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RESUME :

Un calcul théorique ayant montre que la culture de Aspergillus niger sur milieu
solide d’amidon de manioc 6tait |imitée par la disponibilité de 1'eau dans le
supbstrat, |’Introduction de 20% d’un support lignocellulosigue & forte capacité de
rétention d'eau a permis d’augmenter |‘activité de |I’eau du nmilieu et, ainsi,
d’accelérer et améliorer le processus fermentatif. L’extension de la notion de
support a ensuite conduit & pratiquer des cultures de A.niger sur un milleu
liquide dissous absorbé sur une phase solide. Dans un tel systéme, |’activité de
|‘eau de |a solution d’Imprégnation, la taille des particules du support et la
quantité d’inoculum de spores ont éte les paramétres Importants de la croissance des
champignons. Ce type de culture a permis d'utiliser des milieux liguides glucosés
trés concentres (400 g/1) qui sont assimiiés pour la croissance en 40 h. Une étude
microcalorimétrigue a mis en évidence [“existence d'une phase exothermique située
entre la germination et la croissance exponentielle.
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INTRODUCTION



Les techniques de fermentation solide (FS) de champignons fllamenteux employées
depuis des centaines d’années en Extréme-Or ient pour la préparation d’aliments, ont
depuis la fin des annnées 60 connu un regaln d’intérSt . Les falbles couts

d’ invest Issement et de fonctionnement de |’appareillage mais auss| de traitement des
produits obtenus ont fait qu'un certain nombre d'auteurs y ont vu tne alternative
séduisante pour la production de protéines unicellulaires & partir de substrats
amylacés de faible valeur ou de déchets agricoles lignocellulosiques. Hélas, le plus
souvent, les résultats encourageants obtenus au laboratoire ont eté difficitiement
reproductibles lors de |‘extrapolation et peu de procédés ont débouché sur des
applications durables. Ces retards pris par la FS peuvent s’expliquer d’'une part par
un mangue d’instrumentation adaptée, mais également par le falble niveau des
connaissances relatives & la physiologie de croissance et au métabolisme des
champignons en milieu solide.

La fermentation solide presente en effet des particularités par rapport & la
fermentation liquide comme le mode de crolissance du mycélium, les conditions de
transfert de masse de |'oxygéne et d’accumulation de la chaleur métabolique et I[a
falble teneur en eau du substrat. tn ce qui concerne le dernier point, une revue des
travaux effectués sur le théme montrent que non seulement la quantité d’eau est
importante mais aussi l1a disponibilité de celle-ci, concept representé physliquement
par |’activité de |‘eau.

L’objet du présent travail a été dans un premier temps d’utiliser un modéle connu: la
fermentation de la farine de manloc par Asperglllus niger, pour prédire dans les
cond/tions normales de culture |‘évolution de [’activité de |‘eau du substrat. Css
études préliminalres ont montré 1’ IntérSt qu’il vy avait & introdulre un support &
forte capacité de retention d‘eau, lequel permet de doubler les quantités d’eau
présentes et d’augmenter ainsi sensiblement |‘activité de [‘eau dans le substrat.

Les limites du modéle constitué par le manioc pour la fermentation solide nous ont
condults & étendre la notion de support, et a envisager un autre type de culture qul
fait appel & des milleux nutritifs |iquides absorbés sur un support sollde
biologiquement inerte. Ce type de culture étudié par gazométrie en colonne mais aussi
par microcalorimétrie a fournl des résultats intéressants sur la physiologie de
croissance des champignons en milieu sollde et ouvre le champ 4 de nouvelles
applications.
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LA FERMENTATION SOLIDE (FS)



LA FERMENTATION SOLIDE (FS)

[ .DEFINITION

Le terme fermentation solide, traduction de |°anglais solid state culture ou solid
state fermentation a fait [‘objet de nombreuses définitions: pour Hesseltine
(1977) i1 décrit une fermentation dans laquelle le substrat n’est pas |iquide, pour
Moo-Young et col.(1982) il désigne un processus ou le microorganisme utilise des
matér iaux insolubles pour sa crolssance et son métabolisme. Dans le cadre de notre
travail, la definition proposée par Aldoo et col. (1982) selon laquelle la
fermentation en mi!ieu solide englobe toute fermentation qui a lieu sur un substrat
solide ou semi-solide ou sur un support solide nutritionellement Inerte, semble mieux
adaptée.

En fait certaines de ces définitions n’excluent pas entiérement les procédés faisant
appel| a des substrats solldes, par exemple cellulosiques, en suspension dense dans
des milfeux !lquides (André et col. 1982) et nous proposons une définition plus
précise ou la fermentation solide désigne une culture microbienne en surface et &
|“interieur d’une matrice poreuse solide qui peut étre substrat ou support et ce,
en |’absence d’écoulements d’eau.

Le materiel solide est généralement sous une forme fragmentée, granulaire ou fibreuse
qui permet de retenir 1‘esau par hygroscopie ou caplllarité. 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 celiulosiques (sons, bagasses, pailles etc...)
permettent de travaliler dans des gammes d’humidité Initiale de 60 a 80% sans
appar ition de drainages d’eau.

Les microorganismes cultivés en milieu solide sont dans la plupart des cas des
champignons filamenteux. En effet ces milleux sont semblables a leurs milieux
naturels (sols) et leur forme de développement végétatif constituée par des hyphes
aeriens ramifiés est propice a la colonisation de matrices solides poreuses. De plus
les champignons filamenteux peuvent se développer avec des humidités aussi basses que
124 et supportent des pressions osmotiques élevées (Beuchat, 1983)
caractér istiques que ne présentent pas en général les lewures et les bactéries.
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[1 APPLICATIONS DE LA FERMENTATION EN MILIEU SOLIDE

11-1. Préparation d’aliments fermentés traditionnels

C'est en Extréme-Orient que furent developpées voici quelques siécles des FS
traditionnelles destinées & améliorer les qualités nutritives et organcieptiques d’un
certain nombre de produits agricoles comme le riz, le soja, le blé ou la coprah.

Ces aliments dont un grand nombre sont encore élaborés artisanalement font appel a
des cultures plus ou moins pures de champignons appartenant aux genres
Aspergillus (Miso et Shoyu japonals), Rhizopus (Tempeh Indonésien), Mucor

(Ragi) mais aussi parfois de lewures et de bactéries.

Le procédé de fabrication le plus célébre est le procédé "koji" ot (e substrat
constitué de grains de riz ou de soja est cult & la vapeur, refroldi puls ensemencé
avec une solution de spores de A. oryzae. || est ensuite disposé dans des

plateaux de bois laissés & Incubation 48 h dans une étuve tempérée et ventilée. Le
_-odult pris en masse est ensuite extrait & |’eau pour |‘obtention d'un jus & forte

activité enzymatique utilisé ultérieurement dans [‘élaboration d’autres aliments ou
boissons tels le Miso et le Sake.

Les aliments fermentés orientaux et leurs procédés de préparation ont falt |'objet de
monographies exhaustives (Hesseltine, 1965; Steinkraus, 1983) sur lesquelles
nous ne reviendront pas.

On consldére également comms faisant partie des FS traditiomnelles, |’elaboration des
fromages fermentés frangais de type camembert ou roquefort caracteérisés par la
crolssance superficielle ou profonde de champignons du genre Penicilllum.

11-2. Production d‘aliments fermentés enrlichis en protéines (AFEP)

Les années 70-80 ont vu se développer un grand nombre de travaux consacres & la
product ion d’AFEP par fermentation en milieu solide. La simplicité des procédés, la
relative rudimentarité du materiel utllisé, |‘obtention de produits concentrés sans
génération de grandes aquantités d'effluents 1iauides poliuants et enfin la
possibilité d'utiliser le produit fermenté tel quel pour |'alimentation animale ont
representé autant d‘arguments pour le développement de la fermentation solide de
moisissures.
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Globalement on peut distinguer deux grands types de substrats: les substrats amylaces
de faible valeur commerciale (manioc,déchets de banane) et les sous-produits
agricoles lignocellulosiques (pailles, bagasses), le Tab. 1 résume les resultats
obtenus durant les derniéres années dans ce domaine.

En ce qui concerne |’enrichissement protéique de substrats agricoles amylacés, on
rencontre de grandes différences dans les niveaux de protéines obtenus. Cela peut
8tre du premiérement & un manque d’uniformité dans |’expression des résultats,
certains auteurs se rapportant au polids sec Initial et d’autres au poids sec final
certains pariant de protéine brute et d‘autres de protéine vraie, tant il est vral
que les difflicultés rencontrées pour mesurer la blomasse (cf. 11-6.) n‘aldent pas a
la standardisation des résultats. Quoi qu’il en soit 25% de protéines paralt étre
un maximum difficilement dépassable si |'on considére la falble teneur en protéines
des champignons (25 a 40%) comparée par exemple a celie des bactéries ou des lewures
qui peut aller Jusqu’a 60%. D’autre part un certaln nombre de problémes rencontrés
lors de I’extrapolation de ces procédés, et décrits par ailleurs, ont empeché
jusqu’alors leur application industrieile.
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Tableau 1: Production d‘allments fermentés encichls en protélnes par fermentatlion en
mllleu scllde.

H H H H H 3 H

: Microorgan!sme : Substrat :Temps: X : n : Y Référence :

: H tCh) ¢ (%) @ (%) & (%) : :
.: ------ — ———1 tm————t H H ettt b4
O:Rhizoous ollgosporus : Manioc : 45 : 3: - : - : Stanton et col.(1969) :
2 :Asperqgillus niger : Banane : 72 : 17 : ~: - : Sethi et col.(1978) :
>:Asperalllus nloer : Manioc : 25 : {1 : 60 : 18 : Ralmbault et col.(1980) ¢
ixmmgm : Manloc : S0 : - -t - : Carrlzales et col.(1980) :
o:Bhizoous oligosporug ¢ Manioc : 48 : 22 : S50 : 46 : Ramos-Valdidla :
! s H t : s : et col.(1983)
t:Asperqgi]lus niger : Banane : 43 : 12 : 24 : S0 :Baldensperger et col.(1985):
‘% :Seorotrichum : Manloc : 48 : 30t - : - : Smith et col.(1986) :
g pulveculentum : : t : : : :
0 H H H H H H :

:Amperal]lus nloer :Déchets de : 72 : 12 : 30 : 41 : Seth! et col.(1981) :
:: : mangue H H H : t H
eo:Irichoderma harzjanum:Cossette de: 60 : 6-10: ~ 1 - : Roussos et col,.(1983) ¢
3: : betterave : : H H : H
©:pmpergllius nloer  :Déchets de : 48 : i3 : - : - : Rodriguez et col. (1985) :
& 1 cltron H s t H 3 H
‘e:Amerglilus piger : Pulpede : 43 : 6 : 21 : 28 : Penaloza et col.(1985)  :
el : caté : t : 1 : s
3=m_cnm_y_1m :Déchets @’ : 120 ¢+ 14 : 30 : 46 : Gonzales et col.(1985) :
EL : ananas @ : : : H :
“y : : : : : o :
:xmmm + Pallle d’ :48-72: 11 : 21 : 52 : Han et col.(1975) 3
38 pullulans s avojne t 3 3 3 3 3
J:Chastomlug : Sclure de : 480 : 7 : 64 : 11 : Pamment et col.(1978) :
'Y cellulolyticum : bols 3 s 3 t H t
%’w : Palilede : 120 : 18 : 48 : 36 : Chahal et col.(1981) 3
- callulolvticum bleé : : : 3 : :
<iChaetoalua : Palllede : 168 : 12 : 33 : 36 : Viesturs et col.(1981) s
oigellulolyticum+levure: bié H : : : t :
o' Chastomium, s Pallle de : 144 : 13 : 43 : 32 : Abdullah et col.(1985) :
“"Wlewref blé : s 3 : : :
wiIxichoderma reesef : Pallle et : 168 : 12 : 38 : 33 : Laukevics et col.(1984) H
4 + levure + son de blé: : 3 : : :
g!w t Palllede : - : 13: -3 =~ : Hecht et col.(1985) :
(4] cellulolvticum ble : t t : t !

: H H H H H H H

X: Bnrichlssement protéique, Pf - Po (% PS)
n: Conscmmation de substrat, So - S¢ (% PS)
Y: Taux de conversion du substrat A protéine , X/n (%)
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La valorisation des sous produits agricoles |ignocellulosliques se heurte elle aussi a
un certain nombre de barriéres en majorité non spécifiques de la fermentation en
milieu sollde:

- Le degre de conversion du substrat en fermentation solide est plus bas qu’en milieu
liquide et les coefficients de maintenance resultent plus elevés. Ceci peut étre
compensé par une product ivité volumétrique deux fols plus Importante (Laukevics

et colf., 1984).

-Un prétraitement alcalin, thermique et parfois combind de la celluloss est
Indispensablie pour faciliter [‘accessibilité de ia celiulose (Chahal et col.,
1981; Ulmer et col., 1981; Abduliah et col., 1985) et ces opérations
alourdissent considérablement le codt de revient final de |°AFEP.

-La faible teneur en protéines des champignons cellulolytiques et leur difficuité a
assimiler tous les sucres |ibérés par |’action des cellulases sont deux Inconvenient
majeurs qui peuvent étre contournés en pratiquant des fermentations mixtes
champignon-levure ou champlignon-bactérie (Abdullah et col., 1985). Cecl preésente

en outre |’avantage de faire disparaitre immédiatement le glucose et de participer
ainsi a la levée de |’Inhibition de Ia synthése de cellulases chez le champignon.
Ainsi, les niveaux de protéines atteints Ibrs des cultures mixtes sont bien
supérfeurs a ceux des cultures pures de champignons cellulolytiques.

La tendance actuelle dans le domaine de la production de protéines unicellulaires a
partir de cellulose porte sur un procédé en deux étapes: une premiére étape de
sacchar ification du substrat par des cellulases et une seconde proprement dite de
fermentation sur |’hydrolysat (Laukevics et col., 1984; Tanaka et col.,

1985). Dans ce cas la fermentatlon solide pourralt intervenir au niveau de la
product ion de cellulases (cf. 11-3.3.)

Enfin, en ralson des particularités des procédés de dégradation de la lignine
(pressions partielles de 02 et C02 elevées, temps d’incubation prolongés) ne figurent
pas dans |le tableau 1 un grand nombre d‘études récentes sur la transformation de
substrats |ignocelluiosiques par fermentation solide a |aide de pourritures blanches
des genres Stropharia (Kamra et col., 1385), Phanerochaete et

Polyporus (Levonen-Munoz et col., 1985).
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I1-3. PRODUCT |ON D’ENZYMES

11-3.1. Amylases

C'est en s'inspirant de la fabrication du "Koji", aui produit un jus a haute activite
enzymatique que Takamine (1916) a developpé le premier procédé industrie! de
production d’amylases. Le substrat etait un mélange de son de bl¢ et d'amidon,
humidifié avec une solution sallne et ensemencé avec des spores d"Aspergillus
oryzae. Le fermenteur comportait des plateaux sur lesquels le substrat était
distribué en couches. Aprés plusleurs jours d’incubation le produit était recolté et
les enzymes extraites 4 I‘eau puis precipitées. Ce procédé connu sous le nom de
"Mou|dy Bran Process” a eté utillsé pendant des dizaines d’années pour la production
de la Takadiastase, un complexe enzymatique amylolytique.

Pius récemment d‘autres auteurs se sont intéressés 4 la production d’amylases et
glucoamylases dans le procedé “koji" et notamment a 1'importance de | environnement
gazeux sur les quantités d'enzymes synthetisées. Bajracharya et Mudgett

(1980) rapportent un accroissement de production lorsque le milieu est soumis & une
oxygénation intense et une réduct ion lorsque la pression partielle de COp est
importante. Narahara et al. (1982) rencontrent un maximum d'activité -amylasique
dans les conditions suivantes: 35% d’humidité du substrat, pression partielle de
€0, de 2% et température de 38°C.

L attention de nombreux auteurs s’est également portée sur les caractéristiques
cinétiques et blochimiques de la glucoamylase produite en fermentation solide dans le
procédé "koji", ainsi Mitsue et col. (1979) mettent en évidence trois formes de

glucoamylases (1, Il et 1]} de poids moéculaires différents et de comportements
cinetiques distincts selon le supbstrat de réaction utilisé. Pour Ueda (1981) les
formes de glucoamylases Il et |11 sont le résultat de la dégradation par des

hydrolases des protéines ou de la partie glycosidique de l1a forme | et n‘ont pas les
mémes propriétés vis a vis de |‘amidon. Toutes ces recherches ont pour but d’isoler
des enzymes capables d’hydroliser |’amidon cru et dans cette optique, la capacite
d“adsorption de |’enzyme & son substrat (Medda et col., 1982) et son activits
depbranchante (Ueda, 1981) semblent étre les qualités recherchees. L’utilisation

de telles enzymes aurait pour but d‘éviter |’étape de gélatinisation de |‘amidon,
codteuse en enérgie, dans les procédés de saccharification de substrats amy lacés
tels le riz et le manioc pour la production d’alcool (Sato et col. 1985).



Les amylases produites lors de la fermentation solide du manioc par A.niger ont
également été étudiées et comparées avec celles issues de la fermentation Iiquide
(Alazard et Raimbault, 1981, Alazard et Baldensperger, 1982). Ces

résultats montrent la quasi-absence d° -amylases lorsque fe champignon est cultivé
enmilieu solide mals auss| des caractéristiques différentes des glucoamylases:
optimum de pH abaissé, optimum de température élevé de 10°C, thermotolérance accrue.

Les bons rendements de production de glucoamyafses obtenus en FS ont amené
Ghildyal et col. (1985) & effectuer une analyse économique comparant le procedé

de FS avec la fermentation liquide. Il en ressort que la FS, grace a son faible coat
['investissement et & la concentration elevée de |‘enzyme produite est plus
rentable, et ce en prenant les estimations les plus pessimistes pour le milieu
solide.

|1-3.2. Protéases

Comme nous |‘avons wu précédemment les protéases jouent un rdle important dans
I’élaboration des aliments fermentés orientaux traditionnels. L’action des protéases
du “koJ|" sur les protéines végetales du soja ou des ceréales libére des aminc-acides
a potentiel aromatique et donne au produit final ses caractéristiques
organcleptiques. Fukushima (1982) a decrit avec précision le complexe
protéolytique du "koji“ et a montre que la gamme de protéases et peptidases produites
par A. oryzae en mllieu solide est beaucoup plus étendue qu’en milieu liquide.

Si 1'on fait exception de la production de "koji", la Iittérature contient assez peu
de réferences relatives & la production de protéases en mllieu solide, seuls
Hesseltine (1977) et Arima (d’aprés Aidoo et col., 1982) rapportent

|‘existence d’un procedé industriel de production de protéases de Mucor pusi|lus

par FS, sans doute sur la base du procédé "koji".

[1-3.3. Cellulases

La saccharification de la cellulose par vole enzymatique, si elle représente un enjeu
considérable, n'a pas jusqu'alors debouché sur des applications Industriellies & cause
d'une part du codtde prétraitement des reésldus |ignocellulosiques et d’autre part
du coat des enzymes, ce dernler représentant prés de 60% du prix total de
production. La necessité de produire des cellulases moins chéres a donc conduit un
certain nombre de chercheurs & entreprendre des études sur les procédés de FS.
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Toyama (1976) a le premier adapté le procedé "koji" a la production de cellulases

par Trichoderma reesei sur un substrat constitué de paille et de sonde riz
(80/20). Ensuite un grand nombre de travaux ont suivi, ayant pour but d’optimiser les
conditions de culture; les espéces utllisées appartiennent en majorité au genre
Trichoderma (Vilela et col., 1977; Deschamps et col., 1985) mais aussSi

Talaromyces (Nishio et col., 1981), Pestaliopsis (Rao et col., 1983)

ou Sporotrichum (Hoe-Kim et col., 1985). Chaha! (1985) travaillant avec

T. reesel sur paille de bié fait état de rendements de FS supérieurs a ceux de la
fermentation liquide. D’autres travaux ont visé a produire une enzyme spécifique du
complexe cellulasique comme la -glucosidase (Deschamps et col., 1984).

Dans les procédés de FS, la recupération des cellulases se fait le plus souvent par
extraction & |'eau, ce qui dilue |'enzyme de 4 a 5 fois et falt perdre en partie un
des avantages de 1a FS qui est [’obtention d’un produit concentré. Reécemment,
Roussos (1985) cultivant T. harzianum sur bagasse de canne & sucre, a mis un

point un procédé d’extraction qui met a profit les propridtés "d’'éponge” du matériau
pour récupérer les cellulases 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 meilleure
connaissance de la physiologie des champignons (mécanismes d’induction et de
répression de la synthése, absorption sur le sybstrat et diffusion dans ta matrice
solide) mals auss! par une amelioration des procédes 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 (Kitpreechavanich et
col., 1984).

|1-3.4. Pectinases

La synthése de pectinases par FS a été rapportée par Mushikova et col. (1978)
avec A. awamori et un peu plus tard par Ghildyal et col. (1981), utilisant du
son de blé ensemenceé avec A. carbanerius et qui ont obtenu jusqu’d 120 U/g de
substrat. Mais ces travaux isolés ne semblent pas avolr connu de suite.
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[1-4. Production d’acides organiques

En genéral, les procédés faisant appel & la FS pour la production d’acides organiques
datent du début du siécle; il en est ainsi pour |'acide gallique, |'acide gluconique
(Herrick et May, 1928) et I’acide kojique.

Le seul acide qui alt falt |’objet d'une étude plus soutenue en FS est |[’acide
citrique. Cahn en 1935 a eu au une approche originale au probléme en utilisant

des cosssttes de betterave ou de la bagasse de canne & sucre imprégnée d’une soiution
de sucres. La masse était ensemencée avec des spores de A. niger et aprés 4 jours

de culture V'acide citrique était récupéré par extraction & |’eau. Le rendement de
transformation des sucres en acide avoisinait 50% et une des grandes Innovations de
ce procéde était la réutilisation du support aprés extraction comme on le ferait
d’une éponge.

Ces travaux ont été repris par Terui et col. (1947) d’aprés Aldoo et col.

(1982) et plus récemment par Lakshminarayana et col. (1975); ces derniers
utilisajent de la métasse impregnée sur de la bagasse st grace a |’addition de
méthanol, amélioraient les rendements qul avolsinaient 80%.

Lockwood (1974) rapporte |’existence d'un procédé industriel japonais calqué sur

le procédé "koji" ol des souches d’A. niger resistantes aux ions metalliques sont
cultivées sur un milijeu amylacé. L'aclide citrique est extrait & |'eau aprés 8 jours
d’incubation a temperature contrdles . Selon cet auteur, les quantités d'acide
produites Industriellement de cette fagon approcheraient les 2500 T annuel les.

I1-5. Production de métabolites secondalres

Les principaux meétabolites secondaires concernés par la FS sont les toxines
fonglques: aflatoxines (Hesseltine, 1977) ou ochratoxines (LIndenfelser et
Clegler, 1975) produites respectivement  par A.parasiticus et
A.ochraceus. Les conditions de FS sont proches des conditions de contamination

naturelle des aliments et les rendements rapportés sont plus elevés qu'en culture
|iquide ou de surface.

Wang et col. (1969) ont rapporté |‘'existence d’'une substance a action
antibactérienne dans l'e tempeh (aliment traditionne! Indonésien fermenté par
Rhizopus oligosporus). La production proprement dite d’antibiotiques par FS a
surement fait |'objet d’études dans de nombreux laboratoires mais aucun résultat
probant n‘a été publié sur le sujet.
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11-6. Production de spores

Les spores nécessaires a |’'ensemencement des fermenteurs solides ou des fromages sont
le plus souvent préparées par cuiture de surface dans des fioles de Roux. Leur
production industrielle entraine donc le maniement de milliers de fioles et par
conséquent |’emploi d‘une main d’ceuvre importante. La fermentation solide qui permet
de multiplier la surface utile pour le champignon dans un moindre volume parait “etre
une alternative pour la production de spores.

Ainsi, ont eté étudiées les souches impliquées dans la préparation des aliments
fermentés orientaux : R.oligosporus par Wang et col. (1975) et A.oryzae

par Sato et col. (1982), mais également les souches utilisées dans la fabrication
des fromages: P.roqueforti par Larroche et col. (1986), ces derniers auteurs
cultivant le champignon sur un support (pouzzolane) imprégné d’un milleu nutritif
synthétique.

Des prototypes de réacteurs ont été congus pour augmenter le volume utile, controler
les conditions de production et faciliter la récuperation des spores (Roussos
(1985), Gervais et Bazelin (1986)). La mise en application de ces recherches
pourrait avoir un impact outre dans |’industrie alimentaire, dans la lutte biologique
par les champignons filamenteux, cette derniére requérant d’énormes quantités de
Spores.,

1. REVUE CRITIQUE DES PARAMETRES DE LA FS

I11-1. Particularités du développement mycélien

Dans la majorité des cas, les FS concernent les champignons filamenteux et le type de
deéveloppement est différent de celul observé en fermentation |iguide (fragmentation
mycélienne ou “pellets”) ou en culture de surface ou la crolssance est
essentiellement apicale. En FS, la quasi-absence de liquide intersticiel fait que
c’est la geéométrie du substrat qui oriente le développement apical et les
ramifications dans toutes les directions de |’espace. Les substrats solides se
rapprochent ainsi des milisux naturels des champignons (terre, végétaux en
déecomposition).

D autre part, chez les champignons filamenteux, les courants cytoplasmiques sont

forts et les phénomenes de transifocation jouent un rdle important lorsqu’ils
colonisent des substrats solides.
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Viesturs et al. (1981) travaillant avec Chaetomium cellulolyticum et
Trichoderma |ignorum et Aufeuvre et Raimbault (1981) travaillant avec

Aspergillus niger ont pu montrer, grace a la microscopie €lectronique a balayage
que dans un premier temps le mycélium se développe & partir des spores, fortement

attaché a la surface du substrat, puis un peu plus tard forme de véritables ponts
entre les particules donnant ainsi au produit fermenté sa compacité.

De méme, la configuration du substrat mais aussi les conditions d’aération
déeterminent plus tardivement le développement de conidiophores et la sporulation du
champignon.

Ces particularités font aqu'il n’existe pas de modéle mathématique réelement
satisfaisant de la croissance sur substrat solide.

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

X = Xg.et

ol X est la biomasse & |’instant t
Xg est 1a biomasse initiale
est le taux de croissance spécifique

Mais, en fin 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
fogistique qul s’adapte le mieux a la FS de A.oryzae sur riz ou son de blé:

i
X = ——t___
1+K.e t
X
avec K= °f -1
Xo
ou Xs est la biomasse max imum

Ce modéte largement employé en blologie introduit un terme de vielllissement ou decés
du mycelium.
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Raimbault (1980) a elaboré un modé¢le mixte de la croissance de A.niger sur

amidon de manioc. Ce modéle décrit une croissance exponentielle initiale tendant a se
rapprocher du modéle logistique en fin de culture. Pour cet auteur, ce sont les
quantités d’eau et de biomasse initiale qui sont les principaux facteurs limitants.

Pour Laukevics et col. (1985), une des points fondamentaux du développement
mycélien en FS est |’occupation de |‘espace. !l existe selon eux une densité critique
de mycélium fonction blen sur du microorganisme mals également de la configuration de
la matrice solide et de la forme de |’eau dans le substrat. Sur fa base de résuitats
anterieurs opbtenus avec 7. reesel, T.Tignorum et Ch. cellulolyticum ils

calculent que la quantité limite de biomasse sur paille de bié se situe entre 10 et
30 g/l
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Enfin récemment, Georgiou et Schuler (1986) ont mis au point un modele de
croissance radiale et différenciation de A.nidulans sur un milieu gelosé avec du
glucose comme source de carbone. la prise en compte des variations des gradients
bidimensionnels de substrat pour prévoir |‘apparition et le déroulement de la
conidiogenése est un des aspects Intéressants de ce modéle. Lles conditions de
croissance sur plaque sont toutefois sensiblement différentes des conditions de FS
qui mettraient en jeu un modéle encore plus complexe.

111-2. Humidité, activiteé de |'eau

[11-2.1. Généralités

A la différence des fermentations |iquides ou le substrat est dissous ou en
suspension dans une phase aqueuse et ou |’eau n’est pas un facteur limitant, dans les
FS la quantité maximum d’eau présente dans le mllieu est fonction de la capacité de
rétention du substrat. Lle liquide au sein de la matrice ne doit pas étre trop
abondant pour ne pas réduire la porosité et par conséguent les échanges gazeux
(Moo-Young et col., 1982) mais doit étre present en quantité suffisante pour ne

pas limiter la croissance du microorganisme.

I11-2.2. Forme de |’eau dans les substrats solides

Suivant le matériel utilisé le pourcentage d’humidité oscille entre 30 et 80 % et
|"activité de |'eau (Aw), pratiquement assimilable & |'humidité relative (Hr) dans la
phase gazeuse entourant le substrat, varie de 0.90 a 1.00.

Il faut bien prendre en compte que toute 1’eau n’est pas sous la méme forme et
également disponible & |’ intérieur du substrat. Sur la Figure 1 on peut apprécier
| “isotherme de sorption de |‘eau et |'evolution de |’enthalpie de vaporisation sur
amidon de manioc (taploca) en fonction de [‘humidité du milieu (Soekarto et
Steinberg, 1881). On distingue trols zones:

- une zone monocouche ou |‘eau est fortement liée & a surface du solide et ou
|“enthalpie de vaporisation est trés supérieure a celle de |’eau pure.

- une zone multicouche ou les niveaux d'énergie diminuent et ol |’eau est de moins en
moins 1iee (enthalpie de vaporisation & peu prés égale & celle de |’eau pure).

- Une zone dlite de condensation capillaire qul correspond & |’eau libre.
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Flgure 1: Isotherme de sorption et évoiution de 1'enthalple d’évaporation de |‘eau
sur de |’emidon de manloc dextrinlsé. (d’aprés Soekarto & Steirberg, 1981).

Meme si la distinction entre la seconde et la troisiéme zone est difficile a
établir en termes de contenu d’eau ou d’Aw, elle peut étre estimés sur la Fig.1 aux
alentours de 20 % d’humidité, correspondant & une Awde 0.80 a 0.85. Ainsi,
contrairement & ce qul est dit dans un certain nombre de définitions, il y a présence
d'eau libre dans tes substrats solides pour les humidités pratiquées en FS
(Laukevics et col., 1984; Mudgett, 1986).

Pratiquement, seule |’eau correspondant en partie & la zone multicouche et & ta zone
de condensation capillaire peut participer du métabolisme du champignon.

i11-2.3. Influence sur la croissance et le métabolisme

On peut définir trois roles importants de |’eau dans le processus de FS:
- |’eau de réaction, nécessaire a la constitution du mycélium et au métabolisme et

qui intervient dans [a stoechiométrie de fa croissance (Van den Berg et
Bruin, 1981)
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- l’eau en tant que veéhicule des enzymes, des nutriments et des métabolites
extra-cellulaires. Les techniques de RMN du proton permettent de définir ainsi un
point de mobilisation d’'un soluté, qui correspond & la quantité d'eau minimum
présente dans un corps pour laguelie on commence & observer des phénomenes de
solvatation (Ducksworth, 1981). Ainsi le point de mobilisation du glucose dans
[“amidon de pomme de terre est de 22 g d’eauw/ 100 g d’amidon. Une augmentation de
I’humidité augmente de plusieurs ordres de magnitude les coefficients de diffusion
des solutés.

- I’eau qui intervient dans la solupilisation de 1’0 gazeux; ce dernier phénoméne
n‘ayant pas été Jusqu‘alors mesuré en FS.

Un grand nombre d‘auteurs ont mis en avant |”importance cruciale de |’eau et de 1*Aw
dans les FS méme si les effets observés n’ont pas toujours regu d'explications
satisfaisantes.

Nishio et col. (1979) rapportent une augmentation de la vitesse spécifique de
croissance, de la biomasse et de la synthése d’enzymes (hydrolases de la peau
d‘orange) de A. niger sur son de blé lorsque I'humidité inltlale (HI) augmente de

32% Jusqu‘a un optimum situé a 56%.

Raimbauft (1980) travaillant avec A. niger sur amidon de manioc note une
augmentation de |'humidité de 10 & 15% aprés 25 h d’incubation. Au fur et & mesure de
la croissance, |’eau s’ incorpore au mycélium et des calculs théoriques montrent une
diminution de 1’eau libre qui ne representeralt plus que 13% de |’eau totale a la fin
de la fermentation. Cette valeur est limite pour le métabolisme des champignons et
cet auteur déduit donc que la croissance est arrétée par faute d’eau disponible,
alors qu'it reste encore de 25 & 30% de substrat.

Narahara et col. (1982) étudiant le procédé d’obtention du "koji" observent une
augmentation de la biomasse produite et du taux spécifique de croissance avec une
augmentation du contenu d’eau initial de 25.6 & 40.3% soit des Aw de 0.942 & (.975.
Pour ces auteurs le concept dAw est plus important que celui d'numidité initiale.
Dans tous les cas, ils observent un arrét de la crolssance lorsque |'Aw atteint
0.90. Dans cette étude, |’abaissement de |’Aw est correlé avec une accumulation de
sucres libres, non assimilés, & |“interieur du substrat. Enfin en ce qui concerne Ila
product ion d’enzymes, une augmentation du contenu d’eau initiale améliore la synthése
d'amylases mals diminue celle de protéases. Pour cette raison, ces auteurs
recommandent de maintenir une Aw élevée durant la phase de croissance puls de
|“abaisser au début de la synthése des protéases.
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Sato et col. (1983) ont mis au point un modéle pour la croissance des
microorganismes en FS en utllisant de la pulpe de bois imprégnée d'un milieu
nutritionnel. Les résultats obtenus avec une lewure,Candida lipolytica, ont
montré que le taux spécifique de croissance augmente avec I'Hi du milieu et avec
|’Humidite relative de |'air passant dans |le fermenteur.

Sakural et col. (1985), utlilsant le pain comme substrat pour modéliser la
croissance de A. oryzae en milleu solide notent une augmentation du taux
spécifique de crolssance quand |’Aw passe de 0.97 & 0.98.

Hoe-Kim et col. (1985) en diminuant | 'Aw par ajout de sels ou de PEG observent

que la vitesse de crolssance aplcale de T. reesei est affectée en dessous de 0.99

et mettent en évidence des effets croisés de I'Hi et de la température sur la
production de cellulases.

En général, les travaux concernant les FS sur substrats (ignocellulosiques montrent
qu’une augmentation de [‘Hl amélliore la vitesse de croissance des champignons et la
conversion de [a cellulose et coipcident sur |’existence d’une Hi optimum pour la
production de cellulases (Abaullah et co!., 1981, Nishio et col., 1981,

Rao et col., 1983, Deschamps et col., 1985).

En ce qui concerne fes métabolites secondaires, Hesseltine (1977) note que dans

la production d’aflatoxines par A. flavus sur du riz, des Hi supérleures a 40% se
traduisent par une importante diminution du rendement. De méme, Lindenfelser et

Ciegler (1975) observent ume relation entre Ia production d‘ochratoxines et
I'humidité au cours de la fermentation

[11-2.4. Contrdle de I'humidité

Tous ces résultats ont mis en évidence la necessité de concevolr des procédes
permettant de bien controler |’eau au cours de la fermentation. |l faut dans ce
chapitre faire une parenthése sur les réacteurs utiflsés en FS.

Il existe des réacteurs “dynamiques® de type pétrin (Raimbault (1980),
Deschamps et col. (1985)) ou tambour rotatoire (Lindenfelser et -Clegler

(1975), Toyama (1976), Silman (1980)) aui permettent d'additionner de |'eau

et d’homogénéiser en cours d’opération (cf. Fig. 2: réacteurs de FS). Ce dernier type
de réacteur présente donc |‘avantage de pouvoir contrdler |‘humidite rap idement
durant toute la fermentation mals aussi de permettre I‘ajout de sels ou de substrat &
["état dissous. Les principaux Inconvénients résident dans I“agitation de la masse,

une homogene isation trop forte pouvant provoquer une rupture des hyphes et nuire
ains! au développement mycélien.
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(2a) Fermenteur dynamique de type tambour rotatoire pour la préparation du kojl.
D’aprés Toyama (1976).

(2b) Fermenteur statique a plaques verticales de type “Zymotis". D'aprés Roussos
(1985)

Figure 2: Différents types de fermenteurs utilisés en FS.
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Nauttape
Coucne ge Qraine oe it

(%) fermenteur statique de type

“plateau” pour la préparation du (2d) Fermenteur dynamique
kojl. D'aprés Manokawa (1974) de type “pétrin“. D’aprés
Raimbauit (1980),

Dans la majorité des cas les réacteurs sont “statlques” ou fermés tels le fermenteur
a plateaux (pour la préparation du "ko)i": Nunokawa, 1972, Toyama, 1976), la

colonne (Raimbault et Alazard, 1980) , la "boite” (Narahara et col.,

1982), te fermenteur & plaques verticales “"zymotis" (Roussos, 1985) (cf. Fig. 2:
réacteurs de FS). Dans tous les cas, le matériel est introduit au debut de la culture
et les seules actions possibles sur 1°humidité et 1°Aw en cours de fermentation
consistent:

- achanger |I°Hr de 1'alr entrant dans le fermenteur: des variations du degré de
saturation de |’alr provoguent une sorption ou une désorption d‘eau sur le substrat
(Lakevics et col., 1984; Gervais et col.,1986) mais suivant le mode
d’aération, |l faut veiller a ne pas créer des gradients d’humidité dans le substrat.
~ & changer la température: Narahara et col. (1984) ayant observé des gradients
longitudinaux d’humidité dans un réacteur de type "boite” ont ainsi mis au point un
procédé de contrdle basé sur une equation reliant les productions de COp et de
calories. A partir des données de température de !’air a I’entrée et a la sortie et
de production de COp, une simple régulation de Ila temperature de |’enceinte
entourant le fermenteur permettait de maintenir [‘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
connus, un critére équivalent au Kla des fermentations liquides étant difficile a
mesurer en FS. Suivant les auteurs, la problématique de |‘aération est abordée
différemment; ainsi Moo-Young et col.(1982) distinguent les transferts de masse
Inter et Intra-particulaires:

- le premier parametre concerne le transfert de 1°0 dans le volume intersticiel

de la masse solide et dépend donc de la nature du substrat, de la teneur d'eau mals
auss| de 1°état d’avancement de la fermentation.

- le transfert Intra-particulaire est quant & Iul assimiié par ces auteurs aux
phénomenes de diffusion de 1°0p dans les pellets enmilieu liquide et Ils
développent un modéle semblable.

Dans le deuxiéme cas Il faut tout de méme considérer quelques différences
importantes de la FS par rapport au pellet comme par exempie [’attachement
substrat-mycélium et les conditions hydrodynamiques.

Lonsane et col. (1985) proposent la particlpation de deux phénomenes pour
expliquer le transfert de |09 dans les conditions de la fermentation solide, le
premier étant un transfert direct de la phase gazeuse au microorganisme, comme par
exemple dans les fermentattons sur hydrocarbures ot e second un transfert du gaz a
la phase liqulde comme c’est le cas dans les fermentations |lquides. Mals, blen que
séduisante, cette hypothése n’est pas etayee par | experlence.

Quol aqu’il en solt, |'importance de |’ interface substrat/liquide/air observée en FS
rend le probliéme d’aération moins critique que dans les fermentations !iquides et par
conséquent le coQt énergetique de | aération-agitation est beaucoup plus réduit.
C’est seulement lors des extrapolations de procédé que 1°on se heurte a des problémes
d'hétérogénéits, ainsi Rathbun et Schuler (1984), utilisant un plateau a
aération ltongitudinale avec une épalsseur de couche de 6.3 cm pour la fermentation du
Tempeh ont observé des gradients importants dans la composition gazeuse de !’air, la
pressfon partielle d'0p pouvant descendre a 2% et celle de COp pouvant
atteindre 21 % dans la partie inférieure du réacteur. Pour cette raison, de nombreux
auteurs recommandent une agitation intermittente de fagon & assurer |‘homogénéité du
systéme.
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En ce qul concerne la productlon d’enzymes ou de métabolites, |‘aération mais aussi
les pressions partielles (PP) d'0p et de COp jouent des rdles Importants.
Bajracharya et col. (1981) observent un effet benéfique de la PP d’0p sur la
product lon d’amylases par A.oryzae sur du riz et en concluent que la FS convient
blen de ce point de vue la a la production d'enzymes. De la méme maniére,
Narahara et col. (1882) obtiennent de meilleurs rendements d’amylases pour une PP

de C0p de 2% lors de la phase exponentielle de croissance et de protéases pour une
PP de 5 ¥ durant la phase stationnalire.

[11-4. Chaleur metabol lque

Si lors des fermentations liquides dans les réacteurs Infiniment mefangés, la chaleur
produite par le microorganisme lors de la respiration est Instantanément diluée et
dissipée, dans les FS, la forte densité dumycéliium, la falble teneur en eau et
|"absence de mélange peuvent condulre & une accumulation de calories nuisible au
déve |oppement du champ Ignon.

Ains| Raimbault (1980) et Huerta (1984) cultivant A.niger sur de Ia

farine de manioc dans des réacteurs de type colonne placés dans un bain thermostats,
observent des phénomenes de surchauffe au centre de la masse lorsque le diamétre de
la colonne dépasse 4 cm. Le gradient radial de température peut méme atteindre 10°C
pour des dlamétres de 8 cm. Rathbun et Schuler (1984) travalliant la
fermentation du grain de soja par Rhizopus oligosporus dans un fermenteur de typs
plateau a aération flongitudinale mesurent un gradient de 3°C/cm lors de la phase
exponentiel le de croissance, |’épalsseur de la couche étant de 6.3 cm.

L'élimination des calories comms la nécessité d’une aération homogéne sont les
facteurs critiques dans la conception des reacteurs de FS. Pour le premier point, le
contfole peut s’exercer a différents niveaux:

- L’'humidite: Une augmentation de |‘humidité modifle la conduction thermique du
substrat et du myceélium.

- L'aération: une augmentation de |‘aération favorise [‘élimination des calories par
convection forcée. De méme le contrdle de ['humidité relative de 1’alr peut
permettre une élimination des calories par évaporation. Le refroidissement par
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aératlon doit néanmolins étre manoeuvré avec précaution si 1’on ne veut pas
provoquer de séchage du prodult.

- La thermostatation du réacteur: Elle favorise la dissipation de Ila chaleur par
conduct lon & part!r des parols du réacteur; celul-cl peut alnsi étre placé dans une
enceinte thermostatée (Narahara et col., 1984), posséder une Jaquette
(Lakevics et col., 1984) ou étre  immergé dans un bain thermostaté
(Raimbault et Alazard, 1980). Dans le réacteur de type “Zymotis”
(Roussos, 1985) des plaques de pasteurisation verticales compartimentent le
réacteur et assurent le refroldissement de la masse (cf. Fig. 2: réacteurs de FS).

- L'agitation: une agitation Intermittente augmente la surface de contact entre la
masse et |‘air ouentre la masse et les parols du réacteur et contribue ainsi a
disslper les gradlents de température.

Jusqu’a maintenant, |’accumulation des catories a constitué un Inconvénlent sérieux
dans |‘extrapolation des réacteurs de FS et un grand nombre d’études d’ingenieurie
sont en cours pour résoudre ce probléme.

111-5. pH

La forme de {‘eau dans les substrats solldes a toujours constitué un obstacle & une
mesure satisfalsante du pH. Dans la majorité des cas on mesure le pH aprés mise en
suspension d’une part d’échantl|lon solide dans 3 & 4 parts d’eau. Cette méthode si
elle permet de mesurer un pH global n’est sans doute pas représentative des micro—pH
locaux du film aqueux ot se passent dans la réalite |’essentiel des réactions
blochimiques.

Le contréle du pH dans les FS est donc difficile et, en pratique, Il est assez
rarement entrepris. Le bon pouvoir tampon des substrats solldes mais auss| du mélange
salin Initial (Raimbault et Alazard, 1980) font que pendant la croissance, le

pH ne connalt pas de varlations extrémement brusques nl ne descend dans des zones
critiques pour le metabolisme.

i11-6. Estimation de la blomasse en FS

L‘estimation de la blomasse et de la croissance des champignons flilamenteux en FS a
éte et reste un point delicat. Du fait de la nature solide du substrat, les mesures
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rapides comme la turbidimétrie ou la nephelométrie. couramment pratiquées en
fermentation liquide sont impossibles a appliquer en FS. On est obligé de procéder a
un échantillonnage et a des dosages chimlaues rendus difficliies par [’intrication
existant entre le substrat et la biomasse. Ainsi les méthodes reportées dans la
littérature ont toutes leur part d’inconvénients et d’imprécision.

Les Japonals utilisent le plus souvent |e dosage de la glucoasamine qui est un
constituant de la parol du champignon. Mals d'une part, la concentration de
glucosamine continue a augmenter pendant la phase stationnalre (Sakural et col,

1985) et d-autre part, les résultats divergent énormément sulvant le procédé

d’extraction mls en oeuvre (Aldoo et col., 1981).

Sugama et Okazakl (1979) ont mis au point une méthode pondérale pour mesurer
la biomasse du "kojl", cette méthode fait appel & |’hydrolyse du riz résiduel par des
glucoamylases puis a la détermination du poids sec de mycélium. Ce procédé n’est

applicable qu’avec des substrats 100X amylacés

La major|té des auteurs dosent les protéines du champignon solt par la méthode de
Lowry (1951), mais elle n’est conflable que sur des substrats ne contenant pas de
lignines, soit par la méthode de Kjeldahl aprés précipitation des protéines & |’acide
trichloracétique. Cette methode qul est la plus couramment citée présente les
inconvénients d’étre longue et de pletre sensibllité. Enfin, une méthode
alternative mals toute aussi lourde consiste & doser les acides aminés totaux aprés

hydrolyse aclde (Penaloza et col, 1985; Gregory et col. 1985).
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On peut également sulvre les acldes nucléiques (principalement ARN) qui constituent

un bon indicateur de I°état de la biomasse (-Arima et zum| 967; _bacharya
_mutt1980). Les résultats restent toutefols difficilement comparables entre eux
puisque le taux d’ARN est fonction non seulement de la quantité de biomasse mais
auss| de la vitesse spécifique de crolssance.

Parmi les méthodes d‘analyse plus perfectionnées, Wissler et col. (1983)
rapportent |‘emplol de la spectrométrie de masse. Cette technique leur permet
d'effectuer un bilan Nyg/Ni4 sur différents échantillons precipités & I’acide
trichloracét ique et d‘estimer ainsi | Incorporation de |’azote dans la biomasse.

Enfin de nombreux auteurs préconisent t'utilisation de la gazométrie qul est la seule
meéthode capable de fournir des données en ligne et de suivre les fermentations. A
partir des mesures de COp et d’0p on peut calculer avec une bonne précision la
blomasse présente dans le réacteur et son taux de croissance (Sugama et
Okazak|, 1979; Ralmbault, 1980; Carrizalez et col., 1981; Sato et

col., 1983; Hos-KIm et col., 1385).

I11-7. Conclusion

Cette revue consacrée & |‘étude des caractéristiques et paramétres importants de la
FS montre qu’ il reste un certain nombre de points & éluclder sur la physlologle de
crolssance des champignons dans ces condltions, notamment en ce qui concerne |’eau,
["actlvité de |’eau et |‘aération.

Comme nous avons pu le volr, la conception des réacteurs est soumise & des
contralntes et des problémes qu'une mellleure connaissance des  processus
physiologiques pourrait arriver a alléger voire & résoudre. La FS accuse un énorme
retard technologlque sur les fermentations liquides et une amélioration des réacteurs
et de |’ Instrumentation est fondamentale pour son avenir.
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MATERIEL ET METHODES

. MATERIEL BRUT

La farine de manioc (Manihot esculenta) utilisée a été obtenue a partir du tubercule
frais. Le processus de préparation a été le suivant: le tubercule a eté pele,
decoupé, gélatinisé a 120°C & I’autoclave durant 15 mn puis refroldi & 0°C une nult
pour favoriser la rétrogradation de !‘amidon. Les morceaux de manioc ont ensuite éte
séchés, moulus et tamisés. La fract|on comprise entre 20 et 50 mesh a été utillisés
pour les cultures en milieu solide et les fines pour préparer les milieux d'obtention
des spores. Cette farine contenalt approximativement 80% d‘amidon et 2% de protéines
poids sec.

Le support utilisé a été de la bagasse de canne a sucre gracieusement fournle par la
Sucrerie Emiliano Zapata de Zacatepec (Mor.) au Mexlique. Les différentes fractions de
la bagasse ont été séparées industrie!lement par cyclone et nous avons conservé la
partie enrichie en moelle, moins |Igneuse et de capacité d’absorption supérieure.
Aprés tamisage, nous avons, sauf spécification conservé la fraction comprise entre 20
et 50 mesh. Cette bagasse contenait a peu prés 10% de sucres residuels lesquels
furent eiiminés & 90% par lavage 4 [‘eau.

I'1. CONSERVATION DES SOUCHES ET OBTENTION DE SPORES

La souche utilisée est une souche de Aspergillus niger var. hennebergi N 10
isolée et caracterisée par Raimbault (1980).

La souche a 6té repiquée tous les six mois sur un milieu “malt-agar" et conservés &
4°C.
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La composition du milieu utilisé pour | obtention de spores est la suivante:

Farine de manioc 404q

(NH4)2S04 44
KHgPO4 29
Urée 19
Agar 15¢
Eau qsp 1000 ml

La farine de manioc est gélatinisés en portant le mélange & ébullition durant 15 mn
puis aprés refroldissement, le pH est ajusté 4 5.6 avec de |’acide orthophosphor ique
et le milieu est réparti en Erlenmeyers de 250 ml a ralson de 25 ml chacun. Les
Ertens sont ensuite stérilisés a |‘autoclave & 110°C durant 25 mn. Les milisux
refroidis jusqu'a une température de 40°C sont inoculés dans la masse avec 2 ml d’une
solution de spores obtenue par resuspension a partir des tubes de conservation.

Les Erlens inoculés sont incubés a 25°C durant 7 jours, temps aprés leque! on peut
observer une sporulation uniforme sur toute la surface du milleu. La récolte
s‘effectue & I’alde d’un agitateur magnétique par resuspension des spores dans de
|‘eau additionnée de 2 gouttes de Tween 80. La suspension ainsi obtenue est filtrée
sur de la gaze pour éliminer les particules de milieu ou de mycélium puis diluee de
facon adéquate dans de |‘eau avant de procéder au comptage sur une cellule de
Neubauer .

I11. METHODE DE CULTURE

La méthode de culture utilisée est celle préconisée par Raimbault et Alazard
(1980) adaptee aux particularités de notre étude.

Pour les cultures comportant du manioc et de la bagasse, la bagasse est humidifiée
avec 50% de |’eau totale puis stéritisée a |'autoclave pendant 15 mn & 120°C pour
éviter toute contamination ultérieure par la microflore de la bagasse. Les sels sont
guant & eux dissous dans fes 50% d‘eau restants et aprés addition des spores, le pH
de la suspension est ajuste a 2.7. Une fois la bagasse refroidie, elle est méiangée
avec la farine de manioc puls inocuiée avec les spores en suspension dans la solution
saline. La quantité d’inoculum est de 2 x 107 spores par g de farine de manioc.

En ce aqui concerne les cuitures sur support imprégné, la bagasse est humidifiée avec

50% de |’eau totale contenant le ou les substrats a |’etat dissous (la concentration
de substrat de cette solution est donc double de la concentration finale) et le
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mélange est stérilisé & |’autoclave durant 15 mn & 120°C. Les sels sont dissous dans
les 50% d’eau restants et aprés addition des spores, le pH de la suspension est
ajusté a 2.7. La bagasse imprégnée de la solution contenant je ou les substrats
dissous est ensuite refrojdie puis inoculée avec les spores en suspension dans la
solution saline. Sauf spécification, la quantité d’Inoculum est de 2 x 107 spores
par g de support (bagasse).

La composition du milleu salin pour 100 g de substrat est la suivante:

(NH4)2504 9.8¢g
KHoPO4 5049
Uree 24g

Le matériel Inoculé est ensuite disposé dans des colonnes de verre cylindriques de 20
cm de hauteur et 2 cm de diamétre & raison de 10 & 20 g par colonne selon la densité
du matériel considéré. Les colonnes sont placées dans un bain thermostaté & 35°C et
connectées 4 un systéme d’adration, laquelle est fixée a 0.4 | d'air par heure pour 1
g de substrat sec.

IV. METHODES D’ANALYSE

IV-1. Gazométrie

La consommation d’oxygéne et la production de CO, durant les fermentations ont été
mesurées en cont inu par gazométrie. L alr effluent d’une colonne contenant 30 g de
matériel humide est séché par passage au travers d‘une colonne de condensation puls
d‘une colonne de Silicage!” montées en série. Un échantillon de |’air sec est ensuite
pompé a un déblt précis jusqu’a un analyseur d'0, de type paramagnet ique Servomex"
connecté & un enreglistreur Cole Parmer”. Un autre échantillon de |’alr effluent séché
est pompée volumetriquement et sa composition déterminée dans un analyseur de 0z
Infrarouge Beckman’ (Medical €0, Analyzer) lui aussi connecté a |’enregistreur (cf
Flg. 3: Schéma du dispositif)

Lalas deux analyseurs de gaz indiguent respect {vement les variations des pourcentages
d’0st de CO dans le gaz effluent; lesquels sont ensuite transformés en vitesse de

consommatlon (VO) ou de product jon (VC02) en multipliant par le débit de I"alr au
travers du réacteur.
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IV-2. Analyse des échantillons de fermentation

V-2.1. Polds sec

Le poids sec a été mesuré & polds constant aprés 24 h dans une étuve thermostatee
105°C.

[V-2.2. Protéines

- Dans les fermentations faisant appel au manioc seul, la biomasse a été estimée &
partir des protéines dosées par la méthode de Lowry (1851) sur des échant | lons
dilués entre 250 et 500 fois, homogénéisés tout d’abord & |°Ultraturrax’ puis au
Potter’. Le standard utilisé est |‘albumine bovine (30 2 300 mg/1).

-La présence de |ignines dans ta bagasse produisant des interférences lors du dosage
des protéines par la méthode de Lowry, les protélnes présentes dans les
échanti|lons provenant des fermentations contenant de ia bagasse ont été dosées aprés
hydrolyse acide par mesure des acides aminés totaux. Le processus analytique est le
suivant: i

- Les échantillons sont tout d‘abord été séchés a 60°C pendant 24 h puls broyés
et tamisés (40 mesh).

- 200 mg d’échantitlon sont ensuite hydrolysés avec 6 ml de HC1 7 N en ampoules
scel lées & |'autoclave & 120°C pendant 20 mn. '

- Apres refroidissement, on procéde & une neutralisation a la soude puis les
hydrolysats neutralisés sont centrifugés ou decantés.

- Le surnageant est ensuite dilué de fagon adéquate pour la réaction
colorimgtrigue avec la ninhydrine (Snel!, 1956), le standard etant constitué par
une solution de caséine de concentration connue.

W-2.3. Sucres

Pour tous les dosages de sucres, les échantillons sont dilués & ralson d’un gramme
pour 25 mi d’eau puis homogénéises avec un Ultraturrax™ a 20,000 rpm pendant 1 mn.

- Pour le dosage de |‘amidon résiduel, 1 ml d’homogénéisat est hydrolysé en présence
de 5ml d” HCI N4 90°C durant 3 h. {’hydrolysat est ensuite neutralisé avec 5 mi de
soude 1 N et les sucres réducteurs résultants sont dosés aprés dilution par la
méthode de Miller (1959) contre une solution standard de glucose.
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- Pour le dosage du saccharose, un échantillon de |°homogénéisat est centrifugé et 1
ml de surnageant est mis en contact avec 1 ml de solution d’invertase a température
ambiante pendant 1 h. Les sucres réducteurs sont dosés sur |'hydrolysat dilué par la
méthode de Mi!ler (1959).

- Pour le dosage du glucose, |‘homogénéisat est centrifugé et le glucose est dosé
directement par la methode de Miller (1959) sur le surnageant convenablement
dilué.

IV-2.4. Acides nucléiques

L'échantillon est dllué (25 fois) puls homogéneisé a 1'aide d'un Ultraturrax’, 5ml
de |'homogénéisat sont alors centrifugés et le surnageant est eliminé. On procede
ensuite a une extraction acide des acides nucléiques en redispersant le culot de la
centr |fugat ion antér leure dans 5 ml d‘acide perchlorique (HCI04) et en le mettant 25
mn a incubation & 70°C avec une agltation intermitente. Aprés refroidissement, la
suspension est centrifugée et la concentration d’acides nucléiques (principalement
ARN) du surnageant est déterminée par lecture & 260 nm contre une solution standard
d’ARN de levure (Sigma Labs.).

IV-2.5. Glucoamylases

Le milieu de reaction est |le sulvant:

Solution d'amidon (15 g/1) 2.5 ml
Tampon citrate pH 4.5, 0.1 M 2.0 ml
Solution enzymat ique 0.5 ml

La réaction enzymatique se fait a 60°C et I‘on préléve 1 mi d’échantillon au
temps O (immédiatement aprés avoir ajouté la solution & activité enzymatique) et
au temps 15. La réaction est arr*etée dans le réactif de DNS el les sucres
réducteurs |ibérés sont dosés par la méthode de Miller (1953).

Une unité internationale (UI) d’activité glucoamylasique correspond a la
quantité d’enzyme aqul 1ibére une micromole de glucose par mn dans les conditions
données ci-dessus.
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IV-3. Mesure de |’activité de 1'eau (Aw)

Pour la mesure de |‘activité de |’eau, nous avons utilisé un appareil Novasina’
constitug d'un capteur modéle BS et d‘un instrument de mesure Humidat IC 11.
L apparel| a été étalonné dans une gamme d'humidités relatives (HR) de 0.750 &
1.000 avec des sels saturés d’Aw connues. Les mesures sont faites a 30°C avec un
temps de stabilisation de |’instrument de 3 h, et ia précision donnge par le
fabricant est de 1% d'HR.

Expérimentalement, de 3 & 4 g d’échantillon sont si besoin découpés et
introduits dans des coupelles fournies avec |‘apparell. Pour les échant!|lons de
fermentation, et afin que le produit n’évolue pas pendant les 3 h de la mesure,
les échantillons sont exposés durant 10 mn a un rayonnement UV de 254 nm de
longueur d‘onde et 300 W de puissance, la coupelle étant placée &4 11 cmde la
source lumineuse.

IV-4. Microcalorimétrie

Pour ces études nous avons pu disposer d'un microcalorimetre differentiel LKB"
appelé Thermal Activity Monlitor (TAM) comportant 4 canaux tous douwlés d'une
réference. Ce microcalorimétre mesure 1°érergie de refroidissement aque dolt
apporter le systéme pour maintenir la température constante. Son seul! de
détection est de 0.2 microWatts soit moins de 10‘6'C avec Uune précision
supérieure a 5%.

Pour les expériences ge croissance, le matériel solide est placé dans des
flacons de 3 ml ensuite stérilisés puls inoculés avec une suspension de spores
contenant les sels et éventuellement le glucose. Chaque expérience comporte un
flacon témoin uniquement additionné de la solution nutritive sans fes spores. Un
courant d’oxygéne est ensulte passé dans le flacon durant 1 mn pour en saturer
| “atmosphére puis le flacon est scellé hérmétiquement avant d*etre place dans
le microcalorimétre.

Toutes les expériences ont eu lieu & 37°C, en double et les thermogrammes
gtaient enregistrés en continu.

VI ESTIMATION DE LA CROISSANCE A PARTIR DES VITESSES DE CONSOMMATION
D’ OXYGENE

La biomasse peut étre calculée & partir des vitesses de consommation d’0p. On
sait que la vitesse de consommation d'0, (r0p) est proportionnelle @ la vitesse
de formation de blomasse (rX):
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FOp = 1/Y0p.1X + m0g.X (1)

ou Y0, represente le rendement de blomasse par
rapport & |‘oxygéne (g de biomasse/g-d’0p)
m0, est le coefficlent de malntenance pour 1’07

L’ intégration de [’équation (1) de 0 a t donne:

r0p dt = (1/Y0p) (X¢- Xg) + m0y Xdt (2)

Plusieurs méthodes d’intégration sont décrites dans la |itterature (-Carrizales et
col., 1980; Hoe-Kim et col., 1985) et nous avons chois| la méthode préconisée par
Sato et col. (1983) pour estimer la croissance de levures sur support solide.

Si 1’on considére un intervalle de mesure T de 1 h, [‘équation est résolue avec une
bonne approximation en posant:

r0p dt = T/2 (r0y g + 2(rOy 1410y o...+r0g
t-140p 1) (3)
et Xdt = T/2 ((XO + 2(X1+X2+...+xt_1)+xt) (4)

|“équation (2) devient donc:

Xt = Y0p x (1/2(r0p g#r0p t)+ r0p ) + (5)
(1-a/2)Xg-a X| /(1+a/2)
ol a = Y0y x m0p

Les valeurs de Y0, et m0, que nous avons utllisses sont celles calculées par
Ralmbault (1980) pour [a souche deA. nigeret qui sont respectivement de 1.55 g X/g
07 et .007 g Op/g X/.

Pour estimer Xg, nous avons considéré les spores comme des cylindres de 3 microns de
diametre et 2 microns de longusur (Aufeuvre et Raimbault, 1981). Sachant que Ia
densité d de la spore se situe entre 1.0 et 1.1 (Hawker et Madelin, 1976) on

peut calculer le poids d’une spore. En ce qui concerne le conteru d'eau des spores,
les chiffres cités dans la |itterature varient de 10 a 50% sulvant la méthode
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d’obtention prise en compte. Ayant produit les spores sur un milieu sofide (cf.
matérie! et méthodes I1.), nous avons considéré |'humidité comme négligeable.

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

Xg= r2ixdx I =0.0006¢/g de substrat poids sec

Cette valeur est du m"eme ordre de grandeur que celles de 0.0012 et 0.0005 rapportées
respect ivement par Raimbault (1980) et Sato et col. (1983).

Sur la base de cette équation, un programme Basic d’intégration des vitesses de
consommation d’0, a été mis au point sur Apple Ile, programme qui permet le calcul de
X, rXet . Tous les resultats sont exprimés par colonne solt 30 g de matériel humide
Initial.

- (0 analyseur
. JAY c[09
culture
- colonne de .
so(ide condensation air sec /\/\
air — \r ’
FAN /- =<3 : [ ana(l)yseur
o -4 - 2
> NN
X ey
o P
v T A = \sﬂicage'

a®
ol [ |
L
» [ ]
21% 4 coton
cardg
humidificateurs

de j'air

g(l)?q&g 3: Dispositif utillss pour |’analyse des gaz effluents des colonnes de fermentatton
ide.
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RESULTATS

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

[-1. Sorption de |‘eau sur la farine de manioc

Nous avons déterminé !a partie de |’isotherme de sorption de I’eau sur la farine de
manioc dans la zone d'humidité concernée par la fS, cette partie correspondant & des
quant [tés d’eau de .1 & 1 g/g de farine séche. L’isotherme représentant W (g d’eau/g
de polds sec)

en fonction de Aw est porté sur la Fig. 4..

Pour pouvoir [e manoeuvrer plus facllement, | Isotherme psut &tre linéarisé de la
fagon suivante (FIg. 5):

A = KT (W) + K2 (6)

oo W est le contenu de sol ide par g d'eau = 1/W
K1 et K2 sont des constantes dont [es valeurs dans ce cas
sont respectivement -.0237 / (g de solides/ g d’eau) et 1.0058.

Utiliser le terme W revient a utiliser la molalité du produit qui est la forme la
plus employée dans les calculs de Aw (Ross, 1975).
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sur la farine de sanioc. la farine de manioc |Inéarisé daprés |"equation (1).

Comme on peut le voir, pour une humidité de 50 % |‘activité de I‘sau dans la farine
de manioc est proche de 1.00 (.988). Mais I faut aussi prendre en compte [’autre
constituant essentiel cu milleu de culture: le mélange salin. Nous avons donc
déterminé |’ Isotherme de sorption de ce mélange (cf. composition dans le chapitre
Matériel et Méthodes).

Cet isotherme |inéarisé par |’équation (6) est représenté sur la Figure 6. La pente
de cet Isotherme est plus de 10 fols supérieure & la pente de L’isotherme de la
farine et on peut donc penser que la solution saline aura une Influence prépondérante
sur |“Aw du substrat.

100
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0.85
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Fig;rg 6: Représentation |lInsarisée d’aprés
1 tion (1) de I’Aw en fonction do la .
concentratlon du mélange salin en solution (K ).
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Pour estimer | Aw-d'un mélange (Awf) |"équation la plus utilisée est |‘équation de
Ross (1975):

,‘,/

g = () (hwg) (). Ly D

_ o “‘(Aun_)_"représwté l‘activité de I'eau de chacn des n
const ituants du mélange. ’

Ceftte équation .a ete adoptée pér Narahara et col. (1982) pour expliquer
I"évolution de |"Aw du milieu au cours de la fermentation du "koji".

Alnst si nous appl iquons . cette - équation avec les valeurs d’Aw des const Ituants
caloulées & partir des Isothermes | Inéarisés, nous obtfendrons pour ' le substrat
|n\t\a{ (85 % ﬁe fartne + 15 %.de ssjs PS) humidifie a-50 Zuae Awf = ( 982) (.957
solt .940. 0r la vaieur expér’imentale mesurée est de .937.

La Dremlere concluslon Importantecest donc quepour Ies humidités couramment
prath;é% IAw lnItIaIedu mllleude fermntatlon est basse et essmtlellanent
dependante de, Ia quantlte de sels N

et

I-2. Crolssance de Asperglllus niger sur amldon de manioc

1.°Cinétique de croissance
Sur Ia Flguré 7 nous pouvons observer la clnéth.Je de crolssance de oonsomatlon de
sucres et de product|on d’ amyloglucosldases de A. nlgg sur amldon dé’ manloc Ces
résultats sont comparables a ceux décrits par Ralmbault et Alazard (1980),
savoir un enrichissement protéique de |'ordre de 10% Poids Sec Initial (PSI) soit
0.25 g de mycélium/g de PSI, apres 25 h d’ Incubat fon. La consommation de sucres est
de 50% PSI et le rendement de transformatlon des sucres en biomasse est proche de
0.5. La cinétique Iegerement plus rapide peut 8tre attribuée a la qualité
différente de la farine de manioc.

Sur la Figure 8 sont représéntées ’/les cinétiques de vitesse de production de COp
(VCOy), de consommation d’0 .(VOp) et le coefficient respiratoire (Qr) quotient de
ces deux vitesses. On peut verifier Qe le " Qr reste volsin de 1.0 durant toute la
phase exponentlelle de croissance pour diminuer ensuite.
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L évolution des acides muclélques (Figure 9) est durant la phase exponentielle
semblable & la cinétique de VCOp ou VO, et si |1on peut observer un décalage de 2 a 3
h entre le temps d‘activité respiratoire maximum et le temps ou |'on atteint Ia
blomasse maximum mesurée par les protéines (Fig. 7), ce decalage ne se remarque pas
sl [‘on considére le temps du maximum d’acldes nucléiques. La mesure de cette
derniére variable est donc importante car elle donne une meilleure indication sur
|"état physiologlque du champignon lors de la crolssancs.
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WA A
sur amidon de manioc.
Le profil de pH (Flg. 9) montre une légeére alcalinisation durant les premléres heures
de la crolssance, attribuable a |‘hydrolyse de i‘urée et la |ibération d’ions NH4+,
puls une acidification importante aqui correspond & la phase de croissance
exponent el le et & la production de COp.
La concentration de protéines du produit aprés 25 h mesurée par 1a méthode des acides
amings totaux a fournl une valeur de 17.7 ¥ PS| contre 12.0 % lors du dosage par la
méthode de Lowry (1951). L'écart est Important mais pas Invraisemblable si |‘on
consldére |'énorme variabllité des mesures de biomasse en fermentation solide. Alnsi
Ralimbault (1980) rapporte un écart de prés de 50 % entre les résultats obtenus
sur un échantilion dosé par la méthode de |“azote protéique de Kjeldah!l et par la
méthode de Lowry (1951).

I1-2.2. Evolution de 1'eau et de |[‘actlvité de |‘'eau durant la
croissancs.
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* Quant Ité d’eau

D’aprés Raimbault (1980), au cours de la fermentation, la quantité d’eau totale
(Ho07) & I”instant t peut “etre estimée par |’équation suivante:

Hor = Hg| + Hage - H + Hds (8)

ol  Hy0; =quantité d'eau Initiale.
HyOpg = quantite d’eau formée par respiration.
HOy = quantité d’eau consommee pour hydrolyser {"amidon.
Hy0g = quantité d’eau sorbée.

Comme on peut le constater sur la Fig.10 la teneur d’eau du produit deéterminés
expér Imentalement augmente |égérement au cours de la fermentation passant de 1.00 a
1.12g / gde milleu Initial aprés 30 h. Il faut insister sur le fait que,
contrairement & 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 du temps mals
au contralre une légére sorption.

Si nous nous Intéressons & |'eau résiduelle (Hy0p), celle-ci peut etre calculée en
connaissant |‘eau totale et [‘eau consommee (Hx0p).,

Ho0g = HoOt - Holp

Toujours daprés Ralmbault (1980), |’eau consommée (Ho0¢) peut 8tre donnée par :
HpOp = 0.1 Sy + 3X (9)

ol Sy est la quantité de sucres hydrolysés & 1”instant t

X est la biomasse
3 est |"Inverse du coefficient stoechiométrique de
croissance par rapport & |‘eau (0.33 g X/g H.0)

L"eau consommée et |’eau résiduelle sont portées sur la Fig. 10 et | on peut voir que
cette derniére diminue jusqu’a atteindre 0.15 g/g de poids sec. Alnsi, [l ne devrait
pas theoriquement y avolr de limitation en eau puisqu’il en existe encore &4 la fin de
la fermentation. On peut néanmoins se demander s! cette eau résiduelle est disponible

pour le champignon. Nous avons pour cela essayé de prédire |‘évolution de |’Aw durant
la croissance.
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** Activite de |’eau

A partir des données de consommation d‘0p, |l est possible en s’aidant des
coefficients stoechlométriques de la réaction (Ralmbault, 1980), d'estimer la
biomasse & |“instant t et, par la |[’eau consommée (H0g). Nous connaissons par
| "expérience les quantités d’amidon, et d’eau résiduelle et en considérant que la
vitesse de consommation des sels est égale & celle des sucres, on peut établir un
bilan de chacun des constituants (Tableau 2.) . A partir des isothermes |inéarisés on
connalt |’Aw de chacun des constituants que [’on remplace ensuite dans |’équation de
Ross (7). On peut de cstte manleére calculer |'Aw du substrat remanent au cours du
temps (Tableau 2). Cette Aw calculée est portée sur la Figure 11 et 1'on voit qu’elle
baisse reguliérement pendant la croissance, passant en dessous de .810 aprés 20 h et
atteignant .840 & 30 h. '
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D“aprés Pitt et Hocking (1977), la vitesse de croissance de A. flawus et

A. ochraceus subit une forte diminution quand |’Aw est inferieure & .900. On peut
donc étre tenté d'expliaquer le ralentissement et la fin de la phase de crolssance
par une diminution de la disponibiiite de 1‘eau. Cette hypothése sera etayee par les
résultats obtenus un peu plus toin.

Tableau 2: Paramétres de la culture de A.niger

sur farine de manioc avec une humidité Initiale de 50 %

:Temps :Farine: Sels : X :HzOT:Hzoc:Hz()R: Mo M sy
:(h) : : : : : : sb. : reéelle:

x z . . L d - & . ® % .

.000 : 0.000 : 1.000 : 0.944 : 0.937 : -
.020 : 0.078 : 0.942 : 0.942 : - 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 .128 : 0.831 : 0.297 : 0.894 : 1.000 :-
:25.0 : ,373 ;. .078 : .266 : 1.121 : 0.941 : 0.180 : 0.845 : -~ -

: 3.0 : .323 : .071 : .268 .122 0 0.968 : 0.152 : 0.838 : 1.000 :-

: 0 : .85 : .15 : .001 :
:10.0 : 813 : .145 : 022 :
: 125 : 773 : 138 : .044 .

_— —d a4 —a

Tous les résultats sont exprimés en g/g de poids sec initial.

* Valeurs calculées

** s est exprime en HR/ (g de myceélium/g d’eau)

X: Blomasse ; Ho0 7: Eau totale ; Hy0 ¢: Eau consommée; H)0 p: Eau résiduel e

Si 1'on détermine 1’Aw du produit en cours de fermentation, on va, contrairement & ce qui est
reporté par alileurs (Narahara et coi.,1982), observer une augmentation pendant la phase de
croissance (Figure 11). Cette évolution pouvalt étre prévisible dans 1a mesure ol 1'Aw
apparente est la résultante de deux phénoménes: |‘un étant ]’augmentation de |’eau de
constitution du mycélium et |‘autre |’appauvrissement de |’amidon en eau résiduel le (H0). Or,
le mycélium.est constitué de 80% d’eau et son Aw est égaie & 1.000.
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Flgure 11: Evolutfon de |“Aw du substrat calculée
(@) et de |'Aw mesurés expér mentalement (@)
lors de la crolssance de A. niger sur amidon

de manioc.

Pour modélliser |'évolution de 1°Aw apparente du produit durant la fermentatlon dans
son entier, la formule de Ross (7) n'est pas utilisable. En effet, cette équation
cons|dére:

- que les dIfférents constituants du mélange sont représentés dans des quantités du
méme ordre de grandeur.

- que toute I'eau est également disponible pour chacun des constituants.

L'appliquer au cas de la FS est donc deélicat puisque d’une part, durant les 15
premiéres heures de la fermentation la quantité de mycélium est petite devant celle
|’amidon et d’autre part |’eau attachée au mycelium n‘est pas disponible pour les

autres constItuants { Ross,1975).
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L autre équation largement utilisée pour le calcul des Aw des aliments & humidite

intermédialre est |'équation de alwin et lawson (1959):

a1s1m1 + a252m2 + ...ansnmn
Awg = (10)

S]ITI] + 32m2 + snmn

0l &, est |“Aw de chacun des constltuants du mélange
S, est la pente de |'Isotherme de sorption pour |"AW
conslderee
My est la masse de polds sec de chacun des constituants

Dans le cas qul nous occupe, nous pouvons consldérer deux constituants qul sont le
milleu et le mycélium. Ainsi, myet mp représentent respectivement le substrat
(amidon + sels) et la biomasse exprimés en g/g de poids sec a |’ Instant t.

ap représente |‘activité de |‘eau du mycéllum que |’on considére constante pendant
toute la fermentation et égale a 1.000. a; est I‘activité de |'eau dans |“amidon
résiduel. Elle peut &tre déterminée, en connaissant la quantité d’eau resliduelle,
la masse de substrat et en les rempiacant dans |’équation |inéarisée représentant
| " Isotherme de sorption.

Cette equation introduit le terme s, qui tient compte de la force de rétention d'eau
de chacun des constituants dans la partie de |’ isotherme considérée. Pour le millieuy,
sy peut étre estimé par la pente de |’isotherme |inéarisé de |‘eau dans le mélange
salin, ce dernier étant le constituant ayant la plus forte Influence sur 1'Aw.  Pour
le champignon, Il est difficlle d’établir un isotherme de sorption de |‘eau dans le
mycélium et donc de connaitre sj.

SI 1'on appligue I'équation (10) a |’évolution de I'Aw du produit mesurée
expér imentalement, il est possible comnalssant tous les autres termes de déduire sj.
Nous avons rapporté sur le tableau les valeurs de s calculées pour différents temps
d’ Incubation. Comme on peut le voir sur e tableau 2, cette valeur augmente avec le
temps tendant vers |’infint en fin de fermentation.
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En fait, le coefficient s, significatif normalement de la force de Ilaison de |’eau &
un corps prend fci en compte un phénomene d’un autre ordre qul est le mode de
colonisation du substrat par le champignon. Comme cela a été montré en microscopie
électronique de balayage, (Aufeuvre et Ralmbault, 1981) le champignon entoure
[ittéralement le graln d‘amidon. et |'Aw apparente mesurée est donc celle du
champignon égale a 1.000. Le coefficient sp est donc dans ce cas unliquement
représentatif du taux de recouvrement du substrat par ie mycélium.

]-2.3. Conclusion

Grace & |’'élaboration d'un bilan de |'eau au cours de la FS du manioc et & une
estimation théorique de 1°Aw du substrat résiduel par |’équation de Ross (1975),
nous avons pu volr que s’i| existait toujours de |‘sau dans le milleu aprés 25 h de
culture, |’Aw du substrat serait alors inférieure a 0.900 et que par conséquent cette
eau reslduelle seralt peu disponible pour le métabolisme du microorganisme.

Pendant la croissance, le mode de colonisation du substrat et sa substitution par du
mycé|lum font que |’Aw mesurés au cours du temps augmente pour devenir égale & celle
du mycélium (1.000) en fin de culture.

Afin de vérifier la justesse des hypothéses formulées dans ce chapitre concernant
| Importance de |‘eau dans la FS, || était nécessalre de pouvoir travailler avec des

quant ités d’eau initiales plus importantes sans "pour autant changer la méthode de
culture.

I-3. Croissance de A. niger sur amidon de manioc et flbres de bagasse.

[-3.1. Introduction

Lors de la réhumectation de la farine, si ['humldité dépasse 50 & 55% (P/P), |’amidon
de manioc commence & devenir pateux e qui le rend difficilement manipulable en FS.
Afin d'étudier |’ influence de |’activité de |‘eau, deux alternatives sont possibles:
on peut

- dimirwer la quantité de sels par g de substrat ou changer la composition du
mélange salin (les lons sulfate par exemple ont une activité ionique élevés et
modifient considérablement |[‘Aw) mals 1|l faut prendre garde & conserver un C/N
constant.

- augmenter I‘humidité Initiale tout en conservant une texture du substrat
satisfaisante.
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Nous avons donc repris |'idée de Sato et col. (1983) qul préconisalent |‘emplol
d'un support a forte capacité de rétention d’eau, jouant un role de réservoir de
llquide pour |e développement ou microorganisme. Cet auteur uttlisait un prodult
Iignoceliulosique intermédiaire de |’ industrie papetiére: la pulpe de bois. Le manioc
étant une culture tropicale, i1 nous paraissait plus Intéressant de travalller avec
la bagasse de canmne & sucre, aqui est un déchet lignocellulosiqus Industriel
disponible en abondance dans les pays chauds et humides, et qui a le mérite
supplémentalre d’avoir déja été etudié pour l|a production de cellulases par
T.harzianum en FS (Roussos, 1985). La bagasse utilisée a été broyée et
tamisée (cf. Matériel et Méthodes) de fagon & obtenir une taille de particule
équivalente a celle du manioc.

Dans un premler temps nous avons mesuré pour une Hi constante, |‘effet de Ila
proportion de fibres sur ia crolssance puis ayant choisi les proportions du mélange,
nous avons mesure |‘effet de |'HIl sur la croissance.

1-3.2. Sorption de |‘eau par la bagasse

Nous avons tout d‘abord mesuré |°Isotherme de sorption de |‘eau dans la bagasse;
celui-cl lindarisé par |‘équation (6) est représenté sur la Figure 12 et le calcul
nous donne une pente de -.0234 / (g de solides/ g d'eau) Identique a celle observée
pour la farine de manioc (-.0237 / (g de solides/ g d’eau)). La bagasse peut
néanmoins accepter beaucoup plus deau que |‘amidon sans provoquer de drainages, la
limite pour notre matériau se situant 4 4 g d’eau/ g de bagasse.

N
1L00] o, A-O2
3 ~e .023
< \\ Corr. .9992
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~
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Figure 12: Isotherme de sorptlion de i‘eau sur
la bagasse de canne |Indariss d‘aprés | équation (1).
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Nous avons ensuite pratiqué des essais préliminaires pour mesurer les capacités de
rétention d'eau de différents mélanges farine/bagasse. Nous avons pour cela mélangé
au mixer fa bagasse prétraitée (cf. Matériel et Méthodes) avec la farine de manioc
puis ajouté différentes quantités d’eau. Aprés 5 mn de repos, |’existence de
gouttelettes & la surface du réciplent nous Indiquait des phénoménes de drainage.
Nous avons ainsi fixé les limites supérieures d'humidité tolérables par les
différents mélanges, elles sont de: 63% pour 10% de fibres, 70% pour 20%, 73% pour
30%, 75% pour 40X et 76X pour 50%.

1-3.3. Influence de la proportion de fibres

Cing fermentations ont été pratiquées avec un pourcentage de fibres allant de 10 &
50% (P/P) et une humidité constante de 62% (P/P), les sels étant ajoutés en fonction
de la quantité de substrat dans le milieu. Les résuitats figurent sur le tableau 1 ou
I“on peut observer que logiquement la quantité de protéines et |a perte de polds sec
diminuent lorsaque la concentration inltlale de fibres augmente. Les Rx calculés sont
inférieurs & celul obtenu sur 1’amidon seul (0.71 g X/g S) mals on peut néanmoins
observer dans tous les cas des taux de conversion supérieurs a 70%, élevés sl on les
compare avec le chiffre de 58% obtenu lors de la cuiture sur amidon uniguement.

Tableay 3: Paramétres des cultures de A.pjger sur des milleux mixtes
comportant différentes proportions de fibres.

:Fibres :Perte de Poids: Biomasse : Consommation ; Rx ; Ts* ;
: s sec s : de substrat : :
:(% PSI): (% PSD) (g X/ g PSI): (g S/ g PSI) :(g X/g S): (%) :
10 : 23.4 . .375 s 575 1 .652 :73.9 :
-—~t- fmm————— H - fmm—m—

20 22.0 : .300 : .551 + 544 :78.5 :
e EO L LI L P e e LT tm——e H : -t
30 : 16.9 : .238 : .444 : ,536 :71.2 ¢
e : 3= ————t—— ——t=—- ——imm—e—t
: 40 15.2 : .249 : .384 : .640 :70.7 :
fmm————— H t—- --: —-— ———— et
50 11.2 : 235 : .401 : .586 :87.2 :

* g représente le taux de conversion du substrat
(Substrat consommé/Substrat initlal)

PSI: Polds sec Initlal; X: Blomasse ; S: Substrat (amidon)
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Pour les études suivantes, nous avons choisi d’utiliser une proportion de bagasse de
20% qui permet de manoeuvrer une gamme d'humidités importante allant jusqu'a 70% sans
perdre trop de substrat.

En ce qui concerne la production de glucoamylases (Tableau 4), |’introduction de
fibres semble avoir indépendamment de |‘humidité un effet favorable. Si i‘on
considére le rendement d’enzyme par gramme d’amidon, |‘optimum se situe autour de 30%
de bagasse.

Tableau 4: Production de glucoamylases
avec différentes proportions de fibres

Fibres : Activité Activité spec.

(¥ PSI) : (Ul/gPSI) :  (Ul/ g de manioc) Z
10 z 388.5 ; 431.7
2 ' 369.3 z 461.6
30 354.9 Z 507.0
40 287.8 i 479.7
50 129.5 i 258.0

PSI: Poids sec Initial
[-3.4. Influence de la teneur d’eau

* Croissance

Une fois fixée la proportion de fibres & 20% PSI, nous avons effectué cing
fermentations avec des humidités Initiales de 42, 48, 55, 65 et 70% (P/P).

Sur la Figure 13 nous avons porté les AW mesurées au temps O mais aussi les Aw
calculées & partir de |'équation (7). La bonne adéauation des donnees exparimentalies
et calculées montre que le modéle de Ross (1975) est satisfaisant pour predire
[‘Aw initiale d’un milleu complexe de fermentation solide.
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pour différents contenus d’humidité Initiaux.
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Sur la Figure 14 sont représentees les cinétiques de vitesses de consommation d’0,
pour les différentes humidités concernées. On peut observer que la quantité d'eau et
["Aw du milieu affectent de maniere drastique !’allure des courbes de croissance. Si
[‘on intégre les courbes de VO, on peut calculer e moyen (cf. matériel et
Méthodes) qui a été porté contre |’Aw initiale du milieu (Figure 15), on voit que
celul-ci augmente Jusqu’a une Aw de 0.98. Le temps de germination (Fig. 15) est lui
aussi affecté puisqu’if diminue de 4 h entre 0.94 et 0.98. En conséquence, la duree
de la culture calculée a partir des V0o est raccourcie d’a peu prés 8 hentre 42 et
70% d'Hi (cf. Tab. )

La disponibilité de |‘eau est donc un critére important pour expliquer la vitesse de
croissance de A. niger sur substrat solide. L'eau est le mobilisateur des
réact|fs de la croissance et une augmentation de la disponlbilité de |'eau augmente
les vitesses de diffusion des amylases vers |’amidon et au produit d’hydrolyse, le
glucose vers le microorganisme. De méme, une fois atteinte la phase stationnaire de
développement, la chute de |[‘activité respiratoire (Fig 14) est d‘autant plus
prononcés que |’Hi est plus élevée. Ceci Indique que les phénoménes de lyse sont eux
aussi beaucoup plus rapldes lorsque la diffusion est facilitée.

Outre un effet marqué sur la cinétique de crolssance, une augmentation de la quantité
d'eau inltiale ameliore de fagon importante le taux d’utilisation du substrat (Ts) et
la quantité de blomasse produite par g de matériel sec est supérieure (Tab. 5), les
Rx restant semblables & ceux observés pour Ie manioc seul ou dans fe paragraphe
précédent .

Ces dernlers résultats vérifient |’hypothése de aimbault (1980) selon laquelle la
crolssance de A.niger sur amidon de manioc en FS est |imitée stoechiométr iquement

par |’eau disponible. Nous touchons 1a au premler rdle de |’eau dans les FS qui est
celui de réactif Intervenant dans les réactions biochimiques et la constitution du
mycel ium. On peut voir sur le Tableau 5 qu’au dela de 65% il y a peu de variation
dans la biomasse finale obtenue et 1°on peut penser que |’eau n’est plus |limitante en
tant que réactif pour de tels contenus d’eau initiaux.

On peut constater sur le Tableau 6 que dans la fermentation contenant 65% d'Hi,

Aw de la farine calculée & partir des humidités mesurées expér imentalement ne
diminue pas et méme augmente légérement du fait de la consommation de sels et de
bstrat. Ainsi,|‘eau présente dans le milieu garde une bonne disponibilité pendant
toute la durée de la fermentation. Ceci fournit une explication suppiémentaire aux
rofils cinétiques dlfférents et 4 |'utilisation plus poussée du substrat.
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Tableau 6: Paramétres de la termentation comportant 20% de bagasse, 80% de manioc et
une humidité initiale de 65%.

:Temps:Amidon: Sefs : X :HO 7 :HO g :HOR: AW
. : . : : : : :mi | leu:
L ox e

0 .680 : .120 : .001 : 2.250 : 0.000 : 2.250 : .8981 :
7: .675: .120 : .004 : 2.348 : 0.020 : 2.329 : .982 :
9: .657 : .116 : .014 : 2.447 : 0.058 : 2.389 : .983:
11 : .608 : .107 : .041 : 2.512 : 0.154 : 2.358 : .885 :
13 : 513 : .091 : 094 : 2,552 : 0.310 : 2.242 : .937 :
15 : .351 : .062 : .184 : 2.415 : 0.646 : 1.769 : .989 :
17 : .214 : .038 : .260 : 2.220 : 0.908 : 1.312 : .991 :
19 : .122 : .022 : .260 : 2.230 : 0.912 : 1.308 : -

21 : 049 : .010 : .260 : 2.235 : 0.915: 1.305 : -

Blen que le taux de conversion des sucres soit supérieur pour des Hi élevées, |l
reste toutefois un peu plusde 20 % (PSI) d’amldon résiduel, ce qui suppose
|’existence en fin de croissance de facteurs Iimitants distincts de |’eau. Lles
transferts de masse intraparticulaires (Moo-Young et col. 1982) ou I’occupation

de |’espace par e mycélium (Laukevics et col., 1985) pourraient alors é&tre
incrimines.

Si I’ on s’intéresse maintenant & |’aspect pratique, les gains conjugues de la
vitesse de croissance et du taux de transformation du substrat se reflétent dans |la
productivité (mg de protéines/g PSI/h) qul est presque triplée entre 48 et 70% d'Hi
(cf. Tab. 5). Toutefols, la productivité obtenue avec |‘amidon seul est de 15.70 mg/g
PSI/h et la biomasse finale est plus élevée (0.392 g/g PSI), le substrat n’étant pas
dilué avec de la bagasse non métabolisable par le champignon. De plus, |’ Introduction
de support diminue la densité de ia masse et donc la productivité volumétrique du
systeme.
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Tableau 5: Paramétres de la culture de A.niger sur
(Farine de manioc 80% (P/P), bagasse 20% (P/P))
initiales.

-

cHi AW AW X f ¢ So-Sf :Ts  :Rx : Productlvlté :
% (HR) :(%}jR) :(9/g PS1):(g/g PS1Y: (%) :(g X/g S):(mg X/g PSI/M):

: 42 1 93.3 i 93.7 ; 123 z .233 z 33.2 z .528 z 4.8
:_;;_: 94.0 i 95.0 z 72 z .344 z 48.8 i .500 i 7.2
:_;g_: 95.8 i 86.3 z 251 ; A1 i 59.3 i .802 z 12.5
:_ég_: 97.5 i 87.7 z .324 z AT ; 68.0 i .679 i 18.0
:_;5_: 98.0 i 98.2 z .338 z .558 ; 79.5 ;- .607 z 18.8

:tVaIeur calculée d’aprés |’équation (7)

Substrat consommé/substrat initial
Ri : humidité Initiate ; PSI: poids sectiinitial; X: Biomasse;
So: Substrat initial (amidon); Sf Substrat final (amidon)

milieu mixte
avec différentes humidités

Comme dans le chapitre 1-2.2, il est possible a partir des données d’0y de calculer
la biomasse. D’autre part, la concentration de substrat et ['humidité totale nous
sont fournies par | expérience et 1’on peut donc déduire la quantité d’eau résiduelle
(H0g). Toutes ces données consignées dans le tableau 6 pour une Hi de 65% nous ont
permis de calculer !’évolution de |"Aw du milieu (farine + sels) tout au long de la
fermentation (cf. 1-2.2).
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** Product on de glucoamylases

On peut observer sur la Fig. 16 que la production de glucoamylases apparait liée & la
croissance pendant la phase exponenentielle. Dans les expériences avec des Hi de 85
et 70% on peut obssrver aprés 30 h de culture |‘apparition d’une synthése secondaire
d’enzymes. Ce phénoméne avait été décrit par Alazard et Raimbault (1980) lors

des cultures de A.niger sur amidon de manioc uniquement en FS. Le fait que cette
synthése totalement decoupliée de |a croissance n‘ait pu 8tre mise en évidence en
fermentation liquide peut 6&tre du dans le cas de la FS a 1’'existence d‘amidon
résidue!.

OOq

{U|/g PS1)

g

g

Q 10 20 30

Figure 16: Cinét Iques de product lon de glucoamylases
obtenues lors de ta croissance de A. niger avec
différents contenus d’humidité inltTaux.

Si 1'gau a un effet clair sur la vitesse de production d’enzymes, son incidence sur
les quant [tés synthet isées est moins évidente et |'on peut observer un optimum d’Hi
se situant aux alentours de 55%. Au dessus de cette valeur la production est moindre
et |’enzyme paralt étre moins stable. La diminution de [‘activité durant la phase
stationnaire est la résultante de deux phénoménes, [’un étant la perte de poids sec
du milieu qui se poursuit aprés la fin de la croissance et | autre étant la lyse des
enzymes notamment sous |’actlon des protéases. || semblerait que lorsque |’on
augmente |’Hi, on se rapproche des conditions de fermentation liquide ou la lyse est
importante passé les 35 h de culture (Alazard et Raimbault, 1881).
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L'existence d’un optimm d’humidité pour la production d’enzymes en FS a été
soul [gnée par de nombreux auteurs (Nishio et col., 1979, Narahara et col.

1982, Hoe-Kim et col. 1985) sans que d'explication ait été donnée. On peut penser
qu’ interviennent ici des phénoménes de repression de la synthése de |’enzyme par le
glucose qui peuvent 8tre accélérés quand il y a plus d'eau et que aonc les
diffusions dans le miiieu se font plus rapides.

1-4. Conclusion

Cotte étude a montré |’ importance de |‘eau et, & travers |’Aw, de |a disponibilité de
celle-ci dans le processus de FS du manioc par un champignon filamenteux. Les effets
de I'eau se font sentir tant du point de wue vitesse de croissance que taux de

conversion du substrat.

L'équation de Ross (1975) s’est révelée satisfaisante pour estimer les Aw
initiales des mllleux mals aussi pour prédire 1’'évolution de celles-ci pendant Ia
fermentation. Les caiculs effectués par cette méthode ont montré une bonne adéquation

avec les phénoménes observes.

L'utifisation d’un support, sl elle recéle peu d'utilité pratique montre 1’ intérét

qu’il y a & augmenter 1°Aw du substrat en début de culture et & la contrOler
pendant la croissance. La notlon de support jouant un role de réservoir d’eau pour le
microorganisme permet de modifler les processus de FS et par la méme leur ouvre de
nouvel les perspectives comme nous allons le voir dans la partle suivante.

65






1. CULTURES DE A. NIGER SUR SUPPORT
Il-1. Introduction

Dans la fermentation du manfoc par A.niger, |‘addition d’un support a forte
capacité de rétention d'eau nous a permis d’améllorer la vitesse de croissance mais
auss| |°utilisation du substrat. Nous avons montré d‘une part que la FS est limitée
par la disponibilité de |‘eau et par conséquent par la vitesse de diffusion des
nutriments et, d’autre part que quand 1°Hi et [’Aw augmentent on se rapproche des
conditions de fermentation |lquide.

Une des différences de base de la FS avec la fermentation liquide reste
"Insolubl [ ité du substrat et, dans cette optique, 11 nous a ainsi paru Intéressant
d'utiliser un substrat a |’état dissous directement absorbé sur un support Inerte
natritionellement. Ce type de fermentation sur support ouvrirait de nouvelles
perspectives a [a FS:

- la FS ayant jusqu'alors été |imitée & 1'utilisation d‘oses polymérisés (amidon,
cellulose) capables de retenir |°eau, la culture sur support élargirait le champ de
la FS aux sucres simples et supprimerait certaines étapes |imltantes, comme la
diffusion des enzymes extracellulaires et [‘attaque des substrats Insolubles
(Suga et col. 1976). On pourrait d'autre part employer dans les conditions de [a

FS des milieux décrits dans la |ittérature pour les fermentations |iquides.

- Jusqu’alors, dans la FS la matrice sollde étalt Indissociable du substrat et, au
fur et & mesure que celui-ci étalt hydrolysé, la conflguration de la matrice et donc
les conditions de la culture changeaient. La culture sur support. séparerait le
swbstrat du support et permettrait ainsi un rapprochement avec les fermentations
Ilquides mettant en jeu des champignons filamenteux immoblliisés (Ghewonyo et

Wang, 1983).

- d’un point de vue plus pratique, |1 existe une méthode simple de récuperation de
cellulases par pressage qul met a profit les propriétés "d’éponge” de la bagasse
(Roussos, 1985). L'extenslon de ce moyen d’extraction au cultures sur support
permettralt d’obtenir des enzymes ou des metabolites produits jusqu’aiors en
fermentat ion |iquide et d autre part de disposer de mellleurs critéres de comparaison
des "jus” concentrés extraits des milieux solides avec ceux obtenus lors des
fermentations |lquides.
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Des cultures faisant appe! & des substrats solubles Imprégnés sur des supports ont
déja été décrits dans la |itterature.

Ainsi Meyrath (1966) wutilisa un milieu liquide amylacé imprégné sur de la
vermicul ite pour la croissance de A.oryzae. Un peu plus tard, Fujishima et

col. (1972) utilisérent de |'éponge imprégnée d’un milleu glucose-peptone, pour 1a
crolssance et la production d’enzymes par Aspergllius et Penicillium sp..

Pour ces auteurs, ce systéme présentait en outre |‘attrait de permettre |‘ajout de
substrat en cours de fermentation, ce qui est généralement difficile en FS. Aidoo

et col. (1982) utllisérent également ce type de support pour la production d’acide

citrique par A.niger.

Lakshminarayana et col. (1975) reprenant |”idée de Cahn et col. (1835) mirent
au point un procédé de production d’acide citrique par A. niger sur de la bagasse
de canne Imprégnée d'un milleu synthetique.

Plus récemment, Sato et col. (1983) utilisérent la croissance de levures sur un
support constitué de pulpe de bols Imprégnée d’une solution de glucose comme un
modéle qui fut ensuite étendu & la fermentation du "koji".

il faut souligner que malgré qu’elles ont été appliquées & des fins de production
d’enzymes ou de métabolites, ou ont servi de modeles pour d’autres fermentations, les
FS sur support n‘ont jamals fait |‘objet d'une étude fouillée des paramétres de
culture.

Nous avons donc, dans un premler temps, étudié le comportement d’un champignon
flilamenteux sur support Imprégne en faisant varler les conditions expérimentales.
Pour ces études nous avons garde la souche de Aspergillus niger No 10, de vitesse

de croissance rapide et déja abondamment utilisée au seln de notre groupe. En ce qui
concerne le support, |’antériorité du travail fait avec la bagasse nous a conduits &
conserver ce support qui, du fait de sa nature biologique, n’est pas absoiument
Inerte mals qul présente une grande capaclte d‘absorption et qui est facile &
manlpuler. Nous avons ainsi travalllé avec de la bagasse imprégnée d’'une solution de
glucose et de sels (cf. Matériel et méthodes)
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11-2. Etude des parametres de la croissance de A.Niger
r bagasse imprégnée

[1-2.1. Influence de !a concentration d’une solution de glucose et de sels sur
Aw initialse.

Nous avons vu (cf. 1-3.2.) que la bagasse possédait un mA° faible et | “on_peut donc
penser a priori que |‘Influence de la concentration de la solution nutritive sur |’Aw
du milieu sera préponderante. Nous avons donc fait varler la concentration de glucose
et de seis (avec un rapport pondéral constant 85/15) en solution et avons suivi
I"évolution de 1 Aw.

L'Aw en fonction de la concentration de solides dans la phase aqueuse a 6té
linéarisée par |‘équation (6) et est représentée sur la Flgure 17. Lla pente est
élevée, -0.183 HR/ (g de solides/ g d’eau) mais inférieure & celle observée avec le
seul mélange salin ce qul montre que le glucose a moins d’action sur |'Aw que les
sels.

0 Q2 Q4 [eY3) o8
W(.g Sol/ H.20)

Figure 17: Représantation |Inéar|sée d’aprgs |’équation (1)
de |’AW en fonction de la concentration (¥ ) d'une solution de glucose et de sels.
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[1-2.2 Quantité d’eau

Dans les cultures sur support, ['humidité doit étre abordée d'un angle différent
que dans les FS tradltionnelles. En effet, e milleu possede trois constituants qui
sont le support, le substrat et |’eau, et t'on peut changer |'humidité initiale en
Jouant sur un des constituants sotides et sur |‘eau indépendamment du trolsléme
constituant.

Dans cette expérience nous avons decidé de ne pas changer la concentration de
substrat dans la phase liquide (168 g/1) et avons fait varler I'humidité Initlaie en
modiflant le rapport bagasse/eau. L'inoculum de spores a quant a lul été maintenu
constant avec 2 x 107 spores par g de support.

Les cinetiques de consommation d’0, observées ont 6té trés ressembiantes et leur
intégration donne les mémes résultats que ceux observés avec le manioc & savolr que
diminue au fur et & 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
champignon. On peut seulement observer un raccourcissement de quelgues 3 h du temps
de fermentation st un  légérement superieur pour les rapports bagasse/eau (P/P) de
0.36 et 0.50.
Tableau 7: Influence de I'humidité initiale sur les paramétres

de crolssance de Asperglllus niger sur support impregne.

Rapport Humldltéi Aw mu Duréei
:bagasse/eau: initlale: initlale: :
(PP) i (XPT) : S L (I
1.30 40 .975 .453 18.0
0.83 50 .981 .388 17.5
0.50 60 .977 .429 15.5
0.36 65 977 473 15.0
0.25 70 .974 .464 17.0
0.19 75 .973 .429 17.5
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Si 17on calcule par 1'équation (7) de Ross (1975) |’Aw, on peut voir (Tab.7) que
celle-cl varie extrémement peu dans un intervalle d’humidité important (40 a 75 %).
On peut penser que la falble variation de 1'Aw initiale explique !a similitude des
profils de croissance obtenus, cette hypothése trouvant sa confirmation dans Ie
paragraphe suivant.

11-2.3. Concentration de glucose dans |a phase liquide

Nous avons donc gardé une quantité de support de 0.36 g par g d’eau, un [noculum de 2
x 107 spores/ g de bagasse, et fait varier la concentration de glucose dans la
solution d"imprégnation de 37 & 477 g/i. [ faut bien prendre en compte que [es
concentrations considérées se situent bien au-dessus du Ks et que |’ "affinité" du
microorganisme pour son substrat n’intervient donc pas dans nos mesures.

Sur la Fig. 18 sont reportées les courbes de vitesse de consommation d’Gp par colonne
de 30 g de materlel humide, ces courbes ont été Integrées (cf. materiel et méthodes)
en supposant un coefficient de maintenance constant (m0y=.07g Oo/g X/h). Cet & priori
est peut- &tre criticable dans la mesure ol la litterature falt etat d’augmentations
de m0, avec la salinité et donc |°Aw du milieu (Pirt, 1975), mais le manque de
précision des méthodes de mesure de biomasse en FS ne permet pas une estimation sure
de ce coefficient. Les cinétiques de production de biomasse représentées sur la
Flgure 19 ont été analysées suivant |a méthode de Kono (1968) et on peut observer
plusieurs effets de la concentration de sucres sur la croissance:
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g! “(aV(]Jsi Evolutlon des vitesses de consommation
) observées pour lors de la croissance de A.nlger sur support différentes
conCentrations de glucose dans la phase | lquide. ' o
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Flgure 19: Cinétiques de production de biomasse calculées
allpaqct’.!r des V0, de la Figure 17 pour différentes concentrations de glucose dans ta phase
quide.

Effet sur le temps de germination

La figure 21 montre qu'une augmentation de la concentration de substrat dans la phase
Ilquide allonge de manlére importante le temps de germination qui passe de 3 a 17 h
dans | Intervalle étudie.

Effet sur le taux spécifique de croissance moyen .

Si [‘on porte la vitesse de production de biomasse rx en fonction de X (Fig. 20) on
peut voir qu’il n'existe pas & proprement parler de phase |inéaire ol donné par Ia
pente de la courbe seralt constant. Si rx augmente, diminue réguliérement jusqu'a
ce que |on atteigne une biomasse critique Xc aprés laquelle rx chute. Le  apparent
moyen exprimé comme une fonctlon de |°Aw initlale du milieu (Fig.21) suit ue
évolution positive et |’examen des courbes de rx en fonction de X (Fig. 20) montre
d'allleurs que c’est la phase finale de la croissance qui est la plus affectée par la
concentration et donc |'Aw du milieu . Ces résultats confirment ceux obtenus avec Ia
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farine de manioc (cf. 1-3.4.) et dans le paragraphe précédent, & savoir que ce n’est
pas la quantité d’eau qui Importe autant que |'Aw du milieu et donc la disponibilité
de cette eau.

On peut penser que la courbe du moyen en fonction de I'Aw du mifieu est
représentative de la xérophilie de la souche considerée, ce terme étant définl par
Pitt et Hocking (1877) comme la capacite d'un champignon & croitre dans des
conditions d’Aw faible et donc de pression osmotique éleveée.

Afin daffiner i’analyse, plusieurs expériences complémentaires ont été effectuées
avec des concentrations de glucose comprises entre 160 et 330 g/l et 1'ona pu
observer |es phénoménes suivants:

Effet sur la vitesse de formation de biomasse maximum

En portant rx max en fonction de la quantité de sucres présente dans fa colonne (Fig.
22), on volt qu'il existe un optimum se situant aux alentours de 260 g/I. En dega de
cette valeur, rx max est réduit par manque de substrat mais au dessus, la quantité de
substrat n’est plus Iimitante et on peut penser que c’est alors la diffusion de
celui-ci qui est ralentie par la falble activité de |'eau.
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Figure 22: Représentation de la vitesse maximum de
formation de biomasss rx max. en fonction de la
concentration de glucose dans ia phase |iquide
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Effet sur Ja blomasse critique (Xc)

S| le substrat était le seul facteur limitant de la croissance, Xc devralt augmenter
avec la concentration de sucres dans le milieu (Kono, 1968). Or, on s’apergoit
(cf. Fig.23) que & gauche de ia courbe, Xc augmente avec la quantité de sucres puis a
partir d’une concentration de 260 g/I, Xc se maintient entre 1.5t 1.9 g X/ 30 g de
milleu initlal. La blomasse critique, valeur a partir de laquelle on observe une
diminutfon de rx, apparait donc, & droite de la courbe [ndépendante de la quantité de
glucose dans le milieu.

On peut penser que Xc correspond & une certaine densité de mycéllum a partir de
laquelle des phénoménes d’encombrement’ stérique (Laukevics et col., 1985) ou de
diminution de transfert d’oxygéne ou de substrat deviendraient sensibles.
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Flgure 23: Représentation de la blomasse
critique Xc en fonctlon de la concentration
de glucose dans |a phase |lqulde

Effet sur la biomasse maximum (Xmax)

La biomasse maximum Xm estimée & partir des V0, attelndrait son maximum pour 330 g/I
dans la phase llquide. Ce résultat est en contradiction avec la valeur de biomasse
finale obtenue par dosage des protéines totales sur |[’échantilion de 417 g/1 de

glucose (tableau 8). Les autres Xmax calculés & partir des V0, sont eux en accord
avec les valeurs mesurées.
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Tableau 8: Paramétres de la croissance de A.niger sur support avec
différentes concentrations de glucoss dans la phase |iquide

:Conc. de : AW : SO :Xmax : Xmax : Scons.: Rx ;Durée;

: glucose : init.:mesure :calcule: mesuré: mesuré : : :
(@) :(xW): * . * o * o % :(gXgS): (h):
57 98.6 1.687 0.85 0.58 1.10 .527 12
167 9.2 3.63 1.60 1.40 2.81 .498 16
260 83.9 5.88 2.30 2.39 5.08 470 %
330 82.0 6.86 3.00 2.95 5.99 .492 31
417 89.3 8.46 2.N 3.82 7.53 .507 40

* Ces résultats sont exprimés en g / colonne soit 30 g de produit humide.
So: substrat inltlal; S cons.: substrat consommé; X max : blomasse max|mum

Les cinétiques de consommation de glucose représentées sur la Fig. 24 montrent des
proflls ressemblants & ceux des cinétiques de production de biomasse calculées &
partir des VOp. Méme a des concentrations de glucose elevees, la degradation des
sucres est rapide; plus de  80% de ceux-ci sont en effet consommés aprés 40 h pour
une concentration Initiale de 417 ¢/l dans ia phase liquide. Contrairement a |la
croissance sur manioc, dans la gamme d’'Aw étudiée sur support, la conversion des
sucres est quasi totale et I’eau ne semble donc pas étre [Imitante
stoechimétr iquement.
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Figure 24: Cinétiques de consommation de sucres
observées lors de la crolssance de A.niger
pour dlfférentes concentrations de glucose
dans la phase liquide.

Le systéme proposé a rendu possible des cultures avec des concentrations de 480 ¢/|
de glucose dans la phase |lquide, ce qui correspond & une Aw de 0.870. Néanmoins, &
de telles concentrations, commencent & apparaltre des gradients de crolssance dans
notre réacteur; les parties inférieures et supérieurss de la colonne sont soumises a
des phénoménes de condensation créant ainsi des zones ol |’Aw augmente et ou e
microorganisme croit avec une plus grande facilité. 11 est toutefois important de
noter que de telles concentrations de glucose sont difficllement praticables lors de
cultures batch en milleu |iquide et a fortiori avec des champignons.

Les conditions specifiques de la FS grace notamment & |‘importance de 1’ interface
air/eau/microorganisme rendent possibles les transferts de masse dans des milleux
visqueux, et peuvent fournir une explication & ces résultats. les vitesses
specifiques de croissance observées sont elevées mals difficiles & comparer avec
celles 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. Tallle des particules de support

La concentration de glucose etant fixée a 280 g/1, le rapport pondéral bagasse/eau a
0.36 ot la quantite d’inoculum & 2 X 107 spores/ g de support, nous avons falt cing
expér iences avec différentes tallles de particules de bagasse de 10 & 150 mesh soit
des diamétres moyens de fibres de 0.1 & 3.0 mm. Toutes les fractlons de bagasse ont
été auparavant lavées de fagon & eviter des différences dans la composition en sucres
du milieu.

Sur la Fig. 25 nous avons représenté les vitesses de consommation d’0p mesurées avec
trois tailles de fibres différentes; on peut observer aque les courbes sont trés
ressemblantes pendant la germination et le début de la phase exponentielle mals vers
la fin de la croissance, les vitesses maximm augmentent et les profils deviennent
plus aigues lorsque la taille de la particule diminue.

Ces courbes ont été intégrées pour estimer |‘évolution de la blomasse (Fig. 26).

300y
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Figure 25: Evolutions des vitesses do consommation
dgbl; observées lors do la croissance de A.niger

pour différents dlamétres mo de partlicul
de support. yens > %
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Flgure 26: Cinétiques de product lon de blomasse calculées 4 partir des VO, de la Flgure 24
dl?fjgrents diambtres moyens des particules de support. . 2 * P

Si 1’on porte rx max et Xc en fonction de la taflls des fibres (Flg. 27), on peut
observer que rx max augmente forsque les fibres sont plus finement réduites. La
blomasse critigue Xc se maintient aux alentours de 1.6 g X / colonne, sauf lorsque
I‘on emplois les fibres les plus grossiéres (diamétre moyen superieur & 2 mm) ol
alors, Xc est significativement (20%) abalssée. Dans ce dernler cas, X max est
également plus bas, ce résultat ayant étant corroboré par le dosage des acides aminés
totaux (cf. Tab. 9).

. .usleurs hypothéses sont envisageables pour expllguer ces effets mais deux d’entre
elles ont plus particullérement retenu notre attention:

- Le développement du microorganisme est essentielfement superficiel (cf. photos de
mlcroscople electronique) et une augmentation de |a tallle de la particule entraine
une diminution de la surface spécifique et donc de la surface accessible au mycélium.
L’abalssement du Xc et du Xm pour des flibres de plus de 3 mm serait donc attribuable
en partie @ ce que 1’on atteint plus rapidement la densité de mycélium critique.

- Pour explliquer |’effet sur le rx max, on peut supposer que plus le diamétre de la
fibre est important, plus la vitesse de diffusion intraparticutaire du substrat
devient limitante en fin de croissance.
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Flgure 27: Représentation de la vitesse saximm de
formation de blomasse rx max et de la biomasse
critigsm Xc en fonction du diamétre moyen des
particules du support.

Tableau 9: Paramétres de la croissance de A.niger sur support avec différentes tallles
des fibres du support.

: Taille de :Densité: Xm : Xm :Scons.: Rx :Durée:
: fibres x : :calculé mesuré : mesurd: : : :
(m) (g/emd): ot .t (gXgS):nh o (h):

2.50 :.230 205 :2.16 :4.75 : 455 : 323 : 27 :

1.43  :.285 :260 :266 :49 : 537 :.30

0.79 :.295 :2.40 :2.52 :5.42 : 485 : .348

0.51 :.205 :260 :2.76 :47 : 580 : 400 : 25:

0.10 : 485 :2.33 :253 :458 : 552 :.375 : 25:

* Résultats exprimés en g / 30 g de milieu humide Initial
Xm: biomasse max(mum; S cons. Substrat consommé
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Pour des tallles moyennes de fibres de [‘ordre de 100 m, ‘

la densité du mileu est consldérablement augmentée sans que la quantité finale de
mycé!ium produite soit affectée. [l est possible dans ces conditions d’obtenir plus
de 40 g de blomasse/| de réacteur, concentration bien supérieure a la limite etablie
par Laukevics et col. (1985) de 30 g/l. Pour ces auteurs la faible utilisation de

| ‘espace par les champignons fllamenteux se traduirait par une densité critiaue aui
conditionnerait les rendements de la FS. Les résultats précédents montrent que la
surface spécifique du support accessible au champignon est un paramétre au moins
aussi Iimportant, et que s’il existe une limite de densité des hyphes elle se situe &
des valeurs plus élevées que celles avancées par ces auteurs.

[1-2.5. Quantite d’inocuium

Pour les études précédentes nous avions travallié avec une quantité d’inoculum de 2 x
107 spores par gramme de support. Dans cette expérience, nous avons voulu volr si la
quantité d'inoculum était importante dans les fermentations sur support comme elie
|‘est dans les fermentations solides ou |iquides normales. Nous avons donc maintenu
constants les autres paramétres ( 0.36 g de support/ ¢ d’eau, concentration de
glucose dans la phase Iiquide de 168 g/i) et avons falt varler la quantité d’inoculum

de8x10°9a1 x 109 spores/ g de support ce qui correspond respect Ivement & 2.7 X
10° ot 3.4 x 108 spores / ml de milleu liquide.

Sur la Figure 28 on peut apprécier les XOp mesurées lors des différentes
fermentations. Ces vitesses ont été Intégrées et Iss cinétiques d‘apparition de
biomasse sont représentées sur la Figure 29. |1 apparait que lorsque la quantité
d’inoculum augmente, le temps de culture diminue drastiquement. SI [‘on porte le
temps de fermentation en fonction du logarithme de la quantité d’inoculum (cf. Fig.
30), on peut observer que celui-c| décrolt quasl linéairement, passant de 26 4 11 h

lorsque e nombre de spores est multiplié par 1250. 11 est également remarquable que,
comme on peut le voir sur le tableau 10, |l n’y alt pas d’effet marqué de la taille

d’ Inoculum sur la vitesse spécifique de croissance moyenne.

Le peu de variations observées pour des inocuiums supérieurs & 1 x 108 spores/ g de
support est important, la |ittérature faisant état de phenoménes d’inhibition pour
ces quantités d’inoculum en fermentation solide (Raimbault et Alazard, 1880).

L existence d'un auto-Inhibiteur de la germination chez A.niger est connue depuls

un certain temps (Krishnan et col., 1954) et des études récentes effectuses au .
sein de notre laboratoire, ont montré que I‘effet d’iphibition est beaucow moins
prononcé quand on utllise du glucose comme substrat carboné plutSt que de |’amidon.
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Quol qu’il en soit, en fermentation liquide, du fait sans doute de la diffusion
Supérleure de |”Inhibiteur, le seuil d’inhibition est beaucoup plus bas de |’ordre de
108 spores par ml ( Macko et col., 1976).

Sur le Tableau 10 on observe peu de variations en ce qui concerne la biomasse
produite et [a consommation des sucres, le résultat {égérement supérieur obtenu avec
1x 109 spores /g de support pouvant étre attribué au peu d’avancement de la
crolssance et aux spores non germinées. 1] est tout de méme Intéressant de noter
que dans ce dernier cas, la consommation de sucres est quasi totale apres seulement
10 h de culture, temps pour lequel e mycélium est peu développe. Le champignon n‘a
donc pas besoin de posséder des hyphes longs et ramifiés pour aller “chercher” le
substrat, et on peut penser que les phénoménes de diffusion passive & |’ Interieur de
la matrice solide sont prédominants dans la nutrition du champignon. Cette hypothése
viendrait confirmer ce que nous avions suppose lors de |’étude consacree a la taille
de particule du support (11.2.4).

La taille d’' (noculum ne paralt pas exercer d’influence significative sur le Xc et
rx max et 1’on peut en déduire que pour de faibles

concentrations de sucres, ces derniers paramétres sont uniguement gouvernés par la
quant (té de substrat.

le
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Flgure 28: Evolutlons des vitesses de consommation d'0;
observées lors de la croissance de A.niger sur

support avec dlfférentes quantités lun de
spores par g de support.
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Tableau 10: Paramétres de la croissance de A.niger sur support avec différentes

quantités d’inoculum (Substrat initial: 3.63 g/ colonne)

Quantité : Xo : Xm : Xm : Xc :SCons.: :Durée:

: d’inoculum :calculé:calculé: mesuré:calculé: mesuré: : :
(Sp./gswpp.): * s ox oo+ s ol Ly

8 x 10° : 0.0002: 1.50 : 1.38 :1.07 :2865 : . 415 : 26:

4x105  :0.0008: 1.31 :1.38 :1.02 :2.85 : .429 : 22

2x 107 : 0.0042: 1.35 :1.41 :0.96 :271 : 483 : 19:

1x10%  :0.0208:1.40 :1.3 :0.84 :3.41 : 464 : 16 :

1x10%9  :0.2075: 1.65 :1.66 : 1.09 : 3.44 : 420 : 11 :

* Ces résultats sont exprimés en g/colonne soit 30 g de prodult humide Initial.
Xo: Blomasse initlale; Xm: Blomasse maximum; X¢ Blomasse critique

2
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Figure 29: Cinétiques de production de biomasse calculées & partir des V0, de la Figure 27 pour
ditferentes taitles

d’Inocuium de spores par g de support.
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Figure 30: Representation du temps de cuiture
donné par fa V0o max. en fonction du
logar ithme de 13 quantité d’inoculum.

[1-3. Conclusion

Cette étude des cultures de A.niger sur des milleux |iquides absorbes sur un
support sollde nous a montré que la concentration de glucose dans |a phase aqueuse,
et & travers elle |'activité de [’eau du milieu exercalent une influence importante
sur la vitesse de croissance. Pour de fortes concentrations de saccharese, [l a pu
Btre mis en évidence une biomasse critique Xc & partir de laguelle la vitesse de
croissance décroit, cette Xc se situerait entre 1.5 et 1.8 g de mycélium sec/ 30 g de
matériel initial. Des variations de Xc comme de rx max ont été observées lorsqu’on
changealt la tallle des particules de support ce aqui suggére |‘existence de
résistances aux transferts de masse Intraparticulaires du substrat ou de 1'05p.

Il a été établl que |'Aw était plus Importante que la quantité d’eau présente dans le
mifieu. On se rapproche donc par le biais des cultures sur support Imprégné des
phénoménes observés en  fermentation |iquide ol I1’eau n’est pas limitante
stoechiométriquement mais ol la disponibilité de (’eau peut tenir un réle
important. Les conditions uniques d’ interface eau/air/microorganisme du milleu sol ide
autorisent toutefois des cultures sur des milleux extfemement concentrés d‘Aw
faibles (.870) trop visqueux pour“etre utilisés en batch en fermentation [iquide. A

| "Instar des cultures confinées & des supports enmilieu Jiquide (Gbewonyo et
Wang, 1983), des concentrations de mycélium élevess (plus de 40 g/! de reacteur
avec une densité de 0.5) peuvent étre atteintes en milleu sollide.

84



L"inoculation avec des suspensions denses de spores a permis d‘écourter le temps de
culture de maniére Importante et |‘absence d’inhibition observée avec des Inoculums
trés concentrés souléve des interrogations sur la physiologie de germination des
champignons en milleu solide, certainement differente de celle prenant place en
culture profonde ol des retards de croissance sont observes avec 500 fols moins de
spores.

La bagasse de canne & sucre constitue un modéle qui peut servir de base pour |’étude
d'autres supports ou d’autres souches de champignons, dans Ie but notamment de
produire des métabolites.

Ce travail basique a fait |'objet de plusjeurs applications dont voici deux exemples:
- I"enrichissement protéique de la canne a sucre entiére non prétraitée par culture
de A.niger. Ces expériences ont éte menées en collaboration avec |e CENIC de La
Havane.

~ la production de pectinases par Aspergilius et Penlcillium sp. cultivés sur

de la bagasse Imprégnée d’'un milleu nutritif liquide. Ce travall effectué en
collaboration avec la UNAM de Mexico falt appel a une technique d’extraction des
enzymes par pressage du prodult fermenté (Trejo, 1986).
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Figure 31: Thermogrammes obtenus lors de la
t(::glssgnce de A. niger sur amidon de manioc
mg
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Figure 32: Détail des thermogrammes oblenus

lors de la croissance de A. niger sur
amidon de manioc (100 mg)
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111. ETUDES DE MICROCALORIMETRIE

111-1. Introduction

Ce travall s’est déroulé dans le cadre d'un programme de coopération franco-cubain au
Centro Naclonal de Investigacion Cientifica (CENIC) de La Havane dans le laboratoire
de Microblologie Industrielle. Je remercie Mr R. Contreras, Dlirecteur au
Département, ains| que tout le personnel pour leur alde précleuse.

‘La microcaiorimétrie est une méthode de mesure de la chaleur dégagée par une reaction
chimique, enzymatique ou dans le cas aui nous Intéresse lors de la croissance d'un
microorganisme. La grande sensibliité des appareillages disponibles permet de
visualiser immédiatement des phénoménes physiologiques ou métabofiques plus
difficiiement accessibles par les méthodes d’analyse classiqus. Si la
microcalorimétrie a été largement utilisée pour étudier les bactéries (Belaich,
1980) ou les levures (Lamprecht, 1980), il existe peu de publications concernant

le métaboiisme des champignons. On peut cliter dans ce domaine les travaux de
Junghoim et col. (1980) sur la germination de Fusarium roseum ou ceux de
Contreras et col. (1986) caractérisant des mutants Cellulase (-) chez des
pourritures blanches |lgnolytiques. Cette lacune peut 6tre attribuée & des
problémes meéthodologiques, les conditions critiques  d’aération-agitation
indispensables @ la croissance des champignons fllamenteux étant difficlles a
maintenir dans les microcalorimétres classiques. De ce point de wue, les cultures
solides qui peuvent @étre menées en réacteur statique, sont plus facilement
adaptables aux conditions requises par ces instruments.

Aprés examen des antécédents, nous avons entamé notre étude avec les propos sulvants:

- Obtenir des thermogrammes de croissance de A.nlger sur farine de manloc et voir

sl la grande sensibilité de la méthode (0.2 watts soit 10°6-c: cf. Matériel et
Methodes) nous permettait de séparer les différentes phases de la crolssance sur
substrat solide unlquement accessibles par le calcul (Raimbault, 1980).

- Estimer les quantités de chaleur dégagées lors de la croissance de A.niger- su
farine de manioc. g & S

- Obtenir des tkermogrammes de crolssance de A.nlger sur ur support constitué de
bagasse ge canne Impregné d'une soiution syntheétTque contenant du glucoss et des
seis, et observer I’infiuence de la concentration de substrat et de la tallle
d’ inoculum sur ces dernlers.
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111-2. Aspects méthodologiques

Ce microcalorimdtre n'étant pas équipé d’une cellule & flux continu, les flacons
sont scellés au début de | 'expérience. Dans ces conditions, la croissance des
microorganismes aérobles peut devenir rapidement- |imitee par la concentration
d‘oxygéne & |’intérieur du flacon, ce qui nous oblige & utiliser de faibles
quant ités de substrat.

Un flacon contient 3 ml solt 4.28 mg d'0p si I‘on considére que la pression
partielle (PP) d’0y est de 100%. Dans |‘équation stoechiométrique de la réaction
de croissance de A.niger sur manioc établie par Ralmbauit (1880), il
faut 2.1 moles soit 67.2 g d’oxygéne par mole de glucose consommée. Ainsi la
quantité Iimite de substrat pouvant étre présente dans le milleu est de:

4.28 x 180/67.2 = 11.5 mg.

La faible taille de I’¢échantillion concerné, la PP d’0p saturante et
I‘herméticité des flacons font que les conditions de culture différent
sensiblement de celles que nous utilisons en FS. Nous pensons néanmoins que le
milleu sollde restant exactement le m"eme, les reésultats obtenus peuvent nous
fournir des Indications sur la physiologle des champignon fllamenteux en FS.

111-3. Analyse thermochimique de la croissance de
A.niger sur farine de manioc.

Nous avons pratiqué une premiére expérience avec 10 mg de farine de manioc,
cette quantité représentant & peine quelques grains au fond du flacon. Les
thermogrammes obtenus lors de deux répetitions sont représentés sur la Fig. 30
ot le paraltlélisme de leurs évolutions montre la bonne reproductibiiité de la
mesure. Le processus est plus lent que lors des fermentations en colonne aquli,
sulvies par gazométrie durent & peu prés 25 h.

On peut remarquer un accident dans la courbe de crolssance, correspondant & un
léger saut énergétique qul se produit entre 11 et 15 h de fermentation. Pour
obssrver ce phénoméne avec plus de préclsion, nous avons réallisé un essal avec
100 mg de substrat, 170y n'étant pas !imitant jusqu’a 20 h dans ces condlitions.
Le thermogramme partiel obtenu est représenté sur la fig. 31 ot I'on peut
observer avec beaucoup plus de netteté le saut énergétique; Il a dans ce cas
lieuentre 6et 8h contre 11& 15h dans |'expérience précedente. Cstte
différence peut s‘expliquer par la trés falble quantité de substrat et
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d’ Inoculum présente dans le premier cas ou (I semble que 1'on atteigne une des
Iimites physiques du systéme.

Pour en revenir a la derniére expérience, une observation microscopique d’‘un
échant|llon prelevé au moment du plc montre des spores germinées, en phase
homogéne & 90% et possédant un tube germinatif long de 4 & 5 fols la tallle de
la spore. Cette période comprise entre 6 et 8 h correspond & la fin de {a phase
de gérmination. La germination est une phase largement endogéne (ussmann, 1965)
tandis que la phase de croissance exponentielle est totalement éxogéne. Ces
expériences de microcalorimétrie nous montrent que pendant cette période
transitoire du métabolisme se mettent en place des mécanismes exothermiques.
Cette exothermie ne semble pas liée & des processus respiratoires puisque cet
"accident” n‘a pas 6té detecté en respirométrie (cf. Fig.18). Les résultats
sulvants obtenus sur support permettent de préciser un petit peu mieux la nature
de ce phénomeéne.

Sl ‘on s’ Intéresse au rendement calor|fique global de la croissance au moyen du
calcul de |‘aire sous la courbe (cf Fig. 30), on obtfent la quantité de 7.35 cal
Iibérée en 43 h.

La chaleur Qc dégagée pour la croissance et la maintenance ramende & un gramme
de blomasse est donnés par |‘équation suivante: '

Hs
maR—x-HX m

ou Hs est I‘enthaipie de combustion du substrat (Kcal/g substrat)
Hx ést [“enthalple de combustlon des cellules (Kcal/g biomasse)
Rx est le rendement de transformation de substrat en
biomasse (g biomasse/g substrat)
Les valeurs de Hs et Hx ont été calculées par Wang et col.(1976) pour les levures

cultivées sur glucose et sont respectivement de 3.74 et 4.70 Kcal/g. En se basant sur

un Rx de 0.55, on obtlent une quantité de chaleur Qc de 2.10 Kcal/g de celiules.

La chaleur totale dégagée par flacon lors de la crolssance est de 7.35 x 1073 Keal ce

qui correspond a 3.5 mg de biomasse. Sachant que 60% des sucres Initiaux sont
consommés en fin de fermentation (cf. 1-2.1.) solt 6 mg par flacon, on obtlent un Rx

de 3.5/6 = .58 trés proche de celui sur lequel nous nous étions basés pour le calcul.
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Les valeurs d‘enthalpie proposées par Wang et col.(1976) pour la crolssance de
levures sur glucose sembient donc bien s’adapter & la crolssance de A. niger sur
am|don. '

I11-4. Analyse thermochimique de la croissance de A.niger sur bagasse imprégnee

d’une solutlon saline de glucose.

111-4.1.Effet de la concentration de glucose dans la phase

{lquide.

Une série d'expériences a 6té montée utilisant 15 mg de bagasse lavée puls séchée
imprégnée de 40 | d’une solution saline de giucose de concentration crolssante.
L’ tnoculum a 6t fixé & 3 x 10° spores pour chague essal. Nous N‘avons pas remarqué
de différences significatives lors des repetitions et les thermogrammes obtenus sont
reportés sur la flgure 31. Dans trols des quatre thermogrames, on peut observer le
méme saut énergetique que dans le cas de |’amidon de manioc mais ici, i1 apparalt
plus tardivement et son importance augmente au fur et & mesure que le glucose en
solution est plus concentré. A |’atténuation utllisee (3000 W) |'expérience avec Ia
solution contenant 35.8 g/1 n’a pas permis de déceler de plc dans cette zone.

Si 17on trace une courbe qul ne tient pas compte de ce saut énergétique (cf fig. 31,
pointillés), i1 est possibie de mesurer une aire comprise entre le premier picet la
courbe ldéale qui correspond A une quant(té de chaleur (cf. tab.1). Si [‘on porte
cette chaleur contre | activité de |'sau initiale du milleu, on observe une évolution
positive (cf. Fig. 32) qui montre que |’exothermie du premier pic est d’autant plus
importante que le champignon est confronté 4 des Aw plus faibles et donc des forces
osmot lques crolssantes. Dans les trois cas ot {1 apparait, ce pic correspond & 5% de
la chaleur totaie produite.
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L‘expér lence comportant 216 g/1 de glucose dans la phase liqulde a été refaite et
completée par des observations de microscopie eélectronlque sur des échantilions
prélevés toutes les heures pendant le premier pic (Planche 1). Les cliches montrent
le processus de germination partant de la spore (a). On peut sufvre le bourgeonnement

du tube germinatif encore peu developpé & t=7 h (b) puls mesurant déja de 4 4 5 fols
la taltle de la spore aprés 8 h de culture (c). Ces clichés montrent a |’évidence que

la sortie du tube germinatif a I{eu en un court laps de temps correspondant & peu
prés au maximum d’intensité du premier pic. Sur la photographie suivante (d) prise a
t=10 h on peut apprécler la crolssance apicale. Enfin, le cliché (e) correspondant a
la fin de la fermentation (t=20 h) montre un mycé!lium assez |(4ache qui tapisse la

surface des particules de bagasse.
Comme lors de |'étude en colomne (cf. 11-2.1), une augmentation de |’Aw du milleu

allonge le temps de germination et ralentit la croissance.

En ce qui concerne la chaleur totale dégagée, si |’on effectue le m*eme raisonnement
que dans le chapitre précédent en consldérant que 85% du glucose est consommé a la
borne supérieure de |'aire (Tableau 11), on obtient des Rx & peu prés similaires pour
les trois derniéres concentrations malis pour la premiére, le rendement est élevé. On
peut supposer que blien qu'elle ait été lavée, la bagasse contient toujours du
saccharose résiduel qul Interfére dans les résultats quand la concentration de la

solution d’ Imprégnat ion est falible.
Tableau 11: Paramétres calculés & partir des thermogrammes

:Concentration de: AW :ATre sous: Afre : Glucose :Biomasse : RX

Wi aw s T e R s
35.8 93.1 0 2.80 1.43 1.00 0.70 ;
82.2 88.1 .167 3.9 2.78 1.42 0.51
127.0 97.2 .384 6.65 4.32 2.39 0.5
218.5 85.1 .B73 11.35 7.66 4,08 0.55

* mg par flacon
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Figure 33: Thermogrammes obtenus lors de la
croissance de A. Niger sur support imprégné

avec différentés concentrations de glucose dans
la phase liqulde.

92



754
@
[-}]
‘=
2 504
.-
S
@ O
<

25

o : : : &>
95 .96 97 98 .99

Figure 34: Représentation de I'alre sous ie
premier pic en fonctlion de la pression osmsotique
dans la phase |lquide.

I11-4.2. Effet de la quantité d’ inoculum

Trols expériences ont été montées avec des quantités d’inoculum dlIfférentes
respect ivement de 12 x 103, 6 x 104 et 3 x 109 spores pour 15 mg de bagasse avec
une concentration fixe de glucose de 89.5 g/I.

Sur fes thermogrammes représentés fig. 35, on peut observer que la quant|té
d’inoculum agit sur ia taille du premier pic et sur son délai d'apparition. Cecl
montre que lors des cultures sur support, le saut énergétique est proportionnel
au nombre de spores et renforce donc | hypothése élaborése plus haut.

Le fait que ce pic soit decale dans le temps montre que jusqu'a un certain
point, la germinatlon est plus rapide quand les spores sont en suspension plus
dense. |1 exlIste dans les spores de certaines espéces de champlgnons des
auto-act ivateurs de la germination (Sussman, 1976) qul pourralent expliquer

ce phénoméne mals aussi les profils cinétiques observés sur support lors de
|“étude consacrée a la tallle d’inoculum (cf. 11-2.5.)

Comme lors de |°étude menée en colonne (cf. 11-2.5.) la durée de la culture est

proportionelle a la quantité d’inoculum, passant de 14 & 24 h quand le nombre de
spores est divisée par 25.
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111-5. Conclusion

L'ensemble de ces resultats montre aque fes cultures solides de champignons
f1lamenteux se pretent bien a des études calorimétriaues.

La préclision de cet instrument de mesure nous a permis de mettre en évidence
lors des cultures de A. niger sur substrat ou support sollde, un phénoméne
exothermique prenant place & la fin de la phase de germination.

L'exIstence de ce pic qul, rappelons-le, (ntervient & la fin d’une phase de
germination major [tairement endogdne, souléve plusieurs interrogations. Le petit
nombre d’expériences effectuées ne permet pas de conclure mais seulement de
formuler quelques hypothéses.

- Le phénoméne peut 8tre d’ordre purement physico-chimique: expulsion d’eau,
concentration du milieu Intracellulaire pour resister & la pression osmotique
externe.
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- On peut également soupconner un phénoméne structural: réarrangement de la
paroi, du Systéme de perméasss, accumiiation de polyols toujours pour s adapter
aux conditions externes.

- Enfin, we explication simplement mécanique comme !a production de chaleur par
poussée du tube germinatif n'est pas & écarter.

Lors du calcu! de la chaleur totale dégagée pendant |a crolssance nous avons
trouvé une bonne adéquation entre les valeurs d'enthalple fournles par la
Iittérature ot les données calculées & partir des thermogrammes. Ces
coeffIclents d'enthalple sont trés Importants pour prévolr les phénoménes
d*accunulation de chaleur dans les réacteurs& de FS.

Les résultats observés sur support imprégné ont conflrmé et précisé ceux obtenus
par gazométr e dans les colomnes. La microcalor Imétrie facile & mettre en oeuvre
et raplde constitue donc un out!| precleux pour des études paramétrlques sur la
crolssance ot |le métabollsme des champlgnons fllamentetx en culture soiide.

Planche | - Cbsarvations en microscople sleclranlukas balla de la crolssance de
XRT us nl sur bagassa |mpri d'un allleu 1lau .

éto réal Ises nuammolre de Nlcromoo?e Electronique de la Faculte de
Madecine de Ranguell & Toulouse)

(a) Spores de A. niper 6w |a bagasse

{b) Début de germination (tesps d'Incubation: 7 h)

(c) Développement du tube germinatif (temps d’Incubation: 8 h)
(d) Croissance apicale (temps d’Incubation: 10 h )

(0) Aspoct ou procuit aprés 20 h d’ Incubation
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail a été axé sur |’ importance de |‘eau et de |’activité de [’eau dans la
fermentation solide et nous avons tout d'abord étudié un procéde déja bien
caracterisé: la fermentation de la farine de manioc par Aspergillus niger pour la
production d’aliments fermentés enrichis en protéines. La détermination des
isothermes de sorption de chacun des constituants du milieu et leur introduction dans
I"équation de Ross (1975) nous a montré:

- que |'Aw inltiale du miltieu de culture comportant 50% d'humidité est basse (94%)
essentiellement & cause du mélange salin utilisé.

- que |'Aw du substrat diminuait au cours de la fermentation passant en dessous de
90% aprés 20 h.

L’amidon ayant une falble capacité de rétention d’eau, pour pouvoir augmenter
[‘activité de 1'eau Initiale, nous avons été amenés & Introduire un support
Ilgnocellulosique a forte capacité d'absorption comme |a bagasse de canne & sucre.
Aprés avolr déterminé un pourcentage de bagasse qul nous permette de travailler une
gamme d'humidités Importantes (de 40 a 70% soit des Aw de 0.93 a 0.98), nous avons

mis en évidence differents effets de |'eau:

- sur la vitesse de croissance: une Aw supérieure provoquant un raccourcissement de
la phase de germination et une augmentation de la vitesse de croissance speécifique.
Cet effet est surtout 1ié & la diffusion plus rapide des enzymes, du substrat et peut
étre aussi de |'0s.

- sur |‘utillsation du substrat: une augmentation de |'Humidité initiae et de | Aw
augmentant |‘utiliisation du substrat et par conséquent Ia biomasse finale. Cecl
confirme |“explication d'une limitation stoechiométrique de la croissance par |‘eau

disponible en FS.
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- sur la product ion de glucoamylases: il existe un optimum d’ Hi pour la production
de glucoamylases. Interviennent ici des phénomenes de repression de la synthése
d’enzyme par le glucose aul peuvent étre accélérés quand 11 y a plus d’eau et que
donc les dlffusions sont plus rapides.

Cotte étude a montre sans equivoque que |‘activité de 1'eau est un parametre
important de la culture sollde de champignons filamenteux sur farine de manioc et que
des gains de productivite et de rendement sont & attendre d’un bon contrdle de |°Aw
du substrat pendant la crolssance.

Le manloc ne fournit pas un modéle de fermentation solide trés facile a manier, la
texture et les propriétés de rétention de liquide de la matrice solide étant
modifiées au cours de la dégradation de |‘amidon. En approfondissant |'ldée de
support avancée dans le premler chapitre, nous avons pensé & dlssocier substrat et
matrice sollde et avons ainsl utilisé des milieux liouldes synthétiques (glucose et
sels) directement absorbés sur un support solide (bagasse de canne) pour la

crolssance de A. niger.

Dans ce cas ce n’est pas la quantité d’eau initiale qul a une influence majeure sur
la croissance, mais bien la concentration de solides dans la solution d’imprégnation
et a travers elle ["Aw du milieu; ainsi de 60 & 480 g/I, la vitesss spécifique de
croissance diminue avec |’Aw Initlale du milieu comme cela avalt été montré pour le
manioc. Une analyse approfondie des cinetiques a montré que pour des concentrations
de glucose dans |a phase |lquide supérieures a 250 g/I apparait une biomasse critique
qul varie peu lorsqu’on augmente la quantité de sucres. Une étude concernant la
taille de particules du support a permis de supposer que les dlffusions
intraparticulaires de substrat ou d’oxygéne pouvaient étrelimitantes de méme que

la surface utile de support accessible au champignon.
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L autre parametre important des FS sur support s’est révélé étre la concentration
de |’inoculum, une relation lingaire ayant pu étre mise en évidence entre inoculum
et temps de culture. Une concentration trés élevés (1 x 108 spores/ g de support)
loin de provoguer une Inhibition de la croissance condult & un  épuisement
extrémement rapide du substrat.

Des cultures sur support effectuées dans des Conditions tres proches de la colonne et
sulvies en microcalorimetrie ont montré |°existence d'une phase de transition entre
la germination et le développement exponentiel, phase marquée par une exothermie dont
1”intensité a pu étre relide a la concentration de glucose dans la solution

d’Imprégnation. Le fait que ce phénoméne n’ait pu étre mis en évidence par

respirométrie semble indiquer que cette production de chaleur correspond & des
changements structuraux ou & une réaction anaérobie. La microcalorimétrie a par
allleurs confirmé les résultats observés en colonne et amis en évidence une

activation de la germination lorsque | inoculum est plus concentré.

Le systéme de culture sur support imprégne, de par les conditions unigques
d’Interrelation substrat/air/microorganisme, rend possible 1‘emploi de milleux
nutritifs liquldes trés concentrés (400 g/I de glucose) et conduit & |‘obtention de
masses myceliennes denses dans des délals relativement courts (40 h).

L'utilisation de supports synthétiques comme le polyuréthane, neutres biologiquement
et bien définis quant a feur capacité d’absorption, taillie de particules et porosité,
devrait faciliter |’'étude des paramétres de croissance et du métabolisme des
champignons en milieu solide. On pourrait alors envisager I’utilisation de la

biomasse fixée au support pour la synthése de metabolites secondalres ou la

biotransformation de molécules.
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