
THE5E

-devant l' INSTITUT NRTIONAL DES SCIENCES APPLIQUEES DE TOULOUSE
en V\I derliJtention

Du DIPLOME De DOCTEUR NOUVEAU REGan:

Spécialité: Microbiologie
pif

Erit OllOl

CROISSANCE DEÀ~mm SUR MILIEU SOLIDE:
IMPORTANCE DE L'EAU ET DE L'ACTIVITE DE L'EAU

soutenue le: 27 Juin 1987 devant la commission d'examen

MM: G. DURRND Professeur INSR Toulouse
LCHRVRNT Professeur Pharmacie Toulouse
G. GOMR Professeur INSR Toulouse
H. RRIM8BUll Directeur de Recherches ORSTOH



C.\l. \"ke- ...,,\* rklis'..... t.JI.!'~

t ...nl •• Itatec"hDlo,l.s de 1.. U~., ...

r.l.p.'...... .t. ..\.' a......,.l.,.....1 l cl.

"rd. "ff.Xt.t .. ti.;,~. et Att"'J,t .. ;I". 'II..

)·OD~T(P.1 t'Fr",,":.' ., 1.. CO!lACyT

fO'lt' '.ur ..... iir••"cl ....... In.i q\ali'

..... tI ... , ,_ "YOOI...I:%O, nr ~ "i 1ft' ~ loIu

titOCRIGllF;: .t "r.S.",••t! ..no. ft!"_''!ro!"

puur ,. HIUDt'II d. L ..t Qu""'''~.'

c......_
UI!IIu Ir •• AUTONOMA
~_'IZT"'_A.

Av. MichoIdn yu Purisima, IztJpIlapa,

Apartldo postal 55-532, México 13, D.F.

Taléfono: 686-03-22, 686-16-11

MlmOI IIImIfNIEXIQUE

Colle Homero 1804-404
Colonia las Morales
11510 Mbim. D. F.



NOM: ORIOL Prénom : Er le

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

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

RESUME:
Un calcul théorique ayant montré que la culture de Aspergl 1ius niger sur mi' leu
solide d'amidon de manioc était limitée par la disponibi 1ité de l'eau dans le
substrat, l'Introduction de 20% d'un S\.PPOrt Ilgœelluloslque à forte capacité de
rétention d'eau a permis d'augmenter l'activité de l'eau du mi 1ieu et, ainsi,
d'accelérer et améliorer le processus fermentatif. L'extension de la notion de
support a ensuite condllit à pratiquer des cultures de A.nlger sur un mi 1leu
1iquide dissous absorbé sur une phase sol ide. Dans un tel système, l'activité de
l'eaude lasoJution d'Imprégnation, la taille des particules dusupport et la
quantité d'inoculum de spores ont été les paramètres Importants de la croissance des
champignons. Ce type de culture a permis d'uti 1iser des mil ieux 1iquides glucosés
très concentrés (400 gll) qui sont assimi lés pour la croissance en 40 h. Une étude
mlcrocalorimétrique a mis en évidence l'existe~ce d'une phase exothermique sitUée
entre la germination et la croissance exponentiel le.
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Les techniques de fermentation solide (FS) de champilJlO!'1S filamenteux eJ11)loyées
depuis des centaines d'années en Extrême-Orient pour la préparation d'a! iments, ont
depuis la fin des annnées 60 connu un regain d'intérêt. Les faibles couts
d' 1nvest issement et de fonct ionnement de l' appare IIIage ma 1s auss 1 de tra 1tement des
produits obtenus ont fait qu'un certain nombre d'auteurs y ont vu une alternative
séduisante pour la production de protéines unieel lulaires a partir de substrats
amylacés de faible valeur ou de déchets agricoles 1igoocellulosiques. Hélas, le plus
souvent, les résultats encourageants obtenus au laboratoire ont été difficilement
reproductibles lors de l'extrapolation et peu de procédés ont débouché sur des
applications durables. Ces retards pris par la fS peuvent s'expl iQUer d'une part par
un manque d'Instrumentation adaptée, mais également par le faible niveau des
qonnalssances relatives à la physioiogie de croissance et au métabolisme des
champignons en mi i leu sol Ide.

La fermentation sol Ide présente en effet des particularités par rapport à la
fermentation liquide comme le mode de croissance !il mycéllLill, les ccn:Jltions de

transfert de masse de l'oxygène et d'aCCUlWlat Ion de la chaleur métaboll~ et la
faible teneur en eau du substrat. En ce qui concerne le dernier point, une revue des
travaux effectués sur le thème montrent que non seulement la quantité d'eau est
1mportante ma is auss 1 111 d1spon 1bIl ité de ce Ile-c l, concept representé phys 1quement
par l'activité de l'eau.

L'objet du présent travai 1 a été dans ln premier temps d'ut! 1Isar trl modèle cornu: la
fermentation de la farine de manioc par Aspergi 1lus nlger, ptJJf prédire dans les
cond It Ions norilla les de culture l 'évo lut Ion de l'act Iv ité de l'eau ci.! Slbstrat. ces
études prél iminaires ont Illontré l' intér'èt qu'II Y avait à Introdilre un ~ft à

forte capac 1té de retent Ion d'eau. 1eque 1 permet de 00ltl1er Îes QJaflt ités d'eau
présentes et d'augmenter alns i sens 1b1ement l' aet iv1té de l'eau dans !e Sltlstrat.

Les 1imites du modè 1e const itué par 1e man loc pour 1a fermentat ien sa 1ide ll:lUS ent
condu its à étendre 1a l'lOt ion de support, et à env Îsager ll'l autre type de cu 1turs QU 1
fait appel à des milieux nutritifs li(1.lldes absorbés sur 1I1 SlWJrt solide
biologiquement inerte. ce type de culture étoolé par gazOOlétrle en colome mals aussi
par mlcrocalorimétrle a fourni des résultats intéressants sur la physiologie de
cro 1ssance des champ 1gnons en milieu so 11de et ouvre 1e ctIaJ113 à de neuve Iles
applications.
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PREMIERE PARTIE:

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

LA FERMENTATION SOLIDE (FS)
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LA FERMENTATION SOLIDE (fS)
I.DEFINITION

Le terme fermentation sol ide, traduction de l'anglais sol id state culture ou soi id
state fermentation a fait l'objet de nombreuses définitions: pour Hesselt~~~

(1977) il décrit une fermentation dans laque 1le le substrat n'est pas 1iQUide, pour
Moo-Yo~ et col .(1982) i! désigne un processus ou le microorganisme ut! 1 Ise des
matér iaux inso iub 1es pour sa cro issance et son métabo 1 isme. Dans 1e cadre de notre
travai l, la définition proposée par Aidoo et col. (1982) selon laque 1 le la
ferm~1tation en ml lieu sol ide ~1globe toute fermentation qui a lieu sur un substrat
sol ide ou semi-sol ide ou sur un support soi ide nutr Itione 1lement inerte, semble mieux
adaptée.

En fait certaines de ces définitions n'excluent pas entièrement les procédés faisant
appel a des substrats sol ides, par exemple cel luiosiques, en suspension dense dans
des mi 1ieL~ 1ÎQuides (André et col. 1982) et nous proposons une définition plus
précise ou la fermentation solide désigne une culture microbienne en surface et à
l'Interieur d'une matrice poreuse sol ide qui peut être substrat ou suppOrt et ce,
en l'absence d' écou 1ements d'eau.

Le materiel sol Ide est généralement sous une forme fragmentée, granulaire ou fibreuse
qui permet ce retenir l'eau par hygroscopie ()IJ capillarité. Selon le type de matériel
ut! 1 Ise, la quantité d'eau présente varie énormément, les substrats amylacés (riz,
manioc, orge, etc ... ) sont généralement fermentés entre 25 et 60% d'humidité Initiale
tandis que les substrats en majorité cel lulosÎques (sons, bagasses, pai 1les etc... )
permettent de travailler dans des gammes d'humidité Initiale de 60 a 80% sans
apparition de drainages d'eau.

Les microorganismes cultiVés en mi 1leu sol ide sont dans la plupart des cas des
champignons fi lamenteux. En effet ces mi lieux sont semblables a leurs mi lieux
naturels (sols) et ieur forme de développement végétatif constituée par des hyphes
aeriens ramifiés est propice a la colonisation de matrices sol Ides poreuses. De plus
les champignons filamenteux peuvent se développer avec des humidités aussi basses que
12% et suPPortent des pressions osmotiques élevées (~uchat, 1983)
caractéristiques que ne présentent pas en général les levures et les bactéries.

10



Il APPLICATIONS DE LA FERMENTATION EN MILIEU SOLIDE

11-1. Préparation d'aliments fermentés traditionnels

C'est en Extrême-Orient que furent developpées voici quelques siècles des FS
traditionnel les destinées à amél iorer 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 1I1 grand nombre sont encore élaborés art isana lement font appe 1 à
des cultures plus ou moins pures de champignons appartenant aux genres
Aspergi 1lus (Mlso et Shoy~ japonais), Rhlzopus (Tempeh Indonésien), Mucor
(Ragi) mais aussi parfois de levures et de bactéries.

Le procédé de fabrication le plus célébre est le procédé "koji" où le substrat
constitué de grains de riz ou de soja est cuit à la vapeur, refroidi puis ensemencé
avec une solution de spores de A. oryzae. Il est ensuite disposé dans des
plateaux de bois laissés à incubation 48 h dans Lrle étuve tempérée et venti lée. Le
. 'odllit pris en masse est ensuite extrait à l'eau pour l'obtention d'lI1 jus à forte
activité enzymatique utilisé ultérieurement dans l'élaboration d'autres al iments ou
boissons tels le Mlso et le Sake.

Les al iments fermentés orientaux et leurs procédés de préparation ont fait l'objet de
monographies exhaustives (Hesseltlne, 1965; Stelnkraus, 1983) sur lesquelles
nous ne reviendront pas.

on considére également comme faisant partie des fS traditionnelles, l'élaboration des
fromages fermentés français de type camembert ou roquefort caractérisés par la
croissance superficielle ou profonde de champignons du genre Penlcl Ilium.

1/-2. Production d'al iments fermentés enrichis en protéines (AFEP)

Les amées 70-80 ont vu se développer un grand nombre de travaux consacrés à la
production d'AFEP par fermentation en mi 1leu sol ide. La simpi Icité des procédés, la
relative rudimentarlté du materiel uti 1isé, l'obtention de produits concentrés sans
génération de grandes quantités d'effluents liquides polluants et enfin la
possibi 1ité d'utiliser le produit fermenté tel quel pour l'al imentation animale ont
representé autant d'arguments pour le développement de la fermentation sol ide de
moisissures.

11



Globalement on peut distinguer deux grands types de substrats: les substrats amylacés
de fa lb le va leur cammerc la le (man loc,déchets de banane) et les sous-produ its
agricoles 1Ignace 1lulosiques (pail les, bagasses), le Tab. 1 rèsume les resultats
obtenus durant les dernières années dans ce domaine.

En ce qui concerne l'enrichissement protéi(J.Je de swstrats agricoles amylacés, on
rencontre de grandes différences dans les niveaux de protéines obtenus. cela peut
être du premièrement à un mar~e d'uniformité dans l'expressi~l des résultats,
certains auteurs se rapportant au poids sec initial et d'autres au poids sec final
certains parlant de protéine brute et d'autres de protéine vraie, tant! 1est vrai
que les difficultés rencontrées pour mesurer la biomasse (cf. 111-6.) n'aident pas à
la standardisation des résultats. Quoi qu' lien soit 25% de protéines parait être
un maximum difficl lament dépassable si l'on considère la faible teneur en protéines
des champignons (25 a 40%) comparée par exemple à celle des bactéries ou des levures
qui peut aller Jusqu'a 00%. D'autre part un certain nombre de problémes rencontrés
lors de l'extrapolation de ces procédés, et décrits par ailleurs, ont empeché
JusqU'alors leur appl Icati~l ir~trÎel le.
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Tableau l' PrOdUction d'alimente ferment~s enrichis en prot~lnes par fermentation en
1111 leu solide.

RHerence

Recht et col.II985)

Abdullah et col.II995)

Vlesturs et col.II981)

P....nt et col.(1978)

Chahal et col.(1981)

Laukevlcs et col.(1984)

Rodrlguez et col. (1985)

b_ et col.II983)

Penaloza et col.(I985)28

33

36

11

36

- 1

- .

64

48

43

21

7

6

18

12

13

12

13

13

43

"1 croorgan1_ SUbstrat ,TflIqle, X n Y
, lh) '1\) 1\) 1\)

~:---------------------,-----------:-----:-----,-----:-----,---------------------------.
u'Rblzopus ollggaporye' Manioc , 45: 3' -, : Stanton et col.(1969) :
~:"'opgral! lu!! nloer Banane 72 17 -: -: sethl et col.(1978)
~.AsperalIJus nlger !lanice 25 11 60 18 Ral~lt et col.1198O)
Il .ASIleral 1lus nlger lIanloc 50 Cacrlnl" et coI.(980)
.'Rblzopus QIIQŒ!Porus !lanloc 48' 22 50 46 R~-Yaldldla

<;i' et col.II983)
....Asperal1!us nlger Banane 43 12 2.. 50 :Balœnl!P8rger et col.(l985):
: ,Sporotr1 cbum !lanloc 48 30 , !blth et col.(1986)
'§ , pu! yerY! entlllll
ln ,--------------------- ,-----------. ,--.•_- ;----- ,----- .----- ,- ;

,Aspergillys nlger 'D6chets de. 72 12' 30 41 Sethl et col.II981)
:' , mangue :
••Trlcbgdcl1lll! bjlrzlAOI.!IQ:Cossette de: 60 6-10:
~: : blttterave
~.Asperaillus nlget 'D6chets de
• , • citron
":Aspergillys nloer ,Pulpe de
:' caf•
••Trlchodil!'IM ylrld1! .D6chets d' 120' 14 30 ..6 Gensales et col.II985)
i' 'anMas. , , • : ,00; : : : : : : :

• 16vr'obaB1dlWl Palll, d' :48-12, Il 21 52 Hln et col.(1975)
~: P\Il1ylpo AYolne
~'o!.,t!Plym SCiure de 480
.' clllyiolyticym bols
~'Ql.etCII!1.!IQ Paille de 120
~: clllulolyUCUI!I ble
",OJaetCII!YP1 : Paille de 168
~:clllyIQlytlcuw+l'vure' ble
.,Cba.tgmlym, Paille de 1....
~lclllyIQlytlCUP+levure' ble
,,:Trichodlrma rceM! ,Paille et 168
:. • levure son de ble.

~:Cb.e~:rl~Qlytlcum pal~:: de

-------- -----,--,--,-_:_- -----------
X. Bnrlelll_nt prot.lque, Pf - Po l' PB)
n. Con_tlon de 8l.Ibstrat. 50 - Sf (\ PB)
Y: Taux de conversion du substrat A proteiDe • Xln <\)
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La valorisation des sous produits agricoles 1Ignace1luloslques se heurte elle aussi a
un certain nombre de barriéres en majorité non spécifiQUeS de la fermentation en
mi 1 leu sol ide:

- Le degré de conversion dU stiJstrat en fermentation solide est plus bas QU'en milieu
liQUide et les coefficients de maintenance resultent plus eleVés. ceci peut être
compensé par une prodUctivité volumétrique deux fols plus importante (Laukevlcs
et co 1., 1984).

-Un prétraitement alcal in, thermique et parfois contllné de la cellulose est
indIspensable pour faci liter l 'accesslbll ité de la cellulose (Chahal et col.,
1981; Ulmer et col., 1981; AbdJllah et col., 1985) et ces opératIons
aIOllrt1 issent cons idérab lement Je coOt de revient f Ina 1 de l' AFEP.

-La faible teneur en protéines des chal1llignms cellulolyti(p')s et leur difficulté à
ass Imller tous les sucres libérés par l 'act Ion des ce Ilulases sont deux iralnvén lent
majeurs QUI peuvent être contournés en prat 1quant des fermentat ions mixtes
champignon-Ievure ou champl9non-bactérie (Abdullah et col., 1985). ceci préSente
en outre l'avantage de faire dlsparaftre inmédiatement le glœose et de participer
ainsi a la levée de l' Imibitlon de la synt~se de cellulases chez le challlligm.
Ainsi, les niveaux de protéines atteints lbrs des cultures mixtes sont bien
supérieurs a ceux des cultures pures de charnplgroos cellulolyti(JJes.

La tendance actuelle dans le domaine de la production de protéines tnlcellulalres a
partir de cellulose porte sur Ln procédé en deux étapes: lIlEl première étape de
saccharification du slbstrat par des cellulases et tne seconde proprement dite de
fermentation sur l'hydrolysat (Laukevics et col., 1984; Tanaka et col.,
1985). Dans ce cas la fermentation solide pourrait intervenir au niveau de la
production de cellulases (cf. 11-3.3.)

Enfin, en raison des particularités des procédés de dégradation de la lignine
(pressions partielles de 02 et C02 elevées, t~ d'incubation prolongés) ne figJrent
pas dans le tableau 1 lJ1 grand nombre d'études récentes sur la transformation de
sUbstrats 1ignacel luloslQUes par fermentation solide a l'aide de pourritures blanches
des genres Stropharla (Kamra et col., 1985), Phanerochaete et
Po Iyporus (Levonen-t.tJnoz et co 1.• 1985).

14



11-3. PRlDXTIDN D'ENZYhES

11-3.1.~ylases

C'est en s'Inspirant de la fabrication du "KaJi", qui produit m jus à haute activité
enzymatilP'l tP3 Takamine (1916) a developpé le premier procédé industriel de
prOOJctioo d'amylases. Le sLbstrat était lJ1 mélange de sm de blé et d'amidon,
hunidif lé avec une solut ioo sa! lne et ensemencé avec des spores d' ~~rgi 1lus
aryzae. Le fermenteur COI11Xlrtait des plateaux sur lesquels le substrat était
distribué en couches. Après plusieurs jours d'lncliJatlon le pro<iJit était recolté et
les enzymes extraites à l'sa.u puis precioltées. ce procédé Cl:fnl sous le nom de
"hblldy Bran Process" a été utilisé pendant des dizaines d'années pour la production
de la Takadiastase, un complexe enzymatique amylolytique.

Pius récemment d'autres auteurs se sont intéressés à la production d'amylases et
glucoamylases dans le procédé "kaji" et notamment à l'importance de l'environnement
gazeux sur 1es quant ités d'enzymes synthet 1sées. BaJracha rya et ~
(1980) rapportent lJl accroissement de production lorsque le mi lieu est soumis à UI1e

oxygénat ion intense et me réduct ion lorsque la press ioo part lelle de C02 est
Importante. Narahara et al. (1982) rencontrent lJl maximum d'activité -amylasique
dans les cordltions suivantes: 35% d'humidité cil substrat, pression partielle de
C02 de 2% et température de 38'C.

L'attention de nombreux auteurs s'est également portée sur les caractéristiques
cinétiques et biochimiques de la glucoamylase prodJite en fermentation sol ide dans le
procédé "1<0 j i", al ns 1 t.l itsue et co 1• (1979) mettent en èv 1dance tro is formes de
gll~oamylases (l, I! et III) de poids moéculaires différents et de comportements
cinétiques distincts selon le substrat de réaction utilisé. Pour Ueda (1981) les
formes de glucoamylases Il et iIl sont le résultat de la dégradation par des
hydrolases des protéines ou de la partie glycosldique de la forme 1et n'ont pas les
mêmes propriétés vis à vis de l'amidon. Toutes ces recherches ont pour but d'Isoler
des enzymes capables d'hydrollser l'amidon cru et dans cette optiQUe, la capacité
d'adsorption de l'enzyme à soo substrat (Medda et col., 1982) et son activité
dèbranchante (Ueda, 1981) semblent être les quai ités recherchées. L'ut! 1isation
de tel les enzymes aurait pour but d'éviter l'étape de gélatinisatlon de l'amidon,
cooteuse en enérgie, dans les procédés de saccharification de substrats amylacés
tels ie riz et le manioc pour la production d'alcool (Sato et col. 1985).
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Les amylases produites lors de la fermentation sol ide du manioc par A.niger ont
ègale~~nt été étudiées et comparées avec cel les issues de la fermentation 1iquide
(Alazar~ et Raimbault, 1981, Alazard et Baldensperger, 1982). Ces
résultats montrent la quasi-absence d' -amylases lorsque le champignon est cultivé
en mi 1 leu solide mals aussi des caractéristiques différentes des giucoamylases:
optimum de pH abaissé, optimum de température élevé de lO'C, thermotolérar1ce accrue.

Les bons rendements de production de glucoamyalses obtenus en FS ont amené
Ghi Idyal et col. (1985) à effectuer une analyse économique comparant le procédé
de FS avec la fermentat Ion liquide. II an ressort que la fS, grace à son fa ib le coct
~'investissement et à la concentration etevee de l'enzyme produite est plus
rentable, et ce en prenant les estimations les plus pessimistes pour le milisu
sel Ide.

11-3.2. Protéases

Comme nous l'avons vu précédemment 1es protéases jouent un rO 1e 1mportllnt dans
"élaboration des aliments fermentés orientaux traditionnels. L'action des protéases
du "kaJi" sur les protéines végetales du soja ou des cereales libère des amino-acides
à potentiel aromatique et donne au produit final ses caractéristiques
organoleptiQues. Fukushlma (1982) a décrit avec précision le complexe
protéolytique du "koji" et a montré Que la gamme de protéases et peptidases produites
par A. oryzae en mi lieu sol ide est beaucouP plus étendue qu'en mi 1ieu 1iquide.

Si l'on fait exception de la production de "koji", la littérature contient assez peu
de références relatives à la production de protéases en mi 1 ieu sol ide, seuls
Hesseltlne (1977) et Arlma (d'après Aidoo et col" 1982) rapportent
l'existence d'un procédé Industriel de production de protéases de Mucor pUSil lus
par FS, sans doute sur la base du procédé "kojl".

11-3.3. C8llulases

La saccharification de la cellulose par voie enzymatique, si elle représente un enjeu
ccmsidérable, n'a pas JUSQU'alors debouchè sur des appl icatiOffJ industriel les à cause
d'une part du coCtde prétraitement des résidus ilgnoceilulosiques et d'autre part
du coQt des enzymes, ce dernier représentant prés de 60% du prix total de
production. La necessité de produire des cel lulases moins chères a donc conduit u,
certain nombre de chercheurs à entreprendre des études sur les procédés de FS.
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Toyama (1976) a le premier adapté le procédé "koji" à la productioo de cellulases
par Trichoderma reesei sur un substrat constitué de pai Ile et de soo de riz
(80/20). Ensuite un grand nombre de travaux ont suivi, ayant pour but d'optimiser les
conditions de culture; les espèces utilisées appartiennent en majorité au genre
Trichoderma (Vi lela et col., 1977; Deschamps et col., 1985) mais aussi
Talaromyces (Nlshio et col., 1981), Pe~taliopsis (Rao et col., 1983)
ou Sporotrichum (Hoe-Kim et col., 1985). Chahal (1985) travai 1Jant avec
T. ressei sur pai 1le de blé fait état de rendements de FS supérieurs a ceux de la
fermentation 1iquide. D'autres travaux ont visé à pro:ilire lf)8 enzyme spécifique dU
complexe cel lulasique comme la -giucosidase (Deschamps et col., 1984).

Dans les procédés de fS, la récupération des cel lulases se fait le plus souvent par
extraction à l'eau, ce qui di lue l'enzyme de 4 a 5 fois et fait perdre en partie un
des avantages de la FS qui est l'obtent ion d'U1 produit cooœntré. Réœmment,
Roussos (1985) cultivant T. harzlanum sur bagasse de canne a sucre, a mis un
point un procédé d'extraction qui met il profit les propriétés "d'éponge" du matériau
pour récupérer les cel lulases par simple pressage du produit de fermentation. cette
technique a permis d'obtenir des jus concentrés (82 U.CMC/ml).

l'avenir de la fS pour la pr~iuction de cellulases passe par une mei 1leure
connaissance de la physiologie des champignons (mécanismes d'induction et de
répression de la synthèse, absorption sur le substrat et diffusion dans la matrice
sol ide) mais aussi par une amél ioration des procédés d'extraction.

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

11-3.4. Pectinases

La synthèse de pectinases par fS a été rapportée par Mushikova et col. (1978)
avec A. awamcri et un peu plus tard par Ghildyal et col. (1981), utî 1isant du
son de blé ensemencé avec A. carbaner ius et QU i oot obterIJ jusQU'à 120 U/g de
substrat. Mals ces travaux isolés ne semblent pas avoir connu de suite.
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1\-4. Production d'acides organiques

En général, les procédés faisant appel à la FS pour la prOlilctlro d'acides organl~s

datent du début du siécle; il en est ainsi pour l'acide gai lique, l'acide gluconique
(Herr ick et May. 1928) et l' ac ide ko j ique.

le seul acide qui ait fait l'objet d'une étude plus souterœ en FS est l'acide
citrique. Cahn en 1935 a eu au une approche originale au problème en ut! 1 isant
des cossettes de betterave ou de la bagasse de carre à SLK:re i~réglée d'lIle solution
de sucres. la masse êta 1t ensemencée avec des spores de A. niger et aprèS 4 Jours
de culture l'acide citrique était réC\4léré par extractlro à l'eau. Le rendement de
transformation des sucres en acide avoisinait 50% et une des grandes Innovations de
ce procédé était la réutll isation ckJ s!.4Jport après extractlro coone on le ferait
d'une éponge.

Ces travaux ont été repris par Terul et col. (1947) d'aprèS Aldoo et col.
(1982) et plus récemment par Lakshminarayana et col. (1975); ces derniers
ut III sa ient de 1a mé 1asse imprégnée sur de 1a bagasse et grace à l 'add Ît Ion de
lllêthanoi. aIDé 1ioraient les rendements qui avoisinaient 80%.

Lockwood (1974) rapporte l'existence d'un procédé industriel japonais calqué sur
1e procédé "koJi" où des souches d' A. n1ger rés 1stantes aux Ions mata IIIQUeS sont
cultivées sur un mi 1ieu amylacé. L'acide citrique, est extrait à l'eau après 8 jours
d'incubation à température contrOlee. Selon cet auteur, les quantités d'acide
produites Industriellement de cette façon approcheraient les 2500 T annuel les.

11-5. Product Ion de métabolites seconda Ires

Les principaux métabol ites secondaires concernés par la FS sont les toxines
fongiques: aflatoxines (Hesseltine, 1977) ou ochratoxines (Llndenfelser et
Clegler, 1975) produites respectivement par A.paraslticus et
A.ochraceus. Les condit Ions de fS sont proches des conditions de contamlnat ion
naturelle des aliments et les rendements rapportés sont plus elevéS qu'en culture
1iQulde ou de surface.

~ et col. (1969) ont rapporté l'existence d'une Slbstance à action
antibactérienne dans le tempeh (aliment traditionnel Indonésien fermenté par
Rhizopus oligosporus). La prodœtion proprement dite d'antibiotiques par fS a
surement fait l'objet d'études dans de nombreux laboratoires mais aucun résultat
probant n'a été pub 1ié sur le sujet.
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11-6. Production de spores

Les spores nécessa ires à l' ensemencement des fermenteurs so 1 ides ou des fromages sont
le plus souvent préparées par ~Jlture de surface dans des fioles de Roux. Leur
production industriel le entraine donc le maniement de mi 11lers de fioles et par
conséquent l'emp!oi d'une main d'oeuvre importante. La fermentation sol ide qui permet
de multiplier la surface ut! le pour le champignon dans un moindre volume parait Aetre
une alternative pour la production de spores.
Ainsi, ont été étudiées les souc/1es Impl iquées dans la préparation des al iments
fermentés orientaux: R.ol igosporus par Wang et col. (1975) et A.oryzae
par Sato et col. (1982), mais également les souches uti 1 isées dans la fabrication
des fromages: ~.roqueforti par Larroche et col. (1986), ces derniers auteurs
cultivant le champignon sur un support (pouzzolane) imprégné d'un mi 1ieu nutritif
synthétique.
Des prototypes de réacteurs ont été conçus pour augmenter le volume uti le, contrOler
les conditions de production et faci 1iter la récuperatlan des spores (Roussas
(1985), Gervai~ et ~azel in (1986)). La mise en appl icatlon de ces recherches
pourrait avoir un impact outre dans l'industrie ai imentaire, dans la lutte biologique
par les champignons fi iamenteux, cette dernière requérant d'ènormes quantités de
spores.

! i i. REVUE CRITIQUE DES PARAME TRES DE LA fS

111-1. Particularités du développement mycél ien

Dans la majorité des cas, les fS concernent les cMmpignons filamenteux et le type de
développement est différent de celui observé en fermentation 1 iquide (fragmentation
mycé 1ieone ou "pa Il ets") ou en cu 1ture de surface où 1a cro issance est
essentiellement apicale. En fS, la quasi-absence de liQUide intersticiel fait que
c'est la géométrie du substrat qJi oriente le développement apical et les
ramifications dans toutes les directions de j'espace. Les substrats soi ides se
rapprochent ainsi des mil ieux naturels des champignons (terre, végétaux en
décompos 1t ion) .

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

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

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

où Xest la biomasse à l'instant t
Xc est la biomasse initiale

est le taux de croissance spécifique

Mais, en fin de croissance apparaissent des 1imitations d'ordre divers Que le modèle
exponentiel ne prend pas en compte. Pour Okazaki et col. (1980) c'est le modèle
logistiqJe qui s'adapte le mieux a la FS de A.oryzae sur riz ou son de blé:

Xf
X=---------t1 + K.e-

avec K=~f -1
Xo

où Xf est la biomasse maximun
ce modèle largement employé en biologie introduit un terme de vieillissement ou décès
du mycél ium.
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Raimbault (1980) a elaboré Lrl modèle mixte de la croissance de~ sur
amidon de manioc. ce modèle décrit une croissance expo!"lefltlelle initiale tendant à se
rapprocher du modèle iogistique en fin de culture. Pour cet auteur, ca sont les
quantités d'eau et de biomasse initiale qui sont les principaux facteurs limitants.

Pour Laukevlcs et col. (1985), une des points fondamentaux du développement
rnycél ien en FS est l'occupation de l'espace. Il existe selon eux une densité critique
de mycélium fonction bien sur du microorganisme mais également de la configuration de
la matrice sol ide et de la forme de l'eau dans le sUbstrat. Sur la base de résultats
antérieurs obtenus avec T. reesei, !.Jjgnorum et Ch. cellulolyticlJfl ils
calculent que la Quantité limite de biomasse sur pai 1le de blé se situe entre 10 et
30 g/l.
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Enfin récemment, Georgiou et Schuler (1986) ont mis au point un modèle de
croissance radiale et différenciation de A.nidulans sur un mi 1ieu gelosè avec du
glucose comme source de carbone. La prise en compte des variations des gradients
bidimensionnels de substrat pour prévoir l'apparition et le déroulement de la
conidiogenèse est un des aspects intéressants de ce modèle. Les conditions de
croissance sur plaque sont t~Jtefois sensiblement différentes des conditions de FS
qui mettraient en jeu un modéle encore plus complexe.

111-2. Humidité, activité de l'eau

111-2.1. GénéralItés

A la différence des fermentations 1iquides où le substrat est dissous ou en
suspension dans une phase aqueuse et où l'eau n'est pas un facteur 1Imitant, dans les
FS la quantité maximum d'eau présente dans le mi 1leu est fonction de la capacité de
rétention du substrat. Le 1iquide au sein de la matrice ne doit pas être trop
abondant pour ne pas rédu ire 1a poros 1té et par conséquent 1es échanges gazeux
(Mao-Young et col., 1982) mals doit être présent en quantité suffisante pour ne
pas 1jmiter la croissance du microorganisme.

111-2.2. forme de l'eau dans les substrats_ soi ides

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

Il faut bien prendre en compte que toute l'eau n'est pas sous 1a même forme et
également disponible à l'intérieur du substrat. Sur la Figure 1 on peut apprécier
l'isotherme de sorption de l'eau et l'évolution de l'enthalpie de vaporisation sur
amidon de manioc (tapioca) en fonction de l'humidité du mi 1ieu (Soekarto et
Steinberg, 1981). On distingue trois zones:
- une zone monocouche où l'eau est fortement 1ièe à a surface du sa 1ide et où
l'enthalpie de vaporisation est très supérieure à celle de l'eau pure.
- une zone multicouche où les niveaux d'énergie diminuent et où l'eau est de moins en
moins liée (enthalpie de vaporisation à peu près égale à cel le de l'eau pure).
- une zone dite de condensation capi 1lalre qui correspond à l'eau libre.
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flgJr6 1: Isotherme de sorptioo et évolutloo de j'enthalpie d'évaporation de l'eal.l
sur de l'amlOO'l de IMIlloo dextrlnisé. (d'apras Soekarto & stelrberg, 1981).

Même si la ct 'st inet ion entre la seconde et la tra is léme zone est aÎft le i le à
étabi ir en termes de contenu d'eau ou d'Aw, el le peut être estimée sur la Fig.1 aux
alentours de 20 % d'humidité, correspondant à une Aw de 0.80 à 0.85. Ainsi,
contrairement à ce Qui est dit dans un certain nombre de définitions, il ya présence
d'eau libre dans les sUbstrats sol Ides pour les humidités pratiquées en FS
(laukevic~ et col., 1984; Mudgett, 1986).

Pratiquement, seule "eau correspondant en partie à la zone multicouche et à la zone
de condensation capi 1laire peut participer du métabol isme du champignon.

111-2.3, Influence sur la croissance et le métabolisme

On peut définir trois raies importants de l'eau dans le processus de FS:
- l'eau de réaction, nécessaire a la constitution du mycélium et au mètabol Isme et
qui intervient dans la stoechiométrie de la croissance (Van den Berg et
Bruin, 198i)
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- l'eau en tant que véhicule des enzymes. des nutriments et des métabol ites
extra-cellulaires. Les techniques de RMN du proton permettent de définir ainsi un
point de mobil isation d'un soluté, Qui correspond à la quantité d'eau minimum
présente dans un corps pour laque 1le on commence à observer des phénomènes de
solvatation (Ducksworth, 1981). Ainsi le point de mobil isation du glucose dans
l'amidon de pomme de terre est de 22 g d'eauf 100 9 d'amidon. Une augmentation de
l'humidité augmente de plusieurs ordres de magnitude les coefficients de diffusion
des solutés.
- l'eau qui intervient dans la solubi 1isation de 1'02 gazeux; ce dernier phénomène
n'ayant pas été Jusqu'alors mesuré en fS.

Un grand nombre d'auteurs ont mis en avant l' importance crue 1ale de l'eau et de l'Alli
dans 1es fS même sil (;<s effets observés n'ont pas toujours reçu d'exP Il cat ions
satisfaisantes.
Nishio et col. (1979) rapportent une augmentation de la vitesse spécifique de
cre issance, de 1a biomasse et de 1a synthèse d'enzymes (hydre1ases de 1a peau
d'orange) de A. niger sur son de blé lorsque l'humidité Initiale (HI) augmente de
32% jusqu'à un optinun situé à 56%.

Raimbault (1980) traval liant avec A. niger sur amidon de manioc note une
augmentation de l'humidité de 10 à 15% aprés 25 h d'incubation. Au fur et à mesure de
la croissance, l'eau s'incorpore au mycél ium et des calculs théoriques montrent une
diminution de l'eau libre qui ne representeralt plus que 13% de l'eau totale à la fin
de la fermentation. Cette valeur est 1imite pour le métabolisme des champignons et
cet auteur déduit der.<: ~ la croissance est arrêtée par faute d'eau disponible,
alors QU' i 1 reste encore de 25 à 30% de substrat.

Narahara et col. (1982) étudiant le procédé d'obtention du "kojl" observent une
augmentation de la biomasse produite et du taux spécifique de croissance avec une
augmentation du contenu d'eau initiai de 25.6 à 40.3% soit des Alli de 0.942 à 0.975.
Pour ces auteurs le concept d'Aw est plus important que celui d'humidité initiale.
Dans tous les cas, Ils observent un arrêt de la croissance lorsque l'Aw atteint
0.90. Dans cette étude, l'abaissement de l'Alli est carrelé avec une accumulation de
sucres 1ibres, non assiml lés, à l'Interieur du substrat. Enfin en ce qui concerne la
production d'enzymes, une augmentation du contenu d'eau initiale améliore la synthèse
d'amylases mals diminue cel le de protéases. Pour cette raison, ces auteurs
recommandent de maintenir une Aw élevée durant la phase de croissance puis de
l'abaisser au début de la synthése des protéases.
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Sato et col. (1983) ont mis au point 1fI IlKldèle DOUr la croissance des
microorganismes en fS en utll isant de la ~lpe de bols Illtlréglée d'Ul mil leu
ootritiornel. Les résultats obteoos avec lfIe lewre,candlda 11\X)lytica, ont
montré que le tauxspéclfl~de crolssance~ugmente avec l'Hl ôJ milleuet avec
l'Humidité relative de l'air passant dans le fermenteur.
Sakura 1 et co 1. (1985), ut Illsant le pa in COOIIIEl Slbstrat pour modè liser la
cro lssance de A. oryzae en mil ieu sol Ide notent l.J)8 aUJl1lElf'tat ioo cil taux
spéCifiQUe de croissance quand l'Aw passe de 0.97 à 0.99.
Hoe-Klm et col. (1985) en diminuant l' Al'I par ajoot de sels ou de PEG observent
que la vitesse de croissance apicale de T. reesei est affectée en dessoUs de 0.99
et mettent en évidence des effets croisés de 1'HI et de la teqJérature sur la
production de cellulases.
En généra l, les travaux concernant les fS sur stbstrats 1ifFiOCSllulosiques mootrent
qu'lIle augmentat Ion de l'HI améliore la vitesse de croissance des challfill1lOOs et la
conversion de la cellulose et colncident sur l'existence d'lfIe HI optlllUll pour la
productim de cellulases (Abdullah et col., 1981, Nishlo et col., 1981,
Rao et col., 1983, Deschamps et co!., 1985).
En ce qui concerne les métabol ites secondaires, Hesseltlne (1917) IY'te qU2 œl'y.;
la production d'aflatoxines par A. flavus sur ôJ rIz, des Hi Sl(Jérleures à 40% se
traduisent par une llIfiOrtante dimlnutloo dU rendement. De mêIIIe, L1ndenfelser et
Cle9 1er (1975) observent lIle ra lat Ion entre la prockx:t illï d'ochratoxines et
1'humidIté au cours de la fermentation

111-2.4, ContrOle de l 'tunldlté

Tous ces résultats ont mis en évidence la necesslté de concevoir des procédés
permettant de bien cOj"ltr~ler l'eau au cours de la fermentation. Il faut dans ce
chapitre faire U1e parenthèse sur les réacteurs utilisés en fS.
Il existe des réacteurs "dynamiques" de type pétrin (Raimbault (1980),
Deschamps et col. (1985» ou tambour rotatoire (Llndenfelser et -elegler

(1975), Toyama (1976). SI Iman (1980» ~l permettent d'additionner de l'eau

et d'homogénéiser en cours d'opération (cf. Fig. 2: réacteurs de fS). Ce dernier type
de réacteur préSente donc l'avantage de pouvoir contn'ller l'hlInidité rapidement

dUrant toute la fermentation mals aussi de permettre l'ajout de sels OC! de slbstrat à

l'état dissous. Les principaux inconvénients résident dans l'agltatloo de la masse,

une homogénéisation trop forte pouvant provoquer une rupture des hyphes et nuire
ainsi au développement mycél ien.
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(2a) Fermenteur dynam 1CJ,13 de type talltoJr rotatoire poor la prt!parat Ion àJ ka] 1.
D'après Toyama (1976) .
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(2b) Fermenteur statl~ à pla~s verticales de type "Zymotis·. D'après Roussas
(1985)

f IgJrs 2: Différents types de fermenteurs ut i Ilsés en fS.
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(2c) ferment6IJf stat 1(1.11 dl; type
"p iateau" pour la préOarat 1011' dl
ka]I, D'après /Ud:alla (1974)

(2rJ) fllflllGr!tS\Jr dY1'Wli~
de type "Pétr in". D'après
Ralmal!!t (1980),

Dans la majorité des cas les réacteurs sont "statiques" ou fermés tels le fermenteur
à plateaux (pour la préparation du "kaJi"; Nunokawa, 1972, !9yal11a, 1976), la
colorm (t!.aimbault et Alazard, 1980), la "boite" (Narahar~ et col.,

1982), le fermenteur à plaques verticales "zymotis" (Roussas, 1985) (cL Fig. 2:
réacteurs de FS). Dans tous les cas, le matériel est introduit au débUt de la culture
et les seules actions possibles sur l'hunidité et l'Aw en cours de fermentation
cons istent :
- à changer l'Hr de l'air entrant dans le fermenteur: des variations dt; degré de

saturation de l'air provoquent Lm sorption ou une désorption d'eau sur le substrat

(Laukevics et col., 1984; Gervais et col., 1986) mais suivant le mode

d'aération, i i faut vai 11er à ne pas créer des gradients d'humidité dans le substrat,
- à changer ia température: Narahara et col. (1984) ayant observé des gradients
longitudinaux d'tunidlte dans un réacteur de type "boite" ont ainsi mis au point 1$1

procédé de contrOle basé sur une éqJation rel iant les productions de C02 et de
calories. Apartir des données de température de l'air à l'entrée et à la sortie et
de production de C02. une simple régulation de la température de l'enceinte
entourant le fermenteur permettait de maintenir l'humidité homogène au sein de
celui-ci.
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111-3. Aérat ion, échanges gazeux

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

connus, un critère équivalent au Kla des fermentations liQUides étant dlfficl le à

mesurer en FS. SUivant les auteurs, la problématl(JJ8 de l'aération est abordée

différemment; ainsi hbo-YClIllg et col.(1982) distinguent les transferts de masse

Inter et intra-partlculalres:

- le premier paramètre concerne le transfert de 1'02 dans le volume intersticiel

de la masse solide et dépeOO dm:: de la nature dJ sttlstrat, de la teneur d'eau mals
auss 1 de i'état ct' avancement de 1a fermentat 100.

- le transfert Intra-partlculalre est QUant à lui assimilé par cas auteurs aux

phénOmènes de diffusion de 1'02 dans les pellets en milieu liQUide et Ils

déve loPpent un modè 1e semb 1ab 1e.

Dans le deuxième cas Il faut twt de même considérer QJeIQ.les différences
Importantes de la FS par rapport au pellet coovne par eXSllVle l'attachement

substrat-mycélllJ!l et les cm::lltlons hydrodynamlQU8S.

Lonsane et col. (1985) preposent la participation de deux~ pour

expliquer le transfert de 1'02 dans les conditions de la fermentation solide, le

premier étant un transfert direct de la phase ~euse au microorganisme, COItItI6 par
eX61lq)Ie dans les fermentatIOns sur hydrocarbures èt le second un transfert wgaz il.

la phase liQUide comme c'est le cas dans les fermentations liquides. t.lals, bien cpJ8

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

Quoi qu'i 1 en soit, l' illq)Ortance de l'Interface slbstratlllQUlde/alr observée m fS

rend 1e prob 1ème d' aérat Ion ma 1ns cr 1tique que dans 1es fermentat Ions IIQJ 1des et par

conséquent le coat énergetlQUe de l 'aératlon-agitatlon est bea1.l:Ql4) plus rédJit.
C•est seu1emant lors des extrapo 1at ions de procédé QUe l'on se heurte à des prob 1émes

d'hétérogénéité, ainsi Rathbun et SchUler. (1984), utilisant un plateau à

aération longitudinale avec une épaisseur de couche de 6.3 cm poor la ferllla1tatlOCl dl

Tempeh ont observé des gradients Illq)Ortants dans la composition gazeuse de l'air, la

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

atte Indre 21 %dans la part le Infér leure w réacteur. PoJr cette ra lson, de rmbreux

auteurs recommandent une agitation Intermittente de façon à assurer l'homogénéité l1.I
système.
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En ce l1J 1 coocerne 1a product Ion d'enzymes ou de lllétabo 1ites, l'aérat ion ma iS él.USS i

les pressions partiel les (PP) d'02 et de C02 Jouent des rOles importants.

~Jracharya et col. (1981) observent \l) effet bénéf ique de la PP d'02 sur la

prOOJctlon d'amyiases par A.oryzae sur du riz et en concluent que la FS convient

bien de ce point de vue ià à la production d'enzymes. De la même manière,

Narahara et co 1. (' 982) obt 1ament de me i Il eurs rendements d' amy 1ases pour llle pp

de C02 de 2% lors de 1a phase exponent ieIle de cro issance et de protéases pour l.rI6

pp de 5 %durant la phase stationnaire.

1î 1-4. Chaleur mêtabol!~

SI lors des fermentations 11~llde~ dans les réacteurs Infiniment meiangés, la chaleur

prodJite par le microorganisme lors de la respiratlcn est instantanément dilUée et

dIssipée, cIélnS les fS, la forte densité t:il mycélllJll. la faible teneur an eau et

l'absence de llIé lange peINent CClO.1J! re il U"le élCCUII'IJlat ion œ CIl lor les nuis lb la au

déve loppement cil champ 1g1OI1.

Ainsi Ralllt!auit (1980) et !tIarta (1984) cultivant ~ sur de la

farine de manioc dans des réacteurs de type colome placés dans lfl bain thermostaté,

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

la colonne dépasse 4 cm. Le gradient radiai de température peut même atteindre 10'C
pour des d!amétreS de 8 cm. Ratttlln et scruler (1984) travaillant la

fermentatioo l1J grain de soja par Rhlz~ ollgosporus dans \l) fermenteur de type

plateau à aèratlor. longitudinale mesurent Ln gradient de 3'C/cm lors de la phase

e)(j)(X1OOt 'e Ile de cro 1ssance , l'épa 1sseur de 1a couche étant de 6.3 cm.

L'élimination des calories comme la nécessité d'lJ1e aératloo homogène sont les

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

controle peut s'exercer à différents niveaux:

- L'Mldlté: me augmentation de l 'humidité modifie la conduction thermique du

stbstrat et du mycélllJll.

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

convect Ion forcée. De même le contrO le de l 'hum id Ité ra lat ive de l'a 1r peut

permettre une él imlnation des calories par évaporation. Le refroldlssew.ent par
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aératletl oolt néarvnolns être manoeuvré avec précautl~ si l'on ne veut pas

prov0QJ9r de séChage c1.t prcx1J1t .

- La thermostatatlm dl réacteur: Elle favorisa la dissipation de la chaleur par
conci.tctletl à partir des parois c1.t réacteur; celui-cI peut ainsi être placé dans une

ence Inte thermostatée (Narahara et co 1., 1984), posséder lJ'lEl jaquette

(LatJ<evlcs et col., 1984) ou être inœrgé dans un bain thermostatë

(RalnDault et Alazard, 1980). Dans le réacteur de type "Zymotls"

(Rousses, 1985) des plaques de pasteurisation verticales compartimentent le

réacteur et assurent le refroidissement de la masse (cf. Fig. 2: réacteurs de fS).

- L'agitation: une agitation Intermittente augmente la surface de contact entre la

masse et l'air ou entre la masse et les parois cil réacteur et contribue ainsi à

dissiper les gradients de température.
JuS(J.I'à maintenant, l'accllll.llation des calories a coostltué \.Il Inconvénient sérieux

dans l'extrapolation des réacteurs de fS et \.Il grand rarore d'études cl' Ingénleurie

sont en coors pour résoudre ce prob 1ème .

111-5. Iii

La forme de l'eau dans 1es substrats 50 1ides a tOlljOllrs const 1tué \.Il obstac 1e à une

mesure satisfaisante ci.! pH. Dans la majorité des cas on mesure le p-l après mise en

suspension d'me part d'échantillon solide dans 3 à 4 parts d'eau. cette méthode si

elle permet de mesurer un pH global n'est sans doute pas représentative des micro-pH

locaux !il f Ilm aqueux OÙ se passent dans 1a réa Il té l'essent 1e1 des réact Ions

biochimiQUeS.

le contrOle du pH dans les fS est donc dlffici le et, en pratique, Il est assez

rarement entrepris. Le bon pouvoir tampon des substrats 501 ides mals aussi du mélange

sai in Initiai (Ra Imbault et Alazard, 1980) font que pendant la croissance, le

pH ne conna 1t pas de var 1at Ions extrêmement bn.lsQUe5 n1 ne descend dans des zones

crltlCJ,16S pOUf le métabolisme.

111-6. EstImation de la biomasse en fS

l'estimation de la biomasse et de la cfoissance des champi~ fi lamenteux en fS a

été et reste ln point délicat. Du fait de la nature solide du stbstrat, les mesures
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rapides comme la turbldimètrie ou la nephélomètrie couramment pratiquées en

fermentatioo 1iquide soot impossibles il appliquer en fS. ()) est obligé de procéder à

t..rl échantillonnage et à des dosages chimlcpJeS rendus difficiles par l'intrication

existant entre le Slbstrat et la biOillasse. Ainsi les méthodes reportées dans la

1ittérature ont toutes leur part d' 1œonvèn lents et d' Ill1Jréclsioo.

Les Japonais utî 1isent le plus souvent le dosage de la gilalasamine cp.ll est lJ'l

constituant de la paroi 00 champlgm. Mais d'lnl part, la W'lCOOtratlon de

91ucosam 1ne cont 1!1.JS à iiUlJDl3l1ter pendant 1a phase stat loma1re (sakura 1 et co l ,

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

d'extraction mis en oeuvre (Aldoo et 001., 1981).

Sugama et OI<azak 1 (1979) ont m13 au po Int lJ'le méthode pcndéra le p:ur I\iElSUrar

la biomasse du "ka]I", cette métrode fait appel à l'hydrolyse w riz résiwel par des

glucoamylases puis à la déterminatlm du PJids sac de mycélllJll. ca procédé n'est

applicable QU'avec des substrats 100% amylacés

La major Ité des auteurs dosent les proté Ines liJ chall1J 1(TIClrl sa It par la méthode œ

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

lignines, soit par la méthode de Kje ldah 1 après précipitation des protéines à "acide

trichloracétique. cette méthode qui est la plus courallll1ent citée présente les

Inconvénients d'être longue et cie piètre sensibilité. Enfin, Ll'le méthode

alternative mais toute aussi lourde consiste à doser les acides aminés totaux après

hydrolyse acide (Penaloza et col, 1985;~ et col. 1985).
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0"1 peut éga lement suivre les acides nue lé IqJes (pr lne Ipa lement ARN) QUi const ituent

1Il boo loolcateur de l'état de la biomasse (-Arima et zuni 967; bacharya

IIllttl980). Les résUltats restent toutefois dÎfflc! lement comparables entre eux
puiSQUe le taux d'MN est fonction M"I seulement de la Quantité de biomasse mals

aussi de la vitesse spécifique de croissance.

Parmi les méthodes d'analyse plus perfectlomées, Wlssler et col. (1983)

rapportent l'emploi de la spectrOlllétrle de masse. cette teclYllque leur permet

d'effectuer 1Il bilan N13/N14 sur différents échanti 11005 preclpltés à l'acide
trichloracétique et d'estimer ainsi l'Incorporation de l'azote dans la biomasse.

Enfin de nooDreux auteurs préconIsent l'utilisation de la gazomètrle QUI est la seule

méthode capab 1e de fourn 1r des doIl1ées en Ilgne et de su 1vre 1es fermentat Ions. A
partir des mesures de C02 et d'02 on peut calculer avec LI1e bonne précision la

biomasse présente dans le réacteur et son taux de croissance (~ et

CJ<azakl, 1979; Ralmbault, 1980; Carrlzalez et col., 1981; sato et

col., 1983; lU-Kim et col., 1985).

111-7. Coocluslon

Cette revue consacrée à ! 'étWe des caractér Ist IQUeS et paramétras Importants de la

fS nmtre QU'II reste 1I1 certain nont>re de points à élLK:lder sur la physiologie de
croissance des c!"IaqlllJlOOS dans ces conditions, notamment en ce QUI concerne l'eau,

l 'act Ivlté de l'eau et 1'aérat ion.

CooIne nous avons pu 1e va 1r ,la concept Ion des réacteurs est sOlJ1lI se à des

contraintes et des problémes ~.l'l.l)e meilleure comalssarœ des processus

phys 10 log ÎQU8S pourra it arr Iver à aliéger va ire à réSoUdre. La FS accuse ll'l énorme

retard technologique sur les fermentations liQUides et une aIDé 1ioratlon des réacteurs

et de l' InstrlJl1Elntatfon est fondamentale pour son avenir.
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DEUXIEME PARTIE:

MATERIEL ET METHODES
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MATERIEL ET METHODES

1. MATERIEL BRUT

La farine de manioc (Manlhot esculenta) utll isée a été obtenue à partir 00 ttbercule
frais, Le processus de préparation a été le suivant: le tubercule a été pelé.
decoupé, gélatinisé à 120'C à l'autoclave durant 15 Inn puis refroidi à O'C une nuit
pour favoriser la rétrogradation de l'amidon. Les IIIOrceaux de manioc ont ensuite été
séchés. IOOUlus et tamisés. La fraction COIIPrlse entre 20 et 50 mesh a été utl Ilsée
pour les cultures en mi lieu solide et les fines pour préparer les mi lieux d'obtention
des spores. Cette farine contenait approximativement 80% d'amidon et 2% de protéines
poids sec.

Le support utilisé a été de la bagasse de canne à sucre gracl~t fournie par la
Sucrer 1e Em i 1iana Zapata de Zacatepec (ttlr.) au Max 1que. Les différentes fract Ions de
la bagasse ont été séparées industr le 1lament par cye 1one et nous avons conservé la
partie enrichie en moelle, moins 1igneuse et de capacité d'absorption suPérieure.
Aprés tam isage , nous avons, sauf spéc If lcat Ion conservé la fract Ion compr Ise entre 20
et 50 mesh. cette bagasse contenait à peu prés 10% de sucres reslduels lesquels
furent el Iminés à 00% par lavage à l'eau.

Il. CONSERVAT ION DES SOOCHES ET œTENT ION DE SPORES

La souche ut i 11Sée est lI'Ie souche de Asperg l "us nIger var. henneberg 1 If 10
isolée et earacterlsée par Ralmbault (1980).

La souche a été repiquée tous les six mols sur un milieu "malt-agar" et conservée à
4·C.
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La ~Ition âJ milieu utilisé pour l'obtention de spores est la suivante:

40g
4 g
2 g
1 g

15 g
QSP 1000 ml

farine de manioc
(1ti4)~4

KHf04
Urée
Agar
Eau

la farine de manioc est gélatinisée en portant le mélange à ébullition durant 15 mn
puis après refroidissement, le ~ est ajusté à 5.6 avec de l'acide orthophosphorique
et le milieu est réparti en Erlenmeyers de 250 ml à raison de 25 ml chacun. Les
Erlens sont ensuite stari [Isés à l'autoclave à 110'C durant 25 mn. Les mi lieux
refroidis jusqu'à une température de 4Q'C sont inoculés dans la masse avec 2 ml d'une
solution de spores obtenue par resuspenslon à partir des tubes de conservation.

Les Erlens inoculés sont incubés à 25'C durant 7 jours, telllPs aprés lequel on peut
observer une sporulation uniforme sur toute la surface du ml lieu. La récolte
s'effectue à l'aide d'm agitateur magnétique par resuspension des spores dans de
l'eau additiomée de 2 gouttes de Tween 80. La suspension ainsi obtenue est filtrée
sur de la gaze pour éliminer les particules de milieu ou de mycélium puis diluée de
façon adéquate dans de l'eau avant de procéder au comptage sur une cel Iule de
Neubauer.

III. METHODE DE CULTURE

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

Pour les cultures comportant du manioc et de la bagasse, la bagasse est humidifiée
avec 50% de l'eau totale pUis stér! 1isée à l'autoclave pendant 15 mn à 120'C p~Jr

éviter toute contamination ultérieure par la microflore de la bagasse. Les sels sont
quant à eux dissous dans les 50% d'eau restants et aprés addition des spores, le pH
de la suspension est ajusté à 2.7. Une fois la bagasse refroidie, el le est mélangée
avec la farine de manioc puis inoculée avec les spores en suspension dans la solution
saline. La QUantité d'inocuium est de 2 x 107 spores par g de farine de manioc.

En ce QUi concerne les cultures sur support imprégné, la bagasse est humidifiée avec
50% de l'eau totale contenant le ou les substrats à l'état dissous (la concentration
de substrat de cette solution est donc double de la concentration finale) et le
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mélange est stéri 1isé à "autoclave durant 15 mn à 12O·C. Les sels sont dissous dans
1es 8)% d'eau restants et apréS add it ion des spores, 1e pH de 1a suspens Ion est
ajusté à 2.7. La bagasse imprégnée de la sa lut ion COIitenant le ou les sltlstrats
dissous est ensuite refroidie puis inoculée avec les spores en suspension dans la
solution sai lne. Sauf spécification, la quantité d' lnoculum est de 2 x 107 spores
par 9 de sLilPOrt (bagasse).

la compos it ion w mi 1leu sai in pour 100 9 de sLbstrat est la suivante:

9.8 9
5.0 9
2.4 9

Le matériel irœulé est ensuite disposé dans des colornes de verre cyllrdriques de 20
cm de hauteur et 2 cm de diamètre à raison de la à. 20 9 par oolCl"rle se 100 la densité
w maté. le 1 00'iS idéré. Les co 10IY1eS sont placées dans l.I'l ba ln therlllOStaté à 35'C et
connectées à l.I'l système d'aération, laquelle est fixée â 0.4 1 d'air par heure pour 1
9 de slilstrat sec.

IV. t.fTHOOES D' ANALYSE

lV-l. Gazométr le

La consommat Ion d'oxygène et la prOt1lct Ion de C02 wrant les fermentat 1005 ont été
mesurées en continu par gazomètrle. l'air effluent d'une colonne contenant 30 g de
matériel hUmide est séché par passage au travers d'une colonne de condensation puis
d'une co 10'YlEl de SIIIcage 1r montées en sér 1e. Un éChantill on de l'a 1r sec est ensu ite
pompé à Ln débit précis Jusqu'à lrI analyseur d'02 de type paramagnetlQue servomexr

comecté à l.I'l enregistreur Cole Parmer f . lk1 autre échanti lion de l'air effluent séché
est pompée voll.JI1étriquement et sa composition déterminée dans l.I'l analyseur de C02
Infrarouge Beckmanr (Medical COz Analyzer) lui aussi connecté à l'enregistreur (cf
Fig. 3: Schéma du dispositif)

Les deux analyseurs de gaz indiquent respectivement les variations des pourcentages
d'Ozet de C02 dans le gaz effluent; lesQUels sont ensuite transforméS en vitesse de
ccnsoonatlon.(V02) ou de productloo (VCOZ) en IIPJltlpliant par le débit de l'air au
travers du reacteur.
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IV-2. Analyse des échanti1 loos de fermentation

1V-2.1. Poids sec

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

IV-2.2. Protéines

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

-La présence de lignines dans la bagasse produisant des interférences lors du dosage
des protéines par la méthode de Lowry, les protéines présentes dans les
échanti 1Ions provenant des fermentations contenant de la bagasse ont été dosées après
hydrolyse acide par mesure des acides aminés totaux. Le processus analytique est le
suivant:

- Les échanti 1Ions sont tout d'abord été séchés à 6O'C pendant 24 h puis broyés
et tamisés (40 mesh).

- 200 mg d'échantillon sont ensuite hydrolysés avec 6 ml de Hel 7 N en ampoules
sce Ilées il l'autoc 1ave il 12lJ'C pendant 20 mn. :

- Après refroidissement, on procéde il une neutral isation à la soude puis les
hydrolysats neutral ises sont centrifugés ou decantés.

- Le surnageant est ensuite di IUé de façon adéquate pour la réaction
calorimétrique avec la nin~ydrine (Sne 1i, 1956), le standard étant constitué par
une solution de caséine de concentration connue.

IV-2.3. Sucres

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

- Pour 1e dosage de l'am jdon rés idUe!, 1 ml d' homogèné isat est hydro1ysé en présence
de 5 ml d' HCI lN à 9Q'C durant 3 h. l'hydrolysat est ensuite neutral isé avec 5 ml de
soude 1 Net les sucres réducteurs résultants sont dosés après di lut ion par ia
méthode de Mi 11er (1959) contre une so!utlon standard de glucose.

38



- Pour le dosage cl! saccharose, Ln èchantillon de l'homogénéisat est centrifugé et 1
mi de surnageant est mis en contact avec 1 mi de solution d'invertase à température
ambiante pendant 1 h. Les sucres réducteurs sont dosés sur l'hydrolysat di lue par la
méthode de Mi 11er (1959).

- Pour le dosage du glucose, l'homogénéisat est centrifugé et le glucose est dosé
directement par la méthode de Mi 11er (1959) sur le surnageant convenablement
di lue.

IV-2A. Acides nucléiques

L'échanti 1Ion est dilué (25 fois) puis homogénéisé à l'aide d'un Ultraturraxr , 5 ml
de l'homogénélsat sont alors centrifugés et le surnageant est elimillé. on procéda
ensuite à lJ1El extraction acide des acides nucléiques en redlspersant le culot de la
centrifugation antérieure dans 5 ml d'acide perchlorlQ.Je (1'C104) et en le mettant 25
mn à incubation à 70'C avec Lne agitation Intermitente. Après refroidissement, la
suspension est centrifugée et la concentration d'acides nucléiques (principalement
ARN) du surnageant est déterminée par lecture à 260 nID contre une solution standard
d'ARN de levure (Sigma Labs.).

IV-2.5. Glucoamylases

Le milieu de réaction est le suivant:

Solution d'amidon (15 g/l) 2.5 ml
Tampon citrate pH 4.5, 0.1 ~ 2.0 ml
Solution enzymatique 0.5 ml

La réactioo enzymatlQ.Je se fait à arc et l'on prélève i mi d'échanti lion au
temps 0 (immédiatement après avoir ajouté la solution à activité enzymatiQUe) et
au temps 15. La réaction est arr~etée dans le réactif da DNS et les sucres
réducteurs libérés sont dosés par la méthode de Miller (1959).

Une unité internationale (UI) d'activité glucoamylasique correspond à la
quantité d'enzyme QUI 1Ibère une mlcramale de glucose par mn dans les conditions
données ci-dessus.
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IV-3. t.Esure de l'activité de l'eau (Aw)

Pour la mesure de l'activité de l'eau, nous avons utilisé un a~reil Novaslnar

const itUé d'un capteur rodéle BS et d'un instnJnent de mesure IUnldat IC Il.
L'appareil a été étalomé dans une gamme d'tuniditéS relatives (~) de 0.750 à
1.000 avec des sels saturés d'Aw connues. Les mesures sont faites à 3l)'C avec un
temps de stabilisation de ['instnœnt de 3 h, et la précision donnée par le
fabricant est de 1% d'HR.

Expér imenta1ement, de 3 à 4 9 cl'échant 11100 sont si basa 1n découpés et
introduits dans des COlPSlles fournies avec l'appareil, Pour les échantlllQ"ls de
fermentation. et afin que le produit n'évolue pas pendant les 3 h de la mesure,
les échant i lions sont exp:lsés durant 10 mn à un rayonnement LN de 254 nm de
longueur d'onde et 300 W de pu 1ssance ,la coupe Ile étant placée à 11 cm de 1a
source lum ineuse.

rV-4. Microcalorlmétrie

Pour ces études nous avons pu disposer d'lI'l microcalorlmètre dlfferentiel LKBr
appelé Thermal Activity Iblltor (TAM) COt1Wrtant 4 canaux tous dolblés d'lIIS
réferance. ce microcalorlmétre mesure l'énergie de refroidissement que doit
apporter le système pour ma inten ir la température constante. Son seu Il de
détection est de 0.2 mlcroWatts soit moins de 10-B·C avec une précision
slllér 1aure à 5%.

Pour les exPériences de croissance, le matériel solide est placé dans des
flacons de 3 ml ensuite stérilisés puis Inoculés avec une suspension de spores
contenant 1es se 1s et éventue Il ement 1e glucose. ChaQUe expêr 1eœe comporte lI'l
flacon témoin lI'llQUel!lSnt additionné de la solution nutritive sans les spores. Un
courant d'oxygène est ensulte passé dans le flacon durant 1 mn pour en saturer
l'atmosphère puis le flacoo est scellé hermétiquement avant dAetre placé dans
le microcalorimétre.
Toutes les expér 1encas ont eu 1leu à 3TC. en doltlle et les therl1lOJrammes
ëta 1ent enreg istrés en cent inu .

vI ESTIMATION DE LA CROISSANCE A PARTIR DES VITESSES DE CONSa.NATION

D'OXYGENE

La biomasse peut être calculée à partir des vitesses de consommation d'02- On
salt que la vitesse de consommation d'02 (r02) est proportionnelle à la vitesse
de formation de biomasse (rX):
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(1)

où Y02 représente le nnlement de blamasse par
rapport à l'oxygène (g de blomasse/g·d'02)
mQZ est le coefficient de maintenarce pour l'OZ

L'intégration de l'équation (1) de 0 â t donne:

Plus leurs méthodes d'Intégra! Ion sont clécr ltes dans la ! itterature (-Garr lza les et

co 1., 1980; Hoe-K lm et co 1., 1985) et nous avons cha Is 1 la méthode préconisée par

Sato et col. (1983) pour estimer la croissarx:e de le\IUres sur ~rt solide.

SI l'on considère 111 Intervalle de mesure T de 1 h, l'éQJatlon est résOlue avec tJl9

borne approximation en posant:

rOz dt =T/2 (rOZ 0 + 2(r02 l+rOZ~ ...+r02
t-l)+rOZ t) (3)

et Xdt = TI2 «XC + 2(Xl+X~" .+Xt-l)+Xt) (4)

l'équation (2) devient donc:

Xt = Y02 x (1/2(rOZ O+r02 t)+ rOZ ,) + (5)
(l-alZ}XO-a XI 1(1+a/2)

Où a = YOZ x rnOz

Les valeurs de '1'02 et moi QW nous avOriS utilisées smt celles calculées par

Ralmbault (1980) pour la souche deA. nlgaret (J.J! sont respectivement de 1.55 9 X/g

Oz et .007 9 02/g XIh.

Pour estimer Xc. nous avons CCflSldéré les spores comme des cylindres de 3 microns de

diamètre et 2 microns de longueur (Aufeuvre et Rairnbault. 1981). sad'lant QJEl la
densité d de la spore se situe entre 1.0 et 1.1 (Hal'l1<er et Madelin, 1978) on

peut calculer le poids d'une spore. En ce qui concerne le contenu d'eau des spores.

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

La quantité d'inoculum 1 par gramme de substrat la plus couramment uti Ilsée dans
cette étude est de 2 x 107 spores ce QUi représente Lr'le biomasse de:

Xc = r21x d x 1 = 0.0006 glg de slbstrat poids sec

Cette vaieur est du mAeme ordre de grandeur que cel les de 0.0012 et 0.0005 rapportées
respect 1vemant par ~~..i.~.!~~ (1980) et ~ato et co 1. (1983).

Sur ia base de cette éQUation, un programme Basic d'intégration des vitesses de

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

X, rX et ,Tous les résultats sont exprimés par colonne soit 30 g de matériel humide
Initial.

....
o •

•. .
: ... coton

- - ~:::::,;c;,:a:.:.r~d~

humidificateurs
de l'air

air ~c

SI icagel

Figure 3: DIspositif uti IIsé poor l'analyse des gaz effluents des COllmElS de ferœntatlcn
sol ide.

42





TROISIEME PARTIE:

RESULTATS

44



les valeurs dans ce cas
1.0058.

RESULTATS

l , ETlIlE DE L'EAU DANS LA CULTURE DE A. NIGER SlJl AM 1DON DE MAN 1OC

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

Nous avons déterminé la partie de "Isotherme de sorptlon de l'eau sur la farine de

manioc dans la zone d'hunldlté ccreernée par la FS, cette partie correspondant à des
Quant ités d'eau de .1 à 1 glg de far ine sèche. L' isotherme représentant IV (g d'eaulg
de po Ids sec)

en fooctlon de Awest porté sur la Fig. 4..

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

•Aw = Kl (IV ) + K2 (6)

où W· est le contenu de solide par 9 d'eau = l/W
K1 et K2 sont des constantes dont

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

ut! liser le terme W· revient à uti liser la molallte du produit QUi est la forme la
plus employée dans les calculs de Aw (Ross, 1975).
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~------------

fi~e 4: Isotherme de sorptlCIl de l'eau
sur la farine de IIaI1loc.

012345678

Wl9 Sol.!aH::!OI

fI~re 5: isotherœ de sorpt lCIl de l'eau sur
la farine de IIaI1loc linéarisé d'après 1'éQJatlm (1).

Comme on peut le voir, pour lJ'I8lunldlté de 50 ï l'activité de l'eau dans la farine
de manioc est proche de 1.00 (.988). Mals Il faut aussi prendre en caq:>te l'autre

coostltuant essentiel dJ Rlilleu de culture: le méla1YJ8 salin. Nous avons dooc

c1étermlné l'Isotherme de sorpt Ion de ce méla1YJ8 (cf. ~It Ion dans le chapitre
Matériel et ~trooes).

Cet Isotherme 1inéarlsé par l'~tlon (6) est représenté sur la figure 6. La pente

de cet Isotherme est plus de lD fols ~r1eure à la pente de L'Isotherme de la
farine et on peut donc penser que la solution saline aura une Influence prépondérante

sur l'Aw dJ slilstrat.

fI~re 6: Représentatilrl linéarisée d'après
l'éQJatlct1 (1) de l'AN en fcn:tlCIl de la
cancentratlm c1J lllélange salin en solution (iii a).
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Pour estimer l'Aw d'Ln mélange (Awf) l'éQUation la plus utilisée est l'éQJatlon de
Ross (1975):

AWf = (Aw1) (Aw2) (AW3) .... (Awn) (7)

où (Awn) représente l 'act 1v1té de l'eau de chaCU1 des n
const ituants c1I mé 1ange .

cette éq.Iat Ion a été a~tée par Narahara et col. (1982) pour expll~r

l'évo lut 10Cl de l' Aw !i.I mil leu au cours de la fermentat Ion !i.I "koJ 1".

Ainsi si nous aWI ill.lOOS cette éQJatloo avec les valeurs d'Aw des ccnstituants

calculées à partir des Isothermes linéarisés, nous ootleoorcns pour le Slbstrat

initiai (85 %de farine + 15 %de sels PS) humidifié à 50 %une AWf = (.982).(.957)

soit .940. Or, la valeur expérimootals mesurée est œ .937.

La premiére conclusion i~rtante c'est donc que pour les tunidités cour/llIIllent

pratiQléeS, l'Aw Initiale c1I mi lieu de fermentation est basse et essentiellement

dépendante de 1a quant 1té de se 1s.

1-2. Croissance de Asperg Illus nlger sur amidon de manioc

1-2.1. Cinétique de croissance

Sur la Figure 7 nous pouvons observer la cinétique de croissance, de ccnsOlllMtlon de

sucres et de production d'amyloglucosidases de~ sur amidon de manioc. Ces

résultats sont comparables à ceux décrits par RaintJault et Alazard (1980), à

savoir Ln enrichissement protéique de l'ordre de 10% Poids sec Initiai (PSI) soit

0.25 9 de mycél Iwg de PSI, aprés 25 h d'lncWatlon. La consommation de sucres est

de 50% PSI et le rendement de transformation des sucres en biomasse est proche de

0.5. La cinétique légèrement plus rapide peut être attribuée a la quai itè

différente de la farine de manioc.

Sur la FigJre 8 sont représentées les cinétiques de vitesse de prolitctlon de C02

(VC02) , de consommation d'02 (V02) et le coefficient respiratoire (Cr) QUOtient de
ces deUx vitesses. On peut vérifier lPl le Cr reste voisin de 1.0 durant toute la

phase exponentielle de croissance pour diminuer ensuite.
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FllJ.lI"e 7: ClnètlQJ8S de crolssara <. J,
~t 1CIl de su:res (Â ) et prOl1J:t 1CIl
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FI""re 8: EvolutlCll des vitesses de CCI1SaIIIatlCll
de 0)2 (~J, d'a, (. ) et àJ (JJltlent
respiratoire, CIl t0 ) àJrant la wlture de
~ sur lIIlIldCIl de IIlanlœ.
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l'évolutioo des acides rœlél~s (Figure 9) est durant la phase exponentielle

semblable à la cinéti~ de VCüZ ou VOZ et si l'on peut observer lJ1 décalage de 2 à 3

h entre le temps d'activité respiratoire rnaxil!Ul1 et le temps Où 1'00 atteint la

biomasse rnaxllllLUll mesurée par les protéines (Fig. 7), ce cJécalage ne se remarque pas

si l'cri coosidére le temps du maxilUl d'acldes rœléiques. la mesure de cette

dernière variable est 00rc I~rtante car elle clor'œ I.lle meilleure indication sur

l'état jX1ysiologlque du challq)lgm lors de la croissance.

li

fll1.lI"8 9: Evolutloo des acides ru:lèlCJ,SS (0)
et l1J I*i (. ) l1lrant la culture dB~
sur amldoo dB l1l8I1100.

10

Tlhl

le profil de pH (Fig. 9) montre une légère alcal inisation durant les premières heures

de la croissance, attribuable â l 'hydrolyse de l'urée et la 1ibération d'ions NH4+,

PJ!s une acidification importante qui correspond à la phase de croissance

expooent ieIle et à 1a product Ion de C07.

La concentration de protéines du produit aprés 25 h mesurée par la méthode des acides

aminés totaux a fourni une valeur de 17.7 X PSI contre 12.0 X lors du dosage par la

méthode de Lowry (1951). L'écart est important mals pas Invraisemblable si l'on
cons 1dére l'énorme var 1ab III té des mesures de b10000asse en fermentat Ion so 1ide. Ai ns i

Ralll'èauit (1980) rapporte 1I1 écart de prés de 50 %entre les résultats obtenus
sur 1I1 échant i 1Îon dosé par 1a méthode de l'azote proté ique de Kje 1dah 1 et par 1a
mèth:xle de Lowry (1951).

1-2.Z. Eva lut ion de l'eau et de l'act ivlté de j'eau durant la
croissance.
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* Quantité d'eau

D'aprés Ra imbau It (1980), au cours de la fermentat Ion, la cPJaTltlté d'eau tota la

(HzOT) à l'instant t peut "etra estimée par l'équation suivante:

HilT = HzO 1 + HzORE - H2ÛH + HzOS (8)

où HzOl =quantité d'eau Initiale.
HzORE = quantité d'eau formée par respiration.

H:Ai =quantité d'eau CCJnS{)IlIIIée pour hydrolyser l'amlcm.

H20s =quantité d'eau sorbée.

COllIne on peut la CXJlStater sur la FIg.10 la teneur d'eau c1J prod.lit déterminée

expér imenta 1ement alJb11lElf'lta 1égérement au cours de 1a farmentat Ion passant de 1.00 à

1.12 9 / 9 de milieu Initiai après 30 h. Il faut Insister sur le fait que,

contrairement à ce QUi est reporté avec d'autres réacteurs (Narahara et col.,

1982) notre système de culture n'entralne pas de perte d'eau au cours t1J t~ mals

au contraire une légère sorptlon.

Si nous nous Intéresscns à l'eau résiduelle (HzOR), celle-ci peut être calculée en

coma Issant l'eau totale et l'eau consommée (HzOC):

HzOR = HilT - HzOc
Toujours d'après Ralmbault (1980), l'eau COI1SOIIIlIée (H:A;) peut être dorrtée par :

H:A; = 0.1 st! + 3 X (9)

où st! est 1a quant 1té de sœres hydro 1ysés à l' 1nstant t
X est la biomasse

3 est l'Inverse c1J coeff le ient stoech iométr 1Que de

croissance par rapport à l'eau (0.33 9 Xlg HzO)

L'eau consonm1ée et l'eau rès 1due Ile sont portées sur 1a Fig. 10 et l'on peut vo! r que

cette dernière diminue Jusqu'à atteindre 0.15 g/g de poids sec. Ainsi, II ne devrait

pas théoriquement y avoir de limitation en eau puisqu' lien existe encore à la fin de

la fermentation. On peut néanmoins se demander si cette eau résiduel le est disponible

pour le champignon. Nous avons pour cela essayé de prédire l'évolution de l'Aw durant
la croissance.
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** Activité de l'eau

A partir des damées de COI1SOIlIII8tlon d'02' Il est possible en s'aIdant des
coefficients stœchlOOlétrl~ de la réaction (Ralmbault, 1980), d'estimer la

biomasse à l'Instant t et, par là l'eau consommée (HtJc). Nous connaissons par
"expérience les (JJantltés d'amidon, et d'eau résldJelle et en considérant que la
vitesse de COIlSCfII1latlon des sels est égale à celle des sucres, on peut établ Ir 111

bilan de chaCln des coostltuants (Tableau 2.) . Apartir des isothermes 1inéarisés on
corr.alt l'Al'! de chaM des OO'lStltuants que 1'01'1 remplace ensuite dans l'éQUation de

Ross (7). ()) peut de cette manière calculer l'Aw du substrat rémanent au cours du

temps (Tableau 2). Cette Aw calculée est portée sur la Figure 11 et l'on volt qu'elle

\, ba isse régu Ilèrement pendant 1a cro 1ssance, passant en dessous de .910 après 20 h et
attelg'lant .840 à 30 h.
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D'après Pitt et Hocking (1977), la vitesse de croissance de A. flavus et

A. ochraceus sub it l.1lEl forte djminut ion QUand l' Aw est 1nfer 1eure a .9X). !Xl peut

donc être tenté d'expliquer le ralentissement .et la fin de la phase de croissance

par Lne dim1nut ion de 1a ct 1spon ibi 1ité de l'eau. cette hypothèse sera étayée par 1es
résultats obtenus un peu plus loin.

Tableau 2: Paramétres de la culture de ~

sur farine de manioc avec une humidité Initiale de 50 2:

: Hil T : Hil C : Hil R: Aw : Aw s2 :
sttl. : réelle:

:Temps :Farine: Sels: X
: (h) :

• • • • • • •• •

:-._---- :------ :------ :------:-------:-----:--:--:-'--:-_.:

: 0 .8SO : .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 : 0.200 : 0.719 : 0.933 : 0.970 :- 3.4:
: 17.5 : .616 : .115 : .131: 1.043 : 0.469 : 0.574 : 0.926 : 0.981 :- 4.2:
: 20.0 : .516 : .100 : 187 : 1.081 : 0.665 : 0.416 : 0.912 : 0.995 :-11.5:
: 22.5 : .431 : .087 : .234 : 1.128 : 0.831 : 0.297 : 0.894 : 1.000 :-
: 25.0 : .373 : .078 : .266 : 1.121 : 0.941 : 0.180. : 0.845: -"-
: 30.0 : .323 : .071 : .268 : 1.122 : 0.968 : 0.152 : 0.838 : 1.000 :-

. . .. . .. . . .. .... . .. .. . . .. .. ..---- --- --------------
Tous les résultats sont exprimés en glg de poids sec InitIai.
• Valeurs calculées
** s2 est exprimé en ~I (g de mycéllunlg d'eau)
X: Biomasse ; H~ T: Eau tata 1e ; Hil c: Eau consommée; Hi! R: Eau rés jci.Ie Ile

Sil'on déterm1ne l'Aw du prcdJ1t en cours de fermentat Ion, on va, contra 1rament à. ce QI.! 1 est

reporté par al lieurs (Narahara et col., 1982), observer une augmentation pendant la phase de

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

apparente est la résultante de deux phénomènes: l'Lrl étant l'augmentation de l'eau de

constitution du mycél ium et j'autre l'appauvrissement de l'amidon en eau résiduel le (H2DR). Or,

1e mycé 1ium .est const 1tué de 80% d'eau et son Aw est éga 1e à 1.000 .
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fllJlI"e 11: Evolutloo de l'Ar! 111 stbstrat calculée
(.) et de l'AI! lII!lSUrée eXDtlrllllS\talement (.)
lors de la crolssarœ de~ sur amldOO
de IINlloc.

Pour modèllser l'évolution de l'ÂI'I apparente du produit durant la fermentation clans

son entier, la formule de Ross (7) n'est pas uti lisable. En effet, cette équation

considére:

- ~ les différents constituants ci! mélange sont représentés clans des quantités du

même ordre de grandeur.

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

L'appl iquer au cas de la fS est donc délicat puisque d'une part, durant les 15

premières heures de la fermentation la quantité de mycélium est petite devant celle

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

aut ras const 1tuants 1Ross, 19151 •
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L'autre éll.Jatloo largement utilisée pour le calcul des Aw des aliments à hUTIidité

Interlllédlaire est l'éQJation de alwln et lawson (1959):

a,s,m, + a2S2"i2 + --·éinSnfl'n
AWf = -----------

sl ffi , + s2"i2 + ...snmn
('0)

00 éin est l' Aw de chaClll des cmst ituants dl mé 1ange
Sn est la pente de l'Isotherme de sorpt 100 pour l'Aw

considérée
llIn est 1a masse de po \às sec de chaCU"l c:\es coost i tuants

Dans le cas ~l nous OCCLPS. nous pouvons C(1)Sidérer deux cmstituants QUI sont le
mi lieu et le mycéllllll. Ainsi, ml et m2 représentent respectivement le substrat
(amidon + sels) et la biomasse exprimés en glg de poids sec à l'Instant t.

a2 représente l 'act Ivlté de l'eau dl mycéllllll tpl 1'00 cons Iclére constante pendant
toute la fermentat 100 et éga fe à 1.000. a, est l'act Ivlté de l'eau dans l'am 1don
résiduel. Elle peut être déterminée, en connaissant la quantité d'eau résiduel le,
la masse de sJ:>strat et en les renplacant dans l'équation linéarisée représentant
l'isotherme de sorptloo.

Cette éQJat Ion Introdllt le terme Sn ~i tient COIlij)te de la force de rétent ion d'eau
de chaet.n des constituants dans la partie de l'isotherme considérée. Pour le milieu,
s, peut ~tre estimé par la pente de l'Isotherme linéarisé de l'eau dans le mélange
sa Iln. ce dern ier étant 1e const 1tuant ayant 1apius forte 1nf 1uerœ sur l'Aw _ Pour
le cha~lglOll. Il est difficile d'établir un Isotherme de sorptloo de l'eau dans le
mycéllLIII et dooc de comaltre 52-

SI l'on applltpl l'écpJatlon (10) à l'évolution de l'Aw dl produit mesurée
expérimentalement, Il est possible connaissant tous les autres termes de déduire 52
Nous avons rapporté sur le tableau les valeurs de s2 calculées pour différents temps
d' Inclbation. Comme on peut le voir sur le tableau 2, cette valeur augmente avec le
temps tendant vers j'infini en fin de fermentation.
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En fa It. le coeff lc lent sn sIgl if icat 1f IlOrma lament de la force de lia iSCll de l'eau à
lJ) corps prend Ici en compte un phénomène d'un autre ordre QJI est le mooe de
colonisation cil Slbstrat par la cha~lgm. Comme cela a été !llCf'ltré en microscopie
électron iQL18 de ba layage, (Aufeuvre et Ra Imbault, 1981) le chalrP 19lCll1 entoure
1ittéralement le grain d'amidon. et l 'AYl ~rente mesurée est dooc celle dJ
champl!JlOO égale à 1.00). Le coefficient s2 est dooc dans ce cas unl(JJE:lllent
représentat If dJ taux de recouvrement dJ Slbstrat par le mycél Il.111.

1-2.3. cm: lus Ion

Grace à l'élaboratioo d'tri bilan de l'eau au cours de la FS wlléIf1loc et à l.I'e

estimation théorlQJe de l'AYl dU Slbstrat rés IciJa1 par l'éQ.Jatlon de~ (1975),
nous avons \Xl voir QJe s'i 1 existait toujours de "eau dans le Il lieu aprés 25 h de
culture, l'AI' Iii Slbstrat ooralt alors Inférieure à O.!J.l) et ~ par~t cette
eau rés 1ciJ3 1le serait pau disponible pour le iIlétaboi ISIlle dJ mlcroorganlsmeL
Pendant la croissance. le mode de coloolsatloo du Slbstrat et sa SÙlStltutloo par w
mycé "lIR font QJe l'AYl mesurée au cours Iii teft1)S augnente IXlIr deven1régale à ce Ile
cil mycélll.lll (UXXl) en fin de culture.

Afin de vérifier la justesse des hypothèses forlllJlées dans ce ChapItre concernant
l'Importance de l'eau dans la FS, il était ~Ire de IXlJVOlr travailler avec des
QJantltéS d'eau Initiales plus i~rtantes sans 'pour autant changer la méthode de
culture.

1-3. Croissance de A. nlger sur amIdon de manioc et fibres de bagasse.

1-3.1. Introduction

Lors de la réhunectatlon de la farine, si l'tunldlté dépasse 50 à 551 (P/P), l'amidon
de manIoc commence à devenir pateux :e QJI le rend difficilement manlpulable en fS.
Afin d'étudier l'influence de l'activité de l'eau, deux alternatives sont possibles:
on peut
- diminuer la cp.lantlté de sels par g de Slbstrat ou changer la COfI1)OSltlon W
mélange salin (les Ions sulfate par ex~le oot l.I1e activité lonl~ éleVée et
modifient considérablement l'AI') mais Il faut prendre garde à C(X)S8rver un CIN
constant.
- augmenter l 'hlI1Ildlté Initiale tout en conservant une texture du stbstrat
satisfaisante.

55



Nous avons dorIC repris l'Idée de sato et col. (1983) "-lI précocllsalent 1',.,101
d'lJ) support a forte capacité de rétention d'eau, Jouant lJ1 rOle de réservoir de
Il CJ.II de pour 1e déve loppement cil m1croorgan iSll\8 • cet auteur ut IIIsa 1t lJ1 prociJ1t
Ilg'lOCellulosi<m Intermédiaire de l'industrie papetière: la ~Ipe de bols. Le manioc
étant lI1e culture troPicale, Il nous paraissait plus Intéressant de travailler avec
la bagasse de came à sucre, CJ.Ii est lJ1 décret liglOCellulosl<m InckJstrlel
disponible en abondance dans les pays chauds et tunldes, et "-lI a le mérite
slPPlémentalre d'avoir déJa été etudie pour la prcx1l:tlon de cellulases par
T.harziarun en fS (Roussos, 1985). la bagasse ut i 11sée a été broyée et
taro 1Sée (cf. Matér ie 1 et ~thodes) de façon à ooten Ir lJ'le ta Ille de part lcule
équivalente à celle cil manioc.

Dans lJ1 premier t~ nous avons mesuré pour lI1e HI constante, l'effet de la
proportion de fibres sur la croissance ~Is ayant choisi les proportions cil 1lIéllIDJEl,
nous avons mesuré "effet de l'Hi sur la croissance.

1-3.2. Sorptlon de l'eau par la bagasse

Nous avons tout d'abord mesuré l'Isotherme de sorpt Ion de "eau dans la bagasse;
celui-cI linéarisé par l'éQUation (6) est représenté sur la FI~re 12 et le calcul
nous donne lI1e pente de -.02341 (g de solldesl 9 d'eau) IdentlqJe à celle ooservée
pour la farine de manioc (-,02371 (g de solldesl g d'eau»). La bagasse peut
néanmoins accepter beaUCOlil plus d'eau CJ.I9 "amidon sans provOQJer de draInages, la
1imite pour notre mater 1au se situant à 4 9 d'eaU! 9 de bagasse.

t
•«

095

..... 6-.023

........~ Corr..9992

~.
'-

o.

:2. 3 4

W' 9 Sol. Ig H20

flgJre 12, lsotherlllll œ sorptloo de l'eau sur
la bagasse œ came linéarisé d'aprèS "é(J.Jatloo (1).
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Nous avons ensuite pratl(JJ:} des essais préliminaires pour mesurer les capacités de

rétention d'eau de différents mélanges farinelbagasse, Nous avCf1S pour cela mélangé
au mixer la bagasse prétraltée (cf. Matériel et hl3thodes) avec la farine de manioc
IXJ 1s ajooté dl ffénl'Ites QJant 1tès d'eau. Après 5 1111 de r6\XlS, l'ex istence de
gouttelettes à la surface dJ récipient nous Indiquait des phénoolènes de drainage.
Nous avons ainsi fixé les 1Imites s~rleures d'tunidlté tolérables par les
différents llIélanges, elles sont de: 63% pour 10% de fibres, 70% poor 20%, 13"i. P<Xlr
:m, 15% poor 40% et 161. pour 5IJ':,

1-3.3. Inf luerœ de la proport Ion de f 1bras

CIrll fermentat Ims rot été prat Il).léeS avec 1I1 pOUrcentage de f ibras ai lant de 10 à
5IJ': (P/P) et l.I"IEl Iu1lldité œmtante de 62% (P/P). las se Is étant ajoutés en flX'lCt ion
de la (J.IaIltité de Sltlstrat dans le mi 1leu. Les résultats flgJrent sur le tableau 1 OÙ

l'on peut observer QJa logl~t la QJantité de protéines et la perte de poids soc
diminuent lorsque la concentration initiale de fibres augmente. Les Rx calculés sont
InférIeurs à celui obteoo sur l'amidon seul (0.71 9 Xlg S) mals on peut néarmlns
observer dans tws les cas des taux cie conversion Sltlérieurs à 70%, élevés si on les
conpare avec le chiffre cie 58% obteoJ lors de la culture sur amidon lI1iquement.

Tableay 3: Pa~amët~es des cultu~es de A,nlge~ sur des milieux mixtes
compo~tant dlff6~entes p~opo~tions de fib~es,

Ts*RxBiomasse Consœmatlon
de subst~at

:(g XI 9 PSI>: Cg SI 9 PSI> :(g Xlg S): crs)

:Flbres :Pe~te de Poids:
sec

:C' PSI): C, PSI)
:-------:--------------:------------:--------------:---------:-----:

10 23.4 .375 .575 ,652 :73.9:
:-------:--------------:------------:--------------:---------:-----:
:20 22,0 ,300 ,551 ,544 :78.5:
:-------:--------------:------------:--------------:---------:-----:
:30 16.9 .238 ,444 .536 :71,2:
:-------:--------------:------------:--------------:---------:-----:
:40 15.2 ,249 .384 .640 :70.7:
: -------:-------------- :------------ :-----------_._-:---------:----- :

50 11.2 ,235 ,401 ,585 :87.2:

* Ts ~ep~ésente le taux de conversion du subst~at
(Subst~at conSCllllllé/Subst~at Ini t 1al)
PSI: Poids sec Initiai; X: Biomasse; S: Substrat (amidon)
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Pour les études suivantes, nous avons choisi d'uti liser une proportion de bagasse de
m (JJ 1 permet de manoeuvrer l.J')El gamme d' hum id1tés importante ail ant jusqu'à 70% sans
perdre trop de substrat.

En ce (JJ i concerne la product ion de 9lucoamy lases (Tab 1eau 4), l' introduct Ion de
fibres semble avoir indépendamment de l'humidité un effet favorable. SI l'on
consldére le rendement d'enzyme par gramme d'amidon, l'optimum se situe autour de 30%
de bagasse.

Tab 1eau 4: PrO<1lct 100 de 9lucoamylases
avec différentes proportions de fibres

Fibres
(X PSI)

Activité
(UI/g PSI)

Activité spec.
(Uli 9 de manioc)

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

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

:-----------:----------------:----------------------:
30 354.9 fil7.0

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

:-----------:----------------:----------------------:
129.5

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

'* Croissarœ

259.0

Une fols fixée la proportloo de fibres à m PSI, nous avoos effectUé Cinq
fermentations avec des humidités Initiales de 42, 48, 55, 65 et 70% (PIP).

SUr 1a Fig.Jre 13 nous avons porté 1es Aw mesurées au temps 0 ma is auss i 1es Aw
ca lcu lées à part 1r de l 'éQuat ion (7). La borne adéQUat ion des données expér imenta les
et calcuiées montre que le modèle de Ross (1975) est satisfaisant pour prédire
l'Aw initiale d'un mi 1leu complexe de fermentation sol ide.
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Cl.9 40 50 60 70
1-120 '>.1'1

FI!J.U"B 13: "fi m fcrotloo œ i 'tuIIldlté will/leu initiai
CCIltenant lm de farine de !lW1!oc et m de fibres cm
bagasse: ~lnts eliPérlmentaux (6), coorbe c./\lculée
par l'I:QJat 100 (2) +-1.

2

E
No
> 1

o

Flgn 14: Clnétl(J.llS de vitesse de coosanaat 100
d'OZ ooteroes lors de la crolssarœ de "..Jl~
sur amidon de IWIloc et bagasse (1lO/20~
poor différents CCIltBllJS d'tulldlté Inlt laux.

59



SUr la figure 14 sont représentées les cinétiques de vitesses de consommation d'02
pour les différentes humidités concernées. On peut observer que la quantité d'eau et
l'Aw du milieu affectent de manière drastique l'allure des courbes Qe croissance. Si
l'on intégre les courbes de V02 on peut calculer le moyen (cf. matériel et
Méthodes) qui a été porté contre l'Aw initiale du milieu (figure 15), on voit que
celui-ci augmente jusqu'à une Aw de 0.98. Le temps de germination (fig. 15) est lui
aussi affecté puisqJ' Il dlmfrœ de 4 h entre 0.94 ~t 0.98. En conséquence, la durée
de la culture calculée à partir des V02 est raccourcie d'à peu prés 8 h entre 42 et
70X d'Hl (cf. lab. 5)

La disponibilité de l'eau est donc un critère important pour expliquer la vitesse de
croissarœ de A. niger sur Slbstrat sol ide. L'eau est le mobil isateur des
réactifs de la croissance et llle augmentation de la disponibi 1ité de l'eau augmente
les vitesses de diffusion des amylases vers l'amidon et au prodUit d'hYdrolyse, le
glucose vers le mIcroorganisme. De même, une fois atteinte la phase stationnaire de
développement, !a chute de l'activité respiratoire (Fig 14) est d'autant plus
prononcée ~ l'HI est plus élevée. Ceci indique QUe les phénomènes de lyse sont eux
aussi beaUCOl4J plus rapides lor~ la diffusion est faci 1itée.

Outre III effet marqJé sur la c lnét 1(JJ8 de cro Issance, une augmentat ion de la QUant ité
d'eau Initiale améliore de façon Importante le taux d'utll isation du substrat (T5) et
la ~antlté de biomasse prcx1Jlte par 9 de matériel sec est ~rleure (lab. 5), les
Rx restant semblables à ceux observés pour le manioc seul ou dans le paragraphe
préCédent.

ces derniers résultats Vérifient l'hypothèse cie alDult (1980) selon laQJ9lle la
croissance de~ sur amidon de manioc en fS est 1imitée stoechiométr lquement
par l'eau disponible. Nous touchons là au premier rOle de l'eau dans les fS ~i est
celui de réactif Intervenant dans les réactions biochimiques et la constitution du
mycél ilJl1. !Xl peut voir sur le Tableau 5 qu'au delà de 65% Il Y a peu de variation
dans la biomasse finale obtenue et l'on peut penser que l'eau n'est plus 1Imitante en
tant que réactif pour de tels contenus d'eau initiaux.

!Xl peut constater sur le Tableau 6 que dans la fermentation contenant 65% d'Hi,
Aw de la farine calculée à partir des humidités mesurées exPérimentalement ne
diminue pas et même augmente légèrement du fait de la consommation de sels et de
bstrat. Ainsi,l'eau présente dans le mil ieu garde une bonne disponibi lité pendant
toute la durée de la fermentation. Ceci fournit une exP 1 icatlon supplémentaire aux
rof ils Clnét IQUes différents et à l'ut Il isat ion plus poussée du substrat.
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Tableau 6: Paramétras de la termentatlon comportant 20% de bagasse, 00% de manioc et
une humidité initiale de 65%.

:T6f\llS:A'l1idœ: Sels: X : HiJ T : HiJ C : HzO R: Aw
:ml 1leu:

. .. .. .. .. .
:-~---:------:------:------:--------:--------:--------:------:

o : .680 : .120 : .001 : 2.250 ; 0.00 : 2.2fil : .981 :
7 : .675 : .120 : .004 : 2.349 : 0.020 : 2.329 : .982 :
9 : .657 : .116 : .014 : 2.447 : 0.058 : 2.389 : .983 :

11 : .008 : .107 : .041 : 2.512 : 0.154 : 2.358 : .985 :
13 : .513 : .091 : .094 : 2.552 ; 0.310 : 2.242 ; .987 :
15 : .351 : .062 : ,184 : 2..115 : 0.646 : 1.769 ; .989 :
17 : .214 : .038 : .200 : 2.220 : 0.008 : 1.312 : .991
19 : .122 : .022 : .260 : 2.230 : 0.912 ; 1.308: -
21 : .049 : .010 : .260 : 2.235 : 0.915 : 1.305: -

~ . ~ ~ . . .. . ~ . . . .
---~~- ~=--- ~.-- --- --- --- --- -----

Bien ~ la taux de cooverslon des sucres soit SLPérleur pour des Hi élevées, Il
reste toutafo 1S lJ1 peu plus de 20 % CPS 1) d'am 1dofl rés 1ciJe 1. ce ~1 st{JPOSS

l 'ex1sta1Ce en fin de croissance de facteurs Ilmltants distincts de "eau. les
transferts de masse intrapartlculaires (Iklo-YotIJj et col. 1982) 00 l'OCClPl\tioo
de l'espace par le mycéllllll (lalJ<ev!cs et col.. 1985) PŒ.lrralent alors être
Iocr im Inés.

Si l' on s'jntéresse maintenant à l'aspect pratique, les gains COCljuguéS de la
vitesse da croissance et w taux de transformatioo cil Slbstrat se reflétent dans la
productivité (mg de protéines/g PSllh) QUi est pres(J.le triplée entre 48 et 70% d'Hi
(cf. rab. 5). Toutefois, la prOOJctlvité obtOOJe avec l'alllidoo seul est de 15.70 mg/g
PSIIh et la biomasse finale est plus élevée (0.392 g/g PSI), le substrat n'étant pas
di lué avec de la bagasse non métabol isable par le challlPign'). De plus, l'intrOOJction
de SuPPort dlmirœ la densité de la masse et d"lf'lC ia productivité vollUllétrique W
système.
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FIFe 15: RepréSentatloo de et III tElllllS de
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culture.
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Tableau 5: Paramètres de la culture de~ sur
(Farine de manioc 80% (PIP) , bagasse 20% (PIP»
initiales.

: Hi : Aw : Aw Xf So-Sf: Ts** : Rx : Productivité:
: % :(%HR) :(%HR) :(g/g PSI):(g/g PSI): (%) :(g Xlg S):(mg Xlg PSIIh):

*
:----;-----:---:---:---;---:---:----

: 42 ; 93.3 : 93.7: .123 : .233 : 33.2: .528; 4.8
:-'--- :-'---'-- :-----:-----;-----;--- :---_._':---
: 48 : 94.0 : 95.0: .172 : .344 : 48.9: .::00: 7.2
:---- :-----:._--:--_.:-._--;--:----:----

; 55 : 95.8 : 96.3: .251 ; .417 : 59.3: .602: 12.5
:----:----:-----:------:---"--~--:---:-----:
: 65 : 97.5 : 97.7: .324 : .477 : 68.0: .679: 18.0
;---- ~ ------: -'------:------:------~:-----:-----:
: 70 : 98.0 : 98.2: .339 .558 : 79.5 :. .607 18.8

- ----------
* Valeur calculée d'aprés l'équation (7)
** Substrat consommé/substrat Initial
Hi : humidité initiale; PSI: poids sec:lnitial; X: Biomasse;
SC: Substrat Initiai (amidon); Sf Substrat final (amldoR)

mil leu mixte
avec différentes humidités

Comme dans le chapitre 1-2.2, il est possible à partir des données d'02 de calculer
la biomasse. D'autre part, la concentration de substrat et l'humidité totale nous
sont fournies par l'expérience et l'on peut donc déduire la quantité d'eau résiduel le
(H:zOR)' Toutes cas domées cons ignées dans 1e tab 1eau 6 pour tne HI de 65% nous ont
~rmls de calculer l'évolution de j'Aw du mi 1leu (farine + sels) tout au long de la
fermentation (cf. 1-2.2).
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.. Prcxix2t fon de 9ilcoamy 1ases

1

~-~~~--.~o 10 20 30

flgJr8 16: ClnétlQ.œS da prod.!::tloo de glll:OllJllYlasas
abtllfUlS lors de la crolssalUl da A. n~ avec
différents cmteros (j'luiildlté InlflâITX.

on peut observer sur la Fig. 16 que la prodl~tiŒl de glucoamylases apparaît i lée à la
croissance pendant la phase exponenentlelle. Dans les expériences avec des Hi de 65
et 70% 00 peut observer après 3) h de (,'U 1ture l'appar it ion d'une synthèse seconda i re
d'enzymes. ce~ avait été décrit par ~Iazard et Raimbault (1980) lors
des cultures de A.nlger sur amidoode manioc \.lli~Jement en FS. Le fait que cette
synthèse totalement ~Iée de la croissance n'ait pu être mise en évidence en
fermentation liQUide peut être du dans le cas de la FS à l'existence d'amidon
résiwel.

Sil' eau a 111 effet cl air sur 1a v itasse de prodlCt ion d'enzymes, son ine idence sur
les ~t Ités synthet 1sées est moins évidente et l'on peut observer 111 opt lmum d'Hi
se situant aux alentwrs œ 55%. Au dessus de cette va 1eur 1a product ion est 1110 indre
et l'enzyme parait être moins stable. La diminution de l'activité durant la phase
stationnaire est la résUlta~te de deux phénomènes, l'un étant la perte de poids sec
w milieu QU.i se poursuit aprés la fin de la croissance et l'autre étant la lyse des
enzymes rotamment sous l'actloo des protéases. Il semblerait que lorsque l'on
augmente l'Hi, on se rapproche des conditions de fermentation liquide où la lyse est
importante passé les 35 h de culture (Alazard et Ra !mbau It, 1981)"
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L'existence d'un optimum d'humidité pour la production d'enzymes en fS a été
soull{Tlée par de nonvreux auteurs (Nishio et col., 1979, Narahara et col.
1982, Hoe-Klm et col. 1985) sans ~ d'expl ication ait été clorrée. on peut penser
(J.I' interviement Ici des~ de répression de la synthèse de l'enzyme par le
91W)S8 (J.I i peuvent être accé 1érés (J.Iand Il Y apius d'eau et que cane 1es
diffusions dans le 1111 1leu se fa1t plus rapides.

1-4. Cm:: lus ia1

cette étude a IIIOOtré l'IlI'4JOrtan:::e de l'eau et, à travers l'Aw, de la disponibilité de
ce Ile-c i dans 1e processus de fS rit man 1oc par un chan1J 1glOIl fil amenteux. Les effets
de l'eau se font sent ir tant <il po 1nt de VU9 v1tasse de cro issance que taux de
convers 1on <il Slbstrat.

L'~tla1 de Ross (1975) s'est révelêe satisfaisante pour estImer les Aw
lnit la les des milieux ma Is auss 1pour prédire 1'évolut 1a1 de celles-c i pendant la
fermentatla1. Les calculs effectués par cette méthode ont montré une bonne adéquation
avec 1es phénomènes observés.

L'utilisatla1 d'un stnXlrt, si elle recéle peu d'utilité pratl(J.le montre l'Intérêt
(J.I' Il Y a à augnenter l'Aw <il Slbstrat en début de culture et à la contrO 1er

pendant la croissance. La notla1 de StWOrt Jouant un raie de réservoir d'eau pour le
ml croorgan 1sme perllllt de lOOd if 1er 1es processus de fS et par 1a lIIême !sur ouvre de
nouve Iles perspect 1vas COIlIIle nous alions 1e va 1r dans 1a part 1e su 1vante.
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Il. CULTURES DE Â. NIGER SUR SUPPORT

11-1. Introc1Jction

Dans la fermentatlonc1J manioc par ~,I'addltlon d'lllsupport à forte
capacité de rétention d'eau nous Il permis d'amél iorer la vitesse de croissance mais
auss 1 l'ut Il isat Ion c1J stbstrat. tbJs avons montré d'LM part QI.I8 la fS est 1lm itée
par la disponibilité de l'eau et par conséQJent par la vitesse de dlffusioo des
rlltrlmoots et, d'autre part CPJe~.Ial1d l'HI et l'Aw augmentent on se rapproche des
conditions de fermentation 1I~lde.

Lhe des différences de base de la fS avec la fermentation 11~lde reste
l' Inso lib 1lité cil Slbstrat et, dans catte optiQl.l8, Il nous Il ainsi paru Intéressant
d'uti liser 1I1 stbstrat à l'état dissous directement absorbé sur un Sl(lpOrt inerte
nutr It lonellement. ce type de fermentat ion sur SlflPOrt OlNrlralt de nouvelles
perspect Ives à la fS:

- la fS ayant jus~'alors été limitée à l'utilisation d'oses polymérisés (amidon,
cellulose) capables de retenir l'eau, la culture sur support élargirait le champ de
la fS aux sucres sImp les et SllJPr lmera It carta Ines étapes 1im 1tantes , comme la
diffus ion des enzymes extrace Ilu1aires et l 'atta~ des substrats inso1ub 1es
(~ et col. 1976). CXl pourrait d'autre part employer dans les conditions de la
fS des mil ieux décrits dans la littérature peur les fermentations 11~ldes.

- jLlSQlJ'alors, dans la fS la matrlca solide était Irx:llssoclable du substrat et, au
fur et à mesure QUe celui-cI était hydrolysé, la configuration de la matrice et donc
les conditions de la culture cI'léID;,)ealent. La culture sur slWlrt séparerait le
stbstrat du SlQ)Ort et permettra It aIns 1 lJ1 rapprochement avec les fermentat Ions
11c:pJldes mettant en jeu des c:I'laq)igrns filamenteux Ill1IIICblllsés (Gbewonyo et
~, 1983).

- d'un point de vue plus pratlQl.l8, Il existe Lne méttooe simple de récuperation de
callulases par pressage ~I met à profit les propriétés "d'élXlf198" de la bagasse
(Rousses, 1985). L'extension de ce moyen d'extraction au cultures sur s~port

permettra i t cl'obten 1r des enzymes ou des métabo 1ites produ its jusQU'a lors en
fermentation 11~lde et d'autre part de disposer de meilleurs critères de comparaison
des "Jus" concentrés extraits des mil ieux solides avec ceux obtenus lors des
fermentat ions 1i~1des .
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Des cultures faisant appel à des SÙ)Strats solLtlles Imprég1és sur des sl.4JPOrts ont
déja été décrits dans la 1itterature.

Alns i ~yrath (1966) ut i Ilsa ll\ mil leu 1iQLÎlde amylac.é impréglé sur de la
vermlculite"ï)our la croissance de A.oryzae. Un peu plus tard, Fujlshlma et
col. (1972) utilisèrent de l'éponge Impréglée d'Ln milieu glucose-peptone, pour la
croissance et la prOOJction d'enzymes par Aspergillus et Penlclll ilJll sp ..
Pour ces auteurs. ce système présenta 1t en outre l'attra it de permettre l'ajout de
SlJ>strat en cours de fermentation, ce QJI est généralement olfflc! le en fS. Aiooa
et col. (1982) utll isèrent également ce type de ~rt pour la prOOJctloo d'acide
citrique par A.ni~.

Lakshminarayana et col. (1975) reprenant l'idée de çalYl et col. (1935) mirent
au point Ln procédé de production d'acide citrique par A. niger sur de la bagasse
de canne IlIllrégrlPR. cl' Ln mIIIeu syntœt iqua.

Plus récenlllent, sato et col. (1983) utillsérent la croissance de levures sur Ln
support constitUé de ~Ipe de bols impréglée d'lI'I6 solutlCfl de gllKXlS8 cœme Ln
llIOdè 1e qJ i fut ensu ite éterk1J à 1a fermentat Ion lil "ka j 1" .

Il faut sou Ilgner QUe ma 1gré QU' eIles ont été abP 1iQUées à des fins de product !on
d'enzymes 00 de métabol ites, 00 ont servi de modèles pour d'autres fermentations, les
FS sur slWOrt n'ont Jamais fait l'objet d'll1e étude fooillée des paramétres de
culture.

Nous avons donc, dans Ln premier t8fli)S, étu1lé le comportement d'un champlglOf!
filamenteux sur support Impréglé en faisant varier les cooditlons expérimentales.
Pour ces étLX1es nous avons gardé la souche de Aspergillus niger No la, de vitesse
de croissance rapide et déja abondanvnent utilisée au sein de notre groupe. En ce qJi
concerne le support, l'antériorIté du travail fait avec la bagasse nous a conduits à
conserver ce stW)rt QJI, li.! fait de sa nature biologiQUe, n'est pas absollJl1ef'1t
Inerte mals QJi présente t.ne grande capacité d'absorption et qJl est facile à
man 1~1er. Noos avens alns 1 trava IIIé avec de 1a bagasse impréglée d' ll1e sa 1ut J0Il de
glucose et de sels (cf. Matériel et métOOdes)
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11--2. Etude des parametres de la croissance de A.Nlger
r bagasse Imprégnée

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

*Nous avons \lU (cf. 1-3.2.) que la bagasse possédait lfl AwlW faible et "on peut 00nc
penser à priori ~ l'Influence de la coo::entration de la solution rlltrltlve sur l'Aw
du milieu sera préponderante. Nous avons 00nc fait varier la concentration de glucose
et de sels (avec lfl rapport pondéral constant 85/15) en solutioo et avons suivi
l'évolutioo de "Aw.

L'Awen fooctloo de laconcentratlon de solides dans la I1lase a(J.181..1S8 a été
1inéar 1sée par l'~t 100 (6) et est représentée sur la FIgJre 17. La pente est
élevée, -0.189 lfV (g de sol ldes/ 9 d'eau) mals inférieure à celle à:lserVée avec le
seul mlange salin ce QJI montre ~ le glucose a moins d'actloo sur l'Aw Q.I3 les
sels.

1.0

A..

095

0.2

~-.189

Corr.9935

0.4 0.6 0.8
WÎg S<lI/H201

FI~re 17: Représentation linéarisée d'aprp l'~tlon (1)
de l'A" en flœtloo de la ccn::entratlon (W ) d'\Ilf3 solutlcn de glœosa et de sels.
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11-2.2 Quantité d'eau

Dans les cultures sur stœQrt, n'Ullid/té doit être abordée d'lI1 angle différent
q.J6 dans les fS tradltlcmelles. En effet, le milieu posséda trois constituants qui
sont le S1.WOrt, le swstrat et l'eau, et 1'00 peut changer "l'un/d/té Initiale en
Jouant sur lfI des coostltuants sol ides et sur l'eau IndéPendamment du troisième
const ituant.

Dans cette expérience OOJS avoos dac/dé de ne pas changer la concentration de
sÙlstrat dans la phase liQUide (168 gll) et avons fait varier l 'Mldlté Initiale en
modIfiant le rapport bagasse/eau. l' inoculLlll de spores a (Jlant a lui été maintenu
constant avec 2 )( 107 spores par 9 de SWPQrt.

Les cinétiques de consommation d'02 observées ont été très ressemblantes et leur
Intégration donne les mêmes résultats que ceux observés avec le manioc à savoir que
diminue au fur et à mesure de la croissance. Les résUltats consignés dans le tableau
7 ne montrent pas de réelle Influence cL rapport bagasse/eau sur le comportement du
cha~llJlO'l. !Xl peut seulement observer lJ'l raccourcissement de quelques 3 h w temps
de fermootat ion et lfI légèrement supér leur pour les rapports bagasse/eau (P/P) de
0.36 et 0.50.

Tableau 7: Influence de "hUmidité initiale sur les paramétres
de croissance de Aspergillus niger sur s~rt Imprégné.

Rapport : IiJllldlté: Aw mu: Durée:
:bagasse/eau: initiale: initiale:

(P/P) CS PT) h-1 : Ch):

1.3) 40 .975 .453 : 18.0 :
:-----------:---------:---------:--~-----:~-----:

0.83 50 .981 : .388 : 17.5 :
;--~------~--:---------:---------:--------:------:

0.50 00 .977 : .429 : 15.5 :
:-----------:---------:--~------:--------;------:

0.36 85 .977 : .473 : 15.0 :
:------:--~-~---:------- :-----_.... :--~--;

0.25 70 .974 : .464 : 17.0 :
.--------- .--------~- ._._-_._--- .--~_ ....--~ "------ .. . . . ~ .

0.19 75
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Sil 'Ctl ca leu le par l 'éQJat ICtl (7) de Ross (1975) l' Aw, on peut vo i r (Tab. 7) QUe
celle-cI varie extrêmelllent peu dans 1Il intervalle d'humidité important (40 il 75 %).

On peut penser que la faible variation de l'Aw Initiale exP 1ique la simi 1itude des
profi Is de croissance obterus, cette hypothèse trouvant sa confirmation dans le
paragraphe suivant.

11-2.3. ConcentratiCtl de glucose dans la phase 1iQuide

Nous avons doœ gardé lIlEI ~ntité de sttlPOrt de 0.36 9 par g d'eau, 1Il Inoculum de 2
x 107 sporesl g de bagasse, et fait varier la concentration de glucose dans la
solution d'Imprégnation de 37 à 477 g/l. Il faut bien prendre en compte que les
concentrations considérées se situent bien au-dessus li.J Ks et que l"'afflnlté" du
microorganisme pour son substrat n'Intervient doœ pas dans nos mesures.
SUr la Fig. 18 sont reportées les courbes de vitesse de consommation d'OZ par colonne
de 30 9 de materlel tunlde, ces courbes ont été Integrées (cf. materiel et méthodes)
en SLWOSant lI'l coefficient de malntenanca constant (IIOT.07g 0Z/g XIh). Cet il priori
est peut- être critlcable dans la mesure où la littérature fait état d'augmentations
de rn02 avec la salinité et doœ l' Aw du ml lieu (Plrt, 1975), mals le manque de
prée 1sion des méthodes de mesure de b1amasse en fS ne permet pas lI'l6 est 1mat ion sure
de ce caeff Ic lent. Les clnét i(J.IBS de product Ion de blamasse représentées sur la
FI~re 19 ont été analysées suivant la méthode de Kano (1968) et on peut observer
plusieurs effets de la concentration de sucres sur la croissance:

o
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>

Tfhl

F'\l'ure 18: Evolut iŒ'l deS vitoosas de crnsonanat iŒ'l
d'U;? (V02) obserVées pour lors de la croissarx:e de A.n~ sur StIPllOrt peur différentes
calCel1tratll.Y1S de glWlS8 danS la ItIase '1~lde. - .
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:1

f1!J.lre 19: Clnétl~ de proàJ:tloo de biomasse calculées
à partir des V02 de la FI!1JrB 17 pa.lr différentes calC8IltratlCJ1S de glWlSe dans la phase
1i(JJlde.

Effet sur le temps de germination
La figure 21 montre QJ'1.lle augmentation de la concentration da stbstrat dans la phase
liQUide allonge de manière inportante le t6ll1)s de germination QJI passe de 3 li 17 h
dans l'intervalle étudié.

Effet sur le taux spécifique de croissance moyen .
SI l'on porte la vitesse de production de biomasse rx en fonction de X (Fig. 20) on
peut voir QU'II n'existe pas à proprement parler da phase 1 inéaire où dol1ié par la
pente de la courbe serait constant. Si rx augmente, diminue régullérement jusqu'à
ce ~ l'on atte igne Lm biamasse cr 1tique Xc après 1aque"e rx chute. Le apparent
moyen exprimé comme une fonction de l'Aw initiale cil mi 1 jeu (Flg.2l) suit me
évolution positive et l'examen des courbes de rx en fonctloo de X (Fig. 20) montre
d'ai lieurs que c'est la phase finale de la croissance CJli est la plus affectée par la
concentration et donc l'Aw cil mi 1leu . ces résultats confirment ceux obtenus avec la
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farine de lIIllnloc (cf. 1-3.4.) et dans le paragr~ précédent, à savoir que ce n'est
pas la [JJantité d'eau qJl I~rte autant (p3 l'Aw cU milieu et donc la disponibilité
de cette eau.
f)) peut penser tlJEl 1a courbe â.l lIIOyen en fanet i00 de l' Aw du mil ieu est
représentative de la xérQltlllle de la souche ClX1Siderée, ce terme étant défini par
Pitt et tkx:l<lng (1977) COllIne la capacité d'LJl ~il1lOO à croitre dans des
conditions d'Aw faible et donc de pression osmotique élevée.

At in d'aff 1ner l'ana 1yse, plus 1eurs expér 1encas COfl1) 1émenta iras oot été effectUées
avec des concentrations de glucose comprises entre 100 et 330 g/I et l'on a pu
observer les phénomènes suivants:

Effet sur la vitesse de formation de biomasse maximum
En portant rx max en fOClCtloo de la quantité de sucres présente dans la colome (Fig.
22), on volt qJ' Il existe LJl ~tll1Ull se situant aux alentours de 200 gli. En deça de
catte valeur, rx max est rédilt par mar\QJEl de stbstrat mais au dessus, la quantité de
substrat n'est plus 1imltante et 00 peut penser que c'est alors la diffusion de
celui-cl qJl est ralentie par la faible activité de l'eau.
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Fi~e 22: Représmtatlon de la vitasse maxlllUll de
formation de biomasse rx III!IX. en fonctloo de la
cmœntratlcn lia glu::osa dans la phase IIQJlde
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Effet sur la biomasse critique (Xc)
SI le substrat était le seul facteur 1imitant de la croissance, Xc devrait augmentar
avec la concentration de su;res dans la milieu (KOC'O, 1968). Or, on s'aperÇOit
(cf. Fig.23) que à gaucœ de la courbe, Xc augnente avec la ~t ité de SlCres I)Jls à
part 1r d'Lf)El coocentrat Ion de 260 gll, Xc se ma Int lent entre 1.5 et 1.9 g XI 3J 9 de
mi 1ieu initial. la biomasse critique, valeur à partir de laquelle on observa LnB

dimiootlon de rx, apparaît donc, à droite de la courbe Indépendante de la l:Jjantlté de
glucose dans le mil jeu.
On peut penser que Xc correspond à tne certaine densité de mycélllJll à partir de
laquelle des phénomènes d'encoIlbrement" stérique (lau<evlcs et col., 1985) tlJ de
diminution de transfert d'oxygène tlJ de substrat deviendraient sensibles.
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flgJre 23: Représentation de la blmasse
crltl~ Xc en forctlon de la CM:entratlon
de 9Il.IXIœ dans 1a I1Iase IlcpJ Ide

Effet sur la biomasse maximum (Xmax)
La biomasse maximum Xm estimée à partir des V02 atteindrait son maximum pour 330 gli
dans la phase liQJide. ce résultat est en contradiction avec la valeur de biomasse
f 1na 1e obterœ par dosage des proté ines tota 1es sur l 'échant i lion de 417 gli de
glucose (tableau 8). les autres Xmax calculés à partir des V02 sont eux en accord
avec les valeurs mesurées.
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Tableau 8: Paramètres de la croissance de A.nlger sur sLWOrt avec

différentes concentrations de glœose dans la phase liquide

:Conc. de: Aw sa : X max : X max: Scons.: Rx : [)jrée:
: glucose: init.:mesuré :calculé: mesuré: mesuré:

(gll) :(% til):" .. • .. :(g XJg S): (h):
. . .--- ---._.--'--'-- --- ------

57 : 98.6: 1.67: 0.85: 0.58 : 1.10 .527 : 12 :
:---------:------:-------;-------:-------:--------:---------:------:
: 167 : 96.2: 3.63: 1.00: 1.40 : 2.8\ : .498: \6 :
:--------~:------:-------:-------:----~--:------:---------:------:

: 200 : 93.9 : 5.88 : 2.30 : 2.39 : 5.08 .470 : 26 :
:------:--:----:----:---: '- '--'

: 330 : 92.0 : 6.86 : 3.00 : 2.95 : 5.99 .492 : 31 :
:------- :------ :------ :------- :------~~ :--------- :--------- :----- :

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

----- --'--'--'-- --- ------
• ces résultats smt exprimés en 9 1 colome soit 30 g de proi1Jlt t'unide.
Sa: stDstrat Initiai; Scons.: sltlstrat consOlllllé; X max : biomasse maxlllUll

les cinétiQJes de consommation de glucose représentées sur la Fig. 24 montrent des
prof ils ressenD' ants à caux des c inét 1ques de product ion de biamasse ca 1cu 1ées à
partir des V02' ~ à des concentratiCflS de glucose élevées, la dégradation des
sucres est rapide; plus de 80'.% de ceux-cl soot en effet consommés après 40 h pour
tne concentration Initiale de 417 gli dans la phase 1iquide. Contrairement à la
cro issance sur man ioc, dans 1a gamme d'Alti étud iée sur suPPOrt. 1a convers ion des
sucres est quasi totale et l'eau ne semble donc pas être 1imitante
stoechimètriquement.
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fll)Jre 24: ClnétlCU3S de CalSCIIIII8tllX'l de SlJ:res
OOser'lées lors de la croissance de A.nlger
poor différentes concentrat 1lX'lS de gn:;::œë
dans la r"ase IIQlllde.

Le systéme proposé a rendU possible des cultures avec des concentrations de 480 g/I
de glucose dans la p')ase liquide, ce qui correspond à Lm Aw de 0.870. Néanmoins, à
de tel les concentrat Ions, COIlIIlElrlCeI1t à appara itre des grad lents de croissance dans
ootre réacteur; les parties inférieures et supérieures de la colonne sont soumises à
des phénomèœs de condensat Ion créant a1ns i des zones où \ 'Aw augnente et où 1e
microorganisme croit avec lIl9 plus grande faci lité. Il est toutefois Important de
ooter CIJe de telles concentrations de glucose sont dlHlcl lement praticables lors de
cu 1tures batch en mi Il eu Ilqu 1de et à fort 1or 1 avec des champ 1gnons .

Les cond 1t Ions SPéC 1f 1ques de 1a fS grace notamment à l ' iI1l/Xlrtance de l' interface
air/eau/microorganisme rendent possibles les transferts de masse dans des mil ieux
visqueux, et peuvent fournir lI"l8 exP 1icatlon à ces résultats. Les vitesses
spéclflClJes de croissance observées sont élevées mais dlfficl les à comparer avec
celles domées dans la littérature pour des Aw comparables, puisque la plupart des
études sont effectuées sur plaques d'agar.
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11-2.4. Tai 1le des particules de suPPOrt

La concentration de glucose étant fixée à 280 gll, le rapport pondéra! bagasse/eau à
0.36 et la Q.,lantlté d'lnoculLl1l li 2 x 107 spor~/ 9 de ~rt, naJS avens fait cll'Xl
expériences avec différentes tailles de particules de bagasse de la li 150 mesh soit
des diamètres lOOyens œ fibres de 0.1 à 3.0 lIIII. Toutes les fractlaiS de bagasse oot
été auParavant lavées de facon à éviter des différences dans la composltloo en sucres
du mi lieu.

SUr la Fig. 25 mus avaiS représenté les vitesses de COOSOlIIIIatloo d'OZ mesurées avec
trois tai Iles de fibres différentes; 00 peut observer (J..I9 les courbes smt très
ressemblantes pendant la germination et le début de la phase exponentielle mis vers
la fin œ la croissance, les vitesses maxll1Ull augmentent et les profi Is devlernent
plus algues lorsque la tali ie de la particule diminue.
Ces courbes ont été Intégrées pour estimer l'évolution de la biœasse (Fig. 26).

3

8 10 11 RO 211 Tlhl

F1~e 25: Eva lut1Cl1S 00:s v1tasses dB ccnsalIIIat 100
d 02 obserVéeS lors dB la crolssarr::e dB A.nlger

~r différents diamétrtlS royero de part looles
de su:tIOrt.
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fll1N'8 26: Clnétlwes de priXl.l:tloo de biomasse calculées à partir œs V02 de la FlgJrB 24 IlOOr
différents dl.tres 1IJ)'llOS œs particules de stroort.

SI l'on porte rx max et Xc en fonction de la taille des fibres (Fig. 27), on peut
observer QJEl rx max alJ}llef1te lorSCJle 1es fibres sont plus finement rédu ites. La
biomasse critique Xc se maintient aux alentours de 1.6 9 X / colonne, sauf lorsque
l'on 611{)lole les fibres les plus grossières (diamètre moyen supérieur à 2 mm) où
alors. Xc est significativement (20%) abaissée. Dans ce dernier cas, X max est
également plus bas, ce résultat ayant étant corroboré par le dosage des acides aminés
totaux (cf. Tab. 9) .

. ....&Sieurs hypothèses sont envisageables pour expliquer ces effets mais deux d'entre
elles ont plus particulièrement rateru notre attention:
- Le développement cil microorganisme est essentiellement SuPerficiel (cf. photos de
III Icroseop le electron IQJEl) et lfle allfJll6l'ltat Ion de la ta Ille de la part leu le entra ine
lI1e dlmiMlon de ia surface spécifique et donc de la surface accessible au mycél ium.
L'abaissement cil Xc et dl Xm pour des fibres de pll,B de 3 mm serait donc attribuable
en partie à ce que l'on atteint plus rapidement la densité de mycèl lum critique.
- Pour exP 1ÎcpJer l'effet sur le rx max, on peut supposer que plus le diamètre de la
fibre est important, plus la vitesse de diffusion Intraparticulaire du substrat
devient 1imltante en fin de croissance.
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FIg;re 27: Representatlcn de la vitesse mllUl œ
formatlen dB blœasse rx max et dB la biClllllSS8
cr It 1[pl Xc l1l1 fcnct ion ;il dlUètra BJYI1l1 cIEls
partlcuies âJ ~rt.

Tableau 9: Paramètres de la croissance de A.niger sur Sl(JpOrt avec différentes tailles
des fIbres du support.

: Taille de :Denslté: XlII Xl!':5 cons.: Rx :l>Jrée:
: fibres x: :calculé :mesuré : mesuré: :

(mm) :(glcm3): * * * :(g Xlg S):(h-') : (h) :

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

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

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

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

,---_.__._--,--,---,--_.__.__.. ... . .. . . .. ..

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

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

* Résultats exprimés en 9 / 30 9 de milieu humide initiai
xm: biornasse max lnun; Scons. Sltlstrat consOllllllé
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Pour des tailles moyemes de fibres de l'ordre de 100 m,
la densité du mlleu est coosidérablement augmentée sans ~ la QUantité finale de
mycéllLll1 produite soit affectêe. Il est posslb.le dans ces conditions d'ootenlr plus
de 40 9 de blomasse/I de réacteur, concentratioo bien SUJérleure à la 1imite établ le
par La~evlcs et col. (1985) de 30 gll. Pour ées auteurs la faible utillsatloo de
l'espace par les chaq:lI!JlOl'lS filamenteux se tracill ra It par t.ne dens Ité cr It 1(JJ8 qJl
cmd It ionnera It les rendements de la FS. Les résu Itats précédents montrent (J.l6 la
surface spéciflqJe cil SlfCQrt accessible au chaq:llgnon est tri paramètre au moins
aussi i~rtant, et (JJ8 s'II existe t.ne limite de densité des hY\1leS elle se situe à
des valeurs plus élevées (J.l6 celles avancées par ces auteurs.

11-2.5. Quantité d'inoculum

Pour 1es études précédentes mIS av 1ons trava IIIé avec lf'Ie qJant 1té d' 1NJCU IUIl de 2 x
107 spores par gralmle de SlWQrt. Dans cette expérience, nous avons voolu voir si la
quantité d'inoculum était importante dans les fermentations sur suPPOrt comme elle
l'est dans les fermentat ions so 1ides ou liquides norma les. Ncxls avons donc ma Interu
constants les autres paramètres (0.36 g de StilPOrti 9 d'eau, concentration de
glucose dans la fX1ase 11CJ.Ilde de 168 gll) et avons fa It var 1er la (J.Iant Ité d' Irœulllll
de 8 x 105 à 1 x 109 spores/ 9 de SlWQrt ce (J.J 1 cor reSPQOO respect 1vament à 2.7 x
105 et 3.4 x 108 spores / ml de mil leu liquide.

Sur la Figure 28 on peut apprécier les ~02 mesurées lors des différentes
fermentat Ions. ces v1tasses ont été 1ntégrées et 1es c1nét 1~ d'awar 1t ion da
biamasse sont représentées sur 1a Figure 29. Il appara 1t (J.l6 lorSQUEl 1a qJant ité
d' lnoculun augnente, le tetlllS de culture dlm irœ drast l(J.JeIOOnt. SÎ 1'00 porte le
temps de fermentation en fonction cil logarithme de la quantité d'Irœulun (cf. fig.
30), on peut observer (JJ8 ce 1U1-01 dècro 1t qJaS i 11néa 1rament, passant de 26 à 11 h
lorS(J.Je le nontlre de spores est IllIltipl lé par 1250. 11 est également remarquable ~,
comme on peut le voir sur le tableau la, il n'y ait pas d'effet marqué de la ta! 1le
d'Inoculun sur la vitesse spécifique de croissance moyenne.

Le peu de variations observées pour des lnoculuns SlPérleurs il 1 x 108 spores/ 9 de
suPPOrt est important, la littérature faisant état de phenomènes d'Inhibition pour
ces quantités ct' inoculun en fermentation sol ide (RainDault et Alazard, 1980).
L'existence d'tri auto-irtliblteur de la germination chez A.niger est cornJe depJis
Ln certa in temps (Kr 1shnan et co 1., 1954) et des études récefltes effectuées au
sein de notre laboratoire, ont montré que l'effet d'inhibition est beaucoup moins
prononcé quand on ut! 1Ise 11l glucose comme sLtlstrat carba1é plutôt que de l'amidon.
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Ib:ll \l.I' Il en soit, en fermentatloo 1iQUide, âJ fait sans doute de la diffusion
~rleure de l' irtlibiteur, le seui 1 d' Irtliblticn est OOal.lC'Cll() plus bas de l'ordre de
106 spores par ml (Macko et co 1., 1976).

SUr le Tableau la on observe peu de variations en ce QUi concerne la biomasse
produite et la consommation des sucres, le résUltat légèrement supérieur obtenu avec
1 x 109 spores Ig de ~rt pouvant êt re attr ibué au peu d'avancement de 1a
croissarœ et aux spores non germlnées. Il est tout de même intéressant de noter
que dans ce dem 1sr cas. ja consonmt Ion de sucres est QUas 1 tota 1e après ssu1ement
la h de culture, tellllS poor leQUel le mycél illll est peu développé. Le cha~ilTOO n'a
donc pas besoin de posséder des h}'ltles IcnJS et ramifiés pour aller "chercher" le
substrat, et 00 peut penser que les phénomènes de diffusloo passive à l'Interieur de
la matrice sol ide soot préOOminants dans la Il.ltrition âJ cha~ilT«l. cette hypothèse
viendrait cooflrmer ce Q.l6 nous avions SlWQsé lors de l'étLde consacrée à la taille
de partiDJle du suPPOrt (11.2.4).

La taille d'Inoculum ne parait pas exercer d'Influence significative sur le Xc et le
rx max et "011 peut en déduire que pour de faibles
conœntratlons de sucres, ces derniers paramètres sont lJ1iquement gouvernés par la
quantité de substrat.
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FlgJrB 28: Evolutions œs vitesses de CŒlS(XlIIIIatloo d'OZ
OOservéeS lors 00 la croissance de A.nlger sur
~rt avec différentes (pl'Itités ë'1'l'OO:IllJII de
S\XJres par 9 de ~rt.

82



Tableau 10: Paramétres de la croissance de~ sur support avec différentes

quantités d'inoculum (Substrat Initial: 3.63 g/ colonne)

Quantité Xc Xm Xm Xc:$ Cons.: :Durée:
: d'inoculum :calculé:calculé: mesurè:calculé: mesuré:
:(SP./g supp.): * * * * * :(h-1) : (h) :

· . . . . .
_______0-=__'_-_~._~~_=='~~ .__.~_

8 x 105 : 0.0002: 1.50 : 1.38 : 1.07 : 2.65 : .415 : 26:
.~ . . . . . . --_0_---_0. .
: 4 x lOS : 0.0008: 1.31 : 1.38 : 1.02 : 2.85 : .429 : 22:
:-------------;-----:-------:-------:-------:-------:-------:-----:
: 2 x 107 : 0.0042: 1.35 : 1.41 : 0.96 : 2.71 : .433 : 19:
._~-~--------_._~----_.------_.------_._-----_._------._-----_._----'. ..... ~ . .
: 1 x 108 : 0.0208: 1.40 : 1.35 : 0.84 : 3.41 : .464 : 16:
:-------------:-------:-------:--------:-------:-------:-------:-----:

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

* Ces résultats sont exPrimés en g/colonne soit 3J 9 de produit humide Initial.
Xo: biomasse initIale; Xm: Biomasse maximum; Xc Biomasse critique

2,.------------------------------,

o
u

Tlhi

FIlJlf8 29: CIl1étl~ de procu:tloo de bicmassa calculées à partir des vOz de la Flb\lra 27 p:JUr
différentes ta t Iles
d'lrœullJll de SjXlres par 9 de ~rt.
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11-3. Conclus Ion

Cette étude des cultures de ~ sur des milieux IIQ.lides absorbés sur Ln

suPPOrt solide nous a montré que la conœntratlOfl de glucose dans la phase aqueuse,
et à travers elle j'activité de "eau du milieuexercalent me influence Importante
sur la vitesse de croissance. Pour de fortes concentrations de saccharose, Il a pu
~tre mis en évidence une biomasse crltiQ.le Xc à partir de laql.'6lle la vitesse de

croissance décroit, cette Xc se situerait entra 1.5 et 1.8 9 de mycéllllll sec! 3J 9 de
matërlel Initiai. Des variations de Xc COIlUI18 de rx max oot été roservées lorSQJ'on
changea 1t 1a ta Ille des part 1cu 1es de SlVPOrt ce l1J 1 suggéra l'ex isteroa de
résistances aux transferts de masse Intraparticulalres l1J Sl..bstrat ou de 1'02'
Il a ëté étab 1i Q.Ie l'Aw éta it plus inportante lp3 1a (JJant 1té ct' eau présente dans le
mIlieu. I)'j se rapproche donc par le biais des cultures sur Sl..WOrt impréglé des
phénomènes observés en fermentat ion IlQU 1de où l'eau n'est pas Ilm1tante
stoech iométr iquement ma Is où la dispon lb Il Îté de l'eau peut ten ir Ln rO le
important. Les cond it Ions llli QUElS d' interface eauta ir lm icroorgan isme l1J mi Ileu sa Ilde
autorisent toutefois des cultures sur des milieux exttemement concentrés d'Aw
faibles (.870) trop vlsQ.lellX pour~etre utilisés en batch en fermentatloo liQJlde. A
l'instar des cultures confinées à des SlWQrts en milieu liQ.llde (GbeWonyo et
Wang, 1983), des concentrations de mycéllllll élevées (plus de 40 gli de réacteur
avec une densité de 0.5) peuvent être atteintes en milieu sol ide.
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L'inoculation avec des suspensions denses de spores a permis d'écoUrter le temps de
culture de manière Importante et l'absence d' imibition observée avec des IrœulllllS
très concentrés souléve des interrogations sur la physiologie de germination des
champignons en mi lieu sol ide, certainement d!ffèrente de celle prenant place en
culture profonde où des retards de croissance sont observés avec 500 fois moins de
spores.

La bagasse de carne à su::re crost 1tLfl Ln modé 1e llJ1 peut serv 1r de base pour 1' étLde
d'autres slWlrts ou d'autres souches de challi)ilJQ'lS, dans le but rotaJllll6l1t de
prodJlre des métabol ites.
ce travai 1basi~ a fait l 'oojet de plus.iaurs a~llcatiCllS cmt voici deux eXellPles:
- l'enrichissement protéique de la canne à sucre entière non prétraitée par culture
de~. ces expériences ont été menées en collaboratloo avec le CENle de La
Havane.
- la pr~tlon de pact 1nases par Aspergillus et Penicilllllll sp. cultivés sur
de la bagasse Inpréglée d'Ln milieu rutritlf IICJJlde. ce travail effectUé en
collaboration avec la UNMl de Mexico fait a~l à Lm teclYli~ d'extractioo des
enzymes par pressage du prodJlt fermenté (Trejo, 1986).

~Wl

..

JO

FilJ.lre 31: ThermograBm3S obtertJS lors de la
croissance de~ sur amiOO1 de maniœ
(10 "J)
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amldal de manioc (100 mg)
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III. ETillES DE MI CROCAlŒ It.fTR 1E

111-1. IntrcxiJct Ion

ce travail s'est déroulé dans le cadre d'lJ'l progra!llllEl de coopération franco-cubaln au
Centro Nac iona 1 de Invest igac ion Cient if Ica (CEN IC) de la Havane dans le laborato i re
de Microbiologie Irdlstrlelle. Je remercie Mr R. Contreras, Directeur OJ
Département, ainsi QJ9 tout le persomel poor leur aide préCieuse.

la microcalorilllètrie est rnelllèthxle de mesure de la chaleur dégagée par une reactlon
chlmlQ,Je, anzymati(J.le ou dans le cas (J.l1 l'lOOS Intéresse lors de la crolssarœ d'Ln
microorganisme. la grande sensibll ité des appareillages dlspoolbles permet de
visualiser ilTll1édlatement des phénomènes l1lyslologlQUeS ou Illétaboll(JJ6S plus
difficilement accessibles par les IlIèthodes d'analyse classlQJ9. SI la
microcalorimétrle a été largement uti 11sée pour étLKlier les bactéries (Belalch,
1980) ou les levures (laJltlrecht, 1980), Il existe peu de PLtlllcatlons concernant
le IlIétabollsme des cha.nl:l1[1lCllS. 01 peut citer dans ce oomalne les travaux de
.l.ngIolm et col. (1980) sur la germination de Fusarium roseun ou ceux de
Contreras et col. (1988) caractérisant des lIMJtants cellulase (-) chez des
pourritures blardles Ilg'lOlytlQJ9S. cette laClJ'l9 peut être attribuée à des
problèmes méthodologiques, les conditions critiques d'aération-agltatlon
indispensables à la croissance des champignons filamenteux étant dlHlc! les à
maintenir dl!ns les mlcrocalorlmètres classlC1J6S. De ce point de vue, les cultures
sol ides qui peuvent être menées en réacteur statique, sont plus faci lement
adaptables aux conditions reQUiSes par ces Instruments.

Après examen des antéCédents. roos avoos entamé notre étLde avec les propos suivants:

- illtenlr des thermogrammes de croissance de~. sur farine de manioc et voir
si la grande senslbll ité de la méthode (0.2 watts soit 1O-6·c: cf. Matériel et
Méthodes) nous permetta it de séparer 1es différentes phases de 1a cro 1ssance sur
stbstrat sol ide lnlQUement accessibles par le calcul (Ralmbault, 1980).

- Est 1mer 1es quant 1tés de cha 1eur dégagées lors de ia cro 1ssance de A.n1ger-sur
farine de manioc.

- !l:lten 1r des tt'lerroogrammes de cro tss,ance de. A.n I~er sur l.Jl sl.UXlrt consHtué de
oagasse œ came lII~re!11é a1..03 :>0 1ut Ion synthê 1que contenant l1l 91ucosa et des
sels. et observer l'Influence de la concentration de Slbstrat et de la taille
d' lnoculum sur ces deMlers.
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111-2. Aspects méthode 1cg 1cp..es

ce mlcrocalorlmètre n'ëtant pas éQJlpé d'lm cellule li flux cootll'll, les flacoos
sent scellés au début de l'expérience. Dans ces coodlt!OOS, la croissance deS
microorganismes aérobies peut devenir rapidement-limitée par la coocentratlm
d'oxygène li l'IntérIeur w flaCCll, ce (JJI OOJS oblige à utiliser de faibles
quantités de substrat.

U1 flacon cootient 3 ml soit 4.281rJ d'02 si )'00 OO'ISldère ~ la pressloo
partielle (PP) d'02 est de Hm. Dans l'é(JJatlm stoechlallétrl~ de la réactloo
de croIssance de ~ sur manIoc établie par Rallltlauit (19Sl). Il
faut 2.1/OClles soit 67.2 9 d'oxygène par /OClIe de glœose CCJ\SOlIIlIée. Ainsi la
quantité limite de SttlStrat poovant être présente dans le milieu est de:

4.28 x 180/67.2 • 11.5 mg.

La faible taille de !'échantilloo ccnœrné, la pp d'02 saturante et
l'herméticité des flaCa'lS font QUe les corx:lltlons de culture différent
sensiblement de celles QUe nous utilisons en fS. Nous pensons néaI1nolns QUe le
milieu solide restant exactement le m"eme, les résultats obtenus peuvent nous
f(J.Jrn 1r des 1ne! 1cat 1a'lS sur 1a l11ys 101cg iEl des c:haIqJ Il1'OI1 filamenteux en fS.

111-3. Analyse thermochimiQUe de la croissance de
A.nlger sur farine de manioc.

Nous avons pratlQJé lm première expérleœe avec 10 mg de farine de manioc,
cette CJ,Ialltltè représentant à peine (J.I91cp..es graIns au ftrd fil flaCCll. les
thermogrammes obtln.lS lors de deux rèpetltlons soot représentés sur la Fig. ~

où le parallélisme de leurs évolutla'lS IOOl1tre la !:lare reproci.ctlblllté de la
mesure. le processus est plus loot que lors des fermentat Ions en co1lm8 Q.I i ,
suivies par gazométrle wrent à peu prés 25 h.

On peut remarquer 1.11 accident dans la courbe de croissance, correspctldant à lI"l

léger saut énergétique (JJI se prowit entre 11 et 15 h de fermentatlm. Pour
observer ce phénomène avec plus de préclsioo, ro.tS avons réalisé lI"l essai avec
100 mg de Slbstrat, 1'02 n'étant pas limitant jlJS$'à 20 h dans ces coodltla'lS.
le thermogramme partiel obterll est représenté sur la fig. 31 où l'm peut

observer avec beaUCOl..P plus de netteté 1e saut énergét 1Q.IEl; Il a dans ce cas
! teu entre 6 et 8 h contre 11 à 15 h dans l'expérience préœdente. cette
différence peut s'exp) i(JJer par la trés faible QJaI1tité de stbstrat et
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d' inoculLlll présente dans le premier cas OÙ Il sesrole (Jll 1'00 atteilJ'lS lIlEl des
limites physiques w système.

POCIr en revenir à la dernière expérience, lIlEl. observatioo IIIlcr~lllJ8 d'lIl

èchantilloo prelevè au IOOIIIent wpic mntre des spores gerllllnëes, en phase
homogène à 00% et possédant 1Il tlbe germinatIf Icng de 4 à 5 fols la taille de
la spore. cette période OO\llrlse entre 6 et 8 h correspco:l à la fin de la phase
de gérmlnatlon. La germination est lIlEl phase largement ermgén9 (lISSIlIaITl, 1965)
tard 1s llJ8 1a I1\ase de cro 1ssanœ exponent 1eIle est tota1amant éxogéne. Ces
expériences de 1II1crocalorlmétrie roos nmtrent llJ8 pendant cette période
transitoire wmétabolisme se mettent en place des méCanismes exotherllcpJeS.
Cette exothermle ne s8lltlle pas liée à des processus respiratoires (l..I1Sl',JJ3 cet
"accident" n'a pas été detecté en resplrométrle (cf. Flg.1B). Les résUltats
suivants obten.lS sur ~rt permettent de préciser 1Il petit peu IIlleux la nature
de ce phénoméne.

SI l'on s'Intéresse au rendement calorifique global de la croissance au.ayen du
calcul de l'aire soos la COCIroo (cf Fig. 3), 00 obtient la ~t1té de 7.35 cal
libérée en 43 h.
La chaleur CIe dégagée pour la croissance et la maintenance ramenée à 1Il graJllll8
de biomasse est domée par l'écJJatlon suivante:

Hs
CIe .. Rx - Hx (1)

OÙ Hs est l'enthalpie de COIlb.istlon w sltlstrat (Kcal/g sltlstrat)

Hx est l'enthalpie de COIlb.istion des cellules (Kcal/g biomasse)

Rx est te reooement de transformat Ion de sltlstrat en

biomasse (g blomasse/g Slbstrat)

Les valeurs de Hs et Hx ont été calculées par~ et 001.(1976) pour les levures

cu 1t ivées sur glucose et sont respect ivement de 3.74 et 4.10 Kca I/g. En se basant sur

lI1 Rx de 0.55, on obtient lI1e quantité de chaleur Qc de 2.10 Kcal/g de cellules.

La chaleur totale dégagée par flacon lors de la crolssaœe est de 7.35 x 10-3 Kea 1 ce

qui correspond à 3.5 mg de biomasse. sachant que Em des sœres initiaux sont

c-onsommés en f in de fermentat Ion (cf. 1-2.1.) soit 6 mg par f 1acoo , on obt lent 1Il Rx

de 3.5/6 = .58 très proche de celui sur ISQJeI rous roos étions basés pour le calcul.
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Les valeurs d'enthalpie proposées par~ et 001.(1916) poor la croissance de

levures sur gllt:OS8 seatllent c:mc bIen s'adapter à la croissance de A. nlger sur

olem.

111-4. Analyse therllKlChlmlQJe de la croissance de A.nlger sur bagasse Imprégnée

d'Ille solution saline li) gll.lJOS9.

111-4.1.Effet li) la concentration de glucose dans la çllase

11(J.Ilde.

U1e série d'exPériences a été montée utilisant 15 mg de bagasse lavée rxJIs séchée

lQ:lrél1lée de 40 1 d'lIl8 solution saline de glucose de concentration croissante.

l'inoculllll a été fixé à 3 x loS spores poor cha~ essaI. Nous n'avons pas remarqJé

de différences sll1llflcatlves lors des répetItions et les thermogramnes obterl.lS sont

reportés sur la fllJ,lre 31. Dans trois des ~tre thenoogrames. 00 peut observer le

même saut énergetlQJe QJe dans le cas de l'amlOO'l de manioc mals Ici, " apparalt

plus tardivement et . SCJl Ill{)Ortaœe augmente au fur et à IOOSUre que le glucose en

solutloo est plus concentré. A l'atténlatloo utilisée (:DXl W) l'expérience avec la

solutloo cœtenant 35.8 gll n'a pas permis de déceler de pic dans cette zone.

Si 1'00 trace ln) courbe llJl ne tient pas ~te de ce saut énergétlQJe (cf fig. 31,

pointillés), Il est possible de mesurer ln) aire C()Q)rise entre le premier pic et la

courbe Idéale llJl correspood à lIl8 (lJant 'té de chaleur (cf. tab.1). SI 1'00 porte

cette chaleur cootre l'activIté de "eau Initiale <li mil leu. on observe Lne évolutloo

positive (cf. Fig. 32) (J.II montre ~ l'exothermle c1l premIer pic est d'autant plus

IlItlOrtante ~ le cha~lg1OI1 est confronté à des Aw plus faibles et donc des forces

osmotlCJJSS croissantes. Dans les trois cas 00 II apparait, ce pic correspond à 5% de

la Chaleur totale prodUite.
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l'expérlerce carcx>rtant 216 gli de glucose dans la phase 1i~lde a été refaite et

COiltlletée par des roservatlons de microscoPie électronl~ sur des échanti lions

préleVés twtes les heures pendant le premier pic (Planche 1). Les cllct'és montrent

1a processus de germ 1nat 100 partant de 1a sPOre (a). 01 peut su 1vre 1e boorgeorœment

!il tltle germinatif encore peu developpé à t=7 h (b) puis mesurant déJa de 4 à 5 fols
la taille de la spore aprés 8 h de culture (c). ces cllct'és montrent à l'évidence ~

la sort le !il tlbe gerll'llnat If a lieu en un court laps de t~ correspondant à peu

prés au maxillUll d'Intensité !il premier pic. SUr la DhJtograj:tile suivante (d) prise à

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

la fin de la fermentation (t=20 h) montre un mycéllllll assez lache ~i tapisse la

surface des particules de bagasse.
COllIne lors de l'étude en colome (cf. 11-2.1), me augmentation de l'Aw du milieu

allonge le teq>s de germination et ralentit la croissance.

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

~ dans le chapitre préCédent en considérant QUe 85% du glucose est consommé à la

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

les trois oornléres concentrations mals pour la première, le rendement est élevé. 01

peut St.CJposer QUél blen ~'e Ile aIt été laVée, la bagasse cont lent toojoors du

saccharose résiduel (JJI Interfére dans les résultats CJ,Jaoo la concentration de la

solution d'lll1Jréglatlon est faible.
Tableau 11; Paramètres calculés à partir des thermogrammes

Rx;Concentratlon de: AW :Alre sous: Aire: Glucose :Blomasse
glucose :Inltlale: 1er pic: totale:consommé :calculée : :
(gll) : (%HR) : (cal) : (cal):· • :(g X/g S):

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

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

1.42 : 0.51
'----'. .

2.39 : 0.55
------_.. .

4.08 0.55216.5 : 95.1 : .673 : 11.35: 7.66

82.2 : 98.1 : .167 : 3.95: 2.78

;----------------:------:--------:-----;----
127.0 97.2 : .384 : 6.65: 4.32

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

------- --- ---- --- ---- ---- ----
* mg par flacon
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Floxs 34: RepréSentatlŒl de l'airs soos le
pr!llllier pic an fcretlŒl de la presslŒl OSIIOtlcpe
cIiInS la ~se IlllJlde.

111-4.2. Effet de la quantité d' lnoculum

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

Sur les thermograllllles représentés fig. 35, on peut observer (JIl la QJant Ité
d'Inoculum agIt sur la taille du premier pic et sur son délai d'apparition. ceci
montre que lors des cultures sur support, le saut énergétique est proportionnel
au nontJre de spores et renforce donc l'hypothèse élaIxlrée plus haut.

Le fait que ce pic soit decalé dans le temps nmtre que jUSQJ'à trl certain
point, la germination est plus rapide quand les spores sont an suspension plus
dense. 1/ ex 1ste dans 1es spores de certa 1nes espèces de champ 1(T(lflS des
auto-activateurs de la germination (SUSsman. 1976) QUI pwrralent expliquer
ce phénoméne ma 1s auss Iles prof ils cinét 1~ observés sur support lors de
l'étude consacrée à la taï Ile d'Inoculum (cf. 11-2.5.)

Comme lors de l'étude menée en colonne (cf. 11-2.5.) la durée de la culture est
proportlonel le à la quantité d'Inoculum, passant de 14 à 24 h quand le nombre de
spores est divisée par 25.
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Il i-5. Conclusion

L'enserrble de ces résUltats IIIOOtre que les cultures sol ides de chall!PllJlOf'\s
filamenteux se pretent bien a des études calorlmétrlaues.

La précision de cet lnstn.œnt de IIIElsure nous a permis de mettre en évidence
lors des cultures de A. niger sur Slbstrat ou support solide, tri phénomène
exothermiQ-S prenant place à la fin de la phase de germination.

l'existence de ce pic ~i, rappelons-le, Intervient à la tin d'lIl8 phase de
germination majoritairement andogéne, sooléve plusieurs interrogations. La petit
nœtlre d'exPérlerœs effectUées na permet pas de conclure mals seulement de
forllU 1er QUe 1QJeS hypothèses.
- Le phénomène peut être d'ordre pUrement physico-chimltlJ6: 6xpJisiOl1 d'eau,
concentration du milieu Intracellulaire pour reslster à la pression osmotique
externe.

94



- /}l peut é(ja lement sOl(l(XmIlr m çhàrlllléoa strœtura 1: réarr~t de la
paroi, du système de perlléasas, aCCUII.Ilatlm de DOlyols toujours p:IlIr s'adapter
aux cooditlons externes,
- Enfin, lI)O e><pllcatlon sl""l""""t l!éœn!aue ccme la prodJ;tlCl"l de ctlaieur par
poossée du tooa germinatif n'est pas A écarter,

Lors ttl calcul de la chaleur totale dégagée pmlant la crolssame rous avons
trouvé lJ19 lXme aOlquatlon entre les valeurs d'entnalple fMnles par la
littérature et les àmées calculées à partir des thermogrlll!lle5, Ces
coefficients d'anthelple srot très l"OOrtants pour pr/wolr les~
d'accumJlatlon de chaleur dans 100 réacteurs! œ FS,

les résUltats Observés sur S'.qJOrt Imprégné OI1t rol1flrmé et précisé ceux etJter<1S
par gazométrle dans les COlomlS, la microcalcrimétria facile à Illettre en oouvre
et rapide cmstltue dore 1I1 ootll precieux pour des études par~,métr\QIJBS sur la
croissance et le IIétabolisme des c"halllll(1lOl1S filalllSrltl>\;X an oulture solide,

~~i':tli"nl~t= I~œxfl~~lne~ri~~::l~ ~~ œ 1& cn~lssaooe de
m--~W ête réaliSéS au~~atoln de "lcroscr.c~8 Elaotrml(J.ll œ la Fawlté œ
_Ire <Il !lill'\lJ011 a 1001""")

{Il) SiXlr8S de~ sur la bagasse

(b) llilIJlt dB gerolnallm (t_ d' lrobollm, 1 hl

(c) ~I~t cll t\b8 gel"llimlif (tl!llOS d'lrn.b:1tla'l: 8 h)

(d) Crol...,..,. Ill>lœlo (t_ d'lro.I>ollm, 10 h )

(0) _1l1J pro<lJll ....10 ID h d' Ilnbllm
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CONCLUSION GENERALE
Ce travail a été axé sur l'ill{lOrtance de l'eau et de l'activité de l'eau clans la

fermentatloo solide et nous avons tout d'.abord étUdié Lll procédé déja bien

caractérisé: la fermentatloo de la farine de manioc par Aspergillus nlger pcxJr la

productloo d'al iments fermentés enrichis en protéines. La détermination des

1sothermes de sorpt Ion de chaCll'1 des const ituants lit mil iau et 1eur intrcrl.l:t 100 dans

l 'éQ.lation de Ross (1975) nous a montré:

- que l' AI'I inlt laIe lit mi 1jeu de culture ~rtant Em d'tunidité est basse (94%)

essentiellement à cause w mélange salin utIlisé.

- que l'Aw w Slbstrat diminuait au cours de la fermentation passant en dessous de

00% après 20 h.

L'am idon ayant une fa lb le capacité de rêtent lm d'eau, poor pouvo i r al.llJll8nter

l'activité de l'eau Initiale. nous avons été amenés à Introck.lire Lll SWPQrt

Ilgnoce 11u1os 1que à forte capac 1té d'absorpt Ion COIIIlIe 1a bagasse de canne à su::re.

Après avoir déterminé Lll pcxJrcentage de bagasse :(JII nous permette de travailler une

gamme d'hunld/tés I~rtantes (de 40 à 70% soit des Aw de 0.93 à 0.98), nous avons

mis en év 1dence dl fferents effets de l'eau:

- sur 1a v1tasse de cro 1ssance: une Aw SlPér 1aura provOQJant Lll raccourc 1ssement de

la phase de germination et une augnentatloo de la vitesse de croissance spécifique,

Cet effet est surtout lié â la diffusion plus rapide des enzymes, lit stbstrat et peut

être aussi de 1'02'

- sur l'utilisatloo w substrat: une augmentation de l'Hunidlté inltlae et de l'Aw

augmentant "utilisation du substrat et par conséquent la biomasse finale, ceci

conf i rme l'exp 1Icat ion d'une 1lm Itat ion stoechlomètr 1que de la cro issance par l'eau

disponible en fS.
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- sur la prOOJctlon de glucoamylases: Il existe un optlmun d' Hi pour la production

de glœoamylases. Intervlement Ici des phénomènes de repression de la synthèse

d'enzyme par le glLœSe QJI peuvent être accélérés QJand il ya plus d'eau et que

cb1c les diffusions sent plus rapides.

cette étude a montré sans eQ.llv~ ~ l'activité de l'eau est lD'1 paramètre

IlItXlrtant de la culture solide de chaJ\lllglOl'lS filamenteux sur farine de manioc et!P3

des gains de pm1.lCtivlté et de rendement sont à attendre d'un bon contrOle de 1'1\1'1

du substrat pendant la croissance.

Le manioc ne fournit pas un modèle de fermentation solide très facIle à manier. la

texture et 1es propr 1étés de rétent Ion de 11QJ 1de de 1a matr 1ce 50 Il de étant

IIIOdlfléesau cours de la dégradatlonde l'amidon. Enapprofondissant l'Idée de

SlWQrt avancée dans le premier d'lapltre, rnJS avons pensé à dissocier Sltlstrat et

matrice solide et avons ainsi utl! Isè des mi 1ieux IIQJldes synthétl~ (glucose et

sels) directement absorbés sur li) support sol ide (bagasse de canne) pour la

croissance de A. nlger.

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

la croissance, mais bien la ccn::entratlon de solides dans la solution d'Imprégnation

et à travers elle l'Aw du milieu; ainsi de 60 à 480 gll, la vitesse spécifique de

croissance diminue avec l'AI'I initiale ciJ milieu comme cela avait été montré pour le

manioc. Lhe analyse approfondie des cinétl~s a montré QUEl pour des cm::entrations

de gIl.lCOS8 dans 1a \i)ase Il~ 1de ~r ieuras à 2&l gli appara 1t lllEl b1amasse cr 1t j tlJEl

~1 var 1e pell 1orSQJ' CX'l aUtJll8l"lte 1a QJant 1té de sucres. Lhe étude concernant 1a

taille de particules ciJ ~rt a permis de St.(:)l.)OSer ~ les diffusions

Intrapartlculalres de substrat ou d'oxygène pouvaient êtreliIDitantes de même que

la surface uti le de support accessible au champignon.
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L'autre paramètre important des fS sur support s'est révélé être la concentration

de l'inoculum, lI1e relation linéaire ayant pu être mise en évidence entre inocuh.Bll

et temps de cu 1ture. Lœ concentrat ion très élevée (1 x 109 spores/ 9 de stœOrt)

loin de provOQUer l.l'lEl Inhibition de la croissance conciIlt à Ln épuisement

extrêmement raD Ide du substrat.

•Des cultures sur support effectuées dans des conditions très proches de la colonne et

suivies en mlcrocalorlmétrie ont montré "existence d'Lne ~sa de transition entre

1a germ inat ion et 1e deve loppement expOl1ent 1e!, phase marquée par lJl8 exotherm 1e dont

"Intensité a pu être reliée à la concentratloo de glucose dans la solution

d'imprégnation. Le fait que ce phénomène n'ait pu être mis en évidence par

resplromètrie semble indiquer ClJ8 cette PfOOJctlon de chaleur correspond à des

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

ailleurs confirmé les résultats observés en colonne et a mis en évlderœ Lne

activation de la germination lorsQJe l'inoculllll est plus concentré.

Le système de culture sur support l~régnEj. de par les conditions mlQUEIs

d'lnterrelatlOl1 substrat/air/microorganisme, rend possible l'enplol de milieux

nutritifs liQUides très concentrés (400 g/l de glucose) et cco:1Jlt à l'obtention de

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

L'uti 1isatiOl1 de supports synthètlques comme le polyuréthane, neutres biologiquement

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

devrait faci liter l'étude des paramètres de croissance et du métabolisme des

champignons en milieu solide. On pourrait alors envisager l'utiiisatlOl1 de la

biornasse fixée au support pour 1a synthèse de métabo II tes seconda 1ras ou 1a

biotransformation de molécules.
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