSSON et HAMP, 1978; DESHPANDE et C011.1978; THOMKE et Coll.1978;
EK et ERIKSSON,1978; ERIKSSON et PETTERSSON,1975; ANDER et Coll. 1983
Le système enzymatique de cette souche aomprend les enzymes suivantes
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endo-~-glucanases, exo~-glucanases, ~-glucosidases, xylanases,
lactonases, glucose oxidase, cellobiose oxidase, cellobiose
qui none oxido réductase, catalase, laccase, peroxidase ainsi que les
enzymes de dégradation de la lignine en monomères. Ce microorganisme
est utilisé également pour la production de Protéines d'orgnismes
Unicellulaires à partir de substrats lignocellulosiques (THOMKE et
Coll. 1980). Cependant S.pulvarulentum n'a pas été utilisée pour la
production de cellulases pour les procédés de saccharification de
la cellulose.

L'autre souche S. thermophile a été utilisée pour l'
étude de régulation de la biosynthèse de cellulases ( induction 
répréssion) pour les espèces thermophiles ( CANEVASCINI et Coll.
1979, COUDRAY et Coll. 1982).

Les Trichoderma

Contrairement aux Sporotrichum , les Trichoderma appartiennent
au grand ensemble des champignons imparfaits ( Fungi Imperfecti)
(RIFAI;1969) et sont fréquemment utilisés dans le~ processus d'
hydrolyse de la cellulose. Ils produisent en effet des quantités
importantes d'exoenzy~es, capables d'hydrolyser compl~tement la
cellulose en glucose.

Parmi les Trichoderma les T.reesei (OGAWA et Coll. 1982;
ALLEN et ANDREOTTI, 1982; MANDELS, 1982 ) T. viride ( GONG et Coll.
1979; WEBER et Coll. 1980; STERNBERG, 1976; PETTERSSON,197S)
T. koningii (HALLIWELL et GRIFFIN,1978; HALLIWELL et VINCENT,
1981),T. pseudo-koninJii (HARRER et Coll. 1983), T.longibranchiatum
(SIDHN et SANDHU,1980 ainsi que T.harzianum ( ROUSSOS et R~IMBAULT
1982) sont le plus souvent utilisés pour l'étude du complexe enzy
matique ainsi que ~ur la production de cellulases.

Il existe une certaine confusion, que l'on trouve
fréquemment dans la littérature, à propos de la nomenclature de
T.viride • Cette espèce a changé de nom et actuellement on la
retrouve sous l'appéllation T. reesei. Cependant, il faut préciser
que cette dénomination est valable uniquement pour la souche
T.viride Q.M 6 a , laquelle a subi de nombreuses mutations.cette souche
Uniquement et ses descendants sont nommés T.reese! ( MANDELS; 1982).

Les différents mutants obtenus à partir de T.viride
QM 6 a produisent des quantités importantes de cellulases,
mais la composition ainsi que les propriété du complexe enzymatiGue
sont similaires à l'égard des substrats cellulosiques. De même
les proportions relatives en endo et exo-glucanases ne changent pas.
Toutes les souches de T.Ieesei produisent de faibles quantités de
cellulases constitutiues. L'objet de manipulations génétiques vise
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Composition en aminoacides des Protéïnes Brutes
(P.S.) contenues dans les tubercules de manioc(T M.)
et les tubercules de manioc fermentés (TMF) avec
Trichoderma harzianum selon MUINDI et HANSSENC19a1)

9 Aminoacides/100 9 SPS
Aminoacides

TM TMF

AMINOACIDES ESSENTIELS

Tryptophane 0,01 0,40
Lysine o,oa 1,50
Méthionine 0,02 0,30
1/2 Cystine 0,04 0,50
Thréonine 0,07 1,40
Isolencine o,oa 1,40
Lencine 0,12 2,00
Valine 0,09 1,60
Phenylalamine 0,07 1,20
Tyrosine 0,04 0,90
Histidine 0,05 0,90
Arginine o,oa 1,60
Total 0,75 13;70

AMINOACIDES NON ESSENTIE LS

Alamine 0,12 1,70
Acide aspartique 0,15 2,50
Acide glutamique 0,26 3,10
Proline o,oa 1,30
Glycine 0,07 1,30
Serine o,oa 1,30
Hydroxyproline 0,03 0,04
Total 0.79 11,24

TOTAL AMINOACIDES 1,54 24,94
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~ la production de cellulases constituves. Cependant, pour
l'ensemble des Trichbderma la biosynth~se de cellulases est
régulée par le contrale d'induction-répression précedemment
décrit. L'intensitÉ de cette régulation est fonction de la
souche ainsi que des conditions de culture.

Les cellulases de T.reesei sont commercialisées par NOVO
ENZYME (QM 9414 - Copenhaguen - DENMARK ) Les préparations

de ces cellulases de T. reesei contiennent d'autres carbohydrolases :
xylansses, mannanases etc •••

Une souche de T.harzianum a déjà été utilisée pour l'
enrichissement en protéInes de la farine de manioc par fermentation
en milieu liquide. ( 'MUINDI et HANSSEN; 1981 ). Apr~s 60 h de
fermentation en milieu liquide la biomasse récoltée contenait 38 %
de protéines brutes. Sur le Tableau III , nous avons donné la
composition en aminoacides des protéines brutes contenues dans
les tubercules de manioc et les tubercules de manioc fermentés
avec T.harzianum (l''IUINDI et HANSSEN; 1981). Ces auteurs ont
également étudié la valeur nutritive de ce produit enrichi en
protéines de T.harzianum • Le coefficient de digestibilité pour
les protéines brutes a été de 66 %et de 81 %pour les aminoacides.
D'autre part le produit fermenté a été utilisé dans des rations
alimentaires de poulets avec succ~s •

5. LES FERMENTATIONS DES SUBSTRATS CELLULOSIrJUES

5.1. Les fermentations en milieu liquide------------------------------------
L'équipement utilisé pour les cultures des champignons

filamenteux cellulolytiques en fermenteur liquide est généralement
semblable à celui utilisé pour la production d'antibiotiques. Le
substrat~ généralement de la cellulose ~ 1 %est en suspension
dan s la phase liquide contenant la solution minérale ce MANDELS et
WEBER ( 1969).

L'inoculation du fermenteur se fait avec une préculture
de T.reesei pouvant atteindre 10 %du volume du milieu ~ inoculer.
L'étude, au niveau pilote expérimental, de la production et du
prix de revient des cellulases a été réalisée par NYSTROM et ALLEN
( 1976 ).

Des fermenteurs en acier inoxydable, de 30 litres (22,5 l
volume utile) et de 400 litres (287 l volume utile ) ont Rté
utilisés pour la production d'inoculum et de cellulases.
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Les fermenteurs ont été équipés avec des accessoires de régulation
et de mesure suivants':
Température, pression, poids, pH, oxygène dissous, agitation,
C02 ainsi que des détecteurs de formation de mousse.

Les fermenteurs sont équipés avec des systèmes d'aération
ainsi que des purgeurs pour introduire de l'air stérile. Les milieux
de culture sont autoclavés à l'intérieur du fermenteur. Les milieux
sont ensuite refroidis par un système de circuit d'eau couplé à
une aération et une agitation énergique. Les prélèvements des
échantillons se font le long de la fermentation à l'aide de-sondes
profondes.

Malgré le nombre important de paramètres mesurés et régUlés
au cours de la fermentation en milieu liquide, ce mode de culture
présente beaucoup d'inconvénients:

- le rapport substrat /volume est très faible ( 1 % )

- le substrat cellulosique est insoluble dans l'eau

- le champignon en se dÉveloppant forme des" pellettes "

- Stérilisation de grands volumes

- La Biomasse et les métaboàites produits sont très diluées

- Nécessité d'une grande quantité d'eau au départ avec
production d'effluent à la fin.

- Mode de culture qui n'est pas l'environnement naturel des
champignons ( il y a très peu de champignons filamenteux
dans l'eau)

- Matériel extrèmement sophistiqué et co~teux

5.2. Les Fermentations en milieu solide

Le terme " fermentetion en milieu solide " en Anglais
" Solid state fermentation " désigne toute fermentation dans laquelle
le substrat n'est pas liquide. RAIMBAULT ( 1980) avait défini ainsi'
les milieux solides en opposition aux milieux liquides et pâteux
" comme étant ceux pour lesquels le substrat n'est pas liquide et
possède une granulométrie et une structure organisée".
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Les milieux so~ides peuvent donc être des produits végétaux
fragmentés dans lesquels l'eau se trouve sous forme d'eau de cons
titution, d'eau libre et d'eau liée par des forces de différentes
natures. En aucun cas l'eau ne doit occuper la totalité des espaces
libres et ne doit s'écouler librement.

Ils'agit en fait du type de milieux qui se rapproche le plus
de l'environnement habituel des champignons. Il se prête bien à leur
mode de croissance par allongement apical et ramification, conduisant
à une exploration rapide de l'environnement de l'organisme sur de
grandes distances.

L'utilisation des fermentations en milieu solide n'est pas
récente et de nombreuses fermentations alimentaires sont basées sur ce
principe et ont été pratiquées traditionnellement depuis très long
temps en Europe ( fromages, champignons comestibles) ou en Extrême
Orient ( Koji, Miso, Saké, Tempech,Ontjom,Ragi).

A présent fivers procédés de fermentation en milieu solide
sont utilisés au niveau commercial, pour la production de différents
types d'aliments fermentés en Extrême Orient( Hesseltine, 1965) ou
de métabolites de champignons filamenteux. Sur le Tableau suivant,
nous avons donné les enzymes produites par fermentation en milieu
solide.

TABLEAU IV: Enzymes fongiques produites par fermentation en milieu solide

Enzyme Microorganisme Référence

o.-amylase Aspergillus oryzae CANNEL et MOO- YOUNG (1980)

Cellulase Trichoderma viride TOYAMA ( 11976)

Lactase Aspergillus oryzae KIUCHI et TANAKA (1975)

Pectinase Aspergillus niger f3ECKHORN et Coll.(1965)

Protéase Aspergillus oryzae YOSHIDA et ICHISHIMA(1964)
,
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Les fermentations en milieu solide présentent un certain
nombre d'avantages par rapport aux fermentations en milieu liquide
LAMBERT et MEER5 (1983) les ont ainsi résumés:

1. Ltaération est plus facile à travers les espaces du
substrat granuleux; ltagitation du substrat lorsqu'elle intervient,
est discontinue.

2. L'absence de phase liquide et dthumidité faible contenue
par le substrat, présente un certain nombre d'avantages:

- faible volume des fermenteurs
- absence dteffluent à traiter
- récupération de métabolites par précipitation nécessitant

moins de réactifs
- lthumidité faible du substrat mhibe la croissance de

bactéries et il n'est pas indisoensable de stériliser le
substrat.

3. Les milieux de culture sont très simples ( céréales,
lignocelluloses additionnés de quelques sels minéraux).

Le principe de la méthode de culture en milieu solide
développée par RAIMBAULT et ALAZARD (1980) est basée sur la distri
bution homogène d'un inoculum qe spores et des sels minéraux nécessaires
à la croissance du mycélium dans la masse du substrat amylacé mis sous
une forme adéquate permettant le maintien des conditions aérobies. La
préparation dtun substrat granulaire poreux avec un pH et une teneur
en eau déterminés est essentielle pour obtenir une croissance rapide
et homogène dans toute la masse du substrat. Cette structure granu
laire permet au flux dtair humidifié de traverser aisément la masse
du produit pendant toute la durée de ltincubation, ce qui permet d'
apporter ltoxygène nécessaire à la croissance du mycélium, tout en
évitant la dessicetion du produit.

La production de cellulases de T.viride cultivé en milieu
solide a été décrite par TOYAMA (1976). Le procédé Koji a été
adapté par cet auteur et la technique consiste à cultiver T.viride
sur un milieu solide composé essentiellement de paille de riz
et de germes de blé. Un appareil automatique à chambre rotative a
été mis au point et la culture se fait en plateaux.
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6. MATERIEL ET METHODES

6.1. Matériel Biologique.

Une étude précédente (ROUSSOS et RAIMBAULT, 1982 ),
nous a permis de sélectionner, parmi les microorganismes de notre
collection de champignons filamenteux cellulolytiques, une souche
de Trichoderma harzianum • Cette souche est caractérisée par une
activité cellulasique importante, une croissance apicale rapide et
un rendement de sporulation élevé. La température optimale de
croissance pour T.harzianum est de 29 oC. Cette souche porte
le nO Th 15 dans notre collection. Elle provient d'une collection
internationale ( Czechoslovak Collection of Microorganisms ) où
elle avait le nO CCM F- 470.

6.2 Milieux de Culture.'

1

1

Conservation et entretien des souches

A des temps réguliers ( environ tous les six mois ),
T. harzianum a été repiqué en alternance sur deux milieux:
Malt, Agar et Patate Dextrose Agar ( la composition est donnée
Chapitre Sporulation & 2.2. ). Il a été ensuite iacubé pendant
semaine à la température du laboratoire ( 23 - 30° C ).

au
une

1

1

1
1

Production d'Inoculum---------------------

Pour l'inoculation de faibles quantités de substrat (200 g)
nous avons utilisé des cultures en pillulier ou en erlen contenant
le milieu d'entretien. Pour l'inoculation de quantité plus importantes
de substrat ( 3 - 12 kg ) l'inoculu~ provenait dea cultures de
T. harzianum dans un fermenteur à disques contenant le milieu H
( la composition est donnée sur le Tableau II, chapitre de
sporulation & 2.2.2. ).
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Production de cellulases

La composition des différents milieux utilisés pour la
culture et la production de cellulasesde T. Harzianum en
fermentation en milieu liquide et en milieu solide est reportée
sur le Tableau V. Sauf indication contraire le milieu N° 1
a été utilisé pour cette étude.

Les Numérations de Bactéries Totales, des champignons
totaux et des champignons cellulolytiques ont été~alisées·à

partir d'une suspension homogène de 5 g de Bagasse dans 200 ml
d'eau stérile. Plusieurs dilutions ont été r~alisées. A partir
de chaque dilution 0,2 ml ont été étalés à la surface des boites
de Pétri contenant les différents milieux de culture; des lectures
ont été faites pendant 6 jours. Les résultats ont été exprimés en
nombre de germe par gramme de bagasse poids sec.

6.2.4.a Bactéries Totales

Bacto peptone
Glucose
extrait de levure
Agar
Eau

pH : 7,2

10 g
5 g
3 g

15 g
1000 ml

Stérilisation par autoclavage à 110 oC pendant 30 minutes;
répartir en balte de Pétri.

f~~~e!g~2~!_!2~~~~
1

Extrait de Malt
Agar
Eau
pH : 5

15 g
15 g

1000 ml

Stérilisation30 minutes à 110 oC; ajouter stérilement
10 ml/l de Streptomycine à 80 U. Repartir en Baltes de Pétri.
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6.3. Conditions de culture pour la production de cellulases

1,4 9
2,0 9
0;;3 9
0,3 9
0,3 9

10,0 9
1 ml
0,25 9
0,25 9
5,00 mg
1,56 mg
1,40 mg
2,00 mg

1000 ml

Sulfate d'Ammonium
Phosphate monopotassique
Urée
Cac12
Sulfate de Magnésium
Cellulose Avicel
TlJeen 80
Extrait de levure
Peptone
feS04.7H20
M4S04. ,H20
Z4'S04 .7H20
COC12
Eau
pH : 5,6

Stérilisation 30 minutes à 110°C. Ajouter stérilement 10 ml/l
de Streptomycine à 80 u. Répartir en Boites de Pétri.

1

1
f

1

1
1

1
1
1

i
1

1

Les cultures ont été faites dans des fermenteurs Biolafitte
de 2 litres contenant 1250 ml de milieu de culture en utilisant
comme substrat soit de la bagasse ( 10 g/l ) soit un mélange de
bagasse ( 8 g) et de son de blé ( 2 9 ) •

Prétraitement- du substrat : la bagasse séchée et broyée
a été introduite dans le fermenteur contenant la solution minérale.
Le milieu était ensuite stérilisé à l'autoclave à 110°C pendant 1 h.

Inoculatio~ : Avec une suspension de conidiospores pour
ramener à 3 x 107 conidiospores/g de substrat.
Conditions de culture :

- Température
- Aération
- Agitation
- pH
- Antimousse

••
••
•·••
•·

290C + 10C
10 l/h

500 t/min.
non régulé
huile de colza

Mesure des paramètres: aux temps choisis, nous avons
procédé à des prélèvements de 10 ml dans le fermenteur. Nous
avons ainsi suivi l'évolution de l'inoculum en observant au
microscope , après coloration au bleu Cotton une partie de chaque
échantillon. Les prélèvements ont été congelés pour être analysés
tous en même temps.
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TABLEAU V Composition des milieux utilisés pour la culture
et la production de cellulases de T.harzianum.

M l L l E U X

Composition fermentation solide fermentation

en g. 1 2 3 liquide

( NH4}2S04 9,70 4,85 3,23 0,975

Urée 2,40 1,20 0,80 0,238

KH2P04 5-.00 2.50 1.67 0.500

Bagasse 80,00 80,00 80,00 8.000

Son de blé 20,00 20,00 20,00 2,000

Eau ml 117 107 106 1000 ml

pH 4,4 4.4 4,4 5,6
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Sur les ~chantillons d~congel~s et homog~n~Is~s par
broyage à l'ultraturrax les différentes analyses ont ét~ faites.

Fermentation en milieu solide-----------------------------

En colonne:

l

Les cultures ont été réalis~es en utilisant les dispositifs de
colonnes décrits par RAIMBAULT et ALAZARD ( 1980 ) (photos 1 et 2).

Substrats : bagasse de canne à sucre s~ch~e ou fraîche, son
de blé et m~lange de bagasse ( 80 9 ) et son de bl~ (20 g).

Solution Minérale: La composition de la solution
min~rale pour 100 9 de substrat a ét~ donn~e au Tableau v.

Pr~traitement: A '100 9 de substrat finement broy~

l'on ajoute la solution minérale pour amener l'humidité du produit
à 50 %. Le tout est mélangé et autoclav~ à 110 0 C pendant 1 h.

Inoculation: Avec une suspension concentrée de conidio
spores pour ramener la concentration finale à 3 x 107 conidio
spores/g de substrat poids sec ainsi que l'humidit~ du produit à
70 %environ.

Conditions de culture: On m~lange le substrat traité et
refroidi à 50 %d'humidit~ avec la suspension de conidiospores.
20 9 de ce mélahge à 70 %D'humidit~ sont répartis dans chaque
incubateur, ces derniers sont placés dans un bain-marie à 29 oC.

L'aération des cultures se fait avec de l'airsaturé en eau.
Le débit d'air a été réglé à 5 l/h.

Mesure des paramètres. A des temps variables les incubateurs
ont été retirés du bain-marie et le contenu du fermenteur a été
pesé ( poids humide) • Le produit a été ensuite homogénéisé à
l'aide d'une spatule; un échantillon de 2,5 9 a été prélevé et
placé dans un erlen de 150 ml et immédiatement congelé. Sur le
produit restant des échantillons ont été pre levés pour les mesures
du peids sec ainsi que pour les observations au microscope afin
d'apprécier l'évolution de l'inocu~um en fonction du temps.

(en Grec: Fermenteur ); Lors d'une étude précédente, nous
avons mis au point un Biofermenteur ( Zymotis ) pour la culture
de champignons filamenteux en milieu solide statique. pour des subs
trats amylacés ( RAIMBAULT et Coll. 1982). Ce zymotis, d'un
volume utile d'environ 100 litres, a été utilisé pour la production
de cellulases de T.harzianum au niveau pilote en extrapolant les
résultats de la fermentation de la bagasse obtenus en colonne.
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Le Zymotis est constitué d'une cuve rectan~ulaire(1),
surmontée d'un couvercle (2) muni d'une cheminée (8) permettant
le passage de différents conduits ( circuit d'eau (5) et (6)
prélèvement de gaz (10) ), ainsi que la sortie d'air du Zymotis.
A l'intérieur de la cuve (1) sont placés dix radiateurs (3)
espacés de 5 cm par des entretoises (4). Chaque radiateur est
raccordé à une arrivée d'eau (6) et une sortie d'eau (5).
L'ensemble des dix radiateurs montés avec les entretoises occupe
complétement le volume de la cuve, soit 108 litres, Fig. 12 et 14

Oans le bas de la cuve, se trouve une série de neuf
rampes d'aération (7). Chaque rampe est placée au milieu du
compartiment délimité par deux radiateurs successifs et à une
longueur égale à celle du compartiment.

Chaque rampe d'aération traverse de bas de la cuve et est
raccordée à une vanne mannuelle (9) qui sert à faire varier le
débit d'air envoyé dans la rampe. Un débimètre (13) peut être
intercalé entre chaque vanne et sa rampe correspondante, pour
mesurer ce débit. Les débimètres sont fixés sur '!un humidificateur
NEBAl 2 ( Air-Liquide KP 0010). Les détails sur cet humidificateur
sont donnés sur la fig. 13. L'ensemble de neuf humidificateurs
munis d'un débimètre individuel est fixé sur un support métallique
Les humidificateurs sont monté& en série et sont reliés au circuit
~énéral (12) d'air comprimé. Ce circuit comporte un mano-détendeur
(17) qui le relie au circuit général d'air comprimé (18).

A l'intérieur du couvercle du Zymotis (2) un tuyau souple
(10) permet le prélèvement en continu de l'air sortant du produit(11).
Ce tuyau par l'intermédiaire d'une pompe (19) est raccordé à un
analyseur de C02 ( 20) relié à un enregistreur ·(21). Nous mesurons
ainsi en permanence le pourcentage de C02 dans l'air de sortie
du Zymotis.

Le remplissage du lymotis se fait, le couvercle étant soulevé,
en garnissant chaque compartiment avec le substrat ( bagasse + son
de blé) prétraité et conditionné par ailleurs. Le substrat au fur
et à mesure de son introduction dans le Zymotis est tassé à l'
intérieur des compartiments.

En cours de fermentation, le Zymotis est fermé afin
d'éviter toute contamination du produit. Nous pouvons agir cependant
sur le débit d'air et sa saturation, sur le circuit d'eau, son
débit ainsi que sa température.
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En fin d'opération (60 h ) on arrête le circuit d'eau,
on déconnecte les circuits d'eau (5) et (6) et il est alors
possible d'extraire de la cuve (1) l'ensemble des radiateurs (3)
avec le produit • CS dernier ayant pris en masse reste sous
forme de gâteaux assez compacts, prisonnier entre deux' radiateurs.

Une légère pression sur le dessus de chaque gâteau ;
suffit à détacher des blocs de produit bien structuré par le
mycélium de T. harzianum.

Substrats : Bagasse de canne à sucre finement broyée
sé~hée ou fraîche, mélange de bagasse (eo g) et de son de blé
(20g). La bagasse provenait de la Distillerie DILLON, le son de
blé provenait soit de minoteries de Guadeloupe sous forme de
bouchons ( son industriel) soit du son en poudre non traité.

Solution Minérale : La composition de la solution
minérale n01 pour 100 g de substrat poids sec a été donnée sur
le Tableau V •

Prétraitement : A 4 kg de substrat finement broyé, la
solution minérale a été ajoutée pour amener l'humidité du produit
à 50%. Le tout est mélangé dans un Pétrin pendant 5 min. Le
produit ainsi malaxé est introduit dans un récipient metallique et
autoclévé à t1DoC durant 3 h. Cette opération a été faite une,
deux ou trois fois afin d'obtenir 4,e ou 12kg de substrat prétraité
avant inoculation par les conidiospores de T.harzianum •

Inoculation: Au produit prétraité et refroidi à 50 %d'
humidité, nous avons ajouté une suspension concentrée de conidios~ores

de T.harzianum pour ramener la concentration finale à 3x10
l conidiospores/g de substrat poids sec ainsi que l'humi~ité

du produit prétraité a -70 % environ. Pour ce faire, le produit
prétraité a été placé dans un pétrin , puis pendant le malaxage la
suspension de spores a été ajoutée par aspersion lente afin d'
obtenir une inoculation uniforme du produit.

Condition~ de culture: Le produit ainsi inoculé a été
placé à l'intérieur des neuf compartiments du Zymotis et tassé
au fur et à mesure.
La température du circuit d'eau a été réglée à 29°C pendant les
20 premières heures. Après cette période elle a été réglée à 27°C.

Le débit d'aération pour chaque compartiment a été de 300l/h/kg.
de substrat poids sec pendant les 16 premières heures de fermentation.
Il a été de 600l/h/kg. de substrat après cette période.
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r ig. 14 Schéma détaillé du Zymotis.
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Mesure des paramètres : Une télésonde de température
a été placée au sein du produit pour la mesure en continue de l'
évolution de la température.
Un tuyau souple a été introduit à l'intérieur du couvercle du
zymotis permettant un prélevement en continu de l'air sortant
du produit. Ce tuyau est raccordé à un analyseur de C02 pour
mesurer en permanence le pourcentage de C02 dans l'air à la
sortie du Zymotis.

A des temps variables des échantillonages du produit placé
dans le Zymotis ont été faits. Le produit a été homogénéisé à l'
aide ~'une spatule et 2,5 g de ce produit ont été prélevés et
placés dans un erlen de 150 ml et immédiatement congelés.Sur le
produit restant des parties aliquotes ont été utilisées pour les
mesures du poids sec ainsi que pour les observations au microscope
afin d'apprécier l'évolution de l'inocutum en fonction du temps.

6.4. Conditionnement et Analyses des échantillons

Aux échantillons décongelés ( 2,5 g poids humide)
100 ml d'eau distillée ont été ajoutés. Cette suspension a été
homogénéisée à l'ultraturrax ( 1 min.). le pH a été mesuré.

A partir de ces suspensions différentes dilutions
( 1/2, 1/5, 1/15 ou 1/100 ) ont été nécessaires pour effectuer
les dosages suivants:

- Sucres Réducteurs au DNS ( MILLER,1959 )
- Sucres Totaux à l'anthrone

- Activités Enzymatiques ( MANDELS et al. 1976 )
• Activité Carboxymethylcellulose (ACMC)
• Activité papier filtre ( APF )

6.5. Expression des résultats

les résultats ont été exprimés en heures pour le temps,
en unités pH pour le pH, en %pour l'humidité et le poids sec
en 9 de produit formé ou disparu pour 100 9 de substrat poids
sec au départ et en unité Internationale ( ~ 1) pour les
Activités Enzymatiques.

Une UI de ACMC correspond à la quantité d'enzyme nécessaire
pour libérer, à partir d'une~lution tampon Citrate 0,05 M pH
4,8 à 1 %de Cérboxymethylcellulose à 50°C, une micromole de
glucose par minute.
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7. RESULTATS ET INTIRPRET~TIONS

Le dénombrement des bactéries hétérotrophes aérobies,
des champignons cellulolytiques ainsi que des champignons totaux
a été réalisé à partir de la bagasse fraîche ( à la sortie des
moulins) et de la bagasse ayant séjourné en tas pendant 15 jours
à l'extérieur de l'usine. Les milieux de culture utilisés pour
cette étude ont été donnés dans le chapitre 6 ( Matériel et
Méthodes ). Les résultats sont présentés sur ~s Tableaux VI et VII.

Tout d'abord, les populations de bactéries hétérotrophes
aérobies sont dominantes par rappgrt à celles des champign~ns.

Elles sont de l'ordre de 2,6 x 10 bactéries pour 1,1 x 10
champignons par gram~ de bagasse fraîche. Ces populations, après
15 jours de stockage de la bagasse à l'extérieur de l'usine, sont
beaucou P9

p lus importantes et atteignent les valeurs suivantes :
1,9 x 10 bactéries pour 9;9 x 10 6 champignons. De m~me les
populations de champignons cellulolytiques ont suivi cette
évolution.

Si l'on compare ces résultats, l'on constate qu'après
15 jours de stockage de la bagasse à l'extérieur de l'usine,
la population de bactéries a augmenté de 700 fois, celle des
champignons totaux a augmenté de 900 fois, mais c'est bien la
population des champignons cellulolytiques qui a le plus proliféré.
En effet, elle a été 2 269 fois supérieure à celle du départ, et,
par conséquent, elle s'est développée trois fois plus vite que celle
des bactéries.

Le facteur principal qui influence cette prolifération, outre
la composition .biochimique de la bagasse, est l'humidité de celle-ci
qui a augmenté; cette humidité a été faible au départ : 44,4 %;
après 15 jours elle est passée à 55,6 %.

Ces résultats démontrent qu'il existe une population
microbienne très importante sur la baga~se fraîche. Cette population
augmente très vite en fonction du temps de stoc~age. Il est donc
indispensable,lors des processus de valorisation biotechnologique
de la bagasse, de tenir compte de cette microflore ainsi que de son
évolution.



TABLEAU VI Microflore hétérotrophe aérobie de la bagasse
fra!che (à la sortie des moulins ).

BACTERIES CHAMPIGNONS

Totales Totaux Ce11u101ytiques

Nombre Im1 Solution mère 36.500 150 37

Nombre 15 g Bagasse P.H. 7.300.000 30.000 7.400

Nombre 1 1 g bagasse P.S. 2.630.000 10.BOO 2.66ŒJ

Poids sec de la bagasse à la sortie des Moulins • 55,6 %..

t-I
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TABLEAU VII Microflore hétérotrophe aérobie de la bagasse qui a été
stockée en tas pendant 15 jours à l'extérieur de l'usine.

BACTERIES CHAMPIGNONS

Totales Totaux Cellulolytiques

Nombrel ml de solution mère 3.800.000 20.000 -13.000

Nombrel 10 g Bagasse P.H 7.600.000.000 40.000.000 26.000.000

Nombre 1 1 g Bagasse P.S 1.880.000.000 9.900.00 5.900.000

Poids sec de la bagasse . 40,4 % ..

H

1
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Pour la mise au point de notre procédé, nous avons
utilisœ de la bagasse fraîche. Cette bagasse a été stérilisée
à l'autoclave avant d'être inoculée avec les conidiospores de
T.harzianum •

7.2 Production de cellulases en fermenteur de 2 litres

Nous avons utilisé un fermenteur Biolafitte de 2 litres
( volume utile 1,25 litres ), contenant le milieu de culture
dont la composition a été donnée sur le Tableau V. Les conditions
de culture ont été décrites précédemment ( & 6.3.1. ).

La fermentation a été arrêtée après 68 heures. Sur la
figure 15 nous avons exprimé la cinétique d'évolution du pH
ainsi que oelle de la production de cellulases.

Etant donné que nous n'avions pas régulé le pH pendant
la fermentation en milieu liquide de la bagasse, les valeurs du
pH ont commencé à diminuer à partir de la 15 ème heure et des
valeurs minimales ont été atteintes après 28 h. de culture.
Celles-ci restent faibles par la suite.

Lorsque les valeurs minimales de pH se stabilisent il y

a production et libération de cellulases dans le milieu de
culture. Cette production est linéaire en fonctioh du temps.
A la fin de la fermentation nous avons obtenu les activités
enzymatiques suivantes :

1 517 U.I.

11 988 U.I

APF / 100 g SPS

ACMC / 100 g SPS

Ces valeurs sont plus faibles que celles obtenues à partir
de la fermentation en milieu liquide de la cellulose microcristalline
ou de la paille de blé ( ROUSSOS, 1981 ).
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Nous pensons qu'un prétraitement du substrat favoriserait
la croissance de T.harzianum et augmenterait ainsi les rendements
de production de cellulases.

7.3. Production de cellulases en colonne

Le principe ainsi que la préparation des colonnes pour
réaliser les fermentations en milieu solide ont été développés
dans le Matériel et Methodes ( & 6.3.2.a. ). Nous avons utilisé
pour cette étude, les substrats suivants : Bagasse t son de blé,
mélange de bagasse (80 g ) et son de blé ( 20 9 ).

La fermentation en milieu; solide de la bagasse seule
en colonne a duré 68 heures. Un certain nombre de prélèvements
faits au cours de la fermentation nous ont permis de suivre l'
évolution de l'inoculum et la biosynthèse de cellulases. Sur
le Tableau VIII les résultats obtenus sont représentés.

Tout d'abord l'humidité du produit reste stable pendant
24 heures. Eale augmente légèrement après cette période. De même
les valeurs du pH restent stables tout au long de la fermentation
malgré l'évolution de l'inoculum.

En effet les conidiospores commencent à germer après
10 heures de culture.La phase de germination ~st terminée après
20 h de culture. A ce stade de la fermentation,i il y a eu 100 %
de conidiospores germées. Le mycélium commence à envahir le
substrat après 30 h. de culture. Pour cela il développe un
certain nombre de branchement afin d'explorer et coloniser l'
environnement immédiat.

Cependant, les premières activité cellulasiques apparaissent
après 24 h pour les ~Pf et après 40 h pour les ACMC. La production
de cellulases augmente en fonction du temps et se stabilise après
50 h de culture. A ce stade, il y a eu production de :

1 422

11 854

U.I. APf / 100 g SPS

U.I.ACMC / 100 g SPS
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Evolution de différents paramètres ( Humidité,

pH, Cellulases) BU cours de la croissance de

Trichoderma harzianum • Cultures en milieu solide,

colonne, sur de la bagasse uniquement.

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echantillon Heures % % pH UI/100g SPS UI/100g SPS

0 0 70,8 29,2 6,00 74 0

1 20 70,5 29,5 5,88 103 0

2 24 70,7 29,3 6,10 264 0

3 44', 71,5 28,5 5,98 866 8.361

4 48 72,1 27,9 6,32 1.234 10.573

5 52 72,0 28,0 6,26 1.422 11.854

6 68 72,9 27,1 6;88 1.386 11.982

7 68 72,5 27,5 6,94 1.390 12.090

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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L'humidité finale du produit a été de 72 %et les valeurs du pH on
été proches de celle de départ.

Si l'on compare ces résultats avec c~ux obtenus en milieu
liquide l'on observe que la production de cellulases de T.harzianum
pour les deux milieux a été après 68 h de fermentation très proche.

7.3.2.

L'évolution de différents paramètres mesurés au cours
de la croissance de T.harzianum cultivé sur son de blé uniquement
est donnée sur le Tableau IX. La fermentation a duré 68 h.

L'analyse des échantillons montre une évolution importante
de l'humidité du produit. Elle a été de 53,1 %au départ et proche
de 61 %à la fin de la fermentation. Les valeurs du pH sont restées
stables pendant 40 h., elles ont diminué légèrement et à la fin
de la fermentation il y a eu une légère augmentation du pH.

Lorsque le pH a diminué il y a eu apparition de cellusases
dans le milieu. Cependant la production ce celles-ci a été tardive
et en même temps faible. Après 60 h de culture il y a eu productionde:

935

- 6 813

U.I d' APF / 100 g SPS

U.I. d'ACMC / 100 g SPS

Cette production tardive de cellulases est liée à la
croissanca lente du mycélium • En effet, les conidiospores de
T. harzianum ont mis 30 h pour germer. L'humidité initiale du
produit,êtant relativement faible, a freiné la germination de l'
inoculum. Cependant, même lorsque le mycélium a envahi le substrat
il n'y a pas eu de production importante de cellulases, car T.harzianum
utilise les sucres simples et l'amidon pour sa croissance et bien
tardivement la cellulose.

Sur le tableau X nous avons donné les résultats d'analyses
obtenus à partir des échantillons prélevés au cours de 13 croissance
de T.harzianum cultivé sur un mélange bagasse ( 80g) et son de blé
(20g). La ferment at ion en mil ieu solide a duré 68 ih.



TABLEAU IX

1 ... 47

Evolution de différents paramètres ( Humidité,

pH, Cellulases ) au cours de la croissance de

Trichoderma harzianum • Cultures en milieu solide

colonne, sur du son de blé uniquement.

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echantillon Heures % %
pH UI/1009 SPS UI/1009 SPS

0 0 53,1 46,9 6,44 106 0

1 20 53,1 46,9 6,50 105 0

2 24 53,4 46,6 6,66 3 0

3 44 55,9 44,1 6,06 115 77

4 48 56,7 43,3 5,70 123 455

5 52 57,9 42,1 5,34 204 1. 513

6 68 60,9 39,1 5,80 935 6.813

7 68 61,2 38,8 5,70 855 6.377

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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L'humidité du produit augmente régulièrement. Elle
passe de 68,3 % en début de fermentation à 73,9 à la fin. Les
valeurs du pH restent stables pendant 20 heures; elles diminuent
rapidement entre 20 et 30 heures de culture puis elles remontent
pour se stabiliser aux environs de 6,28 •

La production de cellulases a été importante. Les prem1eres
activités enzymatiques sont apparues dans le milieu de culture après
28 h de fermentation. Cette production a augmenté en fonction du
temps pour atteindre un seuil. Après 48 h de fermentation en milieu
solide il y a eu production de :

1 605

20 443

U.I. d' APF / 100 g SPS

U.I. d' ACMC / 100 g SPS

Cette production importante de cellulases a été obtenue après
deux jours seulement de culture de T.harzianum. elle est dûe prin
cipalement à un développement important de cette IDuche • En effet,
les conidiospores de T.harzianum germent après 16 h de culture.
Le mycélium très rapidement, envahit lea brins de bagasse et le
son de blé, développant de nombreux branchements • A 48 h de
fermentation, le mycélium est foisonnant. Après cette période il
y a apparition de phialides qui donneront plus tard des conidiospores.
Les conidiospores sont libérées dans le milieu après 60 h de culture.

Cependant il faut noter que les activités cellulasiques
apparaissent dans le milieu au moment même où les valeurs minimales
de pH sont atteintes. Cette constation est valable pour la fermen
tation en milieu solide plutôt qu'en milieu liquide.

Nous avons également observé que le seuil maximum de pro
duction de cellulases a été atteint après 50 h de culture. Après
cette période, la quantité des ACMC restait stable alors que celle
des APF diminuait légèrement.

Lors des études précédentes sur V hydrolyse de la cellulose
par les moisissures ( ROUSSOS;1981 ) et la production de cellulases
de T.harzianum ( ROUSSOS et SEDHA; 1983 ) nous avons utilisé une
solution minérale contenant 17 g de sels pour 100 g de substrat.
Il nous a semblé que cette qu~ntité était trop importante. Nous
avons donc utilisé les dilutions au 1/2 et âu 1v'3 de cette solution
minérale ( Tableau V ) et un mélange de bagasse et de IDn de blé pour



TABLEAU x
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Evolution de différents paramètres ( Humidité,

pH; Gellulases ) en fonction du temps au cours

de la croissance de Trichoderma harzianum •

Cultures en milieu solide, colonne, sur m

mélange de bagasse et de son de blé.

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echantillon Heures % %
pH UI/l00g SPS Ur/l00g SPS

0 0 68,3 31,7 5,80 30 573

1 20 70,7 29,3 5,56 215 658

2 24 71,0 29,0 4,86 142 624

3 28 71,4 28,6 4,50 398 2.162

4 44 72,8 27,2 6,26 1.431 17.464

5 48 73,5 26,5 6,28 1.605 20.443

6 52 72,7 27,3 6,28 1.533 20.551

7 68 73,9 26,1 6,28 1.308 20.536

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec



l - 50

la culture en milieu solide de T.harzianum •

Tout d'abord, l'évolution de différents paramètres au
cours de la croissance de T.harzianum en utilisant la solution
minérale 2 a été donnée sur le Tableau XI. La fermentation a
duré 44 h •

L'humidité du produit a augmenté légèrement au cours de la
fermentation. Le pH a diminué dès les premières heures. Cette dimi
nution a été constante en fonction du temps. Les activités enzymatiques
ont été très faïbles et sont apparues dans le milieu aaprès 44 h de
fermentation en milieu solide il y a eu production de :

345

- 8 556

U.I.

U.I.

d'

d'

APF / 100 g SPS

ACMC / 100 g SPS

Ce~ndant, la croissance du microorganisme a été abondante.
En effet les conidiospores ont germé après 16 h de culture en donnant
nais~ance à un type germinatif.Après 20 h de culture le mycélium
présentait 6-7 branchements. Il avait ég31ement envani le substrAt
après 30 h de culture. Il y a eu apparition de phialides très tôt
avec libération de conidiospores après 40 h de culture.

Sur le Tableau XII, nous avons donné l'évolution de
l'humidité, du pH et des cellulases au cours de la croissance
de T.harzianum cultivé su bagasse et son de blé en utilisant la
solution minérale 3. La fermentation a duré 68 h.

Nous formulons les mêmes observations que précédemment sur
l'évolution de l'humidité et du pH. Par contre, les activités cellu
lasiques ont été différentes. Elles ont été libérées dans le
milieu assez rapidement ( 24 h ) et en quantité faible.
Il y a eu une production de :

277

- 3 559

U.I. d'APF / 100 g SPS

U.I. d'ACMC / 100 g SPS

Après 30 h de fermentation en milieu solide cette production
est restée stable pendant 20 h environ.



TABLEAU XI
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Evolution de différents paramètres( Humidité, pH,

Cellulases ) au cours de la croissance de T.harzianum

Cultures en milieu solide, colonne, sur lI'l mélange

de bagasse et de son de blé indus~riel en utilisant

la solution minérale 2 •

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echantillon Heures % %
pH UI/100g SPS UI/100g SPS

a 0 69,8 30,2 6,10 274 0

1 6 69,9 30,1 6,04 273 0

2 20 69,8 30,2 5,80 136 0

3 24 69,8 30,2 5,22 136 0

4 30 70,6 29,4 5,12 330 6 467

5 44 72,0 28,0 4,80 345 8 556

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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Evolution de différents paramètres( Humidité, pH,

Cellulases ) au cours de la croissance de T.harzianum.

Cultures en milieu solide, colonne, sur un mélëfl ge

de bagasse et de ~n de blé industriel en utilisant

la solution minérale 3.

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echantillon Heures % %
pH UI/100g SPS UI/100g SPS

0 0 70,1 29,9 5,70 109 0

1 20 70,3 29,7 5,20 134 0

2 24 70,7 29,3 4,72 160 722

3 30 71,4 28,6 4,12 277 3 559

4 44 71,9 28,1 4,46 305 2 704

5 48 72,7 27,3 4,76 346 3 141

6 49 72,9 27,1 4,86 306 3 35"2

-.-
7 68 73,4 26,6 5,12 212 3 658

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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L'évolution de l'inoculum a été très différente de
celle observée précédemment. En effet 10s conidiospores ont
germé normalement. Le mycélium a bien colonisé le substrat.
Par contre, très rapidement, il y a eu production de conidio
spores qui ont été libérées dans le milieu donnant une colora
tion du produit après 44 h de culture.

Il nous a paru donc évident qu'il ne fallait pas
diluer la concentration de la solution minér~le principalement
pour deux raisons :

- maintenir la production élevée en cellulases

- retarder la sporulation.

7.4.

Avant l'utilisation du nouveau fermenteur pour les cultures
en milieu solide, il fallait résoudre un certain rnmbre de problèmes
posés par le passage de l'expérimentation au niveau Laboratoire à celui
du pilote.

La bagasse à la sortie des moulins a été de nouveau broyée
à l'aide d'un broyeur à marteaux puis séchée. Par la suite elle a
été stockée dans des sacs en plastique ( 1,6 kg /sac ) fermés.
Le son de blé a été également stocké de la même façon ( 0,4 kg
par sac). Nous avons défini ainsi une unité de base qui correspond
donc à 2 kg de substrat Poids Sec.

A cette unité de base nous avons ajouté la solution
minérale suivante :

(NH4)2S04 : 194 g; urée: 48 g ; KH2P04 : 100 g; Eau: 2 700 ml;
pH: 4,00.

Pour l'addition de la solution minérale nous avons placé dans
un pétrin le substrat ( 1 US ) puis, par aspersion de la solution
minérale et agitation du bras du pétrin, un mélange homogène a
étÉ obtenu.
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TABLEAU XIII Evolution de différents paramètres ( Humidité,

pH, cellulases ) au cours de la croissance de

T. Harzianum. Cultures en milieu solide, Zymotis, sur

un mélange de bagasse et de son de blé industriel non

traités ( 7, 5 kg SPS )

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echanti 110n Heures % %
pH UI/100g SPS UI/100g SPS

Z 20 0 72,9 27,1 6,20 114 98

Z 21 6 72,6 27,4 6,20 114 66

Z 22 21 74,3 25,7 4,84 279 3

l 23 24 74,1 25,9 4,58 443 492

Z 24 30 75,2 24,8 5,88 705 4 594

Z 25 44 75,9 24,1 7,38 541 3 544

l 26 48 76,2 23,8 7,68 345 1 410

-
Z 27 54 76,5 23,5 8,08 295 885

l 28 67 76,0 24,0 8,30 279 755

l 29 67 77,7 22,3 8,26 262 722

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

AC MC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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Le prétraitement à 12 chaleur du mélange ainsi obtenu
a été réalisé par autoclavage de 2 US à 110 0 C pendant 1 h.

L'inoculation a ét~ réalisée sur le su~strat prétr~ité par
aspersion d'une susDension de conidiospores de T.harzianum •
Pour se faire 1 US de substrat prétraitée a étÉ placée dans le
~é~r~n§.NRus avons donc par aspersion ajouté 2 400 ml d'une

u p n la contenant 6 x 10 lU conidiospores.

Le substrat inoculé a été par la suite introduit dans
~~sZ~~~~~~e~: une faible partie a servi pour la préparation

Sur le Tableau XIII, nous avons donné les résultats

obtenus au cours de cette première expérimentation. La fermentation
a duré 67 h.

Des cellulases ont été libérées dans le milieu de culture
très tôt ( 24 h ). Cepe ndant la production de ces enzyme s a été
très vite arrêtée. Effectivement après 30 h de fermentation de
la bagasse en Zymotis le maximum de cellulases a été produit.
Après cette période les activités cellulasiques diminuaient en
fonction du temps.

Par contre l' humidité du produit étant de 72,9 % au
départ, n'a pas cessé d'augmenter. Après 72 r le produit était
à 77,7 %d'humidité ( Tableau XIII).

L'évolution du pH a été tout à fait différente • ~rès un
temps de latence ( 6 h ) le pH a diminué pour atteindre les valeurs
les plus faibles après 24 h. Après cette période il n'a cessé
d'augmenter pour atteindre en fin de fermentation des va~urs très
élevées. ( 8,30 ).

Les examens microcospiques nous ont confirmé ces résultats.
L'inoculation du produit avec les conidiospores de T.harzianum
a été abondante. Malheureusement dès le départ il y avait beaucoup
de bactéries sur le substrat. Après 20 h de culture toutes les
conidiospores avait germé et le mycélium présentait de très nom
breux branchements, mais il y avait également une prolifération
de bactéries, ainsi que de levures anormalement élevée.

Cette population a pris le dessus dès que l' humidité du
produit 'a dépassé le seuil de 75 %. C'est donc après 30 h de
fermentation Que le mycélium a commencé à être lysé et l'odeur
ammoniacale du produit témoignait d'une activitœ intense des
bactéries. Il y a eu alcalinisation rapide du milieu de culture
et lyse complète du mycélium après 40 h de fermentation en zymotis.
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TABLEAU XIV Evolution de différents paramètres ( Humidité, pH,

Cellulases) au cours de la croissance de T.harzianum

Culture en milieu solide, colonne sur un mélange de

bagasse et de son de blé industriel.

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echanti llon Heures % % pH UI/100g SPS UI/100g SPS

CZ 30 0 67,0 33,0 5,58 163 0

CZ 31 16 66,8 33,2 5,58 321 0

CZ 32 20 66,8 33,2 5,56 312 0

CZ 33 24 66,4 33,6 5,41 395 0

CZ 34 40 68,6 31,4 5,72 1 817 1 1 088

CZ 35 44 69,2 30,8 6, 10 1 620 12 280

al 36 48 69,5 30,5 6,33 1 608 13 136

CZ"37 64 69,2 30,8 6,52 1 750 13 196

CZ 38 68 69,7 30,3 6,56 2 113 13 374

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMe Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec



TABLEAU XV
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Evolution de différents paramètres ( Humidité, pH,

Cellulases) au cours de la croissance de T.harzianum.

Cultures en. milieu solide, Zymotis, sur un mélange

de bagasse et de son de blé industriel ( 4 kg SPS ).

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echanti 11 on Heures % % pH UI/100g SPS UI/100g SPS

Z 30 0 66,8 33,2 5,50 273 0

Z 31 16 66,0 34,0 5,52 273 0

Z 32 20 67,0 33,0 5,52 763 0

Z 33 24 65",8 34,2 -.5,32 763 0

,

Z 34 40 67,6 32,4 5,46 1 771 1 1 446

Z 35 44 68,1 31,9 5,98 1 826 13 554

Z> 36 4.6 68,6 3-1,4 6,25 1 908 13 354

Z 37 64 68,8 31,2 6,45 1 744 13 765

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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Pour éviter cette prolifération intense de bactéries et
de levures, nous avons agit sur deux niveaux :

- prétraitement à la chaleur de 3 h / 2 ua à 110 0 C

- humidité de produit ne dé~assant pas 73 %

Pour les expériences suivantes le substrat a été autoclavé
à 110 0 C pendant 3 h. De même l'humidité du substrat inoculé
au départ a été inférieure à 72 %.

Nous avons également étudié l'effet de la charge du
Zymotis sur l'évolution du mycélium de T.harzianum • Le Zymotis
a été chargé avec 2 US ; 4 US; 5 US et 6 US. Ce qui correspondait
à une hauteur de 18 cm; 36 cm; 45 cm; et 54 cm.

L'aération a été réglée à 300 l/h/compartiment. La hauteur
du produit dans le fermenteur a été de 18 cm environ. Nous avons
également préparé des colonnes contenant 18 g du produit inoculé.
Les colonnes ont été aérées à 5/1/h par colonne. Les résultats
sont présentés sur les Tableau XIV po~les colonnes et XV pour le
Zymotis.

Les premières activités cellulasiques apparaissent dans
le milieu après 20 h de culture. La production maximale est
obtenue après 44 h en Zymotis et après 48 h de culture en colonne.
Le pH évolue normalement. Aux valeurs les plus faibles correspond
l'apparition de cellulases dans le milieu. L'humidité du produit
a été relativement basse.

Les conidiospores ont germé très vite en Zymotis ( 16 h )
alors qu'en colonne ce n'est qu'après 20 h de culture que la
germination a été terminée.

Dans les deux cas il y a eu une croissance abondante du
mycélium et une absence totale de bactéries et de levures dans le
milieu • La production de cellulases après 48 h de culture ,
en Zymotis, a été de :

1 908 U.I. d' APF /100 g SPS

13 354 U.I. d' ACMC /100 g SPS
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TABLEAU XVI Evolution de différents paramètres (Humidité,pH,
Cellulases) au cours de la croissance de T. harzianum.
Cultures en milieu solide, colonne, sur un mêlange
de bagasse et de son de blé.

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echantillon Heures % %
pH UI/100g SPS UI/100g SPS

Cl 50 0 69,9 30,1 5,76 0 0

Cl 51 13 69,1 30,9 5,65 178 0

Cl 52 18 69,0 31,0 5,70 0 0

Cl 53 24 69,3 30,7 5,40 256 0

Cl 54 37 71,6 28,4 5,00 862 8.922

Cl 55 42 71,S 28,5 5,76 1.468 12.622

Cl 56 48 73,0 27,0 5,95 1.160 13.164

Cl 57 "61 72,0 28,0 6,03 1.480 14.357

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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TABLEAU XVII Evolution de différents paramètres (Humidité,pH,
Ce11u1ases) au cours de la croissance de T.harzianum.

Cultures en milieu solide, Zymotis, sur un mélange
de bagasse et de son de blé (8 kg SPS ).

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echantillon Heures % %
pH UI/100g SPS UI/100g SPS

Z 50 0 69,6 30,4 5,62 0 0

'11. 51 13 68,2 31,8 5,56 0 0

Z 52 18 68,9 31,1 5,53 0 0

Z 53 24 69,2 30,8 4,81 0 0

Z 54 37 70,4 29,6 5,44 648 8.105

Z 55 42 70,S 29,5 6,00 884 10.611

Z 56 48 69,9 30,1 6i'30 1.032 12.526

Z 57 61 73,S 26,5 6,53 958 12.025

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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Zymotis chargé avec 8 kg SPS

Le Zymotis a été chargé avec 4 US de substrat inoculé
et les colonnes avec 17 g du même suhstrat. La fermentation a
duré 61 h. Les résultats sont donnés sur les ~ableaux XVI et
XVII.

Nous avons observé une germination précoce de conidiospores
après 13 h de culture en Zymotis , alors qu'en colonne aucun
n'avait germé • Un fait nouveau est apparu:lorsque le Zymotis
est ainsi chargé ( 4 US ), le produit fermenté chauffe be~ucoup.

Le produit en l'espace de quelques heures atteint une température
supérieure à 40 ° C. Nous avons donc augmenté le débit d'aération
et branch~ le système de refroidissement.

L'aération du produit a été de 360 l/h par compartiment
au cours des 13 premières h, il a été de 600 l/h/compartiment par
la suite.

Les activités enzymatiques produites ont été légèrement
plus importantes pour les cultures en colonne, du fait que la
température est mieux régulée. En effet, en Zymotis la température
n'a pas été suffisamment régulée et le produit après 25 h de cul
ture était à 39°C. Cette température est bien loin de la température
optimale ( 29°C).

Après 48 h de culture en Zymotis il y a eu une production de

1 032 U.!. d' APF / 100 g SPS

12 526 U.I. d' AC MC / 100 g SPS

Nous avons placi 5 US dans le Zymotis et 18 g de substrat
inoculé dans les colonnes. La fermentation a duré 48 h. Les
résultats sont donnés sur les Tableaux XVII et XVIII.

La croissance et le développemen~ du mycélium a été
identi~ue pendant les 30 premières heures à celui obtenu avec
une charge de 4 US. Cependant lorsque la température du produit
était de 35°C, nous l'avons refroidi pendant une nuit entre 33 et 45
h de fermentation. De ce fait il y a eu une stimulation de spa ru
lation et le produit à la fin de la fermentation ( 48 h ) avait une
couleur verdâtre.



l ":" 62

TABLEAU XVIII Evolution de différents paramètres (Humidité,
pH; Cellulases ) au cours de la croissance de
T.harzlanum, Cultures en milieu solide, colonne,
sur un mélange de bagasse de son de blé.

N° Temps Humidi~.é Poids sec APF ACMC

Echantillon Heures % % pH UI /1 OOg SPS UI/100g SPS

Cl 80 ° 70,7 29,3 5,38 0 °
Cl 81 8 70,5 29,5 5,41 0 ~o

Cl 82 21 70,5 29,5 5,27 ° 0

Cl;83 26 71,9 28,1 4,18 ° O'

Cl 84 30 71,2 28,8 4,28 338 3.162

Cl 85 32 72,3 27,71 4,57 745 8.397

Cl 86 45 72,0 28,0 5,10 1.088 12.450

Cl 87 48 72,2 27,8 5,08 1.276 12.581

Cl 88 71 73,4 26,6 5,49 1.120 12.842

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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Evolution de différents paramètres ( Humidité,
pH, Cellulases ) au cours de la croissance de
T.harzianum. Cultures en milieu solide, Zymotis,
sur un mélange de bagasse et de ~n de blé
( 10 kg SPS ).

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echantillon Heures % %
pH UI/100g SPS UI/100g SPS

Z 80 0 72,0 28,0 5,45 68 0

Z 81 8 71,7 28,3 5,38 96 0

Z 82 21 72,2 27,8 4,70 96 0

Z 83 26 72,6 27,4 4,16 96 0

Z 84 30 72,7 27,3 4,91 86 0

Z 85 33 72,8 27,2 5,23 43)2 4.577

Z 86 45 72,0 28,0 5,63 1~344 11.011

Z 87 48 72,3 27,7 5,73 1.344 12.803

APF Activité Papier Filtre

ur Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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La production de cellulases après 48 h de fermentation
en Zymotis a été de ..

1 344 U.I. D' APr / 100 9 SPS

12 803 U.I. D' ACMC / 100 9 SP S

Il Y a eu 6 US dans le Zymotis et 17 9 de substrat
inoculé dans les colonnes. La fermentation a duré 40 h. La température
du produit a été maintenue aux environs de 32°C.L'aération a été
de 4001/h par compartiment pendant les 10 premières h et ensuite
augmentée à 780 l/h/compartiment. Les résultats sont présentés sur
les Tableaux XX et XXI.

Les activités enzymatiques apparaissent dans le milieu
après 30 h de fermentation en Zymotis et après 33 h en colonne.
Cependant ces activités restent faibles par rapport à celles obtenues
lors de l'expérience précédente. Les valeurs du pH évoluent normale
ment avec une phase de latence, une chute rapide suivie d'une re
montée du pH. L'humidité du produit aussi bien en Zymotis qu'en
colonne suit le même évolution.

Cependant, la culture de T.harzianum a été affaiblie par la
présence de levures. Cela explique les rendements faibles obtenus.
En effet, étant donné qu'il fallait, pour remplir le Zymotis,
autoclaver 3 fois 2 US de substrat, nous avons réduit le temps d'
autoclavage de 3 h à 2 h. De ce fait, une grande partie des
levures thermorésistantes a proliféré lorsque les conditions de
culture étaient plus favorables.

Après 48 h de culture nous avons obtenu les rende rrents
suivant en cellulases :

803

- 7416

U.I. d' APr / 100 9 SPS

U.I. d' AC MC / 100 9 SPS

Ces résultats ne mettent pas en cause les résultats précédents
étant donné que la productioh de cellulases en Zymotis a été très
voisine de celle obtenu en même temps en colonne.
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Evolution de différents paramètres ( humidité,
pH, Cellulases ) au cours de la croissance de
T.harzianum. Cultures en milieu solide, colonne,
sur un mélange de bagasse et de ~n de blé.

N° Temps Humidit.é Poids sec APF ACMC

Echantillon Heures % %
pH UI/100g SPS UI/100g SPS

Cl 70 0 71,3 28,7 5,56 0 0

Cl 71 9 70,5 29,5 5,50 0 0

Cl 72 21 70,4 29,6 5,25 0 0

Cl 73 25 71,5 28,5 4,74 0 0

Cl 74 29 71,6 28,4 4,41 75 0

Cl 75 33 72,1 27,9 4,74 322 1.503

Cl 76 45 73,1 26,9 5,58 442 6.219

Cl 77 49 72,6 27,4 5,77 550 7.185

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec



TABLEAU XXI
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Evolution de différents paramètres ( Humidité,pH,
Cellulases) au cours de la croissance de T.harzianum.
Cultures en milieu solide, Zymotis, sur un mélange
de bagasse et de son de blé ( 12 kg SPS ).

N° Temps Humidité Poids sec APF ACMC

Echanti 11 on Heures % %
pH UI/100g SPS UI/100g SPS

Z 70 0 71,0 29,0 5,50 124 0

Z 71 10 72,6 27,4 5.,62 108 0

Z 72 22 71,5 28,5 4,84 124 0

Z 73 26 71,4 28,6 4,19 124 0

Z 74 30 72,4 27,6 4,47 124 927

Z 75 34 72,6 27,4 4,96 340 2.997

Z 76 46 73,3 26,7 5,70 556 7.416

Z 77 48 72,7 27,3 5,77 803 7.416

;

APF Activité Papier Filtre

UI Unités Internationales

ACMC Activité CarboxyméthylCellulase

SPS Substrat Poids Sec
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Le produit obtenu après fermentation a été partagé en
lots de 500 g et pressé pour séparer la fraction soluble de
la fraction insoluble. Le conditionnement du produit fermenté
a été développé dans la partie suivante: Extraction et conditionnement
des cellulases •
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8. CON C LUS ION S

La bagasse est un substrat lignocellulosique qui
pourrait être valorisé par des procédés de Biotechnologie.
Sa composition, riche en cellulose, favorise le développement
de microorganismes cellulolytiques qui utilisent la cellulose
ou les autres composés de la bagasse comme source de Carbone pour
leur croissance. .

De nombreux champignons filamenteux participent à
l'hydrolyse de la cellulose et des substrats lignocellulosiques.
Les plus étudiés à l'heure actuelle sont:

Trichoderma reesei, Trichoderma viride, T. koningii, T. harzianum,

Sporotrichum pulverulEll tum, Chaetomium cellulolyticum.. ainsi que

quelques Aspergillus ou Penicillium.

La dégradation enzymatique de la cellulose par les
champignons est un processus complexe qui exige la participation
d'au moins trois types d'enzy~s.

- endoglucanases (Cx)

- exoglucanases (C1)

- ~-glucosidases

Le mécanisme d'action des cellulases est le suivant:
tout d'abord l'endoglucanase attaque les régions amorphes
des fibres de la cellulose et ouvre ainsi la chaîne glucimque.
L'exoglucanase attaque les extrémités des chaînes auparavant ouvertes
pour libérer du cellobiose. Ces deux enzymes agissent synérgiquement
pour produire du cellobiose, lequel est ensuite dégradé en glucose
par la P-glucosidase.

Les cellulases sont des enzymes adaptatives. Leur synthèse est
contrôlée par iun mécanisme inducteur-represseur. Le cellobiose
et la cellulose irduisent la synthèse de cellulase alors que le
glucose réprime cette biosynthèse.
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En Martinique les distilleries et la sucrerie après
traitement de la canne à sucre, disposent de quantit~s importantes
de Bagasse. La production de bagasse excédentaire varie entre
15 et 30 %du tonnage de canne broy~e. Pour une production an
nuelle de 200000 T de canne à sucre, il y a 20 000 T de bagasse
exc~dentaire. Actuellement la presque totalité de cette bagasse
excédentaire est brûl~e sur~ace.

Dans notre Laboratoire en Martinique, nous avons mis au
point un nouveau procédé Biotechnologique pour la valorisation de
de la bagasse par culture d'un champignon filamenteux cellulolytique.
Il s'agit de la fermentation en milieu solide de la bagasse avec . i

T.harzianum pour produire des cellulases.

Le procédé ORSTOM de la valorisation Biotechnologique de
la bagasse par la production d'enzymes de champignons filamenteux
cellulolytiques a été d'abord mis au point au niveau du Labora
toire , en utilisant des incubateurs de 20 g, et ensuite extrapolé
au niveau pilote expérimental, en utilisant un Biofermenteur nouveau:
le ZYMOTIS.

Nous avons analysé la microflore hétérotrophe naturelle de
la bagasse. Cette microflore est très importante,de l'ordre de
2,5 millions de bactéries par gramme bagasse Poids Sec.

Afin de ~aitriser la croissance préférentielle de T.harzianum
et en même temps faire subir un prétraitement de la cellulose
contenue dans la bagasse, nous avons autoolavé la bagasse à 110°C
pendant 3 h avant d'inoculer le substrat avec les conidiospores
de T. harzianum.

La bagasse étant très pauvre enAzote nous avons apporté
sous forme de sels ou de son de blé la quantité nécessaire d'
Azote pour la croissance du microorganisme. Nous avons ~galement

expérimenté trois concentrations diff~rentes de cette solution.

Pour la première fois dans notre Laboratoire un fermenteur
statique, de grande capacité, a été utilisé pour la production
de cellulases de T.harzianum cultivé suri bagasse de canne à sucre.

Le Zymotis a été chargé progressivement avec 4 , 8, 10
et 12 kg SPS de substrat prétraité et inoculé afin d'explorer les
capacités de cet appareil ainsi que le comportement des microor
ganismes.
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Nous avons ~tudi~ en parall~le le comportement
de T.harzianum cultivé sur bagasse en colonne et en Zymotis.
Nous avons obtenu des résultats tr~s nroches Dour l'ense~ble des
expériences en colonne et Zymotis.

Le bilan global de production de cellul:'lses en Zymotis
charg~ avec 4,a et 10 kg SPS a ~t~ le suivant

- 4 kg . 534 000 U.I. ACMC / Zymotis.
- a kg 1 002 Dao U.I. ACMC / Zymotis

-10 kg 1 2aO 300 U.I. ACMC / Zymotis

Ces r~sultats tr~s prometteurs, nous autorisent à
envisager l'utilisation de ce nouveau Biofermenteur pour
la production de celluases de T.harzianum et valoriser ainsi
la bagasse de canne à ~cre.
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EXTRACTION ET CONDITIONNEMENT DES CELLULASES

1. INfHUUUCTIUN

L'un des pionniers en Technologie Enzymatique a été le
Japonais TAKAMINE ,.;lequel en 1894 a eu l'idée d'utiliser un mélange
enzymatique comme aide digestif~ La Takadiastase a été la première
enzyme microbienne produite délibérement et de manière sophistiquée
( LArvlBERT et MEERS, 1983).

Au cours de la dernière décennie,de très nombreux travaux
scientifiques ont été menés sur la bioconversion des substrats cellu
losiques. De nombreux articles, revues, livres et congrès ont été
consacrés à l'hydrolyse enzymatique des substrats lignocellulosiques.

Ainsi, la régulation et la production de cellulases ( ROSS et Coll.,
1983; GONG et TSAO, 1979; MANDELS et Coll. 1981 ), les propriétés et le
mode d'action de cellulases ( PETTERSSON, 1975, ERIKSSON et PETTERSSON,
1972; WOOD et Mc CRAE, 1972; REESE,1976), l'hydrolyse et la sacchari
fication des substrats cellulosiques ( COWLING et KIRK,1976; ANDREN et
Coll. 1976 ; OOSHIMA et Coll., 1982) et les applications industrielles
des cellulases ont ete l'objet principal de ces recherches ( MANDELS,
1982; TOYAMA,1976).

foutes ces etudes fondamentales ont été réalisées sur des
cellulases provenant des cultures en milieu liquide des différentes
espèces de Trichoderma • Ces champignons filamenteux, utilisent la
cellulose comme source de carbone pour leur développement et synthé
tisent des enzyme s extracellululaires au cours ce le ur croissance. Ces
enzymes sont capables d'hydrolyser les dérivés solubles de la cellulose
comme la Carboxyméthylcellulose, mais également la cellulose brute ,
substance insoluble dans l'eau.

Les cellulases sont solubles dans l'eau et sont présentes
dans les filtrats des cultures de ces microorganismes. Les solutions
de cellulases de Trichoderma sont stables et peuvrent être conservées
pendant des mois au réfrigérateur ou être lyophilisées sans pertes
significatives de leur activité ( STERNBERG; 1976) •

Pour la production industrielle de cellulases deux méthodes de
culture sont utilisées. La culture en milieu solide (TOYAMA, 1975) et
la culture en milieu liquide (NYSrRO~ et ALLEN, 1976; MANDELS et Coll.
1981) •
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L'extraction des enzymes est différente suivant le mode
de culture. Pour les fermentations en milieu liquide la séparation
des particules insolubles ( cellulose, cellules mycéliennes) de la
phase liqulde est obtenue principalement par trois méthodes (LAMBERT
et MEERS,1983; LAMBERT, 1983)

Centrifùgation
Filtration
Ultrafiltration

Pour les fermentations en milieu solide jusqu'à présent
il y avait la Technique de KOGI modifiée ( TOYAMA et OGAWA, 1975 et
TOYAMA, 1976). Ces auteurs ont utilisé de la paille de riz comme
substrat pour la culture de T.viride en plateaux. A la fin de la
culture, le produit fermenté a été lavé avec 3 volumes d'eau et les
cellulases ont été extraites par filtration.

Lors d'une étude sur la production de cellulases de T.harzianum
cultivé sur un mélange de paille et de son de blé, GIULIANO (1982)
a expériménté deux méthodes pour l'extraction des cellulases:

Centrifugation
Filtration

Au cours de cette étude il a été démontré que 15 volumes
d'eau étaient nécessaires pour extraire 80 %de cellulases présentes
dans le substrat fermenté en milieu solide.

Il est évident que pour obtenir des concentrés enzymatiques
à partir des produits fermentés en milieu solide il faut, soit sécher
ce produit pour avoir un mélange de substrat plus de l'enzyme, soit
presser à pression élevée le produit pour récupérer la quantité maxi~

mum de l'eau libre ainsi que les métabolites hydrosolubles et les
séparer ainsi des particules solides.

Nous avonsrnnc mis au point un nouveau procédé d'extraction des
cellulases par pressage è 230 Bar du produit fermenté en milieu solide.
Dans le jus d'extraction.nous obtenons une solution hautement concentrée
en cellulases et cette technique peut éventuellement être utilisée pour
l'extraction de métabolites secondaires de champignons filamenteux.

Dans ce chapitre nous avons développé cette nouvelle technique
d'extraction de cellulases. Nous avons ensuite expérimenté des techniques
de conservation et de conditionneœnt des fractions solubles obtenues
après pressage des produits fermentés provenant de plusieurs fermen
tations en milieu solide.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Extraction des cellulases

2 • 1 .1. Conditionnement de la bagasse fermentée

La total~té du produit fermenté a été récuperee à la fin
de la fermentation. Apr~s une homogénéIsation sommaire par malaxage,
il a été immédiatement réparti en lots de 500 g dans des sacs en
plastique.

L'ensemble des lots ainsi confectionn~s ~B été transporté
par la suite à la presse où ces lots ont été traités quelques heures
après l'arrêt de la fermentation.

Caractéristiques de la presse

La presse que nous avons utilisé a été grAcieusement
mise à notre disposition par le Directeur du Centre Technique
de la Canne et du Sucre ( CTCS ) de ~a Martinique.

C'est une presse hydraudique de fabrication française
( RINETTE EMIDECAU S.A. 7n CHALBN / SAONE) de type 45 T. Cette
presse est couramment utilisée dans les sucreries pour déterminer
la concentration en saccharose de la canne à sucre broyée. Elle
peut exercer une pression maximale de 250 Bar pendant quelques
minùtes.

Le fonctionnement de cette machine est, soit manuel, soit
automatique. La durée de pressage est réglée automatiquement par
un chronom~tre incorporé.

Le produit à presser est placé dans une cuve cylindrique ouverte
qui repose sur~ piston. Cette cuve est munie de nombreux orifices de
1 mm de diam~tre. La cuve ainsi chargée avec la bagasse fermentée
est positionnée sous un deuxième piston. Lors de la mise en marche·
de la presse les~stons exercent une pression de 220 Bar sur le
produit pendant la durée de temps choisie.
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Pressage du produit fermenté.

Le produit fermenté ( 500 g ) placé à l'intérieur de
la cuve a été pressé pendant 2' 30" à 220 Bar. Nous avons obtenu
ainsi deux fractions :

Tout d'abord la fraction soluble ( jus) contenant les
cellulases ainsi que les protéInes solubles et les sels minéraux
non utilisés. La fraction insoluble composée essentiellement par
le substrat non utilis€ par le microorganisme ainsi que les cellules
mycéliennes.

La frsction soluble sous l'effet de la pression passe à travers
les petits orifices de la cuve. Elle Bst par la suite collectée
directement dans un récipient.

La fraction insoluble se présente sous forme de galette.
Après la durée de pressage la cuve contenant cette galette est
retirée de son socle et positionnée sur une table de travail afin
de récupérer le produit préssé. A l'aide d'un piston la galette
est chassée de la cuve. Cette galette a été par la suite lavée une
fois avec une quantité d'eau égale à la quantité de la fraction so
luble récupérée et de nouveau le produit lavé a été pressé.

La quantité de la fraction soluble ainsi que le poids de
la fraction inscrruble ont été mesurés.

Par la suite,pour le pressage,des quantités importantes de
produit fermenté nous avons simplifié au maximum cette opération. En
général, la durée de pressage a été de 1 mn. à 230 bar pour 500 g
de produit fermenté à 72,5 %d'humidité.

2.2. Conditionnement des cellulases

La fraction soluble a été directement récu~rée dans
un récipient de 20 litres. Afin d'éliminer les particules solides
en suspension dans la fraction soluble,nous l'avons filtrée et
et mesuré ensuite son volume total.

Conservation à + 4°C

De faibles quantités de la fraction soluble ont été
conservées au réfrigérateur à + 4°C pendant quelques semaines.
Sur ces échantillons les analyses de routine ont été faites.



II - 5

Congélation à - 18°C

Pratiquement toute la quantité de la fraction Soluble
( f.S.) récupérée a été congelée le même jour ~uel'extraction

de cellulases. Pour se faire, nous avons utilisé des barquettes
hautes de 1,5 1 en aluminium dans lesquelles nous avons introduit
500 ml de la f.S.le conditionnement de la F.S. était destiné
également à la lyophilisation.

lyophilisation

Nous avons utilisé un lyophilisateur DURA DRING à
deux plateaux d'une capacité d'élimination de 3,8 1 d'eau.
Afin de diminuer la durée de la lyophilisation nous avons toujours
introduit dans cet appareil 7 barquettes contenant donc 3,5 1 de
la f.S. déjà congelée. le produit était sec après 6 jours de
lyophilisation.

la poudre a été soigneusement récuperee et placée dans
des récipients à fermeture étanche. les récipients ont été stockés
dans le compartiment bas du réfrigérateur. De même nous avons tou
jours pesé la quantité de la poudre obtenue correspondant à 1 litre
de f.S.

les dosages des enzymes cellulolytiques ont été réalisés
sur les échantillons frais conservés à +4°C et sur les échantillons
lyophilisés. les activités papier filtre et Carboxymethylcellulases
ont été dosées suivant la Méthode de MANDElS et Coll. (1976).
les activités enzymatiques ont été exprimées en Unités Internationales
U.I.

2.4. Conditionnement de la fraction Insoluble----------------------------------------

La fraction Insoluble ( F.I.) obtenue sous forme de
galettes après pressage du produit fermenté a été conditionnée de
trois façons: congelée, lyophilisée et ensilée.

Congélation

Une faible quantité, 3 à 4 galette, a été congelée à - 18°C.
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Sur ces galette des parties aliquotes ont été prélevées pour les
analyses de routine ( P.S., pH, cellulases ), le reste a été
lyophilisés.

Lyophilisation

Les F.l. placées dans des barquettes en aluminium et
préalablement congelées ont été disposées sur les~ateaux du
Lyophilisateur. La Lyophilisation de la F.I. était terminée
après 3 jours.

Ensilage

L'ensilage de la fraction insoluble de la bagasse fermentée
a été développé.' au chapitre suivant. Pour la confection des silos
nous avons utilisé quatre conservateurs( Mélasse, Ensipron, Protéïnor,
A.l.V. ) et l'humidtté du produit ensilé a été ramenée à 65 et 55 % "
par addition d'eau.

3. RESULTATS

Afin de mettre au point la méthode d'extraction de cellulases,
nous avons utilisé de la bagasse fermentée par culture de T.harzianum
en colonne pendant 60 heures. Le produit fermenté était à 28,3 %de
Matière sèche; 500 g de ce produit ont été pressés ~ 220 Bar pen
dant 2 minutes 30.'"

Bilan pondéral des différentes fractions

Sur la Fig. 1 nous avons porté les résultats obtenus au cours
de l'extraction de cellulases avec une presse hydraulique.

Par cette méthode d'extraction,dans première fraction
il y a une récupération de 80 % de l'eau libre du produit, ce qui
entraIne une grande partie de cellulases qui sont présentes. Au cours
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500 9 du Produit Fermenté

à 28,3 %MS

141,5 9 MS + 358,5 ml d'Eau

1ère Extraction - 290 ml : 1° fraction Soluble

141,5 g MS + 68,5 ml d'Eau Extraction: 80% de l'Eau

Lavage de la fraction

Insoluble

290 ml d'Eau

Agitation

141,5 g MS + 358,5 ml d'Eau

2ème Extraction - 290 ml : 2° fraction Soluble

/"'--"------------------..-.
\, 4' • 5 9 MS + 68. 5 ml d ' [au r""""""E-x-t-r-a-c-t-i-o-n-:-8-0-%-d-e-l-'-E-a-u-

fig. ~ Bilan pondéral des différentes fractions obtenues au cours de

l'extraction de cellulases avec une presse hydrolique.
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du lavage à l'eau il y a réhydratation de la Fraction Insoluble.
Avec le deuxième traitement il y a récupération de 80 %d'eau,
entraînant une grande partie des protéïnes solubles qui n'ont pu
être extraites au cours du premier traitement.

Globalement nous avons obtenu une fraction insoluble lavée
de 210 g contenant 141,5 g de Matière sèche et deux fractions so
lubles nO 1 et nO 2 de 290 ml chacune contenant des cellulases.

Cependant il faut noter que la plus grande partie de la fraction
soluble est récupérée au moment de la montée de la pression exercée par
les pistons. Une fois que la valeur de 220 8ar est atteinte l'extraction
de la fraction soluble continue mais avec des rendements très faibles.
Nous avons donc pensé qu'il serait preférable d'augmenter la pression
et de diminuer sa durée.

Concentration des cellulases des Fractions Solubles

Sur le Tableau I sont portées les quantités de cellulases
présentes dans les deux fractions solubles avant et après Lyophilisation
pour 500 g de produit fermenté à 28,3 %de ~atière sèche ( M.S.).

Tout d'abord, par le premier pressage 67,5 %des cellulases
biosynthétisées ont Œté extraites. Le second pressage permet d'extraire
les 80 %de cellulases des 32,S %qui n'ont pas été récupérées lors
du premier. Au total, 93,S %des cellulases produites au cours de
la croissance de T.harzianum ont été récupérées par les deux traite
ments. Cependant les cellulases contenues dans la deuxième fraction
soluble sont 3 fois plus diluées que celles de la première.

Globalement nous avons obtenu 23.780 U.Id'AC~C et 1.626 U.I.
d'APF pour la fraction soluble nO 1 et 7.720 U.I. d'ACMC et 722 U.I
d'APF pour la deuxième fraction soluble.

Stabilisation des cellulases par Lyophilisation

Le conditionnement par lyophilisation de ces solutions
concentrées en enzymes parait être un bon choiK. Outre la conservation
de ces enzymes, une concentration supplémentaire est obtenue pour ces
produits. Cette concentration est voisine de 13 fois pour la fraction
soluble nO 1 et de 28 fois pmur la fraction nO 2. D'autant plus que
par ce mode de conditionnement les activités enzymatiques ne se
détériorent ~int.



TABLEAU l Quantités de cellulases présentes dans les deux fractions solubles avant

et après lyophilisation pour 500 9 de produit fermenté à 28,3 % M.S.

Quantité Poids Activités. Enzymatiques exprimées en U.I.
~~~~~_h~~e~!!!~~~!2n APF ACMC APF ACMC

ml 9 ml ml totales totales

1° Fraction soluble 290 5,61 82 1.626 23.780

2° Fraction soluble 290 2,49 26,6 722 7.720

~e~~~_h~2e~!!!~~~!2~

1° Fraction soluble 250 18,5 63/9 1.110/9 1.165 20.535

2 CXl Fraction soluble 250 18,5 52/9 758/9 461 6.723

......

......

\0
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Sur le Tableau 1 on remarque cependant que les concentrations
totales des activités enzymatiques présentes dans le produit lyo
philisé sont inférieures à celles contenues dans les fractions in
solubles avant la lyophilisation. Cette différence est dûe au fait
que nous n'avons pas lyophilisé~ les quantités totales des fractions
solubles ( 290 ml ). En effet, nous avons conservé 40 ml de ces
fractions à + 4°C pour les différentes analyses.

3 2 ~tilisation normale de la presse

Conditionnement du produit fermenté

Pour l'extraction des cellulases produitesau cours de
la fermentation en milieu solide, des quantités importantes de
bagasse , nous avons donc pressé dans la journée, suivant la charge
du Zymotis, de 20 à 100 unités de 500 g.

Durée de pressage à 230 Bar

Afin de diminuer le temps de pressage~ nous avons augmenté
la pression à 230 Bar et diminué la durée à 1 mn. C'est dans ces.
conditions que nous avons par la suite, traité les produits fermentés
provenant des fermentations en milieu solide ( en Zymotis).

En général nous avons extrait dans ces conditions 77 %de
la fraction soluble contenue d~s le produit fermenté. Afin qu'il
n'y;ait pas de grand décalage entre les échantillons traités au cours
de l'extraction, nous n'avons pas lavé les galettes récupérées. De
ce fait, les galettes contenaient 23 % de la fraction soluble non
extraite.

Conditionnement de la galette

Les galettes ont été pesées pour connaître leur poids moyen.
Une partie aliquote a été prélevée pour les analyses de routine.
Le reste a servi pour la confection des silos. Pour cela , à une
quantité connue de galette ( 3 ou 4 kg environ) le conservateur d'
ensilage était ajouté.en même temps que la quantité d'eau nécessaire
pour amener l'humidité du produit ensilé aux environ de 35 et 45 %.

Conditionnement du concentré d'Enzymes

La fraction soluble contenant les cellulases a été directement
récupérée à la sortie de la presse dans un bidon de 20 litres. Par la
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suite, le jus a été filtré pour éliminer 18s particules solides
en suspension et son volume mesuré.

La plus grande qU8ntité du jus a été congelée dans des
barquettes en aluminium avant Lyophilisation.

3.2.5. Bilan de récupération de cellulases

Sur le Tableau Il nous avons donné un bilan détaillé de la
quantité de produit fermenté traité à la presse hydraulique pour
obtenir la séparation de la f.S. contenant les cellulases et la f.l.
contenant le substrat non utilisé par le microorganisme.

Le ptoduit fermenté provenait de 7 fermentations différentes
en Zymoti~ Pour ces fermentations ~la charge du fermenteur était
comprise de 11 à 48 kg ( Tableau Il ). Une quantité totale de
225,T kg de produit fermenté a été conditionnée et traitée à la
presse pour en extraire les cellulases. Nous avons pu ainsi obtenir
des solutions hautement concentrées en cellulases d'un volume
( f.l.) d'un poids total de 93,19 kg.

La presse hydraulique a fonctionné 514 mn. à la pression
de 230 Bar. Cependant cette pression maximale est atteinte au bout
d'une minute après la mise en marche. Par conséquent, le temps réel
d'occupation de la presse a été de 17 heures.

Il parâit évident que l'extraction de cellulases se fait
à un stade tout à fait artisanal~ Outre la manutention du produit
fermenté en lots de 500 g, l'extraction de cellulases par pressage
dure très longtemps. Il serait préférable, lors du développement
de ce procédé, de disposer d'une presse 100 fois supérieure en
capacité et qui pourrait traiter 50 kg du produit fermenté à la
fois, 6eci à 230 Bar. Cette capacité correspond également à celle
du Zymotis et permettrait de traiter l'ensemble du produit fermenté
immédiatement après l'arrêt de la fermentation.

En effet, nous avons remarqué que toutes les opérations
de conditionnement du produit fermenté et d'extraction de cellulases
duraient 6 heures en moyenne pour 45 kg de produit fermenté. Pendant
cette période dans le produit non traité les microorganismes présents
évoluent dans des conditions non contrôlées et le traitement immédiat
de l'ensemble du produit fermenté stopperait cette évolution.



Tableau II Bilan détaillé de la quantité de produit traité à la presse hydraulique afin
d'obtenir la séparation de la fraction Insoluble (galette) de la fraction Solub1e(jus).

PRODUIT FERMENTE GAL E T TES VOLUME JUS DUREE

N° Quantité Poids sec Nombre Poids ;,PO~~8 1 . poids total /ga1ette Pression
'total sec

kg % g kg % 1 ml mn

l 2B 31,0 23,2 6~ 170 10,54 56,5 19,84 320 2

Z 37 11,4 31,2 23 210 4,83 56,3 6,67 290 1

Z 48 24,5 29,4 49 218 10,68 59,0 13,52 276 1

Z 58 30,0 26,5 60 201 12,06 53,2 17,74 296 1

Z 68 45,0 27,8 90 211 19,03 52,4 23,58 262 1

Z 77 48,0 27,3 96 215 20,64 54,0 26,21 273 1

Z 87 35,8 27,7 72 214 15,41 55,7 19,37 269 1

Total 225,7 / 452 / 93,19 / 126,9 / 514

H
H

~

N
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Sur le Tableau II nous n'avons pas porté faute de place les
concentrations de cellulases extraites lors des différents traitements
de la bagasse fermentée. Dans les fractions solubles nous avons
obtenu des concentrations très élevées en cellulases. En moyenne
le jus de pression contenait 3 D.I. d'Activité Papier Filtre(APF)
et 35 U.I. d'Activité Carboxyméthylcellulase ( ACMC ) par mIl.
Au total, pour la fraction soluble de 126,9 1. nous avons donc
obtenu 4.441.500 U.I. d'ACMC et 380.700 U.I d' A.P.F.

4. CONCLUSION

Les enzymes du système cellulasique, impliquées dans l'
hydrolyse de la cellulose en unités glucose, sont des protéines
exocellulaires et solubles dans l'eau. De ce fait au fur et ~ mesure
de leur biosynthèse elles sont transportées ~ l'extérieur de la
cellule pour transformer les macromolécules de la cellulose en molécules
simples ( cellobiose, glucose ).

Partant de cette constatation, nous avons utilisé une
technique originale pour obtenir des solutions hautement concentrées
en cellulases : l'extraction de cellulases par pressage du produit
fermenté; pour se faire, nous avons utilis€ de la bagasse fermentée
en milieu solide avec un champignon filamenteux cellulolytique
T. harzianum • Le produit fenmenté a été récupéré et pressé pendant
2'30" à 220 Bar.

Ce traitement nous a permis de récupérer 80 %de la fraction
soluble ( F.S.) contenue dans le produit. Cette F.S. contient des
protéines solubles, des cellulases des sels minéraux mais également
une grande variété de métabolites. La fraEtion insoluble composée
essentiellement de la bagasse non utilisée par le microorganisme,
contient une faible partie de la fraction soluble et sa matière sèche
passe de 27,7 %à 61,8 %.

Le conditionne~nt pour la stabilisation de ces deux fractions
a été différent. Tout d'abord l'ensilage de la fraction insoluble
a été envisagé et ensuite la lyophilisation a été expérimentée pour
la fraction soluble.

Avant ryophilisation, la fraction soluble contenait 5,6 U.I.
d'Activité Papier Filtre et 82 U.I. d'Activité CarboxyméthYlcellulese.
Ces activités étaient concentrées dans un millilitre. Nous avons
retrouvé dces valeurs apr9s lyophilisation de la fraction soluble.
Les enzymes étaient sous forme de poudre sèche à très haute activité
enzymatique de l'ordre de 1.110 U.I. d'ACMC et de 63 U.I. d'APF
par gramme de poudre lyophilisée.
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Pour le développement futur de ce procédé d'extraction de
cellulases par pressage ~ produit ferment~ enrichi en cellulases
il est conseill~ de disposer :d'une presse capable de traiter 50 kg
de produit fermenté à la fois,à 230 Bar. Dans ces conditions aD %
dê là fraction soluble est récupérée après 2 mn. de pressage.
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ENSILAGE DE LA FRACTION INSOLUBLE DE LA BAGASSE FERMENTEE

1. INTRODUCTION

L'ensila~e est une méthode de conservation anaérobie des
fourrages qui favorise l'action d'une catégorie de microorganismes
appartenant au grand groupe des Bactéries lactiques. Ces ferments
lactiques conduiront, grâce à des modifications biochimiques à la
formation d'un produit qui conserve toute sa valeur alimentaire.
Ce produit obtenu garde cependant son état physique initial.

Le terme d'ensilage désigne aussi bien la technique de
conservation que le produit obtenu ( BESSE, 1969 ).

Au cours de ce procédé de conservation par voie humide il est
important de favoriser le développement des bactéries lactiques et
empêcher la croissance des autres microorganismes. En particulier
des bactéries aérobies ou des bactéries anaérobies sporulées butyriques.
Pour cela il faut chasser l'oxygène de la masse du produit et créer
un milieu acide.

Différentes techniques peuvent être utilisées pour améliorer
la q8alité des ensilages (CELANIE, 1982). Elles concernent l'addition
d'adjuvant au fourrage à ensiler. D'une manière générale on les
regroupe en trois catégories:

- les acides
- les bactériostatiques
- les stimulants de la fermentation lactique.

Les acides: Pour assurer une bonne conservation, un grand nombre
aT-a~"'r"'~- " , ,a a1~1T 'Biete ajoute a la mise en silo, en particulier le mélange
d'acides A.I. VlRTANEN (1937) , ou mélange A.l.V.

h~~~ê~s~éE!2~~~~!g~~!: Afin d'empêcher la prolifération de bactaries
indesirables telles que les clostridium , un additif peut être utilisé
au cours de l'ensilage.

Les stimuiants de la fermentation lactigue: Ce sont des pr?duits
rIëRe;-en-;üëre;-rermentesëIEle;;-ëëmme la mélasse de canne a sucre,
le lactosérum ou autres qui sont mélangés au fourrage,à la mise en
silo.
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De même, l'inoculation du produit par des ferments lactiques à base
de bactéries lactiques homofermentair~contribueà la stabilisation
de l'ensilage. Cette dernière technique permet tout d'abord de
limiter les quantités d'alcool et d'acide acétique produites,
ensuite d'acidifier rapidement et intensivement le milieu et, enfin,
de limiter de façon importante la protéolyse.

Durant ces dernières décennies, l'ensilage a connu un
développement grâce à l'extension des cultures du mais, dans les
pays tempérés. Par contre, il a été peu pratiqué en milieu tropical.
Quelques essais infDDctueux sont pour une part à l'origine de ce
peu d'intérêt sur les climats tropicaux.

Cependant, dans les régions tropicales, à une saison pluvieuse,
hivernage, succède une saison, sèche, au cours de laquelle la production
de fourrage est largement déficitaire. Récemment une étude de l'
évolution micro biologique et des caractéristiques fermentaires des
ensilages de canne à sucre, de sorgho et de pangola en climat tropical
humide a été réalisée ( CELANIE,1982). De cette étude,il ressort
que le sorgho constitue le meilleur support au développement de l'"
activité lactique. Quant à la canne à sucre, bien qu'elle présente
une bonne aptitude à l'ensilage elle ne remplit pas les conditions
favorables à la mise en place d'une conservation stabilisée. Ceci
est dû principalement à la fermentation du saccharose par les leveres
avec une production importante d'alcool.

Notre étude perte sur l'ensilage de la fraction insoluble
de la bagasse fermentée. Ce substrat est pauvre en sucres libres
et enrichi en Azote. Sa composition chimique est donc différente
de la composition de la canne à sucre brute. Nous avons testé
principalement 4 conservateurs d'ensilage, pour obtenir une bonne
conservation, en protégeant particulièrement le' fraction- protéIque
et la stabilisation de l'ensilage.d~ce "sous-produit" provenan~

d'une fermentation en milieu solide de bagasse de canne à sucre,
par un champignon filamenteux cellulolytique.

2. MATERIEL ET METHODES

Les ensilages ont été réalisés sur 5 kg de produit fini.

Des sacs en matière plastique assez résistants ont été
utilisés pour obtenir des silos étanches.

La durée de conservation sera d'environ 60 jours à
la température ambiante.



TABLEAU I Traitement de la Fraction Insoluble ( FI) de la Bagasse de canne à sucre
Fermentée avec les conservateurs d'ensilage.

CON 5 fi. R· V A T E U R S-

Concentrations SANS MELASSE ENSIPRON - PROTEINOR A.I.V
g %0 Témoin MELA ENSI PROT AlI. V

a ++ .. - - -
2 - - - ++ -

3 - - ++ ++ -
4 - - ++ ++ -

10 - - - - +

50 - ++ - - -

......
......
......

LN
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2.1. Les traitements

Les différents traitements ont été réalisés sur la
fraction insoluble obtenue après fermentation en milieu solide
de la Bagasse en utilisant un champignon filamenteux cellulolytique
Trichoderma harzianum. Cette fraction insoluble était obtenue
aprês extraction de cellulases.

La nature ainsi que les concentrations des différents
conservateurs utilisés ont ëté données sur le Tableau l

La fraction insoluble du produit obtenu après extraction de
cellulases provenait d'une fermentation en milieu solide d'un
mélange bagasse-son de blé. Les détails de cette fermentation ont
été développés dans un chapitre précédent.

Généralement après pressage du produit fermenté, la fraction
insoluble était caractérisée par une matière sèche de 55 %. Pour
les études 8'ensilage nous avons ramené la matière sèche ( M.S.)
aux environs de 45 et 35 %par addition d'eau avant la fermeture
des silos.

2.3. Confection des silos

Au produit à ensiler à 45 et 35 %de M.S., nous avons ajouté
les différents conservateurs de la manière suivante :

2.3. 1,. Mélasse; Nous avons calculé et pesé la quantité
de mélasse en fonction-ae-ra quantité de produit à ensiler. A cette
mélasse nous avons ajouté le même poids d'eau et bien mélangé. Le
produit à ensiler a été placé dans un pétrin, puis la mélasse diluée
a été brassée pendant 5 mn •• Il a été par la suite ensaché.

Le produit
sèche à 35
L'ensemble

~.3.2. S~~~~~~~( M~lange d'Acide formique et de formol)
a ensiler a efe place dans de l'eau pour ramener la matière
ou 45 %puis il a été additionné au produit par aspersion.
a été mélangé pendant 5 mn. et mis en sac.



III - 5

2.3.~. ProtéInor (8ioconservateur à base de ferments
lactiques) •. Le prodürr-a-ënsiler placé dans un Pétrin a été ramené
à 35 et à 45 %de matière sèche. La poudre a été répartie uni
formément par agitation. Le mélange ainsi obtenu a été mis en s~c.

2.3.4. ~~!~~~ ( mélange d'acide chlorhydrique concentré

7 volumes et d'acide ~lfurique concentré 1 volume). Nous avons
opéré de la même façon que pour l'Ensipron ( & 2.b.) •

Le produit à conserver a été bien tassé. Le principe
étant de piéger le minimum d'air afin de réduire au maximum les
ferm8ntations'aérobieB~nous avons donc fermé les sacs au plus près
de la masse solide.

2.5. Mesures

Nous avons pesé les quantités ensilées ainsi que les
quantités désilées.

Les analyses chimiques qui seront faites au Laboratoire de
Zootechnie de l'INRA Guadeloupe sur les produits frais et les
produits conservés pendant 60 jours sont données sur leTableau II.
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Analyses chimiques pour déterminer les produits frais
avant et après fermentation de la bagasse ainsi ~ue

les produits ensilés.

Composition chimique
Produits frais

FERMENTATION
AVANT APRES

Produit
conservé

Matière sèche + + +

Matière organique + + +

Matière Azotée Totale + + +

Azote soluble + + +

A 0 F + + +

N 0 F + + +

Sucres solubles + + +

Amidon-: + + +

Caractéristigues fermentaires

P.H. - - +

N - NH3 - - +

A G V - - +

Alcools - - +

Acide lactique - - +
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3. RESULTATS

Etant donné que l'ouverture des silos ua être faite deux
mois après le fermeture des sacs, nous n'avons pas eu la possibi
lité d'analyser les ensilages confectionnés. Les analyses chimiques
pour déterminer les produits frais avant et après fermentation de
la bagasse, ainsi que les produits ensilés ( Tableau II ) seront
réalisées ultérieurement.

Cependant, un certain nombre de mesures ont été faites pendant
la confection des silos. Toutefois, avant de présenter ces résultats,
il convient de donner un certain nombre de précisions à propos du
produit à ensiler (Fraction Insoluble).

La fraction insoluble( F.I. ) provient de la fermentation en
milieu solide de la bagasse de canne à sucre. La fermentation a été
effectuée dans un fermenteur statique, lymotis, et a duré 48 ou 60
heures. Lorsque la fermentation a été terminée, le produit fermenté
a été partagé en lots de 500 g; il a été ensuite pressé à l'aide
d'une presse hy~rolique à la température ambiante. Deux fractions
ont été ainsi obtenues. La fraction soluble, "Jus", produit prin-
cipal de la fermentation contenant en particulier les cellulases
fongiques. La fraction insoluble,"Galette", qui contient également
une faible partie ,25 %de la fraction soluble, mais qui est essen
tiellement constituée de la bagasse ( cellulaseii hémicellulases,
ligéine) et de son de blé non util~sés par le champignon cellulolytique.

La charge maximale du lymotis ne dépassant pas 12 kg SPS,
nous avons é~é amenés à utiliser ce fermenteur quatre fois pour
obtenir 160 kg de produit fermenté à 28 %de matière sèche.

De ce fait, le produit à ensiler ( Fraction Insoluble) provient
de quatre fermentations différentes ( l58, l68, l77 et l87). De
même, la confection des silos a été réalisée dans la journée riau cours
de laqoelle le produit fermenté était traité pour séparer les cellu
lases de la fraction insoluble.

Sur les Tableaux III et IV, nous avons donné des précisions
sur la confection des silos à partir de la bagasse fermentée pour
obtenir une matière sèche voisineœ 35 et 45 %respectivement.

Sur ces tableaux nous avons mentionné l'origine du produit,
la nature ainsi que la concentration du conservateur, la quantité
de la F.I. introduite dans le mélangeur, la quantité d'eau, con
tenan t le conservateur:-: qui a été ajoutée à la F. I. pour ramener l'
humidité du produit aux environs de 65 et 55 %. Nous avons ensuite



TA8LEAU III Confection des silos à partir de la Fraction Insoluble (F.I~ ) de
la bagassefermentée pour obtenir une Matière Sèche ( M.S.) voisine
de 35 %.

Quantité Quantité Poids Matière Date

Produit Conservateur Produit Eau total Sèche mise en
F • I. kg 1 kg % silo

Z 68 PROT. 2 %0 3, 1 1,9 5,1 32,7 28/5/84

Z 68 PROT. 3 %0 3,1 1,9 5,1 32,5 28/5/84

Z 68 PROT. 4 %0 3,1 1,9 5,1 30,6 28/5/84

Z 68 ENSI. 3 %0 3,1 1,9 5,1 30,2 28/5/84

Z 68 ENSI. 4 %0 3,1 1,9 5,1 33,0 28/5/84

Z 77 A. le V.1 0 %0 3,1 2,0 5,2 34,1 13/6/84

Z 87 MELA. 50 %0 3,1 2,0 5, 1 36,2 20/6/84

Z 87 Témoin 0 3,1 2,0 5,1 31,8 20/6/84

..........

.....

CD



TABLEAU IV Confection des silos à partir de la F,raction Insoluble ( FI) de la
bagasse Fermentée pour obtenir une Matière Sèche (M.S.) voisine de
45 %.

Produit Conservateurs QUantité Quantité Poids Matière Date mise
Produit Eau total sèche en silo
F .1. Kg 1 kg %

Z 58 PROTo 2 %. 3,9 1 , 1 5,1 41,5 24/5/84

Z 58 PROTo 3 %0 3,9 1 , 1 5,0 41,6 24/5/84

Z 58 PROTo 4 %. 3,9 ~ , 1 5, 1 41,6 24/5/84

Z 77 ENSI. 3 %0 3,9 1 , 1 5,2 41,9 13/6/84

Z 77 ENSI. 4 %. 3,9 1 , 1 5, 1 43,4 13/6/84

Z 77 A.I.V. 10%. 3,9 1 , 1 5, 1 42,9 13/6/84

Z 87 MELA. 50%0 4,0 1,0 5,0 46,2 20/6/84

Z 87 Témoin ~ 4,4 1 , 1 5,5 44,9 20/6/84

1-4

1-4

1-4

ID
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mélangé dans un Pétrin le produit ainsi confectionné et introduit
l'ensemble de celui-ci dans des sacs en plastique. Avant la ferme
ture des sacs, une partie aliquote a été prélevée pour mesurer la
Mati~re S~che; celle-ci a ~té p~che des valeurs auparavant fixées.

Nous avons fait deux séries d'ensilage en utilisant prin
cipalement quatre conservateurs différents ( PROTEINOR,ENSIPRON,
MELASSE, A.IV.) : une série à 35 %de M.S. et l'autre à 45 %de
M.S. Ceci afin de pouvoir comparer par la suite l'influence de
l'humidité sur la qualit~ de l'ensilage.

De même, nous avons porté sur les Tableaux III et IV
les dates de la mise en silo, étant donn~ qu'il y a un décalage de
4 semaine entre les premiers et les derniers silos. L'ouverture
des silos se fera apr~s deux mois d'ensilage.

Sur le Tableau V nous avons porté quelques caractéristiques de
la fraction insoluble avant l'ensilage. Les produits l58 et l68 pro
venaient d'une fermentation de 60 h, les produits l?? et l8? provenaient
d'une fermentation de 48 heures. De ce fait, le pH des deux premi~rss

est plus élevé que celui des deux derniers. Nous avons décrit et
commenté dans un chapitre préc~dent ( Production de cellulases
de T.harzianum par fermentation en milieu solide) que les valeurs
du pH augmentent apr~s 40 h de culture~

Les valeurs moyennes, du poids sec des F.I. obtenues
sont proches de 53,8 %. De ce fait une quantité non négligeable de
la fraction soluble reste sur la galette. Cette fraction soluble
résiduelle contient en particulier 25 %des cellulases produites
au cours de la croissance de T.harzianum •

Nous allons doser également les activit~s cellulases après
ensilage afin de suivre l'évolution de l'activité de ces enzymes
au cours de la conservation.

4. CONCLUSION

Lœ valorisation Biotechnologique de la bagasse de canne
à sucre par culture d'un champignon filamenteux cellulolytique
a été envisagée pour la production de métabolites à haute valeur
ajoutée. Le métabolite principal produit au cours de ce procéd~

étant les cellulases, est récupéré apr~s conditionnement et
extraction à partir du produit fermenté.



TABLEAU V Caractéristiques de la fraction insoluble et de la fraction soluble résiduelle
obtenues à partir de SDO g du produit fermenté avant ensilage.

FRACTION INSOLUBLE FRACTION SOLUBLE Résiduelle
Temps de

Produit Fermentation Quantité Matière Quantité pH' Cellulases UI/100gFI
Fermenté heures g sèche % ml APF ACMC

Z 58 61 201,0 53,2 94,0 6,23 206 3091

Z 68 60 211,5 52,4 100,7 5,90 3"01 3409

Z 77 48 215,0 54,0 98,9 5,45 164(: 1928

Z 87 48 214,0 55,7 94,8 !)f 46 272 3289

......

......

......
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Les cellulases sont récupérées dans la fraction soluble.
La fraction insoluble contenant le substrat non utilisé par le
microorganisme, est enrichie en Protéine fongiques. De plus,
elle contient une faible partie ( 25 % ) de cellulases biosynthétisées.

Ces cellulases pourraient éventuellement agir au cours de
l'ensilage en hydrolysant lentement la cellulase résiduelle et
libérer ainsi des sucres réducteurs en particulier, du cellobiose
et du glucose.

D'autre part cette fraction insoluble est caractérisée
par une quantité d'azote bien supérieure à celle de la bagasse,
et une concentration en sucres réducteurs ( saccharose ) très faible.

Des études précédentes ont démontré que la canne à sucre
ne remplit pas les conditions favorables ~ la mise en place d'une
conservation stabilisée. A cause de sa teneur en glucides solubles
( saccharose ) élevée et son pouvoir tampon faible, il y a prédomi
nance de l'activité des levures au dépens des bactéries lactiques.

Notre modèle est tout à fait différent étant donné que la
quantité de sucres réducteurs est faible, la quantité d" Azote est
importante, de plus, le pouvoir tampon est plus stable.

A la fin de la période de conservation un certain nombre
d'Analyses nous permettra de connaître si le produit fermenté est
apte pour l'alimentation des ruminants et choisir également la
concentration et la nature du conservateur pour la réalisation des
ensilages de la fraction insoluble.
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PRODUCTION DE CDNIDIOSPORES DE TRICHODERMA HARZIANUM DANS

UN FERMENTEUR A DISQUES

1. 1 INTRODUCTION

La conidiogénèse est ~ne étape physiologique très importante
pour les champignons imparfaits. Au cours de cette étape, il y for
mation de conidiophores et libération de conidiospores. Les conidio
spores sont la forme de résistance et de reproduction de ces micro
organismes. Il est admis que son déclenchement est induit par un
facteur limitant qui apparaît dans le milieu de culture, lorsque le
mycélium est âgé. La nature de ce facteur est diverse. On suppose que
l'épuisement de la source de carbone ou d'azote est généralement le
facteur limitant. Cependant il ne faut pas écarter d'autres facteurs
physicochimiques capables de déclencher la conidiogénèse ( pH, C02,
oxygène, température, humidité, apparition de métabolites secondaires).

Un développement normal du mycélium et une bonne conidio
génèse, sont des conditions préalables à la production importante de
conidiospores. Le nombre de conidiospores produites po~r un champi
gnon filamenteux est principalement fonction de la quantité de la
source de Carbone et d'Azote présente dans le milieu de culture.

C'est ainsi que lorsqu'on change le type ou la quantité de
la source de Carbone ou d'Azote du milieu de culture optimisé pour
A. nidulans, il y a généralement une diminution de production de
conidiospores ( MARTINELLI; 1976 ). Le même phénomène a été observé
pour A. ochraceus, Fusarium moniliforme, Septomyxa affinis et
Stachylidium theobromae ( VEZINA et al. 1965 J.

L'effet d'inhibition-induction par la source d'Azote au cours
de la conidiogénèse d' A.niJer a été clairement mis en évidence
( GALBRAITH et SMITH; 1969. A faible concentration d'Azote ( 2.16 mg
atom NIl ) il y a production de conidiospores alors que pour des
concentrations d'Azote supérieures ( 60 mg atom NIl) il y a
inhibition de la sporulation pour les cultures d'une durée de 4 jours.

Les sels minéraux à concentration élevée, peuvent avoir des
effets opposés sur la croissance, la sporulation et la pigmentation
des Trichoderma (GINDRAT; 1977 ).

En effet, en milieux gélosés contenant NaCl ( 5 % ),
plusieurs espèces de Trichoderma présentent une extension mycélienne
ralentie, une sporulation réduite et une coloration verte, typique
des colonies de Trichoderma très faible.
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De la m~me façon KCl à cette concentration provoque le même effet •
Par contre CaC1 2 (1 %) annule l'effet anti-sporulant provoqué par
NaCl ( 5 %) et stimule la conidiation en milieux dépourvus de NaCl.
Ces sels minéraux agissent sur le potentiel osmotique des milieux
utilisés. Lorsque ce potentiel osmotique est de - 32 bars ( NaCl )
ou - 41 bars ( KCl ) il n'y a pas de conidiation. La sporulation es~
intense en milieu ajusté à - 31 bars par CaC1 2 • De plus les ions Na

sont toxiques pour les Trichoderma à haute concentration ( GINDRATj
1977 ) et ne sont pas essentièls pour le.développement des champignons
( SLAYMAN et TATUM; 1964, LILLYj 1965).

L'induction du rythme endogène de sporulation chez Aspergillus
ni~er est influencée par le rapport glucose/potassium et les oligo
êlements présents dans le milieu de culture ( JEREBZDFF et al. 1976).
Ces auteurs ont démontré l'importance du rôle essentiel des ions K+
sur là manifestation du rythme endogène de zonation chez A.niger •
A un effet inhibiteur ( JERE8Z0FF et al. 1970), à partir de
0,5 mM K+, s'ajoute un effet inducteur entre 0,06 et 0,4 mM K+, l'
induction du rythme étant en fait sou~ la dépendance étroite du
rapport glucose / K+ du milieu.

En général, la source de Carbone et d'Azote ainsi que la
présence d'oligoéléments des milieux de culture induisent la conidio
génèse pour les champignons filamenteux. Un milieu de culture pour
la production de conidiospores peut être optimum pour une espèce et
n'est pas l'idéal pour une autre ( VEZINA et al.j1965). Cependant
un équilibre entre la composition du mi~ieu et la nature physico
chimique de l'environnement reste à dresser pour chaque espèce.

L'utilisation de plus en plus croissante de champignons fila
menteux dans des domaines aussi variés que les fermentations alimentaires,
l'industrie pharmaceutique et la Bio-industrie ( production d'enzymes
ou de molécules biologiques par biosynthèse ou hémisynthèse ) nécessite
la disponibilité de quantités importantes de conidiospares.

Ces conidiospores· constituent le point de départ de toutes
ces applications puisqu'elles peuvent servir de forme de conservation
et de lancement de l'opération, mais également intervenir de faeon
massive dans le processus lui-même soit en tant qu'inocu~um ou en
tant que spores elles-mêmes pour réaliser les transformations de bio
conversion souhaitées.

Différentes techniques sont connues pour la production de
ces conidiospores. La plus ancienne consiste à cultiver le micro
organisme à la surface d'un milieu solidifié par la gélose, soit en
boite de Petri au Laboratoire, soit en fioles de Roux pour les
applications pratiques.
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La technique de production de conidiospores en plateaux fait
appel à la culture du champignon sur des substrats végétaux tels que
son de blé, paille et divers produits ou résidus amylacés disposés en
couche de quelques centimètres d'épaisseur et placés dans des étuves
d'incubation ( TOYAMA, 1976).

Plus récemment on a montré la~ssibilité de produire des
conidiospores de champignons filamenteux dans des cultures liquides
en utilisant des fermenteurs stérilisables et extrapolables indus
triellement ( BRODERICK et GREENSHIELDS ; 1982). Sans doute il s'
agit là d'un progrès réel, mais cela n'est possible que dans des
conditions particulières et avec un nombre limité de champignons.
D'autre part la suspension recueillie contient non seulement les
spores, mais'également une quantité importante de métabolites et
tous les débris cellulaires qui peuvent être gênants par la suite.

Parmi les nombreux dispositifs de fermenteurs qui ont été
proposés pour la cultura des microorganismes en milieu liquide,
on trouve des fermenteurs à disques rotatifs ( MEANS et Coll. 1962 )
dont le principe d'utilisation est basé essentiellement sur la rotation
permanente des disques tout au long de l'incubation et qui plongent
alternativement dans le milieu nutritif liquide et dans l'atmosphère.

Pour la présente étude nous avons utilisé un nouveau
procédé pour la production de conidiospores de Trichoderma harzianum.
Ce procédé allie l'avantage de la culture de surface sur un milieu
solidifié avec l'utilisation d'un fermenteur à disques rotatifs
particulier ( RAIMBAULT et ROUSSOS ; 1981 ). Le principe d'utili-
sation de ce fermenteur à disques permet d'obtenir une très grande
surface de sporulation, une répartition homogène du milieu de cul-
ture stérilisé dans le fermenteur, une aération régulée tout le long
de la croissance de T. harzianum , une récolte aisee de conidiospores
par simple lavage des surfaces. La Biomasse mycélienne reste emprisonnéé
dans le milieu solidifié. Toutes ces opérations se font dans le même
appareil stérilisable, assurant ainsi une grande simplicité d'utili
sation et une aseptie stricte.

L'optimisation des conditions de culture et de production
de conidiospores de T. harzianum a été réalisée en vue d'utiliser
ce type de fermenteur ~ disques. Les cultures ont été faites sur
milieu solidifié et la production de conidiospores a été obtenue par
culture en surface. Le& différents milieux de culture utilisés ont
été inoculés dans la masse. Nous avons ainsi étudié la production
de conidiospores de T. harzianum en fonction du temps, en fonction
de la concentration de la source de Carbone et d'Azote. Ces études
ont été réalisées en erlen de 250 ml contenant 20 g de milieu de
culture,en ferrnnteur à disques contenant 600 g de milieu.
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Les résultats ont été exprimés en nombre de conidiospores
produits/erlen ou' par fermenteur. Nous avons également utilisé,
pour l'expression de ces résultats, le nouvel indice de spa ru
lation ( Q ) proposé par BRDDERICK et GREENSHIELDS ( 1982 ).
Cet indice représente le nombre de conidiospores produites par
gramme de substrat carboné utilisé. Cependant dans notre cas il
a été légèrement modifié étant donné que ~ représente le nombre
de conidiospores produites par gramme de substrat carboné ini
tiàlement présent dans le milieu de culture. De même, nous
avons utilisé un indice de sporulation ~N pour représenter le
nombre de conidiospores produites par m Mole d'Azote et Çl C
pour représenter le nombre de conidiospores produites par m Mole
de Carbone initialement présent dans le milieu de culture.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Microorganisme.

La souche que nous avons selectionnée pour la valorisation
de la bagasse par fermentation en milieu solide est Trichoderma
harzianum • Elle provient de la Czechoslovak Collection of
Microorganisms. Actuellement elle porte le nO Th 15 à la
Collection de Microorganismes de notre Laboratoire. Son numéro
d'origine est: CCMF - 470. La conservation de cette souche
est obtenue par repiquages réguliers sur Malt Agar ou sur Pa
tate Dextrose Agar ( Merieux n05.141.1). La température optimale
de croissance est 29°C. La culture sur milieu gélosé est con
servée à + 4°C pendant plusieurs mois.

Le mycélium de T. harzianum est septé et d'aspect hyalin.
Les cellules mycéliennes sont fines et longues ( 1,5 ~ - 12 ~ ).
Les chlamydospores, lorsqu'elles sont produites sont hyalines
de 6 - 12 ~ de diamètre. L'appareil de reproduction asexué (
conidiophores ), est très simple et disposé en forme ramifiée de
type pyramidal. Les conidiospores ou phyalospores sont globu
leuses, à surface lisse, de forme ovoide et de petite taille
( 2,5 ~ x 3,2 ~ ). Généralement, les conidiospores sont isolées,
en paire ou en amas, rarement en courtes chaînes. Elles sont
pigmentées en vert, ce qui donne une couleur verte à la sur
face de culture de T. harzianum après 4 jours de croissance,
cette couleur s'intensifie pour atteindre la couleur défini
tive après 4 jours de culture.
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Fig. 18 : Schéma détaillé du fermenteur à disques.
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2. 2. Milieux de Culture

Malt

Gélose
Eau distillée
pH: 5,6
Stérilisation

15 9

15 9
1000 ml

Autoclavage 30 mn à 110°C

2.2. 1. b. ~~~~~~__Q~~~E~~~__~9~E

Formule en g/l d'eau distillée
Infusion de pomme de terre 200
Glucose 20
Gélose 15
pH: 5,6
Mettre en suspension 39 9 de poudre dans 1 l.d'eau
Stérilisation: Autoclavage 30 mn. à 11°C

La composition de différents milieux de culture utilisés pour
étudier l'influence de la concentration de la source de carbone est
reportée sur le Tableau 1. Ces milieux ont été répartis dans des
erlens de 250 ml à raison de 25 ml/erlen et stérilisés à l'autoclave
à 110°C pendant 30 mn. Pour l'ensemble des milieux nous avons utilisé
comme source de carbone de la farine de manioc.

Sur le Tableau II est mentionné la composition des milieux
de culture qui ont éte utilisés pour l'ëtude cinétique de la pro
duction de conidiospores en fonction du temps. Un litre de chaque
milieu a été prepare et introduit dans le fermenteur à disques. Le
fermenteur contenant le milieu de culture a été autoclavé à 110°C
pendalt 45 mn. Des erlens de 250 ml videa, ont été également stérilisés
en même temps que le fermenteur à disques.

2.3 • Description du Fermenteur à disques

Le fermenteur à disques que nous avons utilisé est décrit sur
la figure 1a.Il est de forme cylindrique et réalisé en matériaux pou
vant supporter la stérilisation p~r autoclavage. Ce fermenteur est
conititué d'une cuve cylindrique ( 1 ) munie aux deux extrémités
d'une platine ( 2 et 2' ). La platine 2 est munie d'un axe rotatif
( 3 ) supportant un empilement de disques rigides ( 4 ) d'un dia
mètre légèrement inférieur au diamètre interne de la cuve.
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TABLEAU 1. Composition des différents milieux de culture
utilisés ( 1 - 10 ) pour la production de coni
diospores de T. harzianum.

Composition des Milieux de sporulation (g/l)

nO Farine
Milieux Manioc KH2P04 ( NH4)2S0 4 Urée Agar pH

1 1 0,04 0,08 0,02 15 5,6

.....

2 5 0,20 0,40 0,10 15 5,6

3 10 0,40 0,80 0,20 15 5,6

4 15 0,57 1,14 0,29 15 5,6

5 20 0,80 1,60 0,40 15 5,6

6 25 1,00 2,00 0,50 15 5,6

7 33 1,33 2,66 0,66 15 5,6

8 40 1,60 3,20 0,80 15 5,6

9 50 2,00 4,00 1,00 15 5,6

10 100 4,00 8,00 2,00 15 5,6
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La platine 2' est munie d'un dispositif (5) pour recevoir l'
extrémité inférieure de l'axe rotatif. La cuve est munie d'une
entrée haute ( 6 ) et d'une sortie basse ( 7). Des dispositifs de
contrôle ( entrées et sorties) peuvent pquiper ce fermenteur ( 8 )
en les fixant sur les platines ( 2 et 2' ).

Le fermenteur a été é~uipé de 35 disques de 5 mm représentant
une surface utile 4. 960 cm • Les disqes sant constitués de deux grilles
d'acier de 6 mm d'épaisseur et de maille de 2 mm.~' espacement entre
les disques a été de 10 mm.

Le fonctionnement de ce, fermenteur a été décrit par ailleurs
(RAIMBAULT et ROUSSOS; 1981).

2.4. Inoculation des Milieux

Sauf indication contraire, les milieux gélosés ont été
inoculés dans la masse. Pour se faire,les milieux, préalablement
stérilisés dans le fermenteur au dans les erlens,ont été ramenés à
50 oC et inoculés avec une suspension de conidiospores de T. harzianum
de concentration connue. Nous avons toujours utilisé pour l'inocu
lation une concentration de 3 x 10 7 conidies par gramme de substrat
carbon~. ( ROUSSOS et RAIMBAULT; 1982 ). Le milieu a été agité pour
obtenir une inoculation homogène.

Pendant que le milieu était en surfusion, nous avons éliminé
les parties aliquotes d'environ 25 g du fermenteur en les introduisant
stérilement dans des erlens de 250 ml, préalablement stérilisés. Après
élimination de ces parties aliquotes, il restait environ 600 ml de
milieu par fermenteur.

2.5. Température d'incubation

Les erlens contenant le milieu de culture inoculé ont
été placés dans une pièce du Laboratoire non climatisée. Les variations
nyctémérales de température pendant la période de l'expRrimentation,
ont été faibles ( 22° - 29 oc ). Les cultures n'ont pas été éclairées,
cependant, elles ont été placées devant une fenêtre.

2.6.Aération des cultures.

~our les cultures en erlen, il n'y a pas eu d'aération.
Par cantre, les cultures en fer~nteur ont étâ aérées pendant la
période d'incubation, par balayage forcé du fermenteur par un flux
d'air stérile, humidifié par barbotage. Le d8bit d'aération a été



TABLEAU II • Composition des différents milieux de culture utilisés ( A-H ) pour

l'étude de la production de conidiospores de T.harzianum.

Composition des Milieux de sporulation ( g/l )

Milieux A B C 0 E F G H

Manioc 100 40 20 40 40 40 40 40

KH 2P0 4 4 2 1 1 1 0,5 4 2

(NH4 )2 S0 4 8 4 4 2 1 0,5 8 4

Urée 2 1 1 1 1 1 2 1

CaC1 2 0 0 0 0 0 0 0 1

Agar 20 15 15 15 15 15 15 15

Eau(ml) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

pH 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6

.......
c:::

\.0
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maintenu constant. Il a ét8 de 100 l/h.

2. 7. Hecolte des conidiospores

Après 8, 13 ou 18 jours d'incubation, la récolte des
spores a été faite en introduisant dans le fermenteur 2.000
d'eau additionnée de tween 80 ( 1 ml ) et en maintenant une
rapide des disques pendant 10 mn. La su~ension de spores a
ensuite récupérée pour compter le nombre des conidiospores.

ml
rotation
été

Pour les cultures en erlen, les cultures ont été arrêtées
à des temps différents ( 3, 5, 7, 9, 12, 14, 20 et 25 jours) en
introduisant 100 ml d'eau additionnée de tween 80 ( 0,1 ml ).
A l'aide d'un barreau aimanté et par agitation pendant 10 mn, les
conidiospores produites en surface ont été mises en suspension
pour les compter.

2. 8. Méthodes d'Analyse

Deux millilitres d'une suspension homogène de conidiospores
ont été convenablement dilués afin d'obtenir entre 30-60 conidio
spores par unité de carrés d'un hématimètre type MALLASSEZ. Nous
avons compté chaque fois 20 unités de carrés pour obtenir le nombre
moyen ( n ) de conidiospores contenus dans une unité de carrés •.
Le nombre de conidiospores contenus par ml d'une suspension était
ensuite calculé en utilisant la formule suivante :

n x inverse de la dilution x 10 5 conidiospores/ml.

2.9. Expression des Résultats

Nous avons exprimé les résultats de quatre façons:
Tout d'abord, nous avons donné le nombre total de conidiospores
produites par erlen ou par ferœnteur. Ce résultat est suivi par
l'indice de sporulation (~ ) qui représente le nombre de coni
diospores produites par gramme de substrat carboné initialement
présent dans le milieu de culture. Dans certains cas, nous avons
utilisé l'indice de sporulation (QN ) qui représente le nombre
de conidiospores produites par m Mole d'Azote initialement présent
dans le milieu de culture, ainsi que l'indice de sporulation ( Slc )
qui exprime le nombre de conidiospores produites par m Mole de
Carbone. .
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3.1 RESULTHS ET DISCUSSION 1

3.1. Production de conidiospores en erlen

3.1.1. Influence du mode d'inoculation-------------------------------

Avant d'entreprendre cette étude sur la production de
conidiospores de T.harzianum cultivé sur différents milieux de
culture, il a été nécessaire de standardiser la manière dont les
milieux de culture allaient être inoculés. Pour cela, nous avons
expérimenté deux modes d'inoculation.

Tout d'abord, une quantité déterminée d'une suspension de
conidiospores ( 3 x 10 7 spores/g de substrat carboné) était in
troduite dans les erlens contenant le milieu G. Ce milieu était
maintenu en surfusion à 50°C. Après inoculation les milieux étaient
homogénéisés et refroidis rapidement pour les gélatiniser et obtenir
ainsi une inoculation homogène dans la masse du milieu de culture.

Par ailleurs, nous avons utilisé un deuxième mode d'
inoculation en surface. Pour'se faire, nous avons introduit une
quantité déterminée d'une suspension de conidiospores à la sur
face du milieu G déjà solidifié. A l'aide d'une pipette Pasteur,
dont l'extrémité était incurvée, nous avons étalé catte suspension
à la surface du milieu pour obtenir un étalement uniforme.

Le Tableau III quantifie la production comparée de
conidiospores de T. harzianum en fonction du mode d'inoculation
en Surface ou dans la Masse du milieu G. Cette étude a duré 30
jours. Nous avons fait 16 comptages à des temps différents. Les
résultats sont exprimés en nombre x 10 9 conidiospores produites
par erlen et par gramme de substrat initialement présent dans le
milieu ( ~ ). Ces résultats sont accompagnés du Rapport de l'in
dice de sporulation ( ~ ) pour les deux modes d'inoculation
( MASSE / SURFACE).

Tout d'abord on observe une différence significative des
résultats obtenus selon le mode d'inoculation. L'écart des valeurs
obtenus entre deux mesures est faible pour l'inoculation dans la
masse, alors que pour l'inoculation en surface, cet écart est
important.
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TABLEAU III Production comparée de conidiospores de T.harzianum
en fonction du mode d'inoculation en surface ou
dans la Masse du milieu de culture G en erlen.
Les résultats sont exprimés en Nombre ( x 109 )de
conidiospores produites par erlen et par gramme de
substrat (.Q ).

TEMPS

Jours

SURFACE

erlen

MASSE

erlen

RAPPORT
~lASSE /
SURF ACE

.n.

5 3,29 4,51 5,00 7,04 1,56

7 4,00 5,48 5,63 7, 71 1 ,41

9 5,19 7, 1 1 6,27 8,25 1,16

12 4,57 6,26 5,08 7, 15 1,14

14 2,96 4,05 5,40 6,92 1, 71

20 5,53 7,58 7,70 10,27 1,35

25 4,72 6,47 8,20 1CJ,!51 1,62

30 6,17 8,46 8,45 10,83 1,28
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L'indice de sporulation pour l'inoculation dans la masse
est toujours supérieur à celui de l'inoculation en surface.
D'ailleurs, les rapports des indices de sporulation (st )
MASSE / SURFACE, montrent qu'en moyenne il y a + 30 %de
conidiospores formées lorsque l'inoculation se fait dans la
masse du milieu de culture. Pour les deux cas, il y a une chute
du nombre de conidiospores après 14 jours de culture et une
stabilisation de production de conidiospores après 20 jours.
Ce phénomène est principalement dQlà la composition du milieu
de culture qui est riche en Azote. Nous reviendrons sur ce poi~t

dans un chapitre suivant.

Nous avons donc choisi, pour la suite de cette étude
d'inoculer dans la masse tous les milieux derulture utilis~s.

La composition des différents milieux de culture utilisés
pour cette étude, est donnée sur le Tableau 1. Nous avons utilisé
10 concentrations différentes pour la source de Carbone qui a
été de la farine de manioc. Cependant il faut mentionner que le
rapport, source de Carbone / sels minéraux, a été maintenu
constant ~ur les différentes concentrations de la source de Carbone.

Les numérations de conidiospores de T.harzianumJ produites
en fonction de la quantité croissante de la source de Carbone,
ont été réalisées à partir des cultures âgées de 7 et 15 jours.

Le tableau IV quantifie l'évolution de cette production.
Tout d'abord, pour les cultures âgées de 7 jours, les

9
valeurs

obtenues sont faibles et varient de 0,80 à 10,39 x 10 spores,
alors que la concentration de substrat varie de 1 à 100 g/l.
De plus, l'écart des valeurs de l'indice de sporulation est très
important. Il est proche de 25. Les meilleurs rendements sont
obtenus avec des concentrations faibles de substrat. Ce qui
confirme l'hypothèse de l'1nhibition de la conidiogénèse par des
concentrations élevées de la source de Carbone. Ceci est vérifié
si l'on compare les indices de sporulation obtenus avec des
concentrations faibles de substrat ( 1 à 10 9 ) à ceux obtenus pour
des concentrations supérieures ( 15 à 100 g/l ).
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TABLEAU IV • Production comparée de conidiospores de T.harzianum
en fonction de la quantité croissante de la source
de carbone pour une culture en erlen de 7 et 15 jours.

nb. gpores après 7j. nb. spores après
Rapportx 10 15j. x 109

Manioc Manioc erlen g manioc erlen g/manioc
St1S:j

g/l g/erlen
«

1

S2 2 Q 7 j

1 0,03 0,80 26,66 D,58 19,33 0,73

5 0,13 1,69 13,00 3,43 26,38 2,03

10 0,25 4,05 16,20 5,42 21,68 1,34

15 0,38 2,66 7,00 6,92 18,21 2,60

20 D,50 2,31 4,62 11,40 22,80 4,94

25 0,63 3,75 5,95 13,00 20,63 3,47

33 0,83 5,81 7,00 15,00 18,07 2,58

40 1,00 9,12 9,12 18,40 18,40 2,02

50 1,25 10,30 8,. 24 20,50 16,-40 1,99

100 2,50 3,36 1,34 18,40 7,36 5,49
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Par contre, après 15 jours de culture la production
de conidiospores par erlen est plus stabilisée et suit l'accrois
sement du substrat, exception faite pour la dernière valeur de
celui-ci ( 100 g/l ). D'ailleurs, la valeur de l'indice de spo
rulation obtenu pour 100 g de substrat est nettement différente des
autres.

Sur le Tableau IV est porté également le rapport de
l'indice de sporulation obtenu après 15 jours de culture sur
celui de 7 jours. Nous pouvons faire deux remarques à propos
des chiffres ainsi obtenus.

Tout d'abord, pour des concentrations en substrat
supérieures à 5 g/l, ce rapport est supérieur à 1. En régle
générale, après 15 jours de culture, le nombre de conidiospores
est doublé pour les concentrations de 5, 15, 33, 40 et 50 g/l
de substrat. Pour les concentrations faibles ( 1 g/l ) le substrat
devient facteur limitant très rapidement, étant donné que l'in
dice de sporulation obtenu après 15 jours est inférieur à celui
obtenu après 7 jours. De même, pour des concentrations élevées
en substrat (100 g/l ), l'indice de sporulation reste faible,
même après 15 jours de culture. A cette concentration le ren
dement de sporulation est le plus faible obtenu pour l'ensemble
des milieux de culture.

Sur le Tableau V nous avons porté la comparaison des
rapports du nombre de conidiospores obtenues par erlen sur
l'indice de sporulation ( ~ ) et inversement, pour des cultures
de 7 et 15 jours de T.harzianum pour des concentrations crois
santes de la source de Carbone. Les valeurs obtenues sont iden
tiques pour les cultures de 7 et 15 jours. Pour des concentra
tions faibles en substrat 1 le rapport du nombre total des coni-

, diospores produites par erlen sur l'indice de sporulation ( Q )
est inférieur à 1. Pour des co~centrations plus élevées ( 40 g/l
ou plus) il est égal ou supérieur à 1. En d'autres termes, le
nombre total de conidiospores produites après 15 jours de cul
ture, est directement proportionnel à la concentration de subs
trat. Lorsque les vale urs de celles-ci sont inférieures à 50 g/l,
la production de conidiospores de T.harzianum se fait avec des
rendements supérieurs à 18 x 10 9 spores par gramme de substrat.
Au contraire, lorsque les concentrations en substrat carboné sont
supérieures ou égales à 50 g/l, même si le nombre total de conidio
spores produites reste supérieur dans l'ensemble, les rendements
commencent à diminuer.
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TA8LEAU V. Relations comparées entre les rapports Surface et
Indice de Sporulation ( Q ) et inversement Q / Surface
pour des cultures de 7 et 15 jours de T.harzianum
en erlen pour des concentrations croissantes de la

source de carbone (x10 9 ).

7 jours 15 jours

N°
Milieu Manioc e r len/51 Q/erlen erlen/2 2/erlen

1 1 0,03 33,33 0,03 33,33

2 5 0,13 7,69 0,13 7,69

3 10 0,25 4,00 0,25 4,00

4 15 0,38 2,63 0,38 2,63

5 20 0,50 2,00 0,50 2,00

6 25 0,63 1,59 0,63 1,59

7 33 0,83 1 ,20 0,83 1,20

8 40 1,00 1,00 1,00 1,00

9 50 1,25 0,8,0 1,25 0,80

10 100 2,50 0,40 2,50 0,40



IV - 17

Nous avons donc choisi pour la suite de nos travaux
d'utiliser un milieu de culture contenant 40 g/l de farine
de manioc.
A cette concentration, le rapport du nombre de conidiospores
produites après 7 ou 15 jours est le plus é1evé, avec un indice
de sporulation également élevé.

La composition des différents milieux de culture utilisés
pour cette étude est donnée sur le Tableau II. Nous avons utilisé
6 milieux différents ( G, 8, H, D, E et F ), dans ~.esquels la
source d'Azote a été sous forme d'Urée et de ( NH4)2S04 à des
concentrations différentes. Le milieu 8 est proche du milieu H,
excepté le fait que pour ce dernier nous avons ajouté 1 g/l de
CaC12~ Pour l'ensemble de ces milieux, la concentration de la
source carbonée a été maintenue constante ( 40 g/l).

Cependant avant de présenter les résultats, il faut
préciser que cette étude a été faite en même temps que celle
de la production de conidiospores dans un fermenteur à disque
afin de comparer ces deux méthodes de culture. De ce fait, nous
avons stérilisé, puis inoculé dans la masse ces milieux de cul
ture contenus dans le fermenteur. Des parties aliquotes de ce
milieu inoculé ont été par la suite introduites stérilement dans
des erlens de 250 ml. Il résulte de cette opération que la quan
tité du milieu de culture contenue dans les erlens est variable.
Pour palier à cette différence nous utiliserons ~ur l'expression
des résultats, outre l'indice de sporulation ( ~~ ) et le nombre
de conidiospores formées par erlen, deux nouveaux indices de
sporulation Jl C et Q N. Ces nouveaux indices de sporulation
expriment le taux de sporulation en fonction du nombre de coni
diospores fnrmées par m Mole d'Azote ( !R- N ) et par m· Mole
de Carbone ( St C ) réellement présentes dans les différents erlens.

Les numérations de condiospores de T.harzianum produites
en fonction de la quantité d'Azote, ont été ralisêes à partir
de cultures âgées de 7 et 20 jours.



TABLEAU VI Production de conidiospores de T.harzianum en fonction de la quantité d'Azote
présent dans le milieu de culture en erlen après 7 jours d'incubation.

Milieux de culture par erlen Résultats (x10 9 ) conidiospores

Milieux Milieu Manioc Azote Carbone erlen 2- ~C . QN
9 9 m Mole m Mole

G 31,04 0,73 5,40 3B,33 5,63 7,71 0,15 1,04

B 27,35 1 ,03 2,40 33;99 7,60 7,38 0,22 3,17

H 15,56 0,54 1,36 19,32 14,14 25,20 0,73 10,40

0 18,22 0,69 1 ,08 22,71 10,20 14,80 0,45 9,44

E 13,00 0,49 0,59 16,22 3,52 7,18 0,22 5,97

F 25,31 0,96 0,97 31,61 0,16 0,16 0,005 0,16

........
c::::

-"
m
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Le Tableau VI quantifie l'évolution de la production de
conidiospores de T.harzianum produites en fonction de la concen
tration de la source d'Azote initialement présente dans les milieux
de culture.

Sur les cinq premières colonnes des Tableaux VI et VII est
donnée la quantité des milieux de culture G, 8, H, D, E et F, ainsi
que la composition pondérale de ces milieux ( quantité de la farine
de manioc, concentrations d'Azote et de Carbone) réellement présente
dans les erlens au temps zéro. Sur les quatre dernières colonnes de
ces deux Tableaux sont portés les résultats obtenus après 7 et 20
jours §e culture. Ces résultats sont exprimés en nombre total
( x 10 )conidiospores produites.

Tout d'abord, les résultats obtenus sont assez différents.
Le nombre de conidiospores produites après 7 jours de culture,
semble être influencé par la quantité d'Azote initialement présente
dans ces milieux.

Nous ne discuterons pas ici des résultats obtenus sur le
milieu H. En effet ,la: composition en Azote de ce milieu est iden
~ique à celle du milieu B. Dans une chapitre suivant nous comparerons
les résultats obtenus sur les milieux B et H.

Si l'on compare par contre les valeurs de l'indice de
sporulation Q N , on constate que pour le milieu F ( très pauvre
en Azote ) cet indice est très faible; de même pour le milieu G
( très riche en Azote ) cet indice Q N reste bas après 7 jours de
culture.

D'autre part, nous avons décrit précédemment, que lorsque
la source de Carbone est fournie dans un milieu de culture à 40 g/l,
le nombre de conidiospores produites évolue en fonction du temps.
Nous allons donc discuter de l'influence de la source d'Azote sur
des cultures âgées de 20 jours, afin d'éliminer l'influence de la
source de Carbone sur la production quantitative de conidiospores.

Nous avons volontairement poursuivi les cultures
jusqu'au 20 ème jour; en effet, nous avons constaté que les



TABLEAU VII Production de conidiospores de T. harzianum en fonction de la quantité d'
Azote présent dans le milieu de culture en erlen après 20 jours d'incubation.

Milieux de culture / erlen Résultats ( x 10 9 ) conidiospores

Milieux Milieu Manioc Azote Carbone 'erlén 2- Q.C 9.N
9 9 m Mole m Mole

G 20,82 0,75 3,62 25, 71 7,70 10,27 0,30 2,13

B 29,81 1 , 12 2,61 37,05 27,30 24,40 0,74 10,46

H 13,57 0,47 1 ,19 16,85 13,30 28,30 0,79 11 , 18

0 22,97 0,87 1,37 28,63 18,20 20,90 0,64 13,28

E 14,69 0,56 0,67 18,33 11,20 20,00 0,61 16,72

r 26,83 1,02 1,03 33,51 12,00 11,80 0,36 11,65

.....
c::

l'V
o
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cultures sur le milieu F ne présentaient aucun signe de sporulation
après 15 jours. Alors que cette inhibition était levée à partir du
17 ème jour. Nous avons donc arrêté les cultures après 20 jours,
afin de comparer les résultats •

Sur le Tableau VII nous avons porté les résultats des
différentes numérations après 20 jours de culture. Exception faite
des milieux G, H et f, pour les autres milieux, 8,0 et E, le nombre
de condidiospores produites par erlen est fonction de la quantité
du milieu initialement présent dans les erlens. De même, les indices
de sporclation ~ et ~ C sont très proches pour ces trois milieux
de culture.

Par contre, les milieux G ( riche en Azote ) et f ( pauvre en
Azote) présentent un certain nombre de similitudes communes.
Tout d'abord, le nombre total de conidiospores produites par erlen
est faible par rapport a~x mil~eux 8 et O. D'autre part, les indices
de sporulation Q et Sl C sont proches. Il y aurait donc une inhi
bition de la sporulation exercéepar la concentration de la source d'
Azote initialement présente dans le milieu de culture. Lorsque l'
Azote est fournie à faible quantité dans le milieu il est utilisé
essentielleœnt pour le métabolisme primaire par le champignon.
Par la suite, lorsque d'autres facteurs interviennent, (épuisement
du substrat carboné, pH ••• ) il Y aurait reconversion de cet Azote
fixé par T.harzianum pour son métabolisme secondaire.

Par contre, lorsque l'Azote est fourni en quantité pléthorique
(milieu G), l'inhibition de la sporulation est faible. Cependant,
cette inhibition reste relativement stable entre 7 et 20 jours de
culture.

Afin de comparer ces résultats avec la quantité d'Azote
initialement présente dans les milieux de culture, nous avons utilisé
l'indice de sporulation ~ N. Sur la dernière colonne du Tableau VII
sont portés les différentes valeurs obtenues.

En régIe générale, lorqu'il n'y a pas d'inhibition, les valeurs
de cet indice sont inversement proportionnelles à la quantité d'Azote
présente dans le milieu de culture. Aussi lorsque les concentrations
d'Azote initialement présentes dans le milieu de culture sont proches
( milieux D, E ), il n'~ a pas de conséquences importantes sur les
valeurs de l'indice de sporulation (Sl ), alors que celles de l'
indice de sporulation çtN suivent des variations qui sont inverse
ment proportionnelles à la quantité d'Azote des milieux ( 8,0, et E).

Pour le milieu F, l'indice ~ N est faible du fait que la
sporulation n'est pas encore achevée après 20 jours. Par contre,



TABLEAU.~III • Production comparée de conidiospores de T.harzianum en fonction de la quantité
décroissante de la source d'Azote pour des cultures en erlen de 7 et 20 jours.

Milieu de culture Résultats : Rapports de rendement(x 10 9 conidiospores)
Rapports Molaires

7 jours 20 jours
Milieux Nic C/N ~ Qc SIN Q. 5'2c $lN

G 0,141 7,10 7, 71 0,15 1,04 10,27 0,30 2,13

8 0,070 14,20 7,38 0,22 3, 117 24,40 0,74 10,46

H 0,070 14,20 26,20 0,73 10,40 28,30 0,74 11 ,18

0 0,048 20,90 14,80 0,45 9,44 20,90 0,64 13,28

E 0,037 27,36 7,18 0,22 5,97 20,00 0,61 16,72

r 0,031 32,53 0,16 0,005 0,16 11,80 0,36 11,65

......
c::::

,"0
"0
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pour le milieu fi ( pléthorique en Azote) l'indice de sporula
tian Q N est environ 5 fois plus faible. Ceci démontre claire
ment l'effet inhibiteur exercé par la concentration élevée en
Azote du milieu sur la sporulation.

Les relations qui existent entre la composition chimique
du milieu de culture et les rendements de sporulatian obtenu:s
après 7 et 20 jours de culture en erlen de T.harzianum sont
portées sur le Tableau VIII.

La composition des milieux de culture a été donnée sous
forme de rapports molaires Azote/Carbone et Carbone/Azote. Les
résultats expriment les différents taux de rendement de sporulation
obtenus après 7 et 20 jours de culture ( Q , St. C et Q w ).

Lorsque dans les milieux de culture la concentration de la
source de Carbone est maintenue stable et que l'on fait varier la
concentration de la source d'Azote, on constate que la sporulation
est influencée par trois facteurs principalement.

Tout d'abord la source de Carbone agit sur la sporulation
étant donné que l'indice ~ C est nettement supérieur, après 20 jours
de culture de celui obtenu après 7 jours.

La concentration de la source d'Azote ag!t également sur la
sporulation. Lorsque cette concentration est très faible, la spo
rulation est inhibée pendant 16 jours environ, par contre, pour
des concentrations élevées en Azote, les indices de sporulationn , Q C et Q N restent les plus faibles même après 20 jours
de culture.

De ce fait, nous pouvons constater que la concentration de
la source d'Azote agit différemment de la concentration de la source
de Carbone sur la régulation de sporulation de T. harzianum •

Nous avons décrit précédemment que les faibles concentrations
en Carbone induisent une sporulation précoce pour T. harzianum •
De même, les concentrations élevées en Carbone, inhibent la conidio
génèse pendant les 7 Premiers jours •. Or~ nous constat6ns que le
phénomène inverse se produit pour les concentrations d'Azote.
Lorsque celles-ci sont faibles, la conidiogénèse est inhibée pen
dant 16 jours, par contre, pour des concentrations élevées en Azote,
il y a productiOn de conidiospores assez rapidement. Cependant les
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les indices de sporulation restent faibles. Il y aurait donc
une inhibiti6n partielle exercée par des concentrations élevées
en Azote sur la sporulation de T.harzianum •

A ce stade d'étude, nous pouvons constater également
que lorsque les valeurs du rapport molaire Nic du milieu de
culture sont comprises entre 0,070 et 0,040 il n'y a pas de
différences importantes sur les valeurs de l'indice de sporula
tian ~ C. En dehors de ces valeurs du~rapport Nic il y a
un phénomène d'induction-inhibition qui se manifeste. Le même
phénomène d'induction-inhibition provoqué par la source d'Azote
ou au cours de la conidiogénèse d'A.niger a été déjà décrit
( GALBRAITH et5MITH ; 1969 ).

On constate également quemrsque le rapport molaire Nic
du milieu de culture est égal à 0,070 on obtient les valeurs les
plus élevées de l'indice de sporulation Sl C. De plus, pour ce
rapport molaire, l'indice de sporulation S1 N est 5 fois supé
rieur à celui obtenu pour le milieu G. Nous avons donc utilisé
par la suite, un rapport molaire Nic de 0,070 pour la composition
des milieux de culture pour la production de conidiospores de
T.harzianum en quantités élevées.

Un troisième facteur qui influence la sporulation est
la durée du temps d'incubation des cultures de T.harzianum.
Une étude cinétique de la production de conidiospores de T.harzianum
va nous permettre d'optimiser ce facte~r.
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fonction du temps

Pour cette étude nous avons utilisé les milieux de culture
A, B, C, D, E, F et G, dont la composition est portée sur leTableau
II. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de figures
1,2, 3, 4, 5, 6 et 7 pour ces rdlieux respectifs.

Cependant, avant de commenter ces résultats, il convient
de préciser que cette étude a été faite en parallèle à celle de
la production de conidiospores dans une fermenteur à disque;
ceci, afin de déterminer le temps optimal d'incubation nécessaire
à T.harzianum pour produire le maximum de conidiospores dans un.
fermenteur à disque avec des taux de sporulation élevés pour chaque
milieu de culture utilisé.

Nous formulons donc les mêmes précisions sur les quantités
de milieux de culture contenus dans les erlens de 250 ml que celles
données pour le chapitre précédent. A savoir que ces quantités
étaient variables suivant les erlens et que les résultats seront
présentés sous deux formes. Tout d'abord la première colonne des
figures correspond au nombre total de conidiospores produites
par erlen au temps choisi.; elle est suivie de l'indice de sporu
lation ( ~ ) pour chaque dénombrement.

Les numérations de conidiospores de T.harzianum produites
en fonction du temps ont été réalisées en gènêral à partir des
cultures âgées de 3, 5, 7, 9, 12, 14, 20, 25 et 30 jours.
Cependant sur les figures suivantes, nous avons porté uniquement
les résultats relatifs aux numérations obtenues jusqu'au 20 ème
jour de culture.

En effet, nous avons constaté qu'après cette p~riode, un
seuil était atteint pour les valeurs maximales de l'indice de
sporulation ( ~ ). De plus, dans le cadre de cette étude, à
savoir l'optimisation du temps d'incubation des cultures de
T.harzianum pour produire de grandes quantités de conidiospores
en fermenteur à disque, il est impératif d'immobiliser ce fermenteur
le minimum de temps.

D'autre part, nous avons volontairement choisi d'utiliser
des milieux de culture contenant de la gélose. Ceci pour deux
raisons.
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Tout d'abord l'humidité du milieu de culture reste
assez stable dans le temps, ce qui permet au microorganisme
de disposer d'une quantité importante d'eau libre pour son
métabolisme et de maintenir la pression osmotique du milieu,
à peu près constante tout le long de sa croissance. Ensuite, la
gélose incorporée dans le milieu permet de maintenir le même
rapport surface/volume pour les différents milieux de culture
utilisés.

3.1.4. a. Effets de la concentration de la source de

Carbone

Si l'on compare la cinétique de production de conidiospores
de T.harzianum cultivé sur les milieux A et C ( figures 1 et 3 ),
on constate que lorsque la source de Carbone est disponible en
quantité pléthorique ( 100 g/l ) , le processus de conidiogénèse
est inhibée pendant les premiers jours de culture ( 3, 5, 7 et 9
jours ). Alors que c'est le phénomène inverse qui se produit
lorsque la même source de Carbone est fournie en quantité limitée
( fig. 3 ). En effet, après 3 jours de culture sur le milieu C (20 g),
la conidiogénèse a déjà été induite. Après 5 jours de croissance de
T. harzianum sur les milieux A et C, l'indice de sporulation ( ~ )
est pour le milieu C 21 fois supérieur à celui du milieu A.
Des valeurs maximales pour l'indice de sporulation sont rapidement
atteintes, 7 jours pour le milieu C, alors que pour le milieu A, il
faut attendre plusieurs semaines avant Que l'indice n'ait atteint
des valeurs maximales.

Suivant ces résultats, il semble que la concentration du
substrat utilisé comme source de Carbone influence la conidiogénèse
de T.harzianum • lorsque cette concentration est faible, il y a
induction précoce de la conidiogénèse. les conidiospores sont
produites dès les premiers jours de culture. Il en est de même pour
l'indice de sporulation. le palier maximum de production de conidio
spores est atteint à la fin de la première semaine de culture. Par
contre lorsque la concentration du substrat est plétbQriqùe, il y
a inhibition de la conidiogénèse pendant la même période; après une
semaine de culture, il apparaît une induction tardive de la coni
diogénèse qui s'exprime par une production croissante de conidio
spores à partir du 7 ème jour. le palier maximum de l'indice de
sporulation est atteint au delà de 30 jours de culture.

Par conséquent, il suffit de faire varier la concentration
de la source de Carbone du milieu de culture, entre ces deux valeurs,
pour obtenir non seulement une conidiogénèse précoce ou tardive,
mais également une production qu~ntitative de conidiospores de
T.harzianum.
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Cette hypothèse est confirmée par les resultats obtenus
sur le Milieu B, dont la composition est intermédiaire entre celle
des Milieux A et C. On constate en effet une conidiogénèse précoce
obtenue après 5 jours de culture, une production de conidiospores
croissante et l'indice de sporulation suit un accroissement lin
éaire ~ partir du 7ème jour pour atteindre des valeurs maximales
à partir du 14 ème jour.(Fig. 2 ).

3.1.4.b. Effets de la concentration de la source d'Azote

Un autre facteur qui, comme nous l'avons décrit précé
demment influence également la conidiogénèse de T.harzianum ,
est la concentration ge la source d'Azote présente dans les
milieux de culture. Nous allons donc suivre la production cinétique
de conidiospores de T.harzianum , en fonction du temps sur différents
milieux de culture.

Lorsque la concentration en Azote du milieu de culture
est élevée ( Milieux A, B et C ,figures respectives 1, 2 et 3 ),
la conidiogénèse est principalement. influencée par la source de
Carbone. Cependantd' lorsque la quantité de substrat carboné est
maintenue fixe et que l'on fait varier la concentration de l'Azote
total disponible dans le milieu de culture ( B, D, E et F ), on
observe deux phénomènes ( Figures 2, 4, 5 et 6 ):

Tout d'abord il se produit une baisse sensible de la
production de conidiospores. Cette diminution suit la diminution
de la concentration de l'Azote total disponible dans le milieu de
culture. C'est le cas notamment pour les milieux 0 et E pour les
quels la production de conidibspores est diminuée par rapport ~

celle obtenue pour le milieu B ( fig. 2 ). D'autre part, l'indice
de sporulation atteint un palier maximum ~ des temps variables
( 12 éme jour pour le milieu D, 20ème jour pour le milieu E).En
d'autres termes, lorsqu'on diminue la concentration d'Azote
contenue dans un milieu de culture dont la quantité de Carbone
reste stable, il y a un ph8nomène d'inhibition de la conidiogé
nèse qui apparaît.

Cette hypothèse est également confirmée par les
résultats obtenus en utilisant le milieu F ( fig. 6 ). En
effet, lorsque dans un milieu de culture la quantité de la source
de Carbone est élevée et la concentration d'Azote très faible,
il y a inhibition de la conidiogénèse. Cette inhibition dure
environ 15 jours ( fig. 6 ). Après cette période, il y a production
massive de conidiospores en l'espace de quelques jours.
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Cependant il est important de signaler que la quantité
de conidiospores produites après 25 et 30 jours de culture sur les
milieux B, 0, E et F , est très proche. Pour ees quatre milieux
l'indice de sporulation est proche de 20 x 10 spores.

Cette dernière observation nous amène à formuler
une nouvelle hypothèse :

Lorsque dans un milieu de culture, la source de Carbone
est fournie à une concentration moyenne ( 40 g/l ) et que dans
ce milieu la concentration d'Azote total disponible est très
faible, il Y a inhibition de la conidiogénèse pour plusieurs
semaines. L'Azote disponible serait d'abord utilisé pour la
croissance exclusive du mycélium. La conidiogénèse intervient
très tardivement et pour se faire il y aurait utilisation d'une
grande partie de l'Azote déjà fixé par les cellules mycéliennes.

Enfin, lorsque l'Azote est fourni en quantité pléthorique
dans le milieu de culture ( milieu G ), la conidiogénèse n'est
pas inhibée, par contre l'indice de sporulation maximum est vite
atteint. Les valeurs de cet indice sont cependant faibles et
restent stables en fonction du temps ( fig. 7 ).
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Production de conidiospores dans le Fermenteur
à disques

Le principe d'utilisation d'un fermenteur à disques,
vue de produire des conidiospores de T. harzianum en grande
tité, a été développé dans l'Introduction. De m3me, le mode
utilisation de ce fermenteur particulier a été donné dans le
Matériel et Méthodes.

en
quan
d'

Cependant, avant de présenter les résultats obtenus
en utilisant le fermenteur, nous allons rappeler brièvement
particularités de cet appareil, afin de~eux comprendre les
férences qui vont apparaltre au niveau des résultats.

les
dif-

Tout d'abord, dans chaque fermenteur il y avait des
quantités de milieux de culture variables. Cependant, le volume
de milieu de culture contenu dans le fermenteur était compris
entre 500 et 600 g de milieu par fermenteur.

D'autre part, la durée d'incubation des différentes cul
tures était généralement de 8 jours. Exception faite pour les
milieux A ( 13 jours) et le milieu C ( 18 jours ).

Le fermenteur ainsi chargé avec le milieu de culture
approprié et inoculé dans la masse était placé dans une~èce non
climatisée à proximité des erlens qui ont servi pour l'étude
d'optimisation de la composition du milieu de culture. A la
différence de ceux-là, qui n'ont pas été aérés,le fermenteur,
lui l'a été, tout le long de la culture, par balayage forcé du
fermenteur par un flux d'air stérile, humidifié par barbotage.
Le débit d'aération a été maintenu constant à 100 l/h.

Tous les milieux de culture, dont la composition figure
au Tableau II, ont été utilisés pour cette étude de production de
conidiospores de T. harzianum cultivé dans un fermenteur à disques.

Les résultats de cette étude, ont été présentés sous
forme d'histogramme sur les figures 8, 9 et 10.

Le nombre total de conidiospores de T.harzianum pro~ites

dans le fermenteur à disques a été de 5~ 44 et 15,5 x 10 10 pour
100, 40 et 20 g de farine de manioc présents dans les milieux
A, 8 et C respectivement ( Fig. 8 ).
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Cette production élevée en conidiospores a été obtenue avec
des rendements différents. En effet, les valeurs des indices de
sporulation 2 ont été de 11,4,18,6, et 15,5 ( x 10 9 ) pour les
milieux respectifs A, B et C ( Fig. 9 ).

Cependant, malgré les effets d'induction-repression
dûs principalement à la concentration de la source de Carbone, la
production globale de conidiospores de T. harzianum dans un
fermenteur à disques est proportionnelle à la quantité du substrat
carboné du milieu de culture.

Les milieux utilisés pour cette étude ont été les
suivants: B, D, E, F et G , dont la composition a été donnée
au Tableau II.

La production globale de condidiospores de T.harzianum
par fermenteur a été importante avec des valevrs très proches.
Ces valeurs ont été comprises de 33 à 44 x 10 10 conidiospores
pour ces 5 milieux ( Fig. 8).

Les indices de sporulation 2 obtenus sur ces milieux .
imposent la même remarque ( Fig. 9 ); à savoir que ces indices
sont caractérisés par des valeurs élevées ( de 15,7 à 18,6 x 10 9 )
de conidiospores produites par gramme de farine de manioc.

Au vu de ces résultats , il semble donc que lorsque
T. harzianum est cultivé dans un fermenteur à disques, sur des
milieux différents, le nombre de conidiospores produites après
8 jours d'incubation est étroitement lié à la quantité de la
source de Carbone initialement présente dans les milieux de
culture.

En effet, lorsque la quantité de la source de Carbone
est la même pour les milieux B, 0, E, F et G et lorsque pour ces
mêmes milieux la quantité de la source d'Azote varie de 1 à 6,
les indices de sporulation obtenus ( ~ ) ne reflètent pas
cette évolution.

Cependant, il faut remarquer que les effets d'inhibition
dûs à des concentrations élevées d'Azote ( milieu G ) existent
mais ils sont très atténués. De même, les effets d'inhibition
dûs à des concentrations très faibles d'Azote ( milieu F ) qui
ont été observés lors des cultures en erlen de T. harzianum
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ont disparu pour les cultures dans un fermenteur à disques. Pour
le milieu F, en effet, la production est de 33 x 10 10 conidiospores/
fermenteur avec un indice de sporulation Sl comparable à celui du
milieu B. Cependant, le ~ilieu B contient 3 fois plus d'Azote!
De plus l'indice de sporulation 51 N du milieu F est le plus
élevé de l'ensemble des milieux testés ( Fig.10 J.

Nous pouvons avancer une explication à ce phénomène.
Il semblerait que l'aération des milieux de culture au cours
de la croissance de T.harzianum est le seul paramètre qui
différencie les cultures en erlen de celles réalisées dans le
fermenteur à disques. De ce fait, lorsque les cultures sont
aérées dans le fermenteur à disques, le développement du mycé
lium est beaucoup plus rapide. Cette croissance rapide masque
rait les effets d'induction-inhibition qui ont été observés sur
des cultures en erlen. Cependant nous venons de voir que ces
phénomènes d'inhibition existent mais ils sont très atténués
( Milieu G fig.9 J.
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Fig. 7 Production de conidiospores de T. harzianum cultivé

sur le milieu G en fonction du temps. La première colonne

représente le nombre total de conidiospores produites par

erlen , la seconde représente l'indice de sporulation (Sl).
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3.3. Production comparée de condidiospores en erlen
et en fermenteur à disques

Nous allons, dans ce chapitre, faire une synthèse de
tous les résultats obtenus en erlen et en fermenteur à disques,
afin d'optimiser et de définir ainsi un milieu et des conditions de
culture pour la production de condiospores de T.harzianum •

Les principaux facteurs qui influencent la sporulation
des.,champignons filamenteux, sont la source de Carbone et d'
Azote du milieu de culture ( SMITH; 1978 ). Cependant, nous
venons de voir que l'aération des milieux de culture, en accélérant
la croissance de T.harzianum ,influence la sporulation.

De même, le mode d'inoculation en Surface ou dans la Masse
du milieu de culture influence ce phénomène.

Nous n'avons pas évoqué l'effet du rapport surface
aérienne libre sur la quantité du milieu et les conséquences
de ce rapport sur la sporulation de T.harzianum.

D'autre part, les milieux de culture que nous avons
utilisé pour cette étude contenaient tous du KH2P04 à des
concentrations variables afin d'apporter dans le milieu du
Phosphate et du Potassium. Or, une étude de GINDRAT ( 1977 )
a clairement démontré que les ions K+ à concentration élevée
inhibent la sporulation des Trichoderma. Cet auteur préconise l'
utilisation de CaC12 pour annuler cet" effet anti-sporulant".

Nous allons donc développer tous ces points dans ce
chapitre.

3 • 3. 1 • Effets de la concentration de la source de

Carbone

Sur le Tableau IX nous avons donné les résultats de la
sporulation obtenus sur les milieux A, B et C pour des cultures
de T.harzianum en erlen et en fermenteur à disques. La composition
de ces trois milieux a été portée sous forme de rapports molaires
CIN et Nic. La durée d'incubation en fermenteur a été différente
pour les trois milieux;nous avons donc choisi des temps d'incu
bation proches de celles-ci pour les cultures en erlen.



1

~~~- â
E F G H MilieuxDcBA

20

10

o

i 57

PFf/'

~ IV 401 -1

;~50 ~
0v
~

/'- ~
0 y

/j:/
0 v;.
~

)(

...., 40

U)

al
~

orI
::J

"0
0
~

a.
U)

al
~

0 30a.
U)

0
orI
"0
orI
C
0

U

Fig. 8 Production de conidiospores de T.harzianum cultivé sur
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C'est sur le milieu B que le nombre de conidiospores
produits en erlen après 7 jours d'incubation est le plus
élevé des trois milieux, alors que pour les cultures en fermenteur
c'est sur le milieu A. L'inhibition précoce exercée par la con
centration élevée de la source de Carbone ( Milieù A ) s'exprime
lorsque les cultures ne sont pas aérées. Le même phénomène d'
inhibition précoce a été observé pour des cultures en erlen d'
A. niger cultivé sur farine de manioc (AUrEUVRE, 1980).

En fermenteur les cultures sont aérées en permanence.
De ce fait, le développement du microorganisme est plus rapide
qu'en erlen. Cette croissance accélérée de T.harzianum dans
le fermenteur à disques s'exprime au niveau de la production de
conidiospores pa~ des indices de sporulation qui sont 2,5 fois
supérieurs à ceux obtenus pour les cultures en erlen.

Cependant, c'est sur le milieu 8 que l'indice de
sporulation a été le plus élevé pour les cultures en fermenteur.
Cette différence est dûe principalement aux phénomènes d'induction
inhibition exercés par la concentration élevée de la source de
Carbone (Milieu A ) et par la concentration élevée de la source
d'Azote ( Milieu C ).

, En effet, nous avons décrit précédemment ce phénomène
( ;~ 3.1.2.b et 3.1.4.a. )pour les effets de la concentration
élevée de la source de Carbone sur la sporulation de T.harzianum.
De même, nous avons constaté que lorsque les valeurs du rapport
molaire Nic d'un milieu de culture étaient comprises entre
0,07 et 0,04 , il n'y avait pas d'inhibition exercée par la
concentration d'Azote du milieu sur la production de conidiospores
( § 3.1.3.b. ).

Or, pour le milieu C, le rapport molaire Nic est égal
à 0,14 et dépasse largement les valeurs limites au delà des
quelles il y a inhibition de la sporulation exercée par la
concentration d'Azote. Probablement ceci expliquerait le faible
indice de sporulation obtenu pour le milieu C par rapport au
milieu 8 dont le rapport molaire Nic est égal à 0,07.

Effets de la concentration de la source d'Azote
----------------------------------------------

Pour cette étude nous avons selectionne cinq milieux de
culture G, 8, D, E et r dont le rapport molaire Nic varie de
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A 8 c D E f G H Milieux

fig. 9 : Production de conidiospores de T.harzianum ,cultivé

sur différents milieux de culture dans un fermenteur

à disques. Les résultats sont exprimés en nombre de

conidiospores produites par gramme de substrat (~ ).
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0, 141 à 0,OJ1 ( Tableau X ), et pour lesquels la quantite de la
source de Carbone a été constante t 4u g/l ).
Les numérations de conimiospores ont été réalisées après 7 jours
pour les cultures en erlen et après 8 jours pour celles en
fermenteur.

Tout d'abord pour les cultures en erlen,le nombre total
des conidiospores produites et par conséquent, l'indice de spo
rulation (~ ) a étffi différent pour chaque milieu. Les valeurs
de l'indice de sporulation évoluent de 0,16 à 14,8 x 10 9
conidiospores.

Ce résultat est très intéressant étant donné qu'il
confirme tout d'abord que les effets d'induction-inhibition sur
la sporulation dues à la concentration de l'Azote,présente dans
le milieu de culture disparaissent lorsque la culture est aérée
pendant 8 jours. D'autre part, il est démontré clairement que
la production quantitative de conidiospores de T.harzianum est
directement liée à la concentration de la source de Carbone.
La source d'Azote, quand à elle, lorsqu'elle n'est pas fournie
en quantité trop élevée, ni trop faible, influence. peu
la production quantitative de conidiospores de t.hartianum.

En effet, pour les cultures en erlen, après 7 jours,
il y a une inhibition de la sporulation lorsque la concentration
en Azote est trop faible ou trop forte. Ceci a été développé
précedemment~( § 3.1.3.a. ). De plus, on remarque pour le milieu
o que la production de conidiospores après 7 jours de culture
en erlen egt la plus élevée avec un indice de sporulation de
14,80 x 10 conidiospores. Alors que~ur le milieu ~, dont le
rapport molaire Nic est de 0,070, l'indice de sporulation est
deux fois inférieur. Cela est dû princi~alement à l'effet d'
inhibition de la sporulation des ions K+ présents dans le
milieu B à une concentration deux fois supérieure à celle du
milieu C. Nous y reviendrons dans un chapitre suivant (~3.3.4.).

~!!~~~_~~_E~EE~E~_9~~~~!~~_~~_~!!!~~_~~_~~!~~E~

~~E_!~_~~E!~~~_~~E!~~~~_!!~E~_~_!~_~E~E~!~~!~~

La production comparée de conidiospores de T.harzianum
en erlen et en fermenteur à disques en fonction du rapport
quantité de milieu de culture sur la surface aérienne libre à
la sporulation a été rapportée sur le Tableau XI.
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Fig. 10 : Production de conidiospores de T.harzianum
cultivé sur différents milieux de culture dans un

fermenteur à disques. Les résultats expriment le nombre

de conidiospores produites par m molé d'Azote ( N )

initialement présent dans le milieu (~N).
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L'ensemble des cultures en erlen a été fait en utilisant
des erlens identiques ~e 250 ml dont la surface interne à la
base était de 45,36 cm environ. De même les cultures en
fermenteur ont été ralisées en utilisant un fermenteur à disques
à 35 plateaux dévelogpant une surface aérienne libre à la spo
rulation de 4.960 cm 2 •

Nous~rlavons pas pris en considération, pour le calcul
de la surface développée, la surface interne du fermenteur , ni
la surface interne des erlens. Etant donné que lors de l'intro
duction des différents milieux de culture dans les erlens, nous
avons pris un soin particulier pour que les milieux soient déposés
au fond des erlens, en évitant les projections du milieu sur les
parois internes de l'erlen. De même, dans le fermenteur, le milieu
était réparti sur les disques. Lorsque ce milieu était en excès
il était éliminé du fermenteur avant gélatinisation.

D'autre part, le rapport ( ~ ) correspond à la
en grammes de milieu de culture présenœ dans l'erlen
fermenteur sur la surface interne de l'erlen ( 45,36
Les résultats ont été présentés de trois manières.

quantité
ou le
cm 2 ).

Tout d'abord, le nombre total de conidiospores produites
par erlen ou en fermenteur a été donné. Il est suivi du rapport
du nombre de conidiospores produites par cm 2 de surface aérienne
libre à la sporulation. Enfin, le rapport de l'indice de sporula
tion sur le rapport a été calculé afin de palier aux
variations des quantités des milieux de culture réellement
présentes dans les erlens et le fermenteur à disques.

Tout d'abord, on remarque que les valeurs du rapport
de la qUa1tité des milieux de culture sur la surface (~ )
sont très variables pour les cultures en erlens, alors qu'elles
sont relativeme nt plus stables pour les cultures en ferme nteur.
Il faudra par conséquent, interpréter ces résultats avec prudence.

Néanmoins, nous avons obtenu des valeurs pour la
production de conidiospores de T.harzianum ramenées au cm 2 de
surface aérienne de sporulation en erlen supérieures à celles
obtenues en fermenteur. Il semble donc, au vu de ces résultats,
que la quantité du milieu de culture, contenue dans les disques
du fermenteur, soit faible.



TABLEAU IX • Production comparée de conidiospores de T.harzianum en erlen et en fermenteur
à disques. Effets de la concentration de la source de Carbone.
( x 10 9 conidiospores ).

CULTURE EN ERLEN CULTURE EN FERMENTEUR

Milieux A 8 C A 8 C

Rapport Molaire Nic 0,056 0,070 0,140 0,056 0,070 0,140

Rapport Molaire CIN 17,742 14,194 7,096 17, 742 14,194 7;096

Durée d'incubation en jours 12 7 14 13, 8 18

Nombre total conidiospores 5-,89 7,60 5,5 569 442 155

SI 4,43 7,38 9,82 11,40 18,60 15,50

2.c 0,13 0,22 0,30 0,39 0,57 0,49

$lN 2,39 3,17 2,13 6,90 8,00 3,50

>-<
c::::

~

(J'I
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Nous pouvons donc envisager d'espacer un peu plus les
deux grilles de chaque disque afin de charger les disques
d'une quantité supérieure en milieu de culture. En effet, en
erlen, pour le milieu H dont le rapport milieu de culture/Surface
de ~pqrulation est de 0,34 g/cm 2 , il Y a une production de coni
diospores de 312 x 10 6 /cm 2 •
Alors qu'~n fermenteur lorsque ce rapport est de 0,15 g de
milieu/cm , il Y a 3 fois moins de conidiospores produites
au cm 2 (112 x 10 b conidiospores/cm 2 ).

3.3.4.

Nous allons examiner d'abord les effets des ions K+
contenus dans les milieux de culture, sur la production de
conidiospores de T.harzianum •

Sur le Tableau XII nous avons porté les concentrations
molaires des ions K+ contenues par litre de milieu de culture.
Les milieux de culture ont été divisés en 3 séries. Dans la
première série lesmncentrations en ions K+ sont proches de
30 m Moles/l, dans la seconde elles sont proches à 15 m Moles
de K+ /1 et dans la troisième les concentrations en ions K+
sont inférieures à 10 m Moles/litre.

Les résultats obtenus à partir de cultures en erlen ou
en fermenteur ont été exprimés soit en nombre total de conidio
spores produites, soit en utilisant les différents indices de
sporulation S1., 52 C et ~ N.

L'effet» anti-sporulant ", terme déjà employé par
GINDRAT ( 1977 ), des ions K+ présents à concentration élevée
dans les milieux de cul ture. sur la sp orulation, apparaît lorsque
l'on compare les résultats obtenus sur les milieux A et G à
ceux obtenus sur les milieux 8, D et F.

En effet, pour les deux prsmiers milieux de culture, il
y a une inhibition de la sporulation dûe principalement à la
concentration élevée de Carbone et d'Azote. Maintenant il faut
ajouter également ~n troisième facteur qui est la concentration
élevées des ions K •



TABLEAU X. Production comparée de conidiospores de T. harzi~um en erlen et en fermenteur
à disques. Effets de la concentration de la source d'Azote -( x 10 9 conidiospores).

Culture en ERLEN 7 jours Culture en fERMENTEUR 8 jours
Rapport nb.

nh.Molaire total
total

Milieux
NIc Q S'lc Q.N Q Q,c RN

•
G 0,141 5,63 7,71 0,15 1,04 357 15,7 0,46 3,3

B 0,070 7,60 7,38 0:,22 3,17 442 18,6 0,57 8:, °

° 0,048 10,20 14,80 0,45 9,44 350 16,8 0,51 10,8

E 0,037 3,52 7, 18 0,22 5,97 308 15,8 0,48 13, 1

f 0,031 0~16 0,16 0,005 0,16 330 17,9 0,54 11,6

>-1

c:::

.j:;,.
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Pour ces milieux l'indice de sporulation obtenu à partir des
cultures en fermenteur est le plus faible de l'ensemble des
milieux expérimentés.

De plus, si l'on compare les indices de sporulation
obtenus sur les milieux 0 et F , l'on constate que cet indice
est de 16,8 x 10 9 conidiospores pour le milieu F. Alors'~ue
ce dernier est plus pauvre en Azote que le précédent. Par contre
le milieu F contien 2 fois moins d'ions K+ •

Nous avons donc utilisé le milieu H dont la composition
est très proche de celle du milieu B pour vérifier si les ions
Ca++ pouvaient annuler cet effet " anti-sporulant" provoqu€
par les ions K+ • Le milieu H contient 1 g/l de CaC12 ( 9 m Moles
de Ca++ /1.).

Les résultats ont été spectaculaires aussi bien pour
les cultures en erlen qu'en fermenteur.

Tout d'abord pour les cultures en erlen lorsque l'
on compare les résultats de sporulation obtenus à partir des
milieux B et H on observe quele no~bre total de conidiospores
produites est doublé. De même les différents indices de sporu
lation suivent cette évolution.

Pour des cultures en fermenteur les résultats sont moins
spectaculaires étant donné que la croissance de T.harzianum
est plus avancée. Néanmoins le nombre total de conidiospores
obtenu' sur le milieu H est 25 %plus élevé que pour le
milieu B. De plus, l'indice de sporulation pour le milieu H
a été le plus élevé pour l'ensemble des milieux de culture
utilisé& pour la production de conidiospores dans un fermenteur
à disques.

Le même phénomène d'inhibtion de la sporulation dû
à des concentrations élevées d'ions K + dans le milieu de
culture a été obtenu par MICHOUO ( 1983 ) en utilisant une
souche de Trichoderma album • Il a constaté que lorsque
dans le milieu de culture ( composé essentiellement de glu
cose 45 g/l, de KN03 21 g/l et de KH2 P04 6 g/l ) le rappo~t
C/N était égal à 6 , il obtenait 5,5 x 103 conidiospores/cm.
Par contre en utilisant un deuxième milieu contenant seulement
10 g/l de KN03 et dont le rapport C/N était de 12, il obtenait
100 fois plus de conidiospores de T. album.



TABLEAU XI. Production comparée de conidiospores de t.harzianum en erlen et en fermenteur
à disques. Effets du rapport quantité du milieu de culturel Surface aérienne
libre à la sporulation.

CULTURE EN ERLEN CULTURE EN FERMENTEUR
QRapport nb.Total nb. s90res Q Rapport nb. Total nb. spores

Milieu condidio- Milieu spores 2 --
Milieux

cm _
cm 'iJSurface spo§es

x 10 6 ~ Surface x10 9 x10 6 x10 9x10 x10 9 .
'fi

A 0,33 5,89 130 2,8 0, 11 569 114 104

B 0,60 7,6 167 12,3 0,13 442 89 143

C 0,64 5,5 121 16,6 0,10 155 31 155

0 0,40 10,20 225 37,0 0, 11 350 71 153

E 0,29 3,52 78 24,8 0,12 358 72 132

F 0,56 0,16 4 0,3 0,10 330 67 179

G 0,68 5,63 124 11,3 0,13 357 72 1 21

H 0,34 14, 14 312 77' 0 0,15 558 112 135,

!"""""'I r""" ....., ~ ~ F<"' .., ~ ~ ~r·'···..,~ -.""'.'

."-"''''''~
... ~ -.".p./,..,:".".:~ F"""! ~ .,hW P\IlI F!'!!I
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Cet auteur a utilisé un fermenteur à disques et des

milieux gélosés pour la production en grande quantité de coni
diospores de T. album. Si l'on compare les résultats obtenus
en fermenteué à disques pour T.harzianum il y a eu production
de 1,12 x 10 conidiospores par cm L 5 Alors ~ue pour T.album
MICHOUD (1983) a obtenu 5 x 10 conidiospore/ cm L •
Il semble donc que la composition du milieu de culture pour
la production de conidiospores joue un rôle primordial. Un
équilibre Carbone/Azote et K+ / Ca++ reste à déterminer pour
chaque microorganisme avant d'utiliser des appareils sophistiqués
pour la production en grmde quantité de conidiospores à des fins
bioindustrielles.

L'effet d'induction de la sporulation de PenDicillium
notatum par Ca++ a été également démontré par PITT et POOLE
( 1981 ). Ces auteurs, ont mis en évidence le phénomène d'
induction de la sporulation de P.notatum lorsque dans le milieu
de culture la source d'Azote est fournie sous forme de NaN03
(6,0 g/l ) et Jqu'il y a du KH2P04 ( 1,5 g/l) et du CaC12
( 10 m Moles Ca++ ). A cette concentration d'ions Ca++
l'indice de sporulation pour P.notatum est 20 fois supérieur
à celui obtenu sur un milieu dépourvu de CaC12 •

L'addition d'ions Ca++ dans~ milieu de culture contenant
des ions Na+, K+ et Mg++, contribue à rétablir l'équilibre osmotique
nécessaire à la sporulation de P. notatum et fortement abaissé
par l'apport d'ions Na+, K+ et Mg++ ( PITT et POOLE, 1981 ).
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TABLEAU XII .Production comparée de conidiospores de T.harzianum en erlen et en fermentatèur
à disques. Effets des ions Ca++ et K+ sur la conidiogénèse de T.harzianum (x109conidiospores).

Culture en erlen 7 jours Culture en Fermenteur

m Moles Nombre Nombre
Milieux K+/l Total Q . Q. C Q N Total

Q Qc QN

Po 29,40 1,22 0,92 0,03 0,50 569 11,4 0,39 6,9

G 29,40 5,63 7, 71 0,15' 1,04 357 15,7 0,46 3,3

B 14,70 7,60 7,38 0,22 3,17 442 18,6 0,57 8,0

H 14,70 14,14 26,20 0,73 10,40 558 20,2 0,61 8,7

C 7,35 5,00 10,60 0,32 2,28 155 15,5 0,49 3,5

0 7,35 10,20 14,80 0,45 9,44 350 16,8 0,51 10,8

F 3,67 0, 16 0,16 0,005 0,16 330 17,9 0,54 17,6

f--<
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CON C LUS ION

Uors des études sur la conidiogénèse de T.harzianum
cultivé en er1en et en fermenteur a disques, les principaux
paramètres capables d'influencer la production quantitative de
conidiospores ont été examinés: mode d'inoculation, quantité
de la source de Carbone et d'Azote, addition de Calcium, con
centration de Potassium dans les milieux de culture, aération~

durée d'incubation.

Ces paramètres ont été étudiés séparément afin d'
apprécier la contribution de chacun d'eux au niveau de la
sporulation de T. harzianum •

Tous ces paramètres considérés jouent un rôle important
au niveau de la croissance végétative du champignon et les
variations observées au niveau de la conidiogénèse reflètent l'
importance de ces facteurs.

la· a été démontré que suivant le mode d'inoculation
employé pour ensemencer les milieux de culture, la production de
conidiospores était différente. Cette production était augmentée
de 50 %pour l'inoculation dans la masse des milieux de culture
par rapport à l'inoculation en surface de mêmes milieux.

Le paramètre qui influence le plus la production
quantitative de conidiospores de T.harzianum est la concentration
de la source de Carbone des milieux.

Il a été démontré que le nombre total de conidiospores
produites est proportionnel à la concentration de la source de
Carbone. Cependant, lorsque les valeurs de celles-ci sont infé
rieures à 50 g/l, la production de conidiospores se fait avec
des rendements élevés. Au contraire, lorsque les concentrations
en substrat carbooé sont supérieures ou égales à 50 g/l, même
si le nombre total de conidiospores produites reste su~rieur

dans l'ensemble, les rendements commencent à diminuer.

Par contre le nombre de conidiospores produites n'est
pas proportionnel à la quantité d-' Azote présente dans les
milieux de culture. Cependant la concentration d'Azote influence
beaucoup la conidiogénèse.
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Une étude cinétique de production des conidiospores
de T.harzianum a révélé les phénomènes d'induction-inhibition
exercés par la concentration d'Azote. Pour des concentrations
faibles en Azote d'un milieu de culture la production de coni
diospores est inhibée pendant 15 jours; de même pour des con
centrations élevées en Azote les rendements de sporulation
obtenus étaient plus faibles.

Des pnénomènes d'induction-inhibition exercés par
la concentration de la source de Carbone ont été mis en
évidence lors de l'étude cinétique de production de conidiospores
de T.harzianum • Pour des concentrations faibles en Carbone, il
y a une induction précoce , pour des concentrations élevées il
y a par contre inhibition de la conidiogénèse pendant plusieurs
jours.

Les sels minéraux à des concentrations élevées, produisent
des effets ··opposés sur la croissance et la sporulation de
Trichoderma. Le Potassium provoque une diminution du potentiel
osmotique et de ce fait inhibe la sporulation • Le calcium
annule cet effet et induit la sporulation.

Al la suite de cette étude, nous avons défini un
milieu et des conditions de culture optimales pour produire dans
un fermenteur à disques le maximum de conidiospo~es de T.harzianum
dans un mihimum de temps avec des rendements de sporulation
élevés.
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