Valorisation de la cossette de betterave
“par culture de trichoderma harzianum

Ind. Aliment. Agric., 1983, 100, 7/8.

“en milieu liquide et solide

par SEVASTIANOS ROUSSOS J.L. GARCIA et M. RAIMBAULT*

RESUME

La cossette de betterave épuisée a été utilisée comme substratqpour le
développement de T. harzianum en milieux solide et liquide. Aprés 60 h de

culture, la cossette ne renferme plus que la moitié de la cellulose qu’elle .

contenait initialement et le milieu de culture est enrichi en protéines et
enzymes celiulolytiques.

Mots clés : Trichoderma harzianum, cossette de betterave, cellulases, pro-
télnes, fermentation liquide et solide.

ABSTRACT :

Leached sugar-beet cosseties were used for culture of Trichoderma har-
zianum In liquid or solid media. After 60 h period of incubation, the cos-
sette content of cellulose was half than initial content and culture media

were enriched with protein and cellulases.

Introduction

La bioconversion des sous-produits agricoles principale-
ment cellulosiques et lignocellulosiques a attiré ces der-
nieres années l'attention des pouvoirs publics. En effet,
ces produits sont disponibles en grande quantité et peu-
vent étre transformés en sucres, protéines, enzymes, al-
cool ou biogaz.

La France figure parmi les grandes puissances sucrieres.
Ses sucreries sont alimentés avec des betteraves en mé-
tropole et de la canne dans les départements d'Outre-
Mer. Dans les départements du Nord, la culture de la bet-
terave sucriere tient la premiére place des cultures indus-
trielles. Les sous-produits sont diversement utilisés : les
mélasses servent a la fabrication de levures et de méta-
bolites ; les pulpes, sous-préduits solide, riche en cellu-
lose, sont utilisées aprés ensilage pour la nutrition des
animaux digastriques. Elles sont rajoutées en faibles
quantités dans les rations alimentaires. L'utilisation de ce
sous-produit comme substrat pour la croissance des
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champignons filamenteux cellulolytiques pourrait amener
de nouveaux débouchés.

Dans ce but, nous avons étudié, dans un premier temps,
la production d'enzymes (cellulases) et de protéines par
une culture de Trichoderma harzianum (1). Ce microorga-
nisme utilise, en effet, la cellulose et les produits cellulosi-
ques, comme source de carbone et d'énergie pour sa
croissance. Il synthétise pour cela des enzymes celluloly-
tiques extra-cellulaires qun transforment la cellulose en
glucose, qui peut lui-méme étre métabolisé en d'autres
composés. Des études récentes (2) ont démontré I'utilisa-
tion possible pour lalimentation des poulets d'aliments
fermentés enrichis en protéines de T. harzianum,

La présente étude analyse la croissance de T. harzianum
sur cossette de betterave épuisée, cultivé en milieu solide
selon une technique déja décrite (3,4) et en milieu liquide.
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1.

Matériel et méthodes

1. Microorganisme :

Un champignon imparfait Trichoderma harzianum (CCM
F-470) provenant de la Czechoslovak Coliection of Mi-
croorganisms (CCM) a été utilisé.

2. Milieux de chlture :

T. harzianum est cultivé sur Malt-Extract-Agar Difco (B
112) & pH = 5,6 et 29° C puis conservé & + 4°C. Pour
linoculation des cultures on utilise une suspension de
spores dans de I'eau distillée stérile additionnée de 1 %
de Tween 80, avec une concentration de 3 x 107
spores/g de substrat (1).

3. Composition de la cossette épuisée de
betterave :

La composition moyenné minérale et organique est rap-
portée au Tableau I. '

Tableau | - Composition moyenne des pulpes de bet-
teraves : ‘ .

Matiére séche 20 %
dont Cendres 5%
Matiéres volatiles 95 %
Eau ' 80 %
Analyse élémentaire Analyse Organique
(rapporiée & la matiére séche) | (rapportée & la matiére séche)
Carbone 40 % Cellulose T20%
-Phosphore 0,37 % - | Hemicelluiose 15 %
Azote 1,80 % Sucres
simples 30 %
CIN 22 Pectines 10 %
Protéines 10 %
Lipides 8%

4. Conditions de cuiture : .

4.1. Fermentation liquide.

Les cultures sont réalisées dans un fermenteur’ BIOLA-
. FITTE de 2 litres contenant 1 250 ml du milieu suivant :
(NH), 8O, 0,975g; urée, 0,2389g; KHPO, 0,50¢;
Cossette épuisée de betterave a 98 % de matiére séche,
10 g ; Eau distiliée, 1 000 mi ; pH : 5,6. Le milieu est au-
toclavé dans le fermenteur & 110° C pendant 1 h.

Régulation des paramétres : température, 29°C ; aéra-
tion, 10 Vh; agitation, 500 t/mn; antimousse, huile de
colza ; le pH n'est pas régulé.

Des prélévements de 20 ml sont effectués tout au long de
la culture et les échantillons sont congelés pour étre en-
suite analysés simultanément.

4.2. Fermentation solide.

Les cultures sont réalisées en colonnes selon une techni-
que decrite par ailleurs (3,4). La solution minérale pour
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100g de cossette séche contient: (NH)SO, 9,759 ;
uree, 2,38 g ; KH,PO,, 5,0 g ; Eau distillée, 100 mi. Le pH .
de la solution est ajusté a 4,2.

La solution minérale est ajoutée & la cossette seche, fine-
ment broyée (taille inférieure & 0,5 mm) puis le mélange
est homogénéisé et autoclavé & 110° C pendant 1 h. Il est
ensuite, inoculé avec la suspension de spores ; 'humidité
du produit ainsi obtenu est ramenée & 70 %. On introduit
20 g de ce produit dans chacun des incubateurs qui sont
placés dans un bain-marie a 29° C ; de I'air comprimé sa-
turé en eau assure l'aération du milieu de culture avec un

" débit de 7 I/h.

Des prélévements de 10 g sont effectués tout au long de
la culture et les échantillons sont congelés. Le poids sec
de chaque prélévement est mesuré avant congélation.

U : . .

Sur les échantillons décongelés et homogénéisés par
passage dans un Potter, les dosages suivants sont réali-
sés : sucres réducteurs au DNS (5), sucres totaux & |'an-
throne (6), protéines au Folin (7), activités cellulasiques :
Activité Papier Filtre APF et Activité Carboxyméthylceliu-
lose ACMC (1,8). :

Les résultats sont exprimés en g de produit formé ou dis-
paru pour 100 g dé substrat poids sec (SPS). Les activi- -
tés enzymatiques sont exprimées en Ul/100 g SPS (1 Ui
est la quantité d'enzyme nécessaire pour libérer & partir -
du substrat une micro-mole de glucose par minute).
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Fig. 1. B. Culture de T. harzianum en milieu liquide.
Evolution du pH (o - e); Evolution des cellulases ;
ACMX x 1000 Ul (N - B ) ; APF x 100 Ul (v - ¥ ). .
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Fig. 2 B. Culture de T. harzianum en milieu solide.
Evolution du ph (e - e); Evolution des cellulases :
ACMX x 1000 Ul(l n; "APF x 100 UI (v-w)
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Fig. 2 A. Culture de T. harzianum en milieu solide.
Evolution des protéines (e - o) ; Evalution des Sucres
Totaux (o - O).
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. Fig. 1 A. Culture de T. harzianum en milieu liquide.

Résultats et discussion

Sur les figures 1 et 2 sont respectivement portés les ré-
sultats ‘concernant I'évolution du pH, des protéines, des
sucres totaux et des activités cellulasiques au cours de la
croissance de T. harzianum cultlvé en milieux liquide et
solide.

Au cours des 10 premiéres heures de fermentation, qui
correspondent & la phase de latence, les spores doublent
de volume puis donnent un tube germinatif qui va former
le mycelium. En présence des inducteurs (cellulose ou
cellobiose), les cellules mycéliennes synthétisent des cel-
lulases qui sont libérées dans le milieu ou elles apparais-
sent aprés 20 h de culture.

l.e pH évolue au cours de ces étapes ; ses variations ne
sont cependant pas trés importantes. Sa lente remontée
en début de croissance est principalement die a I'hydro-
lyse de l'urée tandis que sa diminution pendant la phase
de croissance active du mycélium est provoquée par F'as-
similation des ions NH,* sous forme NH; qui entrainent
l'accumulation d'ions H* (9). Lors d'une étude précé-
dente sur la production de cellulases par T. harzianum
cultivé sur cellulose microcristalline en fermentation li-
quide il avait été observé une diminution rapide du pH.
Cette chute du pH provoquait un-arrét de croissance du
mycélium et les auteurs avaient proposé de réguler le pH'
au cours de la fermentation (1). Dans le cas présent il
n'est pas nécessaire de réguler le pH car Ia pulpe de
betterave exerce un effet tampon (Fig. 1B et 2B).
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L'évolution de la production de protéines est différente en
milieu liquide et en milieu solide. En milieu liquide, la syn-
these des protéines a lieu pendant la premiére phase de
croissance active du mycélium ; aprés 40 h de culture, la
teneur en protéines diminue (Fig. 1A). Par contre, en mi-

lieu solide, le taux de protéines augmente réguliérement -

pour atteindre un palier aprés 60 h de culture (Fig. 2A).
La quantité maximale de protéines est de 24,5g pour
100 g de substrat initial, poids secs (SPS) en fermenta-
tion liquide et de 29,0 /100 g SPS en fermentation so-
lide. Ces teneurs sont respectivement atteintes aprés
30 h et 47 h de culture et correspondent a un enrichisse-
. ment en protéines de la cossette de 6 a 10 %.

Si I'on considére que T. harzianum utilise des sucres
(principalement de la cellulose) au cours de sa crois-
sance, le rendement de transformation de la celiulose de
la cossette en protéines est de 28,9 % pour la fermenta-
tion en milieu liquide. Ce rendement est en accord avec
les résultats obtenus par différents auteurs avec une sou-
che de T. harzianum (2,10). Par contre, pour la fermenta-
tion en milieu solide, le rendement de transformation en
protéines de la cellulose de 7la cossette est de 60 %.
Cette valeur relativement élevée, démontre que les cham-
pignons filamenteux sont mieux adaptés pour ce type de
fermentation.

L'étude comparative de la cinétique d'apparition et de
production de celluiases en milieux solide et liquide ne
fait pas apparaitre de différence importante concernant
les quantités d'enzymes synthétisées si ce n'est qu’en mi-
lieu liguide la germination des spores ainsi que la produc-
tion de protéines et de cellulases se font avec quelques
heures d’avance (Fig. 1B et 2B). Mais il n'y a pas de
différence significative entre les deux types de culture.
Les cellulases apparaissent dans le milieu aprés 24 h de
culture. Les valeurs maximales sont atteintes aprés 50 ou
60 h de croissance. La nature des cellulases et identique
si I'on considére que le rapport Activité Carboxyméthylcel-
lulose/Activité Papier Filtre est voisin de 10 dans les deux
cas. Cependant, les cellulases obtenues & partir d'une
culture en milieu solide paraissent moins sensibles a 'ac-
tion des protéases ; en fin de croissance, leur production
présente un palier alors qu'en ‘milieu liquide, elie chute
sensiblement. ..

Le bilan global pour ia production de cellulases est le sui-
vant : Pour 100 g de cossettes poids sec initial ont été
obtenues 2.000 Ul APF et 22.000 Ul ACMC pour une cul-
ture en milieu solide et 2.200 Ul APF et 24.000 Ul ACMC
pour une culture en milieu liquide.

Conclusion

Cette étude préliminaire permet donc d’envisager un nou-

veau procédé de valorisation pour la pulpe de betterave.

Ce sous-produit agricole peut étre en effet utilisé pour la

culture d'un champignon filamenteux cellulolytique pour la

production de protéines et de cellulases par la technique
" de croissance en milieu solide.

La cinétique comparée de biosynthése des cellulases en
milieu solide et en milieu liquide ne montre pas de diffé-
rence importante. Par contre, les protéines produites par
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T. harzianum en milieu solide sont plus stables car cette
souche semble mieux adaptée & ces conditions de cul-
ture. '

La cossette épuisée de betterave parait étre un excellent
substrat pour la croissance de T. harzianum qui se déve-
loppe en utilisant préférentiellement la cellulose contenue
dans les cossettes et non pas les protéines. En effet, en
fin de fermentation, la teneur en cellulose diminue de
50 % et celle des protéines augmente de 9 %. En outre,
grace au pouvoir tampon des cossettes, il n'est pas né-
cessaire de réguler le pH pendant toute la durée des cul-
tures.

Ce nouveau produit fermenté enrichi en protéines et en
cellulases pourrait donc étre utilisé en alimentation ani-

male (2) mais également pour la productlon de cellulases

(1),
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