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RESUME :

Un caleul theorique ayant montré que fa culture de Aspergilius niger sur milieu
solide d’amiden de manioc était limitée par la disponibilité de I'sau dans le
substrat, |’ introduction de 20¥ d’un support lignocellulosique & forte capacité de
rétention d'eau a permis d'augmenter |‘activité de l'eau du milieu et, ainsi,
d’accelérer et améliorer le processus fermentatif. L’extension de la notion de
support a ensuite conduit & pratiquer des cultures de A.niger sur un milleu
tiquide dissous absorbé sur une phase solide. Dans un tel systéme, 1'activite de
[‘eau de la solution d’imprégnation, la talile des particules du suport et |la
quantité d’inocuium de spores ont été les paramétres Importants de la croissance des
champignons. Ce type de culture a permis d'utiliser des milieux liquides glucoses
trés concentrés (400 g/1) qui sont assimilés pour la croissance en 40 h. Une é&tude
microcalorimetrigue a mis en évidence |‘existence d’ure phase exothermique située
entre la germination et la croissance exponentielle.
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INTRODUCTION



Les techniques de fermentation solide (FS) de champignons filamenteux employées
depuis des centaines d’années en Extréme-Orient pour la preparation d’aliments, ont
depuis la fin des annnées 60 connu un regain d’intérét . Les faibles couts

d’ investissement et de fonctionnement de |‘appareillage mais auss! de traitement des
produits obtenus ont fait qu'un certain nombre d'auteurs y ont vu une alternative
séduisante pour la production de protéines uniceliulaires & partir de substrats
amylacés de faible valsur ou de déchets agricoles lignocellulosiques. Hélas, le plus
souvent, les résultats encourageants obtenus au iaboratoire ont été difficilement
reproductibles lors de 'extrapolation ef peu de procédés ont débhouche sur des
applications durables. Ces retards pris par ia FS peuvent s'expliquer d'une part par
un mangue 4’ instrumentation adaptée, mais également par le faible niveau dss
comaissances refatives 4 la physiologie de croissance et au métabolisme des
champignons en milieu solide.

La fermentation solide présents en eoffel des particularités par rapport & la
fermentation liguide comme le mode de croissance du mycéilum, les oopditions de
transfert de masse de i’'oxygéne et d’accumuiation de la chafeur métabolicque et la
faible tensur en cau du substrat. En ce qul concerne e dernier peint, we revue des
travaux effectués sur le théme mentrent que non seulement la quantité d'eau sst
importante mais aussi (a disponibiiité de celle-cl, concept reprasenté physlguensnt
par l‘activité de |’eau.

L'ohlet du présent travail a été dans un premier temps d'utifiser un modéle comm: la
fermentation de la farine de manioc par Aspergilius niger, pour prédire dans les
conditions normales de culture {'évolution de {'activité de |'eau du substrat. Ces
études préliminaires ont montré |’ intérSt qu’ il y avalt a introduire un suport &
forte capacité de retention d'eau, lequel permet de doubler les cquantités d’sau
présentes et d’augmenter ainsi sensiblement |’activite de |'eau dans le substrat.

Les iimites du modéle constitué par le manioc pour Ia fermentation solide nous ont
conduits & étendre la notion de support, et A envisager un autre type de cuiture qui
falt appel & des milleux nutritifs {iquides absorbés swr un support sollde
biologlauement insrte. Ce type de culture étudié par gazométrie en colonne mais aussi
par microcalorimetrie a fourni des résuitats intéressants sur la physiclogie de
croissance des champignons en milleu sollde et ouvre lechamp & de nouvelles
appllcations.
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LA FERMENTATION SOLIDE (FS)

I .DEFINITION

Le terme fermentation solide, traduction de 1’anglais solid state culture ou sofid
state fermentation a fait I['objet de nombreuses définitions: pour Hesseltine
(1977) 1t décrit une fermentation dans laquelie le substrat n'est pas liguide, pour
Moo-Young et col.(1982) il designe un processus ou le microorganisme utilise des
matériaux inscilbles pour sa croissance et son métabolisme. Dans le cadre de notre
travail, ia définition proposés par Aldoo et col. (1882) selon laquelle la
fermentation en milieu solide englobs toute fermentation qui a lleu sur un substrat
solide ou semi-solide ou sur tn support solide nutritionellement inerte, semble misux
adaptée.

En fait certaines de ces définitions n'excluent pes entiérement les procédés faisant
appe| a des substrats solides, par exemple cellulosiques, en suspension dense dans
des mitieux |iguides (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 qul peut étre substrat ou support et ce,
en |‘absence d’écoulements d’eau.

Le materiel solide est généralement scus une forme fragmeniée, granulaire ou fibreuse
gui permet de retenir |‘eau par hygroscopis ou capiilarité. Selon le type de matériel
utilisé, la quantité d'eau présente varie énormément, les substrals amviacés (riz,
manioc, orge, etc...) sont généralement fermentés entre 25 et B0% d'humidite Initiale
tandis que les substrats en majorité cellulosiques (sons, bagasses, pailles etc...)
permetient de travailler dans des gammes d’'humidité initiale de ©0a 80% sans
apparition de drainages d’eau.

Les microorganismes cultivés en milieu solide sont dans la plupart des cas des
champlgnons filamenteux. En effet ces milieux sont semblables a feurs milleux
naturels (sois) st leur forme de développement végétatif constituée par des hyphes
aeriens ramifiés est proplce a la colonisation de matrices solides poreuses. De pius
les champignons filamenteux peuvent se déveliopper avec des humidités aussi basses que
12 et supportent des pressions osmotiques eleveées (Beuchat, 1883)
caracter istiques que ne présentent pas en général les lewures et les bactéries.
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I'1 APPLICATIONS DE LA FERMENTATION EN M{LIEU SOLIDE

tI-1. Préparation d’aliments fermentés traditionnels

C'est en Extréme-Orient que furent developpées volcl quelques siécies des FS
traditionnelles destinées a améliorer les qualités nutritives et organoleptiques 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 artisanaiement font appe! &
des cultures plus ou moins pures de champignons  appartenant aux genres
Aspergi!lus (Miso et Shoyu japonais), Rhizopus (Tempeh indonésien), Mucor

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

Le procédé de fabrication le plus célébre est e procédé "koji” ol ls substrat
constitué de grains de riz ou de soja est cuit & {a vapeur, refroid! puls ensemencé
avec une solution de spores de A. oryzae. Il est ensuite disposé dans des

plateaux de bois laissés a Incubatlon 48 h dans tne é€tuve tempérée et ventilée. Le
_-oduit pris en masse est ensuite extrait & i’eau pour |'chtention d'un jus a forte

activité enzymatigue ut!ilisé ultérieurement dans {’élaboration d‘autres aiiments ou
boissons tels le Miso et le Saks.

Les aliments fermentés orientaux et leurs procédés de préparation ont fait |‘objet de
monographies exhaustives (Hesseitine, 1965; Steinkraus, 1983) sur 1{esqueiles
nous ne reviendront pas.

On considére également comme faisant partie des FS traditionne!les, i’élaboration des
fromages fermentés frangals de type camembert ou roguefort caractérisés par la
croissance superficlelie ou profende de champignons du genre Penicillium.

{1-2. Production d’aliments fermentés enrichis en protéines (AFEP)

Les années 70-80 ont vu se développer un grand nombre de travaux consacrés 4 la
product jon d’AFEP par fermentation en milieu solide. La simplicité des procédés, la
relative rudimentarité du materiel utilisé, |’obtention de produits concentrés sans
génération de grandes quantités d’effluents 1lguides polluants et enfin |la
possibilité d'utlliser le prodult fermenté tel quel pour |’alimentation animale ont
representé autant d‘arguments pour |e développement de la fermentation solide de
moisissures.



Globalement on peut distinguer deux grands types de substrats: les substrats amylacés
de faible valeur commerciale (manioc,déchets de banane) et les sous-produits
agricoles 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 agricoies amylaces, on
rencontre de grandes différences dans les niveaux de protéines obtenus. Cela peut
étre du premiérement & un mancue d'uniformité dans |'expression des résuitats,
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 vrais, tant 11 est wvral
que les difficuités rencontrées pour mesurer la blomasse (of. 111-6.) n‘aldent pas &
la standardisation des résuitats. Quoi qu’ it en solt 25¥ de protéines parait étre
un maximem difficllement dépassable si {'on considére fa faible teneur en protéines
des champignons (25 a 40%) comparée par exemple & celle des bactéries ou des levures
qui peut aller jusgu'a B0X. D'autre part un certain nombre de probiémes rencontrés
lors de 1‘extrapolation de ces proceédés, et décrits par ailleurs, ont empeché
Jusqu’alors feur apptication industrielle.
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: Production d’aliments fermentés enrichis

Tableau 1
milleu scllide.

en protéines par fermentation en

o ae ms o

a5 ov 4e es e 35 me b6 se 60

ee 5 4s as e e sa e

s ma ss ex a» te W s

¢ Microorganisme : Substrat :Tempe: X : n : Y : Référence

: : s ¢h) £ (%) ¢ (%) @ (%)

® . I3 . ¥ s & .
E:Rnumg_g_uwm : Manfoc ¢ 456 : 3 : - : - : Stanton et ¢ol.(1969)
- ASpergillus nioer : Bapane : 72 ¢ {7 : -~ i =~ : Seth] et col.(1978)
:hsoergilius nloec ¢ Mamloe ¢ 25 : 11 : 60 : 18 : Ralmbault et col.(1980)
S:W : Manjoe ¢+ B0 : - -1 -~ 1 Carrizales et cocl.{1980)
«:Rbizopus pllgosporys ¢ Manloc : 48 : 22 : S50 : 46 : Ramos-Valdldla
L : H H s t : et col.(1983)
kshaperglliug niger : Banane : 43 : {2 : 24 : 50 :Baldensperger et col.(198%)
« :Sporotoichum : Menloc ¢ 48 : 30 : - : - : Smith et col.(1986)
g eulveeuientum ¢ : : s : :
[ZH H H jommmet H H

:Asmecrallius nloer Déchets de : 72 : 12 : 30 : 41 : Sethi et col.(1981)

] : mangue : : : : :
::Imnmm:(!mtte de: 60 : 6-10: - : - : Roussos et col.(1983)
-l : betterave : : : H H
Viksperalllus nlaer :Décheta de : 48 : 13 : - : - : Rodriguez et col. (1985)
» : citron : : t s :

e:Ameraliiua gioer : Pulpe de : 43 : 6 : 21 : 20 : Penaloza et col.(1985)
b i café : : 3 : :
M:Irichoderma yiride :Déchets ¢’ : 120 : 14 : 30 : 46 : Gonzales et col.(i98%)
38 t  ananas : H H H
W s H H : 1 H -
::Wm : Pallle o/ :48-72: 11 : 21 : 52 : Han et col.(1975)

B puilylans r  avolne H H H : :
Z:Chaetomlum t Sclure de : 480 : 7 : 64 : 11 : Pamment et col.(1978)
*: caliuiglviicum : bols : : : :
.Ezmmmm :Palile de : 120 : 18 : 48 : 36 : Chahal et col.(1981)

+  gallulojvticum : blé : : s :
ot
<Jihaetomivg : Palile de : 168 : 12 : 33 : 36 : Viesturs et col.(1981)
oigelivlolyticumsievure: blé : : : ¢ :

o Sastomium, t Palile de : 144 : 13 : 43 : 32 : Abdullah et col.(1985)
wicellulolviicumtlevure:  bié : : : :

it t Pallie et : 168 : 12 : 38 : 33 : Laukevics et col.(1984)
p4] + levure : son de bié: H : : H
StChastonium + Pallie de : - 13: -1t - : Hecht et col.(1985)
ot cellujolviicum bié : : : : :

X: Enrlchlssement protéique, Pf - Po (% P3)

nt Conscamation de substrat, So - Sf (% PS)

¥: Taux de conversion du substrat A protéine , X/n (%)
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La valorisation des sous produits agricoles lignoceiiulosiques se heurte elle aussi a
un certain nombre de barriéres en majorité non spécifiques de la fermentation en
milieu solide:

- Le degré de conversion du substrat en fermentation solide est plus bas qu’en miiieu
{lquide et les coefficients de maintenance resultent plus elevés. Ceci peut é&tre
compensé par une productivité volumétrique deux fols plus importante (Laukevics

et col., 1984).

-Un prétraitement alcalin, thermique et parfois combindé de la celiulose est
indispensable pour faciliter 1‘accessibilité de la celiulose (Chahal et col.,
1981; Ulmer et col., 1981; Abduilah et col., 1985) et ces opérations
alourdissent considérablement le codt de revient final de |"AFEP.

-L.a faibie teneur en protéines des champignons celiulolyticues et leur difflculté &
assimiler tous les sucres |ibérés par |’action des cellulases sont deux inconvénient
majeurs qui peuvent étre contournés en pratiquant des fermentations mixtes
champ ignon-tevure ou champignon-bactérie (Abdullah et col., 1985). Ceci présente

en outre |’avantage de faire disparaitre immédiatement le glucose et de participer
ainsi a la levée de |'Inhibitlon de Ila synthése de celiulases chez le champignon.
Ainsi, les niveaux de protéines atteints lbrs des cultures mixtes sont bilen
supérieurs a ceux des cultures pures de champignons celluloiytiques.

La tendance actuelie dans {e domaine de la production de protéines unicellulalres a
partir de cellulose porte sur un procédé en deux etapes: une premiére etape de
saccharification du substrat par des cellulases et une seconde proprement dite de
fermentatlon sur |’hydrolysat (Laukevics et col., 1984; Tanaka et col.,

1985). Dans ce cas la fermentation solide pourralt intervenir aunlveau de la
production de celiuiases (cf. 11-3.3.)

Enfin, en ralson des particuwlarités des procedés de dégradation de la lignine
(pressions partielles de 02 et CO2 elevées, temps d'incubation prolongés) ne figurent
pas dans le tableau 1 un grand nombre d’études récentes sur la transformation de
substrats iignocellulosiques par fermentation sollde a |’aide de pourritures blanches
des genres Stropharia (Kamra et col., 1985), Phanerochaets et

Polyporus (Levonen-Munoz et col., 1985).

14



H1-3. PRODUCT JON D'ENZYMES

11-3.1. Amylases

C'est en s’ inspirant de ta fabrication du "Koji®, qui produit un jus & haute activité
enzymatique que Takamine (1918) a developpé le premier procédé industriel de
production d'amylases. Le substrat était un mélange de son de ble et d'amidon,
humidifié avec uwe solution saline et ensemencé avec des spores d Aspergillus
oryzae. Le fermenteur comportait des plateaux sur lesquels le siubstrat était
distribué en couches. Aprés plusisurs jours d'incubation ie produit était recolté et
les enzymes extraltes & |'eau puis precipitées. Ce procédds connu sous le nom de
"Mouldy Bran Process” a &té utiilsé pendant des dizaines d’années pour la production
de |a Takadiastase, un compliexe enzymatique amyloiytique.

Pius récemment d’autres auteurs se sont intérsssés & la production d’amylases et
glucoamyiases dans le procédé "koji" et notamment & |"importance de !’environnement
gazeux sur les quantités d’enzymes synthetisées. Bajracharya et Mudgett

(1880) rapportent un accroissement de production lorsgue le milieu est soumis & une
oxygénation intense et une reduction lorsque la pression partielle de C0p est
importante. Narahara et al. (1982) rencontrent un maximum d’activité -amylasique
dans les conditions suivantes: 35% d'himidité du substrat, pression partislle de
C0, de 2% et température de 38°C.

L‘attention de nombreux auteurs s’est également portés sur les caractéristiques
cinétiques et biochimiques de la gluccamylase produite en fermentation solide dans le
procéde "kojl”, ainsl Mitsue et col. (1979) mettent en évidence trois formes de

glucoamylases (1, {1 et 1i}) de poids moéculaires différents et de comportements
cinétiques distincts selon ie substrat de reaction utifisé. Pour Ueda (1981) les
formes de glucoamylases i et Il sont le résultat de la dégradation par des

hydrolases des proféines ou de la partie glycosidique de la forme | et n’ont pas les
mémes propriétés vis a vis de 1’amidon. Toutes ces recherches ont pour but d’isoler
des enzymes capabies ¢’hydroliser |’amidon cru et dans cette optique, la capacité
d’adserption de {’enzyme & son substrat (Medda et col., 1982) st son activite
debranchante (Ueda, 1981) semblent 8tre les quaiités recherchées. L'utilisation

de telles enzymes aurait pour but d'éviter |'étape de gélatinisation de [“amidon,
colteuse en enérgie, dans les procédés ds  saccharifloation de substrats amylaces
tels le riz et le manioc pour la producticn d‘alcool (Sato et col. 1985).



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

résultats montrent ia quasi-absence ¢’ -amylases lorsque le champignon est cultivé
enmifisu solide mais aussi des caractéristigues différentes des giucoamylases:
optimum de pH abaissé, optimum de température élevé de 10°C, thermctolérance accrue.

Les bons rendements de production de glucoamyalses obtenus en FS onl amené
Gnhildyal et col. (1985) a effectuer une analyse éconcmique comparant le procede

de FS avec la fermentation iiquide. 1! en ressort que la FS, grace & son faible cott
J'investissement et & la concentration elevée de ['enzyme produite est plus
rentable, et ce en prenant les estimations les plus pessimistes powr fe mifisu
solide.

11-3.2. Protéases

Comme nous |’avons wu précédemment les protéases jouent un rdie I[mportant dans
["élaboration des aliments fermentés orlentaux traditionnels. Laction des protéases
du "koji" sur les protéines végetales du soja ou des ceréales |ipare des amino-acides
a potentiel aromatique et donne au produit final ses caractéristiques
organcleptigues. Fukushima (1982) a décrit avec precision le complexe
protéolytique du "koji" et a montré que la gamme de protéases et peptidases produites
par A. gryzae en milieu solide est beaucoup plus étendue qu'en milieu ligquide.

Si "on falt exception de la production de "koji“, fa {ittérature contient assez peu
de références relatives & la production de protéases en milieu solide, seuls
Hesseltine (1877) et Arima (d’aprés Aidoo et col., 1382) rapportent

I"existence d'un procede Industriel de production de protéases de Mucor pusilius
par FS, sans doute sur ia base du procéde “kojl™.

(1-3.3. Callulases

La saccharification de la cellulose par vole enzymatique, si elle représente un enjeu
considerable, n'a pas jusgu’alors debouché sur des applications industrielles & cause
d’une part du cottde prétraitement des résidus ilignoceiiulosicques et d'autre part
du codt  des enzymes, ce dernier 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 ie premier adapté le procédé "koji" 2 la production de cellulases

par Trichoderma reesei sur un substrat constitugé 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 utilisées appartiennent en majorité au genre
Trichoderma (Vilela et col., 1977; Deschamps et col., 1985) mais aussi

Talaramyces (Nishio et cot., 1981), Pestaliopsis (Rao et cof., 1883)

ou Sporotrichum (Hoe-Kim et col., 1885). Chaha! (1985) travaillant avec

T. reesei sur paille de blé fait état de rendements de FS supérieurs a ceux de la
fermentation figuide. D'autres travaux ont visé & produire we enzyme spécifique du
complexe cellulasique comme la -glucosidase (Deschamps et col., 1984),

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

point un procédé d'extraction qui met 3 profit les propriétés "d'éponge” du matériau
pour recuperer les cellulases par simple pressage du produit de fermentation. Celle
technigue a permis d’obtenir des jus concentrés (82 U.CMC/ml).

Lavenir de fa FS pour la production de cellulases passe par une meilleure
connaissance de 1la physiologie des champignons (mécanismes d induction et de
repression de la synthese, absorption sur e gpbstrat gt diffusion dans la matrice
solide) mais aussi par une amélioration des procedés d’extraction.

Enfin, nous ne ferons que mentionner [a production par FS d'enzymes destinées au
traitement des sous-produits du bois comme les xylanases (Kitpreschavanich et
col., 1884).

i1-3.4. Pectinases
La synthése de pectinases par FS a eté rapportée par Mushikova et col. (1978)
avec A. awamori et un peu plus tard par Ghildyal et col. (1981}, utilisant du

son de ble ensemencé avec A. carbanerius et qui ont obteru jusqu'a 120 U/g de
substrat. Mals ces travaux isolés ne sembient pas aveir connu de suite.
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I1-4. Production d‘acides organiques

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

Le seul acide qui ait fait |'objet d'une étude plus soutenue en FS est |‘acide
citrigue. Cahn en 1935 a eu au une approche originale au probleme en utilisant
des cossettes de betterave ou de la bagasss de canne & sucre imprégnée d'une solution
de sucres. La masse etalt ensemencée avec des spores de A, niger et aprés 4 jours

de culture |’acide citrique étalt récupérd par extraction & 1'sau. Le rendement de
transformation des sucres en acide aveisinait 50% et une des grandss innovatlons ds
ce procédé étalt la réutifisation du support aprés extraction comme on ie ferait
d'une éponge.

Ces travaux ont été repris par Terul et col. (1947) d'aprés Aldoo et col.

(1982) et plus récemment par Lakshminarayana et col. (1975); ces derniers
utilisaient de la mélasse imprégnée sur de la bagasse et grace & I[‘addition de
méthanc|, amélioraient les rendements qui avoisinalent 80%.

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

le procedé “koji" ol des souches d'A. niger résistantes aux lons metaltliques sont
cultivées sur un milieu amylace. L'acide citrique est extrait & |’eau aprés 8 jours
d'incubation 2 température contrdiee . Selon cet auteur, les quantités d‘acide
produites industrieilement de cette fagon approcheralent les 2500 T amnuel les.

11-5. Production de métabo!ites secondalires

Les principaux métabolites secondaires concernés par la FS sont les toxines
fonglques: aflatoxines (Hesseltine, 1977) ou ochratoxines (Lindenfelser et
Ciegler, 1975) produitss  respectivement par  A.parasiticus et
A.ochraceus. Les conditions de FS sont proches des conditions de contamination
nature!le des aiiments et les rendements rapportés sont plus elevés qu’en culturs
{iaulde ou de surface.

Wang et col. (1969) ont rapporté |'existence d'une substance & action
antibactérienne dans le tempeh (aliment traditionnel Indonésien fermenté par
Rhizopus oligosporus). La production proprement dite d'antiblotiques par FS a
surement fait |’objet d’etudes dans de nombreux laboratoires mais aucun résultat
probant n'a été publié sur le sujet.
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i1-6. Production de spores

Les spores nécessaires a | ensemencement des fermenteurs solides ocu des fromages sont
le plus souvent préparéss par culture de surface dans des ficles de Roux. Lleur
production industrielle entraipe donc le maniement de milliers de ficles et par
conséquent !'emplol d'une main d'oeuvre importante. La fermentation sclide qui permet
de muitiplier fa surface utife pour ie champignon dans un moindre volume parait “etre
une alternative pour la production de spores.

Ainsi, ont éteé &tudlees les scuches impliguées dans la préparation des aliments
fermentés orientaux : R.oligosporus par Wang et coi. (1975) et A.oryzae

par Sato et col. (1882), majs également les souches Wtiliisées dans ia fabrication

des fromages: P.rogueforti par Larroche et col. (1988), ces derniers auteurs
cultivant le champignon sur un support (pouzzolane) imprégne d'un mitieu nutritif
synthéticue.

Des prototypes de réacteurs on &té congus pour augmenter le volume utite, contriier
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 derniere requérant d’énormes ouantités de
SpOres.

'1f. REVUE CRITIQUE DES PARAMETRES DE LA FS

111-1. Particularités du dévelioppement mycélien

Dans 1a majorite des cas, les FS concernent les champignons filamenteux et le type de
developpement est différent de celui observé en fermentation liquide (fragmentation
mycéiienne ou ‘“peliets”) ou en culture de surface ol la croissance est
essentiellement apicale. En FS, la gquasi-absence de liquide intersticiel fait que
c'est la geométrie du substrat gui oriente le développement apical et les
ramifications dans toutes les directions de |’espace. Les substrats soiides se
rapprochent ains! des milieux naturels des champignons (terre, végétaux en
décompostion}.

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

forts et les phénoménes de translecation jouent un rdle important lorsqu’ils
colonisent des substrats solides.

19



Viesturs et al. (1981) travaillant avec Chaetomium cellulciyticum et
Trichoderma |ignorum et Aufeuvre et Raimbault (1981) travaillant avec

Aspergi | fus niger ont pu montrer, grace 4 la microscopie &lectronique a balayage
que dans un premier temps le mycélium se développe & partir des spores, fortement

attaché 4 ia surface du substrat, puis un peu pius tard forme de véritables ponts
entre les particules donnant ainsi au produit fermenté sa compacite.

De méme, la configuration du substrat mais aussi les conditions d'aération
déterminent plus tardivement le développement de conidiophores et la sporulation du
champ ignorn.

Ces particularités font qu'll n'existe pas de modéie mathématigue reelement
satisfaisant de la croissance sur substrat solide.

Les auteurs adoptent le plus souvent le formalisme exponentie! pour déerire la phase
de croissance:

X = Xo.et

ol X est la biomasse & {'instant t
Xo est la biomasse injtiale
est e 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
fogisticque qui s’adapte le mieux a la FS de A.oryzae sur riz ou son de blé:

X
T1iKe t
X¢
avec K=-~ -1
*o
ou X; est la biomasse maximum

Ce modéle largement employé en biologie introduit un terme de vielllissement ou décés
du mycél ium.

20



Raimbault (1980) a elaboré un modéie mixte de la croissance de A.niger sur

amidon de manioc. Ce modéle décrit une croissance exporentlelie initiale tendant & se
rapprocher du modéle iogistique en fin de culture. Pour cet auteur, cs sont les
quantités d’eau et de biomasse initiale qui sont {es principaux facteurs limitants.

Pour Laukevics et cof. (198%), une des points fondamentaux du  déveioppement
mycelien en FS est i‘occupation de 1'espace. 11 existe selon eux une densité critique
de mycélium fonction bien sur du microorganisme mais également de la configuration de
la matrice solide et de la forme de |‘eau dans le substrat. Sur la base de résuitats
antérfeurs obtenus avec 1. reesei, T.lignorum et Ch. cellulolyticum ilis

caiculent que ia quantité limite de biomasse sur pailie de blé se situe entre 10 &t
W0 g/l
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Enfin récemment, Georgiou et Schuler (1388) ont mis au point un modéle de
croissance radiate 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. Les conditions de
croissance sur plaque sont toutefois sensiblement différentes des conditions de FS
qui mettraient en jeu un modéle encore plus complexe.

F1-2. Humidite, activité de |'eau

{11-2.1. Géneralités

A la différence des fermentations {iquides ol le substrat est dissous ou en
suspension dans une phase aqueuse st ol !’sau n’est pas un facteur |imitant, dans les
FS la quantité maximum d’eau présente dans le mifieu est fonction de la capacité de
rétention du substrat. Le liguide au sein de fa matrice ne doit pas étre trop
ahondant pour ne pas réduire la porosité et par conséquent les échanges gazeux
(Moo-Young et ccl., 1982) mals doit étre présent en quantité suffisante pour ne

pas limiter !a croissance du microorganisme.

111-2.2. Forme de i’eau dans les substrats soiides

Suivant le matériel utilisé le pourcentage d'humidité oscille entre 30 et 80 % et
1"activité de !'cau (Aw), pratiquement assimilable & |'humidité relative (Hr) dans ia
phase gazeuse entourant le substrat, varie de 0.9 & 1.00.

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

- une Zone monocouche ou {'eau est fortement {iée 4 a surface du solide et ol
I‘enthalpie de vaporisation est trés supérieure a celle de |’eau pure.

- une zone multicouche ol les niveaux d’énergie diminuent et ou |‘eau est de moins en
moins |l¢e (enthalpie de vaporisation & peu prés egale & celle de |'eau pure).

- une zone dite de condensaticn capiliaire qui correspond & |'eau |ibre.
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Flgas 1: isotherme do sorption et évolution de i’enthalpie d’évaporation de [‘eau
sur de |"amidon de manioc dextrinisa. (d°aprés Soekarto & Steirberg, 1981).

Méme si la distinction entre la seconde et la troisiéme zone est difficile &
gtabiir en termes de contenu d'eau ou d'Aw, elle peut &tre estimée sur fa Fig.l aux
alentours de 20 % d'humidité, correspondant & une Awde 0.80 & 0.85. Ainsi,
contrairement & ce qui est dit dans un certain nombre de définitions, il v a présence
d'eau libre dans {es substrats solides pour les humldités pratiguées en FS
{Lakevics et col., 1884; Mudgett, 1988).

Pratiquement, seule |‘eau correspondant en partie & la zone multicouche et & ia zohe
de condensation capillaire peut participer du métaboiisme du champignon.

111-2.3. influence sur la crolssance et le métabolisme

On peut définir trois roles importants de [’eau dans le processus de fS:

- |'eau de réacticn, nécessaire a {a constitution du mycéiium et au métabolisme et
qui intervient dans fa stoechiométrie de la croissance (Van den Berg et
Bruin, 1981)



- 1’eau en tant que veéhicule des enzymes. des nutriments et des metabolites
extra-celjulaires. Les techniques de RMN du proton permettent de définir ainsi un
point de mobilisation d’un soluté, gui correspond & fa quantité d'eau minimum
présente dans un corps pour laquelle on commence & observer des phénomenes de
solvatation (Ducksworth, 1981). Ainsi le point de mobilisation du glucose dans
I‘amidon de pomme de terre est de 22 g d‘eaw/ 100 g d’amidon. Une augmentaticn de
I"humidité augmente de plusieurs ordres de magnitude les coefficients de diffusion
des solutés.

- i“eau qui Intervient dans la solui!isation de |'0p gazeux; ce dernier phénoméne
n‘ayant pas eté jusqu’alors mesuré en FS.

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

Nishioc et col. (1979) rapportent une augmentation de la vitesse spécifique de
croissance, de ia bilomasse st de fa synthése d’enzymes (hydrolases de la peau
d’crange) de A. niger sur son de blé lorsque !'humidité initlale (H1) augmente de

32% jusqu’a un optimum situé & 56%.

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

Narahara et coi. (1982) étudiant le procédé d’obtention du “koji" observent une
augmentation de la biomasse produite et du taux spécifique de croissance avec une
augmentat lon du contenu d’eau initial de 25.6 & 40.3% soit des Aw de 0.942 & 0.975.
Pour ces auteurs 'e concept d’Aw est plus important que celui d’humidité initiale.
- Dans tous les cas, Iis observent un arrét de la croissance lorsque |'Aw atteint
0.90. Dans cette étude, {’abaissement de |’Aw est correlé avec une accumuiation de
sucres iibres, non assimilés, & | interieur du substrat. Enfin en ce qui concerpe la
product ien d’enzymes, une augmentation du contenu d'eau initiale améliore la synthése
d'amylases mais diminue celle de protéases. Pour cette raison, ces auteurs
recommandent de maintenir une Aw élevée durant la phase de croissance puis de
{‘abaisser au debut de la synthése des protéases.
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Sato et coi. (1983) ont mis au point un modéle pour la crolssance des
microorganismes en FS en utilisant de la pulpe de bols Iimprégnée d'un milieu
nutritionnel. Les résultats obtenus avec une levure,Candida |lpolytica, ont
montré que le taux spécifique de croissance augmente avec |'Hi du milleu et avec
{'Humidité relative de 1'air passant dans ‘e fermenteur.

Sakural et c¢ol. (1985), utilisant le pain comme substrat pour modéiiser ia
croissance de A. oryzae en milieu solide notent une augmentation du taux
spécifique de crolissance quand | Aw passe de 0.97 a 0.99.

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

que la vitesse de croissance apicale de 7. reesei est affectée en dessous de 0.99

et mettent en évidence des effets croisés de i'Hl et do la température sur ia
production de cellulases.

En général, les travaux concernant (es S sur substrats iignocellulosiques montrent
au’'ue augmentation de {"Hi améliors ia vitesse de croissance des champignons et la
conversion de !a cellulose et coincident sur [“existence d'une Hi optimm pour la
production de cellulases (Abduliah et col., 1981, Mishlo et coi., 1981,

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

En ce qui concerre les métabolites secondaires, Hesseiting (1977) note mue dans

fa production ¢’ afiatoxines par A. flawus sur du riz, des Hi supérieurss a 40% se
fraduisent par une importante diminution du rendement. De méme, Lindenfelser et
Clegler (1975) observent une relation entre la production d’ochratoxines et
["humidité au cours de fa fermentation

11-2.4. Controie de {’humidité

Tous ces résultats ont mis en evidence la necessité de concevolr des procédés
permettant de bien contrdter 1‘eau au cours de fa fermentation. Il faut dans ce
chapitre faire une parenthése sur les réacteurs utilisés en FS.

1! existe des réacteurs “dynamiques" de type pétrin (Raimbault (1980),
Deschamps et col. (1985)) ou tambour rotatcire (Lindenfelser et -Clegler

(1975), Toyama (1976), Silman (1980)) qui permettent d’additionner de |‘eau

et d’homogénéiser en cours d’opération (cf. Fig. 2: réacteurs de FS). Ce dernier type
de reacteur présente donc |‘avantage de pouvoir controler |'humidite rap idement
durant toute ia fermentation mals auss! de permettre i‘a jout de seis ou de substrat a
'etat dissous. Les principaux inconvénlents résident dans 1"agitation de la masse,

une homegenéisation trop forte pouvant provoguer e rupture des hyphes et rwirs
alnsl au développement mycélien.
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Dans la majorité des cas ies réacteurs sont “staticues” ou fermés teis le fermenteur
& plateaux (pour fa préparation du "koji”: Nunokawa, 1972, Toyama, 1976), Ila

colorne (Raimbault et Alazard, 1880) , fa “"boite” (Narahara et col.,

1982), te fermenteur & plaques verticales "zymotis" (Roussos, 1885) (cf. Fig. 2:
réacteurs de FS). Dans tous les cas, le matériel est introduit au déput de la culture
et les seules actions possibles sur [“humidité et |'Aw en cours de fermentation
consistent:

- achanger I°Hr de |'air entrant dans le fermenteur: des variations du degre de
saturatlon de [’air provogquent une sorption ou une désorption d'sau sur le substrat
(Laukevics et col., 1884; Gervais et c¢0l.,1988) mais sulvant le mode
daération, ii faut veiiler a2 ne pas créer des gradients d'humidité dans le substrat.
- & changer ia température: Narahara et cof. (1584) ayant observé des gradlents
longitudinaux d'humidité dans un reacteur de type “boite” ont ainsi mis au point wn
procéde de contréle basé sur une eéquation reliant les productions de C0p et de
calories. A partir des dornées de température de 1'zir & |'entrée et & la sortie st
de production de COp, une simple régulation de la temperature de [’encelnte
entourant le fermenteur permettait de maintenir {'humidité homogére au sein de
celui-ci.
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I11-3. Aération, échanges gazeux

L ‘aération et les tranferts de masse dans fes fermentations solides sont assez mal
connus, un critére équivaient au Kia des fermentations liquides étant difficile a
mesurer en FS. Sulvant les auteurs, la problématique de |‘aération est abordés
différemment; ains| Moo-Young et col.(1982) distinguent les transferts de masse
inter et intra-particulaires:

- e premler paramétre concerne le transfert de |°0p dans le volume intersticiel

de la masse sollde et dépend donc de la nature du substrat, de la teneur d’eau mais
aussi de ['état d'avancement de la fermentation.

- le transfert intra-particulaire est quant & lul assimilé par ces auteurs aux
phénoménes de diffusion de 1°0pdans les pellets enmilieu liquide et lis
déveioppent un modéie semblable.

Dans le deuxléms cas 1! faut tout de méme considérer quelques différences
importantes de la FS par rapport au pellet comme par exemple |’attachement
substrat-mycéiium et les condltions hydrodynamicues.

Lonsane et col. (1985) proposent la participation de deux phénoménes pour
expliquer le transfert de 1°0y dans les conditions de la fermentation solide, le
oremisr etant un transfert direct de la phase gazeuse au microorganisme, comme par
exemple dans les fermentations sur hydrocarbures et le second un transfert du gaz a
|a phase |iquide comme c'est le cas dans les fermentations liguides. Mals, blen que
sédulsante, cette hypothése n’est pas etayée par |'expérisncs.

Quoi qu’ il en soit, I”importance de |’ interface substrat/iiquide/air obhservés en FS
rend le probléme d’aération moins criticue que dans les fermentations |lquides et par
conséaquent le colt énergetique de | aération-agitation est beaucowp plus reduit,
C'est saulement lors des extrapolations de procéds que |°on se heurte & des probiémes
d'hétérogénelté, ainsi Rathbun et Schuler (1984), utilisant un plateau &
aération longitudinale avec une épaisseur de couche de 6.3 om pour la fermentation du
Tempeh ont observé des gradients Importants dans [a composition gazeuse de {’air, la
pression partielle d'0y pouvant descendre & 2% et celle de 00y pouvant
atteindre 21 ¥ dans la partis Inférieure du réacteur. Pour cette raison, de nombreux
auteurs recommandent une agitation intermittente de fagon 4 assurer |‘homogénéité du
systéme.
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En ce qul concerne la production d’erzvmes ou de métabolites, | aération mais aussi
fes pressions partielies (PP) d'Dp et de COp jouent des réles importants.
Bajracharya st col. (1881) observent un effet bénefique de Ja PP d’'0y sur Ia
product {on d’amylases par A.oryzae sur du riz et en concluent que ja FS convient
blende ce point de vue laa ia production d'enzymes. De la méme maniére,
Narghara et col. (1382} obtiennent ce mellleurs rendements d’amylases pour une PP

de C0; de 2X lors de la phase exponentielle de croissance et de protéases pour une
PP de 5 ¥ durant la phase stationnalre.

H1-4. Chaleur metabo!ique

S lors des fermentations |lquides dans les réacteurs Infiniment melangés, la chaleur
produite par le microorganisme iors de la respiration est instantanément dilude et
dissipés, dans les FS, ia forte densité du myceliium, fa falble teneur an sau o
1"absance de mélangs peuvent conduire & une accumilation de calories muisible au
déve loppament du champignon.

Alnsi Raimbault (1980) et Huerta (1984) cuitivant A.niger sur de la

farine de manioc dans des réacteurs de typs colonne placéds dans un bain  thermostats,
cbservent des phénoménes de surchauffe au centre de la masse lorsque le diamétre de
la colohne dépasse 4 om. Le gradlent radial de température peut méme attelndre 10°C
pour des dlamétres de 8 cm. Rathbun et Schuler (1984) travalilant la
fermentation du grain de soja par Rhizopus ol igosporus dans un fermenteur de type
piateau & aération longitudinale mesurent uh gradient de 3°C/cm lors de la phase
exporent lel e de crolssance, |’épaisseur de la couche étant de 6.3 om.

L'élimination des calories comme la néoessité d'une aératlon homogéne sont les
facteurs critiques dans la conceptlon des réacteurs de FS. Pour le premier point, Is
contfole peut s’exercer A différents niveaux:

- U'humldité: Une augmentation de |'humidité modifle la conduction thermigue du
substrat et cu mycéllum.

- L'aération: une augmentation de |’aération favorise |'élimination des calories par
convection forcée. De méme le contrfle de !'humidité relative de 1'air peut
permettre une élimination des calories par évaporation. Le refroidissement par
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adration doit néamnmoins 6tre manosuvré avec précaution si I'on ne veut pas
provoquer de séchage du produit.

- La thermostatation du réacteur: File favorise la dissipation de fa chaleur par
conduct ion 4 partir des parois du réacteur; calui-cl peut ainsi étre placé dans une
encaints thermostatée (Narahara et col., 1984), posséder une jaquette
(Laukevics et coi., 1984) ou étre immergé dans un bain thermostaté
(Raimbault et Alazard, 1980). Dans le réactsur de type “Zymolis”
(Roussos, 1985) des plaques de pasteurisation verticales compartimentent le
réacteur et assurent le refroidissement de la masse {cf. Flg. 2: réacteurs de FS). -

- L'agitation: une agitation Intermittente augmente la surface de contact entre la
masse et 1‘air ou entre la masse et les parols du réacteur et contribue alnsi a
dissiper les gradients de température.

Jusqu’a maintsnant, |accumuiation des calorles a constitué un Inconvénlent sérieux
dans |’extrapolation des réacteurs de FS et un grand nombre d'études o ingénieuris
sont en cours pour résoudre ce probleme.

111-5. pH

La forme de |’'eau dans les substrats solides a toujours constitué un obstacle & une
mesure satisfaisante du pH. Dans 1z majorité des cas on mesure le pH aprés mise en
suspension d'vne part d'échantiifon solide dans 3 & 4 parts d'eau. Cette méthode si
elle permet de mesurer un pH giocbal n'est sans doute pas représentative des micro-pH
locaux du film agqueux ol se passent dans 1a réalité |’essentiel des réactions
biochimicues.

Le contrdle du pH dans les FS est donc difficile st, en pratigue, il est assez
rarement entrepris. Le bon pouvoir tampon des substrats solides mais aussi du mélange
salin initial (Ralmbauit et Alazard, 1980) font que pendant fa croissance, le

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

il}-8. Estimation de la biomasse en FS

L'estimation de la biomasse et de la croissance des champignons filamenteux en FS a
été et reste un point déiicat. Du fait de la nature solide du substrat, les mesures
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rapides comme la turbidimétrie ou la nephélométrie couramment praticquées en
fermentation liquide sont impossibies & appliquer en FS. On est obligé de procéder &
un échanti!lonnage et & des dosages chimiques rendus difficiles par |’intrication
existant entre le substrat et fa biomasse. Ainsi les méthodes reportées dans la
littérature ont toutes ieur part d’ inconvénients et d'lmprécision.

Les japonais utilisent te pius souvent le dosage de la glucoasamine @l est un
constituant de la pare! du champlgnon. Mais d'uns part, la concentration de
glucosamine continue & augmenter pendant la phase statlommalre (Sakural et col,

1885) st d'autre part, les résuitats divergent énormément sulvant le procéde

d'extraction mis en osuvre (Aldooc st col., 1981).

Sugama et Ckazaki {1978) ont mls au point une méthode pondérale pour mesurer
la blomasse du "kojl", cette méthods fait appel & 1'hydrolivss du riz résiduai par des
glucoamylases puis & la détermination du poids sec de mycélium. Ce procedd n'est

applicable au’avec des substrats 100% amylacés

La majorité des auteurs dosent les protéines du champignon solt par fa methode de
Lowry (1951}, mals elle n'est confiable que sur des substrats ne contenant pas de
lignines, solt par fa méthode ds Kjeldahl aprés précipitation des proteines & |acide
trichioracétique. Cette méthode cui est la plus couramment citee présente les
inconvenients d'étre longus et de piétre sensibilité. Enfin, ue méthode
alternative mais toute aussi lourde consiste & doser les acides aminés totaux aprés

hydrolyse acide (Penaloza et col, 1985; Gregory et col. 1985).
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On peut également sulvre les acides nucléigues (principalement ARN) qui constituent

un bon Indlcateur de |'état de la biomasse (-Arima et zumi 967; _bacharya
_nJtt1980). Les résultats restent toutefois difficilement comparables entre eux
puisque le taux d’ARN est fonction non seulement de la quantité de blomasse mais
auss! de la vitesse spécifique de crolssance.

Parmi les méthodes d'analyse plus perfectionnées, Wissler et col. (1983)
rapportent |‘emplol de la spectrométrle de masse. Cette technique leur permet
d'effectuer un blilan Nyz/Nygy sur différents échantiilons precipités a 1'acide
trichloracétique st d’estimer ainst {’Incorporation de |'azote dans la blomasse.

Enfin de nombreux auteurs préconisent |’utilisation de la gazométrie qul est la seuls
méthode capable de fournir des données en |igne et de sulvre les fermentations. A
partir des mesures de C0p et d'0pon peut calculer avec une bonne précision la
biomasse présente dans le reacteur et son tauw de croissance (Sugama st
Okazaki, 1979; Raimbault, 1980; Carrizalez et col., 1881; Sato et

col., 1983; Hoe-Kim et col., 1885).

11i-7. Conclusion

Cette revue consacrée & {’étude des caractéristiques et paramétres importants de la
FS montre qu’ il reste un certain nombre de points & élucider sur la physiologie de
croissance des champignons dans ces conditions, notamment en ce qul concerne |'eau,
I'activité de I'eau et [’aération.

Comme nous avons pu le volr, la conception des réacteurs est soumise & des
contraintes et des problémes au'ue mellleurs connalssance des  processus
physiciogiques pourrait arriver & alléger voire a résoudre. La FS accuss un énorme
retard technologique sur les fermentations llouides et une amélioration des réacteurs
et de |’ instrumentation est fondamentale pour son avenir.
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MATERIEL ET METHODES

I, MATERIEL BRUT

La farine de menioc (Manihot esculenta) utilisée a été obtenue & partir du tuberculs
frais. Le processus de préparation a étd ls suivant: le tubercule a été peld,
decoupé, gélatinisé a 120°C & |’autoclave durant 15 mn puis refreid! 4 0°C une ruit
pour favoriser la rétrogradation de i'amidon. Les morceaux de manioc ont ensuite éte
séchds, moulus et tamisés. La fraction comprise entre 20 et 50 mesh a été utillisée
pour les cultures en milleu solide et les ¥ines pour préparer les milieux d’obtention
des spores. Cette farine contenait approximativement 80% d’amidon et 2% de protéines
poids sec.

Le support utilisé a été de |a bagasse de canne & sucre gracleusement fournie par la
Sucrerie Emiliano Zapata de Zacatepec (Mor.) au Mexicue. Les différentes fractions de
la bagasse ont été séparées industriellement par cyclone et nous avons conservé la
partie enrichie en mosilts, moins iigneuse et de capacité d’absorption superieure,
Aprés tamisage, nous avons, sauf spécification conservé la fraction comprise entre 20
et 50 mesh. Cette bagasse contenait 4 peu prés 10% de sucres residuels fesquels
furent elimings & 90% par lavags & | 'eau.

{1. CONSERVATION DES SOUCHES ET OBTENTION DE SPORES

La souche utilisée est une souche de Aspergilius niger var. hennebergi N° 10
isolée et caracterisée par Raimbauit (1980).

La souche a été repiquée tous les six mois sur un milieu "malt-agar” et conservée a
4°C.
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La composition cdu milieu utilisé pour |'obtention de spores est la suivante:

Farine de manioc 04

(NH4) 2S04 4g
KHoPO4 29
Urée 149
Agar 15¢g
Eau osp 1000 mi

La farine de manicc est gélatinisée en portant ie melange & ebullition durant 15 mn
puis aprés refroldissement, le pH est ajusté & 5.6 avec de i’acide orthophospherique
et le miiieu est réparti en Erienmeyers de 250 mi & raison de 25 mi chacun. Les
Erlens sont ensuite stérilisés & |“autociave & 110°C durant 25 mn. Les milieux
refroidis jusqu'a une température de 40°C sont inoculés dans la masse avec 2 ml d'une
solution de spores obtenue par resuspension & partir des tubss de conservation.

Les Eriens inoculés sont incubés & 25°C durant 7 jours, temps aprés lequel on peut
observer une sporulation uniforme sur toute la surface du milieu. La récolte
s'effectue a |’aide d'un aglitateur magnétique par resuspension des spores dans de
I’eau additionnée de 2 gouttes de Tween 80. La suspension alnsi obtenue est fliltrée
sur de la gaze pour éliminer les particuies de milleu ou de mycélium puis diluée de
facon adéquate dans de |°eau avant de proceéder au comptage sur une celiule de
Netbauer .

I11. METHODE DE CULTURE

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

Pour les cultures comportant du manloc et de la bagasse, la bagasse est humidifiée
avec 50% de |'eau totale puis sterilisée & [‘autociave pendant 15 mn a 120°C pour
éviter toute contamination ultérieure par {a microflore de la bagasse. Les sels sont
guant & eux dissous dans les 50% d’eau restants et aprés addition des spores, le pH
de la suspension est ajusté & 2.7. Une fois la bagasse refroidie, elle est mélangée
avec la farine de manioc puls inoculée avec les spores en suspension dans la soiution
saline. La quantité d’inocuium est de 2 x 107 spores par ¢ de farine de manicc.

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

50% de 1’eau totale contenant le ou les substrats a 1‘état dissous (la concentration
de substrat de cette solution est donc double de la concentration finale) et le
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les 50% d’eau restants et aprés addition des spores, le pH de la suspension est
alusté a4 2.7. La bagasse imprégnée de la solution contenant te ou les substrats
dissous est ensuite refroidie puis inocuiée avec les spores en suspension dans la
solution saline. Sauf spécification, la quantité d’inocuium est de 2 x 107 spores
par g de support (bagasse}.

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

(NH4)2804 8.8¢g
KHoPO 4 509
Lrée 2.4g

Le matériel inocule est ensuite disposé dans des colonnes de verre ¢yllindriques de 20
cm de hauteur ot 2 om de diamdtre & raison de 10 & 20 g par colonne sslion 12 densite
du matériel considéré. Les coionnes sont piacées dans un bain thermostaté a 35°C et
connectées & un systéme d'aédration, laqueile est fixée & 0.4 | d’air par heure pour 1
g de substrat sec.

V. METHODES D’ANALYSE

V-1. Gazométrle

La consommation d’oxygéne et la production de COp durant les fermentations ont été
mesurées en continu par gazométrie. L alr effiuent d’une colonne contenant 30 g de
matérie! humide est séché par passage au travers d'une colonne de condensatlion puls
d’une colomne de Silicage!” montées en série. Un échantilion de 1’air sec est ensuite
pompé & un débit précis Jusqu’a un analyseur d'0, de type paramagnetique Servomex”
connecté & un enregistreur Cole Parmer”. Un autre échantiilon de |“air effiuent séche
est pompee volumétriquement et sa composition déterminée dans un analyseur de COp
Infrarouge Beckman’ (Medical C0o Analyzer) lui aussi connecte & !'enregistreur (cf
Fig. 3: Scheéma du dispositif)

Lc’as deux analyseurs de gaz indiquent respectivement les variations des pourcentages
d’0g8t de COp dans le gaz effluent; lesquels sont ensuite transformés en vitesse de

consommation (V0p) ou de product ion (VCO2) en multipliant par le déblt de Iair au
travers du réacteur.
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V-2, Analyse des échantilions de fermentaltion

v-2.1. Polds sec

Le poids sec a 616 mesuré & polds constant aprés 24 h dans une étuve thermostatée
105°C.

v-2.2. Protéines

- Dans les fermentations faisant appe! au manioc seuf, la biomasss a été eétimée a
partir des protéines dosées par la méthode de Lowry (1851) sur des échantilion
dilués entre 250 st 500 fois, homogéneises tout d'abord & | ‘Ultraturrax’ puls au
Potter”. Le standard utilisé est I’'albumine bovine (30 a 300 mg/1).

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

- Les échantillons sont tout d’abord été séchés & 60°C pendant 24 h puis broyés
et tamisés (40 mesh).

- 200 mg d’échantillon sont ensuite hydrolysés avec 6 ml de HCI 7 N en ampoules
scellées a |'autoclave & 120°C pendant 20 mn.  °

- Aprés refroidisssment, on procéde a une peutraiisation & la soude puis les
hydrolysats neutralisés sont centrifugés ou decantés.

- Le surnageant est ensuite diiué de fagon adéquate pour la réaction
colorimétrique avec la ninhydrine (Sneli, 1856), le standard étant constitug par
une solution de caséline de concentration connue.

-2.3. Sucres

Pour tous les dosages de sucres, les échantilions sont dilués & raison d'un gramme
pour 25 mi d’eau puis homogénéisés 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 S5mi d” HCI 1N & 90°C durant 3 h. |’hydrolysat est ensuite neutraiisé avec 5 ml de
soude 1 N et les sucres réducteurs résultants sont dosés aprés dilution par la
méthode de Miller (1959) contrs une solution standard de giucose.
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- Pour le dosage du saccharose, un échantilion de | homogénéisat est centrifugé et 1
ml de surnageant est mis en contact avec 1 m! de solution d'invertase & température
ambiante pendant 1 h. Les sucres réducteurs sont dosés sur |'hydrolysat ditué par la
méthode de Milter (1959).

~ Pour le dosage du glucose, |’homogénéisat est centrifuge et le giucose est dosé
directement par la méthode de Miller (1953) sur le surpageant convenabiement
dilué.

V-2.4. Acides nucléiques

L échanti(lon est diiug (25 fois) puis homogénéisé a |’alde d'un Ultraturrax’, 5 ml
de |’homogenéisat sont alors centrifugés et e surnageant est eliminé. On procede
ensuite & une extraction acide des acides nuclslques en redispersant le culot de la
centrifugation antérieure dans 5 ml d’acide perchiorique (HC104) et en le metiant 25
mn A incubation & 70°C avec une agitation intermitente. Aprés refroidissement, ia
suspension est centrifugée et la concentration d’acides nuclélques (principalement
ARN) du surnageant est déterminée par lecture & 260 nm contre une sciution standard
d’ARN de lewvure (Sigma Labs.).

V-2.5. Glucoamylases

Le milieu de réaction est le sulvant:

Solution d’amidon {15 g/1) 2.5 ml
Tampon citrate pH 4.5, 0.1 M 2.0m
Solution enzymat icue 0.5 ml

La réaction enzymatiqus se fait 4 60°C et |'on préléve 1 mi d'échantiilon 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 et les sucres
réducteurs |ibérés sont dosés par la méthode de Mifler (1859).

Une unité internationale (U!) d'activite glucoamylasique correspond & la

guantité d’enzyme qui 1ibére une micromole de glucose par mn dans les conditions
donnees ci-dessus.
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IV-3. Mesure de |’activité de |'eau (Aw)

Pour la mesure de i‘activité de |'eau, nous avons utilisé un appareil Novasina'
constitué d’'un capteur modéle BS et d'un instrument de mesure Humidat IC 1.
L’appareil a été étalonné dans une gamme d’humidités relatives (HR) de 0.750 a
1.000 avec des sels saturés d’Aw comnues. Les mesures sont faites 4 30°C avec un
temps de stabilisation de [’instrument de 3 h, st la précision données par le
fabricant est de 1% d'HR.

Expérimentalement, de 3 & 4 g d'échantiilon sont si besoln découpés et
introduits dans des coupelies fournies avec 1’appareil. Pour les échantilions de
fermentation, et afin que le produit n'évolue pas pendant fes 3 h de la mesure,
les echantililons sont exposés durant 10 mn & un rayonnement UV de 254 nm de
longueur d’onde et 300 W de pulssance, la coupelle étant placée 3 11cnde la
source lumineuse.

V-4, Microcaliorimétrie

Pour ces études nous avons pu disposer d’un microcalorimétre differentiel LkB"
appelé Thermal Activity Monitor (TAM) comportant 4 canaux tous doubles d'une
réference. Ce microcalorimétre mesure |'énergie de refroidissement que dolt
apporter le systéme pour maintenir la température constante. Son seull de
détection est de 0.2 microWatts soit moins de 1078°C avec wne précision
supér ieure & 5%.

Pour les expérisnces de 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 éventueilement le glucose. Chaque expérience comporte un
flacon témoin uniguement additionné de la solution nutritive sans les spores. Un
courant d’oxygéne est ensuite passé dans le flacon durant 1 mn pour en saturer
| “atmosphére puis le flacon est scellé hérmétiquement avant d*etre placé dans
le microcalorimétre.

Toutes les expériences ont eu lieu 3 37°C, en double et les thermogrammes
étaient enregistrés en continu.

v ESTIMATION DE LA CROISSANCE A PARTIR DES VITESSES DE CONSOMMAT ION
' OXYGENE

La biomasse peut étre calculee & partir des vitesses de consommation d°0y. On
sait que la vitesse de consommation d'0p (r0;) est proportionnelle a ta vitesse
de formation de blomasse (rX):
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rOp = 1/Y02.FX + m02.X (H

ol Y0y représente le rendement de biomasse par
rapport 2 |‘oxygéne (g de blomasse/g-d’07)
mdp est le coefficient de maintenance pour 109

L"intégration de 1'équation (1) de 0 & t done:
r0p dt = (1/¥0p) (X¢- ¥g) + MOg Xdt (2)

Plusieurs méthodes d’intégration sont décrites dans la litterature (-farrizales et
col., 1980; Hoe-Kim et col., 1985) et nous avons choisi la méthode préconisée par
Sato et coi. (1983) pour estimer la croissance de levures sur support soilds.

S 1'on congidére un intervaile de mesure T de 1 h, 1’équation est resolue avec une
bonne approximation en posant:

rﬂz dt = 1/2 (r02 o+ 2(r02 1+r02 g+...4709
t-1)+r0g ¢) 3)
et Xdt = T/2 ((Xg + 2(Xy#Xgt. . . +Xp_1)4%g)  (4)

i“équation (2) devient donc:

Xt = YOq X (V/2(r0p g#r0g 3+ 10 )+ (5)
(1-a/2)%Xg-2 X| /(1+a/2)
ol a = Y0y x m0p

Les valeurs da Y0, et mC; quo nous avons utliisees sont celles calculées par
Raimbault (1980) pour !a souchs deA. nigeret qul sont respectivement de 1.55 g X/g
0y et .007 g 04/g X/h.

Pour estimer Xg, nous avons consldéré les spores comme des cylindres de 3 microns de
diamétre et 2 microns de longueur (Aufeuvre et Raimbauit, 1381). Sachant que la
densité d de la spore se situe entre 1.0 et 1.1 (Hawker et Madelln, 1976) on

peut caleuler le polds d'une spore. En ce qui concerne le contenu d’eau des spores,
les chiffres cités dans la litterature varient de 10 & 50% suivant la méthode
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d obtention prise en compte. Ayant produit les spores sur un milieu sollde (cf.
matériel et méthodes 11.), 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= rl xdx ! =0.0006g/g de substrat poids sec

Cette valeur est du m"eme ordre de grandeur que celles de 0.0012 et 0.0005 rapportées

Sur la base de cette égquation, un programme Basic d’ intégration des vitesses de

sonsommation d°09 a gte mis au point sur Apple lle, programme gqui permet ie caicul de
X, rX et . Tous les résultats sont exprimés par colonne soit 30 g de matériel humide

initial.
) analyseur
JAN [of e}
culture
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solide condensation 8ir sec /\/\
— —
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: B - )
23 o A
o5 oas%
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o L 12 —— l’ g
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HY coton
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;;%;g 3: Dispositif utilisé pour [analyse des gaz effiuents des colonnes de fermentation
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RESULTATS

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

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

Nous avons déterminé fa partie de |’isotherme de sorption de |'eau sur la farine de
manioc dans la zone d'humidite concernée par la FS, cette partie correspondant 4 des
quantités d'eau de .1 & 1 g/g de farine séche. L”isotherme représentant ¥ (g d’eau/g
de polds sec)

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

Pour pouvoir le manoeuvrer plus fac)lement, |’Isotherme peut &tre |inéarist de Ia
fagon sulvante (Fig. 5):

A= KT (K + K2 (6)

ou ¥ est le conteru de solide par g d’eau = 1/W
K1 et K2 sont des constantes dont les valeurs dans ce cas
sont respectivement -.0237 / (g de solides/ g d'sau) et 1.0058.

Utiliser le terme W' revient a utiiiser la moialite du produit qui est la forme la
plus employee dans les calculs de Aw (Ross, 1875).
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Comme on peut” le voir, pour une humidité de 50 % i'activité de |’eau dans la farine
de manioc est proche de 1.00 (.988). Mais il faut aussi prendre en compte | ‘autre
constituant essentiel du milieu de culture: Is mélange salin. Nous avons donc
déterming [’isotherme de sorption de ce mélange (cf. composition dans le chapitre
Matérisl et Méthodes).

Cet isotherme |indarisé par |’éguation (8) est représenté sur la Figure 6. La pente
de cet isotherme est plus de 10 fols supérieure & la pente de L'isctherme de |la
farine et on peut donc penser que ia solution saline aura une influence prépondérante

sur |’Aw du substrat.
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Flgure B: Représentation |indarisée d’apres

"6aquation (1) de |“Aw en fonction de la
concentration du mélange salin en solution (W ).
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Pour estimer |"Aw d'un mélange (Awg) |'équation la plus utilisés est |’équation de
Ross (1975):

Mg = (Awq) (Awg) (Awg).... (AW} €))

ol (Aw) représente |'activite de I'sau de chacun des n
constituants du melange.

Cetis équation a été adoptée par Narahara et col. (1982) pour explicuer
{"évolution do |"Aw du milisu au cours de la fermentation du "koji".

Ains! si nous appliquns cette équation avec les valeurs d'Aw des constituanis
calculées & partir des isothermes |inéarisés, nous obtiendrons pour 1e substrat
inittal (85 % de farine + 15 X de sels PS) humidifie & 50 ¥ une Awg = (.982).(.957)
soit .940. Or, la valeur expérimentale mesurée est de .937.

La premiere conclusion importante c’est donc que pour les humidités couramment
pratiguées, |'Aw initlale du milleu de fermentation est basse et essentiellement
dépendante de la quantité de sels.

I-2. Croissance de Asperglilus niger sur amidon de manioc

1-2.1. Cinétique de croissance

Sur la Figure 7 nous pouvons observer la cinétique de croissance, de consommation de
sucres et de production d’amylogiucosidases de A.nlger sur amidon de manioc. Ces
résuitats sont comparables & ceux décrits par Raimbault et Alazard (1980), &

savolr un enrichissement protéique de |’ordre de 10X Poids Sec Initlal (PSI) soit
0.25 g de mycelium/g de PSI, aprés 25 h d’incubation. La consommation de sucres est
de 0% PS] et le rendement de transformation des sucres en biomasse est proche de
0.5. La cinétlque légerement plus rapide peut 8tre attribuée & la qualité
différente de la farins de manioc.

Sur la Figure 8 sont représentées les cinétiques de vitesse de production de (0,
(VC0y), ce consommation d'0p (VOy) et le coefficient respiratoire (Qr) quotient de
ces deux vitesses. On peut verifier que le Qr rests voisin de 1.0 durant toute ia
phase exponentielle de croissance pour diminuer ensuite.
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L'évolution des acides nucléimues (Figure 9) est durant ia phase exponentielle
sembiable & fa cinetique de VCOy ou VOp et si ion peut observer un décalage de 2 & 3
h entrs le temps d'activité respiratoire maximm et le temps oU 1'on atieint Ia
biomasse max|mum mesurée par les protéines (Fig. 7), ce décalage ne se remarque pas
si {‘on considére e temps du maximm dacides nuciéiques. La mesure de cette
derniére variable est donc importante car elle donne une mellleure indicatlon sur
| ‘état physiologicue du champignon lors de la croissance.

@
a.
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g’ 4 °:a:.
z
<
3
Tthi

10 2O 30
W DA
sur amidon de manicc.
Le profil de pH (Fig. 9) montre une légére alcalinisation durant les premigres heures
de la crolssance, attribuable & |'hydrolyse de |‘urée et la fibération d"ions NH4+,
puls une acidification importante qui correspond & la phase de croissance
exponentiel le et & la production de COs.
La concentration de protéines du produit aprés 25 h mesurée par ia méthode des acides
aminés totaux a fourni 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
cons|dére |’enorme variabliité des mesures de blomasse en fermentaticn solide. Ainsi
Raimbault (1980) rapporte un écart de prés de 50 ¥ entre les résultats obterus
sur un échantilion dosé par la méthods de [’azote protéique de Kjeldah! et par ia
méthode de Lowry (1851).

1-2.2. Evolution de ['esau et de |‘activité de 1i’eau durant la
croissance.
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* Quant ité d’eau

D‘aprés Raimbault (1880), au cours de la fermentation, la quantité d'eau totale
(Ho0) & i’ instant t peut “etre estimée par i’équation suivantse:

o = K0 + g - Hiy + Hdg (8)

ol  Hy0| = quantité d’eau Initiale.
Ho0pe = quantité d’eau formée par respiration.
HpOy = quantite d’eau consommée pour hydrolyser [‘amidon.
Hp0g = quantité d’'eau sorbée.

Comme on peut le constater sur la Fig.10 la teneur d‘sau du produit déterminés
expér imentalement augmente légérement au cours de la fermentation passant de 1.00 &
1.12g / gde nmilieu Initial aprés 30 h. Il faut Insister sur e fait que,
contrairement & ce qui est reporté avec d’autres réacteurs (Narahara et col.,
1982) notre systéme de culture n’entraine pas de perte d'eau au cours du temps mals
au contraire une legére sorption.

SI nous nous Intéressons a |‘eau residuelle (H)Op), celle-ci peut étre calculés en
connalssant |‘eau totale et |‘eau consommée (Ho0p).

Hy0p = Hobr - H0p
Toujours d’apres Raimbault (1980), |‘eau consommée (HOp) peut 8tre donnée par :

Hg = 0.1 84 + 3 X 9

ou Sy est la quantité de sucres hydrolysés & 1’Instant t
X est la biomasse

3 est 1’Inverse du coefficient stoechiométrique de
croissance par rapport & |‘eau (0.33 g X/g Hy0)

L‘eau consommee et |‘sau 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. Ainsi, (| ne devrait
pas théoriquement y avoir de limitation en eau puisqu’|l en existe encore 4 la fin de
la fermentation. On peut néanmoins se demander si cette eau résiduelie est disponible

pour le champignon. Nous avons pour cela essayé de prédire |‘évolution de |‘Aw durant
la croissance.
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*=* Activité ds |'eau

A partir des données de consommation d‘Qo, {1 est possible en s’aldant des
coefficlents stoechiométriques de la reaction (Raimbault, 1980), d'estimer Ia
biomasse & 1'Instant © et, par 12 !’eau consommée (Ho0p). Nous comnaissons par
I'expérience les quantitses d’amldon, et d'sau 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 iscthermes |inéarisss on
connalt 1'Aw de chacun des constituants que 1‘on rempiace ensuite dans |'équation de
Ross (7). On peut de cette maniére calculer I’Aw du substrat rémanent au cours du
temps (Tableau 2). Cette Aw calculée est portée sur la Figure 11 et !'on voit quelle
baisse régu!iérement pendant la crolssance, passant en dessous de .910 aprés 20 h et
attelgnant .840 & 30 h.



D aprés Pitt et Hocking (1977), la vitesse de croissance de A. flaws et

A. ochraceus subit une forte diminution quand 1°Aw est inferieure & .900. On peut
donc étre tenté d’expliquer le ralentissement et la fin de la phase de croissance
par une diminution de la disponibilité de 1’eau. Cette hypothése sera étayée par les
résultats cbtenus un peu plus loin.

Tableau 2: Paramétres de la culture de A.niger

sur farine de manioc  avec une humidité Initiale de 50 %

:Temps :Farine: Seis : X :HZOT : HZUC : HZUR : AW AW s
: (h) : : : : : ;o osw. :oréelle:

® . ® . . £ 3 . * . ] L 2 S

: 0 ;.80 : .150 : .001 : 1.000 : 0.000 : 1.000 : 0.944 : 0.937 : -
:10.0: 813 : .145: 022 :1.020 : 0.078 : 0.942 : 0.942 : - : - :
:12.5: 773 : 138 : .044 ;: 1.008 : 0.164 : 0.844 : 0.939 : 0.959 :- 2.8:
:15.0 ;. 708 : 129 : .080 : 1.009 : 0.290 : 0.718 : 0.933 : 0.970 :- 3.4:
:17.5: 616 : 115 ¢ 131 : 1.043 : 0.469 : 0.574 : 0.926 : 0.981 :- 4.2:
: 2.0 : 516 : .100 . 187 : 1.081 : 0.665 : 0.416 : 0.912 : 0.935 :-11.5:
:22.5: 431 . 087 : .234 : 1.128 : 0.831 : 0.297 : 0.8%4 : 1.000 :- :
:25.0: 373 : .078 : .266 : 1.121 : 0.941 : 0.180 : 0.845 : - :-

: 3.0 .323: 071 : 268 : 1.122 : 0.968 : 0.152 : 0.838 : 1.000 :-

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

* Valsurs calculées

** 59 est exprime en HR/ (g de mycelium/g d’eau)

X: Biomasse ; Hp0 T: Eau totale ; Hy0 : Eau consommée; HoC g: Eau résiduel le
Si 1’on détermine |“Aw du produit en cours de fermentation, on va, contrairement & ce qui est
reporte par ailleurs (Narahara et coi.,1882), observer une augmentation pendant la phase de
croissance (Figure 11). Cette évolution pouvait &tre prévisible dans la mesure ot 1AW
apparente est la résultante de deux phénoménes: |‘un étant |‘augmentation de 1’eau de
constitution du mycé|ium et 1’autre i’appauvrissement de |‘amidon en eau résiduelle (H)0g). Or,
le mycélium.est constitué de 80% d’eau et son Aw est égaie & 1.000.
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Pour mode!iser 1'évaiution de 1’Aw apparente du prodult durant la fermentation dans
son entier, la formule de Ross (7) n’est pas utilisable. En sffet, cette équation
cons idére:

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

~ que toute |'eau est également disponible pour chacun des constituants.

L'appliguer au cas de la FS est donc délicat pulsque d'ume part, durant les 15
premiéres heures de 1a fermentation la cuantite de mycélium est petite devant cetle
I"amidon et d’autre part |’eau attachée au mycéiium n'est pas dispenible pour les

autres constituants {Ross, 1875).
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L autre équation jargement utilisése pour fe calcul des Aw des aliments & humidité

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

2184y + agSymy + +« - 8nSnfin
Ang = (10)

S]m] + Szmz + snmn

ou ap est 1AW de chacun des constituants du melange
sn est la pente de [’isotherme de sorption pour |“Aw
considérée
My est la masse de poids sec de chacun des constituants

Dans le cas qui nous occupe, nous pouvons considérer deux constituants qui sont le
milleu et le mycéllum. Ainsi, myet mp représentent respectivement le substrat
(amidon + ssls) et la biomasse exprimés en g/g de poids sec & |”instant t.

ag représente |['activité de ['eau du mycélium que |‘on considére constante pendant
toute la fermentation et égale @ 1.000. aj est l’activité de {’eau dans |’amidon
résiduel. Elle peut 8tre déterminée, en comnaissant la quantité d'eau résiduelle,
la masse de substrat et en les remplacant dans |’équation !inéarisee représentant
I” isotherme de sorptlon.

Cette equation introduit ie terme s, qui tlent compte de la force de rétention d’eau
de chacun des constituants dans la partie de |’isotherme considérée. Pour te milieu,
sq peut é&tre estimé par la pents de I’ Isotherme linéarisé de |'eau dans le mélange
salin, ce dernier étant le constituant ayant la plus forte influence sur |“Aw. Pour
je champignon, il est difficile d’établir un isotherme de sorption de |’eau dans le
mycé|lum et donc de connaltre sq.

St 'on applique |’équation (10) a !'évolution de |'Aw du produit mesurée
expér imentalement, i1 est possible comnaissant tous les autres termes de déduire 7.
Nous avons rapporté sur le tableau les valeurs de sy calculées pour différents temps
d’incubation. Comme on peut le voir sur le tableau 2, cette valeur augmente avec le
temps tendant vers [’ infini en fin de fermentation.



En fait, le coefficlent s, significatif normaiement de la force de tlaison de I'eau &
un corps prend ici en compte un phénoméne 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 Raimbault, 1981) le champlignon entoure
{ittéralement le grain d’amidon. et |'Aw apparente mesurée est donc celle du
champignon égale A& 1.000. le coefficient spest donc dans cs cas uniquement
représentatif du taux de recouvrement du substrat par le mycé!ium.

1-2.3. Conclusion

Grace & |'élaboration d'unbiian de I‘eau aucours de [aFS oumanioc et & une
estimation theorique de |'Aw du substrat résiduel par |’équation de Ross (1975),
nous avons pu voir que s"i| existait toujours de {'eau dans le miileu aprés 25 h de
culture, [‘Aw du substrat serait alors Inférieura & 00.900 et qus par conssauent cotte
gau résiduelle serait pau disponible pour fe métaboiisme du microorganisme.

pendant !a crolssance, |e mode de colonisation du substrat et sa substitution par ou
mycéllum font que 1'Aw mesurée au cours du temps augmente pour devenir égale & cslle
du mycs!ium (1.000) en fin de culture.

Afin de vérifier la justesse des hypothdses formilées dans ce chapitre concsrnant
| “importance de |‘eau dans la FS, il etalt nécessalre de pouvoir travalller avec des

quant Ités d’eau initlales plus Importantes sans pour autant changer la méthode de
culture.

1-3. Crolssance de A. niger sur amidon de manloc et fibres de bagasse.

i-3.1. Introduction

Lors de la réhumectation de la farine, si |'humidité dépasse 50 & 55% (P/F), [’amidon
de manioc commence a devenir pateux o qul le rend difficilement manipulable en FS.
Afin d’étudier 1’ influence de I‘activité de !'sau, deux alternatives sont possibles:
on peut

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

- augmenter ['humidité initiale tout en conservant une texture du  substrat
satisfaisante.
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Nous avons donc repris |'idée de Sato et col. (1983) qui préconisaient |’emplol
d’'un support a forte capacité de rétention d’eau, jouant un role de réservoir de
liquide pour le développement ou microorganisme. Cet auteur utilisait un produit
lignocel lulosique Intermédiaire de |’ industrie papetiére: la pulpe de bois. Le manloc
étant une culture tropicale, Il nous paralssait plus intéressant de travalller avec
la bagasse de camne & sucre, aui est un déchet lignoceliulosique Industried
disponibie en abondance dans les pays chauds et humides, et qui a2 le mérite
suppiémentaire d‘avoir déja été etudié pour ta production de cellulases par
T.harzianum en FS (Rousscs, 1985). La bagasse utilisge a été broyés et
tamisee (cf. Matoriel et Méthodes) de 7agon &4 obtenir ume tallle de particuls
équivalente a celie du manioc.

Dans un premier temps nous avons mesuré pour une Hi constante, |'effet de la
proportion de fibres sur la crolssance puis ayant choisl les proportions du mélange,
nous avons mesuré |'effet de |'Hi sur la croissance.

{-3.2. Sorption de |'sau par la bagasse

Nous avons tout d‘abord mesuré |’isotherme de sorption de I‘sau dans la bagasse;
celui-ci lindarise par |‘equation (8) est représenté sur la Figure 12 et le calcul
nous donne une pente de -.0234 / (g de solides/ g d’eau) identique & celle observée
pour fa farine de manloc (-.0237 / (g de solides/ g d’eau)). La bagasse peut
néanmoins accepter beaucoup plus d'eau que |’amidon sans provoquer de drainages, la
limite pour notre matériau se situant & 4 g d’eau/ g de bagasse.

™
Loo] &, Ao
x \ 023
< \\ Corr. 9992
Q95
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W gSol./g H20

Figare 12: Isotherme da sorption de |°eay sur
la bagasse do carne |indariss d'aprés | équation (1).
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Nous avons ensuite pratiqué des essais préliminaires pour mesurer les capacites de
ratention d'eau de différents mélanges farine/bagasse. Nous avons pour cela mélangé
au mixer la bagasse prétraitée (cf. Matériel et Méthodes) avec la farine de manioc
puis ajouté différentes quantités d'eau. Aprés 5 mn de repos, |'existence de
gouttaiettes a 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: &3% pour 10% de fibres, 70 pour 20%, 73% pour
30%, 75% pour 40% et 76% pour 50X,

1-3.3. Influence de {a proportion de fibres

Cing fermentations ont &t pratiquées avec un pourcentage de fibres ailant de 10 &
50% (P/P) et ung humidité constante de 62¢ (P/P), lss sels etant ajoutés en fonction
de ia quantité de substrat dans ie mifieu. Les resuitats fligurent sur le tableau 1 ol
I"on peut chserver que logiquement la quantité ds protéines ot la perte de polds ssc
diminuent lorsque la concentration initiale de fibres augmente. Les Rx calculés sont
inferieurs 4 cslul obtenu sur !’amidon seul (0.71 g X/g S) mais on peut néanmoins
observer dans tous les cas des taux de conversion supérieurs & 70%, élevés si on ies
compare avec le chiffre de 58% obtenu lors de la culture sur amidon uniguement.

Tableay 3: Paramétres des cultures de A.nlger sur des milleux mixtes
comportant différentes proportions de flbres.

s -

:Flbres :Perte de Polds: Blomasse : Consommatlon : Rx : Ts* .
H s sec : : de substrat H H
(% PSId: (% PsSI) :{(g X/ g PSI): (g5 g P8I) :(g X/g 8): (%) :

10 : 234 : .37 .675 i .652 173.9 :
20 : 22.0 © 800+ st 644 i78.5 1
0 i 16.9 208+ .a44 s 506 itz
m 5.2 209+ es4 i .ed0  i70.7 s
50 11.2 .235 401 s85  167.2 1

* g représente le taux de conversion du substrat
(Substrat consommé/Substrat initial)
PSI: Poids sec Initlal; X: Blomasse ; 5: Substrat (amidon)
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Pour les études suivantes, nous avons choisi d'utiliser une preportion 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 avolr indépendamment de 1’humidité un effet favorable. Si |['on
considére le rendement d'enzyme par gramme d'amidon, | optimm se situe autour de 30%
de bagasse.

Tableau 4: Production de glucoamyiases
avec différentes proportions de fibres

Fibres Activite Activité spec.

(% Psiy : (Ul/gPSt) :  (Ul/ g de manioc) :
10 388.5 431.7 :
20 ‘ 369.3 461.86
£y 354.9 507.0
0 287.8 479.7
- .

128.5 : 259.0

PSi: Poids sec Initial
1-3.4. Infiuence de la teneur d’eau

* Croissance

Une fois fixée la proportion de fibres a 203 PSi, nous avons effectus cing
fermentations avec des humidités Inltiales 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 4 partir de |’équation (7). La bonne adéquation des données expérimentaies
et calculées montre que le medéle de Ross (1975) est satisfaisant pour prédire
[“Aw inltiale d'un milisu complexe de fermentation soiide.
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Sur ia Figure 14 sont représentées les cinétiques de vitesses de consemmation d'Op
pour les différentes humidités concernees. On peut observer que la quantité d'eau et
I"Aw cu mliieu affectent de maniére drastique |'allure des courbes de croissance. Si
I‘on intégre les courbes de VO on peut caiculer le moyen (cf. matériel et
Mothodes) aui a été porte contre 1'Aw initlale du mliieu (Figure 15), on voit que
celui-c} augmente jusqu’'a une Aw de 0.98. Le temps de germination (Fig. 15) est |ui
auss| affecté puisqu' il diminue de 4 h entre 0.84 et 0.98. En conséquence, la duree
de la culture calculée a partir des V0p est raccourcle d’a peu prés 8 h entre 42 et
70% d'Hl (cf. Tab. 5)

La disponibilite de |'sau est donc un critére important pour exp!iquer la vitesse de
croissance de A. higer sur substrat sollde. L'eauest le mobillsateur des
réactifs de la croissance et une augmentation de la disponibilite de ['sau augmente
les vitesses de diffuslon des amylases vers |’amidon et du produit ¢’nydrolyse, le
glucose vers le microorganisme. De méme, une fols attsinte la phase stationnaire de
développement, la chute de |'activité respiratoire (Fig 14) est d'autant plus
prononcée que | 'HI est plus élevée. Ceci indique que les phénoménes de lyse sont eux
aussi beaucoup plus rapldes iorsque la diffusion est facilitee.

Outre un effet marqué sur ia cinétique de crolssance, une augmentation de la quantité
d'sau Initiale améliore de fagon importante le taux d'utilisation du substrat (7s) st
la auant Ité de blomasse produlte par g de matériel sec est supérieure (Tab. 5), les
Rx restant semblables & ceux observés pour fe manice seul ou dans e paragraphe
précédent .

Ces derniers résultats verifient |’hypothése de aimbault (1980) selon laqueile la
croissance de A.niger sur amidon de manioc en FS est |imitée stoechiométr Iquement

par |‘eau disponible. Nous touchons |a au premier rdle de |’eau dans les FS qui est
celui de réactif intervenant dans les réactions biochimiques et la constitution du
mycélium. On peut voir sur e Tableau b qu'au dela de 65% il vy a peu de variation
dans la biomasse finaie obtenue et 1 on peut penser que |'eau n'est plus |imitante 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 fa farine caiculée & partir des humidités mesurées expérimentalement ne
diminue pas et méme augmente légérement du fait de la consommation de sels et de
bstrat. Ainsi,|‘eau présents dans fe milieu garde une bonne disponibiiite pendant
toute la durée de 1la fermentation. Cecl fournit une explication supplémentaire aux
rofils cinétigues différents et & [ utiiisation pius poussée du substrat.
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Tableau 6: Paramétres ce la termentation comportant 20% de bagasse, 80% de manioc et
une humidité initiale de 65%.

Temps:Afidon: Sels @ X :HeO y : Hollg : Ho g : AW :
: : : : : : : milieu:
® . & . . % ‘ ® : *

D .680 : .120 : 007 : 2.250 : 0.000 : 2.250 : .581 :
7:.675: 120 : 004 : 2.349 : 0.020 : 2.329 ; .962 :
9 : 857 : .118 : 014 : 2.447 - 0.058 : 2.389 : .983 :
i1 . JB08 : .I07 : 041 ; 2.512 : 0.154 : 2.358 ; .985 :
12 . .13 . .08 : 094 : 2,552 . 0.310 - 2.242 . 937 :
15 ¢ .351 : 062 ¢ .184 : 2.415 : 0.546 : 1.769 : .989 :
17 : .214 : 038 : 280 : 2.220 : 0.808 : 1.312 : .881 :
19 : 122 ¢ 022 : 2680 :2.230 :0.912:1.308 ;. -

21 : 043 : 00 : 280 :2.235 : 0,815 1,305 . ~

Blen que le taux de conversion des sucres solt supérleur pour des Hi élevées, Il
reste toutefols wh peu plus de 20 % (PS!) d'amidon résiduel, ce qui suppose
I'existernce en fin de crolssance de facteurs limitants distincts de 1'eau. Lles
transferts de masse intraparticulaires (Moo-Young et col. 1882) ou 1’ocoupation

de 1'espace par le myceljum (Laukevics et col., 1988) pourralent alors étre
inerimings.

Si 1" ons’intéresse maintenant & |’aspect pratigue, les gains conjugués de la
vitesse de croissance el du taux de transformation du substrat se reflétent dans la
productivité (mg de protéines/g PSi/h) qui est presque triplée entre 48 et 70% d'Hi
(cf. Tab. B). Toutefois, la productivité obtenus avec |’amidon seul est de 15.70 mg/g
PSi/h et la biomasse finale est plus élevée (0.392 g/g PSI), le supstrat n'étant pas
diiué avec de la bagasse non mélabolisable par le champignon. De plus, [“introduction
de support diminue la densité de la masse et donc ia productivité volumétrique du
systéeme.
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Tableau 5: Paramétres de la culture de A.nlger sur
(Farine de manioc 80% (P/P), bagasse 20% (P/P))
initiales.

:Hi :Aw AW XFf : So-Sf :Ts :Rx :Productlvité:
% (BR) :(‘}’.’JR) :(g/g PS1):(g/g PSt): (B) :(g X/g S):(mg X/g PSI/h):

“4.2“ 33.3 83.7 123 233 33.2 .528 4.8
“;g’ 84.0 85.0 72 .344 48.8 .500 7.2
‘;;); g5.8 9.3 251 417 56.3 .602 12.5
-;- §7.5 87.7 .324 AT 68.0 .878 18.0
:_;El_; 98.0 98.2 .339 .558 79.5 807 18.8

:*Valeur calculée d’aprés |'squation (7)

Substrat consommé/substrat initial
Hi : humidité initiale ; PSI: poids secilnitial; X: Biomasse;
So: Substrat Initial (amidon); Sf Substrat final (amidom)

milisu mixte
avec différentes humidités

Comme dans le chapitre 1-2.2, il est possible & partir des domnées d’0Op de calculer
la biomasse. D’autre part, la concentration de substrat et [’humidite totale nous
sont fournies par |’expérience et 1’on peut donc déduire la quantité d’'eau résiduelle
(Ho0). Toutes ces données consignées dans le tableau 6 pour une Hi de 65X nous ont
permis de calculer 1'évolution de 1"Aw dumilieu (farine + sels) tout au long de la
fermentation (cf. 1-2.2).
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** Production de glucoamy!ases

On peut observer sur la Flg. 16 que l1a production de glucoamyiases apparait liée a la
croissance pendant la phase exponenentielle. Dans les expériences avec des Hi de 65
et 70% on peut observer aprés 30 h de culture [“apparition d'une synthése secondaire
d’enzymes. Cs phénoméne avalt été décrii par Alazard et Raimbault (1980) lors

des cultures de A.niger sur amidon de manioc uniquement en FS. Le fait que cette
synthése totalement decoupiée de la croissance n'ait nu &tre mise en évidence en
fermentation liquide peut 6tre dudans lecasde [aFS & i‘existence d'amidon

résicuel.

o s
= a2
1
o
>
S
= 200

100,

¢] o 20 30

Fl?.xre 16: Cingtioues de production de glucoamylases
obterues lors de la crolissance ds A. niger avec
différents conterus d'humidite IniTTAE.

Si 1'eau a un effet clair sur la vitesse de production d’enzymes, son incidence sur
ies quantités synthetisses est moins évidente et !'on peut observer un optimum d'Hi
se situant auwx alentours de 55%. Au dessus de cette valeur la production est moindre
et i'enzyme paralt &tre molins stable. La diminution de |'activité durant la phase
stationnaire est la résuitantie de deux phénoménes, |'un étant 1a perte de poids sec
du mitieuw qui se poursult aprés la fin de la croissance et 1'autre étant la lyse des
snzymes notamment scus |action des protéases. !l semblerait que lorsque |'on
augnente 1'Hi, on se rapproche des condilions de fermentation liguide ol la lyse est
importante passé les 35 h de culture (Alazard et Raimbault, 1981).
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L'existence d'un optimum d'humidité pour la production d’enzymes en FS a été
soul ignée par de nombreux auteurs (Nishio et col., 1979, Narahara et col.
1882, Hoe-Kim et col. 1885) sans que d’explication ait éte donnée. On peut penser

qu‘ interviennent ici des phénoménes de répression de la synthése de 1'enzyme par le
glucose qui peuvent étre accéléres quand [l y a plus d’eau et que aonc les

diffusions dans le milieu se font plus rapides.

I-4. Conclusion

Cotte étude a montre |’ importance de 1'eau et, & travers |'Aw, de ta disponibiiité de
celie-ci dans le processus de FS du manioc par un champignon filamenteux. Les effets
de 1'eau ss 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 milieux mals aussi pour prédire |“évolution de celles-ci pendant la
fermentation. Les calculs effectués par cette méthode ont montré une bonne adéguation

avec les phénoménes observes.

L’utilisation d’un support, si elle recéle peu d'utilité pratique montre I’Iintérét

Qu'il ya aaugmenter |°Aw du substrat en début de culture et & la contréler
pendant la croissance. La notion de support jouanrt un role de réservoir d’eau pour le
microorganisme permet de modifier les processus de FS et par la m&me lsur ouvre de
nouve!les perspect lves comme nous allons le voir dans la partie suivante.
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Il. GULTURES DE A. NIGER SUR SUPPORT
=1, Introduction

Dans la fermentation du manioc par A.niger, !'addition d’un support & forte
capacité de rétention d'eau nous a permis d-améliorer la vitesse de croissance mais
auss| 1°utilisation du substrat. Nous avons montré d’ume part que la FS est  limitee
par la disponibilité de 1'eau et par conséquent par la vitesse de diffusion des
nutriments et, d'autre part qe quand i°HI et i'Aw augmentent on se rapproche des
conditions de fermentation liquide.

Une des différences de base de la FS avec la fermentation Illquide reste
i“Insofubl|ité du substrat et, dans cette optigue, 11 nous a ainsi paru Intéressant
d'utiliser un substrat & !‘état dissous directement absorbé sur un support inerte
nutritionellement. Ce type de fermentation sur support ouvrirait de nouvelles
perspectives & 1a FS:

- la FS ayant jusqu'alors été limitée & [’utilisation d’oses polymérisés (amidon,
celiulose) capables de retenir I'eau, la culture sur support élargirait le champ de
la FS aux sucres simples et supprimeralt certalnes étapes limitantes, comme la
diffusion des enzymes extracs!lulaires et |[‘attaque des substrats Insolubles
(Suga et col. 1976). On pourrait d’autre part employer dans les conditions de Ia

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

- jusqualors, dans la FS la matrice solide étalt indissociable du substrat et, au
fur et & mesure que celul-ci était hydrolyse, la configuration de la matrice et donc
les conditlons de la culture changealent. La culture sur support. séparerait e
substrat du support et permettralt ainsi un rapprochement avec les fermentations
liquides mettant en jeu des champignons filamenteux Immobillisés (Gbewonyo et
Wang, 19€3).

- d'un point de vue plus pratique, il existe une méthode simple de récuperation de
cellulases par pressage qul met & profit les propriétés "d’éponge” de la bagasse
(Roussos, 1985). L’extenslion de ce moyen d'extraction au cultures sur support
permettrait d’obtenir des enzymes ou des metabolites produits Jusqu’alors en
fermentation liquide et d’autre part de disposer de mellleurs critéres de comparaison
des "jus" concentrés extraits des milieux sclides avec ceux obtenus lors des
fermentations |iquides.
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Des cultures faisant appel a des substrats solubles Imprégnés sur des supports ont
déja até décrits dans la litterature.

Alnsi Meyrath (1966) utilisa un milieu liauide amylacé imprégné sur de la
vermlcul ite pour la croissance de A.oryzae. Un peu plus tard, Fujishima et

col. (1972) utilisérent de 1'éponge Imprégnée d'un milieu glucose-peptone, pour la
croissance et la production d'enzymes par Asperglilus et Penicillium sp..

Pour ces auteurs, cs systéme présentait en outre |’attrait de permettre i'ajout de
substrat en cours de fermentation, ce qui est géndralement difficile en FS. Aidoo

et col. (1982) utilisérent également ce type de support pour fa production o - d'aclds

citrigue par A.niger.

Lakshminarayana et col. (1975) reprenant |’idée de Cahn st col. (1835) mirent
al point un procedé de production d'acide cltrique par A. niger sur de la bagasse
de canne Imprégnés d'un millsu syntheticue.

Pius récemment, Sato et col. (1883) utllisérent la crolssance de lewures sur un
support constitué de pulpe de bols imprégnée d'une solution de glucose comme un
modéle qui fut ensuite étendu a la fermentation du "koji”.

|1 faut souflgner que malgré quelles ont été appliquées & des fins de production
d’enzymes ou de métabolites, ou ont servi de modéles pour d’autres fermentations, les
FS sur support n'ont jamals fait [’objet d'une étude fouilide des paramétres de
culture.

Nous avons donc, dans un premier temps, etudie e comportement d‘un champignon
fifamenteux sur support imprégné en falsant varier les conditions expérimentalss.
Pour ces etudes nous avons gardé 1a souche de Aspergl!lus niger No 10, de vitesse

de croissance rapide et deja abondamment utilisée au sein de notre groupe. En ce i
concerne le support, |‘anteriorité du travail! fait avec la bagasse npus a conduits 3
conserver ce support qui, du falt de sa nature biologique, n’sst pas absolument
Inerte mais qui présente une grande capacité d'absorption et qul est facile &
manipuler. Nous avons ainsi travaiilé avec de l!a bagasse imprégnée d'une sofution de
glucose et de sels (cf. Matériel et methodes)
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{1-2. Etude des parameties de la croissance de A.Niger
r_bagasse impregnee

11-2.1. Influence de la concentration d'une soiution de glucose et de sels sur
AW _initiale.

Nous avons vu (cf. 1-3.2.) que la bagasse possédait un Aw/W' falble et 1'on peut donc
penser & priori que |’ influence de la concentration de la solution nutritive sur 174w
du milleu sera préponderante. Nous avons donc fait varier la concentration de glucose
et de sels (avec un rapport pondéral constant 85/15) en solution st avons sulvi
I“évolution de 1°Aw.

L'Aw en fonction de la concentration de solides dans la phase aqueuse a été
linéarisée par |“équation (B8) et est représentée sur la Figurs 17. La pente est
élavée, -0.189 HR/ (g de solides/ g d’eau) mals inférieure & caile cbservée avec le
seul mélange salin ce qul montre que ie glucose a moins d’action sur |'Aw que les
sels.

100
Aw
Q85
Q904
Q8BS
5] Qa2 04 Y (+Y]
Wig Sot/ HéO)

Flwga 17: Représentation {indarisse d’aprgs | équation (1)
de |"Aw en fonction de la concentration (W ) d'une solutlon de glucose ot de ssis.
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11-2.2 Quantité d’eau

Dans les cuitures sur support, {'humidité doit étre abordée d'un angle différent
que dans les FS traditionnetles. tn effet, ie milieu possede trols constituants aqui
sont ie support, ie substrat et |'eau, st {"on peut changer !'humiditd initiale en
Jouant sur un des constituants solides et sur [“eau Indépendamment du troisiéme
constituant.

Dans cette expérience nous avons decidé de ne pas changer la concentration de
substrat dans la phase {iquide (168 g/I) et avons falt varier I'humidité initlate en
modifiant fe rapport bagasse/eau. L'inccuium de spores a quant a lul ¢té maintemu
constant avec 2 x 107 spores par g de support.

Les cinétlques de consommation d'0p cbservées ont eté trés ressembiantes et leur
Intégration donne les mémes résulitats que celx observés avec l!e manioc & savoir que
diminue au fur et & mesure de la crolssance. Les résultats consignés dans Ie tableau
7 ne montrent pas ds réslie Influence du rapport bagasse/eau sur le comportement du
champignon. On peut seulement chserver un raccourcissement de queigues 3 h du temps
de fermentation et un  légérement supérieur pour les rapports bagasse/eau (P/P) de
0.36 st 0.50.

Tableau 7: Infiuence de !'humidité initiale sur les paramétres

de croissance de Aspergllius niger sur support imprégne.

Rapport Hmdltéz Aw 13 Durée:
:bagasse/gau: initlale: initiaje: :
(PP) : (XPT) : I LR
1.30 9 .975 .453 18.0
0.83 50 .981 .388 17.5
0.5 60 977 .429 15.5
0.3 85 RTH 473 15.0
0.25 70 .974 464 17.0
0.18 75 973 .429 17.5
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Si I"on calcule par |'équation (7) de Ross (1975) 1'Aw, on peut voir (Tab.7) que
celie-ci varie extrémement peu dans un intervalie d'humidité important (40 a 75 %).
On peut penser que la faible variation de |'Aw Initiale explicue la similitude des
profils de crolissance obtenus, cette hypothése trouvant sa confirmation dans e
paragraphe suivant.

11-2.3. Concentration de glucose dans la phase |iquide

Nous avons donc gardé une quantité de support de 0.36 g par g d’eau, un Inoculum de 2
x 167 spores/ g de bagasse, et fait varier la concentration de glucose dans la
sofution d”imprégnation de 37 & 477 g/l. 11 faut bien prendre en compts que les
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’0y par colonne
de 30 g de materiel humide, ces courbes ont été Integrées (cf. materiel et méthodes)
en supposant un coefficient de maintenance constant (m0p=.07g 0p/g X/h). Cet & priori
est peut- &tre criticable dans la mesure ol la littérature falt état o’ augmentations
de m0; avec la salinité et donc |"Aw dumilleu (Pirt, 1975), mais le manque de
précision des méthodss de mesure de biomasse en FS ne permet pas une estimation sure
de ce coefficlent. Les clnétiques de production de blomasse représentées sur la
Figure 19 ont été analysées suivant la méthode de Kono (1968) et on peut observer
plusieurs effets de la concentration de sucres sur [a croissance:
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T pour lors de la creissance de A.niger sur support r différentes
comentratlons de glucose dans la phase |iguids. P
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Flgure 19: Cindtiques de product lon de biomasse calculéss
al‘paxi'égr des V0 de la Figure 17 pour différentes concentrations de glucose dans fa phass
iquide.

Effet sur Is temps de germination

La figure 21 montre qu’une augmentatlion de la concentration de substrat dans [a phase
Iiguide allonge de manlére importante le temps de germination qul passs de 3& 17 h
dans |'intervalie atudie.

Effet sur le taux spécifique de croissance moyen .

Si 1'on porte la vitesse de production de biomasse rx en fonction de X (Fig. 20) on
peut voir qu’ il n'existe pas a proprement parler de phase [inéaire ou cdomné par la
pente de fa courbe serait constant. Si rx augmente, diminue réguliérement jusqu’'a
ce que 1'on atteigne une biomasse critigue Xc aprés laquellie rx chute. Le apparent
moyen exprimé comme une fonction de 1'Aw initiale du wmilieu (Fig.21) suit ume
évolution positive et [’examen des courbes de rx en fonction de X (Fig. 20} montre
d-ailleurs que c'est la phase finale de la croissance qui est la plus affectée par la
concentration et donc |'Aw du milieu . Ces resultats confirment ceux obtenus avec |a
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formation de blomasse rx en fonction de X

pour différentes concentrations de glucose dans la
phass |iquide.

20
Z

45
=
3,
= O

aq

Tg
/@/
1 . —i0
8s 20 95 00
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farine de manioc (cf. 1-3.4.) et dans le paragraphe précédent, & savoir que ce n'est
pas fa quantité d'eau qui importe autant que |°Aw du milieu et donc la disponibilite
de cette eau.

On peut penser @i la courbe du moyen en fonction de |"Aw du milieu est
représentative de 1a xérophilie de la souche considerée, ce terme étant défini par
Pitt et Hocking (1977) comme fa capacité d'un champignon & croitre dans des
conditions d'Aw faible et donc de pression osmotique élevée.

Afin d’affiner {'analyse, plusieurs expériences complémentaires ont été effectudes
avec des concentrations de glucose comprises entre 160 et 330 g/let 1'ona pu
observer les phénoménes sulvants:

Effet sur la vitesse de formation de biomasse maximum

En portant rx max en fonction de ia quantité de sucres présente dans la colonne (Fig.
22y, on voit qu’ it existe un optimum se situant aux alentours de 260 g/!. En dega de
cette valeur, rx max est rédiit par manque de substrat mals au dessus, la aquantité de
substrat n'est pius limitante et on peut penser que c'est aiors Ia dlffusion de
celui-ci qui est ralentie par la faibie activité de |‘eau.
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Figure 22: Représentation de la vitesss maximm de
formation de hiomasse rx max. en fonction de fa
concentration de glucose dans la phase |lquids
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Effet sur la biomasse critique (Xc)

Si le substrat était ie 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 4 gauche de fa courbe, Xc augmente avec fa quantité de sucres puis &
partir d’une concentration de 260 g/1, Xc se maintient entre 1.58t 1.9g X/ 30 g de
milieu initial. La blomasse critique, valeur & partir de faquelle on observe une
diminution de rx, apparait donc, 4 droite de la courbe indépendante de la quantité de
glucose dans le mllieu.

On peut penser e X¢ correspond & une certaine densité de mycélium & partir de
faquel le des phénoménes d sncombrement stérigue (Laukevics et col., 1985) ou de
diminution de transfert d’oxygéne ou de substrat deviendralent sensibles.
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Fl?ure 23: Représentatlon de la biomasse
critigue Xc en fonction ds la concentration
de giucoss dans la phase |Iquide

Effet sur la biomasse maximum (Xmax)

La biomasse maximum Xm estimés & partir des V0o atteindrait son maximum pour 330 ¢/1
dans la phase liquide. Ce résultat est en contradiction avec la valeur de blomasse
finale obtenue par dosage des protéines totales sur |'échantillon de 417 ¢/I de

glucose (tableau 8). Les autres Xmax caiculés & partir des V0, sont eux en accord
avec les valeurs mesurées.
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Tabieau 8: Paramétres de la croissance de A.nlger sur support avec
differentes concentrations de giucese dans fa phase |iquide

fonc. de : AW : So : Xmax : Xmax : Scons.: Rx : Durée;
: glucose : init.:mesuré :calculé: mesuré: mesurd : : :
o/1y (EHW): * . = . *= . = (aXgS;: (h):

57 ;986 1.67: 0.85:0.58 : 1.10 : .827 : 12

67 :986.2: 3.63: 1.60:1.40 : 2.81 .498 16

20 :93.9: 588 : 230 :239 ;: 508 : .40 2%

330 :620: 6.86: 3.00:29 : 599 : .49 31

4177 :83.3: 8.46: 2.71:3.82 : 7.8 : 507 40

* Ces résultats sont exprimés en g / colonne solt 30 g de produit humide.
So: substrat initlal; S cons.: substrat consommé; X max : blomasse maximum

Les cinétiques de consommation de glucose représentées sur la Flg. 24 montrent des
profils ressemblants & ceux des cinéticues de production de biomasse calculées a
partir des VOp. Mame a des concentrations de giucose élevées, la degradation des
sucres est rapide; plus do  80% de ceux-cl sont en effet consommés aprés 40 h pour
une concentration initiale de 417 g/l dans la phase liguide. Contrairement & la
croissance sur mantoc, dans la gamme d°Aw étudiée sur support, ‘a conversion des
sucres est quasi totale et {‘eau ne semble donc pas étre limitante
stoechimétr iquement.
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Figure 24: Cinétigues de consommation de sucres
observées lors de la crolssance de A.niger
pour différentes concentrations de {TUCoSe
dans la phase liquide,

Le systéme proposé a rendu possible des cultures avec des concentrations de 480 g/}
de glucose dans la phase liqulde, ce qui correspond & une Aw de 0.870. Néanmoins, &
de telles concentrations, commencent & apparaitre des gradients de croissance dans
notre réacteur; les parties inférieures et supérieurses de la colonne sont soumises &
des phénoménes de condensation créant ainsi des zones ou |’Aw augmente et ol e
microorganisme croit avec une plus grande facilité. || est toutefois important de
noter que de telles concentrations de glucose sont difficilement praticables lors de
cultures batch en mifleu liguide et & fortiori avec des champignons.

Les conditions spécifiques de la FS grace notamment & !’ importance de |’interface
air/eau/microorganisme rendent possibles les transferts de masse dans des miliewx
visqueux, et peuvent fournir une explication a ces résuitats. les vitesses
spécifigues de croissance observées sont élevees mais difficiles & comparer avec
celles données dans la |ittérature pour des Aw comparables, puisque [a plupart des
études sont effectuées sur plaques d’agar.
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i1-2.4. Taille des particules de support

La concentration de glucose étant fixée & 280 g/!, le rapport pondéral bagasse/eau &
0.36 et la quantité d'inoculum & 2 x 107 spores/ g de support, nous avons falt cing
expér lences avec différentes tallles de particules de bagasse de 10 4 150 mesh soit
des diamétres moyens de flbres de 0.1 &4 3.0 mm. Toutes les fractions de bagasse ont
4té auparavant lavées de fagon & éviter des différences dans la composition en sucres
du milleu.

Sur fa Fig. 25 nous avons représenté les vitesses de consommation d'Cp mesurées avec
trois tailles de fibres différentes; on peut observer aque les courbes sont treés
ressembiantes pendant la germination et le début de ia phase exporentielle mais vers
la fin de la crolssance, ies vitesses maximm augmentent et les profils deviennent
pius aigues forsque la tallie de la particule diminue.

Ces courbes ont été intégrées pour estimer 1’évolution de la biomasse (Fig. 26).
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Figure 25: Evojutions des vitesses de consommtlon
dgﬁl; observées lors de la croissance de A.niger

pour différents diapstres mo de par
0 far yens de narticuies
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Figure 26: Cindtiaues de production de blomasse caloulées & partir des V0» de la Flgure 24 pour
di%rmts diamétres moysns des particules da support. . z - P

St I'on porte rx max et Xc en fonction de la taille des fibres (Fig. 27), on peut
observer que rX max augmente lorsque les fibres sont plus finement reduites. La
bicmasse critique Xc se maintient aux alentours ds 1.6 ¢ X / colomne, sauf lorsque
i'on emplole les flbres les pius grossléres (diamétre moyen supérieur 2 2 mm) od
alors, Xc sest significativement (20%) abaisste. Dans ce dernier cas, X max est
egaiement plus bas, ce résuitat ayant étant corroboré par le dosage des acides amines
totaux (cf. Tab. 9).

. .Jsiaurs hypothéses sont envisageabies pour expliquer ces effets mais deux d’entre
elies ont plus particulisdrement retenu notre attention:

- Le développement du microorganisme est essentiellement superficiel {(cf. photos de
microscople electronique) et une augmentation de [a tallle de la particule entraine
une diminution de ia surface spécifiaue et donc de {2 surface accessible au mycé!ium.
L"abalssement du Xc et du Xm pour des fibres de plus de 3 mm serait donc attribuable
en partie a ce que |‘on atteint plus rapidement la densité de mycélium critique.

- Pour expliquer {‘effet sur le rx max, on psut supposer que plus le diamétre de la
fibre est important, plus la vitesse de diffusion Intraparticuiaire du substrat
devient limitante en fin de croissance.
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Tabieau 9: Paramétres de la croissance de A.niger sur support avec différentes taliles

des flbres du support.

: Tallle de :Densité: Xm

Xm :Scons.: Rx

:Durée:

: fibres x : :calculé :mesuté : mesurs: : :
(m) :(o/cnd): ¢ P DHOU IR O
250 .23 2.05 2,16 4,75 .455 .33 27
1.43 .285 2.80 2.66 4.95 537 : .330 ”
0.79 .295 2.40 2.52 5.42 .485 .348
0.51 .295 2.60 2.76 4.76 .580 .400 25
0.10 485 2.33 2.53 4.58 .552 .375 25

* Résultats exprimés en g / 30 g de mitieu humide initial
Xm: biomasse maximum; S cons. Substrat consommeé



Pour des tallles moyennes de fibres de i‘ordre de 100 m,

la densité du mileu est considérablement augmentée sans que la quantité finale de
mycé!ium produite soit affectée. 11 est possible dans ces conditions d'obtenir plus
de 40 g de blomasse/! de réacteur, concentration blen supérieure & la limite établie
par Laukevics et col. (1985) de 30 g/i. Pour ces auteurs la faible utilisation de
1'espace par 1es champignons filamenteux se tradulralt par uns densité critigue qui
conditionnerait les rendements de la FS. Les résultats précédents montrent que fa
surface spécifique du support accessible au champignon est un paramétre au moins
aussi important, et que s’il existe une !imite de densité des hyphes elle se situe &
des valeurs plus élevées que celles avancées par ces auteurs.

11-2.5. Quantite d’inoculum

Pour les études précédentes nous avions travaiilé avec une quantité d’inoculum de 2 X
107 spores par gramme de support. Dans cette expérience, nous avens voulu voir st la
quantité d’inoculum était importante dans les fermentations sur support ccame elle
|’est dans les fermentations solides ou |iquides normales. Nous avons donc maintenu
constants ies autres paramétres ( 0.36 ¢ ds support/ g d’eau, concentration de
glucose dans la phase liquide de 168 g/!) et avons fait varier ia quantité d’inoculum

degx10%a1 x108 spores/ ¢ de support ce qul correspond respectivement 4 2.7 X
105 ot 3.4 x 108 spores / mi de milieu liquide.

Sur fa Figure 28 on peut apprécier les Yo mesurées lors des différentes
fermentations. Ces vitesses ont été |Intégrées et les cinéticques d'apparition de
bicmasse sont représentées sur la Figure 28. 1| apparait que lorsque la quantite
d’inoculum augmente, le temps de culturs diminue drastiquement. Si |‘on porte le
temps de fermentation en fonction du logarithme de la quantiteé d’inocuium (cf. Fig.
30), on peut observer que celul-ci décroit quasl Iindairement, passant de 26 4 11 h
lorsque le nombre de spores sst multiplie par 1250. |1 est également remarquable que,
comme on peut le voir sur le tableau 10, il n’y ait pas d'effet marqué de la taille
d" Inoculum sur la vitesse spécifique de crolssance moyerne.

Le peu de variations observées pour des inoculums supérileurs & 1 x 102 spores/ g de
support est important, la [ittérature faisant état de phenoménes d’irhibition pour
ces quantités d’inoculum en fermentation solide (Raimbault et Alazard, 1980).
L'existence d’un auto-inhibiteur de la germination chez A.niger est connus depuis

un certain temps (Krishnan et col., 1354) et des études récentes effectudes au
sein de notre {aboratoire, ont montré wue i’effst d’inhibition est beauwcop moins
prononcé quand on utilise du glucose comme substrat carboné plutdt que de |’amidon.
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Quol qu’ii en soit, en fermentation liguide, du fait sans doute de la diffusion
superleure de 1" inhibiteur, le seuil d'inhibition est beaucouwp plus bas de | ordre de
10% spores par mi ( Macko et col., 1976).

Sur le Tableau 10 on chserve psu de variations ence qui concerne la biomasse
produite et la consommation des sucres, ie résuitat légerement supérieur obtenu avec
1x 109 spores /g de support pouvant éfre attribué au peu d'avancement de la
croissarce et aux spores non germinées. 1} est tout de méme intéressant de noter
que dans ce dernier cas, ia consommation de sucres est quasi totale aprés seuiement
10 h de culture, temps pour lequel e mycélium est peu développé. Le champignon n‘a
donc pas besoin de posseder des hyphes longs et ramiflés bpour atler "chercher” ie
substrat, et on peut penser que les phéroménes de diffusion passive a 1 interieur de
la matrice sclide sont prédominants dans la nutrition du champignon. Cette hypothése
viendrait confirmer ce que nous avions supposé fors de 1'étude consacrée & la taille
de particule du support (11.2.4).

La taiile d’iroculum ne parait pas exercer d’influerce significative sur le Xc et
rx max et !‘on peut en déduire que pour de faibles

concentrations de sucres, ces derniers paramétres sont uniguement gouvernés par ia
quantité de substrat.
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Figure 28: Evolutions des vitesses de consommation 'Oy
observées lors de ia croissance de A.nlger sur

stpport avec différentes quantites ua 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 : X :SComs.: Durée:
< d'inocuium  :calcuié:calculé: mesuré:calculé: mesuré: : :
{(Sp./gsuwpp.): * . * . * . * . = :(h'1) : (h)

8 x 105 : 0.0002: 1.50 :1.38 :1.07 :2.B5 : 415 : 26 :

4x10%  :0.0008:1.31 :1.38 :1.02 :2.85 : .420 : 22:

2 x 107 : 0.0042: 1.35 : 1.41 0.9 :2.71 : 433 : 19:

1x 108 : 0.0208: 1.40 :1.35 :0.84 :3.41 : .484 : 16 :

1x10% :0.2075: 165 : 1.66 : 1.08 : 3.44 : .420 : 11 :

* Ces résultats sont exprimes en g/colonne solt 30 g de produit humide Initial.
¥o: Biomasss initlale; Xm: Blomasse maximum; Xc Blomasse critique

2
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- 1108 2407 340
)
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figure 23: Cinstiques de produstlon de hiomasss calcislées 2 partir des VOp de la Figure 27 pour
différentes taliles
d'fnoculum de spores par g de support.
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i1-3. Conclusion

Cette étude des cultures de A.niger sur des milleux liquides absorbés sur un
support sollde nous a montre que la concentration de glucose dans la phase aqueuse,
et a travers elle I'activité de 1'eau du milieu exercalent une influence Importante
sur la vitesse de croissance. Pour de fortes concentrations de saccharose, 1l a pu
ftre mis en évidence une biomasse critique Xc & partir de laquelle la vitesse de
croissance décroit, cstie Xc se situeralt entre 1.5 et 1.8 g de mycélium sec/ 30 g de
matériel initial. Des varlations de Xc comme de rx max ont &té observées lorsqu’on
changeait la taliis des particules de support ce qui suggére ['existence de
résistances aux transferts de masse intraparticulalres du substrat ou de 1'0p.

Il a été établi que |'Aw était plus importante que la quantité d’sau présente dans le
milleu. On se rapproche donc par le biais des cultures sur support imprégne des
phénoménes observés en fermentation liguide ou l‘eau n’est pas limitante
stoechiométriquement mals ol la disponibilité de 1‘eau peut tenir un rdle
tmportant. Les conditions uniques d'interface eauw/air/microorganisme du milleu sollde
autorisent toutefois des cultures sur des milleux extfemement concentrés d’Aw
faibles (.870) trop visqueux pour’etrs utilisés en batch en fermentation liauide. A

| "instar des cuftures confinées 4 des supports en milieu licuide (Ghewonyo et
Wang, 1983), des concentrations de mycélium élevees (plus de 40 g/l de réacteur
avec une densité de 0.5) peuvent étre atteintes en milieu solids.

84



L"inoculation avec des suspensions denses de spores a permis d'écourter ie temps oe
culture de maniére importante et 1‘absence d’irhibition observée avec des Inoculums
trés concentrés souléve des interrogations sur la physiologie de germination des
champignons en milieu soiide, certalnement différente de celle prenant place en
culture profonde ou des retards de croissance sont obssrvés avec 500 fois moins de
Spores.

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

Co travail basigque a fait {'cbjet de piusieurs applications dont volci deux exemples:
- ['enrichissement protéicque de la canne & sucre entiere non prétraitée par culture
de A.niger. Ces expériences ont été menées en collaboration avec le CENIC de La
Havane. ‘

- la production de pectinases par Aspergilius et Peniciliium sp. cultivés sur

de la bagasse imprégnée d'un milleu mutritif Ilauide. Ce travall effectud en
collaboration avec la UNAM de Mexico fait appel a une technicue d'extraction des
enzymes Dar pressage du prodult fermenté (Trejo, 1986).
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Figure 31: Thermogrammes obterus lors de la

t(:qglssgnce ds A. niger sur amidon de manioc
g
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1. ETUDES DE MICROCALORIMETRIE

1H-1.  Introduction

Ce travail s’est déroulé dans le cadre d’un programme de coopération franco-cubain au
Centro Nacional de Investigacion Cientifica (CENIC) de La Havane dans le laboratoire
ds Microbloiogie Industrielle. Je remercie Mr R. Contreras, Directeur du
Département, ains! que tout le personne! pour leur alde précieuse.

‘La microcalor imétrie est une méthode de mesure de la chalsur dégagée par uns reaction
chimique, enzymatiquo ou dans fe cas qul nous Intéresse lors de la croissance d'un
microorganisme. La grande sensibllité des apparelllages disponibles permet de
visualiser immédiatement des phénoménes physiologiques ou métaboliques plus
difficllement accessibles par les méthodes d’analyse classique. Si la
microcaiorimétrie a été largement utilisés pour étudier Ies bactéries (Belaich,
1980) ou ies lewures (Lamprecht, 1983), il existe peu de publicatlons concernant

le métabo!isme des champignons. On peut citer dans ce domaine les travaux de
Jdungholm et col. (1980) sur la germination de Fusarium roseum ou ceux de
Contreras et col. (1986) caractérisant des mutants Ceilulase (-) chez des
pourritures blanches |ignolytiques. Cette lacune peut eétre attribuée 2 des
problémes methodologiques, les condltions critigues  d’aeration-agitation
indispensables & la crolssance des champignons filamenteux étant difficiles &
maintenir dans les microcalorimdtres classiques. De ce point de wue, les cultures
solides qui peuvent etre mendes en réacteur statique, sont plus facilement
adaptahles aux conditions requises par ces Instruments.

Aprés examen des antécédents, nous avans entams notre étuds avec les propos suivants:

- Obtenlr des thermogrammes de croissance de A.niger sur farine de manloc et voir

sl la grande sensibilité de la méthode (0.2 watts soit 1075°C: cf. Matériel et
Methodes) nous permettait de séparer les différentes phases de la croissance sur
substrat solide uniquement accessibles par le calcul (Raimbauit, 1980).

- Estimer tes quantités de chaleur dégagées lors de ia croissance de A.niger-
farine de menioc. e S

~ Obtenir des thermogrammes de crobssance de A.niger sur uR support constitué de
Dagasse g8 canne Impregne d'une  sofuion synithélique contenant du giucose et des
seis, et observer 1’Infiuence de la concentration de substrat et de la tallie
d"inoculum sur ces dernlers.
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{11-2. Aspects méthodologiques

Ca microcalorimétre n’édtant pas équipé d'une cellule & flux continu, les flacons
sont scellés au début de |'axpérience. Dans ces condltions, la croissance des
microorganismes aérobles peut devenir rapidement. iimitée par ta concentration
d'oxygéne & |'intérieur du flacon, ce qui nous oblige & utiliser de falbles
quant [tés de substrat.

Un flacon contient 3 ml solt 4.28 mg d'0; si |'on considdre que fa pression
partiells (PP) d°0p est de 100%. Dans |‘équation stoechiométrique de la reaction
de crofssance de A.niger sur manloc établie par Raimbault (1980), 11
faut 2.1 moles soit 67.2 g d'oxygéne par mole de glucoss consommée. Alnsl la
quantité {imite de substrat pouvant étre présents dans le miiieu est de:

4.28 x 180/67.2 = 11.5 mg.

La faible tallie de |’échantiilon concerné, la PP d'0y saturante et
U'herméticité des flacons font que les conditions de culture différent
sensibiement de celles que nous utliisons en FS. Nous pensons néanmoins que le
mitisu solide restant exactement fe m%ems, les résultats obtenus peuvent nous
fournir des indications sur la physiologie des champignon f1lamenteux en FS.

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

Nous avons pratioué une premiére expérience avec 10 mg de farine de manioc,
cette quantité représentant & pelne queiques gralns au fond du flacon. Les
thermogrammes obterus {ors de deux répetitions sont représentés sur la Fig. 30
ol le paraliélisme de leurs évolutions montre la bonne reproductibiiité de la
mesure. Le processus est plus lent que lors des fermentations en colonne qui,
sulvies par gazométrie durent & peu prés 25 h.

On peut remarquer un accident dans [a courbe de croissancs, correspondant & un
iéger saut énergétique qui se produit entre 11 et 15 h de fermentation. Pour
observer cs phénoméne avec plus de préclsion, nous avons réalisé un essal avec
100 mg de substrat, 1°0p n'étant pas limitant jusqu'd 20 h dans ces conditions.
Le thermogramme partisi obtenu est représenté sur la fig. 31 ou 1‘on peut
ohserver avec bsaucoup plus de nettetd le saut énergétique; I! a dans ce cas
fleuentre 6ot 8h contre 114 15h dans |‘expérience précedente. Cette
différence peut s’expliquer par la trés faibie quantité de substrat et
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d’ incculum présente dans le premier cas ot 1| sembie qus {'on atteigne ne des
limites physiques du systéme.

Pour en revenir & la derniére expérience, une observation microscopique d’un
échantiiion prelevé au moment du pic montre des spores germinées, en phase
homogéne & 90% et possédant un tube germinatif long de 4 4 5 fols la tallle de
la spore. Cette période comprise entre 6 et 8 h correspond &4 1a fin de la phase
de gérmination. La germination est uns phase largement endogéne (ussmann, 1965)

tandis que la phase de croissance exponentieile est totalement éxogéne. Ces
experiences de microcalorimetrie nous montrent gue pendant cette période
transitoire du métabolisme s8 mettent en place des mécanismes excthermiques.
Cette exothermie ne semble pas iiée & des processus respiratcires puisqe cet
"accident” n‘a pas été detecté en respirométrie (cf. Fig.18). Les résultats
suivants obtenus sur support permsttent de préciser un petit peu mieux la nature
de ce phénoméne.

St 1"on s’ intéresse au rendement calorifique global de ia croissance au moyen du
calcul de 1‘aire sous la courbe (cf Fig. 30), on obtient la quantité de 7.35 cal
libérée en 43 h.

La chaleur Qc dégagée pour la croissance et la malntenance ramende & un gramee
de biomasse est donnés par !‘équation suivante: '

Hs
00=ﬁ—Hx M

ol Hs est i‘enthalple de combustion du substrat (Kcal/g substrat)
Hx est 1‘enthalple de combustion des cellulss (Kcal/g blomasse)
Rx est le rendement de transformation de substrat en
blomasse (g biomasse/g substrat)
Les valeurs de Hs et Hx ont 6té calculées par Wang et col‘.(1976) pour les lewres

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

un Rx de 0.55, on obtient une quantité de chaleur Jc de 2.10 Kcal/g de csllules.

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

qul correspond a4 3.5 mg de biomasse. Sachant que 60% des sucres initlaux sont

consommés en fin de fermentation (cf. 1-2.1.) soit 6 mg par flacon, on obtient un Rx

de 3.5/6 = .58 trés proche de celul sur leque! nous nous étlons basés pour le calcul.
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Les valeurs d’enthaliple proposées par Wang et col.(1976) pour la croissarce de
levures sur glucose sembient donc blen s’adapter & la crolssance de A. niger sur
amidon.

I1{-4. Analyse thermochimique de la croissance de A.niger sur bagasse imprégnée

d'une solution saline de glucoss.
11i-4.1.Effet de la concentration de glucose dans la phase
I fquide.

Une série d'expériences a été montée utilisant 15 mg de bagasse lavée puls séchée
imprégnée de 40 | d’une solution saline da glucose de concentration crolssante.
L* Inoculum & oté fixb & 3 x 10° spores pour chague essal. Nous n‘avons pas remarqué
de différences significatives lors des répstitions et les thermogrammes obtenus sont
reportés sur la figure 31. ODans trols des quatre thermogrames, on peut observer le
némo saut énergetique que dans le cas de |’amidon de manioc mals ici, |i apparait
pius tardivement et son importance augmente au fur et & mesure que le glucose en
solution est plus concentré. A |‘atténuation utilisée (3000 W) ["expérience avec la
solution contenant 35.8 g/l n’a pas permis de déceler de pic dans cette zone.

Si i’on trace une courbe qul ne tient pas compte de ce saut énergétique (cf fig. 31,
pointillies), 11 est possible de mesurer une aire comprise entre le premlier pic st 1a
courbe ldéale qui correspond & une quantité de chaleur (cf. tab.1). S! I'en porte
cette chaleur contre 17activité de i'sau initiale du milieu, on observe une évoiution
positive (cf. Fig. 32) qui montre que |exothermie du premier pic est d’autant plus
importante que ls champignon est confronté a des Aw plus faibles et donc des forces
osmot iques crolssantes. Dans fes trois cas ol il apparait, ce pic correspond a 5% de
ia chaleur totale produite.
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L expér lence comportant 216 g/1 de glucose dans la phase liquide a été refaite et
completée par des observations de microscopie é4lectronique sur des echantillions
prélevés toutes les heures pendant le premier pic (Planche 1). Les clichés montrent
ie processus de germination partant de la spore (a). On peut suivre le bourgecnnement

du tube germinat(f encors peu developpé & t=7 h (b) puls mesurant déja de 44 5 fols
la talile do fa spore aprés B8 h de cuiture (c). Ces clichés montrent & |’évidence que

la sortie du tube germinatif a lieu en un court faps de temps correspondant 4 peu
prés au maximum d’intensité du premier pic. Sur la photographie sulvante (d) prise &
t=10 h on peut apprécier la crolssance apicale. Enfin, le cliché (e) correspondant &
la fin de la fermentation (t=20 h) montre un mycéllum assez ldche qui tapisse la

surface des particules de bagasss.
Comme lors de |'étude en colonne (cf. 11-2.1), une augmentation de I'Aw du milieu

allonge le temps de germination et ralentit {a croissance.

En ce qui concerne ia chaleur totale degagée, si |’on effectue le meme raisonnement
que dans le chapitre précédent en considérant que 85% du glucose est consommé & la
borne supérieure de |‘aire (Tableau 11), on obtlent des Rx & peu prés similaires pour
les trois derniéres concentrations mais pour la premiére, le rendement est éleve. On
peut supposer que blen qu’elle ait été lavée, la bagasse contlent toujours du
saccharose résiduel qul interfére dans les résultats quand !a concentration de la

solution d’ {mprégnation est faible.
Tableau 11: Paramétres calculés & partir des thermogrammes

Loncentratlon de: AW tAIle S0US: Aire : Liucose :Biomasse : BX

%M) T T ¢ o el Ly
35.8 83.1 1] 2.80 1.43 1.00 0.70 ;
82.2 88.1 167 3.95 2.78 1.42 0.51
127.0 gr.2 .384 8.65 4.32 2.3 0.55
218.5 85.1 .673 11.35 7.66 4.08 0.5%

* mg par flacon
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{11-4.2. Effet de la quantite d’ Inocuium

Trols expériences ont été montées avec des quantites d’ Inoculum différentes
respect ivement de 12 x 103, 6 x 104 et 3 x 10° spores pour 15 mg de bagasse avec
une concentration fixe de giucose de 83.5 g/1.

Sur les thermogrammes représentés fig. 35, on peut observer que la quantité
d’inoculum agit sur la tallie du premier pic et sur son délai d‘apparition. Ceci
montre que lors des cultures sur support, le saut énergétique est proportionnel
au nombre de spores et renforce donc | hypothase élahorée plus haut.

Le fait que ce pic soit decalé dans le temps montre e jusqu'a un certain
point, 1a germination est pius rapide quand les spores sont en suspension plus
dense. |l existe dans les spores de certaines espéces de champignons des
auto-act lvateurs de la germination (Sussman, 1976) qui pourraient explicuer

ce phénoméne mals aussl les profils cinétiques observés sur support lors de
|’étude consacrée & la taille d’inoculum (cf. 11-2.5.)

Comme lors de |’ etude menée en colonne (of. 11-2.5.) la durée de ia culture est

proportionelle a fa quantité d’ inoculum, passant de 14 4 24 h quand {e nombre de
spores est divisee par 25.
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111-5, Conclusion

L’ensemble de ces resultats montre que les cuitures solides de champignons
fiiamenteux so pretent blen a des études calorimétricues.

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

L'existence de co plc qui, rappelons-le, Intervient 4 la fin d’ume phase ds
germination majoritalrement endogéne, souléve plusieurs interrogations. Le petit
nombre d°expérlences effectuéss ne permet pas de conclure mals seulement de
formuler qusiques hypothéses.

- Le phénoméne peut étre d’ordre purement physico-chimique: expuision d'eau,
concentration du mifieu Intraceltulaire pour resister a ia pression osmotique
externe.
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- On paut également soupcorner un phénoméne structural: réarrangsment de la
paroi, ou systéme de perméases, accumdlation de polyols toujours powr s’adapter
aux conditions externes.

- Enfin, une expllcation simpiement mécanique comme ia predustion de chaleur par
pausate i tubo germinat(f n'est pas 4 écarter.

tors du caloul do la chaleuwr tolale dégegée pendant la crolssance nous avons
trouvé une borre  adéquatlon entre Jes valeurs d'enthalpie fournies par la
fittératurs ot lss donndes calculées & partir des thermogrammes. Css
coefficients d'enthaipie sont trés (mportants pour prévair jes phénomines
d’accumriiat ion de chaleur dans les réecteurst de FS.

Les résultats obsorvés sw support Imprégné ont confirmé st préclss coux chanus
par gazomstrle dans les colonnes. La micracaiorimétris faclle A mettre en oeuvrs
et rapide constitue donc un out!l precieux pour dos étudss paramétriues sur la
croissance st ie métabelisme des champignons filamenteux en culture solide.

Ghservstions en elcroscople slectronigue A baleyepe de la srelssarce de
r

Plachs § -~

TSR Igor U tugasse lepregnge d'un Bilieu ligulde gl .

(!E':%lﬂ'ﬂ‘%n &té realists n:u Lewretolre de Ilcrm?u Electronioue de  ia Facults &
Wadeo e 08 Renguel | & Toulouse)

{a) Spores de A, RIger sur 1a bagasse
(b) Dalnst da germiration (temps ¢ incubaticn: 7 )

{c) Développesent o tube goreinat (£ (temps d” (ncubstion: 8 h)
(d) Crolssancs apicsle (tame d’ Incubstion: W h )
(8) Aspect du procult eprés 20 h d’ Incubation
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CONCLUSION GENERALE

Ce travaii a 6té axé sur |’importance de !’'eau et de 1actlvité de !‘eau dans la
fermentation solide et nous avons tout d’abord étudlé un procéde déja blen
caractérisé: ia fermentation de la farine de manioc par Aspergillus niger pour la
production d‘aliments fermentés enrichis en protéines. la oétermination des
isothermes de sorption de chacun des constituants du miiieu et leur introduction dans
I"équation de Ross (1975) nous a montré:

- que |'Aw initiale du miiieu de culture comportant 50% d'umidité est basse (894%)
essentielfement & cause du mélange salin utllise.

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

L'amidon ayant une faible capacité de rétention d'eau, pour pouvoir augmenter
I“activité de !’eau inltiale, nous avons é&té amenés 4 introduire un support
lignocel lulosique & forte capacité d‘absorption comme la bagasse de canhe & sucre.
dpreés avoir déterminé un pourcentage de bagasse (il nous permette de travaliler une
gamme d'humidités importantss (de 40 2 70% soit des Aw de 0.93 4 0.98), nous avons
mis en évidence differents effets de |’eau:

- sur ia vitesse de croissanca: une AW superieure provogquant un raccourcissement de
ja phase de germination ot une augmentation ds la vitesse de croissance spécifique.
Cet effet est surtout iié a la diffusion plus rapide des enzymes, du substrat et peut
étre auss! de 1'05.

- sur l'utilisation du substrat: une augmentation de |'Humidité initiae et de 1'Aw
augmentant {‘utilisation du substrat et par conséquent I1a biomasse finale. Ceci
confirme |‘explication d'une limitation stoechiométrique de la croissance par |‘eau
disponible en fS.

100



- sur la production de glucoamylasses: || existe un optimum d’ Hi pour fa production
de glucoamylases. Interviennent Ict des phénoménes de repressicn de [z synthése
d’enzyme par te glucose qui peuvent étre accélérés quand 11 y a plus d'eau et que
donc les diffusions sont plus rapides.

Cetts étude a montré sans equivogue que |’activité de i'eau est un parametre
important de la culture solide de champignons fllamenteux sur farine de manioc et que
des gains de productivité et de rendement sont & attendre d’un bon contrdle de I’Aw
du substrat pendant la croissance.

Le manioc ns fournit pas un modéle de fermentation solide tres facile & manler, la
toexture st Jes propriétés de rétention de ligquide de la matrice solide stant
modiflées au cours de la dégradation de I’'amidon. En approfondissant |'idée de
support avancée dans le premier chapitre, nous avons penseé A dissocier substrat et
matrice solide et avens ainsi utiilse des milieux |lquldes synthétiques (glucose et
sels) directement absorbés sur un support solide (bagasse de canne) pour la

croissance de A. higer.

Dans ce cas ce n’est pas la quantite d‘eau Initlale qul a une Influence majeure sur
la croissance, mais bien la concentration de solides dans la solution d’imprégnation
et & travers elle |'Aw dumiiieu; ainsi de B0 & 480 g/i, la vitesse spécifique de
crolssance diminue avec |'Aw initiale du milleu comme cela avait été montré pour le
manioc. Une analyse approfondie des cinétiques a montré que pour des concentrations
de glucose dans la phase 1lguide supérieures 4 250 g/1 apparait une biomasse critique
qui varie peu lorsqu'on augmente la quantité de sucres. Une étude concernant la
taliie de particules du support a permis de  supposer oue les  diffusions
Intraparticulaires de substrat ou d’oxygéne pouvaient étrelimitantes de méme que

fa surface utile do support accessible au champignon.
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L autre paramétre important des FS sur support s’est révéié étre ia concentration
de !"inoculum, une relation linéaire ayant pu étre mise en évidence entre inoculum
et temps de culture. Une concentration trés slevee (1 x 109 spores/ g de support)
loin de provoquer une inhibition de 1{a crolssance condult & un  épuisement
extrémement raplde du substrat.

Des cultures sur support effectuées dans des Conditions trés proches de la colonne et
sulvies en microcalorimétrie ont montré |’existence d’une phase de transition entre
la germination et le déveioppement exponentiel, phase marquée par une excthermie dont
Pintensité a pu dtre reliée & Ia concentration de glucose dans la solution

d’imprégnation. Le falt que ca phénoméne n’ait pu étre mis en évidencs par

respirométrie semble indiquer que cette production de chaleur correspond 4 des
changements structuraux ou & une réaction anaéroble. La microcalorimétrie a par
atlleurs confirmé les resultats observés en colonne et a mis en évidence une

activation de la germination lorsque |’ inoculum est plus concentré.

Le systeme de culture sur support imprégne, de par les conditions unigques
d’interrelation substrat/air/microorganisme, rend possible !‘emplol de milieux
nutritifs liquides trés concentrés (400 g/! de glucose) et conduit & [’obtention de
masses myceé!iennes denses dans des delals reiativement courts (40 h).

L'utilisation de supports synthétiques comme le polyuréthane, neutres biologiguement
el bien définis quant & feur capacité d’absorption, taitie de particules et porosité,
devrait faciliter |’'étude des paramdtres de croissance et du métaboiisme des
champignons en milieu solide. On pourrait alors envisager |‘utilisation de la

biomasse fixée au support pour la synthése de métabolites secondalres ou la
biotransformation de moléculies.
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