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CROISSANCE DE ASPERGILLUS NIGER SUR MILIEU SOLIDE: IMPORTANCE DE L'EAU ET DE
L'ACTIVITE DE L'EAU

pages, Thèse de Doctorat Nouveau Régime, Microbiologie, INSA de
Toulouse, 1987

RESUME:
Un calcul théorique ayant montré que la culture de Aspergillus niger sur milieu
sol Ide d'amIdon de manioc était 1Imitée par la disponibilité de l'eau dans le
substrat, l'Introduction de 20% d'un support 1Ignocel luloslque à forte capacité de
rétention d'eau a permis d'augmenter l'activité de l'eau du milieu et, ainsi,
d'accelérer et améliorer le processus fermentatif, L'extension de la notion de
support a ensuite conduit à pratiquer des cultures de~ sur un milieu
liquide dissous absorbé sur une phase sol ide. Dans un tel système, l'activité de
l'eau de la solution d'Imprégnation, la taille des particules 1iI support et la
quantité d'inoculum de spores ont été les paramétres Importants de la croissance des
champignons. Ce type de culture a permis d'uti liser des mi lieux liQUides glucosés
trés concentrés (400 gll) qui sont assiml lés pour la croissance en 40 h. Une étude
mlcrocalorimétrlQue a mis en évidence l'existe~ce d'une phase exothermique située
entre la germination et la croissance exponentiel le.
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Les techniques de fermentation solide (FS) de cha~l\TJOOS filamenteux enployées
depUis des centaines d'années en Extrême-Orient pour la préparation d'aliments, ont
depuis la fin des annnées 60 connu un regain d'Intérêt. Les falbles couts
d'Investissement et de fonctionnement de l'appàreillage mals aussi de traitement des
produits obtellJS ont fait ~'un certain nombre d'auteurs y ont vu LJ)8 alternative
séduisante pOUr la production de protéines unicellulaires à partir de substrats
amylacés de faible valeur ou de déchets agricoles 1Ignocel lulosl~es. Hélas, le plus
souvent, les résultats encourageants obtenus au laboratoire ont été difflcllernent
reproductibles lors de l'extrapolation et peu de procédés ont débouché sur des
applications durables. Ces retards pris par la FS peuvent s'expll(7JE!r d'une part par
un man~e d' Instmnentat Ion adaptée, ma is éga lament par le fa lb le niveau des
connaissances relatives à la physiologie de croissance et au métabolisme des
champ 1gnons en milieu so 11de .

La fermentation sol Ide présente en effet des particularités par rapport à la
fermentation IlqJlde comme le mode de croissance ct! mycélium, les conditions de
transfert de masse de l'oxygène et d'acCUlllllatlon de la chaleur métaboll~ et la
faIble teneur en eau ct! Slbstrat. En ce ~I concerne le dernier point, une revue des
travaux effectués sur le thème montrent que non seulement la ~tlté d'eau est
Importante mals aussi la disponibilité de celle-ci, coocept representé physlQJement
par l'activité de l'eau.

L'objet ct! présent travail a été dans un premier temps d'utiliser ln roodèle comJ: la
fermentation de la farine de manioc par Aspergillus nlger, pour prédire dans les
conditions normales de culture l'évolution de l'activité de l'eau ct! Slbstrat. Ces
études préliminaires ont montré l'Intéret ~'II y avaIt à IntroâJlre ln Sl(lpOrt à
forte capacité de retentlon d'eau, le~1 permet de doc.iller les QUantités d'eau
présentes et d'alJ}11el"tter ainsi sensiblement l'activité de l'eau dans le Slbstrat.

Les limites ct! modèle constitué par le manioc pour la fermentation solide roos ont
conduits à étendre la notion de SlPPQrt, et à envisager ln autre type de culture ~I

fait appel à des milieux rutrltlfs 11~ldes absorbés sur ln Sl(lpOrt solide
biologiquement Inerte. ce type de culture étll1lé par gazométrle en colome mals aussi
par mlcrocalorlmétrle a fourni des résultats Intéressants sur la physiologie de
croissance des ~Igms en milieu solide et aeme le~ à de nouvelles
applications.
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LA FERMENTATION SOLIDE (FS)
I.OEF IN Il ION

Le terme fermentation solide, traduction de l'anglais solid state culture ou sol id
state fermentation a fait l'objet de nombreuses définitions: pOUr Hesseltlne
(1977) il décrit une fermentation dans 1aque 1le le substrat n'est pas liquide, pour
Mao-Young et col .(1982) il désigne un processus ou le microorganisme utilise des
matériaux insolubles pour sa croissance et son métabolisme. Dans le cadre de notre
travai l, la définition proposée par Aldoo et col. (1982) selon 1aque 1le la
fermentation en milieu sol Ide englobe toute fermentation qui a 1leu sur un substrat
solide ou seml-sollde ou sur un slWQrt solide rutrltlonellement Inerte, semble mieux
adaptée.

En fait certaines de ces définitions n'excluent pas entlérement les procédés faisant
appel a des substrats sol Ides, par exemple cellulosiques, en suspension dense dans
des milieux liquides (kdré et col. 1982) et nous proposons t..r18 définition plus
précise ou la fermentation solide désigne une culture microbienne en surface et à
l'interieur d'une matrice poreuse sol Ide qui peut être substrat ou suppOrt et ce,
en l'absence d'écoulements d'eau.

Le materiel sol Ide est généralement sous une forme fragmentée, granulaire ou fibreuse
qui permet de retenir j'eau par hygroscopie ou capillarité. selon le type de matériel
utilisé, la quantité d'eau présente varie énormément, les substrats amylacés (riz,
manioc, orge, etc ... ) sont généralement fermentés entre 25 et 60% d'humidité Initiale
tandis que les substrats en majorité cellulosiques (sons, bagasses, pailles etc ... )
permettent de travailler dans des gammes d'humidité Initiale de 60 a 80% sans
apparition de drainages d'eau.

Les microorganismes cultivés en milieu sol ide sont dans la pluPart des cas des
champignons fi lamenteux. En effet ces' milieux sont semblables a leurs milieux
naturels (sols) et leur forme de développement végétatif constituée par des hyphes
aerlens ramifiés est propice a la colonisation de matrices sol ides poreuses. De plus
les champignons fi lamenteux peuvent se développer avec des humidités aussi basses que
12% et suPportent des pressions osmotiques élevées (Beuchat, 1983)
caractéristiques que ne présentent pas en général les levures et les bactéries.
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Il APPLICATIONS DE LA FER~NTATION EN MILIEU SOLIDE

11-1. Prèparatlon d'al iments fermentés traditionnels

C'est en Extrême-Orient que furent developpées voici quelques siècles des FS
traditionnel les destinées à améliorer les Quai Ités nutritives et organoleptiques d'un
certain nombre de produits agricoles comme le riz, le soja. le blé ou la coprah.

Ces aliments dont 1Il grand nontlre sont encore élaborés artisanalement font appel à
des cultures plus ou IlKJlns pures de champlg10ns appartenant aux genres
Aspergi 1lus (Mlso et Shoyu Japonais), Rhlzapus (Tempeh Indonésien), t.lJcor
(Ragl) mais aussi parfois de levures et de bactéries.

Le procédé de fabrlcatloo le plus célébre est le procédé "koj'" où le sLbstrat
constitué de grains de riz ou de soja est cult à la vapeur, refroidi puis ensemencé
avec une solutioo de spores de A. oryzae. Il est ensuite disposé dans des
plateaux de bols laissés à Incli:latloo 48 h dans lIle étuve tOO1Jérèe et ventilée. Le
. 'odult pris en masse est ensuite extrait à l'eau pour l'obtentloo d'lIl jus à forte
act Iv Ité enzyrnat 1que ut IlIsé ultér leurement dans l'é laborat Ion d'autres aIiments ou
boissons tels le Mlso et le sake.

Les aliments fermentés or lentaux et leurs procédés de préparat Ion ont fa It l'objet de
monograltlles exhaustives (Hesseltlne, 1965; Ste 1ri< raus , 1983) sur lesqJelles
nous ne rev 1endront pas.

()) consldére également COlOOle faisant partie des FS traditionnelles, l'élaboration des
fromages fermentés français de type camembert ou roquefort caractérisés par la
croissance superficielle ou profonde de champignons du genre Penicillium.

11-2. Production d'aliments fermentés enrichis en protéines (AFEP)

Les amées 70-80 ont vu se développer un grand nombre de travaux consacrés à la
productloo d'AFEP par fermentatloo en milieu solide. La sllTPllclté des procédés, la
relative rudimentarlté du mater lei utilisé. l'obtention de produits concentrés sans
génération de grandes quantités d'effluents IlqJldes polluants et enfin la
possibIlité d'utiliser le produit fermenté tel quel pour l'alimentation animale ont
representé autant d'arguments pour le développement de la fermentation sol Ide de
moisissures.

11



Globalement on peut distinguer deux grands types de substrats: les substrats amylacés
de faible valeur commerciale (manioc,déchets de banane) et les sous-produits
agricoles 1Ignace 1lulosiQUes (pai 1les, bagasses), le lab. 1 résume les resu1 tats
obtenus durant les dernléres années dans ce domaine.

En ce Qui concerne l'enrichissement protélQJe de Stbstrats agricoles amylacés, on
rencontre de grandes différences dans les niveaux de protéines obtenus. Gela peut
être du premlérement à un manque d'uniformité dans l'expression des résultats,
certains auteurs se rapportant au poids sec Initiai et d'autres au poids sec final
certains parlant de protéine brute et d'autres de protéine vraie, tant Il est vrai
Que les difficultés rencontrées pour mesurer la biomasse (cf, 111-6.) n'aident pas à
la standardisation des résultats. Quoi qu' lien soit 25% de protéines parait être
un maxlllUll difficilement dépassable si l'on considère la faible teneur en protéines
des chal1lli~ (25 a 40%) COfTC)arée par ex~le à celle des bactéries ou des levures
QUI peut aller JusQU'a 00%. D'autre part un certain nontlre de problémes rencootrés
lors de "extrapolation de ces procédés, et décrits par ai 1leurs, ont empeché
JusQu'alors leur application Industriel le.
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TAblftou 1. PrOduction d'aliments ferment~s enrichis en prot~lnes par fermentation en
.llleu solide.

R~t~rence

Bteht et col.(I985)

RouS808 et col,(I983)

Rodrl~.z et col, (1985)

SUblltrat ,TlIqIs: X n Y
, (h) , (') 1 (') , (')

~:---------------------:-----------:-----:-----:-----:-----r---------------------------:
Il,RhIZODYS pI15!Qlll!prY:l: "anloc : ..S, 3, -, , StantOll et col.(1969) :
~:"sp.rgIIIYsnIOlr Banan. 72117 -, -,sethletco!.(1978)
~'''aR'rgIIIY:l nlper "anloc 25 Il 60: 18 1 Ral~lt et col.(I980)
~:"apftrgl!IY:l nlper "anloc 50 - 1 - 1 Clrrlzales et col.(1980)
• ,Rh 1zClllJa pl 1Oll!II!peys "anloc .ca 22 1 50 <46 R.-os-Yaldldla
~I et col.(I983)
~ '''apftrql\ Iya nlpee Banane .c3 12 2.. 50 IBaldtneperger et co!. (1985) 1
~:SppeptelçbUl ."anloc .ca 1 30 1 9Ilth et col,(I986)
~ 1 pylvoCYllptLg 1 1 : 1

~I---------------------:-----------:-----t-----:-----: -----:---------------------------:
'''apfteg11lya pipee 'D6chets de, 72 12 1 30' .. 1 sethl et col.(I98I)

~I : lIIOIl~e
'ITelçbgdc!ny boezlopymleo-Ue de: 60 6-10: - 1
~: 1 betterave 1 1
'll1"SIfIrqlllya plgor :I16chets de:.ca 13 - 1
'1 1 citron 1 1
~1"SIfIraIIIYII plCMe : PI.Ilpe de '''3 6 21: 28 Peoaloza et col,( 1985)
;: caf6 1

IITrlchgdc![M ylell. :I16chets d' 1 120 1.. 30 1 <46 1 Goozales et col,(l985)
~ 1 1 ananas 1 : : 1 1 1
~I---------------------I-----------I-----I-----:-----I-----1---------------------------:

"""r.gb.lllldILg 1 Paille d' 1048-721 11 1 21 1 52 1 Ban et co!.(I975) 1
~I pyllyllPII 1 nolne 1 1 1 1 1
$1 OllltœlI.III! Sciure de .cao 1 7 1 &4 1 11 1 P_nt et col,(1978) 1
Il ç.llulplyt lçu. bols : 1 1 1
~ICbafttQlIY' Paille dt 120 18 1 .ca 1 36 1 Chahal et col.(1981)
~I ÇtllylolytlÇ14 bl6 1 1 1
~ICba.tQlIUl 1 Paille de 168 12: 33 1 36 1 YI..turs et col,(I98I)
~IÇtllylolytlÇl4ltlevure: bl6 1 1 1
.ICbI.tQlIYl 1 Paille de 1.... 13 1 ..3 1 32 Abdullah et col,(I985)
"lç.llulolytlÇl4ltlevur'l bl6 1
:1%[lçbpdlny r.ft!IIl : Paille et 1 168 12 38 1 33 LaukeYlcs et col,(I98.. )
':' + levure 1 son de bl~1 1
~ICbactQlIY' 1 Paille de 1 13 - 1
:il, ç.llylolytlÇIG bl6 1

1 ,__,__, "-- _

XI !nrlchl_nt prot6lque. Pt - Po (\ PS)
nI Conee-atIOlI de llUbstrat, 50 - Sf (\ PS)
YI Taux de conyerslon du substrat l prot61ne , X/n (\)
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La valorisation des sous produits agricoles 1I~llulosl~s se heurte elle aussi a
un certain nontlre de barrléres en majorité non spéclfl~ de la fermentation en
milieu solide:

- Le degré de conversion dU stbstrat en fermentation solide est plus bas "-l'en milieu
Il''-llde et les coeff Iclents de maintenance resultent plus elevés. Ceci peut être
compensé par t..œ productivité voh.lllétrlcw deux fols plus Inportante (LalJ<evlcs
et co 1., 1984).

-Un prétraltement alcalin, thermlQJEl et parfois contllné de la cellulose est
Indispensable pour faciliter l'accessibilité de fa cellulose (Olallal et col.,
1981; Ulmer et col., 1981; AIx1Jllah et col., 1985) et ces opérations
alc-Irrllssent considérablement le coat de revient final de l'AFEP.

-La faible teneur en protéines des chantli!1lOf"lS cellulolytl~ et leur difficulté à
assimiler tous les sucres libérés par l'action des cellulases sont deux Inconvénient
majeurs QUI peuvent être contournés en pratI~t des fermentat Ions mixtes
~lglOIl-levure ou ~Igm-bactérle (AbâJllah et col., 1985). ceci présente
en outre l'avantage de faire dlsparaltre IllIIlédlatement le glœose et de participer
ainsi a la leVée de l' Irtllbltlon de la synthèse de cellulases chez le chaq:>lgm.
Ainsi, les niveaux de protéines atteints lors des cultures mixtes 800t bien
~rleurs a ceux des cultures pUres de ~jgms cellulolytl~.

La tendance actuelle dans le domaine de la proàJctlon de protéines Lnlcellulalres a
part 1r de ce Ilulose porte sur Ln prOCédé en deux étapes: t..œ prem 1ére étape de
saccharification dJ stbstrat par des cellulases et t..œ seconde pr~rement dite de
fermentat Ion sur l 'hydrolysat (LalJ<evlcs et col., 1984; Tanaka et col.,
1985). Dans ce cas la fermentation solide pourrait Intervenir au niveau de la
production de cel lulases (cf. 11-3.3.)

Enfin, en raison des particularités des procédés de dégradation de la Ilgllne
(pressions partielles de 02 et C02 elevées. tenps d'incubation prolongés) ne fl(1Jrent
pas dans le tableau 1 Ln grand nombre d'études récentes sur la transformation de
substrats Iignocellulosl"-les par fermentation solide a l'aide de pourritures blanches
des genres Stropharla (Kamra et col., 1985), Phanerœhaete et
Po 1yporus (levonen--t.ltnoz et co 1., 1985).
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11-3. PROOXT ION D' ENZvt.fS

11-3.1. Amylases

C'est en s'Inspirant de la fabrication w "Koji", QUI produit l.l1 jus il. haute activité
enzymatiC1JEj ~ Takamlne (1916) a developpé le premier procèdé industriel de
prodUction d'amylases. Le substrat était un mélange de son de blé et d'amidon,
hlJn Id If lé avec me sa lut Ion sa line et ensemencé avec des spores d' Asperg i Ilus
oryzae. Le fermenteur comportait des plateaux sur lesquels le substrat était
distribué en couches. Aprés plusieurs jours d'Incubation le produit était recolté et
les enzymes extraites il. l'eau puis precipltées. Ce procèdé CorY'/J sous le nom de
"lobJldy Bran Process" a été utilisé pendant des dizaines d'amées pour la prodUction
de la Takadiastase, un complexe enzymatique amylolytlque.

Plus récemment d'autres auteurs se sont Intéressés il. la prowctlon d'amylases et
91ucoamy 1ases dans 1e procédé "ko j i " et notamment il. l' importance de l'env i ronnement
gazeux sur les quantités d'enzymes synthetlsées. Bajracharya et ~
(1980) rapportent un accroissement de production lorsque le milieu est soumis il. une
oxygénation Intense et une réduction lorsque la pression partiel le de COZ est
Importante. Narahara et al. (1982) rencontrent un maximum d'activité -amylaslque
dans les conditions suivantes: 35% d'humidité du substrat, pression partiel le de
COZ de 2% et température de 38'C.

L'attention de nombreux auteurs s'est également portée sur les caractéristiques
cinétiques et biochimiques de la glucoamylase produite en fermentation sol ide dans le
procédé "koj 1", ainsi Mltsue et col. (1979) mettent en évidence trois formes de
glucoamylases (l, Il et 1Il) de poids moéculalres différents et de comportements
cinétiques distincts selon le substrat de réaction utilisé. Pour Ueda (1981) les
formes de glucoamylases Il et III sont le résultat de la dégradation par des
hydrolases des protéines ou de la partie glycosldique de la forme 1 et n'ont pas les
mêmes propriétés vis à vis de l'amidon. Toutes ces recherches ont pour but d'isoler
des enzymes capables d'hydrollser l'amidon cru et dans cette optique, la capacité
d'adsorption de l'enzyme il. son substrat (Medda et col., 198Z) et son activité
débranchante (ueda, 1981) semblent être les QUai ités recherchées. L'uti 1Isation
de tel les enzymes aurait pour but d'éviter l'étape de gélatinisatlon de l'amidon,
cocteuse en enérgie, dans les procédés de saccharification de substrats amylacés
tels le riz et le manioc pour la production d'alcool (Sato et col. 1985).
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Les amylases proàJltes lors de la fermentation sol ide du manioc par A.niger ont
également été étudiées et comparées avec cel les issues de la fermentation 1iquide
(Alazard et Raimbault, 1981, Alazard et Baldensperger, 1982). Ces
résultats montrent la quasi-absence d' -amylases lorsque le champignon est cultivé
en mi 1leu sol ide mals aussi des caractéristiques différentes des glucoamylases:
optimum de pH abaissé, optimum de température élevé de 10'C, thermotolérance accrue.

Les bOnS rendements de proà.Jct ion de 91ucoamya 1ses obteros en FS ont amené
Ghi Idyal et col. (1985) à effectuer une analyse économique comparant le procédé
de FS avec 1a fermentat Ion Il (J.II de. Il en ressort que 1a FS, grace à son fa 1b1e coat
~'Investissement et à la concentration elevée de l'enzyme produite est plus
rentable, et ce en prenant les estimations les plus pessimistes pour le mi 1ieu
solide.

11-3.2. Protéases

Comme nous l'avons vu précédemment les protéases Jouent un rOle important dans
l'élaboration des aliments fermentés orientaux traditionnels. L'action des protéases
du "kojl" sur les protéines végetales du soja ou des ceréales libére des amine-acides
à potentiel aromatique et donne au produit final ses caractéristiques
organe lept Iques. Fukushlma (1982) a décrit avec précision le complexe
protéolytique du "kojl" et a montré que la gamme de protéases et peptldases produites
par A. oryzae en milieu solide est beaucOl.fl plus éterdJe qu'en milieu liquide.

Sil'on fa 1t except Ion de 1a prodJct Ion de "koJ1", 1a Il ttérature cont 1ent assez peu
de référerœs relatives à la prodJctlon de protéases en milieu solide, seuls
Hesseltlne (1977) et Arlma (d'aprés Aldoo et col., 1982) ra~rtent

"extsterœ d'lJ1 procédé lnd.Jstrlei de prodJctlon de protéases de t.lJcor pus 11lus
par FS, sans doute sur 1a base cil procédé "koJ1" .

11-3.3. cel lu 1ases

La saccharification de la cellulose par vole enzymatique, si elle représente Ll1 enjeu
cons idérab le, n'a pas JUSQU'a lors debouché sur des app Ilcat Ions lnd1str le Iles à cause
d'lJ1e part cil cootde prétraitement des résidus 1l\TIOCel luloslques et d'autre part
du coat des enzymes, ce dern1er représentant prés de 00% cil pr 1x tota 1 de
product ion. La necess 1té de produ i re des ce Il u1ases mo ins chères a donc condu it lJ1
certain nombre de chercheurs à entreprendre des études sur les procédés de FS.
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Toyama (1976) a le premier adapté le procédé "koji" il la productim de cellulases
par Trichoderma reesei sur un substrat cmstitué de paille et de S(X) de riz
(80/20), Ensuite un grand nombre de travaux mt suivi, ayant pour but d'optimiser les
conditions de culture; les espéces utilisées appartiennent en majorité au genre
Trichoderma (Vi lela et col" 1977; Deschamps et col" 1985) mals aussi
Talaromyces (Nlshio et col" 1981), Pestai iopsls (Rao et col" 1983)
ou Sporotrichum (Hoe-Kim et col., 1985), Chahal (1985) travai liant avec
T. reesel sur pai 1 le de blé fait état de rendements de FS supérieurs à ceux de la
fermentation 1iQUide, D'autres travaux mt visé à produire une enzyme spécifique du
complexe cel lulasiQUe comme la -glucosldase (Deschamps et col" 1984).

Dans les procédés de FS, la récupération des cel lulases se fait le plus souvent par
extractlm il l'eau, ce qui di lue l'enzyme de 4 à 5 fois et fait perdre en partie un
des avantages de 1a FS QU i est l'obtent Ion d'un prock.J 1t concent ré. Récefmlent,
Roussos (1985) cultivant T. harzlanum sur bagasse de carne à sucre, a mis un
point un procédé d'extraction qui met il profit les propriétés "d'éponge" du matériau
pour récupérer les cel lulases par simple pressage du produit de fermentation. cette
technique a permis d'obtenir des jus concentrés (82 U.CMC/ml).

L'avenir de la FS pour la production de cellulases passe par une mei 1leure
connaissance de la physiologie des champignons (mécanismes d'Induction et de
répresslm de la synthése, absorption sur le ~ubstrat et diffusion dans la matrice
sol Ide) mals aussi par une amélioration des procédés d'extraction.

Enfin, nous ne ferons que mentionner la production par FS d'enzymes destinées au
traitement des sous-produits du bois comme les xylanases (Kitpreechavanlch et
col., 1984),

11-3.4. Pectlnases

La synthése de pectlnases par FS a été rapportée par Mushlkova et col. (1978)
avec A. awamori et un peu plus tard par Ghl Idyal et col. (1981), uti 1isant du
son de blé ensemencé avec A. carbanerlus et qui ont obtenu JUSQU'à 120 U/g de

substrat. Mals ces travaux isolés ne semblent pas avoir connu de suite.
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11-4. Production d'acides organiques

En général, les procédés faisant appel a la FS pour la production d'acides organiques
datent dU début du siècle; il en est ainsi pour l'acide gallique, l'acide gluconique
(Herrick et May, 1928) et 1'acide kojique.

Le seul acide QUi ait fait l'objet d'une ètude plus soutenue en FS est l'acide
citrique. Cam en 1935 a eu au me approche originale au problème en uti 1isant
des cassettes de betterave ou de la bagasse de canne à sucre imprégnée d'une soiution
de sucres. La masse était ensemencée avec des spores de A. nlger et après 4 Jours
de culture l'acide citrique était récupéré par extraction à l'eau. Le rerdement de
transformation des sucres en acide avoisinait 50% et une des grandes Innovations de
ce procédé était la réuti 1isatlon dU support après extraction comme on le ferait
d'Lll6 éponge.

Ces travaux ont été repris par Terul et col. (1947) d'après Aldoo et col.
(1982) et plus récooYnent par Lakshm 1narayana et co 1. (1975); ces dern 1ers
utilisaient de la mélasse imprégnée sur de la bagasse et grace à l'addition de
méthanol, amélioraient les rendements qui avoisinaient 80%.

Lockwood (1974) rapporte l'existence d'un procédé Industriel japonais calqué sur
le procédé "kojl" où des souches d'A. niger résistantes aux ions metal 1IQUes sont
cultivées sur un milieu amylacé. L'acide citrique, est extrait à l'eau aprés 8 jours
d'incubation a température contrOlee. Selon cet auteur, les quantités d'acide
produites Industriellement de cette façon approcheraient les 2500 T annuel les.

11-5. Production de métabolites secondaires

Les principaux métabol ites secondaires concernés par la FS sont les toxines
fongiques: aflatoxines (Hesseltlne, 1977) ou ochratoxines (Llndenfelser et
Clegler, 1975) produites respectivement par A.parasltlcus et
A.ochraceus. Les conditions de FS sont proches des conditions de contamination
naturel le des aliments et les rendements rapportés sont plus elevès qu'en culture
liquide ou de surface.

Wang et col. (1969) ont rapporté l'existence d'une substance à action
antibactérienne dans le tempeh (al iment traditionnel IndOnésien fermenté par
Rhlzopus 01 Igosporus). La production proprement dite d'antibiotiques par FS a
surement fait l'objet d'études dans de nombreux laboratoires mais aucun résultat
probant n'a été pub 1lé sur le sujet.
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11-6. Production de spores

Les spores nécessaires à l'ensemencement des fermenteurs sol ides ou des fromages sont
le plus souvent préparées par culture de surface dans des fioles de Roux. Leur
production industriel le entralne donc le maniement de mi 1liers de fioles et par
conséquent l'emploi d'une main d'oeuvre importante. La fermentation sol ide qui permet
de multipl ier la surface uti le pour le champignon dans un moindre volume parait ~etre

une alternative pour la production de spores.
Ainsi, ont été étudiées les souches impl iquées dans la préparation des al iments
fermentés orientaux : R.ol Igosporus par Wang et col. (1975) et A.oryzae
par Sato et col. (1982), mais également les souches uti 1isées dans la fabrication
des fromages: P.roquefortl par Larroche et col. (1986), ces derniers auteurs
cultivant le champignon sur un suPPOrt (pouzzolane) imprégné d'un mi 1ieu nutritif
synthétique.
Des prototypes de réacteurs ont été conçus pour augmenter le volume uti le, contrOler
les conditions de production et faciliter la récuperatlon des spores (Roussos
(1985), Gervais et Bazel ln (1986)). La mise en application de ces recherches
pourrait avoir un impact outre dans l'industrie al imentaire, dans la lutte biologique
par les champignons fi lamenteux, cette dernière requérant d'énormes QUantités de
spores.

III. REVUE CRITIQUE DES PARAME TRES DE LA FS

111-1. Particularités du développement mycél ien

Dans la majorité des cas, les FS concernent les champignons fi lamenteux et le type de
développement est différent de celui observé en fermentation 1iquide (fragmentation
mycél ieme ou "pellets") ou en culture de surface où la croissance est
essentiellement apicale. En FS, la quasi-absence de liquide intersticiel fait que
c'est la géométrie du substrat qui oriente le développement· apical et les
ramifications dans toutes les directions de l'espace. Les substrats sol ides se
rapprochent ainsi des milieux naturels des champignons (terre, végétaux en
décompos 1t Ion) .

D'autre part, chez les champignons fi lamenteux, les courants cytoplasmiques sont
forts et les phénoménes de translocation jouent un rOle important lorsqu' iIs
colonisent des substrats sol ides.
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Viesturs et al. (1981) travai liant avec Chaetomium cellulolyticum et
Trichoderma 1ignorum et Aufeuvre et Raimbault (1981) travai liant avec
Aspergi 1 lus niger ont pu montrer, grace à la microscopie électronique à balayage
que dans un premier temps le mycél ium se développe à partir des spores, fortement
attaché à la surface du substrat, puis un peu plus tard forme de véritables ponts
entre les particules donnant ainsi au produit fermenté sa compacité.
De même, la configuration du substrat mais aussi les conditions d'aération
déterminent plus tardivement le développement de conldiophores et la sporulatlon du
champignon.

Ces particularités font qu' i 1 n'existe pas de modéle mathématique réelement
satisfaisant de la croissance sur substrat sol ide.

Les auteurs adoptent le plus souvent le formai Isme exponentiel pour décrire la phase
de croissance:

où Xest la biomasse à l'Instant t
Xo est la biomasse initiale

est le taux de croissance spécifique

Mals, en firl de croissance apparaissent des limitations d'ordre divers que le modéle
exponentiel ne prend pas en compte. Pour Okazaki et col. (1980) c'est le modéle
logistique qui s'adapte le mieux a la FS de A.oryzae sur riz ou son de blé:

avec K= ~f -1
Xc

où Xf est la biomasse maxllllLl11
Ce modèle largement employè en biologie Introduit un terme de vieillissement ou décès
du mycé 1iLan .
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Raimbault (1980) a elaboré un modéle mixte de la croissance de~ sur
amidon de manioc. Ce modèle décrit une croissance exPQnentlel le Initiale tendant à se
rapprocher du modèle logistique en fin de culture. Pour cet auteur, ce sont les
quantités d'eau et de biomasse initiale QUi sont les principaux facteurs Iimitants.

Pour Laukevics et col. (1985), une des points fondamentaux du développement
mycélien en FS est l'occuPation de l'espace. Il existe selon eux une densité critique
de mycélium fonction bien sur du microorganisme mals également de la configuration de
la matrice sol ide et de la forme de l'eau dans le substrat. Sur la base de résultats
antérieurs obtenus avec T. reesei, T.I Ignorum et Ch. cellulolyticum ils
calculent que la quantité 1imite de biomasse sur pai 1le de blé se situe entre la et
30 g/I.
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Enfin récemment, Georgiou et Schuler (1986) ont mis au point un modéle de
croissance radiale et différenciation de A.nidulans sur un mi 1ieu gelosé avec du
glucose comme source de carbone. La prise en compte des variations des gradients
bidimensionnels de substrat pour prévoir l'apparition et le déroulement de la
conidiogenèse est un des aspects Intéressants de ce modéle. Les conditions de
croissance sur plaque sont toutefois sensiblement différentes des conditions de FS
qui mettraient en jeu un modèle encore plus complexe.

111-2. Humidltè, activité de l'eau

111-2.1. Gènéralltés

A la différence des fermentations liquides où le substrat est dissous ou en
suspension dans une phase aqueuse et où l'eau n'est pas un facteur 1Imitant, dans les
FS la quantité maximum d'eau présente dans le milieu est fonction de la capacité de
rétention du substrat. Le liquide au sein de la matrice ne doit pas être trop
abondant pour ne pas réduire la porosité et par conséquent les échanges gazeux
(Mao-Young et col., 1982) mals doit être présent en quantité suffisante pour ne
pas 1Imiter la croissance du microorganisme.

111-2.2. Forme de l'eau dans les substrats ~ol ides

Suivant le matériel uti 1isè le pourcentage d'humidité oscille entre 30 et 80 % et
l'activité de l'eau (Aw), pratiquement assimilable à l'humidité relative (Hr) dans la
phase gazeuse entourant le substrat, varie de 0.90 à 1.00.

Il faut bien prendre en compte que toute l'eau n'est pas sous la même forme et
également disponible à l'Intérieur du substrat. Sur la Figure 1 on peut apprécier
l'Isotherme de sorptlon de l'eau et l'évolution de l'enthalpie de vaporisation sur
amidon de manioc (tapioca) en fonction de l'humidité du mi 1leu (Soekarto et
Steinberg, 1981). On distingue trois zones:
- une zone monocouche où l'eau est fortement liée à a surface du sol ide et où
l'enthalpie de vaporisation est trés supérieure à cel le de l'eau pure.
- une zone multicouche où les niveaux d'énergie diminuent et où l'eau est de moins en
moins liée (enthalpie de vaporisation à peu prés égale à cel le de l'eau pure).
- une zone dite de condensation cap 11laire qui correspond à l'eau 1ibre.
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FIg.rre 1: Isotherme de sorption et évolution de "oothalple d'évaporation de l'eau
sur de l'~.mldon de I3Illoc dextrlnlsé, (d'après Soekarto & Stelrberg, 1981),

Même si la distinction entre la seconde et la troisiéme zone est diffici le à

établ Ir en termes de contenu d'eau ou d'Aw, el le peut être estimée sur la Fig. 1 aux
alentours de 20 % d'humidité, correspondant à une Aw de 0.80 à 0.85. Ainsi,
contrairement à ce Qui est dit dans un certain nombre de définitions, il Ya présence
d'eau 1 ibre dans les substrats sol Ides pour les humidités pratiquées en FS
(Laukevlcs et col., 1984; Mudgett, 1986).

Pratiquement, seule l'eau correspondant en partie à la zone multicouche et à ta zone
de condensation capi 1 laire peut participer du métabolisme du champignon.

111-2.3. Influence sur la croissance et le métabol isme

On peut définir trois raies importants de l'eau dans le processus de FS:
- l'eau de réaction, nécessaire a la constitution du mycél ium et au métabol isme et
qui intervient dans la stoechiométrie de la croissance (Van den Berg et
Bruin, 1981)
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- l'eau en tant que véhicule des enzymes, des nutriments et des métabol ites
extra-cellulaires. Les techniques de RMN du proton permettent de définir ainsi un
point de mobil isation d'un soluté, Qui correspond à la Quantité d'eau minimum
présente dans un corps pour laque 1le on commence à observer des phénoménes de
solvatation (Ducksworth, 1981). Ainsi le point de mobil isation du glucose dans
l'amidon de pomme de terre est de 22 g d'eau! 100 g d'amidon. Une augmentation de
l'humidité augmente de plusieurs ordres de magnitude les coefficients de diffusion
des solutés.
- l'eau Qui Intervient dans la solubi 1isatlon de 1'02 gazeux; ce dernier phénomène
n'ayant pas été jusqu'alors mesuré en fS.

Un grand nombre d'auteurs ont mis en avant l'Importance cruciale de l'eau et de l'Aw
dans les fS même si I~s effets observés n'ont pas toujours reçu d'explIcations
satisfaisantes.
Nishio et col. (1979) rapportent une augmentation de la vitesse spécifique de
croissance, de la biomasse et de la synthèse d'enzymes (hydrolases de la peau
d'orange) de A. nlger sur son de blé lorsque l'humidité Initiale (HI) augmente de
32% Jusqu'a un optlllUll situé à 56%.

Raimbault (1980) travaillant avec A. nlger sur amidon de manioc note une
augmentation de l'humidité de 10 à 15% aprés 25 h d'incubation. Au fur et à mesure de
la croissance, l'eau s'incorpore au mycéi lum et des calculs théor iQues montrent une
diminution de l'eau libre Qui ne representeralt plus Que 13% de l'eau totale à la fin
de la fermentation. Cette valeur est limite pour le métabolisme des champignons et
cet auteur déduit donc que la croissance est arrêtée par faute d'eau disponible,
alors qu' i 1 reste encore de 25 à 30% de substrat.

Narahara et col. (1982) étudiant le procédé d'obtention du "kojl" observent une
augmentation de la biomasse produite et du taux spécifique de croissance avec une
augmentation du contenu d'eau initiai de 25.6 il 40.3% soit des Aw de 0.942 à 0.975.
Pour ces auteurs le concept d'Aw est plus Important que celui d'humidité initiale.
Dans tous les cas, Ils observent un arrêt de la croissance lorsque l'Aw atteint
0.90. Dans cette étude, l'abaissement de l'Aw est correlé avec une accumulation de
sucres libres, non assiml lés, à l'Interieur du substrat. Enfin en ce Qui concerne la
production d'enzymes, une augmentation du contenu d'eau Initiale améliore la synthése
d'amylases mals diminue cel le de protéases. Pour cette raison, ces auteurs
recommandent de maintenir une Aw élevée durant la phase de croissance puis de
l'abaisser au début de la synthése des protéases.

24



Sato et col. (1983) ont mis au point Lf) modèle pour la croissance des
microorganismes en FS en utilisant de la pulpe de bols Imprégnée d'Lf) milieu
nutrltlornel. Les résultats obtenus avec lJ)8 levure,Cardlda lipolytlca, ont
montré Que le taux spéclflqJe de croissance ~ugmente avec l'HI c1J milieu et avec
l'Humidité relative de l'air passant dans le fermenteur.
Sakural et col. (1985), ut 1lisant le pain comme Sltlstrat pour modéliser la
croissance de A. oryzae en mi 1leu sol Ide notent une augmentation du taux
spécifique de croissance Quand /'Aw passe de 0.97 à 0.99.
Hoe-Klm et col. (1985) en diminuant l'Aw par ajout de sels ou de PEG observent
Que la vitesse de croissance apicale de T. reesel est affectée en dessous de 0.99
et mettent en évidence des effets croisés de l'Hl et de la température sur la
production de cel lulases.
En général, les travaux concernant les FS sur sLtlstrats 11g-œellulosl(fJes montrent
QU'une augmentat Ion de l'HI améliore la vitesse de croissance des chal1lllg1Ol"ls et la
convers Ion de la ce Ilulose et co Inc 1dent sur l'existence d'lJ)8 HI q)t lnun pour la
production de cellulases (Ab<1Jllah et col., 1981, Nlshlo et col., 1981,
Rao et col., 1983, Deschamps et col., 1985).
En ce q.J1 concerne les métabolites secondaires, Hesseltlne (1977) note q.Je dans
la proâ.lctlon d'aflatoxines par A. flavus sur du riz, des HI ~rleures à 40% se
trac1J 1sent par t.ne 1mportante dl ml nut Ion du rerdement. De même, L1ndenfe1ser et
Clegler (1975) observent lJ)8 relation entre la production d'ochratoxlnes et
"humidité au cours de la fermentation

111-2.4. ContrOle de l'humidité

Tous ces résultats ont mis en évidence la necesslté de concevoir des procédéS
permettant de bien co,ltrOler l'eau au cours de la fermentation. Il faut dans ce
chapitre faire une parenthèse sur les réacteurs utilisés en FS.
Il existe des réacteurs "dynamiques" de type pétrin (Raimbault (1980),
Deschamps et col. (1985» ou tambour rotatoire (Llndenfelser et -Clegler
(1975), Toyama (1976), SI Iman (1980» q.J1 permettent d'additiOlYler de "eau
et d'homogénéiser en cours d'opération (cf. Fig. 2: réacteurs de FS). Ce dernier type
de réacteur présente donc l'avantage de pouvoir contrOler l'humidité rapidement
durant toute la fermentation mals aussi de permettre l'ajout de sels ou de substrat à

"état dissous. Les principaux Inconvénients résident dans l'agitation de la masse,
une homogénéisation trop forte pouvant provoquer une rupture des hyphes et nuire
ainsi au développement mycél ien.
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FlgJre 2: Différents types de fermenteurs uti IlséS en FS.
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(21:) fenœnteur stat 1(J.J3 de type
·plateau· poor la préOaratlon ÔJ
ka] 1. D'aprèS lUd<.awa (1974)
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(2d) ferll'l6Oteur dynaml(J.J3
de type "Pétr ln". D'après
Ralnilault (1980).

Dans la majorité des cas les réacteurs sont "statlqJes" ou fermés tels le fermenteur
il plateaux (pour la préparation du "koJi": Nunokawa, 1972, Toyama, 1976), la
colonne (Raimbault et Alazard, 1980), la "boite" (Narahara et col"
1982), le fermenteur à plaqJes verticales "zymotls" (Roussos, 1985) (cf. Fig, 2:
réacteurs de FS), Dans tous les cas, le matériel est Introduit au début de la culture
et 1es seu1es act Ions poss 1b1es sur l 'hun 1dl té et l' Aw en cours de fermentat Ion
consistent:
- à changer l'Hr de l'air entrant dans le fermenteur: des variations du degré de
saturation de l'air provoquent une sorptlon ou une désorption d'eau sur le substrat
(Laukevlcs et col" 1984; Gervais et col ,,1986) mals suivant le mode
d'aération, Il faut veiller à ne pas créer des gradients d'humidité dans le substrat,
- à changer la température: Narahara et col, (1984) ayant observé des gradients
longitudinaux d'tunidlté dans ln réacteur de type "boite" ont ainsi mis au point un
procédé de contr~ le basé sur Lrle équat ion re 1iant les product ions de C02 et de
calories, Apartir des données de température de l'air à l'entrée et à la sortie et
de production de C02. Lrle simple régulation de la température de l'enceinte
entourant le fermenteur permettait de maintenir l'humidité homogéne au sein de
celui-cl.
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111-3. Aération. échanges gazeux

L'aération et les tranferts de masse dans les fermentations solides sont assez mal

COmJS, lJ'l crltére équivalent au Kla des fermentations 11(JJldes étant difficile il

mesurer en fS. SUivant les auteurs, la problématl(JJEl de l'aération est abordée

différemment; ainsi t.bo-Y()lJ)Q et col.(1982) dlstllVJEll"lt les transferts de masse

Inter et Intra-partlculalres:

- le prem 1er paramétre corcerne le transfert de 1'02 dans le vo IlIIl6 interst Ic le 1

de la masse solide et dépend drnc de la nature cl! Slbstrat, de la teneur d'eau Mis

auss 1 de l'état d'avancement de 1a fermentat Ion.

- le transfert lntra-partlculalre est (JJant il lui assimilé par ces auteurs aux

phénomènes de diffus Ion de l '02 dans 1es pe Il ets en mIIIeu Il (JJ1de et Il s

développent lJ'l modèle sentllable.

Dans le deuxième cas Il faut tout de lJIême considérer (JJEl1(JJ6S différences

Importantes de la fS par rapport au pellet cœme par exeq:lle l'attachement

Slbstrat-mycéllll1l et les coodltlons hydrodynaml(JJ6S.

Lonsane et col. (1985) proposent la participatIon de deuX~ poor

expll(JJer le transfert de 1'02 clans les conditions de la fermentation solide, le

premier étant un transfert direct de la phase ~euse au IlIlcroorganlsme, COIlIlle par

exemp 1e dans 1es fermentat Ions sur hydrocaroores êt 1e S8Ca'XJ lJ'l transfert cl! gaz il

la phase 11(JJlde COl1IllEl c'est le cas dans les ferlll8fltatlons 11(JJldes. Mals, bien qJ8

séduisante, cette hypothèse n'est pas etayée par l'expérience.

()Jo 1 (JJ' Il an soit, l'Importance de l'Interface Slbstratlll(JJlde/alr observée en fS

rend le problème d'aération moins crltl(JJEl (JJEl dans les fermentations 1I(JJ1des et par

conséQ..lent le coat énergetl(JJEl de l 'aérat1 oo-agItatIon est bea~ plus récllit.
C'est seu 1emant lors des extrapo 1at Ions de procédé (JJEl l'on se heurte il des prob 1émes

d'hétérogénéité, ainsi Rathbln et SCllller (1984), utilisant un plateau il

aération longitudinale avec une éPaisseur de couche de 6.3 cm pour la fermentation cl!

T6I1ll6h ont observé des gradients Importants dans la coqlOSltlon gazeuse de l'air, la

pression partielle d'02 pouvant descendre il 2 % et celle de C02 pouvant

atteIndre 21 %clans la partie Inférieure w réacteur. Pour cette raison, de noni)reux

auteurs recommandent une agitation Intermittente de façon il assurer l'homogénéité w
systéme.
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En ce ~I coocerne la production d'enzymes ou de métabolites, l'aération mais aussi

les pressions partiel les (PP) d'02 et de C02 jouent des r~les Importants.

BaJracharya et col. (1981) observent un effet bénéfique de la pp d'02 sur la

prodJct Ion d' amy 1ases par A. oryzae sur du riz et en cane 1uent que 1a fS conv 1ent

bien de ce po 1nt de vue 1à à 1a prO<i.Jct Ion d'enzymes. De 1a même man 1ére ,

Narahara et col. (1982) obtiennent de meilleurs rendements d'amylases pour une pp
de C02 de 2% lors de 1a phase exponent 1eIle de cro 1ssance et de protéases pour lJl8

pp de 5 %durant la phase stationnaire.

111-4. Cha 1eur métallo Il qJ8

SI lors des fermentat Ions Il CJJ 1des dans 1es réacteurs 1nf 1niment me 1anges, 1a cha 1eur

produite par le microorganisme lors de la respiration est Instantanément dilUée et

dissipée, dans les fS, la forte densité du mycéllLll1, la faible teneur en eau et

l'absence de rné 1ange peuvent condu 1re à une aCCl.ln.lI at Ion de ca 1or 1es NJ 1si b1e au

déve loppement du champ 1gm.

Ainsi RalnDault (1980) et I1.Jerta (1984) cultivant ~ sur de la

farine de manioc dans des réacteurs de type colorœ placés dans Ln bain thermostaté,

observent des phénomènes de surchauffe au centre de la masse lorsque le diamètre de

la colonne dépasse 4 cm. Le gradient radiai de température peut même atteindre 10'C
pour des diamètreS de 8 cm. RattnJ1 et SOOJler (1984) travaillant la

fermentation du grain de soja par Rhlz~s ollgosporus dans Ln fermenteur de type

plateau à aération longitudinale mesurent un gradient de 3'C/cm lors de la phase

exponentielle de croissance, l'épaisseur de la couche étant de 6.3 cm.

L'élimination des calories COOIIlIEl la nécessité d'lJl8 aération homogène sont les

facteurs critiques dans la conception des réacteurs de fS. Pour le premier point, le

controle peut s'exercer à différents niveaux:

- L'hLIl1ldlté: Lm augmentation de l'lunldlté modifie la conduction thermique du

Slbstrat et du mycélium.

- L'aération: une augmentation de l'aération favorise l'élimination des calories par

convection forcée. De même le contr~le de l'humidité relative de l'air peut

permettre une élimination des calories par évaporation. Le refroidissement par
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aératlm doit néanOOlns être IIanoeuvré avec précautlm si l'm ne veut pas

prOv0qJ9r de séchage cl! Proc1J 1t .

- La thermostatatlm cl! réacteur: El le favorise la dlsslpatlm de la chaleur par

condJct lm à part 1r des paro Is cl! réacteur; ce lu l-c 1 peut aIns 1 être placé dans une

ence Inte thermostatée (Narahara et co 1., 1984), posséder lm jaquette

(Lalkevlcs et col., 1984) 00 être IllIll9rgé dans Ln bain thermostaté

(Ra lnixlu It et Alazard, 1980). Dans le réacteur de type "Zymotls"

(Roussas, 1985) des plaQJeS de pasteurlsatlm verticales compartimentent le

réacteur et assurent le refroIdissement de la masse (cf. Fig. 2: réacteurs de FS).

- L'agltat lm: Lne agltatlm Intermittente augmente la surface de cmtact entre la

masse et l'a 1r 00 entre 1a masse et 1es paro 1s cl! réacteur et contr 1bue al ns 1 à

dissiper les gradients de température.
~'à maintenant, l'aCCUllllatlm des calories a constitué Ln Irœrwénlent sérieux
dans l'extrapolatlm des réacteurs de FS et Ln grand nontlre d'études d'Ingénleurle

smt en cours pour résoudre ce prob 1ème.

111-5. pH

La forme de "eau dans les Slbstrats solides a toujours constitué Ln obstacle à lm

mesure satisfaisante cilltt. Dans la majorité des cas m IOOSUre le Itt aprés mise en
suspens 1m d' l.ne part d'échant 1Ilm so Ilde dans 3 à 4 parts d'eau. cette méthode si

eIle permet de mesurer Ln pH globa 1n'est sans doute pas représentat 1ve des ml cro-pH

1ceaux cl! f Ilm acpJ9UX où se passent dans 1a réa Il té l'essent 1e1 des réact Ions

blochlmlQJeS.

Le contrOle cl! pH dans les FS est clore difficile et, en pratlqJ9, Il est assez

rarement entrepris. Le bon pouvoir tampon des Slbstrats solides mals aussi cil mélange

sai ln Initiai (Ralmbault et Alazard, 1980) fmt que pendant la croissance, le

pH ne cernait pas de varlatlCŒ extrêmement brUSQUeS ni ne descend dans des zones

crltlQJeS pour le métabolisme.

111-6. Estlmatlm de la biomasse en FS

L'estimation de la biomasse et de la croissance des champignons filamenteux en FS a

été et reste Ln po 1nt dé Ilcat. [)J fa 1t de 1a nature so Il de du substrat, 1es mesures
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rap 1des comme 1a turb 1dl mét rie ou 1a nephé 1omét rie couralllllertt prat 1~es en

fermentation liQUide sont Impossibles aappliquer en FS. ()') est obligé de procéder a
un échantillonnage et ades dosages chlmlqJes rendus difficiles par l'Intrication

existant entre le Slbstrat et la biomasse. A-Insl les méthodes reportées dans la

1ittérature ont toutes leur part d'Inconvénients et d' IfIilréclslon.

Les Japonais utilisent le plus souvent le dosage de la glucoasamlne qJl est lJl

constituant de la paroi d.J champlWO'1. Mals d'lJle part, la coocentratlon de

glœosamlne contlrœ aaugnenter pendant la ~sa statlcmalre (sakural et col,

1985) et d'autre part, les résultats divergent énormément suivant le procédé

d'extraction mis en OOlNre (Aldoo et col., 1981).

~ et Okazaki (1979) ont mis au point lJle méthode pondérale pour mesurer

la biomasse d.J "koJI", cette méthode fait appel à l'hydrolyse d.J riz rèsld.Je1 par des

glucoamylases puis a la détermination d.J poids sec de myœllllll. ce procédé n'est

applicable qJ'avec des Slbstrats 100% amylacés

La majorité des auteurs dosent les protéines d.J chaflillgm soit par la méthode de

Lowry (1951), mals elle n'est conflable ~ sur des slbstrats ne contenant pas de

Ilgllnes, soit par la méthode de KJeldahl après précipitation des protéines à l'acide

tr 1ch 1oracét 1qJe. cette méthode qJ 1 est 1api us coural1l11ent citée présente 1es

Inconvénients d'être I~ et de plétre sensibilité. Enfin, lJle méthode

alternat 1ve ma 1s toute auss 1 lourde cons 1ste a doser 1es ac 1des am 1nés totaux aprés

hydrolyse acide (Penaloza et col, 1985;~ et col. 1985).
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On peut également suivre les acides nucléiques (principalement ARN) QUi constituent

lf1 boo Indicateur de l'état de la biomasse (-Arlma et ZlJ111 967; bacharya

mutt198O). Les résultats restent toutefois difficilement comparables entre eux
pu 1SQU8 1etaux d' ARN est f~t Ion non seu 1ement de 1a Quant 1té de biomasse ma 1s

aussi de la vitesse spécifique de croissance.

Parm 1 les métmdes d'ana lyse plus perfect lamées, WIss 1er et co 1. (1983)

rapportent l'emploi de la spectrométrie de masse. Cette tech1lque leur permet

d'effectuer un bilan N13/N14 sur différents échantillons preclpltés à l'acide
trlchloraœtlQJ8 et d'estimer ainsi l'incorporatloo de l'azote dans la biomasse.

Enfin de nontlreux auteurs préconisent l'utilisatloo de la gazomètrle QUI est la seule

méthode capab 1e de fourn 1r des dcrrIées en Il~ et de su 1vre 1es fermentat Ions. A

partir des mesures de C02 et d'02OO peut calculer avec une barre précision la

b lornasse présente dans 1e réacteur et son taux de cro 1ssance (~ et

[l<azakl, 1979; Ralrnbault, 1980; Garrlzalez et col., 1981; sato et

col., 1983; Hoa-Kim et co!., 1985).

111-7. crncluslon

cette revue consacrée à l'étu:le des caractér Ist 1(JJ8S et paramètres I~rtants de la

fS montre qu'II reste un certain nootre de points à élucider sur la ~yslologle de

crolssarce des ~I(1'OOS dans ces conditions, notalllllel"lt en ce QUI corcerr1El l'eau,

l'activité de l'eau et l'aération.

CooI1Ie nous avons pu le voir, la conceptloo des réacteurs est swnlse à des

contrai ntes et des prob 1émes QU'une me 1Il eure coma 1ssance des processus

~yslologlques pourrait arriver à al léger voire à résoudre. La fS accuse un énorme

retard teclmloglQJ8 sur les fermentations liquides et une arnélloratloo des réacteurs

et de l' Instmnentat 100 est fondamenta le pour son aven 1r .
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DEUXIEME PARTIE:

MATERIEL ET METHODES
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MATERIEL ET METHODES

1. MATERIEL BRUT

La farine de manioc (Manllllt esculenta) utilisée a été obterœ à partir dJ tLbercule
frais. Le processus de préparation a été le suivant: le tLbercule a été pelé,
deco4>é, gélatinisé à 12lrc à l'autoclave dJrant 15 nn puis refroidi à O'C lI'le ~It

pour favoriser la rétrogradatloo de l'amldoo. Les IlOrceaux de manioc oot ensuite été
séchés, IOOU1us et talllisés. La f ract 100 ~r 1se entre 20 et 50 mesh a été ut IIIsée
pour les cultures en 1111 lieu so 1Ide et les fines pwr préparer les III Il 1eux d'obtent 100
des spores. Cette farine cootenalt approximativement 80% d'amidon et 2% de protéines
poids sec.

Le support utilisé a été de la bagasse de canne à sucre gracieusement fournie par la
SUCrerie Emiliano Zapata de Zacatepec (ltbr.) au tËxlQJe. Les différentes fractloos de
la bagasse ont été séparées Irdlstrlel lament par cyclone et nous avens conservé la
partie enrichie en moelle, moins IlgJeUSEl et de capacité d'absorption Slt)érleure.
N:>rés tamisage, nouS avens, sauf spécification conserVé la fraction cœprlse entre 20
et 50 mesh. cette bagasse contenait à peu prés 10% de SlCres reslclJels lesquels
furent el 1III Inés à !m par lavage à l'eau.

11. CONSERVAT ION DES SCUHES ET œTENT ION DE SPOOES

La SOldle ut Illsée est lJ)El SOLK:he de Asperg 1Ilus nIger var. hemeberg 1 N" 10
Isolée et caracterlsée par Ralmbault (1980).

La SOldle a été replQJée tous les six mols sur lI'l milieu "malt-agar" et cooservée à
4·C.
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La composition du milieu uti 1isé pour l'obtention de spores est la suivante:

40g
4 g
2 g
1 g

15 g
qsp 1000 ml

farine de manioc
(tfi4)~04

KHi'04
Urée
Agar
Eau

La farine de manioc est gélatinisée en portant le mélange à ébullition durant 15 mn
puis après refroidissement, le ~ est ajusté à 5.6 avec de l'acide orthop'losphoriQUe
et le milieu est réparti en Erlenmeyers de 250 ml à raison de 25 ml chacun. Les
Erlens sont ensuite stérilisés à l'autoclave à 110'C durant 25 mn. Les mil ieux
refroidis jusqu'à une température de 4O'C sont Inoculés dans la masse avec 2 ml d'une
solution de spores obtenue par resuspenslon à partir des tubes de conservation.

Les Erlens inoculés sont incubés à 25'C durant 7 jours, temps après lequel on peut
observer une sporulatlon uniforme sur toute la surface du milieu. La récolte
s'effectue à l'aide d'un agitateur magnétique par resuspension des spores dans de
l'eau additionnée de 2 gouttes de Tween BO. La suspension ainsi obtenue est fi Itrée
sur de la gaze pour éliminer les particules de mi 1leu ou de mycélium puis diluée de
façon adéquate dans de l'eau avant de procéder au comptage sur une cel Iule de
NeLi:lauer.

III. METHODE DE CULTURE

La méthode de culture uti 1isée est celle préconisée par Raimbault et Alazard
(1980) adaptée aux particularités de notre étude.

Pour les cultures comportant du manioc et de la bagasse, la bagasse est hlInldlfiée
avec 50% de l'eau totale puis stérilisée à l'autoclave pendant 15 mn à 120'C pour
éviter toute contamination ultérieure par la microflore de la bagasse. Les sels sont
quant à eux dissous dans les 50% d'eau restants et aprés addition des spores, le pH
de la suspension est ajusté à 2.7. Une fols la bagasse refroidie, el le est mélangée
avec la farine de manioc puis inoculée avec les spores en suspension dans la solution
sai ine. La quantité d' inoculum est de 2 x 107 spores par g de farine de manioc.

En ce qui concerne les cultures sur suPport imprégné, la bagasse est humidifiée avec
50% de l'eau totale contenant le ou les substrats à l'état dissous (la concentration
de substrat de cette solution est donc double de la concentration finale) et le
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mélange est stéri 1isé à l'autoclave durant 15 mn à 120·C. Les sels sont dissous dans
les 50% d'eau restants et après addition des spores, le pH de la suspension est
ajusté à 2.7. La bagasse Imprégnée de la solution contenant le ou les substrats
dissous est ensuite refroidie puis Inoculée avec les spores en suspension dans la
solution sai ine, Sauf spécification, la quantité d' lnoculum est de 2 x 107 spores
par 9 de support (bagasse).

La composlt Ion du mi lieu sai in pour 100 9 de sWstrat est la suivante:

9.8 9
5.0 g
2.4 9

le matériel Inoculé est ensuite dispOSé dans des colomes de verre cyllndrI~ de 20
cm de hauteur et 2 cm de diamètre à ralsoo de 10 à 20 g par colome selon la densité
du matériel considéré. Les colames soot placées dans III bain thermostaté à 35'C et
cornectées à III systéme d'aération, laquelle est fixée à 0.4 1 d'air par heure pour 1
g de substrat sec.

IV. t.fTt-roES D'ANAlYSE

IV-l. Gazométr le

La consommation d'oxygène et la proclK:tlon de C02 durant les fermentatloos ont été
mesurées en continu par gazométrle. L'air effluent d'une colome contenant 30 9 de
matériel humide est séChé par passage au travers d'une colonne de condensation puis
d'l,Œ colcme de Slllcagelr montées en série. Un échantillon de l'air sec est ensuite
pompé à III débit précis Jusqu'à III analyseur d'02 de type paramagnetlque servomexr

comecté à III enregistreur Cole Parmerr . lt1 autre échantillon de l'air effluent séché
est pompée va 1LIllét ri quement et sa compas 1t Ion déterm 1née dans III ana 1yseur de C02
Infrarouge Beckmanr (Medical 002 Analyzer) lui aussi connecté à l'enregistreur (cf
f!g. 3: Schéma du dispositif)

Les deux analyseurs de. gaz Indiquent respectivement les var lat loos des pourcentages
d'026t de C02 dans le gaz effluent; lesquels sont ensuite transformés en vitesse de
consommat Ion (V02) ou de product Ion (VC02) en IIl.llt Ip liant par le déb 1t de l'a i r au
travers du réacteur.
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IV-2. Analyse des échanti 1Ions de fermentation

W-2.1. Poids sec

Le poids sec a été mesuré à poids constant aprés 24 h dans une étuve thermostatée
105·C.

IV-2.2. Protéines

- Dans les fermentations faisant appel au manioc seul, la biomasse a été estimée à
partir des protéines dosées par la méthode de Lowry (1951) sur des échantillons
di lués entre 250 et 500 fols, homogénéisés tout d'abord à l'Ultraturraxr puis au
Potterr . Le standard utilisé est l'albumine bovine (30 à 300 mgll).

-La présence de lignines dans la bagasse produisant des Interférences lors du dosage
des protéines par la méthode de Lowry, les protéines présentes dans les
échantillons provenant des fermentations contenant de la bagasse ont été dosées aprés
hydrolyse acide par mesure des acides aminés totaux. Le processus analytique est le
suivant:

- Les échantillons sont tout d'abord été séchés à 6O'C pendant 24 h puis broyés
et tamisés (40 mesh).

- 200 mg d'échantillon sont ensuite hydrolysés avec 6 ml de Hel 7 Nen ampoules
scellées à l'autoclave à 12O'C pendant 20 rnn. :

- Aprés refroidissement, on procéde à une neutralisation à la soude puis les
hydrolysats neutral isés sont centrifugés ou decantés.

- Le surnageant est ensuite di lué de façon adéquate pour la réaction
colorimétrlque avec la ninhydrlne (Snel l, 1956), le standard étant constitué par
une solution de caséine de concentration connue.

\V-2.3. SUCres

Pour tous les dosages de sucres, les échanti 1Ions sont di lues à raison d'un gramme
pour 25 ml d'eau puis homogénéisés avec un Ultraturraxr à 20,000 rpm pendant 1 mn.

- Pour 1e dosage de l'am idon réS 1due l,lm 1d' homogéné 1sat est hydro 1ysé en présence
de 5 ml d' Hel lN à 9Q'C durant 3 h. l'hydrolysat est ensuite neutral isé avec 5 ml de
soude 1 Net les sucres réducteurs résultants sont dosés aprés dilution par la
méthode de Mi 11er (1959) contre une solution standard de glucose.
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- Pour le dosage cl! saccharose, m échantillon de l'homogénéisat est centrifugé et 1
ml de surnageant est mis en contact avec 1 ml de solution d'invertase à température
ambiante pendant 1 h. Les sueres réducteurs sont dosés sur l'hydrolysat dilué par la
méthode de Mi 11er (1959).

- Pour le dosage cl! glucose, l'homogénélsat est centrifugé et le glucose est dosé
directement par la méthode de Mi 11er (1959) sur le surnageant convenablement
dilué.

\V-2.4. Ac Ides nue lé lques

l'échantIllon est dIlué (25 fols) puis homogénéisé à l'aide d'm Ultraturraxr , 5 ml
de l'homogénélsat sont alors centrifugés et le surnageant est el imlné. On procéde
ensuite à une extraction acide des acides nucléiQUeS en redlspersant le culot de la
centrifugation antérieure dans 5 ml d'acide perchlorique (HCI04) et en le mettant 25
mn à Incubation à 7O'C avec une agitation Intermitente. Après refroidissement, la
suspension est centrifugée et la concentration d'acides nucléiques (principalement
ARN) du surnageant est déterminée par lecture à 260 nm contre une solution standard
d'ARN de levure (Sigma Labs.).

IV-2.5. Glucoamylases

Le milieu de réaction est le suivant:

Solution d'amidon (15 gll) 2.5 ml
Tampon citrate pH 4.5, 0.1 M 2.0 ml
Solution enzymatl~ 0.5 ml

La réaction enzymatique se fait à 6O'C et l'on prélève 1 ml d'échantll Ion au
temps 0 (Immédiatement après avoir ajouté la solution à activité enzymatIque) et
au temps 15. La réaction est arr~etée dans le réactif de ONS et les sucres
réducteurs 1ibérés sont dosés par la méthOde de Miller (1959).

Une unité internationale (UI) d'activité glucoamylasique correspond à la
quantité d'enzyme qui 1Ibére une micromole de glucose par mn dans les conditions
données ci-dessus.
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IV-3. t.lesure de l'act Ivlté de l'eau (Aw)

Pour la mesure de l'activité de l'eau, nous avons utilisé un apparei 1 Novasinar
constitué d'un capteur modèle BS et d'un Instrument de mesure Humidat IC Il.
L'appareil a été étalomé dans une gamme d'tl.Jmldltés relatives (HR) de 0.750 à
1.000 avec des sels saturés d'Aw cOrnJeS. Les mesures sont faites à 3(l'C avec un
temps de stabilisation de l'Instrument de 3 h, et la précision donnée par le
fabricant est de 1% d'HR.

Expérimentalement, de 3 à 4 g d'échantillon sont si besoin découpés et
introduits dans des coupe 1les fournies avec l'appareil. Pour les échantillons de
fermentation, et afin que le produit n'évolue pas pendant les 3 h de la mesure,
les échant Ilions sont exposés durant 10 mn à un rayonnement UV de Z54 nm de
longueur d'onde et 300 W de puissance, la coupe 1le étant placée à 11 cm de la
source lumineuse.

IV-4. Mlcrocalorlmétrle

Pour ces études nous avons pu disposer d'un mlcrocalorlmétre dlfferentlel LKBr
appelé Thermal Actlvity Monitor (TAM) comportant 4 canaux tous doublés d'une
réference. ce microcalorlmètre mesure l'énergie de refroidissement que doit
apporter le systéme pour maintenir la température constante. Son seuil de
détection est de O.Z mlcroWatts soit moins de 10-B·C avec une précision
sl()érieure à 5%.

Pour les expériences de croissance, le matériel sol Ide est placé dans des
flacons de 3 ml ensuite stérilisés puis Inoculés avec une suspension de spores
contenant 1es se 1s et éventue Il ement 1e glucose. Olaque expér 1ence comporte un
flacon témoin uniquement additionné de la solution nutritive sans les spores. Un
courant d'oXYgéne est ensuite passé dans le flacon durant 1 mn pour en saturer
l'atmosphère puis le flacon est scel lé hérmétlquement avant dAetre placé dans
le microcalorimétre.
Toutes les expériences ont eu lieu à 37'C, en double et les thermogrammes
étaient enregistrés en continu.

VI ESTIMATION DE LA CROISSANCE A PARTIR DES VITESSES DE CONSOt.t.lATION
D'OXYGENE

La biomasse peut être calculée à partir des vitesses de consommation d'OZ' On
salt que la vitesse de consommation d'OZ (rOZ) est proportionnel le à la vitesse
de formation de biomasse (rX):
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(1)

où Y02 représente le rendement de biomasse par
rapport à l'oxygène (g de blomasse/g' d'02)
mD2 est 1e cœff 1cl ent de ma 1ntenance pour l'02

L'Intégration de l'éQuation (1) de °à t donne:

Plusieurs méthodes d'Intégration sont décrites dans la Iitterature (-Carrlzales et

col., 1980; Hoa-Kim et col., 1985) et nous avons choisi la métrooe précoolsée par

Sato et col. (1983) pour estimer la croissance de levures sur SlQXlrt solide.

SI l'on consldére III Intervalle de mesure T de 1 h, l'~tlon est résolue avec lll9

berne approximation en posant:

r02 dt • T/2 (r02 °+ 2( r02 1+r02 ~ ...+r02
t-1) tr02 t) (3)

et Xdt =T/2 «Xo + 2(X1+X~" .+Xt-1)+Xt) (4)

l'équation (2) devient donc:

Xt = Y02 x (1/2( r02 0+r02 t)+ r02 1) + (5)
(1-a/2)Xc-a XI /(1+a/2)

où a = Y02 x mG2

Les valeurs de Y02 et mG2 ~ roos avons utilisées sont celles calculées par
Ralrrbault (1900) pour la souche deA. nlgeret qui sont respectivement de 1.55 9 Xlg

02 et .007 g 02/g XIh.

Pour estimer Xc, nous avons considéré les spores conune des cyllrdres de 3 microns de

dlamétre et 2 microns de long.JeUr (Aufeuvre et Ralrrbault, 1981). sachant ~ la

densité d de la spore se situe entre 1.0 et 1.1 (Hal'li<er et Madelin, 1976) on

peut calculer le poids d'me sPOre. En ce QUi concerne le contenJ d'eau des spores,

les chiffres cités dans la 1Itterature varient de 10 à 50% suivant la méthode
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d'obtention prise en compte. Ayant produit les spores sur un mil leu sol ide (cf.
matériel et méthodes Il.), nous avons considéré l'humidité comme négligeable.

La quantité d' lnoculum 1 par gramme de substrat la plus couramment utilisée dans
cette étude est de 2 x 107 spores ce qui représente une biomasse de:

Xo = r21 x d x 1 = 0.0006 g/g de stbstrat poids sec

Cette valeur est du mAeme ordre de grandeur qJe celles de 0.0012 et 0.00)5 rapportées
respectivement par Ralmbault (1980) et Sato et col. (1983).

Sur la base de cette équation. un programme Basic d'Intégration des vitesses de

I:onsommation d'02 a été mis au point sur Apple 1le, programme qui permet le calcul de

X, rX et . Tous les résultats sont exprimés par colome soit II 9 de matériel tunlde

Init la 1.

.- ..
o •
•. .

: : coton
- - ~::::::;c~a:.:.rd~~

humidificateurs
de l'a ir

air ~c

SI icagel

FI~re 3: DisposItif utilisé pour l'analysa des gaz effluents des colcmes de fermentation
sol ide.

42





TROISIEME PARTIE:

RESULTATS

44



RESULTATS

1. ETUDE DE L'EAU DANS LA CULTURE DE A.NIGER SUR AMIDON DE MANIOC

1-1. Sorptlon de l'eau sur la farine de manioc

Nous avons déterminé la partie de l'Isotherme de sorptlon de l'eau sur la farine de
manioc dans la zone d'hlInldlté concernée par la fS, cette partie correspondant à des
quantités d'eau de .1 à 1 g/g de farine sèche. L'Isotherme représentant IV (g d'eaulg
de po 1ds sec)
en fonction de Aw est porté sur la fig. 4..

Pour pouvoir le manoeuvrer plus facilement, l'Isotherme peut être linéarisé de la
façon suivante (fig. 5):

•Aw = Kl (IV ) + K2 (6)

•où IV est le contenu de solide par g d'eau = llW
Kl et K2 sont des constantes dont les valeurs dans ce cas

sont respectivement -.0237/ (g de sol Ides/ 9 d'eau) et 1.0058.

Uti 1iser le terme w· revient à uti 1iser la molal ité du produit qui est la forme la
plus employée dans les calculs de Aw (Ross, 1975).

45



lOO

Q75

0~~~~~---.----._---._-1

075 Q80 085 Q90 QSl5 \/JO
A.

f IlJJre 4: 1sotherll9 de sorpt 1al de l'eau
sur la far Ina de aanloc.
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f l{We 5: Isotherll9 de sorpt lal de l'eau sur
la farina de aanloc linéarisé d'après l'ècJJatlal (1).

Comme on peut 1e va 1r. poor lJ)8 t'un Id ité de 50 ï l' act Iv Ité de l'eau dans la far Ine

de manioc est proche de 1.00 (.988). Mals Il faut aussi prendre en ~te l'autre

coostltuantessentlel cil III Il leu de culture: le Illélangesalln, Nous avons d<œ

détermlré l'Isotherme de sorptloo de ce IIlélange (cf. ~Itloo dans le chapitre

Matériel et Wéthodes).

Cet Isotherme 1iréar lsé par l 'éQuat ion (6) est représenté sur la Figure 6. La pente

de cet Isotherme est plus de 10 fa Is ~r leure à la pente de L'Isotherme de la

farine et on peut doœ penser qJEl la solutloo saline aura lIlEl Influence prépoodérante

sur l' Aw cil Slbstrat.
lOQ

ll.·.262
Corr. .9969

•
•

0.65
'--~---y-~~-~----'o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 Q7 ua

W·I. SQU. H,o'

filJJre 6: R9Ilrésentatial linéariSée d'après
"ècJJatlal (1) de "Aw en fcnctlon de la
concentration du mélange salin en solutlal (1'/ a).
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ndesdede l'eau

(7)

Pour estimer l'Awd'lJ'l mélange (Awf) l'~atloola plus utilisée est l'éQJatlon de

Ro~s (1975): ,,-
'v

AWf = (AW 1) (Aw2) (~~),,! .. (A~n)
i' .

où ' '? "(Awn) 'représente l 'act 1v1té

constituants du mélaAge.

cétte éCJ.Iatlon ~a: été adoptée Dâr Naraharaet col. (1982) poor expllQJ9r

1;évo 1ut Ion Qè l' Aw ciJ mIIIeu au cours de 1a fe~mentat 100 du "kaJJ" .

Alns~ si 'nous -appllQJOnS ,cette, éq.Jatioo avec Les val8lJrs d:Aw des OO"lStltuants

cal~:Ié,eS à', pa;tlr deS ISothermes linéarisés. rnJs obtrendr'6ns DdJr' 'Ie Slbstrat

ln It lal (85 %.,de, far Ina..t 15 ;%: de. se,lll PS) tunktlflé ;à· fil %tne,'Awf&' (.982). (.957)
sOit '.940. Or'; lia vaieur ~xPét1iinentale mesurée est de .937. '. .... ,,'

~&premjère conclusloo i~rtantec'és(' dOOc .ciie. poorles tUnldltés courafl1llEll'lt

pra{I~, l'Aw Initiale du mll'I:EiU de fermentatloo est basse et essentiellement
d~ar;te de la:(JJantlt~ dè :SeIS.; : :~', ' : ,.

l ' .~: . ~~~ . •. '. • .• , l' .' . :.; :',,':" f',

1-2. Cro Issance de Asperg lilus nIger sur am l<b'l de man lac .;.:'.- .. , .>,

1-2.1. Clnét 1que de.cro Issance

Sur, la } 1~r~ ? nçus, ~ons obs~rve~ '1 a.c loot 1~ de, cro isSaiîce" de cOOsoarilat IOn de
sUcres et de' p~~tion d;amYI~(UeoSldases dé'A.nlger sur ainldOn>dé~loc. Ces

rèsultats sont comparables àceux décrits par Ra Imbault et Alazard (1900)',' à'
savoir un enrichissement protèl(J.le de l'ordre de 10% Poids sec Initiai (PSI) soit

0.25 9 de mycéllumlg de PSI, après 25 h d' IriClbat.lon. La consomrnatloo de sucres est

de fil% PS 1 et le rendement de transfor~at ion dês sucres en biomasse est proche de

0.5. La clnétl(J.le légèrement plus rapide' peut être attribuée à la quai Ité

différente de la farine de IIIilnloc.

Sur la FlgJre 8 sont repr~tées les clnétl(J.les de vitesse de productloo de C02

(VC02) , de consommation d'02(V02) et le coefficient respiratoire (Qr) ~tlent de

ces deux vitesses. ()') peut vérifier 'QJe le Qr reste voisin de 1.0 ciJrant toute la

phase exponent le Ile de cro Issance P?Jr çllm I~r l;lflSU Ite.
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fl~e 8: Evolution des vitesses de calSœlatlon
de CO:! (è. ), d'a, (. ) et cil (JIlt lent
respiratoire, CIl \0 ) ciJrant la culture de
~ sur lili/cm de lian/oc.
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L'évolution deS acideS nucléiques (Figure 9) est durant la phase exPonentiel le
serrblable a la cinétique de VC02 ou V02 et si l'on peut observer m décalage de 2 a3
h entre le temps d'activité respiratoire maximum et le temps où l'on atteint la
b1amasse maximum mesurée par les proté Ines (F Ig. 7), ce déca 1age ne se remarque pas
si l'on consldére le t~s du maximum d'acides nucléiques. La mesure de cette
dernlére variable est donc Importante car el le donne une meilleure Indication sur
l'état ~yslologlque du ~I\1lOO lors de la croissance.

8

VI
a..
0>....
0>4

~
Z
«

:1

Five 9: Evolutloo des acides ru:lèlq..es (0)
et dl pH (. ) àJrant la culture de~
sur amidon de lanlœ.

10

Tlhl

Le profil de pH (Fig. 9) montre me légère alcal Inlsatlon durant les premières heures
de la croissance, attribuable a l'hydrolyse de l'urée et la libération d'Ions NH4+,
puis lI18 acidification importante qui correspond il la phase de croissance
exPQnentlel le et à la prodUction de CO?
La concentration de protéines du produit après 25 h mesurée par la méthode des acides
aminés totaux a fourni une valeur de 17.7 % PSI contre 12.0 %lors du dosage par la
méthode de Lowry (1951). L'écart est Important ma Is pas Invra lsemb lab le si l'on
consldére l'énorme variabilité des mesures de biomasse en fermentation sol Ide. Ainsi
Ralmbault (1980) rapporte un écart de prés de 50 %entre les résultats obtenus
sur un échantillon dosé par la méthode de l'azote protéique de KJeldahl et par la
méthode de Lowry (1951).

1-2.2. Evolut Ion de l'eau et de l'act Ivlté de l'eau durant la
croissance.
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• Quantité d'eau

D'aprés Ralmbault (1980), au cours de la fermentation, la quantité d'eau totale
(HZOT) à l'Instant t peut ~etre estimée par l'équation suivante:

HilT ,. Hill + HilRE - HilH + Hils (8)

où Hill =quantité d'eau Initiale.
HilRE = quantité d'eau formée par respiration.
HilH '" QJantlté d'eau COOSOllIllée pour hydrolyser l'amidon.
H20s =quantité d'eau sorbée.

CollIne on peut le constater sur la Flg.l0 la teneur d'eau ôJ prcxiJlt déterminée
expér lmenta lement augnente légèrement au cours de la fermentat Ion passant de 1.00 à

1.12 9 / 9 de milieu Initiai après 30 h. Il faut Insister sur le fait que,
contrairement à ce qui est reporté avec d'autres réacteurs (Narahara et col.,
1982) notre systéme de culture n'entralne pas de perte d'eau au cours ôJ t~ mals
au contraire une légére sorption.

SI nous nous Intéressons à l'eau réslclielle (HilR), celle-cI peut être calculée en
connaissant l'eaU totale et l'eau consommée (Hile):

HilR = HZOT - Hile
Toujours d'après RalnDault (1980), l'eau COIlSOOIllée (Hile) peut être damée par

Hile" 0.1 sti + 3 X (9)

où sti est 1a QJant 1té de sœres hydro 1ysés à l' 1nstant t
Xest la biomasse
3 est l'Inverse ôJ coefficient stoechiométrique de
croissance par rapport à l'eau (0.33 9 Xlg Hil)

L'eau consommée et l'eau rés 1ôJe Il e sont portées sur 1a Fig. 10 et l'on peut vo 1r Que

cette dernière diminue jusqu'à atteindre 0.15 g/g de poids sec. Ainsi, Il ne devrait
pas théoriquement y avoir de 1Imitation en eau puisqu' I! en existe encore à la fin de
la fermentation. On peut néanmoins se demander si cette eau réslôJel le est disponible
pour le champignon. Nous avons pour cela essayé de prédire l'évolution de l'Aw durant
la croissance.
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.. Act Ivlté de l'eau

A partir des cXmées de COOSOII1lIatllXl d'02, Il est possible en s'aidant des

coefficients stoechiométriques de la réactllXl (Ra Imbault, 1980), d'estimer la

blOOlasse à l'Instant t et, par là l'eau consommée (Hile). Nous connaissons par

l'expérlerœ les ~tltés d'amldoo. et d'eau réslwelle et en considérant que la
vitesse de COOSOII1lIat IlXl des sels est éga le à ce Ile des sucres. lXl peut étab Il r un

bilan de chactn des constituants (Tableau 2.) . A partir des Isothermes linéarisés on

coma 1t l' Aw de chactn des const 1tuants que l '1Xl rElllllI ace ensu 1te dans l' éQUat IlXl de

Ross (7). ()) peut de cette man lére ca leu 1er l'Aw OJ slbstrat rémanent au cours du

tenps (Tableau 2). cette Aw calculée est portée sur la Figure 11 et l'IXl volt qu'elle

baisse régulièrement pendant la croissance, passant en dessous de .910 après 20 h et
atteignant .840 à 30 h.
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D'aprés Pitt et Hocking (1977), la vitesse de croissance de A. flavus et

A. ochraceus subit lJ'le forte diminution QUand l'Aw est Inferieure à .~. On peut

donc être tenté d'expllQ.X:!r le ralentissement .et la fin de la J:hase de croissance

par lJ'le diminution de la dispoolbillté de l'eau. catte hypothèse sera étayée par les

résultats obtenJS li) peu plus loin.

Tableau 2: Paramétres de la culture de ~

sur farine de manioc avec une humidité Initiale de 50 %

: HzO T : HzO C : HzO R: Aw: Aw s2 :
SliJ. : rée Ile:

:Temps :Farlne: Sels: X
: (h)

• • • • • • •• •

0 ° 0 • 0 0 • • • • •. . . . . . . . . . .
a .850 : .150 : .001 : UXXl : O.CKXl : l.CKXl : 0.944 : 0.937: - :

10.0 : .813 : .145 : .022 : 1.020 : 0.078 : 0.942 : 0.942: -' - .
12.5 : .773 : .138 : .044 : 1.008 : 0.164 : 0.844 : 0.939 : 0.959 :- 2.8:
15.0 : .708 : .129 : .080 : 1.009 : 0.290 : 0.719 : 0.933 : 0.970 :- 3.4:
17.5 : .616 : .115 : .131 : 1.043 : 0.469 : 0.574 : 0.926 : 0.981 :- 4.2:

: 20.0 : .516 : .100 : 187 : 1.081 : 0.665 : 0.416 : 0.912 : 0.995 :-11.5:
: 22.5 : .431 : .087 : .234 : 1.128 : 0.831 : 0.297 : 0.894 : 1.CKXl :-
: 25.0 : .373 : .078 : .266 : 1.121 : 0.941 : 0.180 : 0.845: -'-
; 30.0 : .323 ; .071 : .268 : 1.122 ; 0.968 : 0.152 : 0.838 : 1.CKXl :-

. . . . . . . . .. . . . . . . . .---- --- ------ ----------
Tous les résu 1tats sont expr lmés en g/g de po Ids sec ln It la 1.
• Valeurs calculées
** s2 est exprimé en HR/ (g de mycéllumlg d'eau)
X: Biomasse ; HzO r: Eau tota 1e ; HzO c: Eau COOSOIIII1ée; HzO R: Eau rés 1c1Je Il e

SI l'on détermine l'Aw du produit en cours de fermentation, 00 va, contrairement à ce Q<ll est

reporté par ailleurs (Narahara et col.,l982), observer lJ'le augmentation pendant la J:tlase de

croissance (Figure 11). Cette évolution pouvait être prévisible dans la mesure oü l'Aw

apparente est 1a résu 1tante de deux phénomènes: l' li) étant l 'augmentat ion de l'eau de

constitution du mycélium et l'autre l'appauvrissement de l'amidon en eau résiduel le (HZOR). Or,

1e mycé 1ium est const 1tué de 80% d'eau et son Aw est éga 1e à 1.000.
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f IgJre 11: Evolutloo de l'Ali cil Slbstrat calculée
(.) et de l'AIl lllSIJrée elCllér Illl1lta 1eœnt (.)
lors de la crolssarœ de~ sur ul<m
de lIaI\ 1oc .

Poor JIIOdèllser l'évolut lm de "Aw apparente c1J proc1Jlt c1Jrant la fermentat Ion dans

sm entier, la formule de Ross (7) n'est pas uti 1isable. En effet, cette éQUatlm

consldére:

- qJe 1es différents const 1tuants c1J mé 1ange sont représentéS dans des q.Jant 1tés c1J

même ordre de grandeur.

- QUe toote l' eau est éga 1emant dl $pOl) 1b1e pour chacun des cmst 1tuants,

L'a~llqJer au cas de la fS est 00re délicat pUlsqJ9 d'lJ)S part, c1Jrant les 15

premières heUres de la fermentatlm la quantité de mycèl lum est petite devant cel le

l'amidon et d'autre part l'eau attachée au mycélium n'est pas disponible pour les

autres const 1tuants 1Ross, 1915).
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L'autre é<JJatlon largement utilisée poor le calcul des Aw des al iments à humidité

Intermédiaire est l'éQJatlon de alwln et lawson (1959):

alslml + a2S~2 + ...anSnffin
AWf =----------

slml + s~2 + ...snflln

(10)

où éln est l' Aw de chaClll des const 1tuants w mé 1ange
Sn est la pente de l'Isotherme de sorpt Ion pour l'Aw

cons 1dérée
l1In est \a masse de po \ds sec de chaCll'l des const \tuants

Dans 1e cas QU 1 nous occwe, nous pouvons cons 1dérer deux const; tuants qu 1 sont 1e
milleuet lemycélllJll. Ainsi, ml et m2 représentent respectivement le substrat
(amidon + sels) et la biomasse exprimés en glg de poids sec à l'Instant t.

a2 représente l'act 1v1té de l'eau w mycé 1IlB ~ l'on cons 1dére constante pendant
toute la fermentation et égale à UXXl. al est l'activité de l'eau dans l'amidon
résiduel. El le peut être déterminée, en connaissant la quantité d'eau résiduel le,
1a masse de sl.bstrat et en 1es refl1) 1acant dans 1'équat Ion Il néar 1sée représentant
l'Isotherme de sorptlon.

cette éQJat Ion 1ntrow 1t 1e terme Sn QU 1 tient compte de 1a force de rétent Ion d'eau
de chaClf'l des constituants dans la partie de l'Isotherme considérée. Pour le milieu,
sl peut ~tre estimé par la pente de l'Isotherme linéarisé de l'eau dans le mélange
sai ln, ce dernier étant le constituant ayant la plus forte Influence sur l'Aw. Pour
le champignon, Il est dlfflcl le d'établ Ir un Isotherme de sorptlon de l'eau dans le
mycélllB et donc de connaltre s2'

SI l'on appll~ l'équation (10) à l'évolution de l'Aw w prodJlt mesurée
expérimentalement, Il est possible comalssant tous les autres termes de déduire s2'
Nous avons rapporté sur le tableau les valeurs de s2 calculées pour différents temps
d'Incubation. Comme on peut le voir sur le tableau 2, cette valeur augmente avec le
temps tendant vers l'Infini en fin de fermentation.
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En fa 1t, le coeff Ic lent sn sI~ 1f icat 1f norma lament de la force de lia Ism de l'eau à
lI) corps prend Ic 1 en CQllPte lI) phénomène d'm autre ordre (J.II est le rode de
colonisation c1J sLbstrat par le charrpl~. coone cela a été montré en microscopie
électronique de balayage, (Aufeuvre et Ralmbault, 1981) le charrpl~ entoure
Il ttéra 1ement 1e gra 1n d'am 1don. et l 'Aw a~rente mesurée est dooc ce Il e c1J
~ 1~ éga 1e à UXXl. Le coeff 1c1ent s2 est dooc dans ce cas ml (J.IellIeI'lt
représentat If c1J taux de recouvrement c1J Slilstrat par le I}'CéIILD.

1-2.3. Ct:œluslon

Grace à l 'élaborat Ion d'li) bilan de l'eau au coors de la fS c1J IIIaIlloc et à lll9

estimation théorique de l'Aw c1J slbstrat rés 1c1Je 1 par l'éQJatloo de Ross (1975),
nous avoos pU voir Que s'II existait toujours de l'eau dans le ./1 leu aprés 25 h de
culture, l'Aw c1J slbstrat serait alors Inférieure à 0.900 et Que par conséQUent cette
eau réslc1Jelle serait peu disponible pour le Rlétabollsme c1J Ilcroorganisme.
Pendant la croissance, le rode de colonisation c1J slbstrat et sa slbstltutloo par c1J
mycé Ilun font Que l' Aw mesurée au coors c1J t~ al.Vftllnte pour dem1régal e à ce Ile
c1J mycéllun (1.ŒXl) en fin de culture.

Afin de vérifier la Justesse des hypothèses forlllJlées dans ce chapitre cooœmant
l'Importance de l'eau dans la fS, Il était ~Ire de pouvoir travailler avec des
QUantités d'eau Initiales plus Importantes sans 'pour autant changer la méthode de
culture.

1-3. Croissance de A. nlger sur amidon de IIIaIlloc et fibres de bagasse.

1-3.1. IntroduCtion

lors de la réhJnectatlon de la farine, si l'tunldlté dépasse fi) à 55% (PIP), l'amidon
de manioc commence à devenir pateux '.S (J.II le rend difficilement manlpUlable en fS.
Afin d'étudier l'Influence de l'activité de l'eau, deux alternatives smt possibles:
on peut
- dlm IrlJer la QUant Ité de se 1s par 9 de Slbstrat ou charYJer la corrpos It 100 W
mélange salin (les Ions sulfate par eXElq)le oot me activité Ionique élevée et
modifient considérablement l'Aw) mals Il faut prendre garde à cooserver m C/N
constant.
- augmenter l'tunldlté Initiale tout en conservant lllEl texture c1J slbstrat
satisfaisante.
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Nous avons donc repris l'Idée de sato et col. (1983) ~I précoolsalent l'eq:llol
d'un slWQrt à forte capacité de rétentloo d'eau, Jouant LJ1 rOle de réservoir de
1 1~ 1de pour 1e déve loppement d.J ml croorgan 1Sll\8, cet auteur ut IIIsa 1t LJ1 proâJ 1t
Iignocellulosique Intermédiaire de l' lnd.Jstrle papetière: la pulpe de bols. Le manioc
étant une culture tropicale, Il nous paraissait plus Intéressant de travailler avec
la bagasse de carYlEl à sucre, ~i est LJ1 déchet 1i(J1OC8lluloslque lrd.Jstrlel
disponible en abondance dans les pays chaLXls et tunldes, et ~I a le mér Ite
sLWlémentalre d'avoir déJa été etudié pour la prO<1.ctloo de cellulases par
T.harz ianun en FS (Roussas, 1985) . La bagasse ut III sée a été broyée et
tamisée (cf. "latérlel et ~thodes) de façon à ootenlr Lne taille de particule
éQUivalente à celle d.J manioc.

Dans LJ1 prem 1er teq)S nous avons mesuré pour Lne HI constante, l'effet de 1a
proportion de fibres sur la croissance puis ayant choisi les proportions d.J mélange,
nous avons mesuré l'effet de l'HI sur 1a cro 1ssance.

1-3.2. Sorpt Ion de l'eau par la bagasse

Nous avons tout d'abord mesuré l'Isotherme de sorpt Ion de l'eau dans la bagasse;
celui-cI linéarisé par l'éQUation (6) est représenté sur la Fll1Jre 12 et le calcul
nous donne Lne pente de -.0234/ (g de sol ides/ g d'eau) Identique à celle observée
pour la farine de manioc (-.0237/ (g de sol ldes/ g d'eau». La bagasse peut
néanmoins accepter beaucOlP plus d'eau que l 'amldoo sans provOQJer de drainages, la
1imite pour notre matériau se situant à 4 g d'eau! g de bagasse.

0.9C

0.85
0~-~---2--'--J--~4~

W' gSol./gH20

Flg.Jre 12: Isotherme de sorptlcn de l'eau sur
la bagasse de came Ilnéar lsé d'après l'~tlcn (1).
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Nous avons ensuite pratl~ des essais préliminaires pour mesurer les capacités de

rétentloo d'eau de différents mélanges farlnelbagasse. Nous avons pour cela mélangé
au Illxer la bagasse prétraltée (cf. Matériel et t.létrooes) avec la farine de manioc
~Is ajouté différentes ~tltés d'eau. n>rés 5 lIrl de repos, l'exlsteœe de
goottelettes à la surface c1J récipient nous Indl(J..lalt des phénomènes de drainage.
Nous avons ainsi fixé les limites S\.4)érleures d'tulIldlté tolérables par les
différents mélanges, elles soot de: 63'.X pour 10% de fibres, 70% pour 20%,73"1. pour
:m, 75% pour 40% et 76% pour 50%.

1-3.3. Inf luerœ de la proport 100 de fibres

Cinq fermentations oot été pratiquées avec un pourcentage de fibres allant de la à
50% (PIP) et lO3 tulldlté coostante de 62% (PIP), les sels étant ajoutés en fonct 100
de la ~tlté de Slbstrat dans le milieu. Les résUltats flgJrent sur le tableau 1 où
l '00 peut roserver ~ log 1QJElIllEll'\t 1a QJant 1té de proté 1nes et 1a perte de po 1ds sec
diminuent lors~ la concentratloo Initiale de fibres augmente. Les Rx calculés soot
Inférieurs à celui ooteru sur l'amidon seul (0.71 9 Xlg $) IlIals 00 peut néaNnolns
ooserver dans tous 1es cas des taux de convers 100 ~r1eurs à 70%, élevés s1 00 1es
~re avec le chiffre de 58% ooteru lors de la culture sur amidon unlqJelllef1t.

Tableay 3: Par~tres des cultures de A.nlger sur des milieux mixtes
comportant dlff'rentes proportions de fibres.

:Flbres IPerte de Poids: Blanas3C ConsalIllat Ion Rx Ts*
1 sec 1 de substrat

:(fsPSI>1 (fsPSI> :(gXlgPSI>: (gS/gPSI> :(gXlgS): (fi)

:-------:--------------:------------:--------------:---------:-----:
10 23.4 .375 .575: .652 :73.9:

:-------:--------------1------------1--------------:---------:-----:
: 20 22.0 .300 .551 .544 :78.5:
z-------:--------------:------------:--------------:---------:-----:
: 30 16.9 .238 .444 .536 :71.2:
:-------:--------------1------------:--------------:---------:-----:
: 40 15.2 .249 .384 .640 :70.7:
:-------1--------------:------------:--------------:---------:-----:

50 11.2 .235 .401 .585 187.2:

* Ts repr~3Cnte le taux de conversion du substrat
(SUbstrat consommé/Substrat Initiai)
PSI: Poids sec Initiai; XI Biomasse; S: Substrat (amidon)
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Pour les études suivantes, nous avons choisi d'utiliser une proportion de bagasse de
20% "-II permet de manoeuvrer LJ'le gamme d' hum id 1tés 1mportante aIl ant jusqu'a 70% sans
perdre trop de substrat.

En ce "-II concerne la production de glucoamylases (Tableau 4), l'introduction de
fibres semble avoir Indépendamment de l'humidité un effet favorable. SI l'on
consldére le rendement d'enzyme par gramme d'amidon, l'optlnun se situe autour de 30%
de bagasse.

Tableau 4: ProdUction de glucoamylases
avec différentes proportions de fibres

Fibres
(% PS 1)

Activité
(Ul/g PSI)

Activité spec.
(UII 9 de manioc)

:-------:--- ._--------_.. .
10 388.5 431.7

:--------:---------------:----------------:
20 369.3 461.6

:-----------:--------------:----------------------:
30 354.9 507.0

:---------:---------------:--------------------:
40 287.8 479.7

-----:-----------:--------------

50 129.5 259.0

PSI: Poids sec Initiai
1-3.4. Influence de la teneur d'eau

• Croissance

Une fols fixée la proportion de fibres a 20% PSI, nous avons effectué cinq
fermentatIons avec des humidités Initiales de 42, 48, 55, 65 et 70% (PIP).

SUr 1a Figure 13 nous avons porté 1es Aw mesurées au temps 0 ma 1s auss i 1es Aw
calculées à partir de l'éQUation (7). La borne adéQJa,tlon des d()l"()ées exPérimentales
et calculées montre que le modèle de Ross (1975) est satisfaisant pour prédire
l'Aw initiale d'un milieu complexe de fermentation sol Ide.
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fll1Jre 13: Mill fa1ctlm de l'tUlldlté âJ liiieu Initiai
cootenant 001 de farine dellallioc et m de fibres de
bagasse: points 9lCIlèrlmentaux (6), coorbe calculée
par l'~tlcn (2) f-+.
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Fll1Jre 14: C1nèt 1lJJ9S de vitesse de CCrlSOlIIIIat 1m
d'02 abteCUlS lors de la crolssarœ de A.. n~
sur amldcn de manioc et bagasse (80/20~
poor différents cooterus d'tulldlté Initiaux.

59



SUr la Figure 14 sont représentées les cinétiques de vitesses de consommation d'02
pour les différentes humidités concernées. On peut observer Que la Quantité d'eau et
l'Aw du milieu affectent de maniéro drastique l'allure des courbes Qe croissance. Si
l'on intégre les courbes de V02 on peut calculer le moyen (cf. matériel et
Méthodes) qui a été porté contre l'Aw initiale du milieu (Figure 15), on voit Que
celui-ci augmente Jusqu'à une Aw de 0.98. Le temps de germination (Fig. 15) est lui
aussi affecté JXJISQU' Il dlmlooe de 4 h entre 0.94 et 0.98. En conséquence, la durée
de la culture calculée à partir des V02 est raccourcie d'à peu prés 8 h entre 42 et
70% d'HI (cf. Tab. 5)

La dlsponibi lité de l'eau est donc un critère important pour exP 1 IQuer la vitesse de
croissance de A. nlger sur slbstrat solide. L'eau est le mOOlllsateur des
réactifs de la croissance et lJ)8 augmentation de la disponibilité de l'eau augmente
1es vi tasses de diffus Ion des amy 1ases vers l'am 1don et au produit d' hydro 1yse, 1e
glucose vers le microorganisme. De même, lJ)8 fols atteinte la phase stationnaire de
développement, la chute de l'activité respiratoire (Fig 14) est d'autant pius
prononcée que l'H1 est plus élevée. Gee 1 1nd iQU8 QUe 1es phénoménes de 1yse sont eux
aussi beal..lCOl(l plus rapides lorSQJe la diffusion est facll itée.

Outre un effet marqué sur la cinétique de croissance, une augmentation de la quantité
d'eau Initiale améliore de façon Importante le taux d'utilisation du substrat (Ts) et
la quantité de biomasse produite par g de matériel sec est supérieure (Tab. 5), les
Rx restant semblables à ceux observés pour le manioc seul ou dans le paragraphe
précédent.

ces derniers résultats vérifient l'hypothèse de aimbault (1980) selon laque 1le la
croissance de~ sur amidon de manioc en FS est 1imitée stoechiométr IQJeI1lent
par l'eau disponible. Nous touchons là au premier rOle de l'eau dans les FS QUI est
celui de réactif Intervenant dans les réactions biochimiques et la constitution du
mycélium. On peut voir sur le Tableau 5 QU'au delà de 65% Il ya peu de variation
dans la biomasse finale obtenue et l'on peut penser Que l'eau n'est plus 1imitante en
tant que réactif pour de tels contOOJs d'eau initiaux.

On peut constater sur le Tableau 6 Que dans la fermentation contenant 65% d'HI,
Aw de la farine calculée à partir des humidités mesurées exPérimentalement ne
diminue pas et même augmente légèrement du fait de la consommation de sels et de
bstrat. Alnsl,l'eau préSente dans le mi 1leu garde une bonne dlsponlbi lité pendant
toute la durée de la fermentation. Ceci fournit une exP 1Icatlon supplémentaire aux
rofl Is cinétiques différents et à l'utilisation plus poussée du substrat.
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Tableau 6: Paramétres de la termentatloo comportant 20l de bagasse, 801 de manioc et
une humidité Initiale de 65%.

:Te~s:Amldm: Sels: X : Hil T : H:zO C : Hil R: Aw
:mlileu:

. * * * * * .
:--:---:--:--:--:--:--:--:

o : .680 : .120 : .cXl1 : 2.250 : O.ID) : 2.250 : .981 :
7 : .675 : .120 : .004 : 2.349 : 0.020 : 2.329 : .982 :
9 : .657 : .116 : .014 : 2.447 : 0.058 : 2.389 : .983 :

11 : .008 : .107 : .041 : 2.512 : 0.154 : 2.358 : .985 :
13 : .513 : .091 : .094 : 2.552 : 0.310 : 2.242 : .987 :
15 : .351 : .062 : .184 : 2.415 : 0.646 : 1.769 : .989 :
17 : .214 : .038 : .200 : 2.220 : 0.008 : 1.312 : .991
19 : .122 : .022 : .200 : 2.230 : 0.912 : 1.308: -
21 : .049 : .010 : .200 : 2.235 : 0.915 : 1.305: -

. . . . . . .. . . . . . .-- ------ --- --- -----

Bien ~ le taux de conversloo des sucres soit SLPérleur pour des HI élevées, Il
reste toutefo Is III peu plus de 20 % (PS 1) d'am Idm rés lci.te l, ce QUI SL000S8

l'existence en fin de croissance de facteurs Ilmltants distincts de l'eau. Les
transferts de masse Intrapartlculalres (Iobo-YW1g et col. 1982) ou l'OCCl4)atlon
de l'espace par le mycélll..m (LalJ<evlcs et col.. 1985) pourraient alors être
Incriminés.

SI l'on s'Intéresse maintenant à l'aspect pratique, les gains conjugués de la
vitesse de croissance et cil taux de transformatloo ct! Slbstrat se reflétent dans la
prodl.x::tlvlté (mg de protéines/g PSIIh) QUI est presque triplée entre 48 et 70% d'Hi
(cf. Tab. 5). Toutefois, la productivité obtenue avec l'amidon seul est de 15.70 mglg
PSIIh et la biomasse finale est plus élevée (0.392 glg PSI), le substrat n'étant pas
dIlué avec de 1a bagasse non métabo Il sab 1e par 1e cha~ 1~. De plus, l' 1ntrcdJet 100
de s~port dlmlNJe la densité de la masse et dooc la productIvité volumétrique du
systéme.
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F1gJre 15: Représentat 1al dB et dJ teqlS dB
gBnllnatlal (TG) en fcn:tlal dB l'A... Initiale dJ .llleu dB
culture.
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Tableau 5: Paramètres de la culture de~ sur
(Farine de manioc 80% (PIP) , bagasse 20% (PIP))
initiales.

: Hi : Aw : Aw Xf So-Sf: Ts·· : Rx : Productivité:
: % :(%HR) :(~R) :(g/g PSI):(g/g PSI): (%) :(g Xlg S):(mg Xlg PSI/h):

. . . .. . . .
:----:------:------:-------:------:
: 42 : 93.3 : 93.7: .123 : .233 : 33.2: .528: 4.8
:----:------:-----:-------:-------:-----:-----:-------
: 48 : 94.0 : 95.0: . 172 : .344 : 48.9: .500: 7.2
:----: ------:--:--_. :----------:---:-----:------
: 55 : 95.8 : 96.3: .251 : .417 : 59.3: .602 12.5
:----: ------: ------: ---------:------:-- ---:-------------:

: 65 : 97.5 : 97.7: .324 : .477 : 68.0: .679 18.0
:----:------:------:---------:---------:------:------:-------------:
: 70 : 98.0 : 98.2: .339 .558 : 79.5 : ..607 18.8

- -- --- ---- ----

• Valeur calculée d'aprés l'équation (7)
•• Substrat consommé/substrat Initiai
Hi : humidité Initiale; PSI: poids sec:lnitial; X: Biomasse;
sc: Substrat Initiai (amidon); Sf Substrat final (amidon)

milieu mixte
avec différentes tun 1dl tés

Comme dans le chapitre 1-2.2, il est possible à partir des données d'02 de calculer
la biomasse. D'autre part, la concentration de substrat et l'humidité totale nous
sont fournies par l'expérience et l'on peut donc déduire la quantité d'eau résiduel le
(H:ilR). Toutes ces données cons 1gnées dans 1e tab1eau 6 pour l.J)8 HI de 65% nous ont
permis de calculer l'évolution de l'Aw du mi 1leu (farine + sels) tout au long de la
fermentation (cf. 1-2.2).
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** Prod.K:t 1m de g1ucoamy 1ases

On peut observer sur la Fig. 16 que la production de glucoamylases apparait liée a la
croissance pendant la phase exponenentlel le. Dans les expériences avec des Hi de 65
et 70% on peut observer aprés 3) h de culture l'apparition d'lJ1e synthése secondaire
d'enzymes. ce phénomène avait été décrit par Alazard et Ralmbault (1980) lors
des cultures de~ sur amidon de manioc LnI(JJement en FS. Le fait que cette
synthèse totalement decol4:llée de la croissance n'ait pu être mise en évidence en
fermentation 1iquide peut être du dans le cas de la FS à l'existence d'amidon
résiduel.

Vl
a..

,0CIl
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,

::l

o 10 20 30

flgJr9 16: ClnètlQJ9S de prcxlJ:tloo de gh.x:oallYlasas
cbterues 1ars de 1a cra 1ssanœ de A. ni ger avec
différents cooterus d'tuuldlté Inl~

SI l'eau a un effet clair sur la vitesse de production d'enzymes, son Incidence sur
1es quant 1tés synthet 1sées est mo 1ns év idente et l'on peut observer Ln opt imum d' HI
se situant aux alentours de 55%. 1-JJ dessus de cette valeur la production est moindre
et l'enzyme parait être moins stable. La diminution de l'activité durant la phase
stationnaire est la résultante de deux phénoménes, l'un étant la perte de poids sec
du milieu qui se poursuit aprés la fin de la croissance et l'autre étant la lyse des
enzymes notanment sous l'act Ion des protéases. Il semb lera It que lorsque l'on
augmente l'HI, on se rapproche des conditions de fermentation 1iquide ou la lyse est
Importante passé les 35 h de culture (Alazard et Ralmbault, 1981).

64



L'existence d'lJ') ~tlnun d'runidité pour la production d'enzymes en FS a été
soullglée par de nontlreux auteurs (Nishio et col., 1979, Narahara et col.
1982, fJœ-Klm et col. 1985) sans QJe d'exPlication ait été donnée. On peut penser
~'Intervlement Ici des phéranènes de répression de la synthèse de l'enzyme par le

glLK:OSe ~I peuvent être aCCélérés QJand il Y a plus d'eau et ~ cane les
diffusions dans le 1111 1leu se font plus rapides.

1-4. Coocluslon

cette étude a montré l'Importance de l'eau et, à travers l'Aw, de la disponibilité de
celle-ci dans le processus de FS dU manioc par un ~Igm filamenteux. Les effets
de l'eau se font sent 1r tant dU po 1nt de vue v1tasse de cro 1ssance QJe taux de
conversion dU subStrat.

L'éQJatlon de Ross (1975) s'est révelée satisfaisante pour estimer les Aw
Initiales des milieux mals aussi pour prédire l'évolution de cel les-cl pendant la
fermentation. Les calculs effectuéS par cette méthode ont montré l.IIe borœ adéquation
avec les phéranènes observés.

L'utilisation d'un support, si el le recéle peu d'utl lité pratique montre "Intérêt
QU'II y a à augnenter l'Aw dU Slbstrat en début de culture et à la contrOler

pendant 1a cro 1ssance. La not Ion de stWDrt Jouant lJ1 ro 1e de réserva 1rd' eau pour 1e
m1croorgan 1sme perlllllt de mod 1fier 1es processus de FS et par 1a même 1eur ouvre de
neuve "es perspect 1ves COlI1llEl nous a"ons 1e va 1r dans 1a part 1e su 1vante.
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Il. CULTURES DE A. NIGER SUR SUPPORT

11-1. IntrcdJctlon

Dans la fermentation du manioc par A.nlger, l'addition d'un support à forte
capacité de rétention d'eau nous a permis d'améliorer la vitesse de croissance mais
aussi l'utilisation du slbstrat. Nous avons montré d'une part ~ la FS est limitée
par la dispoolblllté de l'eau et par conséQUellt par la vitesse de diffusion des
rutriments et, d'autre part q,JEl ~and l'HI et "Aw augnentent on se rapproche des
conditions de fermentation liquide.

ltle des dlfférerœs de base de la FS avec la fermentation liquide reste
l'insollillllté ôJ stbstrat et, dans cette optlq,JEl, Il nous a ainsi paru Intéressant
d'ut III ser lJ1 stbst rat à l'état dissous directement absorbé sur lJ1 stt>port 1nerte
rutrltlonellement. ce type de fermentation sur s4JPOrt ouvrirait de nouvelles
perspectives à la FS:

- la FS ayant jusqu'alors été 1Imitée à "utilisation d'oses polymérisés (amidon,
cellulose) capables de retenir l'eau, la culture sur support élargirait le champ de
la FS aux sucres simples et supprimerait certaines étapes Ilmltantes, comme la
diffusion des enzymes extracellulalres et l'attaque des substrats Insolubles
(~ et col. 1976). en pourrait d'autre part eIlf.lloyer dans les candit Ions de la
FS des milieux décrits dans la littérature pour les fermentations liquides.

- jusQJ'a/ors. dans la fS la matrice solide était Indissociable ôJ slbstrat et, au
fur et à mesure que celui-cI était hydrolySé. la configuration de la matrice et donc
1es cond 1t Ions de 1a cu 1ture changea 1ent. La cu 1ture sur ~rt séparera 1t 1e
stbstrat du StWQrt et permettrait ainsi ll'l rapprochement avec les fermentations
IIQJldes mettant en jeu des champl~ filamenteux lmobl 1lsés (Gbewonyo et
~, 1983).

- d'll'l point de vue plus pratl~. Il existe lJ1e méthode simple de r~ratlon de
ce Ilu1ases par pressage qu 1 met à prof i t 1es propr 1étés "d'éponge" de 1a bagasse
(Roussas, 1985). L'extension de ce moyen d'extraction au cultures sur support
permettrait d'obtenir des enzymes ou des métabolites produits jusqu'alors en
fermentation 1IQJlde et d'autre part de disposer de mail leurs critères de comparaison
des "Jus" concentrés extraits des milieux solides avec ceux obtenus lors des
fermentat Ions IIQJldes.
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Des cultures faisant appel à des Slbstrats soh.Dles I~rég'ës sur des SLWOrts oot
déja été décrits dans la Iitterature.

Ainsi Meyrath (1966) utilisa un milieu liqUide amylacé Imprégné sur de la
vermlcullte pour la croissance de A.oryzae. Un peu plus tard, Fujlshlma et
col. (1972) ut Illsérent de l'éponge lJr4)rég'lée d'm milieu glœose-peptone, pour la
croissance et la production d'enzymes par Aspergillus et Penlcl Ilium sp ..
Pour ces auteurs, ce système présentait en outre l'attrait de permettre l'ajout de
slbstrat en cours de fermentat Ion, ce QU 1 est généra 1ement dl ff 1cil e en FS. Aidao
et col. (1982) utilisèrent également ce type de sLWOrt pour la prooxtlon d'acide
citriQUe par A.nlger.

Lakshmlnarayana et col. (1975) reprenant l'Idée de Cahn et col. (1935) mirent
au point Lfl procédé de production d'acide citrique par A. nlger sur de la bagasse
de canne Illllrégnée d'Lfl milieu syntœt ique.

Plus récemment, sato et col. (1983) utilisèrent la croissance de levures sur Lfl

SLPPOrt const 1tué de pulpe de bo Is I~réglée d'lm so lut 100 de glucose conrne m
rnodè 1e QU 1 fut ensu 1te éterdJ à 1a fermentat 1m ôJ "ko j 1...

Il faut sou 1190er que malgré qu'el les ont été abPI IQUées à des fins de production
d'enzymes ou de métabolites, ou ont servi de modèles pour d'autres fermentations, les
FS sur support n'oot Jamais fait l'objet d'lm étude foui liée des paramètres de
culture.

Nous avons donc, dans Lfl prem 1er t8ll'()S, étud 1é 1e ~rtement d'Lfl challlli Ç1)On
filamenteux sur SL«lQrt I~régné en fa 1sant var 1er les cond It Ions expér imenta les.
Pour ces études nous avoos gardé la souche de Aspergillus nlger No la, de vitesse
de croissance rapide et déja abondamment utilisée au sein de notre grouPe. En ce QUi
concerne le SLWOrt, l'antériorité du travai 1 fait avec la bagasse nous a conduits à
conserver ce SLWOrt qJl, ôJ fait de sa nature biologique, n'est pas absolLlllellt
Inerte mals qJl présente lm grande capacité d'absorptlm et qJl est facile à
manipuler. Nous avoos ainsI travaillé avec de la bagasse i~réglée d'lm salut lm de
glucose et de sels (cf. Matériel et méthodes)
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11-2. Etude des parametres de la croissance de A.Nlger
r bagasse imprégnée

11-2.1. Influence de la concentration d'lI)El solution de glucose et de sels sur
Aw initiale.

•Nous avons vu (cf. 1-3.2.) QUe 1a bagasse posséda 1t Lll AwlW fa 1b1e et l'm-peut dm:
penser à priori ~ l'InfllHlCe de la ro-centratlon de la solution rutrltlve sur l'Aw
du milieu sera préponderante. Nous avons dm: fait varier la concentration de glucose
et de sels (avec Lll rapport poodéral coostant 85/15) en solut Ion et avons suivi
l'évolution de l'Aw.

L'Aw en fonct Ion de la concentrat Ion de so 1Ides dans la p'lase a(JlllllS8 a été
linéarisée par l'~tlon (6) et est représentée sur la FI\1Jre 17. La pente est
élevée, -0.189 ffV (g de sol ldes/ g d'eau) mals Inférieure à celle roservée avec le
seul méla~ salin ce CJJI montre ~ le glLK:OSe a moins d'action sur l'Aw lJJll les
sels.

1.0

A ..

0.2

~-.169

Corr .9935

0.4 0.6 0.8

Wig SOI/H:zO\

FI~e 17: RepréSentatloo linéarisée d'aprOS l'éQJatloo (1)
de l'Aw en fooctloo de la areentratloo (li ) d'~ solutloo de gllJXl58 et de sels.
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11-2.2 Quantité d'eau

Dans les cultures sur SLWOrt, l 'humidité doit être abordée d'Ln angle différent
que dans les fS traditionnel les. En effet, le milieu posséde trois constituants qui
sont le suPPOrt, le substrat et l'eau, et l'on peut changer l'humidité initiale en
jouant sur li) des constituants solides et sur l'eau Indépendamment du troisième
constituant.

Dans cette expérience nous avons decldé de ne pas changer la concentration de
substrat dans la phase liquide (168 gll) et avons fait varier l'humidité Initiale en
rnod 1fiant 1e rapport bagasse/eau. L' 1nocu 1LI1I de spores a ~ant a 1u1 été ma 1ntenu
constant avec 2 x 107 spores par g de support.

Les cinétiques de consommation d'02 observées ont été trés ressemblantes et leur
1ntégrat Ion dcme 1es mêmes résu 1tats que ceux observés avec 1e man 1oc à savo 1r QUe

diminue au fur et à mesure de la croissance. Les résultats consignés dans le tableau
7 ne montrent pas de réelle Influence du rapport bagasse/eau sur le comportement du
champlglon. Co peut seulement observer li) raccourcissement de QUeI~es 3 h du temps
de fermentation et un légèrement supérieur pour les rapports bagasse/eau (P/P) de
0.35 et 0.50.

Tableau 7: Influence de l'humidité Initiale sur les paramétres
de croissance de Aspergillus nlger sur SuPPOrt Iflllrégné.

Rapport : Humidité: Aw mu: Durée:
:bagasse/eau: Initiale: Initiale:

(P/P) (X PT) h- l : (h):

1.30 40 .975 .453 : 18.0 :
• ° °

0
° °· . . . . .

0.83 50 .981 : .388 : 17.5 :
0 ------°_-------_°--__-----°_-------,------.· . . . . .

0.50 00 . 977 : .429 : 15.5 :
°--__-------._-------_ 0 _--------' __----__ °--__--°· . . . . .

0.36 65 .977 : .473 : 15.0 :
.--------_--°-- 0__---_--_°_--_--__ 0_----_.· . . . . .

0.25 70 .974 : .464 : 17.0 :
,-__----_--_0-- --,--__-- 0 0 0· . . . . .

0.19 75

70

.973 : .429 : 17.5 :



Si l'on calcule par l'éqJatlon (7) de Ross (1975) l'Aw, on peut voir (Tab.7) QUe
celle-cI varie extrêmement peu dans lJ1 intervalle d'tunldlté Inportant (40 à 75 X).
On peut penser que la faible variation de l'Aw Initiale exp 11que la similitude des
prof ils de cro Issance obterus, cette hypothèse trouvant sa conf i rmat ion dans le
paragraphe suivant.

11-2.3. Concentrat Ion de glucose dans la phase liQUide

Nous avons dcn: gardé Ln8 qJafltlté de SLWOrt de 0.36 9 par 9 d'eau, lI'l InoculLIII de 2
x 107 sporesl g de bagasse, et fait varier la concentration de glucose dans la
solution d'I~rég)atlon de 37 à 4n gli. Il faut bien prendre en COlItlte QUB les
concentrations considéréeS se situent bien au-dessus âJ Ks et que l'"afflnlté" c1J
microorganisme pour son substrat n'Intervient dcn: pas dans nos mesures.
SUr la Fig. 18 sont reportées les courbes de vitesse de consorrmat Ion d'02 par colonne
de ~ 9 de mater lei tunlde. ces courbes ont été Integrées (cf. mater lei et métt'Odes)
en sltlPOSant lI'l coefficient de malntena.œe constant (n(Jr.07g Û2/g X/h). cet à priori
est peut- être crltlcable dans la mesure où la littérature fait état d'augmentations
de R102 avec la sa lin Ité et dcn: l'Aw âJ milieu CP Irt, 1975). ma Is le manque de
précision des méthodes de mesure de biomasse en FS ne permet pas Ln8 estlmatl~ sure
de ce coefficient. Les clnétlQJes de proc1.ctlon de biomasse représentées sur la
FlgJre 19 ont été analysées suivant la méthode de Kano (1968) et on peut observer
plusIeurs effets de la concentration de sucres sur la croissance:

ô
U

<
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>

T,,,.
Fl\llJre 18: Eva lut 100 des v1tasses de CffiSOlIIllat iOO
d'~ (V02) ooserVées poJr lors de la croissance de~ sur SlWlrt lXXJf différentes
ca1Cefltratlms de glu::ose llans la ltlase 11~lde. .

II



J

2

FI~re 19: Clnétl(JJ8S de prexu:tloo de blOlllasse calculées
a partir des V02 de la FI~re 17 pour différentes ccn:entratloos de glœose dans la ~se

11C1Jlde.

Effet sur le temps de germination
La figure 21 montre qu'une augmentation de la concentration de substrat dans la phase
liquide allonge de manière IlllXlrtante le t~ de germination qui passe de 3 à 17 h
dans l'Intervalle étudié.

Effet sur le taux spécifique de croissance moyen
Si l'on porte la vitesse de pro<i.Jctlon de biomasse rx en fonction de X (Fig. 20) on
pet:Jt voir qu'II n'existe pas à proprement parler de phase linéaire où dorY1é par la
pente de 1a courbe sera 1t constant. Si rx augmente, dlml nue régU Ilérement Jusqu'à
ce que l'on attelg"lBlXle biomasse critique Xc après laquelle rx dlute. Le apparent
moyen exprimé conrne lXle fonction de l'Aw Initiale ci.I milieu (Fig.21) suit lI1e

èvolut ion posit Ive et l'examen des courbes de rx en fonction de X (Fig. 20) montre
d'ailleurs que c'est la phase finale de la croissance qui est la plus affectée par la
concentration et donc l'Aw ci.I milieu. ces résultats confirment ceux obterus avec la
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toratlct'l de blal8SS8 rx en tt1"lCtlct'l de X
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farine de manioc (cf. 1-3.4.) et dans le paragraphe précédent, a savoir que ce n'est
pas la QJantité d'eau QJi Inporte autant QJ8 l'Aw ci.I milieu et donc la disponibilité
de cette eau.
CKl peut penser QJ8 1a courbe ci.I moyen en fooct ion de l' Aw du mil ieu est
représentative de la xér~llle de la souche conslderée, ce terme étant défini par
Pitt et tJœI<lng (1977) coorne la capacité d'Ln chanplgm a croltre dans des
conditions d'Aw faible et donc de pression osmotique élevée.

Afin d'affiner l'analyse, plusieurs exPériences ~Iémentaires ont été effectuées
avec des concentrations de glucose comprises entre 100 et 330 g/I et l'on a pu
observer les phénomènes suivants:

Effet sur la vitesse de formation de biomasse maxlmun
En portant rx max en fooctlon de la QJantlté de sucres présente dans la colonne (Fig.
22), on volt QJ' Il existe 1Il optlnun se situant aux alentours de 200 gli. En deça de
cette va 1eur, rx max est réW 1t par manque de Slbstrat ma 1s au dessus, 1a quant 1té de
substrat n'est plus Ilmltante et on peut penser QJ8 c'est alors la diffusion de
celui-ci QJI est ralentie par la faible activité de l'eau .
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FIgJI"8 22: Représentat lm de la vitesse maxlllUll de
formatlm de biomasse rx max. en fCX1Ctlm de la
ca-œntrat lm de 9IlCOSEl dans 'a ~se II~ Ide
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Effet sur la biomasse critique (Xc)
SI le substrat était le seul facteur 1imitant de la croissance. Xc devrait augmenter
avec la coocentratlon de sucres dans le mil ieu (Kano. 1968). Or. on s'aperçoit
(cf. Flg.23) que a gauche de la courbe, Xc augnente avec la ~tlté de sœres ~Is a
partir d'lI)6 concentration de 200 gll, Xc se maintient entre 1.5 et 1.9 9 XI Il 9 de
milieu initiai. La biomasse critique, valeur apartir de laque 1le on observe une
dlm lM Ion de rx, appara It doo::, a dro Ite de la courbe Irdépendante de la l).Iélflt Ité de
91œose dans le milieu.
On peut penser que Xc correspoo:j a lI)6 certaine densité de mycéllllll apartir de
laquelle des p1éroménes d'encœt>rement stérique (Lali<evlcs et col .• 1985) ou de
dlmlMlon de transfert d'oxygène ou de substrat deviendraient sensibles.
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flg,Jr8 23: Représentatloo de la blOlllêlSS8
crltlqJ9 Xc en fooctloo de la cm::entratloo
de 9lu:ose dans 1a li'ase 11qJ 1de

Effet sur la biomasse maximum (Xmax)
La biomasse maxlllUll Xm estimée a partir des V02 atteindrait soo maxlnun pour ~ gli
dans 1a phase Il qu 1de. ce résu 1tat est en cootrad 1ct Ion avec 1a va 1eur de biomasse
flnaleobterœ par dosage des protéines totales sur l'échantillon de 417g11 de
glucose (tableau 8). Les autres Xmax calculés apartir des V02 sont eux en accord
avec les valeurs mesurées.
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Tableau 8: Paramètres de la croissance de A.nlger sur sLWQrt avec

différentes c()()C8f)trations de glœosa dans la phase liQUide

:Conc. de: Aw sa : X max : X max : Scons.: Rx : Durée:
: glucose: init.:mesuré :calculé: mesuré: mesuré:

(g/I) :(% ~): * * * * :(g Xlg S): (h):
. . .

--- --'--'--'-- --- ----
57 : 98.6: 1.67: 0.85: 0.58 : 1.10 .527 : 12 :

:---------:---:--:---:-----:---:---------:----:
: 167 : 96.2 : 3.63 : 1.60 : 1.40 : 2.81 .498 : 16 :
:-----:--:---:---:--: '--'

: 260 : 93.9 : 5.88 : 2.30 : 2.39 : 5.08 .470 : 26 :

:---:--:--:---:-- '--'

: :m : 92.0 : 6.86 : 3.00 : 2.95 : 5.99 .492 : 31 :
-------:------:-------:-------:-------:--------:---------:------:

417 : 89.3: 8.46: 2.71 : 3.82 : 7.53 .507 : 40 :
. . .

--- --'--'--'-- --- ----

* ces résu 1tats sont expr 1més en g / co lorne so 1t 30 9 de prodJ 1t tun ide.
So: sLtlstrat Initiai; Scons.: sLtlstrat cooSOlMlé; X max : biomasse maxlmun

Les clnétl~ de cons<matlon de glucose représentées sur la Fig. 24 montrent des
profils ressenDlants à ceux des CinétiQUes de prod.ictlon de biomasse calculées à
partir des V02' Même à des concentrations de glœosa élevées, la dégradation des

sœres est rapide; plus de 80% de ceux-cl sont en effet consommés après 40 h pour
lJ')9 coocentratlon Initiale de 417 gli dans la phase liQUide. Contrairement à la
croissance sur manioc, dans la gamme d'Aw étudiée sur SlWQrt, la conversion des
sœres est quasi totale et l'eau ne semble donc pas être Ilmltante
stoechlmétrlquement.
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FIgJr8 24: ClnétI~ de ca'lSOlIIllat 100 de su:res
obserVées lors de la croissance de A.nlger
pour différentes cm:entratloos de grœosë
dans la rt1~se Ilc;I.llde,

le système proposé a rendu possible des cultures avec des concentrations de 480 gli
de glucose dans la phase 11~lde, ce qui correspond à Lne Aw de 0.870. Néanmoins, à
de telles concentrations, commencent à apparaltre des gradIents de croissance dans
notre réacteur; 1es part 1es 1nfér 1aures et supér 1aures de 1a co 10IYle sont SOlIn 1ses à
des phénoméoes de corKlensat Ion créant ains 1 des zones OÙ l' Aw augmente et OÙ le
microorganisme croit avec une plus grande facl' Ité. Il est toutefois Important de
noter ~ de telles concentrations de glucose sont difficilement praticables lors de
cul tures batch en m!llau 11~lde et à fort jor 1 avec des cha~ IlJlOl"s.

les conditions spéclfl~ de la fS grace notamment à "Importance de l'Interface
air/eau/microorganisme rendent possibles les transferts de masse dans des milieux
visQUeUX, et peuvent fourn 1r Lne exp 1icat ion à ces résu Itats. les vitesses
spéclfl~ de croissance observées sont élevées mals dlfflcl les à comparer avec
cel les données dans la littérature pour des Aw comparables, puisque la plupart des
études sont effectUées sur plaques d'agar.
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11-2.4. Tai 1le des particules de SUDPOrt

La concentratloo de glœose étant fixée à 280 gll, le rapport pondéral bagasse/eau à
0.36 et la (J.Iantlté d'lrœulLIII à 2 x 107 spor~/ g de SUDPOrt, oous avoos fait clfXl
expériences avec différentes tailles de particules de bagasse de 10 à 150 mesh soIt
des diamètres moyens de fibres de 0.1 à 3.0 II1II. Toutes les fractloos de bagasse oot
été auParavant lavées de façon à éviter des différences dans la composltloo en sucres
du milieu.

Sur la Fig. 25 nous avoos représenté les vitesses de consonI11atloo d'02 mesurées avec
trois tailles de fibres différentes; 00 peut observer (J.Ie les courbes soot très
resserrtllantes pendant la germlnatloo et le début de la phase exponentielle IIlals vers
la fin de la croissance, les vitesses maxlnun augnentent et les profils devlEll'Ymt
plus algues lorsque la tall le de la particule diminue.
Ces courbes oot été intégrées pour estimer l'évolutloo de la biomasse (Fig. 26).

3

8 10 1& 80 ail Teh)

F1!1!8 25: Evo 1ut 1cm des v1tasses de l:lJlSœIat 100
d ~ obserVées lors de la croissance de~

pwr dlffér~ts dlamétrElS bJyens de part lcules
de SlQlOrt.
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FIgJr8 26: Clntltl(J.18S de proc1J::tloo de blCAaSSS calculéeS à partir des V02 de la FI~r8 24 pour
différents d lallètres IKlYllflS des part lcu les de SlWOrt.

SI l'on porte rx max et Xc en fonction de la tal 1le des fibres (Fig. 27), on peut
observer que rx max augmente lorSQUe les fibres sont plus finement réduites. La
biomasse critiQUe Xc se maintient aux alentours de 1.6 g X/ colonne, sauf lorsque
l'on ~Iole las fibres les plus grossières (diamètre moyen supérieur à 2 rml) où
alors, Xc est significativement (20%) abaissée. Dans ce dernier cas, X max est
également plus bas, ce résultat ayant étant corrooaré par le dosage des acides aminés
totaux (cf. lab. 9) .

. ....&Sleurs hypothèseS soot envisageables pour expliquer ces effets mals deux d'entre
elles ont plus particulièrement reteru ~tre attention:
- Le déve loppement clI ml croorgan 1sme est essent ie11ement superf 1cie 1 (cf. photos de
microscopie electronlque) et lm augnentatlon de la taille de la particule entralne
lm dl ml NJt Ion de 1a surface spéc 1f 1que et donc de 1a surface access 1b1e au mycé 1iurn.
L'aba 1ssement clI Xc et clI Xm pour des fi bras de plus de 3 mm sera 1t donc attr 1buab 1e
en partie à ce que l'on atteint plus rapidement la densité de mycél ium critique.
- Pour exp1louer l'effet sur le rx max, on peut supposer QUe plus le dlamétre de la
fibre est important, plus la vitesse de diffusion Intrapartlculaire du substrat
devient 1imitante en fin de croissance.
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FI!1Jfe 27: Reprèsentatloo de la vitesse 1laX1.... de
fOrlll8tloo de biomasse rx lIIaX et de la blousse
crltlQJll Xc en fcn::tloo clJ dlélllètre lIOyeI'l des
particules clJ SlqlOrt.

Tableau 9: Paramètres de la croissance de ~ sur ~rt avec différentes tailles
des fibres du support.

: Ta Ille de :Dens Ité: Xm Xf!I:S cons.: Rx :[)Jrée:
: fibres x: :calculé :mesuré : mesuré: :

(mm) :(g/cm3): * * * :(g Xlg S):(h-1) : (h) :

--- --- --- ---- --- --

2.50 :.23:1: 2.05 : 2.16 : 4.75: .455:.323: 27:
:--------:--:---:----:--:---:--:--:

1.43 : .295 : 2.60 : 2.66 : 4.95: .537:.330: 26:
:---------:--:---:--:--:---:--:---:

0.79 : .295 : 2.40 : 2.52 : 5.42: .465: .348 : 26:
:----------:--:---:---:---:---:--:--:

0.51 : .295 : 2.60 : 2.76 : 4.76: .580:.400: 25:
---:--:---:--:--:---:--:--:

0.10 : .485 : 2.33 : 2.53 : 4.58: .552: .375 : 25:

--- --- --- ---- --- --

* Résultats exprimés en 9 1 30 9 de milieu humide Initiai
Xm: biomasse maximum; S cons. SUbstrat consommé
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Pour des ta IIIes moyernes de fibres de l'ordre de 100 m,
la densité du mlleu est coosldérablement augnentée sans ~ la Q,Jant Ité finale de
mycéllun produite soit affectée. Il est possible dans ces conditions d'ootenlr plus
de 40 9 de blomasse/I de réacteur, ~tratlon bien SlC)érleure à la limite établie
par LaLJ<evlcs et col. (1985) de ~ gli. Pour èes auteurs la faible utilisation de

l'espace par les challlligros filamenteux se traduirait par lJl9 densité crltl(J.E (J.II
conditionnerait les rendements de la FS. Les résultats précédents montrent que la
surface spéclfl(J.le du SLWOrt accessible au~I~ est li) paramètre au IOOlns
aussi I~rtant, et ~ s'II existe lJl9 limite de densité des h~ elle se situe à
des valeurs plus élevées (J.E celles avancées par ces auteurs.

11-2.5. OJant Ité d' lnoculun

Pour les études précédentes nous avions travaillé avec lJl9 Q,Jantlté d' lnoculun de 2 x
107 spores par granme de SLWOrt. Dans cette expérience, nous avons voulu voir si la
QUant Ité d' lnocu lun éta It IllllOrtante dans les fermentat Ions sur SLWOrt cœrne elle
l'est dans les fermentations solides ou liquides normales. Nous avons d<n: malnteru
constants les autres paramètres (0.36 9 de SLWQrtl g d'eau, coocentratlon de
glucose dans la phase 11(J.Ilde de 168 gll) et avons fait varier la Q,Jantlté d'inoculllll
de 8 x 105 à 1 x 109 spores/ g de SLWQrt ce (J.II correspond respectivement à 2.7 x
105 et 3.4 x 108 spores / ml de milieu 11(J.Ilde.

SUr la Figure 28 on peut a~récler les '(02 mesurées lors des différentes
fermentations. ces vitesses ont été Intégrées et les clnétl(J.18S d'apparition de
biomasse sont représentées sur la Figure 29. II apparalt (J.Ie lor~ la Q,Jantlté
d' lnoculun augnente, le t9fl1)S de culture diminue drastl(J.Jef1lEll1t. SI l'on porte le
temps de fermentation en fonction du logarltllne de la (J.Iantlté d'inoculllll (cf. Fig.
30), on peut observer (J.E celui-cI décrolt Q,Jasl linéairement, passant de 26 à 11 h
lorSQJEl le nont>re de spores est multiplié par 1250. Il est également remar(lJable (J.Ie,

COIMIG on peut le voir sur le tableau la, Il n'y ait pas d'effet marqué de la taille
d' lnoculun sur la vitesse spécifique de croissance rooyeme.

Le peu de var lat Ions ctlservées pour des InoculLlllS SLPér leurs à 1 x 108 spores/ 9 de
stWDrt est I~rtant, la littérature faisant état de~ d'Inhibition pour
ces (J.Iantltés d' lnoculun en ferlDentat Ion solide (Ralnt>ault et Alazard, 1980).
L'existence d'li) auto-Inhibiteur de la germination chez~ est 00TUl depuis
un certain temps (KrlsMan et col., 1954) et des études récentes effectuées au
sein de notre laboratoire, ont montré que l'effet d'Inhibition est bea~ roolns
prononcé quand on utilise du glucose COfMIe substrat cartlcœ plutôt que de l'amidon.
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CWI qJï 1 en soit, en ferrnentat lm IlqJlde, ctJ fait sans doute de la diffusion
SWérleure de l'Irhlblteur, le seuil d'Irhibltlm est beaLlCOl.P plus bas de l'ordre de
106 spores par ml (Macko et co 1., 1976).

Sur le Tableau la m observe peu de variations en ce qJl concerne la biomasse
produite et la cmsommatlm des sucres, le résultat légèrement supérieur obtenu avec
1 x 109 spores Ig de suPPOrt pouvant être attribué au peu d'avancement de la
croissance et aux spores non germlnées. Il est toot de même Intéressant de noter
que dans ce dern 1er cas, 1a COOSOlmIat 1m de sucres est qJaS 1 tata 1e après seu 1emant
la h de culture, t~ pour 19QJEl1 le mycél iLl11 est peu développé. Le cha~lç,Y1O!1 n'a
donc pas besoin de posséder des hyphes longs et ramifiés pour aller "chercher" le
Slbstrat, et m peut penser qJe les phénomènes de diffusion passive à l'Interieur de
la matrice sol ide sont prédominants dans la NJtrltlon ctJ cha~I\11Ol1. Cette hypothèSe
viendrait cmflrmer ce (J.le noos avions Sl.q)pOsé lors de l'étlde cmsacrée à la taille
de particule ctJ suPPOrt (11.2.4).

La tail le d' InoculLl11 ne parait pas exercer d'Influence significative sur le Xc et le
rx max et l'on peut en dé<iJ 1re qJe poor de fa 1b1es
concentrations de sucres, ces derniers paramétres smt 1I11(J.lement gouvernéS par la
quantité de substrat.
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FIl7Jfe 28: Evo 1ut 1CX"1S des v1tasses de CŒlSOOII\at 100 d' 02
obSerVées lors de la cra Issarœ de A.nlger sur
~rt avec différentes ~tltés crTi'l1iB1ll111 de
spores par g de SUlPQrt.
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Tableau 10: Paramétres de la croissance de~ sur suPPort avec différentes

quantités d' inoculum (Substrat Initial: 3.63 gl colonne)

Quantité Xo Xm Xm Xc :S Cons.: :Durée:
: d'inoculum :calculé:calculé: mesuré:calculé: mesuré:
:(Sp.lg supp.): * * * * * :(h-1) : (h) :

· . . . . .· . . . . .----- --- --- -- --- --- --- --
8 x 105 : 0.0002: 1.50 : 1.38 : 1.07 : 2.65 : .415 : 26:

0 ------_° --_0 __-- , --__ 0 --_°_--__--°_--- 0_--__ 0· .
: 4 x 106 : 0.0008: 1.31 : 1.38 : 1.02 : 2.85 : .429 : 22:
0 -------,------_.__--_0---- 0__----_0-- 0 '-----.· .
: 2 x 107 : 0.0042: 1.35 : 1.41 : 0.96 : 2.71 : .433 : 19:
° -------,-------' °--__--_0 ----°_--__--°_-- °_-_--0· .
: 1 x 108 : 0.0208: 1.40 : 1,35 : 0.84 : 3.41 : .464 : 16:
0 --_---- 0 0-- 0 '----_.-------0 --__ 0 .· .

1 x 109 : 0.2075: 1.65 : 1.66 : 1.09 : 3.44 : .420 : 11:
· . . . . .· . . . . .----- --- ----- --- --- --- --

• Ces résultats sont exprimés en g/colonne soit 30 9 de produit humide Initiai.
Xo: Biomasse initiale; Xm: Biomasse maximum; Xc Biomasse critique

o
U

~I

o
T1h 1

ripe 29: ClnétlQJ8S de DrcxiJ:tloo de biomasse calculées à partir des V02 de la rl~re 27 pour
dl ffèrentes ta IIIes
d' lnocu IlJl de sPOres par g de SUJPQrt.
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11-3. Conclusion

Cette étude des cu1tures de A. ni ger sur des mIII eux Il~1des absorbés sur Ln
suPport solide nous a IllOrltré que la concentratl~ de glucose dans la ~se a~.

et à travers el le l'activité de l'eau du milieu exercalent une Influence Importante
sur la vitesse de croissance. Pour de fortes OO"Centratlons de saccharose, Il a PJ
§tre mis en évidence une biomasse critique Xc à partir de laque 1le la vitesse de

croissance décrolt, cette Xc se situerait entre 1.5 et 1.8 g de mycélium sec/ 30 g de
matériel Initiai. Des variations de Xc comme de rx max mt été observées lorSQJ'm
changeait la taille des particules de SlPPOrt ce ~I suggére l'existence de
résistances aux transferts de masse Intrapartlculalres c1.I stbstrat ou de 1'02'
lia été établi que l'Aw était plus Importante que la quantité d'eau présente dans le
milieu. en se rapproche donc par le bla Is des cultures sur SlPPOrt J~réglé des
phénomènes observés en fermentatlm 11~lde Où l'eau n'est pas Ilmltante
stoechlométrlquement mals Où la disponibilité de l'eau peut tenir Ln rOle
important. Les conditions Lniques d'Interface eau/air/microorganisme c1.I mi 1leu sol Ide
autorisent toutefois des cultures sur des mil Jeux exttemement concentrés d'Aw
faibles (.870) trop visqueux pourAetre utilisés en batch en fermentatlm 11~lde. A
l'Instar des cultures confinées à des SlPDOrts en milieu 11~lde (~YlUlWo et
Wang, 1983), des concentrat Ions de mycéllLllt élevées (plus de 40 gll de réacteur
avec une densité de 0.5) peuvent être atteintes en ml lIeu solIde.
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L'inoculation avec des suspensions denses de spores a permis d'écoUrter le t~ de
cu 1ture de man ière Illl)Ortante et l'absence d' 1rh ibit 100 observée avec des 1rœu 1lJl\S
très concentrès soulève des interrogations sur la physiologie de germinatloo des
champlÇ1lOOS en milieu solide, certainement différente de celle prenant place en
culture profonde où des retards de croissance soot observés avec:œ fols moins de
spores.

La bagasse de calYl9 à sucre const itue lf) modé 1e qll peut serv 1r de base poor l 'étooe
d'autres sLWOrts ou d'autres souches de challllig-ons, dans le M notanment de
produ 1re des mètabo Il tes.
ce trava i 1 bas IqJe a fa It l'objet de p1us.i eurs a~ licat ions cXx'lt vo Ic 1 cieux eXeq:) les:
- l'enrichissement protèlq19 de la caIYl9 à sucre entière non prètraitée par culture
de ~. ces expér 1ences oot étè menées en co 11aborat 100 avec 1e CEN 1C de La
Havane.
- la productloo de pectlnases par Asoergillus et PenlcllllLll1 sP. cultivés sur
de la bagasse l~règ1ée d'lf) mllieulVJtrltlf Ilqllde. ce travail effectué en
collaboration avec la UNAM de ~xlco fait appel à Lne tectYlique d'extraction des
enzymes par pressage du prodult'fermentè (TreJo, 1986).

~"'I
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FIgJre 31: TherrograJllJlllS obteros lors de la
crolssarœ de~ sur amlOCfl de IIIaI'Iloc
(la mg)
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F1gJr8 32: Oéta 11 des tnerrogr8lllll8S OOtenJS
lors de la croissance de~ sur
amldm de Illélllioc (100 11'9)
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Il t. EMES DE MI CROCALOO Il.t:TR 1E

111-1. Introo..ct ion

ce travail s'est déroulé dans le cadre d'un programme de coopération franco-cubaln au
Centro Naclonal da Investlgaclon Clentlfica (CENIC) de La Havane dans le laboratoire
de 1.11 crob 101 og 1e 1rd.Istr 1eIl e. Je remerc 1e Mr R. Contreras, Directeur clI
[)épartement, ainsi q.Jl tout le persemel pour leur aide précieuse.

La Ilcrocalorlmétrie est une Méthode de mesure de la chaleur dégagée par une reactlon
chlmlq.Jl, enzymatique ou dans le cas QJI OOJS Intéresse lors de la croissance d'un
microorganisme. La grarde sensibilité des appareillages disponibles permet de
v1sua liser IllIIIéd 1atement des phénanénes phys 10 log1CJJ8S ou métabo 11ques plus
dlft Icllement accessibles par les méthodes d'analyse c lass lque. SI la
mlcrocalorlmétrle a été largement utilisée pour étLKJler les bactéries (Belalch,
1980) ou les levures (LaJl'4)recht, 1980), Il existe peu de pj)lIcatlons concernant
le métabolisme des ~1gla')S. ()'\ peut citer dans ce dooIalne les travaux de
JJ'rg)ollll et col. (1980) sur la gerlllinat Ion de Fusarlun roseun ou ceux de
Contreras et col. (1986) caractérisant des IIlJtants cellulase (-) chez des
pourritures blanches 11~lytl~. cette lacune peut être attribuée à des
problèmes méthodologiques, les conditions critiques d'aération-agitation
1nd ispensabl es à 1a cro 1ssance des champ 1gnons f II amenteux étant dl ft 1cil es à
maintenir dans les mlcrocalorlmétres classiques. De ce point de vue, les cultures
so Ildas QJ 1 peuvent être menées en réacteur stat 1que, sont plus fac Il ement
adaptables aux conditions requises par ces Instn.l11ents.

Après examen des antécédents. nous avons entamé not re étLKJe avec 1es propos su 1vants:

- ())ten 1r des thermograJ1lll8S de cro 1ssance de~ sur far 1ne de man loc et vo 1r
si la grarde sensibilité de la méthode (0.2 watts soit 10-S·C: cf. Matériel et
Méthodes) nous permettait de séparer les différentes phases de la croissance sur
slbstrat sol ide LI1IQJement accessibles par le calcul (Ralmbault, 1980).

- Estimer les QJantltés de chaleur dégagées lors de la croissance de~ sur
farine de manioc.

- ())ten1r des t1lerrnogrammes de cro l's$ance de A.n 1~r sur ~ SlWQrt const \tué de
oagasse <le carne 1~regné a' Lœ :sa ltit Ion synthé 1q.Jl contsnant ct: g1ucosa et des
selS, et observer l'Influence de la concentration de slbstrat et de la taille
d' lnoculum sur ces daMiers.
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111-2. Aspects métOOdo log IQJElS

ce mlcrocalorlmétre n'étant pas é<JJlpé d'tne cellule à flux contlru, les flacoos
soot sce liés au débUt de l'expér lence. Dans ces cond It ICllS, la cro Issance des
microorganismes aérobies peut devenir rapidelllent· limitée par la coocentratlal
d'oxygène à l'Intérieur à.J flacon, ce ~I roJS oblige à utiliser de faibles
quantités de substrat.

li1 flaCal contient 3 ml soit 4.281WJ d'02 si l'al CCllSldère CJ,I9 la presslal
partielle (PP) d'02 est de 100%. Dans l'éQJatlal stoechlaBétrlCJ,19 de la réactlal
de croissance de ~ sur manioc établie par Rallt>ault (l!m), Il
faut 2.1 100 les soit 07.2 g d'oxygène par IOle de gllCOS8 calSalÉ6. Ainsi la
quantité limite de Slbstrat pouvant être présente dans le liiieu est de:

4.28 x 180/67.2 = 11.5 mg.

La faible taille de l'échantlilal CalC8rné, la PP d'02 saturante et
"herméticité des flaCalS falt ~ les candltlCllS de culture différent
sens Jb'ement de ce Iles ~ nous ut IIIS()1S en FS. tbJs pensons néanno 1ns CJ,I9 le
milieu solide restant exactement le Il''eme, les résultats obtllOJS peuvent nous
fournir des IndlcatlCllS sur la l11yslologle des ~Igm fllaalEll1teux en FS.

111-3. Analyse thermochlmlCJ,19 de la croissance de
A.nlger sur farine de manioc.

Nous avons pratlQJé tne premlére expérience avec 10 IWJ de farine de IlIaflloc,
cette ~tlté représentant à peine ~IQJElS grains au fald à.J flacon. Les
therrogranmes obtllOJS lors de deuX répet lt ICllS soot représentés sur la Fig. 30
où le parallélisme de leurs évolutlCllS rontre la txme reprocU:tlblllté de la
mesure. Le processus est plus lent CJ,I9 lors des fermentatlCllS en colalne ~I,

suivies par gazOOlétrle à.Jrent à peu prés 25 h.

()') peut remarCJ,l9r li) accident dans la courbe de croissance, correspordant à lI'l

léger saut énergétiQUe ~I se prOà.Jlt entre 11 et 15 h de fermentatlal. Pour
observer ce phénomène avec plus de prée Is Ion, nous avCllS réa Ilsé li) essa 1 avec
100 mg de Slbstrat. 1'02 n'étant pas limitant JlJS(JJ'à 20 h dans ces candit ICllS.
Le therrogramme partlelobtet'l.l est représenté sur la fig. 31 où l'on peut
observer avec bea~ plus de netteté le saut énergétl~; Il a dans ce cas
lieu entre 6 et 8 h Caltre 11 à 15 h dans l'expérience précedente. cette
différence peut s'exPliquer par la très faible quantité de substrat et
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d'inoculllll présente dans le premier cas <Xi fi senille ~ 1'00 attellJ18l.f)8 des
limites physl~ ciJ système.

Pour en revenir à la dernière expérience, une. observatloo IlcroscoplQUe d'un
èchantl 1100 preleVé au lIIOOIent ciJ pic IlIOntre des spores gerllnées, en phase
homogène à!m et possédant un tlile germinatif 1009 de 4 à 5 fols la taille de

la spore. cette pér Iode ~r Ise entre 6 et 8 h correspood à la f ln de la· phase
de gérmlnatloo. la germlnatloo est une phase largement enOOgène (ussmam, 1965)
tandis que la phase de croissance e)(j)(n3ntlelle est totalement éxogène. Ces
expérlerœs de mlcrocalorllllétrie nous IllOOtrent que perdant cette période
transitoire ciJ métabolisme se mettent en place des mécanismes exother.I~.

cette exothermle ne semble pas liée à des processus respiratoires puisque cet
"accident" n'a pas été detecté en resplrométrle (cf. Flg.1B). les résUltats
su 1vants ooteros sur SlWlrt permettent de prée 1ser un pet 1t peu Ileux 1a nature
de ce phénomène.

Sil'00 s' 1ntéresse au rendement ca 1or 1f 1que glooa 1 de 1a cro 1ssance au lIK)yen ciJ
ca lcul de l'a Ire sous la courbe (cf Fig. 00), 00 oot lent la (J.lant Ité de 7.35 ca 1
libérée en 43 h.
la cha 1eur OC dégagée poor 'a cro 1ssanœ et.1a lia 1ntenarœ ra!lllnée à III gra.e
de biomasse est domée par 1'éqJat 100 suivante:

lis
OC=Rx- Hx (1)

<Xi lis est l'enthalpie de cœbJstloo ciJ St.t>strat (Kcal/g St.t>strat)

Hx est l'enthalpie de cœbustloo des cellules (Kcal/g blanasse)

Rx est le rendement de transformat 100 de St.t>strat en

biomasse (g blomasse/g St.t>strat)

Les valeurs de Hs et Hx oot été calculées par~ et col.(1976) pour les levures

cu 1t 1vèes sur glucose et sont respect 1vernant de 3.74 et 4.70 Kca 1Ig. En se basant sur

un Rx de 0.55,00 ootlent une qJaI1tlté de chaleur OC de 2.10 Kcal/g de cellules.

La cha 1eur tata 1e dégagée par flacon lors de 1a cro 1ssance est de 7.35 x 10-3 Kca 1 ce

QUI correspond à 3.5 mg de biomasse. sachant QUe 00% des sucres Initiaux soot

consonvnés en fin de fermentatloo (cf. 1-2.1.) soit 6 nç par flacon, 00 ootlent un Rx

de 3.5/6 = .58 très proche de celui sur 1eqJ61 nous nous étloos basés pour le calcul.
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les valeurs d'enthalpie proposées par~ et col.(1976) pWr la croissance de

1evures sur 9lœose sentll ent da'K: bien s'adapter à 1a cro 1ssance de A. n1ger sur

ulOOr'l.

111-4. Analyse thermochlml~ de la crolssarœ de A.nlger sur bagasse Imprégnée

d'lIle solution saline de glœose.

111-4.1.Effet de la concentrat Ion de glœose dans la liKlse

11(J.Ilde.

\.hl série d'el<Pérlences a été Imtée utilisant 15 mg de bagasse lavée pUis séChée

I~réglée de 40 1 d'Lne solution saline de glœose de concentration croissante.

l'Irœull.lll a été fixé à 3 x 105 spores pWr cha~ essa 1. Nous n'avoos pas remar~

de différences s1(J) 1f 1cat 1ves lors des réPet 1t Ions et 1es thermograJ11lles obtOOJS sont

reportés sur la fllJ.lre 31. Dans trois des (J.Iatre thermogrames, on peut observer le

même saut énergetl~ ~ dans le cas de l'amlOOr'l de lllanioc mals Ici, Il apparalt

plus tardivement et son Importarœ augmente au fur et à mesure que le glucose en

solution est plus coœentré. A l'attéruatlon utilisée (DXl W) l'exPérience avec la

solution contenant 35.8 gli n'a pas permis de déceler de pic dans cette zare.

SI l'on trace Lne courbe (J.II ne tient pas COOCJte de ce saut énergétl~ (cf fig. 31.

pointillés), Il est possible de mesurer lIle aire COOCJrlse entre le premier pic et la

courbe Idéale (J.II correspond à Lne QJantlté de chaleur (cf. tab.l). SI "on porte

cette chaleur contre l'activité de l'eau Initiale W Milieu. on observe Lne évolution

positive (cf. Fig. 32) (J.II montre ~ l'exothermle W premier pic est d'autant plus

Inportante ~ le champ 19x1l1 est confronté à des Aw Plus fa lb les et donc des forces

osmotl(J.18S croissantes. Dans les trois cas où Il apparalt. ce pic correspond à 5% de

la chaleur totale produite.
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L'exPérience ~rtant 216 gli de glœose dans la phase 11~lde a été refaite et

completée par des observations de microscoPie électronique sur des échantillons

préleVés toutes les heures pendant le premier pic (Planche 1). Les clichés montrent

le processus de germ lnat Ion partant de la spore (a). ()l peut su Ivre le bourgeorœrnent

du tLbe germinatif encore peu developpé à t=7 h (b) pUis mesurant déJa de 4 à 5 fols
la taille de la spore après 8 h de culture (c). ces clichés montrent à l'évidence que

1a sort 1e 1iI tLbe germ 1nat 1f a Il eu en III court 1aps de t~ correspondant à peu

prés au maxlllUl1 d'Intensité 1iI premier pic. SUr la Ih>tographle suivante (d) prise à

t=10 h on peut apprécier la croissance apicale. Enfin, le cliché (e) correspondant à

la fin de la fermentation (t=20 h) montre III mycélium assez lache QUI tapisse la

surface des particules de bagasse.
Comme lors de l'étude en colcme (cf. 11-2.1), llle augmentation de l'Aw du milieu

allonge le temps de germination et ralentit la croissance.

En ce QUi concerne la chaleur totale dégagée, si l'on effectue le mAeme raisonnement

que dans le chapitre précédent en considérant que 85% du glucose est consommé à la

borne supérieure de "aire (Tableau 11), on obtient des Rx à peu prés similaires pour

les trois dernléres concentrations mals pour la premlére, le rerdement est élevé. ()l

peut suPPOser que bien QJ'elle ait été lavée, la bagasse contient toujours du

saccharose rés llile 1 QJ 1 1nterfére dans 1es résu 1tats QJand 1a concentrat Ion de 1a

solution d'lmprég1atlon est faible.
Tableau 11: Paramétres calculés à partir des thermogranvnes

Rx:Concentratlon de: Aw :Alre sous: Aire: Glucose :Blomasse
glucose : Initiale: 1er pic: totale:consommé :calculée : :
(g/I) : (~) : (cal) : (cal): * * :(g Xlg S):

:-------------: : :--: ---
35.8 : 99.1: 0 : 2.80: 1.43 : 1.00 : 0.70

:----------:--;----:--:---:----;----:

:--------------:---:---
127.0 97.2

:----------------;---

: 98.1 : .167

0.55

: 0.55

4.08

: 2.39

; 1.42 : 0.51

---:-----:-----:

--- ---;---:
; 3.95 : 2.78
'--'. .
: 6.65 ; 4.32
'---'. .
: 11.35 ; 7.66

.384

.673; 95.1

82.2

216.5

* mg par flacon
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111-4.2. Effet de la quantité d' lnoculum

Trois expériences ont été montées avec des quantités d' lnoculum différentes
respect 1vernant de 12 x 103, 6 x 104 et 3 x 105 spores pour 15 mg de bagasse avec
une concentrat Ion fixe de glucose de 89.5 g/I.

SUr les thermogranrnes représentés fig. 35, on peut observer qJ8 la QJant 1té
d'Inoculum agit sur la taille du premier pic et sur son délai d'apparition. ceci
montre que lors des cultures sur support, le saut énergétlqJ8 est proportionnel
au T10fltlre de spores et renforce donc "hypothèse élaborée plus haut.

Le fait que ce pic soit decalé dans le temps montre que JUSQJ'à 1I1 certain
point, la germlnat Ion est plus rapide quand les spores sont en suspension plus
dense. Il existe dans les spores de certaines espèces de cha~11JlDnS des
auto-actlvateurs de la germination (Sussman, 1976) QJi pourraient exPllqJ8r
ce phénomène mals aussi les prof 1Is clnétlQJ9S observés sur support lors de
l'étude consacrée à la ta Ille d' lnocu lum (cf. 11-2.5.)

Comme lors de l'étude menée en colOf1lEl (cf. 11-2.5.) la durée de la culture est
proportlonelle à la quantité d'Inoculum, passant de 14 à 24 h QJand le rœtlre de
spores est divisée par 25.
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111-5. Conclusion

L'enselltlle de ces résUltats montre q..I6 les cultures solides de champignons
fi lamenteux se pretent bien a des études calorlmétrlaues.

La précision de cet Instn.ment de mesure nous a permis de mettre en évidence
lors des cultures de A. nlger sur Slbstrat ou ~rt solide, Ln phénomène
exotherml(JJl prenant place à la fin de la phase de germination.

L'existence de ce pic QJI, rappelons-le, Intervient à la fin d'Lne phase de
germination majoritairement endogène, soulève plusieurs Interrogations. Le petit
nombre d'expériences effectUées ne permet pas de conclure mals seulement de
forllllier QUeIQJeS hypothèses.
- Le phénomène peut être d'ordre purement physico-chimiQUe: expulsion d'eau,
concentration du milieu 1ntrace 1 lulalre pour reslster à la pression osmotiQUe
externe.
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- ()) peut égal.-lt ~r III l1léOOIéne stroctural: rllarr~t de la
paroi, (jJ systèlle de pen.llasas, aCCUllllatlm de polyols tooJoors pour s'adapter
aux ccnd 1t 1ms externes.
- Enfin, lIlll expllcatlm sl,.,l.-lt llécanl~ COIlIIlEl la prOl1l:t1m de chaleur par
poussàe (jJ tlbe ger.lnat If n'est pas à écarter.

lors (jJ calcul de la chaleur totale dégagée perdant la croissance noos avms
trouvé lIlll llorrle adéqJatim entre les valeurs d'enthalpie fournies par la
littérature et les 00rnées calCUléeS à partir des therrogrilRll9S. Ces
coeff Iclents d'enthalpie smt tréS I~rtants pour prévoir les~
d'acctnJlatlm de chaleur dans les rllacteurs& de FS.

les résultats observéS sur SLJlPOrt I,.,réglé mt confirmé et préciSé ceux ollterus
par gazOmétrle dans les cclcmes. la mlcrocalorlmétrle facile à n'ettre en OOlNre
et rapide ccnstltue donc III outil preel,"", POUr des étlKJes paramétriques sur la
croissance et le Illétabollsme des ~lg'lOIlS filament,"", en culture solide,

Plard'le 'U9-nl(l)Se~t~ ,:rœcœ~~lIle~fi~~\:,~ ~~ de la crolssarœ œ=iY'ï8S~ été réellSèS AU~4tolre dB MicrOStCOI8 Electrlrllp de la Faœlté de
W8dllcJre de IW'QJ8II & TClJI0US8)

(a) wes dB~ 8Ur la bagaSSe

(b) lléI>Jl de genolnolloo (t_ O'lro.i>lltlOO' 7 h)

(e) oevel~ <il t\be gerJIlnatlf (tll108 d'lrobatloo: 81'1)

(d) crotssn:::e eplcale (t.- d'Jra.batl(J'l; 10 h)

(el MlI8ct OU orodUll ."... li) h O'lro.i>lltloo
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CONCLUSION GENERALE

Ce travai 1 a été axé sur l'importance de l'eau et de l'activité de l'eau dans la

fermentation solide et nous avons tout d'.abord étudié III procédé déJa bien

caractérisé: la fermentation de la farine de manioc par Aspergillus nlger pour la

product Ion d'a 1iments fermentés enr Ich Is en proté Ines. La déterm lnat Ion des

isothermes de sorptlon de chaCLrl des coostituants OJ milieu et leur Introcilctlon dans

l'éqJatlon de Ross (1975) nous a mootré:

- que l'Aw Initiale OJ milieu de culture comportant 50% d'tunldlté est basse (94t)

essent le 1lament à cause OJ mé lange sa lin ut Il isé.

- Que l'Aw OJ sWstrat dimlrualt au cours de la fermentation passant en dessous de

00% aprés 20 h.

L'am idon ayant Lne fa 1b1e capac 1té de rétent Ion d'eau, pour DOUVO 1r aLkJllOOter

l 'act 1v1té de l'eau 1nit iale, nous avons été amenés à 1ntrod.ll re III Sl.WOrt

IlgnocelluloslQJ8 à forte capacité d'absorption COI1IOO la bagasse de carne à sucre.

Après avoir déterminé III pourcentage de bagasse :~I nous permette de travailler llle

gamme d'tunldltés Importantes (de 40 à 70% soit des Aw de 0.93 à 0.98), nous avons

mis en évidence dlfferents effets de l'eau:

- sur la vitesse de croissance: llle Aw ~rleure prov~t III raccourcissement de

la phase de germination et llle augmentation de la vitesse de croissance spéclflQJ8.

Cet effet est surtout lié à la diffusion plus rapide des enzymes, OJ SLdJstrat et peut

être aussi de 1'02'

- sur l'utilisation OJ substrat: llle augmentation de l'Humidité Inltlae et de l'Aw

augmentant l 'utilisation du substrat et par conséQUent la biomasse finale. ceci

confirme l 'expl icatlon d'une 1imitation stoechiométrique de la croissance par l'eau

disponible en fS.
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- sur 1a prodx:t Ion de 91ucoamy 1ases: 11 ex iste 1I1 apt 1nun d' HI pour 1a product ion

de glucoamylases. Intervlement Ici des p1éoomènes de represslon de la synthèse

d'enzyme par le glLKXlSe ~I peuvent être accélérés qJand Il Y a plus d'eau et que

cXœ les diffusions sont plus rapides.

cette étude a montré sans equlvoque que l'activité de l'eau est un paramètre

Inportant de la culture solide de chan1JlglOI1S filamenteux sur farine de manioc et que

des ga 1ns de prodx:t 1v1té et de rendement sont à attendre d'un bon cootrO 1e de l' Aw

du Slbstrat pendant la croissance.

Le manioc ne fournit pas un modèle de fermentation solide trés facile à manier, la

texture et les propriétés de rétention de 11~lde de la matrice solide étant

modifiées au cours de la dégradation de l'amIOO1. En approfondissant l'Idée de

SLWOrt avaœée dans le premier chapitre, nous avons pensé à dissocier Slbstrat et

matrice solide et avons ainsi utilisé des milieux 11~ldes synthétl~ (glLKXlSe et

se 1s) directement absorbés sur un support so Il de (bagasse de came) pour 1a

croIssance de A. nlger.

Dans ce cas ce n'est pas la quantité d'eau Initiale QUI a une Influence majeure sur

la croissance, mals bien la concentration de solides dans la solution d' Impré\1latlon

et à travers elle l'Aw du milieu; ainsi de 00 à 480 g/I, la vitesse spécifique de

cro Issance dlm 1009 avec l' Aw ln It la le cil milieu comme ce la ava It été montré pour le

manioc. lXle analyse approfondie des clnétl~ a montré que pour des coœentratlons

de glLKXlSe dans la phase 11~lde ~rleures à 250 gli apparalt une blOOlasse critique

~I varie peu lorSQ,l'on atgllente la qJantlté de sœres. lXle étude coocernant la

ta IIIe de part 1cu 1es du SlWQrt a perm 1s de SlPDQSer que 1es diffus Ions

Intrapartlculalres de Slbstrat ou d'oxygène pouvaient êtrellmltantes de même que

la surface utile de SlPPOrt accessible au champignon.
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L'autre paramètre important des fS sur suPPOrt s'est révélé être la concentration

de l' inoculum, une relation 1inéaire ayant pU être mise en évidence entre lnoculum

et temps de culture. lXle corœntration très élevée (1 x 109 spores/ g de SlWQrt)

loin de provOQJer une Irtllbltlon de la croissance cordJlt à un éDJlsement

extrêmement rap 1de du sLbstrat.

•Des cultures sur sLWOrt effectuées dans des conditions très proctes de la colonne et

suivies en mlcrocalorimétrie ont montré l'existence d'une phase de transition entre

la germination et le développement exponentiel, phase marQJèe par une exothermle dont

l'Intensité a pU être reliée à la concentration de gllX:Ose dans la solution

d'Imprégnation. Le fait QUe ce phénomène n'ait pU être mis en évidence par

respiromètrle semble IndiQUer QUe cette pro<iJctlon de chaleur correspond à des

changements structuraux ou à une réaction anaérobie. La mlcrocalorlmétrle a par

ailleurs conf 1rmé 1es résu 1tats observés en co lonne et amis en év 1dence une

activation de la germination lorsque l'inoculum est plus coocentré.

Le système de culture sur support imprégnf:l, de par les candit Ions UlIQUes

d'Interrelation substrat/air/microorganisme, rend possible l'emploi de milieux

nutr It 1fs 1iqu Ides trés concentrés (400 g/I de gIlX:Ose) et cordJ It à l' obtent Ion de

masses mycéliennes denses dans des délais relativement courts (40 h).

L'utilisation de supports synthètlQUes comme le polyuréthane, neutres biologiquement

et bien définis quant à leur capacité d'absorption, taille de particules et porosité,

devrait faciliter "ètude des paramètres de croissance et du métabolisme des

champignons en milieu solide. On pourrait alors envisager l'utilisation de la

biomasse fixée au support pour 1a synthèse de métabo 1i tes seconda 1res ou 1a

biotransformation de molécules.
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