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RESUME 

Ce travail a été axé sur la compréhension des mécanismes physiologiques et biochimiques de 
la dégradation de la caféine (ou 1,3,7-triméthylxanthine) par deux champignons filamenteux 
cultivés en milieu liquide synthétique à base de caféine et de saccharose. Les deux souches 
retenues pour cette étude appartiennent aux genres Aspergillur et Penicillium. 

Deux méthodes chromatographiques (CLHP et CCM) ont été optimisées pour la 
détermination qualitative et quantitative de la caféine et de toutes les méthylxanthines susceptibles 
d’être produites par réaction de N-déméthylation de cet alcaloïde. 

Une étude physiologique a permis d’établir les principaux paramètres environnementaux et 
nutritionnels conduisant à une utilisation optimale de la caféine par les deux champignons 
filamenteux étudiés (AspergZus V12A25 et Penicillium V33A25). Parmi ces paramètres, les 
plus influants sont la concentration initiale en caféine, la température d’incubation, l’addition 
d’oligoéléments et l’addition d’ions ammonium au milieu de culture. Ces derniers présentent un 
fort pouvoir inhibiteur sur la dégradation de la caféine quelque soit la souche fongique considérée 
(mécanisme de répression). G caféine peut être utilisée par les deux microorganismes comme 
unique source d’azote. Enfin, Penicillium V33A2.S est particulièrement tolérant aux concen- 
trations élevées en caféine. 

La voie métabolique de la dégradation de la caféine est identique chez les deux souches. Les 
premières étapes de cette voie correspondent à des N-déméthylations successives de l’alcaloïde 
conduisant principalement à la formation de théophylline puis de 3-méthylxanthine. Ce résultat 
marque une nette différence avec les voies de dégradation de la caféine établies pour certaines 
bactéries ou dans les cellules hépatiques. 

Cette différence se retrouve également au niveau des caractéristiques biochimiques de 
l’activité caféine déméthylase, décrites pour la première fois chez un champignon filamenteux au 
cours de ce travail. Ainsi, contrairement aux activités déméthylasiques étudiées dans divers 
systèmes eucaryotes, l’activité caféine déméthylase d’Aspergil1u.s V12A25 est cytoplasmique, et 
non liée à une structure membranaire de type microsomale. Par ailleurs, bien que le NADPH 
présente un fort effet activateur sur l’activité caféine déméthylase d’un extrait intracellulaire brut, 

les premiers essais de fractionnement des protéines a démontré que la réaction enzymatique est 
dépendante d’un autre cofacteur, différent de l’oxygène. Ce phénomène n’a jamais été rapporté 
pour d’autres systèmes enzymatiques impliqués dans la dégradation de la caféine. 

Ces principaux résultats soulignent l’originalité de ces recherches et l’intérêt de poursuivre la 
puritïcation et la caractérisation des “décaféinases” produites par des champignons filamenteux. 

RésumL 
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ABSTRACT 

Caffeine degradation by Aspergillus and Penicillium strains. Physiological and biochemical 
study. 

The purpose of this work was to investigate the physiological and biochemical mecanisms of 
the degradation of caffeine by two filamentous fungi strains: Aspergillus V12A25 and 
Penicillium V33A25. Two chromatographic methods were optimized for the detetination of a11 
methylxanthines. We studied the effects of different environmental and nutritional parameters on 
caffeine degradation by these microorganisms, cultivated in synthetic liquid media. The more 
influent parameters are the initial caffeine concentration, the incubation temperature, the 
supplementation of trace elements, and the addition of ammonium ions. The fungi are able to 
grow on caffeine as the sole source of nitrogen, but not as the sole source of carbon and nitrogen. 
The Penicillium strain is particularly tolerant to high caffeine concentrations and still grows in 
liquid medium containing 2% caffeine. Finally, we showed that ammonium ions have a repressive 
effect on the biosynthesis of decaffeinases. Metabolic pathways of caffeine in Aspergillus 
V12A2S and Penicillium V33A2S are identical. Fiist principal transformation products formed by 
successive N-demethylations of caffeine, were identified as theophylline and 3-methylxanthine. A 
preliminq characterization of the caffeine demethylase activity of Aspergillus V12A2S was 
done. This inducible activity is cytoplasmic, stimulated by NADPH (but it is dependant of an 
unknown cofactor), and is relatively unstable. 

Absfract 
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Les termes “démétbylation” et “dégradation” seront indifféremment utilisés dans le texte ; le 
premier correspondant plus exactement au phénomène étudié 

CAF : caféine ou 1,3,7&méthylxanthine, encore désignée dans le texte par les termes génériques 
“alcaloïde” et “purine” 
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7MX : hétéroxanthine ou 7-méthylxanthine 

3MX : 3-méthylxanthine 

1MX : 1-méthylxanthine 

BOH-THP : B-hydroxyéthylthéophylline, étalon interne dans l’analyse des méthylxanthines par 
chromatographie liquide haute performance 

A12 : Aspergillus Vl2A25 

P33 : Penicillium V33A25 

A. : Aspergillus 
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CMS : Milieu Café Moulu-Saccharose 

CS : Milieu Caféine-Saccharose 

CG : Milieu Caféine-Glucose 

MEA : Milieu Malt Extract Agar 

CD : Milieu Czapek-Dox 

CYA : Milieu Czapek Yeast Agar 

PDA : Milieu Potato Dextrose Agar 

CLHP : Chromatographie Liquide Haute Performance 
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UV : lumière Ultra-Violette 
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ACN : Acétonitrile 

THF : Tétrahydrofurane 

CHCb : Chloroforme 

MeOH : Métbanol 

PrOH-2 : Propanol-2 ou isopropanol 
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AcEt : Acétate dEthyle 

Vmax caf : vitesse maximale de dégradation de la caféine (mg.1*.h-t) ; correspond à la pente 
maximale d’une cinétique de disparition de caféine dans un milieu de culture 

Vmoy caf : vitesse moyenne de dégradation de la caféine (mg.l-‘ht) ; rend compte du temps 
nécessaire à une disparition complète de la caféine initialement contenue dans un milieu de culture 

Rapport C/N : rapport du nombre d’atomes de carbone fournis par le saccharose, sur le nombre 
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A.D. : Activité Déméthylasique (généralement activité caféine déméthylase) exprimée en 
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1. INTRODUCTION GENERALE 

La caféine ou 1,3,7-triméthylxanthine est un alcaloïde synthétisé par une soixantaine 
d’espèces végétales, dont les plus connues sont le caféier (Coj‘kz) et le thé (CameZlia>. Elle fait 
partie des substances naturelles pharmacologiquement actives les plus consommées dans le 
monde, principalement sous forme de boissons (thé, café et Coca-Cola@). 

La caféine est essentiellement reconnue pour ses effets stimulants sur le système nerveux 
central. Cependant, comme la plupart des substances actives, la caféine présente des effets 
indésirables (augmentation de la diurèse, troubles du sommeil, excitation,...) et potentiellement 
nuisibles à la santé humaine. Ses propriétés sont notamment à l’origine de nombreuses polémiques 
concernant la consommation de café qui ont eu pour répercutions la multiplication de recherches 
dans trois domaines : 

- la pharmacologiekurté : établissement du métabolisme de la caféine, définition des 
modes d’actions de la caféine, etc... 

- l’agronomie : recherche de variétés sauvages de caféiers sans caféine, génétique du 
caféier. 

- l’industrie alimentaire : développement des techniques de décaféination. 

Les effets néfastes de la caféine ont également été rapportés sur des animaux d’élevage 
nourris en partie avec de la pulpe de café (CABEZAS et coll., 1978). La pulpe de café représente 

par son tonnage annuel, le principal sous-produit de l’agro-industrie du café (ZULUAGA, 1989). 
Elle correspond à la peau et à la partie charnue du café-fruit. Elle est obtenue par “dépulpage” 
mécanique des fruits fraîchement récoltés (PERRAUD-GAIME, 1995). 

Malgré un fort potentiel nutritionnel (richesse en protéines et en sucres), ce résidu agricole 
n’a pu trouver d’applications importantes dans le domaine de l’alimentation animale, princi- 
palement en raison de la présence de facteurs toxiques (caféine) et antinutritionnels (composés 
phénoliques) (BRESSAN& 1978). 

Dans le but de trouver des solutions biotechnologiques pour pallier au problème de toxicité 
de la pulpe de café, des recherches bilatérales, associant des chercheurs de l’Université Autonome 
M&ropolitaine (UAM) de Mexico et de l’Institut Français de Recherche pour le Développement en 
Coopération (ORSTOM) de Montpellier, ont été initiées en 1987. Ces travaux se sont inscrits dans 
un grand programme de valorisation des sous-produits agricoles tropicaux,.et ont initialement reçu 
le soutien financier de la Communauté Européenne (STD 1). ’ 
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Les recherches du groupe ORSTOM-UAM ont été orientées vers la décafëiation de la pulpe 
de café par voie biologique à l’aide de souches fongiques. Les travaux successifs de 

AQUIAHUATL et coll. (1988), de ROUSSOS et coll. (1989) et de PERRAUD-GAIME (1995) 
ont permis de sélectionner une dizaine de champignons filamenteux appartenant aux genres 
Aspergillus et Penicillium, particulièrement aptes à dégrader la caféine de la pulpe de café 
(PERRAUD-GAIME et ROUSSOS, 1995). 

De nouveaux intérêts ont alors émergé de ces recherches comme la production de 
“décaféinases” par ces microorganismes cultivés sur de la pulpe de café. L’utilisation de ces 
enzymes auraient des répercussions indéniables sur toute l’agro-industrie du café, voire du thé. 
Une autre application réside dans la production de métabolites issus de la déméthylation 
enzymatique de la caféine (di- et mono-méthylxanthines). Ces molécules présentent des effets 
pharmacologiques parfois différents de ceux de la caféine. Il serait donc intéressant de pouvoir les 
produire par un procédé biotechnologique simple, d’autant plus que ces substances ne se trouvent 
pas en grandes quantités à l’état naturel. 

La réalisation de tels projets repose nécessairement sur la maîtrise de la physiologie et du 
métabolisme de ces souches aptes à dégrader la caféine. Ceci constitue le principal objectif de la 
présente étude, qui comprendra trois grands volets. 

Le premier volet traitera de la mise au point de deux méthodes d’analyse de la caféine et de 
ses dérivés potentiels obtenus par réaction enzymatique : une méthode qualitative de chromato- 

graphie sur couche mince pour la mise en évidence rapide de différents dérivés et une méthode 
quantitative de chromatographie liquide haute performance pour la mesure précise des concen- 
trations de la caféine ainsi que des méthylxanthines en général. 

Le deuxième volet consistera à définir et à optimiser les paramètres environnementaux 
essentiels à une dégradation rapide et complète de la caféine par les deux champignons 
sélectionnés lors d’une étude préliminaire (DENIS, 1992). Parallèlement, nous étudierons les 
effets des conditions de culture sur la croissance mycélienne des souches (production de biomasse 
et morphologie). Ces travaux seront réalisés en milieu liquide synthétique à base de caféine. Ce 
choix devait en fait nous permettre d’écarter tout phénomène parasite que l’utilisation d’un substrat 

complexe comme la pulpe de café aurait inévitablement entraîné. 

Le troisième volet décrira le schéma catabolique de la caféine chez ces deux micro- 
organismes. Nous nous attacherons d’une part à définir les principaux intermédiaires métaboliques 
de cette voie. D’autre part, la mise au point du dosage de Cactivité caféine déméthylase chez 
Aspergilhs sp. nous permettra de caractériser de manière globale cette activité et de mettre en 
évidence certains aspects du mécanisme de régulation de la dégradation de la caféine. 
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L’analyse synthétique des résultats obtenus au cours de ce trava$, devrait finalement nous 
permettre de mieux évaluer les potentialités de ses champignons filamenteux présentant la 
particularité de dégrader la caféine, et les éventuelles conséquences de leur utilisation comme 
moyen de valoriser la pulpe de café par la production de métabolites à haute valeur ajoutée. 

Une analyse bibliographique exhaustive nous a aidé à faire le point des connaissances 
actuelles sur la caféine, le métabolisme de la caféine et les .champignons filamenteux aptes à la 
dégrader. 
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2. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE 

En préambule à la présentation des résultats obtenus au cours de cette étude, il était essentiel 
de faire le point sur les données bibliographiques concernant la caféine. Dans un premier temps, 
nous récapitulerons les différentes sources de caféine et les propriétés chimiques et physiologiques 
de ce composé naturel, qui ont largement contribué au succès mondial de boissons comme le café 

ou le thé. 

Nous nous attacherons dans un deuxième temps à décrire le métabolisme de la caféine en 
nous focalisant sur les aspects biochimiques de sa biosynthèse par les plantes, et de sa biodégra- 
dation par les organismes supérieurs, mais également par certains microorganismes dont les 
champignons filamenteux. 

Le troisième volet de cette analyse bibliographique sera consacré à la présentation des 
champignons filamenteux et plus particulièrement à celle des deux souches d’AspergiZlus et de 
Penicillium sélectionnées pour leur capacité à dégrader la caféine. 

2.1. LA CAFEINE 

2.1.1. Origine de la caféine et ses différentes sources 

La caféine fut isolée pour la première fois en 1820 par Runge et Von Giese, dans les grains 
de café. En 1827, Oudry isola des feuilles de thé une substance qu’il dénomma “théine”, qui fut 
rapidement reconnue comme étant identique à la caféine. Par la suite, la présence de la caféine a 
été signalée dans le maté, dans les noix de cola et dans les noix de guarana (ARNAUD, 1987 ; 
JAMES, 1991; DEBRY, 1993). 

Plus de soixante espèces végétales contenant de la caféine ont ainsi été référencées dans le 
monde. Les plus communes appartiennent aux genres : Coffea, Camellia, Cola, Paullina, Ilex 
et Theobroma (SUZUKI et WALLER, 1988 ; WALLER et coll., 1993). 

De par la popularité de boissons telles que le café ou le thé, la caféine est considérée comme 
l’une des molécules pharmacologiquement actives, les plus consommées dans le monde (SUZUKI 
et WALLER, 1988 ; JAMES, 1991 ; ROGERS et RJCHARDSON, 1993). Le café est reconnu 
comme la principale source de caféine, suivi par le thé (Tableau 2.1). En France, la consommation 
annuelle de caféine sous forme de café, est estimée à 1.50 g par personne (SCHLIENGER et 
LEVY, 1989). Les teneurs en caféine de quelques boissons sont reprises dans le tableau 2.2. 
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Tableau 2.1 : Estimation de la consommation de caféine dans le monde, 
aux Etats-Unis. au Canada et en Angleterre (d’apras DEBRY. 1993). 

Régions 
I 

Sources de. 
caféine 

Monde 

Etats-Unis 

Zanada 

Angleterre 

cnfé 
Thé 
Autre 
Total 
Cilfé 
Thé 
Boissons douces 
CaCaO 

Autre 
Total 
café 
Thé 
Boissons douces 
Cacao 
Autre 
Total 
CE& 
Thé 
Autre 
Total 

l Consommation totale Consommation pa 
de caféine (t.an-l) personne (mg.j-*) 

64500 38 
51500 30 
4000 2 

120 000 70 
10 300 12.5 
2 850 35 
2 850 35 

300 4 
1CHXl 12 

17300 211 
1203 I 128 

700 79 
150 16 
30 3 

120 12 
2200 238 
1700 84 
6500 320 

800 40 
9 000 444 

Tableau 2.2 : Teneurs en caféine de quelques boissons 
(&p!ès SCHLIENGER et L!A’Y, 1989). 

Tasse de café (125 ml) Caféine (mg) 
arabica fort 80àlCKI 
ambicqmoyen 45850 
mbusta fort ZOO à 250 
mbusta moyen looà 150 
café soluble (2 g. par tasse) 50àlKl 
caf6 dkcaf6iné 3à5 
café-chico& 33à40 

Autres sources de caféine 
150 ml de thé (feuille ou sachet) 40880 
150 mg de thé instamané soluble 32 
1 litre de coca-cola 34à70 
une tasse de chocolat 10840 
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Les autres sources de consommation de caféine sont représentées par les produits chocolatés 
et les boissons à base de cola. Dans ces dernières, la caféine est essentiellement exogène (JAMES, 
1991). Par ailleurs, certaines préparations pharmaceutiques constituent également une source de 
consommation “non naturelle” de caféine (I.F.T.E.P.F.S.N., 1983 ; JAMES, 1991). 

La caféine utilisée en agro-alimentaire comme en pharmacologie est essentiellement issue du 
procédé de décafeination du café (I.F.T.EP.F.S.N., 1983 ; JAMES, 1991). Les diverses techniques 
de décaféination existantes sont présentées dans le paragraphe 2.1.2.2. 

2.1.2. Chimie de la caféine 

2.1.2.1. Généralités 

La caféine est un alcaloïde. Elle appartient à la famille des purlnes. C’est en fait le nom 
générique de la 1,3,7+riméthylxanthine, ou 1,3,7-triméthyl-2,6-dioxopurine (MACRAE, 198.5 ; 
ARNAUD, 1987 ; JAMES, 1991). La formule chimique de la caféine a été décrite par Medicus en 
1875, et sa synthèse fut réalisée par Fischer en 1895 (DEBRY, 1993). Le schéma de la structure 
chimique de la caféine est présenté dans la figure 2.1. 
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7-méthylxanthine 

Xanthine 

Figure 2 1 : Représentation développée plane de la caféine et de ses dérivés déméthylés. 
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Les principales caractéristiques physico-chimiques de la caféine selon WWDHOLZ et 
BUDAVARI (1983), MACRAE (1985) et ARNAUD (1987), sont les suivantes : 

- poids moléculaire : 194,2 g.mole-’ 
- point de fusion : 236OC ; point de sublimation (pression atmosphérique) : 178“C 
- cristallisation sous une forme hydratée en proportion 4/5 (6,9 % d’eau) ; déshydra- 

tation complète à 80°C 
- hmax” 274 nm (en solution aqueuse, pH 2 à 14) 
-pH d’une solution aqueuse à 1 % : 6.9 
- pKa estimé à 14 ; pKb estimé à 14,2 
-base très faible formant des sels instables avec les acides ; assez stable dans les 

solutions acides diluées et les solutions basiques 
- moyennement soluble dans l’eau et les solvants organiques (Tableau 2.3) 
- solubilité accrue dans l’eau en présence de sels : benzoate, cinnamates, citrates,... 
- formation de nombreux complexes avec : chlorogénate de potassium (dans les grains 

de café), méthylgallate, coumarine, isoeugénol, acide indolacétique, anthocyanidine, 
dérivés puriques et pyrimidiques, . . . 

- inodore, incolore (en solution), goût amer caractéristique. 

Tableau 2.3 : Solubilité de la caféine dans différents solvants en fonction de la température 
(d’ap& ARNAUD, 1987). 

Solvants 

Eau 

Ethanol95 % 
Ethanol Pur 

A&tone 

Temp. Solubilité 
(“Cl (% Plv) 

0 06 
15 LO 
20 1.46 
25 2.13 
30 2.8 
40 4,6 
50 6,7-7,7 
60 9.7-12.9 
70 13.5 
75 28,l 
80 19.2 

100 6637 
25 132 
25 1,5-1.8 
60 4.8 

25-30 2,0-2.3 

Solvants 

Méthanol 
Toluénc 
Ben&e 

Tétrachlornre de carbone 
Chlomforrne 
DichloromBthane 
DichloroélhylEne 
Trichloroéthylène 

AcCtate d%Ihyle 

Temp. 

ec, 
25 
25 

18-25 
100 

18 
25 
33 

15-25 
15 
29 
67 
85 
18 
25 
77 
20 - 

Solubilité 

(% Plv) 
1,14 
05s 

0,9-1.0 
4.8 
0.09 

15-18.2 
9.0 
1.8 
0,7 
15 
3.0 
35 
0,7 
2.5 
490 

0.1-0.2 

L’étude de la solubilité de la caféine, ainsi que d’autres méthylxanthines dans des fluides 
supercritiques a fait l’objet d’études plus récentes (JOHANNESEN et BRUNNER, 1994 et 1995). 
Selon JOHAWSEN et BRUNNER (1994), la solubilité de la caféine dans le dioxide de carbone 

supercritique varie de 1,3 g.kg-1 COZ à 200 bars et 156,1°C, à 5 g.kg-’ COZ à 350 bars et 178,3’C. 
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2.1.2.2. Méthodes de décaféination 

11 existe principalement trois techniques de décaféination du café par voie physico-chimique, 
qui ont fait l’objet de nombreux dépôts de brevets. Afin de minimiser les pertes et les changements 
d’arômes et de flaveurs, l’extraction de la caféine est généralement réalisée sur les grains de café 

non torréfiés. La législation impose un taux résiduel en caféine inférieur à 0,l % PMS dans le café 
torréfié décaféiné (ROTHPOS, 1986 ; KA’IZ, 1987 ; COUGHLIN, 1987 ; STBINHART et 
MGLLER, 1993). 

Dans son principe, la méthode la plus ancienne et la plus courante, consiste en une extraction 
de la caféine par solubilisadon dans un solvant organique. Cette opération est pnkédée d’une étape 
d’humidification des grains, qui rend la caféine plus accessible au solvant. Le rendement de la 
décaféination augmente avec le degré d’humidification des grains aux dépens de la sélectivité des 
composés extraits. Le solvant est ensuite éliminé par un courant de vapeur d’eau, et les grains sont 
séchés afin d’éliminer les traces de solvant et l’excès d’eau. Le solvant est généralement recyclé, et 
la caféine ainsi récupérée est commercialisée après raffinage. 

Aujourd’hui, les solvants organiques couramment utilisés sont le dichlorométhane et l’acétate 
d’éthyle (ROTHPOS, 1986 ; STBINHART et MILLER, 1993). Bien que les taux résiduels de ces 
solvants soient fortement limités par les législations en vigueur (moins de 10 ppm), et malgré des 
études démontrant l’innocuité de ces produits (COUGHLIN, 1987), d’autres méthodes de 
décaféination ont été développées afin d’écarter tout risque de contamination d’ordre chimique. 

La seconde technique de décaféination consiste en une extraction de la caféine à l’eau chaude. 
Les grains sont plongés dans une infusion de café ayant servi à une précédente extraction, dont la 
caféine a préalablement été retirée sur différents supports comme le charbon actif, ou à laide d’un 
solvant organique. Le recyclage de la “liqueur” limite les pertes en composés indispensables à la 
qualité du café (ROTHPOS, 1986 ; KA’IZ, 1987 ; STEINHART et MILLER, 1993). 

Enfin, la technique la plus récente consiste en une extraction de la caféine au COz 

supercritique. Son principe est comparable à celui décrit dans la première méthode. Le fluide 
utilisé ne présente aucun risque pour la santé. Cependant, l’utilisation de cette technique reste 
limitée, essentiellement à cause de son coût de production très élevé (ROTHPOS, 1986 ; IXATZ, 
1987 ; MAZZAPERA et coll., 1991; STEINHART et MILLER, 1993). 

La plupart des études de décaféination par voie physico-chimique ont porté sur le café en 
grain. Cependant, des travaux ont été réalisés sur d’autres substrats. On citera les études de 
MOLINA et coll. (1974) sur la détoxication de la pulpe de café. Ces auteurs ont effectué différents 
traitements tels que la percolation, l’extraction à l’eau à 25’C .(suivie ou non .d’une extraction à 
l’éthanol) et l’extraction a l’éthanol, sur de la pulpe fraîche ou sur de la pulpe déshydratée. 
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Par percolation, le rendement d’extraction de la caféine est de 99 %, et la perte de matières 
solides totales est de 29 % (essentiellement des sucres totaux). L’extraction à l’alcool est la 
technique la moins efficace (70 % de caféine extraite), mais elle limite les pertes de matières 
solides (19 %). Quelque soit la méthode utilisée, la pulpe décaféinée présente une toxicité réduite 
chez le rat par rapport au témoin. Cependant, sa valeur nutritionnelle reste faible. D’où l’intérêt de 
mettre au point une technique de biodégradation de la caféine à laide de microorganismes, 
permettant en plus, un enrichissement protéique de la pulpe de café (ROUSSOS et coll., 1995). 

2.1.3. Méthodes d’analyse de la caféine 

Les premières méthodes d’analyse de la caféine dans les produits à base de café (méthodes de 

Bailey-Andrew), étaient basées sur une détermination par gravimétrie ou sur un dosage de l’azote 
ammoniacal de l’alcaloïde, après son extraction au chloroforme (MACRAE, 1985). Par la suite, 
diverses méthodes se sont appuyées sur la propriété de la caféine à présenter un maximum 
d’absorption à une longueur d’onde de 272 à 276 nm (MACRAE, 1985). Mais ces méthodes 
nécessitaient une étape préalable de clarification afin d’éliminer les différents composés 
responsables d’interférences. La méthode développée par ISHLER et coll. (1948) est un exemple 

patmi toutes les méthodes spectrophotométriques de ce type, où les impuretés sont éliminées par 
un traitement à l’oxyde de magnésium ou au ferrocyanide de zinc. 

A de rares exceptions près, l’extraction de la caféine et de ses dérivés a toujours été, et reste 
une étape préliminaire indispensable à toute analyse des méthylxanthines, quelque soit la méthode 
de dosage utilisée. Les principales raisons de cette opération sont l’élimination des interférences et 
la concentration des métabolites (MACRAE, 1985 ; SUZUKI et WALLER, 1988). L’extraction de 
la caféine peut être évitée lorsque la molécule est dosée dans un milieu limpide, comme certains 
milieux de culture synthétiques. La mesure specuophotométrique directe permet alors un dosage 

de toutes les méthylxanthines sans distinction, puisque ces molécules présentent toutes un 

maximum d’absorption à une longueur d’onde identique (KUTZMAN et SCHWIMMER, 1971 ; 
MIDDELHOVEN et BAKKER, 1982). 

Les autres méthodes de dosages de la caféine et des méthylxanthines sont des méthodes 
chromatographiques. Chronologiquement, les premières méthodes étaient basées sur le principe de 
la chromatographie de surface sur papier, puis sur plaque de silice. L’évaluation quantitative des 
méthylxanthines était réalisée par spectrophotométrie après récupération des composés séparés 
(WOOLFOLK, 1975 ; BLECHER et LINGENS, 1977). Par la suite, l’utilisation de scanners 
(détection UV) a permis une lecture directe des chromatographes (HOHNLOSER et coll., 1980 ; 
GLÜCK et LINGENS, 1987). 
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Parallèlement, l’étude du métabolisme de la caféine chez les plantes a conduit à l’utilisation 
de produits radiomarqués (SUZUKI et WALLER, 1988). Ces produits étaient également séparés 
par chromatographie de surface puis récupérés et quantifiés à laide d’un compteur à scintillation 
(SUZUKI et TAKAHASHI, 1975 ; ROBERT et WALLER, 1979 ; NBGISHI et coll., 1985a). Par 
ailleurs, certains auteurs ont utilisé la spectrométrie de masse (couplée à la chromatographie en 
phase gazeuse) pour confirmer l’identification des méthylxanthines séparées par chromatographie 
sur couche mince (WALLER et coll., 1983 ; SUZUKI et WALLER, 1984a). 

Actuellement, la plupart des méthodes d’analyse de la caféine et de tous ses dérivés s’appuie 
sur la technique de Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP), couplée à un système 
de détection UV. Ces méthodes ont pour finalités : 

- le dosage des méthylxanthines dans les boissons et les aliments, 
- la détermination du pool endogène des méthylxanthines produites dans les plantes, 
- l’analyse pharmacocinétique des méthylxanthines, 
-le dosages des produits de dégradation de la caféine obtenus in vitro, B partir 

d’extraits de cellules animales, végétales ou microbiennes. 

La méthode de CLHP la plus répandue est la chromatographie en phase inverse greffée. La 
technique en phase inverse avec appariement d’ions est plus rarement utilisée. Le tableau 2.4 
décrit quelques unes de ces méthodes recensées dans la littérature. VERGNES et CO~L (1988) ont 
compare différentes techniques de dosage des métabolites potentiels de la caféine par 
chromatographies d’adsorption classique (support silice) ou en phase inverse, avec ou sans 
appariement d’ions. Les auteurs ont démontré que la chromatographie en phase inverse permet 
d’étudier un plus grand nombre de molécules que la chromatographie d’adsorption. De plus, la 
mise en jeu du phenomène d’appariement d’ions modifie l’ordre d’élution de certains composés, et 
peut donc servir à confirmer des identifications délicates. 

Enfin, deux autres techniques originales ont été récemment proposées pour le dosage de la 
caféine dans des ahments ou dans les grains de café. Dans le premier cas, il s’agit d’une technique 
d’électrophorèse capillaire (HURST et MARTIN, 1993), et dans le deuxième cas, il s’agit d’une 

technique de gel filtration (DE MARIA et coll., 1995). Comparées à des techniques d’analyse par 
chromatographie liquide haute performance, ces deux méthodes se sont montrées toutes aussi 
performantes à doser la cafeine. 
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Tableau 2d : Exemples de séparation de la caf6ine et d’autres composés par Chromatographle Liquide Haute Performance en phase Inverse. 

Produits aiAy& Colonne Elution/Dbbit Phase mobile Détection Composés analysés Réf. biblio. 

Fruits de CO&I spp. 5 pm ODS Hypersil Grad. 20 min. A. acétate 50 mM. pH 5.0. UV 270 nm CAF, THP, THB. 3MX. 7MX. XAN MAZZAFERA et 
(contenu endogbe et dta- (250 x 4.6 mm d.i.) 1 ml.min-’ B. Md)H. et radio- coll. (1991) 
bolisme de la [8-3H]caf6iie) B dans A de 0 ?I 35 % eo lii&ire activiti 
Coffea arabica (cal ou 10 w LiCbrcsorb RP- Isoc. Systhc 1: MeOH 25 % dans l’eau UV 271 mn Systbme 1: CAF, THB BAUMANN et coll. 
extrait in~acellulaire de cal) 18 SysPme 2 : MeOH 18 % en tampon phos- Systime 2 : CAF, THB. 7MX wm 

(300 x 4 mm d.i.) phate 20 mM, pH 5.7 
Mhdicament (Frenadolm) 5 m Shandon Hyper- Isoc. ACNiEau 5~95 (v/v). contenant : sulfate de UV 210 nm CAF, acide ascorbique, dextmmetorphao THOMAS et Cc*‘* 

sil Phenyl-2 (250 x 2 m1.min-’ t&abutylammonium 12.5 mM. acide l-pen- HBr, parackemcl, acide citrique. acide (1994) 

4.6 mm d.i.) 40°C tenesulfonique 1 mM et NaH#O4 50o1M. maléique, maldate de chlorpbeni+mine 
r 

DOBROCKY et 

:0.6:94.4 (I+//V). B. tempo” acdtate 0.1 M, 7MX, AFMU. MMUs. D!&IS. TMU 
H 4/THF/ACN/Eau 5:1.5:7:86.5 (v/v/W). 

k 
Surnageant de culture de 

m 
b 
g 
2 

3 
3 
E 

Isoc. : isocratique, Gmd. : gradient, d.i. : diam&re interne, s.i. : standard interne. AcOH : acide ac&ique, MeOH : méthanol, ACN : ac&onitrile, THF : tbahydrofurane. 
CAF : caféine, THP : théophylline, THE : Wobromine, PAR : paraxanthinc, 1MX : 1-méthylxanthine, 3MX : 3-m&hyIxanthine, 7MX : 7-mdthylxanthine, XAN : xanthine. 
TMU : acide 1.3.7~trim&hylurique, DMUs : acides diméthyluriques, MMUs : acides monométhyluriques, AAMU ou AFMU : 5-ac&Lunino-6-for’mykunino-3-méthyIwaci~. 
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2.1.4. Effets biologiques de la caféine 

2.1.4.1. Rôle chez le caféier 

L’importance physiologique de la caféine au sein des plantes qui la synthétisent, est encore 
obscure. Il est cependant certain que cet alcaloïde joue un rôle dans le métabolisme général des 
purines et des acides nucléiques. Par contre, la caféine ne semble pas constituer une forme de 
réserve azotée chez le caféier (SUZUKI et coll., 1992 ; WALLER et coll., 1993). 

A l’inverse, le rôle écologique de la caféine est mieux défini. Cet alcaloïde présente un effet 
toxique sur les insectes, les champignons et les plantes, et agit ainsi comme un agent protecteur de 
la plante (BAUMANN et FRISCHKNECHT, 1988). Le caféier présente à ce titre un système de 
défense très adapté, car la caféine est préférentiellement synthétisée dans les organes exposés à la 
prédation (graines, jeunes pousses, jeunes feuilles). 

La caféine est par ailleurs excrétée dans le sol lors de la germination des grains du caféier. 
Elle va ainsi inhiber la germination et le développement des graines d’autres végétaux 
(BAUMANN et GABRIEL, 1984 ; BAUMANN ET FRISCHKNECHT, 1988 ; WALLER et coll., 
1989). Dans les plantations de café, on peut alors retrouver de fortes quantités de caféine dans le 
sol qui sont à I’origine d’un phénomène d’autotoxicité se traduisant par une réduction de la durée 
de vie des caféiers (WALLER et coll., 1989). 

2.1.4.2. Effets chez l’homme 

Les effets de la caféine chez l’homme comme chez les animaux de laboratoire font l’objet de 
très nombreuses études qui ont donné lieu à plusieurs ouvrages de synthèse. Les travaux portent 
généralement sur les effets de l’absorption directe de caféine ou de la consommation de café- 
boisson. Toutes les études s’accordent pour mettre en avant que les effets de la caféine dépendent 

des doses ingérées, des durées d’exposition et du terrain rencontré. 

Les données pharmacocinétiques sur la caféine sont également très nombreuses. La caféine 
ingérée est rapidement absorbée et distribuée dans le corps par le sang (15 à 60 min.). Elle 
présente un volume de distribution identique à celui de l’eau corporelle, et pénètre aisément dans 
tous les organes et dans tous les tissus, sans s’y accumuler. Le temps de demi-vie de la caféine est 
très variable selon les individus. Il est influencé par de nombreux facteurs, comme le tabagisme. 
Chez l’homme adulte, le temps de demi-vie de la caféine est de 2,s à 4,5 heures. 

Analyse Bibliographique 



-13-J 

Les principaux effets biologiques de la caféine (pour des doses faibles à moyennes) ainsi que 

les modes d’action de cet alcaloïde, recensés chez l’homme par plusieurs auteurs, sont résumés 

dans le tableau 2.5. Les ouvrages les plus complets sur ce sujet sont : DEWS (1984) ; ARNAUD 
(1987) ; STAVRIC (1988b) ; JAMES (1991) ; DEBRY (1993) ; GARATTINI (1993). Des 
informations plus ponctuelles sont données par : I.F.T.E.P.F.S.N. (1983) ; MACRAE (1985) ; 

SMITH (1985) ; COHEN (1986) ; SCHLIENGER et LEVY (1989) ; CARBO et coll. (1989) ; 
BARONE et GRICE (1990). 

Tableau 2.5 : Principaux effets biologiques et mécanismes d’aciion de la caféine chez l’homme 
sain consommant modérément de la caféine sous forme café-boisson ou autre 

(c?apr& ARNAUD, 1937 : JAMES.1991 : DALY. 1993 : DEBRY. 1993). 

Systèmes affectés 

SNC 

(Systkme Nerveux Central) 

Système cardio-vasculaire 

Fonctions rénales 

Système gastro-intestinal 

Système respiratoire 

Mdtabolisme energétique 

Effets biolotiaues de la caféine 

Effet stimulateur 
Ugkre stimulation de l’activité électrique cér&rale (modilïcation de l’électro- 

encéphalogmmme) ; stimulation de divers centres cérébraux 
J du ddbit sanguin des vaisseaux c&ébnux ; effet vasoconstricteur 
à plu forfes doses : accroissement des taux d’utilisation locale de glucose ; 

stimulation de la formation et de la lib5ation de nenrokmsmetteurs et 
d’hormones 

î : vigilance, sensation de bien-être, facultés intellectuelles (légèrement). 
dElai dans rendormissement (anxiété et stress pour de plus fortes 
consommations) 

1: sensations de fatigue et d’ennui, temps de sommeil 
léger effet hypertcnseur 
effet vasodilatateur 
d plus fortes doses : effets inotropes (contractililé cardiaque) et chronotropes 

(rythme cardiaque) positifs 

î diurèse par augmentation de la filtration glomérukire et diminution de la 
rdsomtion tubulaire 

T Ics sEcrEtions gastriques 
T : sEcrEtion intestinale d’eau et de sodium, absorptions de macromolécules 

ou de l’alcool 
relaxant du muscle lie intestinal 
effet vasodilatateur (T du débit sanguin dans les poumons) et broncho- 

relaxant t?’ de la ventilation) 

T le m6tabolisme de repos (10 %) et la tbermogcnèse 
T la lipolyse et l’oxydation des graisses 
(pas d’effet sur le m&abolisme glucidique) 

L’effet antagoniste compétitif de la caféine au niveau des récepteurs Al et A2 de kdénosine, explique 
une majorité des effets biologiques de la molécule aux doses “normales” ing&&s. 

Autres mécanismes, nécessitant de fortes doses de caféine : la mobilisation du calcium intracellulaire, 
l’inhibition des phosphodiestérases, l’antagonisme au niveau des récepteurs des benzodiazépines. 
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Les effets biologiques dus à l’ingestion de grandes quantités de caféine relèvent plutôt de cas 
pathologiques ou de traitements thérapeutiques. On estime la dose létale de caféine à 10 grammes 
chez l’homme (soit l’équivalent de 75 à 100 tasses de café fort absorbées en 30 min. !). 
Néanmoins, l’abus de café (plus de 6 tasses par jour soit plus de 600 mg de caféine par jour) peut 
conduire à une intoxication chronique à la caféine, dénommée caféinisme. Cette maladie se 
caractérise principalement par des tremblements, des insomnies, de la nervosité, de l’anxiété et de 
l’irritabilit6, ainsi que des troubles gastro-intestinaux et cardiaques. Les phénomènes d’accou- 
tumance mais également de dépendance à la caféine ont été démontrés chez l’homme. Le sevrage 
en caféine est aussi source de nombreux symptômes. Enfin, il est reconnu que le café est incitateur 
à un renforcement de sa propre consommation (voir notamment le point de vue de ROGERS et 

RICHARDSON, 1993). 

La caféine n’est pas la seule méthylxanthine à provoquer des effets biologiques. Ls 
théophylline et la théobromine ont également des pouvoirs physiologiques importants, plus ou 
moins comparables à ceux de la caféine (STAVRIC, 1988a,c ; JAMES, 1991). ARNAUD (1987) 
a souligné que la 1-méthylxanthine et la î-méthylxanthine présentent des spectres d’activités 
pharmacologiques similaires à ceux des autres méthylxanthines. Par contre, la paraxanthine n’est 

pas très active (ARNAUD, 1987 ; STAVRIC, 1988c). 

2.1.4.3.e 

Les concentrations en caféine rencontrées chez l’homme et issues d’une consommation 
modérée de café-boisson, ne semblent présenter aucune action génotoxique, mutagène ou 
cancérogène potentielle (HAYNBS et COLLINS, 1984 ; AESCHBACHBR, 1988 ; JAMES, 
1991; DEBRY, 1993 ; NBHLIG et DEBRY, 1994). Les teneurs nécessaires à l’observation de 
manifestations mutagènes seraient en fait supérieures ou égales à celles entraînant des effets 

toxiques directs in vivo. 

Par contre, la caféine présente un effet mutagène certain, chez les bactéries et les 
champignons (KMLMAN, 1974 ; HAYNBS et COLLINS, 1984). Néanmoins, elle ne se présente 
pas comme un agent mutagène très puissant, puisque des doses minimales de 0,l à 1 g.l-’ sont 

nécessaires pour provoquer ce phénomène. L’inhibition de la croissance des microorganismes en 
présence de caféine est généralement réversible (KOCH, 1956 ; PUTRAMANT et coll., 1972). La 
sensibilité des souches microbiennes vis-à-vis de la caféine (comme celle des cellules animales) 
est en fait assez variable et on compte plusieurs souches résistantes à ses effets parmi toutes les 
familles bactériennes et fongiques (HAYNES et COLLINS, 1984 ; BUCHANAN et coll., 1987 ; 
PEARSON et MARTH, 1990 ; BENKG et SIPICZKI, 1993). 
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La caféine agit indirectement sur tout type de cellule, soit en potentialisant les effets d’un 
grand nombre d’agents mutagènes physiques et chimiques, soit en les inhibant (KTHLMAN, 1974 ; 
ROBERT& 1984 ; JAMES, 1991 ; NEHLIG et DEBRY, 1994). Le mécanisme antimutagène de la 
caféine s’expliquerait par un effet de stabilisation des protéines particulièrement fragiles, et/ou des 
modifications post-traductionnelles (NEHLIG et DEBRY, 1994). En tant qu’agent mutagène, la 
caféine agit à plusieurs niveaux : 

- elle interfère dans le métabolisme des purines et des acides nucléiques (la caféine 
agit comme un analogue des purines) 

- elle potentialise les aberrations chromosomiques lors de la mitose et de la méiose 
(la caféine raccourcit la phase Gz de la mitose et donc diminue le temps nécessaire à 
la réparation de I’ADN endommagé ; elle induit une condensation précoce des 
chromosomes dans les cellules en phase S et diminue les fréquences de recombi- 
naison ; etc...) 

- elle interfêre dans différents systèmes de réparation de 1’ADN (après les étapes 
d’excision ou de réplication) 

- elle est capable de se complexer à I’ADN simple brin ou de s’intercaler entre les 
bases de l’ADN double brin. 

Enfin, quelques auteurs ont étudié l’effet de la caféine sur la croissance et la production de 
mycotoxines par diverses souches de champignons filamenteux (BUCHANAN et IXBTCHBR, 
1978 ; BUCHANAN et coll., 1981 ; BUCHANAN et coll., 1983a ; MOSS et coll., 1990). Il 
apparaît que la caféine affecte plus la production de mycotoxines que la production de biomasse. 
BUCHANAN et coll. (1983b) ont confirmé ces résultats chez Aspergillus parasiricus NRRL 
2999, en précisant que l’inhibition de la synthèse des mycotoxines était spécifique à la caféine ; la 
théophylline ou la théobromine n’ayant que peu d’effet. D’après ces auteurs, les mécanismes 
d’inhibition de la synthèse des mycotoxines et de la croissance mycélienne par la caféine, seraient 

donc différents. 

2.1.5. Applications de la caféine 

2.1.5.1. Annlications théraueutioues 

L’utilisation de la caféine la plus répandue au niveau thérapeutique, réside dans le traitement 

de l’apnée du nouveau-né (STAVRIC, 1988b ; JAMES, 1991). Il a été démontré que la caféine est 
plus performante que la théophylline pour traiter ce type d’affection. Par contre, la théophylline est 
plus souvent utilisée que la caféine dans les traitements de troubles respiratoires tel que l’asthme 
(STAVRIC, 1988a,b ; JAMES, 1991). 
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La caféine est également utilisée en fécondation in vitro car elle permet d’augmenter la 
mobilité des spermatozoïdes, après leur décongélation. 

Par ailleurs, la caféine entre dans la composition de différentes préparations pharma- 
ceutiques, parfois dites de confort, incluant des stimulants, des analgésiques, des diurétiques, des 
coupe-faim,... On retrouve aussi de la caféine dans des préparations pour les traitements de l’acnée 
(et autres problèmes de peau), de l’obésité, de certaines allergies, ou encore de l’hyperactivité chez 
l’enfant (SMITH, 1985 ; ARNAUD, 1987 ; STAVRIC, 1988b ; JAMES, 1991). 

La caféine peut inhiber ou potentialiser les effets de quelques médicaments mais aussi 
protéger l’organisme contre certains de leurs effets toxiques (DEBRY, 1993). De même, à fortes 
doses, cet alcaloïde accroît le pouvoir antitumoral de certaines substances (JAMES, 1991). 

2.1.5.2. Autres auulications 

Dans le milieu médical, la caféine est également utilisée pour mettre en évidence certains 
troubles hépatiques (BERODE et ~011, 1990 ; TANAKA et ~011, 1992), ainsi que l’hyperthetmie 
maligne. Parallèlement, la caféine demeure une molécule modele en recherche biomédicale et 
pharmacologique (JAMES, 1991). 

De par ses effets stimulants, la caféine a également été utilisée pour améliorer les 
performances sportives (JAMES, 1991 ; DEBRY, 1993). Bien que les études sur ce sujet aient 
donné des résultats assez contradictoires, la caféine a néanmoins e’té ajoutée à la liste officielle des 
produits interdits dans le sport du Comité International Olympique (CARBG et coll., 1989). 

L’agro-alimentaire est le deuxième domaine d’application de la caféine (I.F.T.E.P.F.S.N., 
1983 ; ARNAUD, 1987). Son goût amer caractéristique en a fait une des principales substances de 
référence pour les tests organoleptiques. La caféine est utilisée comme agent de flaveur en 

alimentaire. Si on la retrouve en confiserie et en pâtisserie, c’est essentiellement dans les boissons 
de type soda (Coca-cola, Pepsi-cola,...) que cette substance est ajoutée, plus pour ces effets 
stimulants que pour ses caractéristiques organoleptiques (ARNAUD, 1987 ; GALASKO et coll., 
1989). Ainsi, environ 9.5 % de la caféine contenue dans une boisson à base de cola est exogène 
(JAMES, 1991). 
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2.2. METABOLISME DE LA CAFEINE 

Si la biosynthèse de la caféine est spécifique de quelques espèces végétales, sa biodégra- 
dation est réalisée par les êtres supérieurs, certaines plantes et certains microorganismes. 
L’anabolisme de la caféine a essentiellement été étudié chez le caféier et le thé. Le catabolisme de 
la caféine a principalement été étudié chez l’homme et les mammifères, où elle empreinte la voie 
classique d’élimination des xénobiotiques. Chez les plantes qui la synthétisent, la cafeine est 
également dégradée. Enfin, quelques microorganismes présentent la particularité de dégrader cet 
alcaloïde, et d’assimiler l’azote ainsi libéré. 

Dans tous les cas, les intermédiaires de transformation de la caféine ont été identifiés et 
varient sensiblement d’un type d’organisme à un autre. Les enzymes impliquées dans la 
biodégradation de la caféine sont assez bien connues chez l’homme et les mammifères. Par contre, 
elles ont très rarement été purifiées chez les végétaux et les microorganismes. Il en est de même 
pour les enzymes de biosynthèse de la caféine. 

2.2.1. Biosynthèse de la caféine 

La biosynthèse de la caféine a principalement été étudiée chez les espèces Coffea arabica 
pour le café, et CameZlia sinensis pour le thé (SUZUKI et WALLER, 1988 ; SUZUKI et coll., 
1992 ; WALLER et coll., 1993). 

Chez Coffea arabica, la caféine est synthétisée dans le péricarpe et transportée vers le grain 
où elle s’accumule pendant la maturation du fruit (BAUMANN et WANNER, 1972 ; SUZUKI et 
WALLER, 1984b et 1985). La caféine se retrouve également dans les fleurs et dans les feuilles, où 

elle est synthétisée durant la phase de développement de celles-ci (PUIIMORI et ASHlHARA, 
1994). Par contre, chez Camellia sinensis, la caféine est principalement synthétisée dans les 
feuilles et se retrouve dans les fleurs et le péricarpe des fruits, mais rarement dans les graines 

(WALLER et coll., 1993 ; SUZUKI et WALLER, 1985). De faibles quantités de théobromine sont 
souvent associées à la caféine, chez les deux plantes. Enfin, des traces de théophylline se 
retrouvent uniquement dans le péricarpe du fruit mature du caféier. 

La voie de synthèse de la caféine est relativement bien connue. Elle s’articule notamment 
autour d’un intermédiaire clé : la xanthosine (NBGISHI et coll., 1985a,c), elle-même issue du 
métabolisme des pmines. Ainsi, dans le caféier comme dans le thé, la caféine est produite à partir 
de la xanthosine via la 7-méthylxanthosine, la 7-méthylxanthine et la théobromine (Figure 2.2). 
La S-adénosyl-L-méthionine représente la source de groupements méthyles (SUZUKI et 
WALLBR, 1988 ; SUZUKI et coll., 1992 ; WALLER et coll., 1993). 
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Chaque étape de méthylation est régie par une enzyme spécifique du type N-méthyl- 
transférase. Les activités N-méthyhransférase ont été largement étudiées à partir d’extraits 
cellulaires bruts de feuilles, de fruits en développement, ou de cultures de cellules (SUZUKI et 
TAKAHASHI, 1975 ; ROBERTS et WALLER, 1979 : WALLER et coll., 1980 ; BAUMANN et 
coll., 1983 ; WALLER et coll., 1983 ; NEGISHI et coll., 1985b ; MAZZAPERA et coll., 1994a). 
Curieusement, la paraxanthine est plus active que la théobromine pour la production in vino de 
caféine. A partir d’un extrait protéique brut de feuilles, ROBERTS et WALLER (1979) ont 
déterminé des valeurs de KM de 0,07 et 0,2 mM pour la paraxanthine et la théobmmine respec- 
tivement. Cependant, la paraxanthine est trop faiblement produite à partir de la 7-méthylxanthine 
ou de la l-méthylxanthine, pour pouvoir être considérée comme un précurseur naturel de la 
caféine (WALLER et coll., 1980). Les principales activités enregistrées chez C. arabicu sont de 
l’ordre de 3 à 7 pmoles de caféine ou de théobromine formée par mg de protéines, à partir de 
théobromine ou de 7-méthylxanthine respectivement (MAZZAPERA et coll., 1994a). 

Les méthyltransf&ases sont connues pour être assez instables (ROBERTS et WALLER, 
1979 ; WALLER et coll., 1980). Néanmoins, MAZZAPERA et coll. (1994b) ont récemment 
purifié l’enzyme responsable de la transformation de la théobromine en caféine, à partir de feuilles 
et d’albumen du fruit de C. arabicu var. Lamina. Les caractéristiques de cette méthylmmsférase 
sont : KM : 0,196 et 0,496 mM pour la théobromine et la 7-méthylxanthine respectivement ; PM : 
54à60kDa;pI:4,8à5,1. 

Pool nucléotidique et I Biosynthèse 
dégradation des ac. nucl6iques 1 des purines 

AMP GMP I ‘MP 

1’ 
” 

Xh4P Guanosine 1 XMP 

de M~O 

AMP : adtnoshc mono-phosphate 
GMP : guanosine monophosphate 
IMP : inosine mono-phosphate 
XMP : xanlhinc monophosphate 
SAM : S-ad&msybn&bxudnc 
SAH : S-adhxylhamcyslt 
1: AMP d&aminasc 
2 : IMP d&hydm&ase 
3 : S-nuddaidasc 
4 : 5’snucléaidasc 
S : guanosine ddsaminssc 
6 : SM xantbosim N-mhhyhmnsf&asc 
7 : N-m&hylxanthminc nucldosidase 
8 : SAM: 7-mdthylxamhinc N-mtthyltransférase 
9 : SAM: th&bxcmine N-m&byltransftrasc 

Xanthosine 

Figure 2.2 : Voie probable de biosynthèse de la caféine chez Coffea arabica et Camellia spp. 

(d’apr& WALLER et coll.. 1993). 
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2.2.2. Biodégradation de la caféine 

2.2.2.1. Chez l’homme 

Le métabolisme de la caféine est bien connu chez l’homme et les animaux, et fait l’objet de 
nombreuses études. D’importants ouvrages de synthèse ont été publiés sur ce thème par ARNAUD 
(1984,1987 et 1993). 

L’essentiel de la caféine ingérée par l’homme franchit la barrière intestinale. La caféine est 

distribuée par le sang dans tout l’organisme, mais n’est transformée que dans le foie. Les 
métabolites sont éliminés dans les urines. Seulement 0,5 à 2 % de caféine se retrouve sous forme 
inchangée dans les urines, en raison de sa forte métabolisation et surtout de son importante 
réabsorption tubulaire (98 %). Par ailleurs, 2 à 5 % de la caféine ingérée et de ses métabolites est 
excrétée dans les fèces (ARNAUD, 1993). 

Tableau 2.6 : Recouvrement de la caféine et de ses métaboliies dans les urines, 
chez l’homme, le rat et la souris. Pourcentages exp!imés par rapport 

à la dose de caféine administrée (daprès ARNAUD. 1993). 

Métabolites 
caféine 
Acide triméthylurique 
Trim&hylallantoïne 
6-amino-5-[N-formylméthylamino] 1,3-diméthylumcile 
Pemxantiine 
3-BD-pamxanthine glucuronide 
Théophylline 
Théobromine 
Acide I,7-diméthyhuique 
Acide 1.3-dimélhylurique 
Acide 3.7-dimEtiyhrique 
Dimélhylallantoïne 
6-amino-5-[N-formylméthylamino] 3-m6thylumcile 
6-amino-5-[N-formylméthylaminol 1-mdthyluracile 
1-méthylxaothine 
7-méthylxenthine 
3-méthylxanthine 
Acide I-méthylurique 
Acide 7-mélhylurique 
Acide 3-m&hyImique 
5-ac&ylamino-6-formylamino-3-mElhyluracile 
a-fl-(1,3dim&hylxanthmyl)]mt%hyl mélhylsulfoxyde 
a-p-(1,3dim&hylxanthinyl)]méthyl mbthylsullïde 
a-I7-(1,3dimt?thylxanlhinyl)lmçthyl mCthylsulfone 
N-m&hylur& 
NN-diméthylurée 

Homme 
1.2 
L3 

L1 
6 

1 

5 
2s 
‘X3 

2,4 
2 

18 
7 
3 

25 

0.1 
15 

Rat 
3 
8 
7 

20 
12 

6 
8 
5 
4 

traCeS 

llacos 
25 
6 
5 
2 
1 
6 
03 
03 

traces 

traCeS 

traCeS 

souns 
2 
4 
OP 
9 

14 
19 
097 
4 
6 
7 
1 

IP 
5 
6 
3 
2 
8 
1 
2 
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La répartition tant qualitative que quantitative des produits issus de la transformation de la 
caféine, souligne la diversité du métabolisme de l’alcaloïde entre les espèces (Tableau 2.6). La 
différence majeure entre le métabolisme de la caféine de l’homme et celui des rongeurs, réside 
dans la proportion de dérivés triméthyles formés, qui est de 40 % chez les rongeurs pour 
seulement 6 % chez l’homme. La figure 2.3 présente le métabolisme de la caféine chez l’homme, 
le rat et la souris, proposé par ARNAUD (1993). 

La caféine subit simultanément dans les microsomes hépatiques plusieurs types de 

transformations : N-déméthylations, CSoxydations et formation de dérivés uraciles (ARNAUD, 
1993). Ces réactions enzymatiques impliquent plusieurs isoformes de cytochromes P-450 (CYP), 
exceptée la CL-oxydation de la 1-méthylxanthine en acide 1-méthylurique, attribuée à la xanthine 
oxydase. La première étape de transformation de la caféine chez l’homme correspond pour 80 % à 
une N3-déméthylation, conduisant à la formation de paraxanthine. Elle est due au CYP X2. Par 
contre, les NI- et N7déméthylations de la caféine ainsi que les réactions de C8-oxydations sont 
le fait d’autres isoformes de CYP (LELO et coll., 1986 ; PUHR et coll., 1992). 

Figure 23 :Voies de dégradation de la caféine chez l’homme, le rat et la souris @‘~~~~~ARNAUD. 1993). 

Les flèches en pointillés correspondent aux transformations réalisées uniquement chez les rongeurs. 
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Les cytochromes P-450 impliqués dans la dégradation de la caféine, font partie d’un 
complexe enzymatique membranaire localisé au niveau du reticulum endoplasmique des cellules 
hépatiques. Ces hémoprotéines sont des mono-oxygénases qui catalysent diverses réactions 
conduisant à la formation de plusieurs produits à partir d’un substrat. Le système enzymatique est 
NADPH- et Os-dépendant (OMURA et SATO, 1964a,b). Les activités caféine déméthylase 
réalisées à partir de fractions microsomales de cellules hépatiques de l’homme adulte, varient de 
183 3314 à 819 +JIO pmoles.min-l.mg-l de protéines microsomales (GRANT et coll., 1987 ; 
BERTHOU et coll., 1989 ; AGUNDEZ et coll., 1992). Ces activités ont été réalisées sur 1 mM de 

caféine, à une température de 37’C et un pH de 7,4 à 7,5. 

Le métabolisme de la caféine peut être modifié par de nombreux facteurs exogènes et 
endogènes. On citera l’effet compétitif de divers médicaments et des contraceptifs, l’effet inducteur 
de l’activité physique sur l’activité des CYP, ou encore l’effet inducteur de la consommation de 
végétaux riches en fer (comme le brocoli) sur les isoformes lA2 (ARNAUD, 1993). 

2.2.2.2. Chez Coffea ar&& 

Dans le caféier, la caféine est généralement considérée comme le produit final d’une chaîne 
de biosynthèse. Pourtant, plusieurs auteurs ont démontré dans cette plante, l’existence d’une voie 
de dégradation de la caféine, plus ou moins active selon les espèces et selon la partie de la plante 
considérée (BAUMANN et FRISCHKNECHT, 1988 ; SUZUKI et coll., 1992). 

Le catabolisme de la caféine a été mis en évidence pour la première fois dans des feuilles de 
Cofiu arubicu par Kalberer, en 1965 (SUZUKI et WALLER, 1988). La dégradation est 
initialisée après la phase de développement des feuilles, puis s’accélère en fin de cycle. 

Inversement, la caféine est continuellement dégradée dans les fruits de C. arubicu, quelque soit 
leur degré de maturité (SUZUKI et WALLER, 1984a,b). Néanmoins, cette activité catabolique 
reste beaucoup moins importante dans les fruits, que la production de caféine elle-même. 

Les principaux intermédiaires cataboliques ont été identifiés chez Coffeu urubicu (SUZUKI 
et coll., 1992 ; WALLER et coll., 1993), ainsi que chez d’autres espèces appartenant au même 
genre (MAZZAFERA et coll., 1991 et 1994a). Des déméthylations successives conduisent à la 
formation de xanthine, via la théophylline, la théobromine et la 3-méthylxanthine. La xanthine 
suit par la suite, la voie classique de dégradation des purines. La figure 2.4 reprend le schéma du 
catabolisme de la caféine proposé par MAZZAFERA et coll. (1994a). Ces résultats ont été 

obtenus à partir d’essais réalisés in vivo sur des fruits matures ou non, mis en contact avec de la 
caféine radioactive. Aucun .essai n’a ,été réalisé sur des extraits cellulaires, et les enzymes 
impliquées dans le mécanisme de déméthylation de la caféine chez C. urubicu n’ont pas été 
identifiées. 
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Figure 2.4 : Voie de dégradation de la caféine chez Coffea spp. (d’apr& MPZAFERA et COI~.. 1594~). 

Les flèches en pointillés correspondent à des transformations minoritaires. 

Les espèces les plus performantes à dégrader la caféine, comme C. dewevrei, présentent 
parallèlement les plus faibles vitesses de biosynthèse de l’alcaloïde. L’inverse est observé pour des 
espèces comme C. arubicu ou C. cunephoru. Ce phénomène serait à l’origine des différences de 
teneurs en caféine entre les espèces du genre Cofleu (BAUMANN et FRISCHKNECHT, 1988 ; 
MAZZAFERA et coll., 1991 et 1994a). La vitesse de dégradation de la caféine déterminée sur une 
culture de cellules en suspension de C. urabicu, est de 75 pg.j‘t.g-* PMS de cellules (BAUMANN 
et FRISCHKNECHT, 1988). 

2.2.2.3. Chez les bactéries 

Toutes les bactéries citées dans la littérature comme étant capables de métaboliser la caféine, 
appartiennent au genre Pseudomonas ; exceptée une souche de Bacillus coaguluns, isolée par 
KURTZMAN et SCHWIMMER (1971), se développant lentement et irrégulièrement. Mise à part 
l’étude de FRANKE et HAHN (1955) sur une souche de Pseudomonas ueruginosu, tous les 
navaux entrepris ont été réalisés sur différentes souches de Pseudomonus putida isolées du sol 

(WOOLFOLK, 1975 ; BLECHER et LINGENS, 1977 ; ASANO et coll., 1993). Cependant, cette 
propriété n’est pas commune à toutes .les bactéries appartenant à l’espèce PS. putidu, comme l’ont 
démontré BLECHER et LINGENS (1977) à partir de souches de collection. 
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Toutes les souches de PS. putida dégradant la caféine, peuvent l’utiliser comme unique 
source d’azote et de carbone. Par contre, ces bactéries ne resistent pas de façon identique aux 
effets toxiques de cet alcaloïde. La souche étudiée par BLECHBR et LINGENS (1977), puis par 
HOHNLOSER et coll. (1980) est inhibée à une concentration en caféine de $5 g.l-t, alors que la 
souche isolée par GLÜCK et LINGENS (1987 et 1988) peut se développer jusqu’à 20 g.l-’ de 
caféine. 

Les intermédiaires du métabolisme de la caféine chez PS @du, ont été identifiés par 
BLECHBR et LINGENS (1977) dans les sumageants de culture sur caféine ou sur d’autres 

méthylxanthines (Figure 2.5). Les principaux premiers intermédiaires sont : la théobromine, la 7- 
méthylxanthine et la xanthine. Ils ont été confirmés par la suite par différents auteurs 
(HOHNLOSER et coll., 1980 ; GLÜCK et LINGENS, 1987 ; ASANO et coll., 1993). 

os 
CAFEINE 

Ac 3.7dimWylwique 

Puis: 

XANTHINE -3 AcURIQUE + ALLANVJlNE + Ac ALLANTOIQUE --b Ac UREIDOGLYCOLIQUE -, UREE 

Ac GLYO&‘UQ”E 

Figure 2.5 : Voie de dégradation de la caféine chez Pseuciomonas putida (d’opr8s BLECHER et 
LINGENS. 1977). Les flèches en pointillés correspondent à des transformations minoritaires. 

Analyse Bibliographique 



-24- 

Selon WOOLFOLK (1975), la déméthylation successive de la caféine en xanthine 
s’appuierait sur un mécanisme d’hydrolyse conduisant à la formation de méthanol. Ce mécanisme 
a été infirmé par les travaux de BLBCHER et LINGENS (1977) qui ont démontré que la 
dégradation de la caféine en xanthine est rkalisee par réactions de N-déméthylations oxydatives, 
conduisant à la formation de formaldéhyde. Une formaldehyde déshydrogénase a été purifiée et 
caract&isée par HOHNLOSER et coll. (1980). 

Les enzymes impliquées dans le mtkanisme de dégradation de la caféine sont inductibles 
uniquement par les différents métabolites méthylds de la voie de dégradation de la cafeine 
(BLBCHER et LINGENS, 1977 ; ASANO et coll., 1993). L’addition de benzimidazole au milieu 
de culture inhibe la dégradation de l’alcaloïde par PS. putida Cl (BLECHER et LINGENS, 1977). 
L’addition de fer stimule la dégradation complète de la caféine par PS. putiti No.352, alors que 
celle de zinc bloque la voie métabolique au niveau de la théobromine, entraînant une accumulation 
de ce métabolite (ASANO et coll., 1993). Dans des conditions optimales (sans zinc), cette bactérie 
dégrade 6 g.l-1 de caféine en 24 h. (soit une vitesse moyenne de dégradation de 250 mg.]-‘.h-‘). 

L’activité déméthylasique étudiée ii vitro chez différentes souches de PS. putùia, se r&le 
être cytoplasmique, et dépendante de la présence d’oxygène et d’un cofactenr réduit : le NADH 
voire le NADPH (HOHNLOSER et coll., 1980 ; GLÜCK et LINGENS, 1988 ; ASANO et coll., 
1994). Quelques caractéristiques de ces activités enzymatiques sont résumées dans le tableau 2.7. 

Tableau 2.7 : Caractéristiques des activités déméthyiases chez Pseudomonaspufida. 

M&d Divers Réf. Bibllo 

Extmit inuacellulaire CAF THB (mm- 
brut dc PS. putida NADf.P)H. ment 7MX) 
Cl 0, HCOH 
Extrait immcellulaim 7MX XAN 
brut dePs.pufida NAD(p)H, HCOH 
WS 0, 

I I I IEDTA !BSA. DTT. DTEl’. 7MX. 

CAF : caf&& THB : théobromine. 7MX : Fméthylxaolhine, XAN : xaothine, HCOH : formaIdéhyde, NAD(F)H : 
nicotinamide adkaine dinud&ide (phosphatte ou non) forme tiuite, EDTA : acide BthyWediiinedhaa&ique, BSA : 
bovine serum albumin, DlT : dithiothr&tel. DTET : dithi&ythritol, CYP : cytochmme P-450. 
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HOHNLOSER et coll. (1980), puis GLUCK et LINGENS (1988) n’ont mis en évidence que 
les activités caféine et 7-méthylxanthine ddméthylases respectivement. Par contre, ASANO et coll. 
(1994) ont mis en évidence les activités caféine, thkobromine et 7-méthylxanthine dem&hylases % 
partir d’un extrait intracellulaire brut ou partiellement purifié de PS. purida No.352. 

Enfin. ASANO et coll. (1994) ont été les premiers % purifier une déméthylase, responsable de 
la dégradation de la théobromine en 7-méthylxanthine. Ces auteurs ont ainsi démontré -que chez 
PS. putida,’ differentes enzymes sont impliquées % chaque étape de déméthylation de la caféine ; 
cmfimant ainsi l’hypothèse émise par GLÜCK et LINGENS (1988). 

2.2.2.4. Chez les chamuianons filamenteux 

L’étude biochimique du catabolisme de la caféine chez des champignons filamenteux n’a pas 
fait l’objet de nombreux travaux. Par contre, plusieurs études ont porté sur la décaféination de la 
pulpe de caf6 par voie biologique, et notamment sur la sélection de souches de champignons aptes 
à éliminer cet alcaloïde contenu dans ce sous-produit (paragraphe 2.3.3.). Sans être a priori 
exceptionnelle, cette propriété n’est donc pas commune à un grand nombre de souches fongiques. 

La plupart des champignons filamenteux étudiés pour leur capacité % dégrader la caféine, 
appartiennent aux genres Aspergillus et Penicillium. Seuls KlJRlZMAk et SCHWIMMER 
(1971) ont isole de l’air, une souche de Stemphylim, ainsi qu’une souche de Penicillim 
roquefirtii aptes % dégrader la caféine, la théobromine et la xanthine. La souche de P. roque$ortii 
s’est r&élée légèrement plus performante que celle de Stemphylium et a fait l’objet d’une étude 
plus détaillée par la suite (SCHWIMMER et coll., 1971). 

La cafeiie peut être utilisée comme unique source d’azote par les champignons qui la 
dégradent, mais la possibilité de l’utiliser simultanément comme sources de carbone et d’azote n’a 
jamais été mentionnée (INA, 1971 ; KURTZMAN et SCHWIMMER, 1971 ; SCHWIMMRR et 

coll., 1971). Toutefois, une souche de PeniciZZium crustosum dégrade la caféine contenue dans 
une infusion de café en absence de source exogène de carbone, mais beaucoup plus lentement 
qu’en présence de saccharose ou de glucose (SCHWIMME R et KURTZMAN, 1972). De même, 
plusieurs souches de Penicillium et d’Aspergillus dégradent la caféine de la pulpe de café, sans 
apport exogène de carbone ou d’azote (PERRAUD-GAlME, 1995). 
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INA (1971) a étudié une souche d’Aspergi1b.u niger cultivée dans un milieu contenant 5 g.l-1 
de caféine, mais la culture du champignon et la dégradation de la cafëie sont lentes. 
SCHWIMMER et coll. (1971) ont déterminé l’optimum de croissance pour leur souche de P. 
roquefortii, % 2 g.l-* de caféine initiale. Cette souche ne se développe plus pour une concentration 
de 20 g.l-* de caféine (KURTZMAN et SC HWIMMER, 1971). Les vitesses maximales de 
dégradation de la caféine sont comprises entre. 11.7 mg.l-l.h-l pour P. crustosum (SCHWIMMER 
et RURTZMAN, 1972) et 51.6 mg.l-‘.h-r pour P. roquefortii (KURTZMAN et SCHWIMMER, 
1971), cultivés dans un milieu similaire % base de caféine (2 g.l-t) et de saccharose (30 g.l-t). 

La theophylline est le premier produit de dégradation de la caféine chez P. roquefortii 
(SCHWIMMER et coll., 1971). Inversement, la théobromine et la 7-méthylxanthine n’apparaissent 
pas comme des intermédiaires potentiels chez cette souche. Chez A. niger, les principaux 
intermédiaires métaboliques retrouvés dans le surnageant de culture, sont la théophylline, la 3- 
méthylxanthine et la xanthine (INA, 1971). La figure 2.6 reprend le schéma du métabolisme de la 

caféine chez Aspergillus niger, propos6 par INA (1971). 

A notre connaissance, aucune étude du métabolisme de la caféine n’a été n?aliit?e sur des 
extraits protéiques de champignons filamenteux, contrairement % celles menées sur la dégradation 
de la xanthine (SCAZZOCCHIO et DARLINGTON, 1968 ; ALLAM et ELZAINY, 1969). De 
même, aucune enzyme impliquée dans les mécanismes de déméthylation de la caféine n’a tté 
identifi6e ou purifiée. SAUER et coll. (1982) ont néanmoins montré que la fraction microsomale 
d’une souche de levure renfermait des cytochromes P-450 capables de déméthyler la caféine, % 
raison de 61 pmoles.min-*.mgt de protéines microsomales. 

CAFEINE THEOPHYLL.Ih’E 3-METHYLXAhTHlNE 

Figure 2.6 : Voie de dégradation de la caféine chez Aspergiiius n/ger(bapras INA. 1971). 

2.3. LES CHAMPIGNONS F+ILAMENTEUX 

Après une rapide introduction sur les champignons filamenteux, nous présenterons quelques 
génkalités concernant les Aspergillus et les Penicillitun. L’origine, l’isolement et la description 
des principaux caracteres des deux souches Aspergillus V12A2S et. Penicillium V33A25, 
retenues pour la présente étude, seront également développés dans cette analyse bibliographique. 

Analyse Bibliographique 



-27. 

23.1. Généralités 

Les champignons sont d&finis comme des organismes eucaryotes, sporogènes et non 
chlorophylliens, se reproduisant par voie sexuée ou asexuée (SMITH et BERRY, 1975 ; 
ALBXOPOULOS et MIMS, 1979). Le terme de “Champignons” regroupe principalement : les 
levures, les champignons filamenteux (communément appelés moisissures) et les champignons 
supérieurs (ou champignons comestibles). 

Les champignons fdamenteux sont des organismes pluricellulaires dont la structure 
somatique (ou végétative) présente, % de rares exceptions, une faible différenciation cellulaire. 

Cette structure somatique (mycélium ou thalle), est constituée de filaments (ou hyphes) formes 
d’une double membrane tubulaire. La membrane externe (ou paroi) assure la protection et la 
rigidité du mycélium. Le mycélium se développe par élongation des filaments % partir de leur 
extrémité (ou apex), riche en vésicules contenant des hydrolases et des synthétases. Ce mode de 
développement est appelé croissance apicale. En général, le cytoplasme des champignons 
füamenteux est multinucléé et renferme un certain nombre d’organites propres % toute cellule 
eucaryote comme les mitochondries, le réticulum endoplasmique,... (SMITH et BERRY, 1975 ; 
ALEXOPOLJLOS et MIMS, 1979). 

Bien que la reproduction sexuée existe chez les champignons filamenteux, ces derniers se. 
caractérisent principalement par un mode de reproduction asexuée. La fragmentation de cellules 
somatiques et la production de conidies (ou conidiospores) sont les deux principaux modes de 
reproduction asexuée. Les appareils reproducteurs sont issus d’une différenciation d’une partie du 
mycélium. Ils portent les conidies, cellules produites par divisions mitotiques spécifiques. Les 
conidies se caractérisent par une faible teneur en eau, une absence de mouvement cytoplasmique 

et une activité métabolique rkiuite. Placées dans des conditions favorables, les conidies se 
gonflent puis produisent un tube germinatif, base du futur mycélium : c’est l’étape de germination. 
Bn culture liquide agitée, les conidies plus ou moins germées, peuvent se regrouper en petits amas. 
Avec le développement du mycélium, chaque amas va donner naissance à une masse mycélienne 
dense et de forme sphérique, appelée pelote. 

Les champignons filamenteux jouent un rôle important dans l’écologie terrestre de par leur 
caractère ubiquitaire et leur diversité. Ainsi, ils participent largement % la biodégradation des 

matiikes organiques du sol, de l’eau ou de l’air. Saprophytes, parasites ou symbiotes, les. 
champignons peuvent aussi s’averer pathogènes pour l’homme, les animaux, et les végétaux, en 
provoquant diverses mycoses ou en synthétisant des mycotoxines. Plusieurs espèces appartenant 
aux genres Aspergillus et Penicillium sont particulièrement connues comme productrices de 
mycotoxines (RAPER EF PENNELL, 1965 ; PI’lTg 1979 ; ONIONS et coll., 1981). Les 
champignons fdamentenx sont cependant utilisés dans de nombreux procédés biotechnologiques 

allant de la production d’aliments ferment& % celle de molécules % haute valeur ajoutée. Ce dernier 
point est développé au paragraphe 2.3.2.3. 
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Les champignons filamenteux sont, pour la plupart, des microorganismes aérobies stricts, 
acide-tolkants et leurs températures optimales de croissance sont comprises entre 20 et 35’C. 
(AINSWORTH et SUSSMAN, 1965 ; SMITH et BERRY, 1975 ; ONIONS et coll., 1981). Ce 
sont des microorganismes peu exigeants. Ils peuvent assimiler une large gamme de composés 
organiques carbones et azotés grâce notamment % leurs nombreuses enzymes extracellulaires. Ils 
sont capables de synthétiser leurs propres vitamines mais sont a contrario exigeants en 
oligo6léments. Les nutriments sont véhiculés dans tous les compartiments du mycélium 
(mécanisme de translocation). Enfin, les champignons filamenteux se caractérisent par leur 

aptitude % se développer sur des milieux % faible activité de l’eau, jusqu’% a,,, = 465 pour des 

espèces dites xérophiles (ORIOL et coll., 1988 ; KOZAKIEWICZ et SMITH, 1994). Tontes ces 
propriétés font des champignons filamenteux les microorganismes les mieux adaptés % tout type 
de conditions de culture, en particulier pour les cultures en milieu solide (RAIMBAULT, 1980). 

23.2. Les genres Aspergillm et Penicillium 

2.3.2.1. Classification 

La taxonomie des champignons filamenteux est une science en évolution pennanente, faisant 
appel le plus souvent à des critères descriptifs. Pour cette raison, elle a donné lieu % de nombreuses 
classifications, plus ou moins complexes et parfois divergentes (AINSWORTH et coll., 1973 ; 
ALEXOPOULOS et MIMS, 1979 ; DOMSCH et coll., 1980 ; BOITON et coll., 1985). 

Nous citerons les travaux d’ALEXOPOULOS et MIMS (1979), qui situent les deux genres 
Aspergillus et Penicillium dans la famille des EUROTIACEAE, selon le schéma suivant : 

Règne : MYCETEAE 
Division : AMASTIGOMYCOTA 

Sous-division : ASCOMYCOTINA 
Classe : ASCOMYCETES 

Sous-classe : PLECTOMYCETIDAE 
Ordre : EUROTIALES 

Famille : EUROTIACEAE 

Un schéma très similaire a été proposé par AINSWORTH et coll. (1973). Cependant, d’autres 
auteurs situent ces deux genres dans la classe des DEUTEROMYCETES ou champignons 
imparfaits (BOTION et CO~L. 1985). Celle-ci regroupe les microorganismes qui ne possèdent pas 
de reproduction sexuee, ou qui se rencontrent le plus souvent sous leur forme imparfaite (se 
multipliant au moyen de conidies), bien qu’ils soient capables de développer un type de 
reproduction sexuée. Dans leur ouvrage, ALEXOPOULOS et MIMS (1979) n’avaient d’ailleurs 
pas kart6 la possibilité d’attribuer Ies genres Aspergillus et Penicillium % Ia classe des 
DEUTEROMYCETES, sous-classe des HYPHOMYCETIDAE, ordre des MONILIALES, famille 
des MONILIACEAE. 
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2.3.2.2. v 

Le genre Aspergilluv est caractéris6 par un myc&lium sept& ramifié, incolore et brillant. 
Chez certaines espèces, il peut devenir partiellement coloré. L’appareil reproducteur 
(conidiophore) se développe % partir d’une cellule differenciée (la cellule pied). Le conidiophoxe 
est non ramifié, sept& ou non, et d’une longueur variable. 11 produit % son extrémité une vésicule de 
forme sphérique ou allongée. Cette vésicule porte une ou deux séries superposées de cellules 
(sterigmata). Les sterigmata qui produisent les conidies sont appelées phialidek. Elles se 
distinguent par leur aspect en forme de quille ou de bouteille. Les conidies ont des tailles, des 
formes et des couleurs très variables. L’arrangement dans l’espace des chaînes de conidies et la 

disposition des sterigmata sur la vésicule déterminent l’aspect général de la “tête aspergillaire”. 
Cette dernière peut apparaître globulaire, radiée voire cylindrique (RAPER et PENNEZL, 1965). 
Une illustration de ces caract&istiques morphologiques est donnée dans la figure 2.7-A 

Le genre Penicillium est caractérisé par un mycélium sept& et ramifié. La base non ramifiée 
des conidiophores correspond au stipe. &es conidiophores septés ou non, peuvent être ramifiés (ou 
verticillés) jusqu’u’à trois fois de maniere sym&ique ou non. Leurs extrémités sont porteuses de 
plusieurs phialides. généralement en forme de quille ou de bouteiIle. Comme chez les Aspergillus, 
les phialides sont les celhdes reproductrices, porteuses de conidies arrangées en chaînettes. Les 
conidies de Penicillium sont généralement lisses, rondes ou ovoïdes, presque toujours pigmentées 
en bleu ou en vert, pouvant virer au jaune (PIlT, 1979). Une illustration de ces caractéristiques 
morphologiques est donnée dans aa figure 2.7-B. 

Figure 2.7 :Schémas des stwztures~repraductdces des champignons filamenteux 
appartenant au genre Aspergiiius (A) et au genre PenicMum (B). 

Analyse Bibliographique 



-3o- 

2.3.2.3. Dtilisation en biotechnoloeie 

L’utilisation des genres Aspergillus et Penicillium pour la transformation de denrées 
alimentaires est très ancienne. Depuis, de nombreuses études systématiques entreprises sur ces 
microorganismes ont permis d’élargir leurs champs d’application dans les domaines de l’agro- 
alimentaire, de la pharmacologie et/ou de l’écologie. Cependant, ces deux genres de champignons 
fdamenteux font également partie des contaminants fongiques les plus couramment rencontres. Ils 
sont responsables de la biodététioration de nombreux produits : aliments, mais aussi papier, 
caoutchouc, cuir, peinture, métaux,... (BOTTON et coll., 1985). 

Tableau 28 : Principaux domaines d’application des champignons filamenteux 
appartenant aux genres Aspergiiius et Peniciiiium 

(cPapr& SMKH et BERRY. 1975 : BOTION et cdl.. 1985 : LARPENT-GOURGAUD et SANGLIER. 19% : SMKH. 1994). 

Domaines d’application Aspergillus 

Produits alimentaires Pmduits orientaux (koji, miso, sake... 

Bioma.w (earichiement en Résidus agricoles amylacés, 
protéines) cellulosiques 
Biodégradation / Dépollution Effhrents cellulosiques, bioliiviation 

hydrocarbures, polyur&hanes 

Biotraasformatioas: 
par les conidies Hydmxylation de la progestérone par 

A. ochraceus 

par le mycéBum action sur des acides aminés, des 
antibiotiques 

Production d’acides Acides citrique, itaconique. gathque, 
organiques gluconique, erythorbique, kojique 
Production de lipides A partir de sucres simples 
Production de métabolites Antibiotiques (ac. aspergillique. 
secondaires fumagilline) 

autres : anticholestéml~miants~ 
inhibiteurs d’enzymes 

Production d’ar8mes Alcools (du sak6 par A. oryzae) 

Production de protéines 
hétérolognes 

Penïcillium 

Fromages (maturation) 
Saucissons (ferments de surface) 
Lactosérnm 
Résidus celhtlosiques 
Biolixiviation, hydrocarbures, 
pl)VlIéthaneS 

Transformation de triglyctbides en 
méthyl-cétones pst P. roquefortii 
(production d’arômes) 
action sur des antibiotiques 

Acides gluconique, érythorbique 

A partir de sucres simples 

Antibiotiquea (p&ticiBmes, amudol. 
grisdofulvine) 
autres : analg&ique, anticholestiro- 
Mmiants. immunosuppresseurs 

Cétones (arôme du “bleu” par P. 

roqueforti(l 
Glucose oxydase, dextranases. 
pcctlnase$ ceUulasas, ribonuck?ases, 
hamarase 
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Les exemples d’applications faisant intervenir des champignons filamenteux appartenant aux 
genres Aspergihs ou PenicZkk sont très nombreux. BS ont été largement discutés par divers 
auteurs (SMITH et BERRY, 1975 ; ONIONS et coll., 1981 ; BOTTON et coll., 1985 ; 
LARPENT-GGTJRGAUD et SANGLIER, 1992 ; SMJTH, 1994). Les principaux domaines 
d’application de ces micmorganismes sont résumés dans le tableau 2.8. 

A l’échelle industrielle, l’utilisation .de ces champignons filamenteux reste encore limitée à 
quelques domaines (produits alimentaires traditionnels, production d’enzymes). Pourtant, ces 
microorganismes présentent une grande diversite et de nombreuses potentialités comme la 
possibilite de se developper en milieu solide ou en milieu liquide (surface ou submergé). Ainsi, les 
nombreuses etudes dont ils font l’objet, devraient permettre dans l’avenir une extension de leurs 

champs d’application. 

2.3.3. Aspergillus V12A25 et Penicillium V33A25 

2.3.3.1. Griaine des souches 

Gomme nous l’avons souligne au paragraphe 2.2.2.4., plusieurs souches de champignons 
filamenteux appartenant essentiellement aux genres Aspergilh et Penicillium, ont été étudiées 
pour leur aptitude i dégrader %a caféine, dans le but de trouver des alternatives biologiques aux 
méthodes classiques de décafeination. 

Afin de decaféiner la pulpe de caf6 par des microorganismes susceptibles d’être cultivés sur 
ce sous-produit agro-industriel, des chercheurs de I’ORSTOM et de l’lhtiversité Autonome 
M&ropolitaine de Mexico ont sdectionné des souches de champignons filamenteux a partir 
d’échantillons préievés sur les lieux de production et de premières transformations du café 

(AQUIAHUATL et coll., 1988 : ROUSSOS et coll., 1989 ; AQUIAHUATL, 1992). 

près de 300 souches ont ainsi 6% isolées sur diffdrents milieux de culture à base d’infusion de 
caf& (grains ou pulpe). Néanmoins, un criblage rt?alisé en milieu liquide à base de caféine comme 
unique source d’azote, a révélé que seules deux souches de Penicillium et six souches 

d%pergillus dégradaient efficacement la cafeine à plus de 90 % (AQUIAJXJATL et CO~L, 1988). 

Ces huit souches ont fait l’objet par la suite de- différentes études physiologiques, notamment en 
culture solide sur de la pulpe de café (ROUSSOS et coll., 1989 ; ROUSSOS et coll., 1994 ; 
PERRAUD-GAIME, 1995). 

Les principales caractkistiques de deux de ces microorganismes retenus pour la présente 
étude sont présentées dans le paragraphe suivant. 11 s’agit des souches référencées Aspergilhs 
V12A25 et Petdcillum V33A25 qui avaient été stlectionnées lors de travaux pr6hminaires 

(DENIS, 1992). Les r6suhats de ces derniers travaux seront par ailleurs largement repris tout au 
long de ce mémoire. 
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2.3.3.2. Caractéristiaues des souches 

Le tableau 2.9 résume les caractéristiques physiologiques des champignons filamenteux 
prés&ctionnés pour leur forte capacité à dégrader la Mféine (AQUIAHUATL et coll., 1988 ; 
ROUSSOS et coll., 1989 ; AQUMHUATL, 1992). En particulier, la croissance apicale, le temps 
de germination des conidies, l’effet du pH initial du milieu sur la croissance et le taux de 
dégradation de la caféine, ont été décrits. Ces critères sont importants pour l’utilisation de 
champignons filamenteux dans le procédé de fermentation en milieu solide (ROUSSOS, 1985). 

Plus récemment, PERRAUD-GALME (1995) a d6crit le comportement de ces mêmes 
champignons cultivés sur pulpe de café par fermentation en milieu solide @MS). Il a 6t6 démontre 
que toutes ces souches sont capables de décaféiner ce substrat. L’évolution des principaux 
paramètres de croissance obtenus pour les souches Aspergillus V12A25 et Penicillium V33A25, 
est présentée dans la figure 2.8. Ces champignons sont capables de se développer sur la pulpe de 
café sans addition de sources de carbone ou d’azote exogènes. Dans ces conditions, Aspergillus 
V12A25 et Penicillium V33A25 dégradent la caféine à plus de 90 %, en moins de 30 heures. 

Par ailleurs, la souche Penicillium V33A25, a fait l’objet de divers travaux plus spécifiques, 
toujours réalisés en L+IS sur de la pulpe de café (ROUSSOS et coll., 1989 ; ROUSSOS et CO~L, 
1994 ; PERRAUD-GAIME, 1995). Ainsi, lors de leur étude pr&uinaire, ROUSSOS et coll. 

(1989) ont démontre que ce microorganisme cultivé à l’échelle pilote sur un lot de pulpe de 20 kg, 
dégrade 73 % de la caféine présente, en 48 heures. 

Par la suite, ROUSSOS et coll. (1994) ont étudié l’effet de l’addition de sulfate d’ammonium 
et/ou d’un?e B la pulpe de caf&, sur la dégradation de la caféine par Penicillium V33A2.5. Les 
auteurs ont montré que l’apport de sulfate d’ammonium combiné ou non à celui d’urée, permet un 
meilleur développement du champignon, par rapport au témoin sans supplément azoté. Dans une 
moindre mesure, l’addition d’urée seule améliore également la croissance mycélienne. Par contre, 
la caféine n’est pas dégradée après 72 heures de culture dans tous les milieux supplémentés en 

azote, contrairement au témoin où l’alcaloïde est entièrement éliminé. Les auteurs ont conclu à une 

consommation préférentiehe par PeniciZIium V33A25 des sources simples d’azote par rapport à la 
caféine, probablement liée à un phénomène de repression de la dégradation de l’alcaloïde par le 
sulfate dammonium et l’urée. 

Enfin, PERRAUD-GAIME (1995) a optimisé les conditions de culture en PMS de 
PenicilZium V33A25. Cet auteur a démontre qu’apres 30 heures de fermentation, la cafëie est 
entièrement dégradée à une température d’incubation de 25°C alors qu’à une température de 35% 
elle n’est pas dégradée. D’autre part, les paramètres suivants n’influencent pas significativement la 
vitesse de dégradation de la caféine : stérilisation préalable de la pulpe, pH initial compris entre 
4,4 et 5,6, ajout de chlorure de calcium compris entre 0,l et 0,3 g.l-l, addition de sels de phosphate 
et de magnésium, débit d’air compris entre 40 et 70 ml.minl par colonne, éclairage des cultures. 

Analyse Bibliographique 



-33- 

Tableau 29 : Caractérisation physiologique de huit souches de champignons filamenteux 
aptes 0 d6grader la caféine (d’appas ROUSSOS~~ coll.. 1989). 

Souches 
Croissance Temps de Effet du pH initial % Dégradation 

apicale (mm.j-l) a germination (h.) b sur la croissance bç de la caféine b 
9n I qn I AR 

1 Rdsultrds obtenus sur milieu gklosé Potato Dexmxe Agar 
b R&&ats obtenus en milieu liquide h base de cafdine et de saccharose 
= (-) pas de misssnce : (+) croi.ssmce ; (nd) non déterminé 

Penicillium V33A25 

MO-8-l 

120 -- 

100 -m6 

80 -- 
4 -- 

60 -- 
f. 

40 2-- 

20 -* 

o-o-o 
0 10 20 30 

Temps (heures) 

20 30 

Temps (heures) 

Figure 2.8 : Cultures cSAspergillu.s V12A25 et de Penicillum V33A25 par Fermentation 
en Milieu Solide sur de la pulpe de caf& à 25% (d+apr& PERRALDGAIME. 1995). 

Evolutions de la production de CO2 (-), de la teneur en caféine (0) et du pH (0). 
Début de 10 sporulation w) (M~I : matl&e &che MioIe : PMS : poids de mati6re skhe). 
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2.4. CONCLUSION 

Cette analyse bibliographique nous a permis dans un premier temps de rassembler toutes les 
informations concernant la caféine. Cette molécule naturellement produite par une soixantaine de 
végétaux dont le caféier et le thé. est un alcaloïde dérivé de la xanthine. Ses caractéristiques 
physico-chimiques sont bien définies. Enfin, il existe diverses méthodes de dosage de la caféine et 
de ses dérivés ; les principales étant basées sur la technique de chromatographie liquide haute 
performance. 

La caféine est surtout connue pour ses propriétés stimulantes du système nerveux central. 
L’effet excitant qu’elle procure a d’ailleurs largement concouru au succès de boissons telles que le 
café, le thé ou les colas. Les incidences de l’absorption de caféine sur le comportement et la santé 
de l‘homme sont connues, mais ses mécanismes d’action n’ont pas tous et6 élucidés. Néanmoins, 
on reconnaît aujourd’hui que la consommation modérée de caféine est sans réel danger pour 
l’homme. A l’inverse, la caféine présente des effets mutagènes sur les microorganismes, et ses 
effets néfastes sur la croissance des animaux d’élevage ont été résumés par PERRAUD-GAlME 

(1995). 

Le métabolisme de la caféine fait également l’objet de nombreuses études. Les principaux 

intermediaires des voies de biosynthese de la caféine chez le caféier et le thé, ou de sa 

biodégradation chez ces mêmes végétaux et chez les êtres supérieurs sont identifiés. Les systèmes 
enzymatiques impliqués dans le métabolisme de la caféine chez les plantes est encore peu étudié, 
à l’inverse de ceux des êtres supérieurs où plusieurs isoformes de cytocbromes P-450 ont été 
reconnues comme responsables de la biotransformation de la caféine. 

Des voies de biodégradation de la caféine ont également été mises en évidence chez quelques 
souches bactériennes (Pseudomonm putida) et fongiques (Aspergillus et Penicillium). Sans être 
exceptionnelle, cette caractéristique n’est pas répandue chez les microorganismes. Peu d’études 

physiologiques et de rares études biochimiques ont été réalisées sur ce sujet, en particulier chez les 
champignons filamenteux. 

Il ressort cependant de l’analyse bibliographique que chaque espèce vivante utilise un 
systeme enzymatique propre pour transformer la caféine, car les intermediaires méthyles issus des 
N-déméthylations de l’alcaloïde sont différents d’une espèce à une autre. 

L’etude que nous proposons de réaliser contribuera à apporter de nouvelles connaissances 
dans le domaine du métabolisme de la caféine par des champignons filamenteux, en précisant 
notamment les différents métabolites produits par les deux souches sélectionnées. La mise au 
point d’une méthode analytique pour mesurer l’activité caféine déméthylase chez ces micro- 

organismes revêtira également un caractère original et inédit sur ce thème. 
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3. MATERIEL ET METHODES 

Le matériel et les méthodes presentés dans ce chapitre ont été élabor& à partir de données 
bibliogtaphiques. et font ,état des techniques analytiques et autres conditions opératoires mises au 
point lors de ces travaux de thèse. Nous présenterons plus précisément les microorganismes et 
toutes les conditions de culture qui ont permis d’étudier leur métabolisme in vivo comme in vitro. 

3.1. MICROORGANISMES 

Les deux souches de champignons filamenteux utilisées au cours de cette étude, 

appartiennent aux genres Aspergillus ‘et Penicillium. Elles font partie de la collection du 
laboratoire de Biotechnologie de I’ORSTOM, où elles sont référencées V12A25 et V33A25 
respectivement. Dans les tableaux et les figures de ce mémoire, ces souches seront désignées par 
“Al2” pour Aspergillus V12A25 et “P33” pour Penicillium V33A25. 

3.2. MILIEUX DE CULTURE 

La composition des milieux de culture ainsi que certaines particularités de leur préparation 
sont reportées en annexe 1. 

33.1. Pour l’étude morphologique 

Trois milieux de culture sont utilisés pour la description des caractéristiques morphologiques 
des champignons filamenteux. Il s’agit des milieux : 

- Malt Extract Agar (MEA) 
- Czapek-Dox (CD) 
- Czapek Yeast Agar (CYA) 

Pour l’étude des deux caractéristiques physiologiques que sont la croissance apicale et l’indice 
de sporulation, les milieux gélosés suivants sont utilisés : 

- Malt Extract Agar (MEA) - Caf6 Moulu-Saccharose (CMS) 
- Cxapek Yeast Agar (CYA) - Caféine-Saccharose (CS) 
- Potato Dextrose Agar (PDA) - Caféine-Glucose (CG) 
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3.2.2. Pour la conservation et la production de conidies 

Les microorganismes sont conservés plusieurs annees sous forme de conidies lyophilisées, 
contenues dans des ampoules de verre scellées sous vide et maintenues a -WC. Il a et& véritX que 
la lyophiliition n’altere pas les caractéristiques des deux champignons. 

Ces souches sont également conservées à plus court terme dans des “piluliers” (flacons à vis 
de 15 ml) sur le milieu Caf~? Moulu-Saccharose (CMS). Après ensemencement en surface suivi 
d’une période d’incubation de 7 jours à 25°C pour Penicillium V33A25’ ou à 30°C pour 
Aspergilhs V12A25, ces piluliers sont stockés à +4’C. 

Après la mise en suspension des conidies à l’aide d’eau distill& additionnee de Tween 80 % 
0,2 % (tensioactif améliorant la dispersion des conidies), les souches subissent une rég6némtion 
par deux repiquages successifs sur milieu CMS comme indiqué dans la figure 3.1. 

33.3. Pour la culture en fioles d’Erlenmeyer 

3.2.3.1. &I&f) 

Le milieu de culture de base Cafeine-Saccharose (CS) est entièrement synthetique. Le rapport 
C/N est de 50. Sa composition par litre d’eau distillée, est la suivante : 

Cafeine anhydre (source d’azote) LOO g 
Saccharose (source de carbone) 29510 g 
KHzPo4 1930 g 
&d%‘od!~o os2 g 
Ivfgso4.7Hzo 0,30 g 
pH (corrigé par HzSO4) 4,oo 
Solution d’oligo&ments* 1oml 

Stérilisation : 15 min - 121’C 

* La solution d’oligoéléments est ajoutée au milieu de culture stérile, lors de l’inoculation. Sa 
composition par litre d’eau milliQ, est la suivante : FeSO4.7HzO : 3 g, ZnSO4.7HzO : 22 g, 
MnSO4.HzO : 1,54 g, (NH4)sMo7024.4HzO : 370 mg, CaClz.2HzO : 200 mg, CuSo4 : 100 mg, 
CoClz6HzO : 40 mg. Cette solution préparée en conditions stériles est conservée B +4’C. L’apport 
d’azote par le (NH4)sMo7Our.4HzO est considéré comme négligeable. 

3.2.3.2. Autres milieux 

D’autres milieux de culture dérives du milieu de base sont également utilisés : 

-Caféine-Glucose (CG) ; le saccharose est remplacé par le glucose à 29,7 g.P’ 
(concentration calculée pour respecter un rapport C/N de 50). 

- Caféine-Saccharose Urée (CSW) ; de l’un?e est ajoutée a différentes concentrations, 
- Cafeine-Saccharose Ammonium (CS+A) ; du sulfate d’ammonium est ajoute à. 

différentes concentrations. 
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SOUCHE LYOPHILISEE 
(LONGUE CONSERVATION) 

1 Mise en suspension dans 
4 ml d’eau tweenée 0,2 % (~IV) 

SOUCHE REPIQUEE 
(CONSERVATION MOYENNE) 

J 
Ensemencement par 5 gouttes de suspension 

I 

- Milieu CMS gélosé 
en pilulier 
- 7 jours ; 25 ou 30°C 

- Milieu CMS gélosé 
en Erlenmeyer 250 ml 
- 7 jours ; 25 ou 30°C 

CONSERVATION 
à 4°C 

CONTROLE DE 
LA PURETE 

- Milieu CMS gélosé 
en boîte de Pétri 
- 7 jours ; 25 ou 30°C 

Figure 3.1 : Protocole de régénération d’AspergillwV12A25 et de Penicillium V33A25 
cultivées sur milieu gélosé à base de Café Moulu et de Saccharose (CMS). 
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3.3. CONDITI(ON§ DE CULTURE 

33.1. Préculture et préparation d’une suspension de conidies 

Tous les milieux de pticulture eo de culture sont ensemencés à partir de suspensions de 
conidies obtenues en surface sur milieux g6losés, comme décrit dans le protocole figure 3.2. 

Saufcas psrticulier, le .milieu de pr6culture est le milieu Caf6 Moulu-Saccharose, conditionné 
en fioles d’Erlenmeyer de 250 ml, à raison de 25 ml de milieu par fiole. Il est ensemenct en masse 
au taux de 4.16 conidiesml-* et incubé 7 jours à 25 et 3O’C pour Penicillium V33A25 et 
Aspergillus V12A25 respectivement. Pour cette dernière souche, deux fioles sont utilisées pour la 
production d’un inoculum. 

33.2. Etude morphologique sur milieux @OS% 

3.3.2.1. Milieux d’identification 

Les milieux d’identification MEA, CD et CYA sont répartis en boîtes de Pétri. Ces milieux 
sont ensemencés par dépôt en surface d’une à trois gouttes de suspension de conidies obtenues sur 
les mêmes milieux. L-es boîtes sont incubées 7 jours à 25T. 

3.3.2.2. Etude de la croissance auicale 

Les milieux MEA, CYA ou PDA sont condition& en boîtes de Pétri. Ces milieux sont 
ensemencés par d$ôt en surface et au centre de la boîte d’une goutte de suspension de conidies 
d’environ 10’ conidies.ml-l. Les boîtes sont incubées 8 jours à 25T. 

3.3.2.3. Etude de l’indice de suorulation 

Les milieux CMS. CS et CG sont conditionnés eti fioles d’Erlenmeyer de 250 ml, à raison de 
20 ml de milieu par fiole. Ces milieux sont ensemencés en masse à l’aide d’une suspension de 
conidies, au taux de 4.16 conidies.ml-*. Les flacons sont incubés de 3 à 7 jours à 25T. 

3.33. Cultures en milieux liquides agités 

Les cultures en milieux liquides sont réalisées en fioles dErlenrneyer de 5Oknl cotonnées, 

contenant 100 ml de milieu. Les milieux sont ensemencEs au taux de 10” conidies.o@. Y.AS fioles 
sont placées en incubateurs thermostat& rotatifs (150 rpm), à 25°C pour Penicillium V33M5 et à 
30DC pour&pergiUus V12A25 (sauf exceptions). 
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PRECULTURE 

PREPARATION 

D'Ih'OCULUM 

-4o- 

SUSPENSION DE CONIDIRS 

Taux d’ensemencement : 
4.10 5 conidies.ml-* 

n 

25 ml MILIEU CMS 
(en Erlenmeyer 250 ml) 

INCUBATION 7 JOURS ; 2.5 ou 30°C 

I 
Récupération des conidies par 
30 à 40 ml dkau twcenée à 0.2 % 

MISE EN SUSPENSION 
PAR AGITATION 
(barreau et agitateur magnétiques) 

FILTRATION SUR GRILLE 
(Elimination du mycélium) 

COMPTAGE DES CONIDIES 
SUR CELLULE DE MALASSEZ 

Taux d’ensemencement : 
10 6 conidiesml-1 

CULTUREAGITEE 

A 

100 ml MILIEU LIQUIDE 
(en Erlenmeyer de 500 ml) 

INCUBATION 4 JOURS ; 25 ou 30°C 
AGITATION I50 rpm 
(incubateur thermostat&) 
PRELEVEMENTS REGULIERS 

Figure 3.2 : Préparation de Nnoculum à base de conldies et mise en œuvre 
des cultures liquides pour la dégradation de la Caféine. 
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3.3.4. Tuaéthodologie des pr6lèvements 

Lors de l’étude de la physiologie des souches cultivées en milieux liquides, des ptilèvements 
de 2 B 4 ml sont réalisés en conditions stériles, à intervalles réguliers. Chaque échantillon est alors 
filtré soit sur membrane de porosité 0.45 pm dans le cas où une analyse de la biomasse est 
r&lisée, soit sur filtre individuel de porosité 0,45 ou 0,22pm, après élimination préalable du 
mycélium et/ou des conidies par centrifugation (5.000 g/lO &in./ZO”C). Dans tous les cas, les 
fdnats sont stockés à -2OY! avant analyses. 

Parallèlement, des prélèvements sont effectués pour la description morphologique des 

souches afin de vérifier l’absence de contaminants, la bonne germination des conidies, l’évolution 
du mycélium et l’apparition d’une éventuelle conidiogenèse. 

3.4. CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES - IDENTIFICATION DES SOUCHES 

3.4.1. Description des colonies sui milieux d’identification 

3.4.1.1. Etude macrosconiaue 

Les colonies des champignons filamenteux sont observées à l’œil nu ou 2 l’aide d’une loupe 
binoculaire (OLYMPUS SHZ). Les principaux caractères décrits sont les suivants : diamètre, 
régularité des bords et de la surface, intenSité de la conidiogenèse, couleurs en surface et au dos de 
la boîte. présence ou non de sécrétions, perception d’une odeur. 

3.4.1.2. Etude microscouiaue 

A pti d’une culture sur milieu gélosé Czapek-Dox, un carré de colonie (5x5 mm) est 
découpé 2 l’aide d’un scalpel, puis placé entre lame et lamelle dans quelques gouttes d’eau 

additionnée de Tween 80 & 0,2 %. Les observations microscopiques sont réalisées à l’aide d’un 
microscope optique (OLYMPUS BH-Z), à des grossissements de 100, 400 ou 1000 suivant les 
structures fongiques étudiées. La taille de ces structures est mesurée à l’aide d’un micromètre 
(OLYMPUS CT x 10). 

3.4.1.3. çm 

L’identification des deux champignons filamenteux est réalisée à l’aide des clés 
dichotomiques établies par PFFT (1979) pour le genre Penicihiun et par RAPBR et PBNNBLL 

(1965) pour le genre Aspergillus. Ces clés d’identification sont présentées en annexe 2. 
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3.4.2. Mesure de la croissance apicale 

La croissance apicale correspond à la vitesse d’élongation du mycélium, cultivé sur une 
surface solide plane. Cette élongation est mesurée chaque jour à l’aide d’une règle graduée. La 
croissance apicale est exprimee en millimètres par jour. 

3.4.3. Mesure de l’indice de sporulatiou 

L’indice de sporulation correspond au nombre total de conidies produites à la surface d’un 
milieu de culture gélosé, rapport6 à l’unité de surface occupée par le milieu. La surface-occupée 
par 20 ml de milieu dans une fiole d’Erlenmeyer de 250 ml est de 50 cm2. Les conidies sont 
récupérées puis comptées comme décrit dans le protocole de la figure 3.2 (paragraphe 3.3.1.). 
L’indice de sporulation est exprimé en nombre de conidies produites par centimène car& 

3.5. ESTIMATION DE LA BIOMASSE ET ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES 

35.1. Estimation de la biomasse 

La méthode utilisée pour estimerla biomasse produite dans un milieu de culture liquide est 
identique à celle décrite par DENlS (1992). La biomasse correspond à la masse de mycélium et/ou 
de conidies retenus sur une membrane filtrante Gelmann SUPOR 450 - 445 pm. Elle est exprimée 
en gramme (poids sec) par litre de milieu cultivé. 

35.2. Dosage des sucres 

Le dosage du saccharose est rkalisé par une méthode colotiménique développée par DUBOIS 
et coll. (1956). Cette méthode permet de déterminer la concentration des sucres totaux B l’aide d’un 

réactif a l’anthrone ; le glucose servant d’etalon. 

Le dosage du glucose est réalisé par une méthode de Chromatographie Liquide Haute 
Performance couramment utilisée au laboratoire et décrite par PERRAUD-GAIME (1995). 

35.3. Dosage des protéines 

Le dosage des protéines est réalisé à l’aide du kit Protein Assay (BIORAD - Réf. 500311). Il 
s’agit d’une méthode coloriméttique simple, rapide et sensible ; basée sur la méthode de 
BRADFORD (1976). La BSA est utilisée comme étalon. 
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35.4. Dosage de l’urée et du sulfate d’ammonium 

Le dosage simultané de l’urt?e et du sulfate d’ammonium est réalisé à. l’aide d’un kit 
enzymatique BOEHRINGER MANNI-IBIM (Réf. 542946). 

355. Mesure du pH 

La mesure du pH est rkalisée à l’aide d’un pH-mètre KNICK muni d’une électrode combinée 
INGOLD. L’&alonnage de l’appareil est réalisé à 25T à laide de solutions tampon. 

3.6. ANALYSE DE LA CAFEINE ET DES METHYLXANTHINES 

3.6.1. Traitement des échantillons 

3.6.1.1. Pour l’analvse auantitative par CLHP 

- Dans le cas de l’analyse quantitative des méthylxanthines presentes dans les surnageants de 
cultures, les échantillons sont prépares à partir des filmus conservés à -2OT (paragraphe 3.3.4.). 
Ceux-ci sont dilués dans de l’eau milliQ. de manière à obtenir des concentrations en 
mbthylxanthines inféneures à 20 mg.l-‘. Un <talon interne (l%hydroxyéthylthéophylline) est ajouté 
aux échantillons, il raison de 10 mg.1“ en concentration finale. 

-Dans le cas de l’analyse quantitative des essais enzymatiques r&lisés sur des extraits 
protéiques d’Aspergi1Zu.s V12A25, une extraction de la caféine et des méthylxanthines est réalisée 
dans des tubes à hémolyse en verre, selon le protocole suivant : 

- 0.5 ml d’échantillon + 1 ml de chlorofonne~sopropanol(85:15 ; v/v) 
- Agiter au vortex à vitesse maximale pendant 30 secondes 
- Récupérer la phase organique (phase inférieure) dans un second tube 
- Seconde extraction dans les mêmes conditions sur la phase aqueuse 
- Récupérer la phase organique et mélanger à la première 
- Evaporer le solvant ?i l’etuve à 105T 
- Reprendre l’extrait sec par 1 ml d’eau milliQ puis traiter dans les mêmes conditions 

que celles décrites ci-dessus (cas d’un filtrat de surnageant de culture) 

3.6.1.2. Pour l’analvse oualitative uar CCM ou uar CLHP 

Cette analyse est réalisée sur des échantillons issus d’essais enzymatiques. Une extraction des 
méthylxanthines est réalisée suivant ie protocole décrit précédemment L’extrait sec est repris : 

- soit par 50 pl du même solvant d’extraction, avant dépôt sur plaque de CCM; 
-soit par 1 ml d’eau milliQ, puis directement analysé en CLHP. La sensibilité du 

détecteur est augmentée pour mieux visualiser les méthylxanthines. 
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3.6.2. Analyse par Chromatographie sur Couche Mince (CCM) 

3.6.2.1. Matériel 

Le matériel utilisé pour l’analyse des méthylxanthines par CCM est le suivant : 

- Plaques chromatographiques MERCK : Gel de Silice 60 Fzs4 (Réf. 1.05554) 
- Micropipettes de verre calibrées (10 ou 20 pl) 
- Cuve de migration en verre, de dimensions : 21x21~8 cm. 

3.6.2.2. Conditions onératoires standards 

Environ 200 ml de solvant de migration (chloroforme/méthanol/isopropanol 90:8:7 v/v/v) 
sont prépar& puis versés dans la cuve. Une feuiile de papier Whatman no1 (20x20 cm) est 
imbibée du solvant et plaquée contre l’une des parois de la cuve, afin de saturer correctement 

celle-ci par le solvant. 

Avant de déposer les échantillons sur la plaque (21 au maximum), un trait servant de repère 
aux dépôts est pmalablement tract? au crayon noir. à 2 cm du bas de la plaque. 

Après 20 min. de migration, le front du solvant est rapidement repéré par un trait lorsque les 
distances de migration (Rf) des différents composés sépares doivent être déterminées (paragraphe 
3.10.1.). La plaque est ensuite séchée à l’air libre. Toutes les méthylxanthines apparaissent sous 
forme de spots violets sur fond blanchâtre lorsque la plaque est observée sous lumière ultra- 
violette. 

3.6.3. Analyse par Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) 

3.6.3.1. JMatériel 

Le mat&iel utilisé pour l’analyse des méthylxanthines par CLHP est le suivant : 

-Pompe : PHILIPS modèle PU 4100, avec système de gradient et chambre 
thermostatée pour la colonne. 

- Injecteur automatique : PHILIPS modèle “MARATHON”. 
- Colonne : SUPELCO modèle Supelcosil LC - 18 (5 pm), 250x4,6 mm, précédée 

d’une colonne de garde de 3 cm. 
- Détecteur : PHILIPS modèle PYE UNICAM PU 4021, à barrettes de diodes. 
- Interface Détecteur/Microordinateur : PHILIPS modèle PU 6030 DCU. 
- Système d’int@ration : logiciel d’intégration PU6000. 
- Standards : Caféine anhydre : CARLO ERBA. ThéoPhylline anhydre, Théobromine, 

1,7-méthylxanthmt 98 %, 1-méthylxanthine, 3.méthylxanthine, 7-méthylxanthine et 
Rhydroxyéthylthéophylline : SIGMA. 
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3.6.3.2. Conditions_oJIératoiresstandards 

La séparation des méthylxanthines réalisée en CLHP utilise une mdthode par gradient, à un 
débit de 2 ml.min-l. Les deux phases mobiles sont constituées du mélange : acide O-phospho- 
rique 1,75 mM/acétonitrile/t&rahydrofirrane 98:l:l (v/v/v) pour l’éluant A, et du mélange 
acétonitrile/t&rahydrofurane 99:l (v/v) pour l’éluant B. Le gradient est réalisé comme indiqué 
dans la figure 4.2 du paragraphe 4.3.2., présentant le profil chromatogmphique d’une solution de 
standards en mélange. La colonne est placée dans un four à 32°C. , 

La calibration est réalisée par étalonnage interne et & l’aide de solutions de standards à 
différentes concentrations connues (de 25 à 25 mg.l-*). L’étalon interne est la B-hydroxyéthyl- 
théophylline, ajout6 à une concentration finale de 10 mg.l-‘. 

3.7. ETUDE DE L’ACTIVITE DEMETHYLASIQUE CHEZ Aspergillus Vl2A25 

3.7.1. Obtention d’un extrait intkwellulaire brut 

A partir d’une culture d’Aspergillus V12A25 de 48 h. environ en milieu Caféine-Saccharose 
de base (paragraphe 3.2.3.1.) et dans les conditions décrites au paragraphe 3.3.3., 80 a 90 ml 
d’échantillon sont utilisés pour l’extraction du contenu intracellulaire de la masse mycélienne. Le 

reste de la culture est utilisé pour la détermination de la biomasse, le dosage-des méthylxanthines 
et le contrôle du bon développement du champignon (essentiellement : long mycélium et absence 
ou rare conidiogenèse). 

Le traitement de la biomasse fraîche est réalisé aussi rapidement et aussi stérilement que 
possible. L’eau milliQ et les tampons utilisés sont filtrés sur des membranes de porosité 0,45 pm, 
et sont maintenus à +4Y!. Le traitement se déroule selon les 11 Ctapes suivantes : 

l- Lavage de la biomasse par quatre volumes d’eau, à l’aide d’un système de filtration 
MILLlPORR constitué d’une simple grille permettant de retenir uniquement le 
mycélium 

2- Lavage de la biomasse par 100 ml de tampon (génkalement le tampon phosphate 
50 mlvl. pH 7,6 + Dithiothréitol 0,l mM) 

3-Récupération de la biomasse et absorption de l’excédant de tampon sur papier 
Whannanu no1 

4 Pesée de la biomasse et ajout du double de poids de Sable de Fontainebleau (stérile 
et à +4T) 

5- Broyage de la biomasse durant 5 min. environ au mortier en porcelaine émaillée n”3 
- OS1 (stérile et a -2OT) 

6- Homogéneisation du broyat dans 4 ml du même tampon, puis transfert dans un tube 
Falcou stérile de 15 ml 

7- Rinçage des parois du mortier par 1 ml du même tampon 
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8- Centrifugation du broyat : 5.000 g/15 min./4Y! (centrifugeuse SIGMA 3K-2) 
9- Récupération du surnageant et élimination du culot 

lO- Ultracentrifugation du surnageant : 200.000 gfl hJ4”C (ultracenlzifugeuse BECK- 
MAN L7 ; rotor angulaire) 

1 l- Récupération du surnageant et filtration 0,22 ou 0,45 pm avant utilisation directe ou 
stockage à -20 ou -8OOC. 
Ce surnageant constitue l’extrait intracellulaire brut (EIB). 

3.7.2. Mise en œuvre des essais enzymatiques 

Les essais enzymatiques sont réalisés en microtubes Eppendorf de 1,5 ml st&iles. Les 
volumes rkactionnels sont de 1 ml. Après introduction du substrat et autres cofacteurs sous forme 
de solutions meres dans les microtubes, la réaction est initialisée par ajout de l’extrait 
intracellulaire brut ou de tout autre extrait protéique. Les microtubes sont incubes dans un bain- 
marie thermostat6 à 30°C. pendant 2 à 3 heures en général. La réaction est stoppée par addition de 
50 pl d’une solution d’acide trichloracétique (TCA) à 50 % (p/v). Après 10 min. à température 
ambiante, les tubes sont centrifugés (10.000 rpm/5 min). Les sumageants sont congelés à -2O’C 
avant analyse (paragraphe 3.6.1.). 

Des témoins sont réalisés dans les mêmes conditions que les essais, l’addition du TCA se 
faisant avant l’ajout de l’extrait proteique. 

Sauf indication contraire, les conditions standards mises .au point puis utilisées pour la 
réaction enzymatique de déméthylation de la caféine sont les suivantes : 

Caféine : 0,5 mM 
NADPH : 0,5 mM 
MgCh6HzO : 2,5 mM 
Protéines totales : 1,O à 1,8 mg 
Tampon phosphate : 50 mM pH 7,6 +DIT 0,l mM - cas des extraits bruts 

20 mM pH 7,4 +DIT 0,l mM - cas des extraits traites 
Température de réaction : 3O’C ; incubation de 2 à 3 heures 

Dans ces conditions expérimentales, l’activité déméthylasique et plus particulièrement 
l’activité caféine déméthylase est définie comme suit : elle correspond au nombre de picomoles de 
trim&hylxanthine consommee, par minute de réaction à 30°C, et par milligramme de protéines 
présentes dans le volume réactionnel(1 ml). L’activité enzymatique est notée A.D. et a pour unit6 : 
pmol caf.min-l.mg-l. Le calcul de l’activité déméthylasique est détaille au paragraphe 3.10.3. 
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3.8. TECHNIQUES DE PURIFICATION DES DEMETHYLASES 

3.8.1. Techniques de dessalage/concentration 

Plusieurs techniques classiques de dessalage et/ou de concentration sur les extraits 
intmcellulaires bruts d’Aspergihs VlLA25 sont testées. 

3.8.1.1. Dialvse 

La dialyse est rkaliiée a l’aide de boudins dont la limite d’exclusion est de 10 kDa. Les 
boudins sont placés dans 2 litres de tampon à +4’C. Le tampon est changé 3 fois toutes les 2 
heures et le dernier bain est maintenu pendant une nuit ?I +4’C. Les tampons testés sont : le 
tampon phosphate 50 mM, pH 7,4 ; seul, avec. de l’acide L(+)-ascorbique à 1 mM, ou du DL- 
Dithiothréitol % 0,l mM. 

3.8.1.2. Ultrafihration 

Deux systèmes sont testés (toutes les opérations étant réalisées à +4”(Z) : 

- Cellules à agitation magnétique (AMICON) : ces cellules sont munies de membranes 
type PM10 (seuil de coupure de 10 kDa). Une surpression est appliquée avec de 
l’azote. Une agitation douce permet d’éviter le colmatage. 

- Microconcentrateurs Microsep (FlLTRON) : l’uluaflltration est réalisée grâce à la 
force centrifuge (utilisation d’un rotor angulaire). Les microconcentrateurs sont 
munis de membranes type OMEGA dont les seuils de coupure vont de 1 à 1000 kDa. 
Les centrifugations sont conduites à des accélérations n’excédant pas 7.500 g. 

3.8.1.3. Colonne de dessalase “PD-10” 

Ce systeme développé par PHARMACIA est basé sur le principe de la chromatographie en 

Gel Filtration. Le gel est du type Sephadex G-25 (limites d’exclusion l-5 kDa). Les colonnes 
contiennent 9,l ml de gel. Elles sont équilibrées en tampon phosphate 20 mM. pH 7,4 + D’IT 

0.1 mM, et maintenues à +4’C. Le même tampon est utilisé pour l’élution des protéines (à +4“C)., 

Le dessalage d’un extrait intracellulaire est réalisé à froid de la manière suivante : après dépôt 
et pénétration de 1 ml d’extrait en surface du gel, l’échantillon est élué par simple graviménie, en 
ajoutant du tampon d’élution dans la partie supérieure de la colonne. Les 30 premières gouttes sont 
ecartees, les 54 suivantes (soit environ 3 ml) constituent la fraction protéique, puis les 54 
demieres, la fraction “salee”. Le gel est rincé à l’aide du même tampon par trois volumes de 
colonne au moins avant d’être r6utilisé. 
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3.8.2. Précipitation au sulfate d’ammonium 

Nous avons réalisé des essais de précipitation fractionnée de l’extrait intracellulaire brut, par 
ajout de sulfate d’ammonium à +4’C, selon la méthode rapportée par HARRIS et ANGAL (1989). 
Des fractions protéiques sont obtenues après addition successive de sulfate d’ammonium B 25,50 
et 75 % de saturation dans 20 ml d’exuait brut Elles sont reprises puis dessalées sur cellules 
AMICON avec un tampon phosphate 50 mM. pH 7,4, avant d’être testées. 

3.8.3. Système automatisé de purification des protéines 

3.8.3.1. Matériel 

Le matériel utilisé pour la purification des protéines est le suivant : 

- Systhme Waters 650E : comprenant la pompe 650E (munie d’un système “Auto- 
Blend”), le boîtier de contrôle 600 et la vanne d’injection manuelle Rheodyne 9125. 

-Détecteur multicanaux UV/Visible : Waters 490E. 
- Collecteur de tractions (WATBRS). 
- Système informatisé d’acquisition des données et de pilotage du système : logiciel 

Millenium 2010 (WATERS). 
- Colonne de gel filtration : Protein-Pr& 300SW (Réf. : WATO11787 ; dimensions : 

8x300 mm ; limites d’exclusion : 10-300 kDa) 

Les tampons sont préparés à l’aide d’eau milliQ et sont filtrés quotidiennement sur membrane 
de porosité 0,45 pm. L’élution est réalisée à température ambiante, mais les fractions protéiques 
sont collectées dans des tubes plongeant dans de l’eau glacée. La colonne est équiIibn?e en tampon 
phosphate 50 mM, pH 7,4 + DlT 0,l mM. La nature des échantillons injectés est précisée au 

paragraphe 7.52. Les volumes injectes sont de 100 pl. L’élution est réalisée en moins de 30 min. 
avec le même tampon à un débit de 0,8 ml.min-‘. Des fi-actions de 0.8 ml sont récoltees. 

3.9. PLANIFICATION EXPERIMENTALE 

Afin d’étudier plus précisément l’effet de divers facteurs nutritionnels et environnementaux 
sur la dégradation de la caféine par les deux souches, nous avons utilisé une méthode de 
planification expérimentale à base de plans factoriels fractionnaires a deux niveaux. Une matrice 
d’Hadamard à 7 facteurs (au plus) et 8 essais sert de ,support pour la constitution des essais a 
réaliser (Tableau 3.1). Cette matrice, de type “screening” permet de tester les effets principaux de 
nombreux facteurs sur une réponse donnée, mais ne peut rendre compte des éventuels effets dus 
aux interactions entre facteurs (PHAN-TAN-LUU et coll., 1983 ; CONSTANT, 1990). 
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Tableau 3.1 : Matrice d’Hadamard 0 7 facteurs et 8 essais utilk6e pour les plans d’expétience. 

Le choix des facteurs et de leurs niveaux sont donnés dans le chapitre 6, au moment de 
l’utilisation du plan d’expérience. Les péponses analysges sont (paragraphe 3.10.2.) : 

- la vitesse maximale de dégradation de la caféine, 
- la vitesse moyenne de dégradati&n de la caféine, 
- la production maximale de biomasse et/ou la vitesse maximale de production de biomasse. 

L’analyse statistique des réponses obtenues, est réalisée a l’aide du logiciel “Stat View” 
(Bacus Concept, Inc.). Cette analyse permet de comparer l’effet relatif des facteurs sur chacune 
des réponses. La valeur de l’effet relatif est comprise entre -1 et +l : plus cette valeur est proche 
des extrêmes, plus le facteur influe sur la réponse analysée. Inversement, plus elle est proche de 0, 
moins le facteur a d’effet, entre les deux niveaux considér&. Un test t (et sa probabilité p associée) 
est rkalisé par le logiciel d’analyse statistique. Ce test permet de définir plus précis6ment si le 
facteur considéré a un effet réellement significatif sur la réponse. On remarquera cependant que ce 

test ne peut être réalisé que dans la mesure où moins de sept facteurs sont étudiés dans ce plan 
d’expérience : ou bien si des répétitions sont effectuées. 

3.10. EXPRESSION DES RESULTATS 

3.10.1. Calcul des distances de migration (RfJ 

Une distance de migration (Rf) correspondent a la distance parcourue par une substance X 
par rapport à celle parcourue par le front du solvant. Elle est donc comprise entre 0 et 1. Un &a& 
type est calculé pour chaque substance. Il permet de rendre compte de la dispersion de la tache 
formée sur la plaque chromatographique. 

Matériel et M&odes 



-SO- 

3.10.2. Croissance myc&ienne et vitesses de dégradation de la caféine 

Pour l’étude physiologique des champignons filamenteux cultivés en milieux liquides, deux 
paramètres sont principalement suivis au cours du temps. Il s’agit de la concentration en caféine, et 
de ia biomasse. Les quatre grandeurs calculées à partir de ces cinétiques sont : 

- la vitesse maximale de’dégradation de la caféine, correspondant ?t la pente maximale 
de la courbe : {caféine] = f(temps) (unité : mg.l-‘.h-*). 

- la vitesse moyenne de dégradation de la caféine, correspondant au temps mis par la 
souche pour dégrader plus de 99 % de la caféine du milieu (unité : mg.l-‘.h-r). 

- la production maximale de biomasse (unité : g.l-‘). 
- la vitesse maximale de production de biomasse, correspondant à la pente.maximale 

de la courbe : Jbiomasse] = f(temps) (unité : g.1‘l.h-‘). 

Remarque : pour certaines études, le dosage de la biomasse est lirnit6e à la détermination de la 
biomasse maximale, ce qui permet d’augmenter la fréquence des pt4èvements par diminution du 
volume des échantillons pn5levés. 

3.10.3. Calcul de l’activité déméthylasique 

Le calcul de l’activité déméthylasique (A.D.) est réalisé à partir des résultats de l’analyse 

quantitative des m&hylxanthiies par CLIP (paragraphe 3.6.1.1.). Il s’exprime selon les formules : 

AMX=(MXi-MXt)xDxE 

où: 
AMX : méthylxanthine ccnscmmb au ceur.s de la tition dans le volume rtktionnel (mg.1“) 
MXi : cencenhation de la méthylxanthme pmtr les essais temoins (où le TCA est ajouté avant l’exhait pmtkique au 
volume rkkctionnel), donnée par le systkme d’intigtation de la CLHP (mg1’) 
MXP : concentration de la méthylxanthine peur les essais après réaction enzymatique, dunnée par le systhne 
dint@tation de la CLHP (mg.T’) 
D : facteur de dilution de l’échantillon peur l’analyse en CLIP 
E : facteur permettant de revenir à la concentration en méthylxanthine dans le volume réaçtionnel, tenant compte de la 
méthode d’extmction et de la dilution par addition du TCA dans le volume rhctionnel (f2 = 2,I). 

A.D.=AMX.109xVR/MM/t/p 

où: 
AMX.109 : m&hylxanthme consomm&, ramene en pg.r’ 
VR : volume Sactionnel (l) 
MM : masse molaire de la méthylxanthine @mol”) 
t : temps de la réaction enzymatique (min) 
p : quantité de protéines dans le volume rhctionnel (mg). 
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4. METHODES D’ANALYSE DES METHYLXANTHINES 

Dans ce chapitre, nous présenterons les deux méthodes d’analyse des méthylxanthines par 
chromatographie sur couche mince (CCM) et par chromatogmphie liquide haute performance 
(CLHP), mises au point lors de ces travaux. Ces méthodes permettent respectivement l’évaluation 

qualitative et quantitative de l’ensemble des méthylxanthines susceptibles d’être obtenues par 
réactions de déméthylation de la caféine par les cellules entières ou à partir d’extraits protéiques. 

4.1. OPTIMISATION DU SOLVANT D’EXTRACTION DES METHYLXANTHINES 

L’extraction des méthylxanthines libérées au cours des réactions enzymatiques, est une étape 
nécessaire pour Ktude des décaféinases. Lors de l’analyse qualitative en CCM, les activités 
déméthylasiques sont mises en évidence par l’apparition des produits de la réaction. Ces activités 
étant assez faibles, il est nécessaire d’isoler et de concentrer les produits formes afin de mieux les 
visualiser. De même, l’extraction des méthylxanthines va permettre d’éliminer tout composé 
pouvant interférer au cours des analyses chromatographiques. Pour des raisons similaires, cette 

étape d’extraction a été également utilisée pour déterminer quantitativement l’activité enzymatique 
des différents échantillons par CLHP. 

4.1.1. Extraction de la caféine et d’un étalon interne 

En règle générale, avant toute étape d’extraction, il est courant d’ajouter à l’échantillon un 

composé étalon en concentration connue. La B-hydroxyéthylthéophylhne étant déjà utilisée 
comme étalon interne pour l’analyse “en routine” de la caféine et des méthylxanthines par CLHP 

(paragraphe 3.6.3.), nous avons choisi cette molécule comme standard d’extraction. L’étalon rend 
normalement compte du rendement d’extraction et permet de corriger les concentrations des 
produits extraits. Néanmoins, il faut s’assurer au préalable que le comportement de cet étalon vis- 
a-vis de l’extraction, est identique à celui de ces produits. 

Dans ce but, deux systèmes de solvants issus de la littérature ont été testés pour leur capacité 
d’extraction de la caféine et de la B-hydroxyéthylthéophylline contenues dans une phase aqueuse : 

- éther isopropylique/isopropanol, 70~30 - v/v (PUHR et coll., 1992) 
- chloroforme/isopropanol, 85:15 - v/v (BERTHOU et coll., 1989 ; AGUNDBZ et 

coll., 1992). 
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Cette étude a été r6alisée sur des t?chantillons témoins d’essais enzymatiques (paragraphe 

3.7.2.) contenant de la caféine a environ 1 mM. Ces échantillons ont été dilués, et de la B-hydroxy- 
&hylthéophylline a Bté ajoutée ?r 10 mg.1.1 en concentration finale. L’extraction des composés a 
ensuite été réalisée dans les conditions dtkrites au paragraphe 3.6.1.1., à l’aide des deux systèmes 
de solvants. Apres évaporation de la phase organique, les extraits secs ont étC repris dans de l’eau 
puis analysés par CLHP,de maniere standard. 

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4.1. Ils sont exprimés en unité de surface 
pour la 5-hydroxyéthylthéophylline. La concentration en caféine exprimée en mM est celle donnée 
par la méthode d’intégration, corrigée du facteur de dilution. Les essais “sans extraction” 
correspondent a la solution mere de 5-hydroxyéthylthéophylline directement analysée par CLUP. 

Tableau 4.1 : Etude de deux systèmes d’extraction : rendements d’extraction de la 
B-hydroxyéthylthéophylline @OH-THP) et effet sur la détermination de la concentration 

en caféine par la méthode de CLHP (moyennes et 6cart-types sur cinq r6pWions). 

Les deux systemes donnent des résultats très différents vis-à-vis de l’extraction de la 5- 

hydroxyéthylthéophylline. Alors que le système chlorofotme/iiopropanol permet la récupération 
de 86 % de l’étalon interne, le système éther isopropylique/isopropanol ne permet d’extraire que 
31% de B-hydroxyéthylthéophylline. Le second système est donc moins efficace que le premier. 

Par ailleurs, les concentrations en caféine mesurées sont supérieures à celles escomptées. 

L’hypothèse la plus probable expliquant ces différences, est que le rendement d’extraction de la 
cafëme est supérieur à celui de l’étalon interne, quelque soit le système d’extraction. 

On peut alors supposer que la caféine a été extraite avec un facteur légèrement sup&ieur à 
86 % dans le cas du système chlorofotme/isopropanol. et nettement supérieur à 31 % dans le cas 
du systeme éther isopropylique/isopropanol. BERTHOU et coll. (1989) avaient en effet obtenu un 

rendement de 100 21 % pour la caféine avec le même système chloroforme/ïsopmpanol. 

Par la suite, la B-hydroxyéthylthéophylline n’a été utilisée que comme étalon interne lors de 
l’analyse en CLHP. 
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4.13. Extraction des méthylxanthines 

Une deuxième série d’expériences a été entreprise afin d’optimiser les rendements 
d’extraction des méthylxanthines a l’aide d’un système chloroforme/isopropanol ; sans ajouter 
préalablement d’étalon interne. 

Trois proportions (8915 ; 6535 et 50:50 - v/v) du mélange chloroforme/isopropanol ont été 
testées sur une solution aqueuse contenant les sept méthylxanthines. L’analyse par CLHP nous a 
permis de déterminer les pourcentages résiduels de chaque méthylxanthine contenue dans la phase 
aqueuse (donc non extraite) après une simple, double ou triple extraction rklisée dans les 
conditions décrites au paragraphe 3.6.1.1. (Tableau 4.2). Une interférence, certainement due à la 
présence d’isopropanol dans les échantillons analysés, n’a cependant pas permis de déterminer 
avec certitude les pourcentages de la 7-méthylxanthine. C’est pourquoi ceux-ci ne figurent pas 
dans le tableau 4.2. 

Tableau 4.2 : Pourcentages des m&hylxanthlnes restant dans la phase aqueuse après une simple, 
double ou triple extraction par le système chloroforme/isopropanol 0 différentes proportions. 

Quelques soient les proportions du système chloroformekopropanol, une double extraction 
permet d’extraire la caféine et les diméthylxanthines (THB, PAR, THP) avec des rendements 
allant de 93 à 100 %. Par contre, seul le système chlorofoxme/isopropauol a 50~50 (v/v) se révèle 
réellement efficace pour l’extraction des monométhylxanthines dès la deuxième reprise. 
L’utilisation d’un système moyennement apolaire semble donc préférable i celle d’un système 
fortement apolaire pour l’extraction des monométhylxanthines. Cependant, plus le système 

d’extraction est polaire, plus la s&paration des phases aqueuse et organique est longue, ce qui rend 
l’analyse moins facile et moins rapide à re’aliser. 
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Nos résultats sont similaires à ceux de BERTHOU et coll. (1989), qui après une simple 
extraction de 2 heures au chloroforme/isoptopanol85:15 (v/v), en présence de quantités saturantes 
de sulfate d’ammonium, ont obtenu des rendements d’extraction de : 100 % pour la caféine, la 
théophylline et la paraxanthine ; 99 % pour la théobromine ; 95 à 98 % pour les monométhyl- 
xanthines. La différence entre les deux méthodes réside dans la durée de l’extraction : dans notre 
cas, celle-ci se limite à deux fois 30 secondes. 

En conclusion, pour mettre en évidence l’activiu? caféine déméthylase, une double extraction 
par le système chlorofonne/isopropanol 85:15 (v/v) sera adoptée. Pour 6tudier les activités 
diméthylxanthine ou monométhylxanthine déméthylases, on retiendra une double, voire triple 
extraction par le système ch1oroforme/ïsopropano150:50 (v/v), dans les mêmes conditions. 

4.2. MISE AU POINT DE LA METHODE PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE 
MINCE 

4.2.P. Phase stationnaire et support 

La phase stationnaire utilisée pour la séparation des méthylxanthines par chromatographie sur 
couche mince (CCM), est un gel de silice contenant un indicateur de fluorescence. Cette phase 
étant la plus citée dans la littérature, nous n’avons pas cherché à en tester d’autres (BLECHBR et 
LINGENS, 1977 : PRXXXKNECHT et BAUMANN, 1980 ; PBTJZRMANN et BAUMANN; 
1983 ; SUZUKI et WALLER. 1984a). Le type de support choisi est une plaque en aluminium, qui 
s’est avéré plus facile d’utilisation que le support en plastique. 

42.2. Choix du solvant de migration 

Différents solvants de migration ont été étudiés, avec pour principal objectif d’obtenir %a 

meilleure s$aration entre toutes les méthylxanthines. 

4.2.2.1. Essais ur&minaires 

Dans un premier temps, nous avons utilisé six phases mobiles référencées dans la littérature 
(Tableau 4.3) et nous avons cherché celles qui permettaient de séparer la caféine, la théophylline, 
la théobromine et la paraxanthine. 

La meilleure phase mobile est composée du mélange CHCls/MeOH à 9O:lO (Tableau 4.3, 
n”2). Elle permet d’une part d’isoler l’ensemble des monométhylxanthines (Rf de 423 P 427) du 
groupe des diméthylxanthines et de la caféine ; et d’autre part de bien différencier entre elles la 
caféine, la théophylline, la théobromine et la paraxanthine (Rf de 0,61 ; 0,49 ; 0,45 et 0,40 
respectivement). 
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On remarque qu’une phase mobile trop fortement apolaire ne permet ni une importante 
migration, ni une bonne séparation des composés Fableau 4.3, n’l). PRISCHKNECHT et 
BAUMANN, (1979) ont obtenu des résultats similaires avec ce même solvant de migration, sauf 
pour la caféine et la théophylline pour lesquelles les Rf étaient plus importants (CAP : 0,46 et 
THP : 0.28). Ceci leur a permis de mieux différencier la thdophylline de la théobromine. 

-Enfin, si les systèmes peu apolaires (présence d’eau) permettent une bonne migration des 
monométhylxanthines, ils engendrent cependant des problèmes de résolution entre diméthyl- 
xanthmes et caféine (Tableau 4.3, no3 à 6). 

Tableau 4.3 : Distances de migration (et ecart-types) des méthyixanthines séparées en CCM 
par différents solvants de migrations issus de la littérature. 

4.2.2.2. Essais comulémentaires 

Dans un deuxième temps, nous avons testé d’autres systèmes de migration, afin d’améliorer la 
séparation de toutes les méthylxanthines (Tableau 4.4). 

Parmi les essais n’T, 8 et 9 contenant une phase aqueuse, seul le système no8 permet une 
bonne s$aration entre les di- et tri-méthylxanthines. Parallèlement, un échantillon correspondant 
à un essai enzymatique témoin (réaction de déméthylation inhibée) a été dépos6 à chaque essai. 
Or, lorsqu’un système peu apolaire est utilisé, on observe que des composés migrent à partir de ces 
échantillons et peuvent interférer lors de la lecture des plaques. C’est pourquoi nous avons pr&ft%? 
utiliser des solvants plutôt apolaires pour la suite de cette étude. 

Résultats et Discussion 



Nous avons fait varier les proportions entre le chloroforme, Ie méthanol et l’isopropanol 
(Tableau 4.4, nolO à 18). En systkmes binaires (Tableau 4.4, no10 a 12). les r&ultats montrent que 
les deux derniers solvants ne peuvent pas être utilisés en trop fortes proportions par rapport au 
chloroforme sans engendrer une mauvaise séparation entre la caféine et la théophylline. 

Avec un système ternaire. la meilleure séparation entre la cafeine, la théophylline, la 
théobromine et la paraxanthine est obtenue avec le .système no16 : CHCWMeOH/&OH-2 90:8:7 
(v/v/v), où le temps de migration est n?duit a 20 min. Néanmoins, ce système ne permet pas de 
distinguer la 3-méthylxauthine de la 1-méthylxanthine. La P&ence de butanol-l semblait 
améliorer la s6pamtion entre les monométhylxanthines (Tableau 4.3, no6 et tableau 4.4, ns), mais 

les essais complémentaires no19 et 20 n’ont pas été concluants. 

Tableau 44 : Distances de migration (etkart-types) des méthylxanthines séparées en CCM 
par différents solvants de migrations. 
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On rappellera que l’objectif de cette étude était de pouvoir mettre en évidence par 
chromatographie sur couche mince, les méthylxanthines issues de l’activité caféine déméthylase. 
Celles-ci correspondent principalement à la théophylline et à la 3-méthylxanthine (chapitre 7). 
Dans ce but, le système de séparation n”i6 est tout a fait satisfaisant. 

Néanmoins, s’il devait s’averer nécessaire de mieux séparer les monométhylxanthines entre 
elles, il sera possible de réaliser .une deuxième séparation en utilisant un solvant de .migration plus 
adapté. comme les systèmes no12 ou 17 (Tableau 4.4). L’utilisation de deux systèmes spécifiques 
soit aux monométhylxanthines, soit a la caféine et aux diméthylxanthines, avait déjà été suggém 
par SUZUKI et WALLER (1984a). 

4.2.3. Seuil de visualisation des méthylxanthines 

La détermination du seuil de visualisation des méthylxanthines a été réalisée à laide d’une 
solution contenant 40 mg.l-1 de caféine, de théophylline et de î-méthylxanthine en tampon 
phosphate 50 mM. pH 7,8. Une double extraction par le mélange chloroforme/isopropanol50:50 
(v/v) a été effectuée sur plusieurs échantillons de 500 p.l de cette solution. Les résidus obtenus 
après évaporation ont été repris par des volumes croissants du même solvant d’extraction, de 100 à 
2600 pl. 20 pl ont été déposés sur une plaque chromatogmphique, correspondant respectivement à 
des dépôts de 4 a 0,15 Fg de chaque méthylxanthine (en supposant un rendement d’extraction égal 
à 100 %). La séparation des composés a Bté réalisée a l’aide du système de migration n016, défini 
précédemment : CHCls/MeOH/PrOH-2 90:8:7 (I&/V). 

Les trois méthylxanthines issues du dépôt contenant la plus faible quantité de produits, sont 
toujours visibles sous UV. Le seuil de visualisation des méthylxanthines est donc inférieur ?r 
0,15 pg. Cette valeur correspond à une concentration de 0,75 mg.l-’ en méthylxanthine d’un 
échantillon traité dans les conditions standards définies au paragraphe 3.6.1.2. Ainsi, toute activité 

caféine déméthylase libérant 0,75 mg.l-’ de théophylline lors d’une maction enzymatique, sera 
détectable par CCM. Dans des conditions standards (paragraphe 3.7.2.), cette concentration 
équivaut à un taux de transformation de la caféine de 0,87 %. Une dégradation de la cafëme aussi 
faible serait difficilement mesurable par analyse quantitative en CLHP. 

L’analyse en CCM est donc une bonne méthode qualitative pour la détection des activités 
déméthylasiques (même faibles). De plus, cette technique est plus rapide que celle par CLHP, car 
elle permet de traiter simultanément de nombreux échantillons. De ce fait, cette méthode pourra 
s’appliquer à la mise en évidence de l’effet de multiples composés (cofacteurs, inhibiteurs,...) sur 
l’activité .enzymatique, -ou à la localisation de fractions protéiques actives lors des étapes de 
purification des enzymes. 
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4.3. METHODE PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE 

43.1. Mkthode préliminaire 

Lors de travaux antérieurs, une méthode d’analyse des mc?thylxanthines par chromatographie 
.Bquide haute performance (CLHP) a été mise au point @ENI& 1992); L’ensemble du matériel, 
ainsi que la composition des solvants utilisés en gradient pour la s$aration des méthylxanthines 
étaient identiques à ceux décrit au paragraphe 3.6.3. 

Par contre, le gradient utilisé dans cette méthode nécessitait des conditions de forte apolarité 
afin d’éluer la phénacétine, correspondant à l’étalon interne (Figure 4.1). E’utiliiation de la 
phénacétine présentait en fait quelques inconvénients, dont principalement l’allongement du temps 
d’analyse des échantillons. C’est pourquoi nous avons cherché à améliorer cette méthode. 

43.2. AmtSoration de la méthode 

Afin de pallier à ses inconvénients, nous avons décidé de changer d’étalon interne, en 
recherchant plus particulièrement une molécule pouvant s’intercaler entre nos composés à 
analyser. 

Plusieurs méthodes décrites dans la littérature font état de l’utilisation de composés d&ivés de 
la théophylline comme étalon interne : la Il-hydroxyéthylthéophylline (ARAMAKI et COU., 1991 ; 
DOBROCKY et coll., 1994) ; l’hydroxypropylthéophylline (PUHR et coll., 1992) ou la S-chloro- 

théophylline (BERTHOU et coll., 1989 ; TANAKA et coll., 1992). Nous avons retenu la 8- 
hydroxy&hylth~ophyBine, car elle présentait un temps de rétention inférieur à celui de la caféine. 

La 8-hydroxyéthylthéophylline a été testée seule et en mélange avec les sept m&hylxanthines 

selon les conditions opératoires dkrites par DENIS (1992). Ce composé n’a pas créé 
d’interférence avec les méthylxanthines et a eté élu6 entre la thdophylline et la caféine avec une 

bonne résolution. Ceci a permis de simplifier la méthode préliminaire par gradient, en supprimant 
notamment le dernier palier % 50 % d’acétonitrile (Pigure 4.1). La méthode ainsi optimisée est 

présentée sur la figure 4.2. 
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Légende : 
1. Il-m6thylxanthine 
2 3-méthylxanthine 
3.1-méthylxanddne 
4.3.7-diméthykanthme 
5’.1,7dim&hykanthine 
6.1,3dim&hykanthme 
7.13,7-trim&hykamhme 

8. Phénacétine 

Figure 4.1 : Profil d’élution d’un mélange standard de méthylxanthlnes en CLHP, 
avec la phénacétine comme étalon interne : méthode préliminaire (DENIS. 1992). 

S«L”*NT 1 
W) 
20 

10 

Il 

1 

Y 

G 

8 
SOlWlt.5 A’ B 

&PC& 1,75mM 98 - 
Ac&onitrile 1 99 
Tdtrahydrofurane 1 1 

Ugende : 
1. 7-méthykanthine 
2.3-méthylxanthine 
3.Lméthylxanthine 
4.3,7-dim&hylxanthme 

5. 1,7-diiéthylxanthme 
6.1,3-dii&hylxanthme 

7. B-hydroxyéthylthéophylline 
8.1.3.7~triméthylxanthine 

0 5 10 15 

Figure 4.2 : Profil d’élution d’un mélange standard de méthylxanthines en CLHP. 
avec la B-hydroxyéthyithéophylline comme étalon interne : nouvelle méthode. 
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Le choix de la B-hydroxy&hylthéophyBine comme étalon interne, a donc permis d’améliorer 
la méthode de dosage des méthylxanthines par chromatographie liquide haute performance, et 
notamment : 

- de diminuer l’apolarité de la phase mobile, 
- de limiter la consommation d’acbtonitrile (et de t&rahydrofumne), 
- d’eviter le mauvais mélange entre le système aqueux et le système organique en 

proportion élevée (formation de bulles), 
- de diminuer le temps d’analyse d’un echantillon qui passe de 26 min. pour l’ancienne 

méthode, Ci 19 min. pour la nouvelle. 

La méthode développée est très comparable à celles couramment exposees dans la litt&ature 
pour l’étude du métabolisme de la caféine dans les cellules végétales ou animales (chapitre 2). Les 
diiérences qui existent entre ces méthodes se situent plutôt au niveau des temps d’analyse ; 
conséquence directe du nombre de molécules séparées. Ainsi, les méthodes où seules la caféine et 
quelques dérives sont sépares, présentent des temps d’analyse inférieurs à 10 min. (ARAMAKI et 
coll., 1991 ; TANIMURA, 1994). Mais lorsque l’ensemble des intetmédiaires métaboliques 
(comprenant les dérivés méthyles de l’acide urique) sont étudiés, le temps d’analyse avoisine 
60 min. (LELO et coll., 1989 : BERTHOU et coll., 1989). 
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4.4. CONCLUSION 

Au cours de ce chapitre, nous avons présente la mise au point et l’amélioration de deux 
techniques chromatographiques d’analyse des méthylxanthines et d’une méthode d’extraction de 
ces composés. 

La méthode par CLHP fait intervenir une méthode d’6lution dite “par gmdient” permettant 
une bonne séparation entre des molécules chimiquement proches, tout en évitant un allongement 
du temps d’analyse. Le calcul des concentrations des composés est réalise à l’aide d’une technique 
d’étalonnage interne permettant de corriger des erreurs de dilution et de volume d’injection. La B- 
hydroxy&hylth6ophylline a été préférée à la phénacétine comme étalon interne, car elle permet 
principalement de diminuer le temps d’analyse sans modifier les caract&istiques de la séparation. 

Initialement, cette méthode a été appliquée à l’analyse des premiers intermediaires de 
dégradation de la caféine au cours des cultures d’Aspergillus V12A25 et de Penicillium V33A25 
sur différents milieux synthétiques à base de caféine. Par la suite, nous avons adapte cette méthode 
pour l’étude in vitro de la dégradation de cet alcaloïde par Aspergillus V12A25. Cependant, les 
analyses effectuées étaient souvent liées à une évaluation qualitative de l’activité enzymatique. 
Ceci nous a donc amené à développer une méthode d’analyse des méthylxanthines par CCM ; 
méthode jugée plus facile et plus rapide à mettre en œuvre que la méthode par CLHP. 

Le solvant de migration mis au point pour l’analyse des méthylxanthines par CCM est le 
suivant : CHCls/MeOH/PrOH-2 90:8:7 (v/v/v). ll permet de séparer correctement toutes les 
méthylxanthines entre elles, sauf la 3-méthylxanthine et la 1-méthylxanthine. Cette resmction ne 
présente cependant pas un réel inconvénient pour la bonne visualisation de l’activité caféine 

déméthylase. On soulignera que la méthode par CCM permet de visualiser l’activité 
déméthylasique de 20 échantillons à la fois en 20 min. de migration, alors que dans le même 

temps, la méthode par CLHP ne permet d’analyser qu’un seul échantillon. Par ailleurs, la technique 
par CCM est assez sensible, le seuil de détection des méthylxanthines étant inférieur B 0,15 pg. 

La mise au point d’une méthode d’extraction des m&hylxanthines s’est avérée nécessaire lors 
des essais in vitro de dégradation de la caféine, car les faibles activités obtenues ne pouvaient être 
directement révélées par analyse en CCM. Nous avons déterminé qu’une double extraction de 
30 sec. avec le système chloroforme/isopropanol 85:15 (v/v) permettait de récupérer lO=O % de la 
caféine et de la théophylline. Ainsi, il est devenu possible de visualiser de faibles activités caféine 

déméthylase par concentration du principal produit de la réaction (la théophylline), tout en 
&ninant un maximum d’impuretés pouvant nuire à .l’analyse qualitative en CCM, comme à 
I’analyse quantitative en CLHP. 

Résultats et Discussion 
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5. CARACTERISATION ET IDENTIFICATION DES SOUCHES 

5.1. INTRODUCTION 

Les deux souches Aspergilhs V12A2S et Penicillium V33A25 ont été isolées au Mexique 
par ROUSSOS et coll. (1989) au cours d’une étude globale sur la valorisation des produits et sous- 
produits agricoles tropicaux, financée par la Communauté Européenne (projet STD 1). Dans le cas 
particulier de la pulpe de caf&, il s’agissait de pouvoir détoxiquer celle-ci en cultivant sur ce 
substrat des champignons filamenteux capables de dégrader les substances antinutritionnelles et 
antiphysiologiques de la pulpe que sont la caféine et les polyphénols (RRESSANI, 1978). 

Une première tentative d’identification sommaire des souches isolées a été réalisée par 
AQUIAHUATL (1992). Dans ce chapitre, l’identification des deux souches sauvages Aspergillus 
V12A25 et Penicillium V33A2S sera approfondie d’une manière classique, par la description et la 
comparaison de leurs caractères morphologiques à des souches de référence. 

5.2. ETUDE MORPHOLOGIQUE DES SOUCHES 

.L’étude morphologique comprend les descriptions macroscopiques et microscopiques des 
souches Aspergillus V12A2S et Penicillium V33A25, observées après 7 jours de culture à 25T 
sur différents milieux de référence (Malt Extract Agar, Czapek-Dox, Czapek Yeast Agar). Les 
caractéristiques obtenues dans ces conditions de culture standards, serviront à leur identification. 

53.1. Aspergillus Vl2A25 

5.2.1.1. Pescriwtion macroscopique 

La souche Aspergillus V12A25 cultivée sur milieu Malt Extract Agar (MEA) présente des 
colonies envahissantes, d’un diamètre de 8 cm après 7 jours d’incubation à 2X!. Ces colonies sont 
circulsires à bord régulier et légèrement aériennes (cotonneuses) sans être denses. Au centre de la 
boîte de Pétri, la colonie forme un cratère, recouvert des conidies les plus anciennes, de couleur 
ocre/marmn. En allant vers le bord de la colonie, on observe une alternance de zones de 
fructification plus ou moins dense de couleur jaune/ocre, et enfin une petite couronne translucide 

de mycélium sans fructification (Figure 5.1-A). Sur ce milieu de culture, le champignon ne 

développe pas d’odeur particulière, et aucun exsudat n’est observé à la surface de la colonie. Enfin, 
la colonie apparaît blanchâtre au verso de la boîte de Pétri. 
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Sur milieu Czapek-Dox (CD), dans les mêmes conditions expérimentales, les colonies 
d’Aspergil1u.v V12A2S atteignent un diamètre de 7 cm. Les caractéristiques générales des colonies 
sont identiques à celles décrites précédemment. Cependant, sur milieu CD, Ie mycélium est moins 
abondant et les fructifications sont moins nombreuses, plus claires (jaune/ocre), et deviennent 
marron en vieillissant (Figure 5.1-B). 

5.2.12. DescnDn’on 

A partir des observations microscopiques, Aspergillus V12A2S (cultivé sur milieu CD) 
présente un mycélium translucide, sept& ramifié, rugueux et d’un diamètre compris entre 5 et 
12 ttrn. Les formes de reproduction asexuées (conidiophores) sont terminées par des vésicules 
rondes à ovales, de 20 à 50 prn de diamètre (souvent infthieur à 40 /.tm), et généralement 

unisériées. A la surface des vésicules sont directement disposées les phialides. Celles-ci sont en 
forme de quille de 10 B 14 pm de longueur et de 5 à 8 prn de diamètre. Les phialides libèrent des 
conidies rondes, assez grosses (de 5’ à 8 ttrn de diamètre), tres ornementées, de couleur 
ocre/marron, et disposées en chaînettes assez longues. 

52.2. Penicillium V33A25 

5.2.2.1. Desctiwtion macroscowioue 

Après 7 jours de culture à 25T sur milieu MEA. la souche Penicillium V33A2S donne des 
colonies atteignant un diamètre de 35 cm. Il s’agit de colonies moyennement aériennes, à bord 
assez r&nlier. La surface est homogene, recouverte de très nombreuses fructifications formant une 
croûte, ce qui donne une texture finement granuleuse (poudreuse). Le mycélium est peu dense et 
transparent. Les nombreuses fructifications apparaissent pigmentées en vert pistache pour les plus 
jeunes, à vert sombre pour les plus âgées (centre de la colonie). Enfin. une fine couronne de 

mycélium seul se dessine en périphérie (Figure 5.1-C). L’odeur qui se dégage de la culture est 
assez désagréable (odeur de bois moisi). Enfin, il n’y a pas formation d’exsudat en surface des 
colonies, ni de coloration de la gélose. 

Dans les mêmes conditions de culture, on obtient sur milieu CD des colonies de 35 cm de 
diamètre. Le mycélium aérien de Penicillium V33A25 est ici moins dense que sur milieu MEA et 
présente peu de fructifications. Ces dernières sont Situ&es uniquement au centre de la colonie, et 
sont de couleur vert pistache (Figure 5.1-D). 
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A.‘Al2 sur Malt Extmt Agar B. Al2 sur Cmpck-Dox 

C. P33 sur Mnlt Extract Agm D. P33 sur Cznpck-Dox 

Figure 5.1 :Cultures de 7 jours (5 25% d’AspergNusVWA25’et de PenlcillumV33A25 
sur milieux Malt Extmct Agor et Czapek-Dox. 
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Sur le milieu Czapek Yeast Agar (CYA), les colonies ressemblent beaucoup à celles obtenues 
sur milieu MEA. Elles sont opaques et denses, d’un diamètre de 35 à 4 cm On observe également 
l’aspect poudreux du mycélium aérien qui forme une croûte sur toute la surface de la colonie. 
Seule la couronne de mycélium jeune n’a pas développé de fructification. Par contre, la présence 
d’une pigmentation orangée visible au verso de la boîte de Pétri. est une caractéristique sur ce 
milieu que l’on ne retrouve pas dans les cultures sur milieu MEA. 

5.2.2.2. Description microscowique 

A partir des observations microscopiques, Penicillizun V33A25 (cultivé? sur milieu CD) 
présente un mycélium sept& ramifié, translucide, et d’un diamètre de 4 à 6 pm. Les formes de 
reproduction asexuées sont composées de conidiophoms généralement triverticillés. Ceux-ci ont 
une paroi rugueuse, et portent des phialides en forme de quille de 3 à 3,5 Km de diamètre et de 7 à 
14 pm de longueur. Ces phialides donnent naissance à des conidies de 4 à 5 pm de diamètre, 
vertes, rondes, et lisses, généralement disposées en courtes chaînes. 

52.3. Identification des souches 

L’appartenance des deux souches aux genres Aspergillus et Penicillium avait déjà été 
déterminée par AQUIAHUATL et coll. (1988) puis confumée par AQUIAHLJATL (1992) et par 
DENIS (1992). Sur la base des données recueillies au cours de cette étude morphologique, nous 
avons tenté d’identifier les espèces auxquelles appartiennent ces deux champignons filamenteux. 
Pour cela, nous avons utilisé les clefs dichotomiques d’identification proposées par RAPER et 
PENNELL (1965) pour le genre Aspergillus (cf. annexe 2a), et par PITT (1979) pour le genre 
Penicillium (cf. annexe 2b). 

Une prédominance chez Aspergillus Vl2A25 de têtes conidiennes unisériées, rayonnantes, et 

de couleur allant du jaune au marron, ainsi que des conidiophores translucides et rugueux, 
permettrait de classer cette souche dans le groupe des Aspergillusjlavus. De plus, la présence de 
conidies très ornementées, semble rapprocher cette souche de l’espèce Aspergillus tamarii, selon 
la classification de RAPER et PENNELL (1965). Pourtant, certaines caractéristiques ne 
permettent pas d’écarter la possibilité d’être en présence d’une souche d’Aspergillus oryzae 
appartenant elle-même au groupe des Aspergillusflavus. 
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Pour Penicillium V33A25, les caractéristiques macroscopiques permettant son identification 
sont : des colonies de diamètre supérieur à 3 cm sur milieu Cxapek Yeast Agar et inférieur à 4 cm 
sur milieu Malt Extract Agar ; une coloration orange au dos de la boîte pour les cultures sur CYA ; 
un aspect poudreux en surface des colonies sur milieu MRA. Les caractéristiques microscopiques 
sont : des stipes rugueux ; des penicilli avec au plus deux rami ; des conidies rondes, lisses et de 
couleur vert pistache à vert sombre. Ainsi, la souche Penicillium V33A25 pourrait correspondre à 
une souche de Penicillium crustosum, selon la classification de PlTI (1979). 

L’identification des champignons filamenteux est toujours t&s délicate à réaliser, parce 
qu’elle est basée sur des critères descriptifs, et reste donc soumise à une certaine subjectivité. Par 
ailleurs, les nombreux ouvrages bibliographiques prouvent la difficulté rencontrée par leurs 
auteurs à adopter une position commune sur la classification de ces microorganismes 
(AINSWORTH et coll., 1973 ; ALBXOPOULOS et MlMS, 1979 ; DOMSCH et coll., 1980 ; 
BOTION et coll.. 1985). C’est pourquoi l’identification qui a été réalisée au cours de cette étude, 
ne saurait être définitive, et devra être confirmée par plusieurs laboratoires experts. 

5.3. CARACTERISTIQUES PHYSIOLOGIQUES SUR MILIEUX GELOSES 

5.3.1, Croissance apicale 

La mesure de la croissance apicale est une donnée qui peut se révéler très intéressante, 
puisqu’elle constitue une caractéristique propre à chaque champignon dans des conditions données 

(SMITH et BERRY, 1975). Toutefois, il faut noter que la croissance apicale n’est pas forcément 
en corrélation avec le taux de croissance du microorganisme et avec la production de biomasse 
mycélienne, mais elle représente un bon indicateur d’envahissement d’un milieu solide par les 
champignons filamenteux (ROUSSOS et RAIMBAULT, 1982). 

Les croissances apicales obtenues sur les milieux de référence Malt Bxtract Agar (MEA), 
Cxapek Yeast Agar (CYA) et Potato Dextrose Agar (PDA) sont regroupées dans le tableau 5.1. 
Ces données sont comparées à celles obtenues antérieurement sur milieux Café Moulu-Saccharose 
(CMS) et Caféine-Saccharose (CS). 

Tableau 5.1 : Croissances apicoles d’Aspergil/us V12A25 et de Penicillium V33A25 cultivés 
sur différents milieux gélosés 0 25%. Les crolssonces sont exprimées en mm parjour 

(moyennes et Bcart-types sur dx r6pMitions) 
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Malgré la différence de composition entre ces milieux de culture (cf. annexe 1), la souche 
Penicillium V33A25 P&ente sur chacun d’eux, une vitesse de croissance apicale similaire et 
proche de 2,6 mnQ1. Par contre, Aspergillus V12A25 se comporte différemment suivant les 
milieux de culture. Les croissances apicales de cette souche sont environ deux fois sup&ieures sur 
milieux MEA et CYA que sur milieux CM.5 et CS, contenant de la caféine. Il semble de ce fait 
qu’Aspergillus V12A2.5 soit plus af%cté que PeniciIIium V33A25 par la présence de caféine dans 
le milieu de culture. La capacite de colonisation d’une surface par Aspergillus V12A25 reste 
néanmoins supérieure à celle de Penicillium V33A25, quelque soit le milieu consid&é. 

On remarquera que les vitesses de croissance apicale de ces deux souches sont du même 
ordre de grandeur que celles obtenues par ROUSSOS (1985) pour d’autres souches de référence 
Uspergillus et de Penicillium, cultivées sur des milieux similaires. 

53.2. Indice de sporulation 

L’indice de sporulation reflète la capacité d’un champignon filamenteux à produire des 
conidies, en fonction de la composition d’un milieu et dans des conditions de culture données. 
C’est un paramètre physiologique important, en particulier pour la présente étude où dans un souci 
d’homogénéité et de simplicité, tous les milieux de culture ont été inoculés avec des conidies. 

Les milieux Café Moulu-Saccharose (CMS), Caféine-Saccharose (CS) et Caféine-Glucose 
(CG) ont été utilisés pour la production de conidies, car ils ont également été~étudiés en tant que 
milieux de préculture (paragraphe 6.2.2.). Les taux de sporulation obtenus après 3 à 7 jours 
d’incubation à 2S°C, sont reportés dans la figure 5.2. 

Les deux milieux synthétiques utilisés (CS et CG) apparaissent plus intéressants pour la 
production d’importantes quantités de conidies que le milieu semi-synthétique (CMS). En effet, 
sur le milieu Café Moulu-Saccharose, les deux souches atteignent leur taux maximum de 
sporulation dès le troisième jour d’incubation ; alors que sur les deux autres milieux, la production 
de conidies se poursuit jusqu’au quatrieme jour pour atteindre des valeurs maximales plus 
importantes. Ainsi, après 7 jours d’incubation, les taux de sporulation d’Aspergillus V12A2.5 et de 

Penicilhnz V33A25 sont respectivement 3 et 4,6 fois supérieurs sur les milieux CS et CG, que 
sur le milieu CMS. La Iimitation de la production de conidies sur le milieu Café Moulu- 
Saccharose est certainement due à la pauvreté de ce milieu, notamment en glucides. 
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Par ailleurs, la souche Aspergillus Vl2A25 produit 4 a 6 fois moins de conidies par unité de 

surface que la souche Penicillium V33A25, selon le milieu de culture et le temps d’incubation 
considérés. Ce phénomène avait également été ,observé sur milieu Potato Dextrose Agar (exempt 
de caféine) mais dans une moindre mesure (DENIS, 1992). Outre les variations physiologiques 
pouvant exister entre les deux souches vis-à-vis de la présence de caféine dans les milieux de 
culture, les différences d’indices de sporulation entre les deux champignons sont également liées à 
leurs caractéristiques morphologiques propres comme la disposition dans l’espace des structures 
reproductrices et la taille des conidies (ROUSSOS et coll., 1991). 

A.12 

3 4 7 

Temps d’incubation (jours) 

P33 

Temps d’incubation (jours) 

0 CMS q CS q CG 

Figure 5.2 : Indices de sporulation d’AspergiilusVUA25 et de Penicillium V33A25 cultivés sur 
différents milieux, apr& 3,4 ou 7 jours d’incubation à 25°C. Les indices de sporulation Sont 

exprim& en nombre de conidies produites par cm* (moyennes et &art-types swtro!s dpbtitions). 
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5.4. CONCLUSION 

La description morphologique des souches Aspergillus V12A25 et Penicillium V33A25 a 
été r&lisée à partir de cultures sur différents milieux gelos&, couramm ent employés en mycologie 
pour l’étude taxonomique des champignons filamenteux. 

Par la suite, nous avons tenté d’identifier ces souches au niveau de l’espèce, sur la base des 
caractéristiques morphologiques établies, et à laide de clefs dichotomiques d’identification. La 
souche Aspergillus V12A25 appsrtiendrait au groupe des Aspergillus j7avus. Il pourrait s’agir 
plus précisément d’une souche dlAspergillus tamarii, ou d’une souche d’Aspergillus oryzae 
(d’après RAPER et PENNELL, 1965). Quant à la souche PeniciJJium V33A25, elle pourrait être 
identifiée comme étant une souche de PeniciZJium cmstosum (d’après PllT, 1979). 

L’étude de la croissance apicale et de l’indice de sporulation ont montre qd4spergiJJu.s 
V12A25 envahit rapidement la surface du milieu de culture sur lequel il se développe en donnant 
peu de conidies. Par contre, Penicillium V33A25 présente un comportement inverse. 

Les milieux contenant de la cafeine (1 g.l-l) ne semblent pas affecter la croissance apicale de 
PeniciJJium V33A25. Par contre, Aspergillus V12A25 apparaît plus sensible vis-à-vis de cet 
alcaloïde. L’effet de la caféine sur la croissance sera plus précisément discuté lors de l’étude de 
l’influence de la concentration initiale en caféine sur la physiologie des souches cultivees en 
milieux liquides (chapitre 6). 

Enfin. la conidiogenèse d’AspergiJJus Vl2A25 et celle de PenicilJium V33A25 ne sont pas 
inhibées par la caféine. Les indices de sporulation obtenus sur tous les milieux contenant de la 
caféine sont suffkants pour assurer une inoculation correcte des différents milieux de culture 
(volume d’inoculum inférieur a 5 % v/v). Aucune étude de stabilité du caractère “dégradation de la 
caféine” n’ayant été entreprise, l’utilisation de milieux contenant de la caféine comme milieux de 

préculture s’est donc imposée, afin de garantir le maintien de ce caractère original chez les deux 
souches. 
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6. PHYSIOLOGIE D’AspergiZZus V12A25 ET DE Penicillium V33A25 
CULTIVES SUR CAFEINE 

6.1. INTRODUCTION 

La physiologie des champignons filamenteux correspond a l’étude des fonctions organiques 
qui régissent le maintien et le développement de ces microorganismes par rapport à des conditions 
environnementales données (ROUSSOS et PERRAUD-GAIME. 1995). Elle se traduit par des 
caract&istiques d’ordres morphologiques (germination des conidies, croissance apicale, conidio- 
genèse) et biochimiques (métabolismes primaire et secondaire). 

Dans ce chapitre, nous allons étudier l’influence de divers paramètres environnementaux sur 
la physiologie cSAspergillus Y12A25 et de Penicillium V33A2.5, afin de maîtriser et d’optimiser 
la dégradation de la caféine par ces deux champignons. Les critères qui permettront de fixer les 
niveaux d’utilisation des paramètres de culture sont (paragraphe 3.10.2.) : 

- l’optimisation des vitesses maximales et moyennes de dégradation de la caféine, 
- l’obtention d’un mycélium homogène et sans fructification, 
- l’optimisation de la production de biomasse, 
- l’absence de production de pigments. 

Ces critères ont également été fixés en prévision de l’étude biochimique de la dégradation de 
la caféine (chapitre 7). En effet, nous nous sommes appuyés sur l’hypothèse qu’un champignon qui 
dégrade rapidement la caféine en produisant une biomasse importante sous forme végétative 
uniquement, oriente une importante partie de son métabolisme g&t&al vers la dégradation de ce 
substrat d’une part, et vers la seule production de biomasse d’autre part Dans ces conditions, la 

production d’enzymes impliquées dans la voie de dégradation de la caféine devrait être maximale. 
Afin d’accentuer ce phénomene, nous avons choisi d’utiliser un milieu de culture synthétique ne 
contenant que de la caféine comme source d’azote ; combine à une source de carbone facilement 
assimilable par les champignons. 

6.2. INFLUENCE DES PARAMETRES DE CULTURE 

Les effets de trois paramètres de culture sur la physiologie des deux souches sélectionnées 
ont été étudiés lors de travaux préliminaires (DENIS, 1992). Il s’agissait du pH initial, de la 
concentration en saccharose et du taux d’inoculation. 
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Cette étude a permis de dégager les conclusions suivantes : 

- les deux champignons filamenteux sont capables de se développer dans un milieu 
liquide synthétique contenant de la caféine comme unique source d’azote. Par contre, 
en absence de source de carbone leurs conidies ne germent pas. 

- pour un pH initial compris entre 4 et 7, les vitesses de dégradation de la cafëie de 
chacune des deux souches restent identiques. Mais un pH initial acide permet d’éviter 
laproduction de pigments dans le milieu. 

- pour une concentration en saccharose comptise entre 5 et 30 g.l-‘, et une concen- 
tration en caféine de 1 g.l-l, les vitesses de dégradation de la caféine de chacune des 
deux souches restent identiques. Mais plus la teneur initiale en saccharose est élevée, 
plus la biomasse produite augmente. 

-la cafeine est plus rapidement dégradée lorsque le taux d’inoculation augmente 
(passant de 16 à 106 conidies.ml-t). 

Les résultats de ces travaux préliminaires nous ont donc permis de fxer dès le début de la 
présente étude, les conditions de culture suivantes : pH initial de 4. concentration élevée en source 
carbonée (rapport C/N de 50), taux d’inoculation de 106 conidies.ml-‘. 

6.2.X. Température d’incubation 

La température fait partie des facteurs environnementaux les plus importants pouvant 
influencer le développement des champignons filamenteux (AINSWORTH et SUSSMAN, 1965 ; 
ONIONS et coll., 1981 ; SMITH, 1994). La température optimale de croissance est intimement 
liée à la souche elle-même, aux conditions de culture (nutritionnelles et physiques) et enfin à 
l’application recherchée (AINSWORTH et SUSSMAN, 1965 ; SMITH, 1994). Il est alors possible 
que les températures optimales de croissance d’Aspergillus V12A25 et de Penicillium V33A25 
cultivés sur un milieu non conventionnel (où la caféine représente punique source azotée), soient 
différentes de celles généralement admises pour la culture de ces champignons filamenteux. 

Nous avons testé des températures d’incubation de 25,30 et 35% car les deux températures 
extrèmes avaient été utilisées lors d’une étude préliminaire de ces souches (AQUIAHUATL et 
coll., 1988). Par ailleurs, cette plage de température est généralement citée comme étant optimale 
pour la culture des champignons filamenteux. 

Les cultures des champignons filamenteux ont été réalisées en milieu Caféine-Glucose. Ce 
milieu a été inoculé avec des conidies provenant d’une préculture sur milieu gélosé Café Moulu- 
Saccharose (Paragraphe 3.3.). Les productions finales de biomasse ainsi que les vitesses 

maximales et moyennes de dégradation de la caféine ont été déterminées B partir des cinétiques de 
croissance des microorganismes et de dégradation de la caféine. Pour chacune des deux souches, 
ces données ont été rcportées en fonction-de la température d’incubation (Figure 6.1). Un tracé de 
courbes polynomiales d’ordre 2 a ét6 n?alisé pour chacun des paramètres étudiés. 
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P33 

24 26 28 30 32 34 36 

-Cl- V max caféine -a- V moy cafëme -X- Biomasse finale 1 

Figure 6.1 : Cultures d’AspergillusV12A25 et de fenlcillium V33A2.5 en milieu CG 
b dif%rentes températures d’incubation. Evohtlons des vitesses de dégradation de 

la caféine et des biomasses finales en fonction de la température d’incubation. 

- Effet de la température sur la souche Aspergillus V12A25 (Figure 6.I-A12) : 

A une température d’incubation de 30°C, Aspergillus V12A25 dégrade la totalité de la 
caféine en 50 heures. A 25 et 35T, il lui faut respectivement 15 heures et 40 heures de plus pour 
dliminer toute la caféine ; ce qui diminue les vitesses moyennes de dégradation. Les biomasses 
finales obtenues à ces deux températures sont environ 1,7 fois moins importantes que celles 
obtenues dans le cas d’une culture à 3OT. Par ailleurs, à 35T, on note une forte diminution de la 
vitesse maximale de dégradation de la caféine. Parallèlement, des formes de reproduction asexuée 

apparaissent dès la 25ème heure de culture, alors que les sources d’azote et de carbone ne sont pas 
épuisées. Ces deux dernières observations indiquent que les conditions de culture deviennent très 

limitantes pour Aspergillus V12A25, lorsqu’il est cuhivt? a 35%. 

La température optimale de croissance dAspergil1u.s V12A25 est donc proche de 30°C, 
lorsque cette souche est cultivée dans un milieu à base de caféine comme unique source d’azote. 
Cc microorganisme semble plus particulièrement affecté pour des tempthamres supérieures. 

- Efiet de la température sur la souche Penicillium V33A2.5 (Figure 6.1-P33) : 

A une température d’incubation de 35T, les conidies de Penicillium V33A25 ne germent 
pas, même après quatre jours d’incubation. Il faut plus de 65 heures d’incubation à 30°C contre 
seulement 55 heures à 25T, pour que le champignon dégrade toute la caféine. Les biomasses 
fmales obtenues sont alors de 6,2 et 8,s g.l-1 respectivement. 
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Afin de mieux cerner la plage de températures optimales de croissance, comme dans le cas 
d’AspergiZZus, il aurait été intéressant de tester une température d’incubation plus basse pour 
Penicilliunz V33A2.5. Malgré ce manque de résultat, il semble qu’une température d’incubation de 
25T soit satisfaisante B un bon développement de cette souche dans un milieu à base de caféine 
comme unique source d’azote. Une température d’incubation de 20°C sera testée pour cette souche 
lors de l’étude finale de l’effet des conditions de culture sur la physiologie des deux champignons 

(paragraphe 6.3.). 

En conclusion, les températures optimales de croissance obtenues pour Aspergillus V12A25 
et Penicilhm V33A25, cultivés sur un milieu à base de caféine comme unique source d’azote, 
sont proches de 3O“C et de 25’C respectivement. Ces températures seront utilisées pour la suite de 

ces travaux. Elles correspondent au plages de températures généralement admises dans la 
littérature pour ces deux genres de champignons filamenteux (paragraphe 2.3.1.). ONIONS et coll. 
(1981) mentionnent entre autres que.la plupart des espéces appartenant au genre Penidiwn ont 
des températures optimales de croissance comprises entre 20 et 25X, alors que les espèces 
appartenant au genre Aspergillus se développent préférentiellement à 30°C. 

6.2.2. Milieu de préculture et nature de la source de carbone 

Les conditions de préculture conditionnent l’état physiologique des conidies utilisées pour 
l’inoculation des milieux de culture. De ce fait, il est souvent recommandé de choisir des milieux 
identiques pour la préculture et la culture d’un microorganisme afin de limiter les perturbations 
dues au changement d’environnement. Nous avons montré au paragraphe 5.3.2. que la production 
de conidies d’Aspergillus V12A25 et de Penicillium V33A25 en surface d’un milieu gélosé, est 
plus importante sur les deux milieux synthétiques Caféine-Saccharose (CS) et Caféine-Glucose 
(CG) que sur le milieu semi-synthétique Café Moulu-Saccharose (CMS). Dans la présente étude, 
nous allons vérifier leur effkacité en tant que milieux de préculture, pour la croissance des 
champignons filamenteux cultivés en milieux liquides synthétiques. Cette étude permettra 

également de déterminer, entre le glucose et le saccharose, la source de carbone la plus adaptée à 
chacun des deux microorganismes. 

Nous avons réalisé en parallèle des précultures sur milieux CMS et CG gélosés, suivies de 
cultures en milieu CG liquide, et des précultures sur milieux CMS et CS gélosés, suivies de 
cultures en milieu CS liquide. Les cinétiques de production de biomasse et de degradation de la 
caféine sont reportées dans la figure 6.2. Le tableau 6.1 regroupe les principaux résultats issus de 
ces essais. 
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6.2.2.1. Résultats exuérimentaux 

Pour Aspergillus V12A25, les précultures sur milieu Caf& Moulu-Saccharose améliorent les 
vitesses maximales de dégradation de la caféine indépendamment de la nature de la source de 
carbone présente dans le milieu de culture (Figure 6.2-C). Parallèlement, les vitesses moyennes 
augmentent grâce à une diminution du temps de latente précédant la dégradation de la caféine, et 
à un développement plus rapide.du.champignon (P&ure 6.2-A .et Tableau 6.1). 

D’autre part, la culture d’Aspergilhs sur saccharose semble préférable à celle sur glucose, car 
le rendement en biomasse est dans ce cas plus important et la vitesse maximale de dégradation de 
la caféine est légèrement supérieure (Tableau 6.1). Enfin, la croissance 8Aspergillu.s V12A25 est 
plus rapide dans les milieux contenant du saccharose (P&ure 6.2-A). 

Al2 
Km, 

ma I I I I l I I I 1 

1 -O- CMSKG -O- CGKG -0 CMSKS -B- CS/CS 1 

Figure 6.2 : Cultures d’AspergillusV12A25 (A et C) et de Penicillium V33A25 (6 et D) 
en mllleux liquides CG et CS, avec précultures sur milieux gélosés CMS, CG ou CS. 

Evolutions de la biomasse (A et B) et de la dégradation de la caféine (C et D). 
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Tableau 6.1 : Bilan des cultures d’AspergilIusV12A25 et de Penicillium V33A25, 
précuttivés et cultiv& sur différents milieux, à 30 et 25% respectivement. 

\ . 
. 

.- CMS (7 j.) CS (93 h.) 165 7,s 1 0.47 1 352 1 -l7,5 
Al2 Cs (4j.l CS (93 h.) 15,s 7,6 1 0,48 1 22,3 ‘,I 13,s 

CMS c7 i.) 27,9 1 8,3 1 0,30 1 31,l 1 19,8 -. 
CG (4j.l CG 192 \- - 

h-1 ---, 1 , 23.4 --a 1 1 8.0 AIR 1 , 0.34 I f  1 , 21.4 1 13.6 1 
CMS (7 j.) CS 1. (93 h.) 

CS (93 h.; 

1 nd* 1 95 1 I 29,l I 175 r 
P33 Cs (4 j.) 21,5 898 0,41 29,5 15,s 

CMS (7 j.) CG (94 h.) 22,s 993 op1 30,7 1772 
CG (4j.) CG (94 h.) 19,0 SS 0,43 33,l 15,4 

Pour Penicilliwn V33A25, quelques soient les conditions de préculture, les différences entre 
les vitesses maximales de dégradation de la caféine des quatre cultures sont peu significatives 
(Figure 6.2-D et Tableau 6.1). On remarque seulement que les temps de latente précédant la 
dégradation de la caféine diminuent, lorsque le milieu Café Moulu-Saccharose est utilisé pour la 
production de l’moculum (Figure 6.2-D). Ceci permet d’augmenter légèrement les vitesses 

moyennes de dégradation de la caféine (Tableau 6.1). 

Pour les deux microorganismes, on a noté que le milieu de préculture influence les premiers 
stades de développement mycélien. Ainsi, lorsque les mêmes milieux sont utilises pour la 
préculture et la culture, les conidies se regroupent pendant la phase de germination, et forment par 
la suite de gros agrégats mycéliens, plus importants en taille que les pelotes obtenues dans les 
cultures avec préculture en CMS. Les échanges microorganisme/milieu sont dans ce cas plus 
limités, ce qui empêche la croissance optimale des champignons. Ce phénomène est plus prononcb 
pour les cultures en Caféine-Glucose que pour celles en Caféine-Saccharose. Pour pallier à ce 
phénomène d’agrégation cellulaire, une agitation vigoureuse a laide d’une pipette Pasteur a 

systématiquement éte réalisée afin d’homogénéiser le plus possible les milieux de culture. 

Enfin, la nature de la source de carbone a une incidence sur le développement des formes de 
reproduction asexuée : 

- pour Aspergiflus V12A25, dans la culture en Caféine-Glucose préckiée d’une précultute 

dans le même milieu, une fructification abondante apparaît après 48 heures d’incubation. Dans 
tous les autres cas, la conidiogenèse n’apparaît qu’à partir de 72 heures d’incubation. 
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-pour Penicilliam V33A25, quelque soit le milieu de prkculture, aucune conidiogenèse 

n’apparaît dans les cultures contenant du saccharose. Par contre, cultivé en milieu contenant du 
glucose, ce champignon développe ses premières formes de fructification dès 30 heures 
d’incubation. 

6.2.2.2. Discussion 

L’ensemble des résultats présentés ci-dessus permettent d’affiier que le milieu Café Moulu- 
Saccharose (CMS) est mieux adapté que les milieux Caféine-Saccharose (CS) et Caféine-Glucose 
(CG) pour la préculture des deux souches de champignons filamenteux. On peut supposer que la 
composition plus complexe du milieu CMS est à l’origine de ce phénomène. Il est en effet possible 
que les conidies produites sur ce milieu présentent un pool enzymatique plus adapté, et un 
meilleur état physiologique général au moment de leur utilisation que celles produites sur les 
milieux CS et CG, entièrement synthétiques. 

L’action bénéfique du milieu CMS peut également résulter de la technique d’ensemencement 
des milieux de culture. En effet, puisqu’aucun “lavage” des conidies récoltées n’est réalisé avant 
inoculation, divers éléments issus du milieu comme du myct%um lui-même sont de ce fait 
introduits, en faibles quantités, dans les milieux de culture. Il est donc possible que certains 

élements traces facilitant la germination des conidies ou la croissance des champignons soient 
fournis uniquement par le milieu CMS. Pour vérifier cette hypothèse, il aurait été intéressant de 
procéder à des essais où les conidies auraient été préalablement lavées avant d’être introduites 
dans les milieux de culture. ROUSSOS (1985) a en effet montré que le lavage de conidies d’un 
champignon cellulolytique (Trichodem hrzianwn) produites sur un milieu à base de cellulose 
comme unique source de carbone, ne permet plus la germination de ces dernières dans le même 
milieu de culture ; contrairement aux conidies non lavées. Néanmoins, une fois lavées, les 
conidies de Trichoderma harzianum germent toujours dans un milieu à base de glucose. 

Les résultats obtenus avec Penicillium V33A25 sont très comparables à ceux obtenus par 
SCHWIMMER et KURTZMAN (1972). Ces auteurs ont 6tudié une souche de Penicillium 
crustown cultivée dans un milieu semi-synthétique à base d’infusion de café et de saccharose, en 
utilisant comme inoculum du mycélium et non des conidies. Ils ont montré qu’une préculture dans 
ce même milieu, ou dans un milieu synthétique à base de caféine et de saccharose, ne présente 

aucune conséquence sur les vitesses maximales de dégradation de la caféine obtenues dans le 
milieu de culture. Par contre, l’initialisation de la dégradation de l’alcaloïde est plus rapide si le 
microorganisme est précultive dans le milieu à base d’infusion de café. Enfin, ces auteurs ont 
montré que la caféine disparaît légèrement plus rapidement du milieu de culture, lorsque du 
saccharose est ajouté à l’infusion de café, plutôt que du glucose. 
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Dans le cas des cultures cSAqpergillus V12A25 et de Penicillium V33A25, l’effet de la 
nature de la source de carbone est également peu marqué en ce qui concerne les vitesses de 
dégradation de la caféine. Par contre, la biomasse est produite plus rapidement en milieu Caféine- 
Saccharose qu’en milieu Caféine-Glucose (Figure 6.2-A et B). Parallele~ent, la présence de 
saccharose limite la formation de conidies, contrairement à celle du glucose. Dans notre cas, ceci 
est souhaitable pour la production de mycélium, en vue d’une analyse de son contenu 
intracellulaire. 

En conclusion de cette analyse comparative, les milieux de préculture et de culture retenus 
pour la suite des travaux, ont été respectivement le milieu gélosé Café Moulu-Saccharose et le 
milieu liquide Caféine-Saccharose. 

6.23. Effet de la concentration initiale en caféine 

Les microorganismes cités dans lalitttrrature comme étant capables de métaboliser la caféine 
prkentent des plages de tolérance à ce composé assez variables. Quelques auteurs ont cherché à 
isoler des microorganismes moins sensibles aux effets toxiques de la caféine, en adaptant leurs 
souches à des concentrations de plus en plus élevées en caféine (WOOLFOLK, 1975). 

Au cours d’une étude préliminaire, il a été démontré que les souches Aspergillus V12A25 et 

Penicillim V33A25 étaient capables de croître sur milieu’ C!aféine-Saccharoie gélosé contenant 
des concentrations en caféine allant jusqu’à 20 g.l-’ (DENIS. 1992). Leurs vitesses de croissance 
apicale étaient alors fortement rkluites. Dans l’étude qui suit, cette expétience est reprise et 
réalisée en milieu CS liquide. Elle nous permettra de déterminer le seuil de tololérance à la caféine 

de chacune des deux souches, ainsi que leurs optima de croissance sur un milieu contenant de la 
caféine. L’effet toxique de l’alcaloïde sur d’éventuels changements des caractèw morpho- 
physiologiques des champignons, sera également étudié. 

Pour cela, des cultures en milieux Caféine-Saccharose où seule la concentration initiale en 
caféine a varié de 0.1 à 50 g.l-l, ont été réalisées. Les courbes de croissance des microorganismes 
et de dégradation de la caféine sont présentées dans la figure 6.3. Les vitesses maximales de 
production de biomasse et de dégradation de la caféine issues de ces courbes ont été reportées en 
fonction de la quantité initiale en caféine, sur la figure 6.4. 

Rdsultats et Discussion 



-81- 

P33 
LJ 
B 

I I- 1.1 

0 0.1 g.r1 -o- 1 g.r1 -cl- 2 g.r* -m- 5 g.r1 -0 - 10 g.1-1 -*- 20 g.r1 x- 50 g.r1 

Figure 4.3 : Cuhres d’AspergillusVlLTA25 (A et Cl et de Penicillium V33A25 (B et D), 
en milieux CS contenant différentes concentrations initiales en caféine. 

Evolutions de la biomosse (A et B) et de la dégradation de la caféine (C et D). 

6.2.3.1. Résultats expérimentaux 

- Effets sur la dégradation de la caféine et la production de biomasse 

Pour des concentrations initiales eu caféine inférieures ou égale à 5 g.l-’ dans les milieux de 
culture, les vitesses de dégradation de la caféine sont similaires pour les deux souches (J?&ure 6.4- 
A). L’augmentation de la teneur en caféine jusqu’à 5 g.l-’ permet d’accroître les vitesses maximales 
de dégradation jusqu’à 85 mg.l-‘kl en moyenne. Audelà de cette concentration, les souches 
présentent des comportements différents (Figure 6.4-A). 
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Aspergillus Vl2A25 devient rapidement incapable de dégrader la caféine et de se développer 
(Figure 6.3-A et C). Par contre, Penicillium V33A25 résiste mieux aux effets de l’alcaloïde 
(Figure 6.3-B et D). La vitesse de dégradation de la caféine de cette souche diminue 
progressivement à partir de 5 g-l-’ de caféine initiale, pour devenir nulle à 50 g.l-* (Figure 6.3-C). 

La comparaison des cinétiques de dégradation (Figure 6.3-C et D), montre que plus la teneur 
initiale en caféine augmente, plus le temps de latente vis-à-vis de sa dégradation est accru Ceci 
démontre la difficulté des deux souches à se développer à de fortes concentrations en caféine. 

Figure 6.4 : Cultures d’Aspergi//us V12A25 (0) et de Penicillium V33A25 (01. en milieux CS. 
Vitesses maximales de dégradation de la caféine (A) et de production de biomasse (B) 

en fonction de la concentraNon initiale en caféine. 

En ce qui concerne la croissance mycélienne, on observe que la durée de la phase de latente 
augmente en fonction de la concentration initiale en caféine dans le milieu de culture (Figure 6.3- 
A et B). Le phénomène est surtout marqué pour une concentration supérieure ou égale à 10 g.l-*. 
Parallèlement, plus la concentration en alcaloïde augmente, plus le pourcentage de germination 
des conidies diminue. Finalement, les conidies ne germent plus, même après 8 jours d’incubation, 
pour une teneur en caféine de 20 g.l-’ pour Aspergillus et de 50 g.l-’ pour Penicillium. 

L’évolution des vitesses maximales de production de biomasse est similaire pour les deux 
souches, et présente un maximum à 2 g.l-’ de caféine initiale (Figure .6.4-B). Cependant, les 
biomasses maximales sont obtenues pour des concentrations initiales en caféine comprises entre 1 

et 10 g.l-’ pour Penicillium V33A25 (Figure 6.3-B) èt entre 1 et 5 g.l-1 pour Aspergillus V12A25 

(Figure 6.3-A).,On notera que pour ces mêmes valeurs, la teneur en saccharose (source decarbone 
et d’énergie) n’a pas été limitante durant fes quatre premiers jours de cuItum (Tableau 6.2). De 
plus, la consommation de saccharose est la plus rapide pour les essais a 2 g.kl de caféine initiale. 
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Tableau 6.2 : Cultures d’Aspergi//us V12A25 et de Perticillium V33A25 en milieux CS 
& 1,2,5 ou 10 g.fl de caféine initiale. Teneurs en sucres totaux résiduels (g.t’) 

aprés 3,4 et 7 jours d’incubation (Saccharose InitIale - 29,4 g.r’). 

- Effet sur la morphologie et la conidiogenése des champignons 

L’augmentation de la concentration’ en caféine du milieu de culture se traduit également par 
des changements morphologiques. Les plus importants concernent la souche Aspergillus 
Vl2A25, dont le mycélium devient irapu, et à septa rapprochés, à partir de 5 g.l-’ de caféine 
(Figure 6.5-D). Pour la souche Penicillim V33A25, on note seulement qu’à partir de cette même 
concentration, le mycélium forme des ondulations (Figure 6.5-B). 

Une conidiogenèse importante apparaît chez Aspergillus V12A25 après épuisement de la 
source d’azote dans les cultures à O,l, 1 et 2 g.l-’ de caféine initiale (Figure 6.5-E). Pour la culture 
à 5 g.l-‘, une fructification est observable en fin de culture. Les structures reproductrices sont alors 
peu caractéristiques : les conidiophores sont courts et les têtes aspergillaires sont constituées de 
quelques phialides par vésicule. Pour Penicillium V33A25, une importante conidiogenèse 
apparaît seulement dans la culture à 0,l g.l-’ de caféine initiale, après épuisement de celle-ci. 
Quelques fructifications se forment également dans les cultures à 1 et 2 g.l-’ de caféine au 7ème 
jours d’incubation uniquement. 

Il apparaît donc clairement que la caféine agit à tous les stades de développement des 
champignons filamenteux (germination des conidies, croissance apicale et conidiogenèse). Les 

modifications morphologiques sont gén&alement accentuées avec l’augmentation de la teneur en 
caféine dans le milieu de culture. Elles peuvent s’expliquer soit par un phénomène d’autodéfense 

des microorganismes luttant contre les fortes concentrations en caféine, soit par un effet direct de 
la caféine, entraînant notamment un dérèglement dans le développement des structures membra- 
naires (effet mutagène de la caféine ; paragraphe 2.1.4.3.). 
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6.232. Dm 

Les optima de croissance des deux souches cultivées en milieu liquide sur caféine comme 
unique source d’azote semblent donc compris entre 2 et 5 g.r’ de caféine initiale. Dans ces 

conditions, le rapport C,fld du milieu de culture est compris entre 25 et 10. 

La souche Aspergillus Vl2A25 apparaît plus sensible aux effets de la cafdine que la souche 
Penicillium V33A25, dont la physiologie semble mieux adaptée à la dégradation de la caféine; 
Ainsi, le seuil de toxicité “absolu” (germination et croissance nulles) se situe entre 10 et 20 g.l-’ de 
caf6ine pour Aspergillas V12A25, contre 20 et 50 g.l-* pour Penicillium V33A25. L’effet toxique 
de l’alcaloïde est toutefois observable chez les deux souches pour une concentration en caféine de 
5 g.l”, et se traduit par des modifications morphologiques, très remarquables chez Aspergillus. 

Pour des teneurs infkieures à 5 g.l-1 les deux champignons présentent des comportements 

identiques : ils dégradent la caféine et se multiplient avec des vitesses similaires. On notera 
cependant qu*AspergiW V12A25 présente une vitesse moyenne de dégradation de la caféine 
supérieure à celle de Penicillium V33A25 pour la plus faible des concentrations en alcaloïde 

testées. Ceci est probablement dû à une germination plus rapide de cette souche et donc à un 
temps de latente vis-à-vis de la consommation de caféine, moins important. 

D’autres souches de champignons filamenteux citées dans le littérature présentent des 
comportements similaires. Comparativement, la souche PeniciZZium V33A25 apparaît particu- 
lièrement performante et très résistante aux effets de la caféine. SCHWIMMER et coll. (1971) ont 

montré qu’une souche de Penicillium roquefortii cultivée dans des conditions tri% similaires à 
celles utilisées dans notre étude, présente un optimum de production de biomasse à une 
concentration initiale en caféine de l’ordre de 1,6 g.l-‘. La croissance de ce champignon devient 

nulle pour une concentration en caféine de 40 g.l-l. Cultivée dans un milieu à base de caféine à 
2g.r’ et de saccharose à 30 g.l-‘, cette même souche présente une vitesse maximale de 
dégradation de la purine et une biomasse finale proches des valeurs obtenues pour Penicillium 
V33A25 (KURIZMAN et SCHWIMMER, 1971 ; SCJXWIMMER et coll., 1971). Par contre, la 
souche de Penicillium crustoszun étudiée par SCHWIMMPR et KURTZMAN (1972), est moins 
efficace pour dégrader la caféine. En .effe< cultivée dans les mêmes conditions, sa vitesse 
maximale de dégradation n’est que de 12 mg.l-l.h:l. 

TSUBOUCHI et coll. (1985) ont plus récemment isolé une souche d’AspergilZus ochraceus 
capable de se développer dans un milieu complexe à base d’extrait de levure et de saccharose, 
contenant jusqu‘à 10 g.l-1 de caféine. Dans ces conditions, le champignon dégrade entièrement 
cette purine en 10 jours environ. Néanmoins, les auteurs n’ont pas démontré si A. ochraceus était 
capable d’utiliser la caféine comme unique source d’azote. 
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/ A.P33 CS 1g.l" (x100) ,>' 3 B.P33 CSSg.l"(xlOO) 

E.Al2 CS 1 g.i" (x 400) 

Figure 6.5 : Vues au microscope optique ct’AsperghVUA25 et de Penlciuium V33A25 
cuItiv& en milieux C3 0 1 et 5 g.l-’ de caf6lne Inlilale. apr& 3 jours dlncubatlon. 
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On retrouve également des niveaux de résistance à la caféine différents chez d’autres 
microorganismes. La souche de Pseuabmonas putida isolée par BLECHBR et LINGENS (1977) 
présente un optimum de croissance à 1 g.l-l. de caféine, mais est totalement inhibée à des 
concentrations supérieures à $5 g.l-t. Par contra GLÜCK et LINGENS (1987) ont caractkisé une 
autre souche de Pseudomonas putida capable de croître dans un milieu contenant 20 g.l-* de 
caféine comme unique source d’azote et de carbone. Cependant, sa croissance est alors très 
ralentie et limitée. 

Enfin. bien que les effets toxiques et mutag&nes de la caf6ine soient très reconnus pour une 

grande majorité des microorganismes (KOCH, 1956 ; PUTRAMBNT et coll., 1972 ; 
BUCHANAN et PLETCHBR, 1978), on signalera que certaines souches restent peu sensibles à 
l’action de cette purine, sans pour autant être capables de la m&aboliser. C’est le cas d’une souche 
de Listeriu monocytogenes étudiée par PEARSON et MARTH (1990). ou celui d’une souche 
mutante d’Aspergi1Zu.s para.siticus pour laquelle la présence de l’alcaloïde stimule la production 
d’aflatoxines (BUCHANAN et coll., 1987). Enfin, BENKG et SIEXZKI (1993) ont rendu une 
souche de Schizosuccharomyces pombé progressivement tolérante à la caféine, par repiquages 
successifs sur des milieux contenant jusqu’à 4 g.l-’ de caféine. Néanmoins, la levure perd cette 
caract&istique lorsqu’elle n’est plus maintenue sur un milieu contenant de la caféine. 

6.2.4. Influence des oligoéléments 

Les él6ments essentiels au développement des microorganismes fongiques sont le carbone, 
l’azote, l’oxygène, l’hydrogène. le phosphore, le soufre, le potassium et le magnésium 

(AINSWORTH et SUSSMAN, 1965). 

Les champignons filamenteux présentent également des besoins importants en oligoéléments 
pour assurer leur développement, contrairement aux vitamines qu’ils sont généralement capables 
de synthétiser en plus ou moins grandes quantités (AINSWORTH et SUSSMAN, 1965 ; SMITH 

et BERRY, 1975 ; LASKIN et LECHEVALIBR, 1978 ; ONIONS et coll., 1981). Aussi, les 
auteurs ayant étudié le métabolisme de la caféine chez ces microorganismes, ont toujours ajouté 
une source d’oligoéléments à leurs milieux de culture synthétiques (KURTZMAN et 
SCHWIMMBR, 1971). 

Lors de travaux préliminaires (DENIS, 1992), nous avions choisi d’utiliser une solution 
d’oligo&ments dérivée de celle proposée par SMITH et BERRY (1975). Dans la présente étude, 
nous avons voulu connaître l’effet de chacun des cations contenus dans cette solution, sur la 
physiologie des deux souches cultivées dans le milieu de base CaféineSaccharose. Pour cela, le 
plan d’expérience présenté dans le paragraphe 3.9. a été utilisé. 
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6.2.4.1. Choix des facteurs 

Les sept éléments minéraux qui entrent dans la composition de la solution d’oligoéléments 

utilisée dans le milieu de culture de base (paragraphe 3.2.3.1.). ont été sélectionnés comme 
facteurs du plan d’expérience. Les deux niveaux de chaque facteurs ont été du type absence 
(niveau -1) ou présence (niveau +l), avec des concentrations finales identiques à celles 
rencontrées dans le milieu de base (Tableau 6.3). Pour chaque oligoélément, une solution 
concentrbe a été préparée dans de l’eau milliQ stérile, puis incorporée au milieu de base après 
stérilisation de celui-ci, selon la répartition définie par le plan d’expérience (paragraphe 3.9.). Les 
milieux de culture ont également été préparés avec de l’eau millia afin de limiter l’apport non 
contrôh? en oligoéléments. 

Tableau 6.3 :Attribution des oligoéléments à chaque facteur du plan d’expérience 
et définition des niveaux d’expérience. 

I 7 1 CuS04 anhydre 

Niveau -1 I Niveau +l I 
(Conc. finale mg-l-‘) (Conc. finale mg.1~‘) 

0 2 

0 I 21,36 I 

0 1 1 

Les cinétiques de croissance et de dégradation de.la caféine obtenues pour chacune des deux 
souches sont regroupées dans la figure 6.6. Le tableau 6.4 reprend les grandeurs calculées a partir 

de ces courbes, qui ont servi de réponses à l’analyse statistique du plan d’expérience. Enfin, les 

diagrammes de la figure 6.7 illustrent, pour chacune des souches, l’effet relatif de chaque 
oligoelément sur les réponses analysées. 

6.2.4.2. Résultats exrkrimentaux 

La présence d’oligoéléments se révèle très importante tant au niveau de l’utilisation de la 
caféine qu’au niveau de la production de biomasse. Sans addition de ces derniers, la croissance des 
champignons est fortement ralentie, et la dégradation de la cafeine est plus lente et incomplète 
après quatre jours de culture (Figure 6.6). 
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Deux autres essais ont présenté les mêmes profils de croissance et de dégradation de la 
caféine pour les deux souches. Il s’agit des essais dans lesquels les 6léments Mn, CO, Mo, CU d’une 
part et Ca, Co. Mo, Fe d’autre part, avaient été ajoutés. Il semble donc que l’addition de certains 
oligoéléments ne soit pas sufftsante à une bonne dégradation de la caféine et à une bonne 
croissance des champignons. De ce fait, l’absence et/ou la présence de certains oligoéléments 
seraient à l’origine du mauvais développement des microorganismes. 

-O- Ca,Zn,Mu,Mo -CI- Mu,Co,Mo,Cu -0 - Zn,Mo,Fe,Cu -I- Ca,Zn.Co,Cu 
-O- Zn$fo,CoFe -W- Ca,Co&fo~e -*- CaJkfn~e,Cu X- Sans 0ligoélCment 

Figure 6.6: Cultures d’AspergillusV12A25 (A et C) et de Penicillum V33A25 (B et D) 
en milieux CS contenant divers oligoéléments. Evolutions dela biomasse (A et B) 

et de la dégradation de la caféine (C et DL 
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Tableau 6A :Valeurs des kponses obtenues pour chaque essai du plan d’expérience 
sur l’effet des oligoéléments. 

Ca 

Zn 

Mn 

CO 

MO 

Fe 

CU 

P33 

-1 -0.8 -0.6 -0A -0.2 0 0.2 0.4 0?6 O,l? 1 

coefficimt standard 

p1 Vmaxcaréinc q Vmoycaréine 

Mn 

CO 

Mo 

Fe 

CU 

-1 -08 -0.6-0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0,6 0.8 1 

Figure 6.7 : Analyse statistique des r6ponses du plan d’expérience sur l’effet des oligoéléments. 
Diagrammes des effets relatifs de chaque oligoélément sur les paramètres étudiés. 
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Il serait en fait plus juste de parler de carence en oligofXments plutôt que d’absence, car la 
plupart de ces élfiments se retrouvent à l’état de traces dans les produits chimiques utilisés pour la 
préparation des milieux de culture. Par ailleurs, une faible quantité de ces oligoéléments sont 
amenés par l’inoculum, et peuvent être egalement présents dans les conidies elles-mêmes. Ceci 
explique vrsisemblablement le fait qu’une croissance des champignons soit possible même sans 

addition “exogène” d’oligoéléments. 

Par abus de langage, nous garderons toutefois les termes “absence” et “présence” tout au long 
de cette discussion. 

L’analyse statistique réalisée pour la souche Aspergillus Vl2A25, montre que globalement, 
chaque élement trace présente le même type d’effet quelque soit la réponse analysée (Figure 6.7- 
A12). Le Fer, le Zinc, et dans une moindre mesure le Manganèse et le Cuivre, ont un effet positif 
sur le développement de cette souche cultivée sur caféine. Inversement, le Cobalt et le Molybdène 
prdsentent un effet ndgatif, mais ils ne semblent pas affecter les mêmes paramètres de croissance : 
alors que le Cobalt a une influence plutôt négative sur la production de biomasse, le Molybdène se 
révèle défavorable à la bonne utilisation de la cafeine. 

L’analyse statistique réalisée pour la souche Penicillium V33A25, permet de dégager des 
conclusions similaires à celles obtenues pour Aspergillus V12A25 (Figure 6.7-P33). Le Zinc est 
ici l’élément déterminant pour la bonne croissance du champignon ; le Fer, le Cuivre, le 
Manganèse puis le Calcium semblant moins indispensables. Enfin, le Molybdène et surtout le 
Cobalt ont des influences négatives. 

Afin de vérifier l’effet négatif du Molybdène et du Cobalt présents dans la solution standard 
d’oligoéléments, des expériences complémentaires ont été effectuées. Elles ont eu pour but de 
comparer les paramètres de croissance et de dégradation de la caféine pour chaque souche cultivt?e 
en milieu Caféine-Saccharose contenant : soit la solution d’oligoél6ments de base, soit des 
solutions renfennant les 4 ou 5 éléments ayant montré un effet positif sur le développement des 
deux souches. Les compositions en oligoéléments des milieux utilisés ont donc été : 

Pour Aspergiilus V12A25 : Pour Penicillium V33A2S : 
- les 7 oligoéléments - les 7 oligoéléments 
- Zu, Fe, CU, Mn - Zn, Fe, CU, Ca 
- Zn, Fe, CU, Mn, Ca - Zn, Fe, CU, Mn, Ca 

Les resultats issus des cinétiques de croissance et de dégradation de la,caf&e pour chacune 
des souches sont présentés dans le tableau 6.5. 
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Vableau 6.5 : Effet des ollgo616ments sur la physiologie ci’AspergillusV12A25 et de 
Peniclllium V33A25 cultivés en mllleux CS contenant divers oligoéléments. 

Résultats des essais complémentaires. 

On constate que l‘addition ou non du Molybdène, du Cobalt et du Calcium dans les cultures 
d’AspergiI1u.s V12A25, ou du Molybdène, du Cobalt et du Manganèse dans celles de Fenicillium 
V33A25, ne modifie pas de façon significative les vitesses de dégradation de la caféine de ces 
souches. L’effet de l’absence de ces éléments dans le milieu de culture porte plutôt sur les 
productions de biomasse des champignons, qui apparaisseni plus rapides, surtout dans le cas 
d’AspergiIh4s Vl2A25. 

6.2.4.3. Discussion 

Six oligoéléments sont généralement présentés dans la littérature comme essentiels au 
développement des champignons filamenteux, à cause de leur implication dans la constitution 
et/ou la régulation de nombreuses enzymes. Il s’agit du Zinc, du Fer, du Cuivre, du hilanganèse, du 
Calcium et du Molybdène (AINSWORTH et SUSSMAN, 1965 ; SMlTH et BERRY, 1975 ; 

LASIUN et LECHEVALIER, 1978 ; ONIONS et coll., 1981). Cette observation conforte les 
résultats obtenus au cours de cette étude, où à l’exception du Molybdène, les mêmes oligoéléments 

montrent une influence positive sur le développement d’Aspergillus V12A25 et de Penicilhm 
V33A25 cultivés dans un milieu synthétique à base de caféine. 

Les influences négatives enregistr&es pour le Molybdène et le Cobalt (Figure 6.5) pourraient 
alors résulter : soit d’une action toxique sur la cellule en raison d’une concentration tmp élevée 
dans le milieu de culture, soit d’un effet inhibiteur de leur part sur le système enzymatique 
impliqu& dans le catabolisme de la caféine. Cependant, les résultats de la deuxième série d’essais 
ne démontrent pas que le Molybdène et le Cobalt engendrent une quelconque inhibition de la 
dégradation de la cafeine (Tableau 6.5). 
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Les mauvais comportements des deux souches dans trois cultures du plan d’expérience 
(Figure 6.4), s’expliquerait alors par une carence en oligoéléments comme le Fer et le Zinc, 
combinée ou non à la présence de certains aukes ions (Cobalt, Molybdène). SMlTH et BERRY 
(1975) ont déjà souligné l’existence d’interférences que peuvent exercer entre eux certains 
oligo&ments ; ainsi que l’importance des conditions environnementales (pH, oxygène) sur la 
disponibilid de ces élements traces. Dans cette optique, une étude plus détaillée qui permettrait 
notamment de dégager les effets des interactions entre oligoél6ments, est à envisager. 

D’auke part, cette étude ne nous permet pas d’affmner si l’absence de certains ions affecte le 
métabolisme général des champignons, ou uniquement celui de la caféine. En fait, seuls ASANO 
et coll. (1993) en kavaillant sur des cultures d’une souche de Pseuhnonas putida, ont démontré 
que l’addition d’ions Zn2+ (1 mM) dans le milieu de culture, inhibe la voie de dégradation de la 
caféine en conduisant à une importante accumulation de théobromine dans le surnageant. 

Toutefois, notre étude visait initialement à optimiser les vitesses de dégradation de la caféine 
de Penicillium V33A25 et d’Aspergil1u.v V12A25, cultivbs en milieu Caféine-Saccharose. Des 
essais complémentaires réalisés sur Aspergillus V12A25, ont par ailleurs montrt? que le 
doublement de la concenkation de chacun des sept oligoéléments dans le milieu CS, ne modifiait 
pas les caractéristiques de croissance de la souche. La solution a sept oligoéléments initialement 
utilisée, est donc tout à fait satisfaisante pour permettre une dégradation rapide de la caféine par 
les deux champignons filamenteux. Cette solution a donc été conservée pour la suite des travaux. 

6.3. OI=I’IMISATION DES FACTEURS ESSENTIELS A LA DEGRADATION DE LA 
CAFEINE 

Les différentes études menées jusqu’alors, nous ont permis de définir les effets de divers 
facteurs environnementaux, sur la physiologie d’Aspergil1u.v V12A25 et de Penicillium V33A2S 
cultivés dans un milieu à base de caféine comme unique source d’azote. Ces travaux visaient à 
améliorer les conditions de culture des champignons dans le but d’augmenter principalement leur 
capacité à dégrader la caféine. Néanmoins, d’autres critères comme la quantité et la qualin? de la 
biomasse produite ont été pris en compte, dans le but notamment de s’assurer d’une production 
mycdlienne assez rapide, suffisante et active, en vue d’étudier .le .mécanisme .de déméthylation de 
la caféine (chapitre 7). 
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Afin de valider l’ensemble de nos résultats, une ultime série d’expériences a été réalisée a 
l’aide de la méthodologie de planification expérimentale. L’utilisation d’un plan d’expérience 
permet de tester plusieurs paEdkt?S en combinaison, tout en liitant le nombre d’essais ; et de 
défmir ainsi les facteurs qui influencent de manière significative. le comportement des deux 
microorganismes vis-a-vis de la dégradation de la caféine. 

63.1. Choix des facteurs 

Le plan factoriel iïactionnaire présenté au paragraphe 3.9. a été utilisé pour cette étude. Nous 
avons choisi de tester uniquement cinq facteurs expérimentaux dont les niveaux d’utilisation sont 
présentés dans le tableau 6.6, afin de pouvoir accéder à une analyse statistique complémentaire 
(test t) des résultats. 

Tableau 6.6 : Définitlon de la nature et des niveaux de chaque facteur du plan d’expérience final. 

Le premier facteur est la concentration initiale en caféine. Les optima de croissance des 
souches sont obtenus pour des concentrations en caféine de 2 a 5 g.l-’ (paragraphe 62.3.). 
Néanmoins, les modifications morphologiques et la diminution des vitesses de croissance 
qu’entraînent les fortes teneurs en caféine, le risque d’une limitation en saccharose (paramètre 
maintenu constant), ainsi que le désir de limiter la durée d’incubation des cultures, nous ont fait 
choisir une plage de concentrations en caféine moins élevée. Celle-ci a été fixée à 1 et 3 g.l-‘. 

Le deuxième facteur correspond a la durée d’incubation du milieu de préculture. Les conidies 
produites sur le milieu Café Moulu-Saccharose (CMS) permettent le meilleur développement des 
souches dans le milieu de culture (paragraphe 6.2.2.). Nous avons alors voulu savoir si l’âge des 

conidies avait aussi une incidence sur la physiologie de nos souches. Pour cela, des conidies 
produites après 4 ou 7 jours d’incubation en milieu CMS, à 2X! pour Penicillizun V33A25 et à 
30°C pour Aspergillus, ont été utïïsées. 
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Le troisième facteur correspond à la nature des oligoéléments ajoutés au milieu de culture. 
L’addition d’oligoéh5ment.s au milieu de culture, et notamment celle du Fer et du Zinc, est capitale 
pour le bon développement des souches (paragraphe 6.2.4.). Nous avons voulu savoir si 
l’association fer/zinc pouvait à elle seule permettre une meilleure croissance des champignons, que 
celle des sept oligoél6ment.s initialement sélectionnés. La nature des sels minéraux et leur 
concenkation ont été identiques à celles définies au paragraphe 3.2.3.1. 

Le quakième facteur est la température d’incubation des milieux de culture. Au cours de 
l’étude de ce paramètre, la plage de températures optimales pour la croissance de la souche 
Penicilliwn V33A2S n’a pu être déterminée (paragraphe 6.2.1.). C’est pourquoi nous avons testé à 
nouveau ce paktméke dont les niveaux ont été fixes à 30 et 2S°C pour Aspergihs v12kd5, et à 
25 et 2OT pour Penicillium V33A25. 

Le cinquième et dernier facteur correspond à l’addition (ou non) de sulfate d’ammonium à 
0,136 g.l-1 dans le milieu de culture. Comme nous le verrons dans le paragraphe 8.3.1. consacré 
aux mécanismes de régulation de la caféine, l’apport d’ions ammonium influence fortement la 
physiologie des deux champignons. 

Hormis la concentration en caféine, la nature des oligoéléments et l’apport en sulfate 

d’ammonium, tous les autres composants du milieu de culture ont été identiques à ceux du milieu 
de base ,Caféine-Saccharose. Les solutions mères d’oligoéléments et la solution de sulfate 
d’ammonium ont été préparées puis ajoutées aux milieux de culture comme décrit aux paragraphes 
3.2.3.1. et 8.3.1.1. respectivement. Dans les essais sans sulfate d’ammonium, un même volume 
d’eau st&ile a été ajouté au milieu. De même, honnis le temps d’incubation des milieux de 
préculture et les temp6ratures d’incubation des milieux de culture, toutes les autres conditions 
opératoires ont été identiques à celles décrites aux paragraphes 3.3.1. et 3.3.3. 

Le tableau 6.7 prdsente le détail des conditions de culture des 8 essais du plan d’expérience 

fmal, pour Aspergillus V12A25. Pour Penicillium V33A25, seules les températures d’incubation 
changent (Tableau 6.6). 

Les cinétiques de dégradation de la caféine obtenues pour chaque essai du plan d’expérience 
sur Aspergillus et Penicillium sont présentées dans la figure 6.8. Pour plus de lisibilité, les 
cinétiques sont regroupées en fonction de la quantité initiale de caféine. Le tableau 6.9 reprend les 

grandeurs calcul6es à partir de ces courbes, qui ont servi de mponses à l’analyse statistique du plan 
d’expérience. Enfm, les diagrammes de la figure 6.9 illustrent, pour chacune des souches, l’effet 
relatif de chaque oligoélément sur les réponses anaIysées. Les résultats du test t, permettant de 
déterminer la probabilité qu’une réponse soit réellement influencée par un facteur, sont présentés 
dans la figure 6.9 sous forme de croix. L’échelle arbitraire suivante a été adoptée : ++I- : p 2 95% ; 

++:9S%>p>90%;+:9O%>p>85%. 
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Tableau 6.7 : Matrice expérimentale du plan d’expérience final pour Aspergillus V12A25. 

no8 1 I 4 Fe, Zn I 25 I 0 I 

812 .A 0 
I I I l I I I I I I 

I 

Figure 6.8 : Cinétiques de dégradation de la caféine pour chaque essai du plan d’expérience 
final sur AspergilIusV12KXi (A et C) et Penicillum V33A25 (B et 5). 
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6.3.2. Résultats expérimentaux du plan d’expérience final 

6.3.2.1. Bernamues @&ale~ 

En comparant les cinétiques de dégradation de la caféine (Figure 6.8), on constate que les 
deux souches présentent de8 comportement8 similaires. Ainsi, pour des concentration8 initiale8 en 
caféine de 1 et 3 g.l-‘, les conditions permettant les meilleures dégradations de la purine sont 
respectivement r&nies dans les essais no3 et nO1. 

Après 6 jours d’incubation, la caféine n’est pas entièrement dégradée dans l’essai n07 chez 
Penicillium, et dans les essais no4 et 7 chez Aspergillus (Figure 6.8-B et A respectivement). Dans 
ces deux derniers essais, malgré une prolongation de l’incubation de 2 jours, la teneur résiduelle en 
caféine reste inchangée dans l’essai n04, et diminue très légèrement dans l’essai no7 (passant de 
560 à 465 mg+*). 

L’arrêt de la dégradation de Ia caféine semble lié à I’épuisement de la source de carbone 
survenant en fin de culture. En effet, le saccharose est entièrement consommé après 5 et 6 jours de 
culture dans les essais na4 et 7 respectivement (Tableau 6.8). Par ailleurs, il a été démontré que les 
conidies des deux souches ne peuvent germer dans un milieu CS exempt de saccharose (DENIS, 
1992). De ce fait, la caféine ne semble pas pouvoir être utilisée comme unique source de carbone 
et d’azote par Aspergillus Vl2A25 et Penicillium V33A25. 

Dans la littérature, aucune souche de champignon filamenteux n’est signalée comme étant 
capable d’utiliser la caféine comme unique source d’azote et de carbone. Inversement, les bactérie8 
du genre Pseuhmonas sont généralement cultivées sur caféine seule (WOOLFOLK, 1975 ; 
BLECEER et LINGENS, 1977). Mai8 aucune étude n’a montre si ce microorganisme dégradait la 

purine plus rapidement en présence d’une autre source de carbone. 

Tableau 6.8 :Teneurs en sucres totaux résiduels (g.P1) dans chaque essai du plan 
d’expérience final, après 3 à 6 jours d’incubation b~harose ~nltial : 29.4 g.rl). 

Souche8 Temps Essais du plan d’expérience 

ü.) - - * . 1 - . - 

3 17,5 15,2 12,l 17,l 19.8 20,o 24,2 232 
Aspergillus 4 ,O,l 10,6 8,0 6,0 10,6 1,2 14,8 12,4 

V12A25 5 

6 
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6.3.2.2. E ffets.desfacteurs 

Les principaux effets de8 facteurs expérimentaux 8uT la dégradation de la caféine ont été 
déteminés à partir des résultats de l’analyse statistique (Figure 6.9). 

- Effet de la teneur initiale en caféine 

Les vitesse8 de dégradation de la caféine sont améliorées de manière significative chez les 
deux souches lorsque la concentration initiale en caféine est augmentée (de 1 à 3 g.l-*). 

- Effet de l’&e des conidies 

Ce facteur ne présente aucune réelle influence sur la physiologie des champignons 
filamenteux. Des conidies de 4 à 7 jours peuvent donc être indifféremment utilisées pour 
ensemencer les milieux de culture. 

- Effet des oligoéléments 

Ce facteur présente un effet important sur les vitesse8 de dégradation de la caféine. Il ressort 
de l’analyse statistique que la seule présence d’ions fer et zinc n’est pas suffknte B une 
dégradation rapide et correcte de la caféine. 

- Effet de la température d’incubation 

Ce parametre de culture est surtout influant chez Penicillium V33A25. La dégradation de la 
caféine est en effet acct%?nZe de manière relativement significative lorsqu’une température 
d’incubation de 20°C est préférée B une température de 25T. Chez Aspkgillus V12A25, une 

température d’incubation comprise entre 25 et 30°C ne modifie pas de manière significative les 
caractéristiques de dégradation de la caféine. 

- Effet de l’addition de surfate d’ammonium 

L’addition d’une faible quantité de sulfate d’ammonium au milieu de culture ne modifie pas 
les caractéristiques d’Aspergil1u.s V12A25. Par contre, elle améliore les vitesses de dégradation de 
la caféine chez Penicillium. 

Résultats et Discussion 



Tableau 6.9 : Valeurs des réponses obtenues pour chaque essai du plan d’expérience final. 

Souches Al2 P33 

Essais du plan Jtifiye V moy Bion V max V moy Biom. 
caféine max caféine caféine max 

d’expérience h.l-l.b-1) (mdJt-1) @.1-l, (ll&Yl) (rng.rl.Jl-*) W1) .- ..- 
1 666;6 35,9 
2 33,4 17.0 
3 34,0 18,4 
4 49.9 28,3 * 
5 26,0 13,0 
6 63,9 33,0 
7 31.4 17.2 * 

e 
10,6 

85 

96 
9.5 

839 389 1 21,6 
12,0 32,9 1 27,2 

10.5 
8.9 

1 1 17.0 1 8-4 
--,- 

* --,. ~~ , 19,5 8,2 

26,9 1 12,3 1 5,3 1 23,5 1 13,8 63 

Al2 

Caféine initiale 

Age conidies 

Oligoéléments 

Température 

Ammonium 

-1 -0.8 -0.6 0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 

cocfficimt stsndard 

li3 Vmaxcaféine q vnloycaf6inc 

P33 

-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 

figure 6.9 :Analyse statistique dew6ponses du plan d’expérience8nal. Diagrammes des 
effets relatifs et degrés d’influente de chaque facteur sur les paramètres étudiés. 
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6.3.2.3. Effets des facteurs expérimentaux sur la production de biomasse 

La production de biomasse cMspergil1u.v Vl2A25 peut être légèrement amt%orée si la 
quantité de caféine est augmentée dans le milieu de culture par rapport B son niveau de base 
(PQure 6.9-Al2). Par contre, considérés dans leurs limites respectives, les autres facteurs 
n’influencent pas la production de biomasse de ce champignon. 

A l’iiverse, celle de Penicillium V33A25 est indépendante de la quantité de caféine et 
semble influencée par tous les autres facteurs (Figure 6.9833). Ces derniers devraient être fixés à 
leur niveau supérieur pour optimiser la quantité de biomasse de Penicillizun. 

La différence de résultat observée entre les deux souches est assez remarquable et surpre- 
nante, surtout lorsque l’on compare les valeurs relativement homogènes de biomasses maximales 
obtenues à l’issu des 8 essais du plan d’expérience sur Penicillium V33A25 (Tableau 6.9). 

Au cours de l’étude préliminaire, il a été démontre que la quantité de biomasse des deux 
champignons filamenteux augmente avec la concentration de saccharose dans le milieu de culture, 
sans modifier Iles vitesses de dégradation.de la caféine (DENIS, 1992). La production de biomasse 
est de ce fait fortement influencée par la quantité de saccharose présente dans le milieu de culture. 
Il est alors possible que l’analyse statistique réalisée sur les résultats de ce plan d’expérience ait fait 
ressortir des influences réelles mais mineures de certains des facteurs environnementaux étudiés, 
par rapport à l’effet qu’aurait provoqué une variation de la teneur en saccharose sur la capacité des 
champignons à produire d’importantes quantités de biomasse. Ces résultats restent néanmoins à 
confirmer. 

6.3.2.4. Effets des facteurs exuérimentaux sur le dévelouuement mvcélien 

Dans les cultures n’l, 6, et 8 d’Aspergil1u.s V12A25, présentant une température d’incubation 
de 2S’C, il n’y a pas deconidiogenèse même après 6 jours d’incubation. Il semble donc possible de 

limiter ou de retarder la conidiogenèse chez Aspergihs, en cultivant cette souche à 2YC plutôt 
qu’a 3OT. 

Le mycélium d’Aspergih V12A25 de l’essai na4 a développé une morphologie ‘“atypique” 
et identique à celle observee préalablement dans la culture à 5 g.l-* de caféine initiale (paragraphe 
6.2.3.). Par contre, dans les aunes essais contenant 3 g.l-1 de caféine; le mycélium s’est développé 
normalement (comme dans les essais à 1 g.l-* de caféine). L’absence d’un développement 
“atypique” dans les cultures de Penicillium V33A25 contenant 3 g.l-1 de caféine initiale, tend 
également a prouver que les deux champignons ne sont pas spécialement affectes par une telle 
concentration en cafeine. 

Résultats et Discussion 
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Dans les cultures de Penicillium contenant du sulfate d’ammonium, le mycélium s’est 
développe préférentiellement sous forme de reseau, plutôt que sous forme de pelotes. Ce mode de 
développement serait à l’origine de l’amélioration de la dégradation de la caféine par cette souche, 
puisqu’il permet d’augmenter la surface d%change entre le champignon et le milieu extracellulaire. 
Ce phénomène sera également développé au paragraphe 8.3.1.5. 

6.3.3. Conditions optimales de culture d’Aspergillus V12A25 et de PeniciIIium V33A25 

La réalisation d’un plan d’expérience a permis de déterminer ou de confirmer l’effet de 
certains facteurs environnementaux sur la physiologie d’Aspergillus V12.425 et de Penicillium 
V33A25, lorsque ces deux champignons filamenteux sont cultivés dans un milieu synthétique à 
base de caféine et de saccharose. 

La combinaison de ces resultats et de ceux des Etudes précédentes nous ont permis de dresser 
un bilan sur les niveaux d’utîlisation .des principaux parambtres de cuknre. Ces conditions, 
présentées dans le tableau 6.10, devraient assurer une dégradation de la cafeine, et une croissance 
mycélienne optimales, c’est-Mire : 

- des vitesses élevées de dégradation de la caféine, 
- une production de biomasse importante, rapide et ne présentant pas de fructification, 

ni de structure somatique atypique. 

Résultats et Discussion 
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Tableau 6.10 : Conditions optimales de croissance d’AspergillusVWQ5 et de Penicillium V33A25. 
cultiv& en milieu synthbtique liquide 0 base de caféine. 

Assez fort effet toxique B 5 g.l-t Assez faible effet toxique à 5 g.l-t 
(niveau morphologique). Même quantitt? (niveau morphologique). Même quantité 
maximale de biomasse pour 1 à 5 g.l-r maximale de biomasse pour 1 à 10 g.l-’ 
de caféine (et 30 g.l-’ de saccharose). de caféine (et 30 g.l-’ de saccharose). 
Croissance la plus rapide pour 2 g.l-t. Croissance la plus rapide pour 2 gk’. 

Meilleures vitesses maximales de dé- Meilleures vitesses maximales de dé- 
tion de la caféine pour 3 et 5 g.l-t. dation de la caféine pour 3 et 5 g?. 
dation incomplète de la caféine à ation complète de k caféine % 

entissement de la caféine, initialement P&ente à 3 

Msultats et lXscussion 
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6.4. CONCLUSION 

L’étude de l’influence de diveks facteurs envikrnementaux sur le développement 
d’Aspergil1u.v V12A25 et de Penicilliwn V33A25 cultivés en milieu submergé à base de caféine, 
nous a permis de mieux appréhender la physiologie de ces deux souches sauvages de champignons 
filamenteux. 

Il ressort de ces travaux que les conditions optimales de croissance permettant d’obtenir les 
meilleures vitesses de dégradation de la caféine, sont très proches pour les deux souches (Tableau 
6.10), traduisant ainsi une certaine similitude de leur comportement, lorsque l’alcaloïde est utilisé 
à des concentrations non, voire faiblement toxiques (inférieures a 5 g.l-r). 

Ainsi, les deux souches sont capables de dégrader entièrement la caféine et de l’utiliser 
comme unique source d’azote. Par contre, la caféine se semble pas pouvoir servir comme unique 
source d’azote et de carbone. En conditions optimales, les vitesses maximales de dégradation de la 
caféine des deux souches peuvent atteindre 85 mg.l-*.h-*, pour une production maximale de 
biomasse de 10 g.l-1 en moyenne. 

Cependant, outre la différence de température optimale existant entre Aspergillus V12A25 et 
Peniciflium V33A25, la caractéristique physiologique qui distingue les deux champignons est le 
seuil de résistance à la caféine. Ce dernier est supérieur chez Penicillizun V33A25 : il est compris 
entre 20 et 50 g.l-l, contre seulement 10 à 20 g.1“ chez Aspergillus (ce qui est déjà assez élevé). 
D’autre part la résistance de Penicillium aux concentrations élevées en caféine se traduit par des 
modifications morphologiques moins marquées chez cette souche que chez Aspergillus V12A25. 

En fait, d’une manière générale, la morphologie d’Aspergillus V12A25 est beaucoup plus 
affectée par les variations environnementales que celle de Penicilliwn V33A25, lorsque les deux 
microorganismes sont cultivés sur de la caféine comme unique source d’azote. On notera en 
particulier chez Penicillium, l’absence de production de formes de reproduction asexuée (excepté 
dans le cas où la teneur initiale en caféine est très faible). Par contre, cultivé dans des conditions 

favorables et non limitantes, Aspergillus se développe sous forme de pelotes mycéliennes 
beaucoup moins denses que celles de Penicillium, facilitant de ce fait les échanges avec le milieu 
environnant. 

L’addition d’ions ammonium dans le milieu de base Caféine-Saccharose va néanmoins 
s’avérer très bénéfique au développement de Penicillium V33A25 en permettant une croissance 

plus homogène du champignon (réseau mycélien) et de ce fait, une amélioration des vitesses de 
dégradation de la caféine. Ce phénomène sera plus développé au chapitre 8. 
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7. CARACTERISATION DE L’ACTIVITE CAFEINE DEMETHYJLASE 
CHEZ Aspergillus V12A25 

7.1. INTRODUCTION 

L’activité caféine déméthylase a essentiellement été caractérisée chez l’homme et les animaux 
de laboratoire où elle implique plusieurs isoformes de cytochrome P-450, localisées dans la 
membrane du réticulum endoplasmique des cellules hépatiques (ARNAUD, 1993). Ces enzymes 
fonctionnent en association avec une NADPH-cytochrome P-450 réductase et en présence d’Ot. 
Par ailleurs, certaines activités méthylxanthines déméthylases ont plus rarement fait l’objet 
d’études sur des extraits cellulaires bruts de bactéries appartenant a l’espèce Pseuhnonas putiaiz 

(HOHNLOSER et coll., 1980 ; GLÜCK et LINGENS, 1988 ; ASANO et coll., 1994). Ces 
activités sont également NAD(P)H dépendantes. Mais seuls ASANO et coll. (1994) ont réussi à 
purifier une enzyme cytoplasmique responsable de la ZV3-déméthylation de la théobromine en 7- 
méthylxanthine chez une souche de PS. putiaiz. 

Chez les champignons filamenteux capables de dégrader la caféine et de l’utiliser comme 
source d’azote, l’activité caféine déméthylase n’a jamais été caractérisée in vitro. D’autres activités 
déméthylasiques ont cependant fait l’objet d’études approfondies, principalement chez des 

champignons phytopathogènes. Il s’agit principalement d’une activité stérol 14a-déméthylase 
intervenant dans la biosynthèse de l’ergostérol (GUAN et coll., 1992 ; KAPTRYN et coll., 1992 ; 

STEHMANN et colL, 1994), et de l’activité pisatine déméthylase permettant au champignon 
Nectria haematococca de lutter contre cette phyto-alexine produite par le pois, Pisum sativum 
(MATI’HRWS et VAN ETI’EN, 1983 ; MALONEY et VAN ETI’EN, 1994). Ces deux activités 
déméthylasiques sont retrouvées dans les fractions microsomales issues des microorganismes. 
Elles sont dues à des systèmes enzymatiques impliquant des cytochromes P-450, et sont NADPH 
et OZ dépendantes. 

Dans l’étude qui suit, nous avons cherché à définir les principales caractéristiques de l’activité 
caféine déméthylase responsable de la première étape de dégradation de la caféine chez les deux 
champignons filamenteux sélectionnés. La souche Aspergillus V12A25 a rapidement été retenue 
comme support à cette étude car des travaux préliminaires, r6ahsés en conditions non optimales, 
ont montré que I’activité enzymatique issue de cette souche était quantitativement plus importante 
que celle issue de Penicilliwn V33A25. 

Résultats et Discussion 
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7.2. LOCALISATION DE L’ACTIVITE CAFEINE DEMETHYLASE 

Chez l’homme et les animaux, l’activité caféine déméthylase est membranaire et localisée 
dans les microsomes hépatiques (ARNAUD, 1993). Par contre, chez les bactéries du genre 
Pseuhnmas, cette activité est cytoplasmique (HOHNLOSER et coll., 1980). Chez les 
champignons filamenteux aptes à dégrader la caféine, l’activité enzymatique n’a pas été localisée. 
Cependant, il a été démontré pour ces .microorganismes que les enzymes impliquées dans la 
dégradation de la xanthine en ammonium sont intmcellulaims (SCAZZOCCHIO et 
DARLINGTON, 1968 ; ALLAM et RLZAINY, 1969). 

Les champignons filamenteux sont néanmoins connus pour excréter de nombreuses enzymes 
dans le milieu environnant, ktout dans le but d’hydrolyser des substrats complexes comme la 
cellulose ou l’amidon (ROUSSOS, 1985). Nous avons donc cherché dans un premier temps à 
mettre en évidence l’activité dans le surnageant de culture, puis dans un deuxième temps dans le 
mycelium d’Aspergillus V12A25. 

72.1. Recherche dans le surnageant de culture 

Une première expétience a été menée à partir d’une culture d’Aspergi1lu.s V12A25 en milieu 
de base Caféine-Saccharose de 48 heures à 30°C. Un échantillon de 3 ml a été prélevé puis filtré 
(0.45 pm). Une partie du filtrat a été rapidement congelée à -2O’C afin de servir de t6moin. L’autre 
partie a été incubée à 30°C pendant 4 h. 30, en même temps que le reste de la culture. 

Les analyses de la caféine par CLHP révèlent que comparativement au témoin, la concentra- 
tion en caféine du surnageant de culture filtré (exempt de mycélium) reste constante après 4 h. 30 
d’incubation à 30°C, alors que dans le même temps, cette concentration passe de 450 à 300 mg.l-’ 
dans le milieu de culture. 

Une deuxième expérience a montré que le surnageant d’une même culture d’AspergiZhs 
V12A25, fil& puis concentré 20 fois sur cellule AMICON (paragraphe 3.8.1.2.), ne présente 
aucune activité caféine déméthylase (réalisée en conditions standards). Par ailleurs, la quantité de 
protéines du surnageant concentre est très faible (c 10 pg.ml-‘). 

L’activité caféine déméthylase n’est donc pas extmcejlulaire chez Aspergillus V12A25, 
lorsque cette souche est cultivée en milieu submergé, a base de caféine. 
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73.2. Recherche dans le mycélium 

La localisation de l’activité caféine déméthylase dans la biomasse fongique a nécessité une 
étape préalable de mise au point d’une méthode de broyage du mycélium 

7.2.2.1. s ; lium 

Plusieurs méthodes de broyage ont été évaluées pour leur capacité à fragmenter le mycélium 
d’Aspergillus Vl2A25 (48 h. ; 30°C ; milieu CS), sans provoquer d’élévation de la température du 
contenu intracellulaire rt?cupéré dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7,2). Il s’agissait des 
méthodes : 

- par sonication ; 
- par des billes de verre, et agitation au vortex ; 
- par ecrasement au mortier en présence de sable de Fontainebleau ; 
- par écrasement au mortier en présence d’azote liquide. 

Des observations au microscope optique des quatre broyats obtenus ont montré que les deux 
dernières méthodes sont les plus efficaces à casser les structures membrauaires du champignon. 
De plus, les broyages du mycélium ‘au mortier n’entraînent pas de surchauffe ni de dilution 
excessive du contenu cellulaire au cours du traitement, contrairement aux deux autres méthodes 
testées. Dans le cas d’un broyage en présence de sable de Fontainebleau, l’utilisation d’un mortier 
prealablement congelé a -2OT, permet de maintenir le mycélium à basse température pendant 
toute l’opération, comme dans le cas du broyage en présence d’azote liquide. Les méthodes de 
broyage par sonication et à laide de billes de verre n’ont donc pas été retenues par la suite. 

L’efficacité du fractionnement du mycélium d’Aspergil1u.s par les deux méthodes au mortier 
est similaire. Elle n’est cependant pas optimale car des morceaux de mycélium intacts sont 
toujours observables au microscope. Nous avons vérifié par la suite que l’activité déméthylasique 
des deux extraits intracellulaires ainsi produits était identique. Cependant, pour des misons 
pratiques, nous avons choisi la méthode utilisant du sable de Fontainebleau (dérivée de celle 
proposée par ALLAM et ELZAINY, 1969). Cette méthode est pmsentée en détail dans le 

paragraphe 3.7.1. 

Dans le but d’améliorer la fragmentation du mycelium, des essais de digestions enzymatiques 
de la paroi ont été réalisés avant broyage au mortier. Deux préparations enzymatiques ont été 
testées (Chitinase, SIGMA C-6137, et Novozym 234, SIGMA L-2265) dans les conditions 
adaptées de CO?TON et coll. (1993) et BARTHOMEUF et coll. (1994) pour la production de 
protoplastes fongiques ou I’extraction d’enzymes intracellulaires. Ces essais complémentaires n’ont 
pas permis de récupérer l’activité caféine déméthylase de la biomasse ainsi pré-traitée. 
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7.2.2.2. Localisation de l’activité dans un brovat mvcélien 

La biomasse fraîche d’Aspergillw V12A25 issue d’une culture en milieu Caféine-Saccharose 
(48 h ; 3OT) a été utilisée pour déterminer par centrifugation différentielle la fraction cellulaire 
responsable de la déméthylation de la caféine. Après lavage puis broyage du mycélium dans les 
conditions décrites au paragraphe 3.7.L le broyat a été récupéré par 6 ml de tampon phosphate 
5OmM, pH 7,8. Deux étapes de cexmifugation ont alors été menées : 

- une première centrifugation à 5.000 g/15 min/4Y! a été réalisée sur cet extrait. Cette 
opération correspond a une élimination du sable et des débris cellulaires ou des 
fragments mycéliens non broyés. Une partie du surnageant SI ainsi récupéré a été 
conservée à +4T avant analyse. 

- une deuxième centrifugation à 200.000 g/60 min/4”C a été réalisée sur l’autre partie 
du surnageant SI. Cette opération correspond à une éliiination de tous les organites 
cellulaires (noyaux, mitochondries, microsornes,...). Le surnageant SZ ainsi récupéré 
a été maintenu à +4’T avant analyse et le culot CL a été repris dans 1 ml de tampon. 

Remarque : il a été vérifîé que les débris cellulaires isolés du premier culot de centrifugation ne 
présentent pas d’activité caféine déméthylase, et que le lavage de ce culot est inutile (faible activité 

récupérée). 

Les activités déméthylasiques réalisées dans les conditions décrites au paragraphe 3.7.2., et 
les concentrations en protéines de chaque fraction protéique (SI, S2 et CZ) sont données dans le 
tableau 7.1. 

Tableau 7.1 : Bilan des activités caféine déméthylase (A.D.) réalisées sur les dii&entes 
fractions protéiques obtenues par centrifugation diiéren~ielle d’un broyat mycélien 

Gsxmt-fvpes sur trots r6p&lfic4ls). 

L’activité caféine déméthylase (A.D.) se retrouve essentiellement dans le surnageant du 
liquide intracellulaire d’Aspergihs V12A25, obtenu aprî% ultracentrifugation (Tableau 7.1) ; le 
culot Cz ne présentant pas ou peu d’activité. Ainsi, cette activité enzymatique apparaît 
cytoplasmique, et non fiée à une structure membranaire de type microsome comme dans le cas des 
cellules hépatiques humaines et animales. 

Résultats et Discussion 
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La partie non active de protéines éliminées par ultracentrifugation représente une fraction 
importante (environ 34 %) des protéines totales récupérées après broyage de la biomasse (Tableau 
7.1). L,Whnination des organites cellulaires pennet d’augmenter l’activité spécifique de l’extrait 
brut d’un facteur de 2.6 en moyenne, mais également d’accroître l’activité totale de cet extrait d’un 
facteur de 1,7 en moyenne. Cette augmentation de l’activité totale pourrait être due a une 
disparition de facteurs inhibiteurs de la réaction, responsables par exemple de l’oxydation du 
cofacteur réduit (NADPH). 

L’opération d’ultracentrifugation représente donc une première étape de purification qui a 
toujours été maintenue par la suite ; le surnageant ainsi obtenu étant considéti comme l’extrait 
intracellulaire brut (PIPI) sur lequel tous les travaux ont porté. 

7.2.2.3. ~gibiomasse_d’AsDeretuus V12A25 

Afin de nous assurer de la présence d’une quantité importante de décafëmases dans le 
mycélium, nous avons jusqu’à présent choisi de travailler sur de la biomasse fraîche d’Aspergi1h.s 
V12A25, obtenue sur le milieu de base Caféine-Saccharose, après 48 heures de culture à 3OT. A 
ce stade du développement du champignon, la caféine est encore présente dans le milieu et sa 
vitesse de dégradation est maximale (chapitre 6). Par ailleurs, le mycélium est généralement sous 
forme végétative (absence de forme de reproduction asexuée) et en phase de croissance 
exponentielle. Cependant, les quantités de biomasse sont environ 3 fois moins importantes dans ce 
cas, que celles atteintes après 3 à 4 jours de culture ; et de ce fait, les quantités de protéines 
récupérées sont moins élevées. 

Nous avons donc recherché à mesurer l’activité caféine déméthylase sur trois cultures 
d’Aspergil1u.s en milieu Caféine-Saccharose, réalisées dans les mêmes conditions (paragraphe 
3.3.3.), et conduites pendant 2,3 et 4 jours respectivement. Les trois extraits intracellulahes bruts 
issus des biomasses fraîches ont été produits dans les conditions standards (paragraphe 3.7.1.). 

Les rksultats du dosage de l’activité caféine déméthylase sur chaque extrait intracellulaire 
brut, montrent que seule la biomasse récupérée après 2 jours d’incubation à 3OT présente cette 
activité enzymatique. Parallèlement, le dosage des méthylxanthines dans les sumageants de 
culture révèle que la caféine a été épuisée uniquement dans les cultures de 3 et 4 jours. 

La disparition du substrat dans le milieu de culture s’accompagnerait donc d’une disparition 
de l’activité caféine déméthylase. Celle-ci peut être due à une inactivation du système 
enzymatique, ou plus vraisemblablement à une dégradation rapide des décaféinases (action de 
protkases), combinée à un arrêt de la synthèse de ces enzymes. Ces observations suggèrent donc 
l’existence d’un mécanisme d’induction de la synthèse des enzymes impliquées dans la dégradation 
de la caféine ; mécanisme qui sera confiié par d’autres études présentées au paragraphe 8.3.2.1. 
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Par la suite, les biomasses utilisées pour la production d’extraits inttacellulaires bruts ont été 
issues de cultures réalisées en milieu Cafeine-Saccharose à 30°C et pour lesquelles : 

- la caféine était toujours présente dans le surnageant de culture, 
- la vitesse de dégradation de la caféine était maximale, 
- la biomasse se présentait sous forme végétative. 

Toutes ces conditions correspondent généralement à des temps de culture de 45 à 48 heures. 

7.2.3. Conclusion 

Les études réalisées préckdemment, démontrent que le système enzymatique responsable de 
la N-déméthylation de la caféine chez Aspergillus Vl2A25 cultivé en milieu submergé à base de 
caféine, est intracellulaire et cytoplasmique. Toutefois, on ne peut écarter la possibilité d’être en 
présence d’un système faiblement lié à une structure membranaire in vivo, qui serait libén? lors 
des opérations d’extraction du contenucellulaire du champignon. 

Cette localisation de l’activité déméthylasique est identique % celle rencontrée chez plusieurs 
souches de Pseuahonas putia’~ (HOHNLOSER et coll., 1980 ; ASANO et CO~L, 1994). 
Inversement, dans les cellules hépatiques des êtres supérieurs (GRANT et coll., 1987 ; BBRTHOU 
et coll., 1989 ; AGUNDEZ et coll., 1992), mais également dans une souche de Saccharomyces 
uvarum (SAUER et coll., 1982), l’activité caféine déméthylase est associée à des microsomes, 
issus d’une dissociation du réticulum endoplasmique lors du broyage des cellules. Ces microsomes 
sont généralement récupérés dans les culots issus de centrifugations allant jusqu’à 105.000 g. Le 
système enzymatique responsable de la déméthylation de l’alcaloïde implique alors dans tous ces 

cas, diverses isoenzymes appartenant à la famille des cytochromes P-450, inclues dans la structure 
membranaire des microsomes. 

Nous avons tenté d’isoler des microsomes chez Aspergillus V12A25 par deux méthodes plus 

spécifiques que celle utilisée jusqu’à présent (ultracentrifugation à 200.000 g en tampon 
phosphate). Il s’agissait des méthodes par précipitation au chlorure de calcium et par 
ultmcentrifugation dans un tampon saccharosé (SAUBR et coll., 1982 ; HARRIS et ANGAL, 
1989). Dans les deux cas, l’activité caféine déméthylase n’a pas été retrouvée dans les fractions 
microsomales mais dans les sumageants de centrifugation ; confirmant ainsi que dans le cas 
d’Aspergillus Vl2A25, le système enzymatique mis en jeu est différent de celui des autres 
cellules eucaryotes. 

Néanmoins, l’implication d’une enzyme du genre des cytochromes P-450 ne peut être 

totalement &artée, .car ces enzymes ont également kté retrouvées sous forme “libre” ,dans le 
cytoplasme de divers microorganismes (BERG et coll., 1975 ; HOROWlTZ et VlLRER, 1993 ; 
LIU et ROSAZZA, 1993 ; SERlZAWA et MATSUOKA, 1993). 
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7.3. MISE AU POINT DU DOSAGE DE L’ACTIVlTE CAFEINE DEMETHYLASE SUR 
UN EXTRAIT INTRACELLULAIRE BRUT 

Comme pour toute activité enzymatique, nous avons voulu définir dans un premier temps les 
conditions essentielles du dosage de l’activité caféine déméthylase d’un extrait innacellulsire brut 
d’tlspergillus Vl2A25, comprenant : les quantités de substrat, de cofacteurs et de protéines ; le 
pH du tampon utilisé ; la température et le temps de la réaction. 

73.1. Conditions initiales 

Certaines conditions initiales de la réaction enzymatique ont été fixées à partir des 
expériences réalisées sur des microsomes hépatiques (GRANT et coll., 1987 ; BERTHOU et coll., 
1989 ; AGkDBZ et coll., 1992). et sur des extraits intracellulaires bruts (BIB) de bactéries aptes 
à dégrader la caféine (HOHNLOSER et coll., 1980 ; GLÜCK et LINGENS, 1988 ; ASAN’O et 
coll., 1994). Ces conditions ont été les suivantes : 

- Volume réactionnel (VR) de 1 ml 
- Caféine à 1 mM dans VR 
- NADPH à 1 mM et MgClz.6HzO à 5 mM dans VR 
-Tampon phosphate (K/Na) 50 mM, pH 7,8 

Les réactions enzymatiques ont toujours été initialisées par addition de l’extrait intmcellulaire 
brut (en général, 500 pl), puis arrêtées par addition de 50 pl d’acide trichloracétique à 50 % (p/v). 
Les échantillons ont ensuite été traités comme décrit dans le paragraphe 3.6.1. La température 
d’incubation de la réaction enzymatique a été fixée à 30°C, car cette valeur correspond ?I la 
température optimale de croissance du microorganisme cultivé en milieu Caféine-Saccharose 
(paragraphe 6.2.1.). Enfin, dans un premier temps, la durée de la réaction a été fixée à 3 heures. 

Des essais témoins ont préalablement permis de vérifier que : 

-1’BlB ne contient aucune méthylxanthine (détectable dans les conditions expéti- 
mentales employées) ; 

- en absence d’BIB, la caféine n’est pas transformee ; 
- en absence de caféine, aucun composé identifiable en tant que méthylxanthine par les 

deux méthodes chromatographiques utiliiées, n’est formé au cours de la réaction ; 
- lorsque du TCA est ajouté dès le début de la réaction (précipitation des protéines de 

l!EIB), la caféine n’est pas transformée. 

Ce dernier essai témoin a systématiquement été réalisé par la suite, car il sert à déterminer la 
concentration initiale de la caféine dans les volumes réactionnels. Ces échantillons témoins sont 
traites dans les mêmes conditions que les essais enzymatiques. 
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73.2. Quantité de substrat 

La concentration en caféine dans le volume r&ctionnel (VR) a été choisie de manière % 
travailler en excès de substrat et en considérant les limites de msolution de l’analyse de la caféine 

parcLHP. 

Pour cela, trois concentrations en caféine ont été testées (0,l ; 0,5 et 1 mM) dans les 
conditions suivantes : VR 1 ml ; protéines 1,25 mg ; NADPH en concentrations identiques à celles 
de la caféine ; MgClz en concentrations cinq fois supérieures a celles de la caféine ; réaction 30°C 
- 3 h. Les activités enzymatiques ont été évaluées en fonction des quantités de méthylxanthines 
apparues au cours de la réaction (Tableau 7.2). La sensibilité du détecteur de la CLHP ayant été 
augmentée afin de mieux visualiser ces produits (paragraphe 3.6.1.2.), leurs quantités n’ont pu être 
exprimées ici qu’en unités de surface, données par le système d’intégration. 

Tableau 7.2 : Effet de la concentration en caf6ine sur l’activité caféine déméthylase. 
Quantiication des produits de la réaction exprimée en unité de surface 

(moyenne sur deux r6p6iiiions). 

Pour les trois concentrations initiales en caféine, deux métabolites sont principalement 
formés après 3 heures de réaction a 3OT : la théophylline et la î-méthylxanthine. Dans le même 
temps, la caféine est toujours présente dans les différents volumes rkactionnels. D’un point de vue 
quantitatif, les produits de la réaction sont plus importants pour des concentrations initiales en 
caféine de 0,5 a 1 mM, que pour une concentration initiale de 0,l mM. Ainsi, dans les conditions 
expérimentales appliquées a cette étude, l’activité enzymatique apparaît plus importante et 
constante pour une concentration en caféine comptise entre 0,5 et 1 mM dans le volume 
réactionnel. Une concentration initiale de 0,5 mM a été retenue par la suite ; la limitation de la 
quantité de caféine dans le volume réactionnel permettant de réduire les pertes en méthylxanthines 
durant l’étape d’extraction de ces produits (paragraphe 3.6.1.1.). 

A ce stade des travaux, nous avons choisi de mesurer l’activite déméthylasique en fonction de 
la consommation du substrat et non en fonction de l’apparition des produits de la réaction 
(méthode utilisée par AGUNDE7, et coll., 1992), ou de la consommation du cofacteur n?duit 
(méthode utilisée par GLÜCK et LINGENS, 1988). 
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Les raisons de ce choix ont été basées sur le fait que l’extrait intracellulaire brut renferme a 
priori tout ou partie du système enzymatique impliqué dans le catabolisme de la caféine. De ce 
fait, l’action de 1’EIB sur la caféine se traduit par l’apparition de plusieurs métabolites subiisant 
eux-mêmes une succession de réactions. eventuellement consommattices de cofacteurs réduits 
(paragraphe 8.2.). Ces réactions secondaires peuvent conduire à la formation de produits non 
détectables par les méthodes de CLHP et de CCM. développées seulement pour l’analyse des 
méthylxanthines. Ainsi, il a été vérifié que la somme des quantités de méthylxanthines retrouvées 
dans le volume réactionnel, était inférieure à la quantité de caféine disparue. De même, il n’a pas 
été possible de cotréler la disparition du NADPH utilisé comme cofacteur (par lecture spectropho- 
tométrique dimcte) avec la consommation de caféine. Ce dernier intervient vraisemblablement 
dans d’autres réactions présentes dans l’extrait intracellulaire bmt. 

7.3.3. Durée de la réaction 

Nous avons voulu déterminer l’effet de la durée de la réaction sur l’activité caféine 
déméthylase, et ainsi déterminer les conditions opératoires pour lesquelles les vitesses 

réactionnelles correspondent à des vitesses initiales (conditions non limitantes pour la réaction). 

Pour cela, une expérience a été réalisée dans les conditions suivantes : VR 1 ml ; protéines 
1,75 mg ; caféine 0,5 mM ; NADPH 0,s mM ; MgCh 2,5 mM ; tampon phosphate 50 mM, pH 7,8. 
La réaction a été conduite à 30°C, pendant 1 à 3 heures. Les quantités de caféine consommée en 
fonction de la durée de la réaction sont représentées dans la figure 7.1. 

Du& de la bidon (min) 

Figure 7.1 : Effet de la durée de la réaction enzymatique sur la consommation 
de la caféine dans le volume réactionnel (e~att-type sur tro!s r6pMtions). 
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Dans ces conditions expérimentales (protéines 1,75 mg/VR), la quantité de caféine 
consommée au cours de la réaction est proportionnelle au temps d’incubation du volume 
réactionnel (Pigure 7.1). La vitesse initiale de la réaction est alors de 885 pmol caf.misl, et 
l’activité déméthylasique est égale à 506 pmol caf.mbrl.mgt. Pour des temps réactionnels 
inférieurs à 1 heure, les quantités de caféine consommée sont trop faibles pour pouvoir être 
considérées comme significatives d’un point de vue statistique (écart-types importants sur les 
mesures). Ainsi, pour une concentration en protéines totales fixée et inféneure à 1,75 mg dans le 
volume rkactionnel, l’activité caféine déméthylase d’un EIB d’Aspergillus Vi2825 peut être 
détemrinée pour des temps de réaction compris entre .l et 3 heures. 

Une expérience préliminaire a montre qu’entre 5 et 24 heures de réaction à 30°C, les 
quantités de théophylhne et de 3-méthylxanthine issues de la dégradation de la caféine par un EIB 
d’Aspergil1u.s V12A25 (protéines 1,0 mgNR) restent identiques dans le mélange enzymatique. La 
caféine et le NADPH étant toujours présents après 24 heures de réaction, l’arrêt de celle-ci serait 
donc dû à une inactivation des décaféinases. 

Sur la base de ces deux expériences, la décaféinase de l’extrait intracellulaire brut 

d’Aspergillus Vl2A25 ne semble donc plus active après 3 à 5 heures d’incubation B 3O’C. Ainsi, 
dans le cas d’une simple mise en évidence qualitative de l’activité (cas de la recherche d’une 
fraction protéique active par exemple), il sera inutile de prolonger la réaction au delà de 5 heures 
d’incubation B 30% 

73.4. Quantité d’extrait intracellulaire brut 

Nous avons voulu déterminer la quantité minimale d’extrait intracellulaire brut (BIB) à 
déposer dans le volume réactionnel afin de travailler dans des conditions où la dégradation de la 

cafeine est suffisamment importante pour être mesurable par CLHP, compte tenu de la sensibilité 
de la méthode employée. 

Pour cela, des essais ont été r&alisés sur un EIB contenant 3,84 mgml-* de protéines totales, 
et dans les conditions suivantes : VR 1 ml, dont EIB variant de 02 à 0,5 ml ; caféine 0,5 mM ; 
NADPH 0.5 mM ; MgCb 2.5 mM ; tampon phosphate 50 mM, pH 7,8 ; réaction : 30°C - 2 h. Les 

activités déméthylasiques obtenues en fonction des quantités de protéines totales pmsentes dans le 
volume réactionnel sont représentées dans la figure 7.2.. 

Pour les quantités d’BIB de 0,2 à 0,4 ml/VR (soit moins de 1,s mg de protéines totales/VR), 
les vitesses de consommation de la caféine correspondent dans ces conditions à des vitesses 
initiales, d’aprks les résultats du paragraphe 7.3.4. Pour la quantité maximale d’BII3 utilis6e dans 

cette expérience (0,5 ml soit 1.92 mg de protéines totales/VR), on considkwa que la vitesse 
calculee correspond également à une vitesse initiale, car la reaction enzymatique a été stoppée 
après 2 heures d’incubation. 
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Figure 7.2 : Effet de la quantité de protéines totales présente dans le volume réactionnel 
sur I’activité caféine déméthybse (~CC&tvpe sur quatre rép6tiiions). 

Pour des quantités de protéines comprises entre 0,8 et 19 mg dans le volume réactionnel, il 
existe une relation linéaire entre l’activité caféine déméthylase et la quantité d’ElB. 

Pour de plus faibles quantités de protéines, le dosage de l’activité enzymatique est rendu 
difficile et incertain, car l’écart des concentrations en caféine avant et après réaction ne peut être 
déterminé avec suffisamment de précision par la méthode utilisée. 

L’activité caféine déméthylase d’un extrait intrace1lulaire brut dlclspergiffus V12A25 ne 
semble s’exprimer pleinement que pour des volumes d’ElB supérieurs à 0,2 ml/VR. Ce phénomène 
peut être lié à : 

- un problème d’instabilité du système enzymatique utilisé en faible quantité, ou dans 
un environnement “pauvre” en protéines. C’est le cas par exemple des activités 
homovanillate et vanillate 0-déméthylases d’une souche de Pseudmumas, rapporté 
par TURNER et ALLISON (1995). 

- une limitation d’un (ou de plusieurs) cofacteur différent du NADPH et du chlorure de 
magnésium, mais present dans l’extrait intracellulaire brut. Cette hypothèse pr6figure 
de résultats obtenus postétieurement, et présentés dans le paragraphe 7.5.1.2. 

Pour la suite des travaux, et dans la mesure du possible, nous avons travaillé avec des teneurs 
en protéines totales comprises entre 1,0 et 1,8 mg dans le volume réactionnel ; équivalent & des 

quantités d’extrait intracellulaire brut supérieures à 0,2 ml. De plus, à chaque paramètre de la 
réaction étudié, un lot homogène d’extrait intracellulaire brut a été utiliié. 
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73.5. Nature des cofacteurs 

Nous avons voulu connaître l’impact réel de l’addition du NADPH (ainsi que du chhlorure de 
magnésium) sur l’activité caféine déméthylase, par rapport à d’autres cofacteurs de type 
nicotinamide adénine dinucléotide. 

Pour cela, une expérience a été réalisée dans les conditions suivantes : VR 1 ml ; protéines 

1,24 mg ; cafkiie 0,5 mM ; tampon phosphate 50 mM, pH 7,8 ; réaction 3OY! - 3 h. Les cofacteurs 
suivant ont été testés : NAD 0,5 mM ; NADH OJ rnM ; NADPH 0,5 mM ; NADPH 0,5 mM + 
MgClz 25 mM : ainsi qu’un essai sans cofacteur, Les activités déméthylasiques obtenues pour 
chaque essai sont données dans le tableau 7.3. 

Tableau 7.3 : Effet de l’addition de cofacteurs sur l’activité cafbine déméthylase (A.D.) 
(&art-lype sur trois r6pMitions). 

Cofacteurs A.D. ‘% 
ajout& @mol caf.mid.mg~‘) NI les lnoymes 

aucun 117 f30 100 
NAD I 251 f28 215 

NADH 226s~ 33 I 193 

1 NADPH 1 308~8 I- 263 
1 NADPH + MgC12 1 356*42 I 304" 

* 116 % par rapport à NADPH seul 

L’activite caféine déméthylase peut: %tre mise en évidence dans un extrait intracellulaire brut 
d’Aspergillm V12A25 sans ajout d’aucun cofacteur. Néanmoins, la présence de dérivés du B 
nicotinamide adénine dinucléotide stimule la réaction enzymatique. Ainsi, le NADPH présente le 

plus fort effet activateur (+ 263 % en moyenne), plus important que celui du NADH. Toutefois, la 
forme tiduite comme la forme oxydée du NAD présentent un effet activateur, mais a un de& 
moindre. 

Il est vraisemblable que ces r&ultats soient liés à la nature même de l’extrait intracellulaire 
brut. En effee. celui-ci renferme toutes les protéines solubles ainsi que les métabolites 
cytoplasmiques initialement présents dans le mycélium. Il est alors possible que la forme oxydée 
soit rapidement réduite (ou inversement) pendant le temps de l’incubation, et puisse ainsi servir de 
cofacteur pour la réaction de N-déméthylation de la caféine. De même, la présence de ces 
cofacteurs dans IWB expliquerait la mise en évidence de l’activité déméthylasique dans l’essai 
témoin, sans cofacteur, 
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Enfin, le chlorure de magnésium ne présente qu’un faible et relatif effet activateur sur 
l’activité déméthylasique. Il est cependant possible que, dans le cas où la présence d’ions Mg2+ 
s’avérerait indispensable à la réaction enzymatique, les seules quantités de magnésium apportées 
par 1’EIB soient suffisantes à l’activation de celle-ci. L’effet des cations sur l’activité sera plus 
précisément abordé dans le paragraphe 7.4.4. 

A l’issue de cette étude, nous pouvons conclure quel’effet activateur de la forme phosphatée 

du B-nicotinamide adénine dinucléotide sur l’activité caféine déméthylase d’un extrait intmcel- 
lulaire brut d’AspergiZlus V12A25 est supérieur à celui de la forme non phosphatée. Par contre, 
dans les conditions opératoires utilisées pour cette étude, les formes réduites et oxydées de ces 
composés stimulent de manière identique l’activité déméthylasique. Pour la suite des travaux, le 
NADPH ainsi que le chlorure de magnésium ont été conservés comme cofacteurs. 

Afin de déterminer avec plus de certitude la forme biologiquement active, une étude sur 

l’effet de ces divers cofacteurs sera menée sur un extrait protéique brut, c’est-à-dire débarrassé des 
sels et autres molécules non protéiques (paragraphe 7.5.1.2.). 

7.3.6. Optimisation du pH et de la température de la réaction 

Pour conclure cette première partie sur l’étude des principaux paramètres influençant l’activité 
caféine déméthylase d’un extrait intracellulaire brut d’AspergiZhs V12A25, nous avons recherché 
les valeurs de pH et de température pour lesquelles cette activité est maximale. 

Une première série d’essais a ét6 menée pour déterminer le pH optimum de la réaction 
réalisee ?I 30°C. Des EIB ont ét& prépares dans les conditions décrites au paragraphe 3.7.1. ; seuls 
les tampons utilisés ont été différents pour chaque extrait : phosphate 50 mM, pH compris entre 
6,50 et 8,00 ; Tris/HCl 50 mM, pH compris entre 8,00 et 9,OO. Les autres conditions opératoires 
ont été les suivantes : VR 1 ml ; protéines 1,l à 1,9 mg (suivant I’EIB) ; caféine 0,s rnM ; NADPH 

OJ mM ; MgCh 2,5 mM ; tampons identiques à ceux des EIB ; réaction 30°C - 2 h. 

A une température.de 30% l’activité caféine déméthylase est maximale pour une valeur de 
pH de 7,4 dans le volume réactionnel (Figure 7.3-A). Elle apparaît assez sensible aux variations de 
pH puisque l’extrait intracellulaire brut perd 50 % de son activité à pH, 7.0 et 8,0. Dans les 

conditions expérimentales de cette étude, la solution ayant permis d’atteindre le maximum 
d’activité enzymatique correspond en fait au tampon phosphate 50 mM, pH 7,6. 
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Nous avons en effet remarqué que les valeurs réelles de pH des extraits intracellulaires bruts, 
ainsi que celles des volumes réactionnels, sont toujours moins Bevées que les valeurs de pH des 
tampons correspondant. La différence est d’autant plus marquée que le pH de la solution tampon 
est proche des limites de la gamme de pH couverte par cette solution (le pouvoir tampon étant 
dans ce cas moins important). Ce phénomène est probablement lié 2 une salinité relativement 
élevée, ou à une concentration importante de composés acides dans le liquide intracelhrlaire du 
champignon. D’après SMITH et BERRY (1975), le pH interne des champignons filamenteux est 
compris entre 5 et 6. L’augmentation de‘la force molaire de la solution tampon devrait atténuer ce 
phénomène. 

Figure 73 : Effets du pH (A. 0 tampon phosphate, W tampon TWHCD 
et de la température (B) sur l’activité caféine déméthylase (A.D.) 

(Qcart-iypes sur quatre r6p6titions). 

Une deuxieme série d’essais a été menée pour déterminer la température optimale de la 
réaction r&lisée à partir d’un EIB conditionné en tampon phosphate 50 mM, pH 7,8. Les 

temp&atures d’incubation ont été comprises entre 21 et 37T. Les autres conditions opératoires 
ont été les suivantes : VR 1 ml ; protéines 1,84 mg ; caféine 0,s mM ; NADPH 0,s mM : MgCb 
2,s r& ; tampon phosphate 50 mM. pH 7.8 ; réaction 2 h. 

Pour une valeur de pH de 7,s environ dans le volume reactionnel, k-ictivité caféine 
déméthylase est maximale à une température comprise entre 30 et 32’C (Figure 7.3-B). Cette 
activité est rapidement nkiuite pour des températures légerement supérieures. Elle diminue de 
60 % à 34T, et de 90 % à 37°C. Inversement, pour des températures infkieures B 32T, l’activité 
décroit plus lentement. C’est pourquoi une temp&atum d’incubation de 3OT a généralement été 
fiée par la suite, afin d’6carter tout risque d’inhibition de l’activité. 

R&ltats a Dbcussion 
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On notera le parallélisme entre l’effet de la température d’incubation sur l’activité caféine 
déméthylase d’un extrait intracellulaire brut d’Aspergil1u.s et celui obtenu sur la croissance du 
même champignon cultivé dans un milieu à base de caféine comme unique source d’azote (cf. 
Figure 6.1-A12, paragraphe 6.2.1.). Ainsi, l’optimum de température obtenue pour cette activité 
enzymatique (30-32”(I), explique que le développement du champignon en milieu Caféine- 
Glucose soit optimal à une température de 30°C. De plus, l’importante rkhrction de l’activité 
caféine déméthylase à 3S°C se traduit par une diminution des vitesses de dégradation de la caféine 
obtenues in vivo à cette température, ainsi qu’une abondante conidiogenèse (phénomène de 
stress). Cette dernière est vraisemblablement induite par une forte limitation en matière azotée 
directement assimilable par le microorganisme. 

73.7. Définition des principales conditions opératoires 

A partir des différentes études réalisées précédemment nous avons établi les principales 
conditions expérimentales permettant de suivre l’activité caféine déméthylase d’un extrait 
intracellulaire brut d’Aspergil1u.s V12A25. Afin de travailler en condition d’excès de substrat, et 
de s’assurer d’une vitesse de réaction constante pour une quantité de protéines totales donnée dans 
le volume réactionnel, on adoptera les conditions suivantes : 

- VR 1 ml (en tampon phosphate 50 mM, pH 7,6*) 
- Caféine 0,s mM 
- NADPH 0,s mM 
- MgClz6HzO 2,s mM 
- Protéines totales 1,0 à 1,8 mg (EIB 2 0,2 rnl/VR) 
- pH de la réaction 7.3 à 7,s 
- Température d’incubation 30 à 32% 
- Durée de la réaction 2 à 3 heures. 

* l’utilisation d’un tampon phosphate 50 mM, pH 7,6 pour la récupération de l’extrait brut et pour 
la réaction enzymatique devrait permettre d’obtenir une valeur de pH dans le VR proche de 7,4. 

Ces résultats se rapprochent de ceux décrits dans la littérature portant sur l’étude de l’activité 
caféine déméthylase de microsomes hépatiques et d’extraits intracellulaires bactériens. Seule la 
température optimale de la réaction enzymatique varie suivant le matériel enzymatique utilisé. 
Ainsi, pour toutes les études menées sur des microsomes hépatiques, une température de 37“C 
(correspondant à la température corporelle) est toujours utilisée pour les réactions enzymatiques 
(GRANT et coll., 1987 ; BERTHOU et coll., 1989 ; AGUNDEZ et coll., 1992). Par contre, 
l’activité caféine déméthylase d’extraits cellulaires de deux souches de Pseuaimonas putida, 

(cultivées entre 28 et 3O’C) est optimale à une température comprise entre 22 et 25’C 

(HOHNLOSER et coll., 1980 ; ASANO et coll., 1994). 

Résultats et Discussion 
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Les différences de temp&atures optimales pourraient refléter un phénomène d’adaptation du 
système enzymatique à la niche écologique dont elle fait partie. 

Par ailleurs, dans le cas de l’extrait intracellulaire brut d’Aspergil1u.s V12A25, l’addition de 
cofacteur n’apparaît pas indispensable à la mise en évidence de l’activité déméthylasique, alors que 

pour des extraits bruts de Pseudomonus putida, l’ajout de NADH ou de NADPH indifféremment 
est essentielle à la réaction de déméthylation (HOHNLOSER et COL, 1980 ; GLÜCK et 
LINGENS. 1988). Néanmoins, dans notre cas, l’addition de ces deux mêmes cofacteurs dans le 
volume .réactionnel permet d’augmenter très sensiblement l’activité enzymatique ; la forme 
phosphatée présentant un meilleur effet activateur que la forme non phosphatée. Par contre, nous 
n’avons pas pu déterminer avec certitude laquelle des deux formes réduite ou oxydée du 
nicotinamide adenine dinucléotide phosphate représente la forme biologiquement active. L’analyse 
bibliographique révèle cependant que l’ensemble des systèmes enzymatiques catalysant des 
réactions de déméthylation sont dépendants de cofacteurs réduits tels le NADPH, notamment 
lorsque ces systèmes impliquent des cytochromes P-450 (Tableau 7.4). 

Tableau 7.4 : Exemples de réactions de déméthylation par des systèmes eucavotes. 

Substrats Cofacteurs 
r6duits 

I,l-bis-(4-méthoxyphényl)- NADPH 
2,2,24richloro&hane 
(memoxychlor) 

dimédryl3-méthyl-4~nitro- Glutathione 
phényl-phosphorotbionate (G=O 
(fenitrodrion) 
4dim&bylaminoantipyrine NADPH 
(aminopyrine) 
dextmmetborphan et NADPH 
6,7-dimétboxycoumarine 
4-dim6thylaminoantipyrine NADPH 
[aminopyrine) 
IUlOSterol NADPH 

pisatine NADPH 

l-diméthylaminoantipytine NADPH 
:t p-nitmanisole I 

-_- 

Systemes enzymatiques 

Micmsomes hdpatiques de rats ou 
isoenzymes de CYP* puriRt?es 
(associées a une NADPH-CYP 
réductase) 
Glutathione S-tmnsffkases (ii 
enzymes) de fraction cytosolique 
du foie de souris 
Micmsomes hépatiques humains et 
de rats 
Microsornes hépatiques humains 

Micmsomes de HeIianthu 
ruberosar (contenant des CYP) 
Microsornes de S. cerewisiue ou 
CYP purifié (associé à une NADPH 
CYP rkhtctase) 
Microsomes de Nec@iu 
haemntococca (contenant des CYP) 
Micmsomes de Saccharomyces 
uvnram (contenant des CYP) 

-7 
Types de 

déméthylation 

O-déméthyhuior 

O-dém&hylation 

N-demmétbylatior 

Odéméthylation 

Ndéméthylation 

C-déméthylation 

Odémedrylation 

N-démethylation 
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7.4. EFFETS DE DIVERS PARAMETRES SUR L’ACTIVITE CAFEINE DEMETHYLASE 

Nous venons d’établi les principales conditions op&atoires de la mise en évidence de 
l’activité caféine déméthylase sur des extraits intracellulaires bruts d’AspergiZZus V12A25. Dans 
les Btudes qui suivent, nous avons évalué qualitativement les effets activateurs ou inhibiteurs de 
certaines conditions expérimentales et de divers kfecteurs sur cette activid. Pour cela, le test de 
visualisation de l’activité déméthylasique par chromatographie sur couche mince a été largement 
utiliié (paragraphe 3.6.). 

Comme dans le cas de l’analyse par CLHP, les principaux produits de la réaction visuaIisés 
par CCM correspondent à la théophylline et B la 3-mkhylxanthine. L’évaluation de l’activité 
enzymatique est alors fonction de l’apparition de ces deux métabolites ainsi que de l’intensité des 
taches observées sous lumière ultra-violette. 

Sauf indication contraire, tous les essais enzymatiques ont été conduits dans les conditions 
décrites pr&édemment et rappelées dans le paragraphe 3.7.2. 

7.4.1. Effet de divers protecteurs d’enzymes 

Au cours de l’étude d’activités déméthylasiques, certains auteurs ont incorpor6 au tampon 
d’extraction, diverses substances protectrices d’enzymes. Nous avons voulu vérifier l’effet de 
certaines d’entre elles sur l’activité caféine déméthylase d’Aspergi1Zu.s V12A25. Les substances 
additionnkes au volume réactionnel à deux concentrations ont été les suivantes : 

EDTA : 0,5 et 2 mM 
Acide L(+)-ascorbique : 1etSmM 
DL-dithiothréitol : 0,l et 1.0 mM 
Mercaptw2-éthanol : 0,5et2mM 
Glycérol : 5 et 20 % (p/v) 
Triton X-100 : 0,Ol et 0,OS % (v/v) 

Les deux niveaux d’utilisation des différents composés testés donnent les mêmes tisultats, 
c’est pourquoi seuls les chromatogrammes correspondant aux concentrations les moins élevées sont 
présentés dans la figure. 7.4. 

L’acide ascorbique et le dithiothréitol (D+IT) ont un effet activateur sur la réaction 
enzymatique ; l’intensité des taches correspondant à la théophylline et à la 3-méthylxanthine étant 
plus importantes que dans l’essai témoin. Le. glycérol n’a pas d’effet. Enfin, le titan X-100, le 
mercapto-éthanol @ME) et I’EDTA ont dans cet ordre un effet inhibitenr croissant sur l’activité 
caféine déméthylase d’un extrait intracellulaire brut d’Aspergil1u.v V12A25. 

Résultats et Discussion 
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t&anc&iquc. GLY : glyc&ol. OME : mncnpto-24hnnol. TRI : triton X-104 ASC : acide sscorbiquc, 

CAP : csfoinc. TKP : thfophylliq 3MX : 3-mdthyLxanthino. 

Figure 7.4 : Effet de protecteurs d’enzymes sur l’activité cafblne dbméthylase. 

L’addition dune molkcule antioxydante comme l’acide ascorbique a un effet bénéfique sur 
l’activité caféine déméthylase. De même, le DlT (antioxydant des groupements -SH) a un effet 
bénéfique sur cette activité, à I’inverse du BMEL Le glycérol n’a pas d’effet sur la réaction 
enzymatique et pourrait de ce fait être incorpore B l’extrait intracellulaire brut pour améliorer sa 
stabiliti. Etin, 1EDTA présente un fort effet inhibiteur sur l’activité caféine déméthylase. 
présumant de ce fait l’intervention d’un cation (M$+) dans la rkaciion comme cofacteur ou inclu 
dans l’enzyme responsable de la transformation de la caféine. 

Dans un premier temps, nous avons donc choisi de poursuivre tous les travaux en ajoutant de 
l’acide ascorbique à 1 mh4 au milieu réactionnel. Mais des problèmes de stabilité du composé nous 
ont rapidement fait pmférer l’utilisation du dithiothréitol à 0,l mh4. 

7.4.2. Thermostabilité de I’extrait intracellulaire brut 

Nous avons voulu tester le comportement de l’extrait intracellulaire brut d’hpergilhs 
V12A25 vis-a-vis de la température, afin d’établi les meilleures conditions de conservation de 
l’activité déméthylasiquc. 

R&&ats et Discussion 
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7.4.2.1. Çonzélation Ilvouhilisatiou 

Ces deux méthodes sont largement utilisées pour la conservation d’extra& enzymatiques ; la 
lyophilisation permettant par ailleurs de les concentrer. Il était cependant important de s’assurer 
que ces modes de conservation ne dénaturaient pas les propriétés de I’BIB, traite par ailleurs sans 

addition de substance cryoprotecuice. 

Un extrait iutracellulaire brut fraîchement prépart? dans les conditions standards (tampon 
phosphate 50 mM pH 7,6 + DTI 0,l mM) a été réparti en trois lots. Deux lots ont été rapidement 
congelés (azote liquide) et le troisiéme a été immediatement teste. L’un des deux lots congelés a 
été maintenu a -8OT pendant 24 heures et l’autre a 6té lyophilid pendant 20 heures, avant d’être 
tous deux testés dans les mêmes conditions que le lot dmoiu. 

Il ressort de l’analyse chromatographique par CCM que les deux modes de conservation n’ont 
pas d’iufluence significative sur l’activité caféine déméthylase de l’extrait intracellulaire brut 
dibpergillus V12A25, car les taches de thkophylliie et de 3-méthylxanthine ont les mêmes 
intensités pour chacun des trois lots traités. 

Par ailleurs, une auue expérience a montré que l’activité caféine démethylase d’un extrait 
intracellulaire brut ne perd que 10 à 15 % de son activité initiale dès le premier jour de congélation 
à -8OT (sans cryoprotecteur), et qu’après 2 semaines, le niveau d’activite de 1’BIB reste identique. 

7.4.2.2. ‘Jemuératunes superieures à 0°C 

Nous avons testé la stabilité d’un extrait intracellulaire brut produit en tampon phosphate 
50 mM, pH 7.6 + DIT 0.1 mM, aux temp&a.tures positives. Pour cela, nous avons sépare 1’BIB en 
quatre lots : 

-un lot témoin sur lequel la n?action enzymatique a été rklisée juste apres la 
production de I’BIB. 

- un lot conservé à 4’C B l’abri de la lumière, et teste apiès 4 et 24 h. 
- un lot conserve à température ambiante à l’abri de la lumiére, et testé après 4 et 24 h. 
- un’lot incube B 50% et testé aprés 30 sec, 1.2 et 5 min. 

L’activité caf6ine déméthylase d’un EIB est relativement stable lorsque la pn?paration est 
maintenue à 4OC pendant 4 heures (Pigum 7.5). Mais daus le même temps, elle diminue de moitié 
environ lorsque l’extrait est maintenu B tempkatum ambiante (- 22°C). Après 24 heures de 
conservation à ces deux temprhatures, l’activité enzymatique r&iduelle est faible pour une 
tempkature de 4’C, et nulle pour une température de 22°C. Par ailleurs, 1EIB perd toute activit6 
après une incubation de 2 minutes à 50°C. 

Résultats et Discussion 
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Figure 9.5 : SenslbilitB de l’actlvlté caféine d&méthylase aux tempbratures positives. 

L’activitd caféine déméthylase contenue dans un extrait intracellulaire brut d’A.spergiZlus 

VlZA2.5 apparaît donc assez thermosensible. Cependant, on n’écartera pas I’hypoth&se de la 
ptisence d’une activité protéolytique au sein de l’extrait intncellulaire brut pour expliquer la 
rapide diminution de l’activité à température ambiante notamment. L’implication d’un tel 
phénomène est cependant limitée par le fait que la biomasse utilisée pour produire l’extrait brut est 
récupérke au moment où le champignon est en pleine phase de croissance. 

7.4.3. Nature et l’orce molaire de la solution tampon 

Nous avons voulu comparer l’efficacité des deux solutions tampon les plus utilisCes pour la 
production d’extraits protéiques ptisentant une activité caféine déméthylase (tampons phosphate et 
Ttis/HCl), ainsi que l’effet de la force molaire de ces solutions sur l’activité caféine déméthylase 
d’extraits intracellulaires bruts d’AspergiIlus V12A25. 

Deux EIB ont alors été produits dans des conditions similaires, l’un en utilisant un tampon 
phosphate 50 mM, pH 7,6 +DIT 0,l mM. et l’autre en utilisant un tampon Trk/HCl50 mM, pH 

7,6 +DIT 0,l mM. 

Résultats et DDcussion 
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Des essais enzymatiques ont été réalisés dans les conditions standards (protéines = 1 mgJVR 
pour chaque extrait brut) en ajoutant des quantit& croissantes de tampon phosphate ou Tris B 1 M, 
pH 7.4 + DTT 0.1 mM, de manière à obtenir des concentrations en sels de 50 à 500 mM dans les 
volumes rkctionnels. Les réactions enzymatiques ont été r&lides a 30°C pendant 3 h 30 pour les 
essais en tampon phosphate, et pendant 4 h 00 pour les essais en tampon Tris. 

Les n%ultats de l’analyse par CCM montrent que plus la force molaire des tampons 
augmente, plus l’activité caféine déméthylase est inhibée (diminution de l’intensité des taches de 
thkophylline et de 3-m6thylxanthine), celle-ci devenant nulle entre 200 et 300 mM. L’activité 
enzymatique de I’extrait intraceliulaire brut cL4spergih.s apparaît donc relativement sensible aux 
effets des sels. 

D’autre part, l’absence de tache correspondant à la 3-méthylxantbine, ainsi que la plus faible 
intensité des taches de théophylline dans le cas de l’utilisation du tampon TrisiHCl. par rapport au 
tampon phosphate, ont permis de conforter notre choix initial d’utiliser un tampon phosphate 
plutôt qu’un tampon Tris pour la production d’extraits bruts d’Aspergillus V12A25. 

Afin de pallier aux variations de pH observkes entre la solution tampon et l’extrait 
intracellulaire brut lors de l’étude de l’effet du pH sur l’activité enzymatique (paragraphe 7.3.6.), 
nous avions pensé augmenter la force molaire du tampon. Les résultats de la prksente étude, 
démontrent les risques d’une telle modification. C’est pourquoi, nous avons conservé par la suite la 
même molarite (50 mM) pour le tampon d’extraction du liquide intracellulaire du champignon. 

7.44. Influence des cations 

Nous avons voulu déterminer les effets de certains cations sur l’activité caféine déméthylase 
d’un extrait intracellulaire brut d’Aspergilh V12A25, afin notamment de les comparer aux effets 

définis lors de l’étude de l’influence des oligo&ments sur le développement de ce champignon 
cultivé en milieu Caféine-Saccharose (paragraphe 6.2.4.). 

L’effet de dix cations sur l’activité caféine deméthylase d’un extrait intracellulaire brut produit 

en tampon phosphate 50 mM, pH 7,6 (sans DTT) a Cte 6valué 8 l’aide d’un test enzymatique r6alis6 
dans les conditions standards. Les sels minéraux additionnés au volume réactionne en concen- 
trations 15~~uimolahs à celle de la caféine (0.5 mM) ont été les suivants : 

MgCldHzO caclz2Hzo 
MnC124HzO coc126Hzo 
FeS04.7HzO FeCb 
ZnC127H20 AlCb.6HzO 
cuso4 HgClz 
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Figure 7.6 : Effet de divers cdlons sur I’activltb caféine déméthylase. 
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Aucun ions ne P&ente de fort effet activateur sur l’activité caféine déméthylase d’un extrait 
intracellulaim brut d’Aspergillus V12A25, aux concentrations utilisées dans cette expérience 
(Figure 7.6). Seuls les ions Mg2+ et Fez+ semblent avoir un ldger effet positif. Les ions Fe? et 
Ca2+ n’ont pas d’effet sur l’activité, et les ions Al” et Mn2+ ont un effet légèrement négatif. Par 
contre, les ions CU% et surtout Zn 2+, Co2+ et Hg2’ présentent un fort effet inhibiteur sur l’activité 

caféine déméthylase. 

Ces résulrats confirment le léger effet activateur de l’ion magnésium observé au paragraphe 
7.3.5. On retrouve également certains des effets positifs ou négatifs d’oligoéléments, notés lors de 
l’étude de l’influence de ces 61éments traces sur la dégradation in vivo de la caféine par les deux 
champignons filamenteux (paragraphe 6.2.4.). Ainsi pour Aspergillus V12A25, les prksents 
résultats confirment l’effet positif du fer et l’effet nkgatifdu cobalt sur la dégradation de la caffine. 
Par contre, une diffkence notable apparaît entre les deux expériences concernant les effets du zinc 
et du cuivre ; ces deux ions se montrant ici des inhibiteurs de I’activid enzymatique. L’effet positif 
de ces deux ions observC in vivo (cf. Figure 6.7, paragraphe 6.2.4.2.) serait alors lié à la 
croissance et au mgtabolisme général du microorganisme, et non à un effet activateur de la 
déméthylation de la caféine. 

Résultats et Discussion 



-126. 

7.4.5. Efîet d’inhibitcurs de cytochromca P-4.50 

L’effet de divers inhibiteurs plus ou moins spécifiques aux cymchromes P-450 a étB 

détermine dans le but d’&aluer si l’activitk déméthylasique pourrait Etre le fait d’une enzyme 
appartenant li cette famille. Ces inhibiteurs ont notamment 6ti utilisés par BERG et coll. (1975), 
CLEMENS et coll. (1993) et LIU et ROSAZZA (1993). 

Les différents composés testés dans les conditions standards de la tiaction de déméthylation 
de la cafEine, et ajoutés au volume rkactionnel B deux concentmtions, ont été les suivants : 

Métyrapone (SIGMA M.1259) : 100 et 5000 PM (cf. annexe 3) 
Juglone (SIGM.4 J.0500) : 1 et50pM 
Imidazole (SIGMAI.OlZS) : 100 et 5000 BM 
Cytochrome c (forme oxydée) (SIGMA C.2506) : let50pM 
Cytochrome c (forme réduite) (SIGMA C3256) : let50,uM 

Les deux premiers composés ont été testés sur un premier extrait intracellulaire brut, et les 
trois derniers sur un deuxième ElB. Les résultats concernant l’effet de la métyrapone ne peuvent 
Etre exploités car la molécule se dégrade en plusieurs composés au cours de l’étape 
d’extractionkoncentratioti des méthylxanthines, qui interf&rent avec la lecture de la théophylline. 
Les chromatogrammes de ces essais sont représentés sur la figure 7.7. 

Légende : Ini : sana rbaction. Tém : thoins sans inhibitcur, JUG : juglonc. IMI : imidnzolc, 

Cc 0 : cyloclwome c forme oxydk, Cc R : cybchmmc c fonnc r&luite. 

Figure 7.7 :Effet d’inhibiteurs de cytochromes P-45Osur I’activité caféine déméthylase. 
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L’imidazole ne P&ente pas d’effet inhibiteur pour une concentration dans le volume 
rkactionnel comprise entre 0.1 et 5 mM. De même, B une concentration de 1 pM, les deux formes 
de cytochrome c et la juglone n’ont pas d’effet inhibiteur. Par contre, à 50 pM, ces composes 
inhibent la rkaction enzymatique ; l’inhibition apparaissant totale dans le cas de la juglone. 

Ces rt?sultats sembleraient démontrer une certaine analogie entre le comportement de 
l’activité cafeine déméthylase d’Aspergillus V12A25 et celui des cytochromes P-450 (CYP). 
Cependant, dans notre cas cette activité est moins sensible à ces inhibiteurs que dans les divers cas 
cités dans la litt&ature. Ainsi, une activité isoflavone hydroxylase liée à un CYP microsomal, est 
inhibée à 50 36 par le cytochrome c et la juglone presents à 1 pM, pour 100 ltM de substrat et 50 à 
100 pg de protéines microsomales (CLBMBNS et coll., 1993). D’autres tests plus spécifiques 
(comme l’inhibition par le monoxyde de carbone) devront donc êtm n?alisés pour confirmer ou 
infmner la presence et l’implication d’isoformes de CYP dans la déméthylation de la caféine par 
l’extrait intmcellulaire brut d’Aspergil1u.s V12A25. 

7.4.6. Bilan des essais enzymatiques complémentaires 

L’évaluation des effets de divers paramètres expérimentaux sur l’activité caféine déméthylase 
d’un extrait intracellulaire brut d’Aspergillus V12A25 ont permis dans un premier temps de mettre 
en évidence les problèmes de stabilite et de conservation de cette activité. Nous avons ainsi 
démontré que l’acide ascorbique et le dithiothréitol stimulent l’activité déméthylasique. Cependant, 
malgré la présence de ces substances protectrices. l’activité caféine déméthylase de l’extrait 
intracellulaim brut d’AspergiZ1u.s V12A25 apparaît relativement instable du fait de sa sensibilité à 
la tempkature comme à l’élévation de la force molaire. La lyophilisation et la congélation se 
présentent toutefois comme de bonnes méthodes de conservation des EIB. 

D’une manière générale, l’instabilité des activités déméthylasiques de microorganismes, 

comme la difficulté a les mettre en évidence dans des extraits intracellulaires, ont souvent été 
souligndes (GUAN et coll., 1992 ; TURNBR et ALLISON, 1995). L’instabilité de l’activite caféine 
déméthylase a également été rapportée pour les extraits intmcellulaiis de PS. putida 
(HOHNLOSER et coll., 1980 ; ASANO et coll., 1994). Ainsi, GLÜCK et LINGENS (1988) n’ont 
pu mettre en évidence que l’activité 7-méthylxanthine démdthylase dans un extrait intracellulaim 
de PS. putidu WS. pourtant cultivd sur caféine. Ces auteurs ont montre que cet extrait perdait 
94 8 de son activité après 24 heures & +4Y!. Néanmoins, l’addition au tampon d’extmction de 
divers agents protecteurs comme le glycérol, la BSA, le dithiothreitol ou le dithio&ythritol 
permettait, selon ces mêmes auteurs, de stabiliser cet extrait et d’augmenter son activité spkifique. 
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D’autre part, l’étude de *l’effet des cations sur l’activité caféine déméthylase de l’extrait 
intracellulaire brut d’Aspergil1u.s Vl2A25 montre qu’aucun élément ne posskle un réel effet 
activateur, alors que le cuivre, le cobalt, le zinc et le mercure (ions divalents) sont fortement 
inhibiteurs de cette activité. L’effet inhibiteur de 1EDTA (agent chélateur) suggère néanmoins 

l’implication d’un cation dans le système enzymatique responsable de la déméthylation de la 
caféine. Ce cation agirait soit en tant que cofacteur, soit en tant qu’élément inclu dans la structure 
d’une enzyme impliquée dans ce système, comme dans le cas des cytochromes P-450 (présence de 
fer). 

HOHNLOSER et coll. (1980) ont obtenu des r&ultats contradictoires sur des extraits 
intracelluhtires de PS. purida Cl. En effet, l’activité caféine déméthylase de cette souche est 
stimulde en présence de cobalt, tandis que le zinc et le cuivre ne modifient pas cette activité. De la 

même manière, ASANO et coll., 1994 ont montré que le zinc ne présente aucun effet sur l’activité 
caféine déméthylase de PS. putida No. 352. Ces observations démontrent que les systèmes 
enzymatiques responsables de la déméthylation de la caféine chez Aspergillus V12A25 et chez 
Pseudomonasputida sont différents. 

7.5. PURIFICATION PRELIMINAIRE DES DEMETHYLASES 

Toutes les études de l’activité caféine déméthylase ont été réalisées jusqu’a présent à partir 
d’extraits intracellulaires bruts d’AspergiZZus V12A25. Or, les effets de certains paramètres 
@facteurs rdduit, cations...) ont été masqués à cause de la nature même des extraits utilisés. En 
effet, outre les protéines cytoplasmiques. ces extraits contiennent de nombreux métabolites 
initialement présents dans le cytoplasme du champignon, et susceptibles d’interférer avec les 

paramètres étudiés. 

Nous avons donc cherché a isoler la fraction protéique totale de l’extrait intracellulaire brut, 
afin notamment de pouvoir confirmer certains aspects de l’activité caféine déméthylase 
d’Aspergillus V12A25, déterminés précédemment. Cette première opération devait également 
servir d’étape préliminaire à tout essai de séparation des protéines par chromatographie. 

Les fractions protéiques obtenues ont ensuite été testées pour leur aptitude à dégrader la 
caféine (paragraphe 3.7.2.). Dans la plupart des cas, l’activité caféine démdthylase a été mise en 
évidence à l’aide de la technique d’analyse des méthylxanthines par chromatogmphie sur couche 
mince (paragraphes 3.6.1.2. et 3.6.2.). 
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7.5.1. Séparation des fractions protéiques et salées 

751.1. Essais ur6liminaires 

Nous avons testé dans un premier temps diverses techniques classiques d’isolement de la 
fraction protéique d’un extrait intracellulaire brut. Il s’agissait de la dialyse (paragraphe 3.8.1.1.) de 
l’ulnafiltration sur microconcentrateurs (paragraphe 3.8.1.2.) et enfin de la précipitation au sulfate 
d’ammonium (paragraphe 3.8.2.) suivie d’un dessalage par dialyse. 

Appliquées à un extrait intracellulsire brut d’Aspergillus, aucune de ces techniques n’a 
permis de conserver une activité enzymatique satisfaisante. 

- Cas de la dialyse 

Dans le cas de la dialyse (seuil de coupure 10 kDa), l’activité caféine déméthylase de la 
fraction protéique récupérée apparaît faible par rapport à celle du même ElB maintenu à +4T 
pendant le temps de la dialyse. L’addition de DlT à 0,l mM ou d’acide ascorbique à 1 mM au 
tampon de dialyse (phosphate 50 mM, ‘pH 7,4) n’améliore pas l’activité résiduelle de la fraction 

protéique. De même, l’addition de divers cations (Mg*+, Fe*+, Ca2’V ~III*+) ou d’un mélange 
NADPH + NADH + ATP ne permettent pas de rétablir l’activité initiale. 

- Cas de l’ultrafîlration sur microconcentrateurs 

L’utilisation de tels systèmes de séparation ne semble pas envisageable sur des extraits 

intracellulsires bruts à.cause d’un problème de colmatage important des membranes filtrantes au 
cours de la centrifugation. Ainsi, sur des membranes présentant des seuils de perméabilité allant 
jusqu’à 300 kDa, la quasi totalité de l’EIB est retenue. La quantité de protéines se retrouvant dans 
le faible volume de fïltrat est négligeable et ne P&ente pas d’activité caféine déméthylase. 

- Cas de la précipitation au sulfate d’awnonium 

Aucune fraction protéique obtenue par précipitation fractionnée d’un EIB au sulfate d’ammo- 
nium n’a montré, après dialyse, d’activité caféine déméthylase dans les conditions standards. 

Le système enzymatique responsable de la dégradation de la caféine apparaît donc sensible à 
tous ces traitements. Les mauvais comportements de 1’ElB peuvent s’expliquer en partie : 

- par sa mauvaise stabilité aux tempdratures positives (decrite au paragraphe 7.4.2.2.) ; 
ce qui expliquerait la baisse d’activité après dialyse, 

-par sa sensibilité aux salinités élevées (ddcrite aux paragraphe 7.4.3.) ; ce qui 
expliquerait la perte d’activité après précipitation au sulfate dammonium (effet 
dénaturant du sel sur les decaféinases), 

- par la disparition d’un cofacteur non identifie (différent du NADPH), mais initia- 
lement présent dans l’extrait intracellulaire brut. 
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Nous avons donc rechercher une autre méthode de séparation, rapide et ne faisant pas 
intervenir une phase de précipitation des protéines par un quelconque adjuvant. 

7.5.1.2. géuaration sur colonne de dessala% 

Nous avons utilisé une colonne de dessalage “PD-10” (PHARMACIA) contenant 9,l ml de 
gel Sephadex G-25 (limites d’exclusion 1-S kDa). Ce système permet de séparer la fraction 
protéique totale de la fraction “salée” en limitant les effets de dilution pour ces deux fractions. 

Le tampon d’équilibre et d’élution a été le tampon phosphate 20 mM, pH 7.4 + D’lT 0,l mM. 
Nous avons diminué la molarité de la solution tampon (de SO à 20 mM) afin de limiter les 

problemes d’inhibition de l’activité caféine déméthylase liés à l’élévation de la force molaire 
(paragraphe 7.4.3.). 

La sdparation des protéines de la fraction salée a été optimisée de manière à récupérer une 
seule fraction protéique renfermant 90 B 100 % des protéines totales initialement déposées à la 
surface du gel. La méthodologie mise au point est décrite dans le paragraphe 3.8.1.3. Elle permet 
de récupérer deux fractions (protéique et salée) de 3 ml chacune à partir de 1 ml d’extrait 

intracellulaire brut. 

Les premiers tests enzymatiques ont montré que la fraction protéique seule, avec ou sans 
NADPH et Mg*+ comme cofacteurs ne présente aucune activité caféine déméthylase. Par contre, 
l’addition au volume réactionnel de la fraction salée permet de rkupérer en grande partie l’activité 
initiale de I’EIEL 

Ainsi, contrairement à la plupart des cas cités dans la littérature, le système enzymatique 
responsable de la N-déméthylation de la caféine chez Aspergilhs V12A25 semble dépendant 
d’un cofacteur différent ou complémentaire du NADPH, et différent de l’oxygène. 

Quelques essais supplémentaires ont été menés afin de définir la nature de ce cofacteur 
inconnu. Il a été démontré que : 

-la thermosensibilité de l’activité enzymatique est le fait de la (des) enzyme(s) 
impliquée(s) et non celui du cofacteur inconnu : l’activité caféine déméthylase n’est 
pas inhibée en associant la fraction protéique à une fraction salée pré-traitde 5 min. à 
SOT, alors qu’elle disparaît sur un EIJ3 traité 2 mm. à SOT (paragraphe 7.4.2.2.) 

- l’addition de NADPH, de NADH et de vitamines (biotine. tiboflavine, thiamine) à la 
fraction protéique ne petmet pas de récupérer l’activité déméthylasique. 

- l’addition de Mg*+, Ca*+, ou de Mn*+ combinée au NADPH ne permet pas de mettre 
en &idence l’activité caféine déméthylase sur la fraction protéique d’un EIB 
d’Aspergilfus ; par contre, l’association NADPH + Fe*+ permet de rétablir faible- 
ment cette activité. 
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A ce stade des travaux, la nature exacte du cofacteur inconnu n’a pas pu être déterminée, et 
nous n’avons pas poursuivi nos investigations sur ce sujet. Il semble néanmoins que le fer joue un 
rôle important dans la dégradation in uitro de la caféine. On peut également émettre l’hypothèse 
que l’élément manquant do système enzymatique correspond 2 un accepteur de groupements 
méthyles. Enfin, il est vraisemblable que la masse moléculaire de ce composé soit inférieure àr 
5 kDa ; valeur correspondant à la limite supérieure d’exclusion du gel utilisé. 

On notera que les problèmes soulevés au cours de cette étude expliqueraient en partie les 
pertes d’activité enregistrées précédemment sur des extraits dialysés ou fractionnés par 
précipitation au sulfate d’ammonium. 

Par la suite, nous avons ajouté directement cette fraction salée au volume réactionnel, en 
combinaison avec le NADPH, pour la mise en évidence de l’activité caféine déméthylase sur des 
fractions protéiques d’extraits intracellulaires bruts, séparées par chromatographie de gel filtration. 

7.52. Séparation des protéines par gel filtration 

Nous avons choisi comme première approche pour la séparation des protéines d’un extrait 
inhacellulaire brut d’AspergiZZus V12A25, la technique de chromatographie en gel filtration, bien 
que cette technique ne soit généralement pas utilisée comme première étape de purification de 
protiines à cause des effets de dilution qu’elle entraîne sur l’échantillon analysé. Cependant, cette 
technique est généralement considérée comme la moins dénatumnte pour les protéines car elle ne 
fait pas intervenir de contraintes particulières comme l’augmentation de la salinité lors de l’élution 
des protéines. L’activité caféine déméthylase d’Aspergillus Vl2A25 étant assez sensible a divers 
paramètres physico-chimiques, la technique de gel filtration nous est donc apparue comme la plus 
propice à maintenir actives la (les) enzyme(s) responsable(s) de cette activité. 

Plusieurs essais ont été menés dans les conditions décrites au paragraphe 3.8.3. Brikvement, 

on rappellera que la séparation est réalisée à l’aide d’un système automatisé, sur une colonne 
contenant 15 ml de gel (limites d’exclusion : 10-300 kDa). Le tampon d’équilibrage et d’élution est 
un tampon phosphate SO mM, pH 7,4 + DTP 0,l mM. Les échantillons traités ont été soit des 
extraits intracellulaires bruts lyophilisés, soit des fractions protéiques de ces extraits, obtenues 
après une gel filtration sur PD-10, puis lyophilisées. Les quanti& de protéines totales déposees 5 
raison de 100 pl sous forme de suspensions concentrées, ont été comprises entre 2,s et 3,0 mg. 

Les premiers essais ont permis de vérifier la bonne reproductibilité de la séparation, par 
comparaison des profils chromatographiques de densitt? optique (280 nm) enregistrés POU~ 

plusieurs injections 6un même extrait. 
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Ugcnde : Tém : extmit awnt séptmtion. F: fractim prottique, CAF : cnfdine. THP : tiphylline. Inc : mol&~~le inmnnue (cmtaminmu). 

Figure 7.8 : Séparatbn des protblnes d’un extrait Intraceiiulalre d’Aspefgi//us VEW5 
par chromatographie d’exclusion. F-rofil spectrophotom&ique b 280 nm (A), teneurs en 
protéines totales des fractions (B), activit& caféine d8méthylase desfiactions 7 b 21 PG). 
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Les r&ultats d’une séparation r6alisée sur la fraction proteiquc lyophilisée d’un EIB sont 
prksentés dans la figurt 7.8. Environ 2,5 mg de protiines totales ont été déposées en tête de 
colonne. Une recherche de l’activité caféine déméthylase a c?ti r6alisée sur toutes les fiactions 
proteiques obtenues après élutlon (analyse qualitative par CCM). Les conditions suivantes ont tt6 
appliquées : VR 1 ml ; fraction protéique 600 p.l/VR ; &Sine 0.2 mIvl ; NADPH 0,2 mM ; fraction 
salke 300 p.l/VR ; tampon phosphate 50 nM, pH 7.4 + DTT 0.1 mM ; r6action : 3O’C - 4 h. Un 
essai témoin a éti r&lis6 dans les mêmes conditions sur 20 m de l’extrait protéique injecté. 

L’activité cafeine déméthylase (apptition de théophylline) se situe principalement dans la 
fraction protéique no13 ; les fractions no12 et 14 ptisentant une activité mineure (Figure 7.8-C). 
Des essais réalisés à partir d’autres extraits proteiques ont menti par la suite les mêmes tisultats. 

La fraction no13 représente en moyenne 17,8 P 0.8 % des protéines totales récupérkes après 
séparation sur ce type de colonne et dans les conditions définies au paragraphe 3.8.3. Par ailleurs, 
le pourcentage de recouvrement des protéines totales injectées est supérieur à 90 % dans tous les 
cas ; l’ensemble des protéines étant biparties dans une dizaine de fi-actions. 

Enfin, Ie poids moI6cuIaire des protéines de Ia fraction no13 a pu être estimé par comparaison 
B des profils d’élution de quelques moltcules Mons. Ce poids est compris entre 20 et 45 kDa. 

75.3. Bilan des essais de séparation des prothes 

Les essais de séparation de la fraction protéique d’un extrait intracellulaire brut rkvèlent que 
l’activité caféine déméthylase d’Aspergil1u.v V12A25 est dépendante d’un autre cofacteur que le 
seul NADPH. Ce composé n’a pu être identifi6. Il ne peut cependant s’agir de l’oxygène (élément 
indispensable dans le cas des activités impliquant des cytochromes P-450), car les milieux 
rkactionnels ont toujours bt6 fortement agités avant incubation. D’autre part, sa masse moléculaire 
semble inféneure à 5 kDa, mais il ne corrzspond pas à certains cations (Mg*+, C!a*+, Mn*+). 

Par contre, l’addition de Fe*+ (combiné au NADPH) permet de r&ablir partiellement l’activité 
caféine déméthylase de la fraction protéique. par comparaison & l’activité du système reconstitué 
(m6lange des deux fractions protéique et salée). 

Ces r6sultats sont très originaux car ils font apparaître des différences importantes entre le 
système impliqué dans la Ndéméthylation de la caféine d’Aspergi1Zu.s V12A25 et ious les autres 
systèmes enzymatiques cités dans la litt&ature. 
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On rappellera que dans les microsomes hépatiques de l’homme ou des animaux, la 
déméthylation de la caféine est le fait d’un système complexe mais bien connu. Celui-ci comprend 
deux enzymes (un cytochrome P-450 et la NADPH-cytochrome P-450 réductase), un cofacteur 
réduit (NADPH) et l’oxygène moléculaire. Le cytochmme P-450 (CYP) a une fonction de mono- 
oxygénation et produit, à partir de caféine. une diméthylxanthine, du formaldéhyde et de l’eau. 
Dans ce système, le NADPH permet uniquement de régénérer la rdductase qui fournit les Gectrons 
au CYP. Ce même principe se retrouve dans d’autres systèmes eucaryotes impliquant des réactions 
de démétbylation liées B des CYP (AOYAMA et coll., 1984 ; KISHIMOTO et coll., 1995). 

ASANO et coll. (1994) ont implicitement démontré chez Pseudomonas putiaiz No. 352 
qu’une enzyme responsable de l’activité caféine déméthylase, partiellement purifiée par 
précipitation au sulfate d’ammonium et séparation par chmmatographie échangeuse d’anions, reste 
active en présence de NADH et d’oxygène uniquement. Par ailleurs, ces auteurs ont mesuré la 
formation de formaldéhyde ainsi que la consommation d’oxygène, au cours de la réaction 
enzymatique. D’autres auteurs ont démontré chez PS. putida Cl que le formaldéhyde formé par 
déméthylation de la caféine est rapidement transformé en acide formique par une NAD- 
formaldéhyde déshydrogénase (HOHNLOSER et coll., 1980). 

Dans le cas des essais réalisés sur des fractions protéiques d’Aspergillus V12A25, l’inhibition 
de la réaction de déméthylation n’est pas imputable à un manque d’oxygène. On peut alors 
supposer que la perte d’activité est liée soit à l’absence d’un composé jouant le rôle d’accepteur du 
groupement méthyle (rôle tenu par 10~ chez PS. putida), soit .à une forte inhibition de la 
décaféinase par le sous-produit de déméthylation qui ne serait plus transformé dans un tel système. 

Enfin, les essais de purification des protéines par gel filtration montre que l’activité caféine 
déméthylase est récupérée essentiellement dans une fraction protéique qui correspondrait à des 
poids moléculaires de 20 à 45 kDa. Cette plage de poids moléculaires est relativement proche des 
valeurs données d’une manière générale pour les cytochromes P-450 (50 à 60 kDa). Par contre, 
elle est assez différente du poids moléculaire de la théobmmine déméthylase, purifiée chez PS. 

putidz No. 352, et évalué à 250 kDa (ASANO et coll., 1994). 
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7.6. CONCLUSION 

Nos travaux de recherche ont petmis pour la Premiere fois de mettre en évidence et de doser 
l’activité caféine déméthylase chez un champignon filamenteux. Cette activité est cytoplasmique 
chez Aspergilhs V12A25, lorsque ce microorganisme est cultivé dans un milieu liquide à base de 
caféine. L’extrait intracellulaire brut obtenu après un broyage du mycélium suivi d’une ultra- 
centrifugation (200.000 g) présente ‘une faible activité en présence de caféine comme unique 
substrat. L’addition de NADPH au voIume réactionnel accroît fortement cette activité. 

La mise au point du dosage de l’activité caféine déméthylase, réalisée sur cet extrait 
intracellulalre brut, a permis entre autres d’établi les valeurs optimales de température et de pH 
pour cette réaction, définies respectivement entre 30 et 32°C et entre 7,3 et 75. Dans ces 
conditions, l’activité caféine déméthylase peut atteindre des niveaux comparables en terme 
d’activité spécifique à ceux définis pour des microsomes hépatiques (environ 650 pmol de caféine 
déméthylées par min. et par mg de protéines totales). Néanmoins, ces niveaux d’activité sont 
inférieurs à ceux enregistis dans des extraits bruts de Pseudonwnas (14,3 à 33,3 nmol de caféine 
déméthylées par min. et par mg de protéines totales, seIon HOHNLOSER et CO~I., 1980). 

L’activité de l’extrait intracellulaire brut d’Aspergillus V12A25 est dune manière générale 
relativement instable et sensible à divers paramètres physico-chimiques, même en présence de 
certains protecteurs comme le dithiothréitol ou l’acide ascorbique. Ainsi, 1EDTA et certains 
cations comme le zinc, le cobalt ou le mercure présentent un fort effet inhibiteur. L’élévation de la 
force molaire de la solution tampon inhibe rapidement l’activité (seuil critique : 250 mM). Enfin, 
l’activité caféine déméthylase de l’extrait intracellulaire brut est relativement thermosensible ; 
seules la congélation et la lyophilisation permettant de maintenir cette activité. Parallèlement, 

l’extrait intraceIIuIaire brut d’AspergiZhs Vl2A25 n’est plus actif quand iI est issu d’une cuhure où 
la caféine a été entièrement consommée. 

Les premiers essais de purification des décaféinases ont rapidement montré qu’un cofacteur 
différent du NADPH est indispensable à la mise en évidence de l’activité déméthylasique. 
L’identification de ce composé n’a pu être déterminée. Toutefois, l’ion Fe*+ semble jouer un rôle 
important dans la réaction enzymatique. 

En conclusion, ces travaux préliminaires soulignent le caractère particulièrement original du 
mécanisme de N-déméthylation de la caféine développé par Aspergillus V12A25, par rapport aux 
mbcanismes existant chez certaines bactéries et chez les êtres supérieurs. 
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8. METABOLISME DE LA CAFEINE ET MECANISME DE REGULATION 

8.1. INTRODUCTION 

Le schéma du métabolisme de la caféine a été décrit chez les êtres supérieurs comme chez 
certains microorganismes (paragraphe 2.2.2.). Les premiers composés intermédiaires de la 
dégradation de la caféine sont principalement formes par N-déméthylation, et diffèrent d’une 
famille d’organismes à une autre. Par contre, la voie catabolique de la xanthine en urée et 
ammonium est plus largement répandue chez les êtres vivants. 

Les mécanismes de régulation du métabolisme de la caféine chez les microorganismes ont 
rarement été étudiés. A l’inverse, diverses études ont montré que le métabolisme de la caféine chez 
l’homme peut être affecté par de nombreux facteurs endogènes et exogènes qui agissent à 
plusieurs niveaux sur les cytochromes .P-450 impliqués dans la transformation de cette purine 
(ARNAUD, 1993). 

Nous avons donc cherché à élucider au cours de cette étude, le schéma des voies de 
dégradation de la caféine propres à Aspergilhs V12A25 et à Penicillium V33A25, afin de les 
comparer à ceux établis chez d’autres organismes. Par la suite, nous nous sommes intéressés à 
l’effet de divers substrats azotés sur la capacité des deux champignons, à dégrader la caféine. 

8.2. METABOLISME DE LA CAFEINE PAR Aspergillus V12A25 ET Penicillium V33A25 

Les transformations conduisant de la triméthylxanthine à la xanthine, constituent les étapes 

clés et originales du métabolisme de la caféine chez Aspergillus V12A25 et Penicillium V33A25. 
C’est pourquoi, nous n’avons cherché à identifier dans cette étude, que les dérivés méthylés de la 
xanthine, issus de la dégradation de la caféine. Cette étude nous amènera à proposer un schéma de 
la dégradation de la caféine pour chacun des deux champignons filamenteux. 

8.2.1. Identification des premiers intermédiaires de dégradation de la caféine 

8.2.1.1. Identification des intermédiaires dans les sumaaeants de culture 

L’identification des premiers intemddiaires de dégradation de la caféine a été rkalisée à partir 
des sumageants de cultures d’Aspergillus V12A25 et de Penicillium V33A25, correspondant aux 
essaïs no2 et 4 du plan d’expérience fmal présenté au paragraphe 6.3. Les profils des 

méthylxanthines retrouvées à plus de 10 mg.l-t sont regroupés dans la figure 8.1. 
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Les raisons pour lesquelles ces deux milieux ont eté étudies, sont les suivantes : 

- l’essai n02 correspond aux conditions de culture standards en milieu de base Caféine- 
Saccharose (paragraphes 3.3.1. et 3.3.3.) 

- à l’inverse, l’essai no4 présente des conditions de culture différentes de l’essai n”2, 
dont une concentration plus élevée en caféine (3 g.l-l). Par ailleurs, ces conditions ne 
sont pas favorables à un développement rapide des souches (paragraphe 6.3.2.). 

‘La comparaison de la nature et des courbes d’évolution des méthylxanthines produites au 
cours de ces essais, permettra de définir si des changements majeurs du métabolisme de la caféine 
sont induits par des modifications de certaines conditions de culture. 

A12 0 A 
m. 
MI. \ 

IBI - m 

m 

i, 
B I 

-0. Caféine 4- Thc?ophylliie -+- Paraxmthiie X- î-m&hyl~anrhine 

Figure 8.1 : Culture d’AspergillusV12P.25 (A et C) et de Penicillum V33A25 (B et Dl 
correspondant aux essais no2 (A et B) et no4 (C et D) du plan d’expériencefinal. 
Profils des principales méthylxanthines libérées dans les sumageants de culture. 

Les flèches marquent le moment où la teneur en saccharose est devenue limitante. 
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A partir des courbes A et B de la figure 8.1, on constate que le principal intermédiaire issu 
d’une déméthylation de la caféine par Aspergillus ou par Penicillium cultivbs en milieu Caféine- 
Saccharose “de base”, est la théophylline (ou 1,3-diméthylxanthine). Néanmoins, des traces de 
paraxanthine (1,7diméthylxanthine), de théobromine (3,7-diméthylxanthine) et de î-méthyl- 
xanthine (3MX) sont également décelées dans les sumageants des cultures. La théophylline 

s’accumule à concurrence de 140 et de 2.50 mg.l-* dans les cultures d’Aspergil1u.s V12A25 et de 
Penicillium V33A25 respectivement. Puis elle est rapidement dégradée lorsque le niveau de 
caféine diminue. Les mécanismes de déméthylation de la caféine semblent particulièrement actifs 
entre la 5Oe et la 60e heure d’incubation. Finalement, chaque intermédiaire détecté disparaît plus 
ou moins en même temps que la caféine, après 60 à 70 heures d’incubation. Tous ces résultats sont 
en accord avec ceux obtenus antérieurement (DENIS, 1992). 

La modification des conditions de culture des microorganismes n’entraîne pas un changement 
de la nature du ptincipal métabolite produit, correspondant à la théophylline (Figure 8.1-C et D). 

Par contre, l’utilisation d’un milieu riche en caféine et peu favorable à une élimination rapide de la 
caféine par les champignons, permet de ‘mieux visualiser les autres intermédiaires de dégradation, 
car l’accumulation de ces derniers dans le surnageant est plus importante. C’est notamment le cas 
pour la paraxanthine et surtout pour la 3MX. Par ailleurs, des traces de 1-méthylxanthine (1hIX) 
et de 7-méthylxanthine (7MX), sont détectées essentiellement dans Ie surnageant de la cuhum 
d’ilspergillus ; ainsi que la présence d’un produit de dégradation non identifié (avec un temps de 
rétention compris entre celui de la IMX et celui de la théobromine). 

D’autre part, on observe essentiellement dans les cultures no4 (Figure 8.1-C et D), un 
décalage successif entre les profils de dégradation de la caféine, de la théophylline et de la 3MX. 
D’une manière générale, un intermédiaire s’accumule dans le surnageant de culture jusqu’à ce que 
sa concentration devienne plus ou moins majoritaire par rapport aux autres composés. Pendant 
cette période, ce métabolite est globalement plus rapidement synthétisé qu’il n’est dégradé. Ce 
phénomène s’inverse lorsque ce composé devient majoritaire. Dans ces conditions, on peut 
conclure que la nature du métabolite majoritaire témoigne du mécanisme réactionnel préféren- 
tiellement mis en œuvre par le microorganisme. 

Dans tous les cas de figure, le niveau global des diméthylxanthines n’atteint jamais la teneur 
initiale de la caféine. Le même phénomène est observable entre les di- et les monométhyl- 

xanthines, confirmant ainsi que toutes les réactions de Ndéméthylation de la caféine sont 
réalisées simultanément par Aspergilhs V12A2S et par Penicillium V33A25. 
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8.2.1.2. Identification des intermédiaires à uartir des essais enzvmatiques 

Nous avons cherché à comparer la nature et les proportions des produits de la réaction de 
déméthylation de la caféine par Aspergilhs V12A25, obtenus in vitro et in vivo. 

Dans ce but, un extrait intracellulaire brut d’Aspergi1Zu.s a été utilisé pour la réalisation d’un 
essai enzymatique standard où la caféine a été utilisée comme substrat (paragraphe 3.7.). Les 
produits de la réaction ont été extraits des volumes 6actionnels et identifiés par CLHP selon la 

méthode décrite au paragraphe 3.6.1.2. (Figure 8.2). 

Les principales méthylxanthines issues de l’activité déméthylasique d’un extrait intracellulaire 

brut d’Aspergil1u.s V12A25, sont la théophylline et la 3-méthylxanthine (Figure 82). Deux autres 
méthylxanthines sont également décelée à l’état de traces. Il s’agit de la théobromine et de la 
paraxanthine. 

Ce test in vitro confirme donc les résultats obtenus au cours des cultures cellulaires de la 
souche Aspergilhs V12A25. On soulignera notamment que les proportions entre les différentes 

méthylxanthines analysées dans les deux études sont similaires. 
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Figure 8.2 : Profil chromatogrophique en CLHP des méthylxanthines issues de la dégradation 
in vifro de la caféine par un extrait intracellulaire brut d’AspergillusV12A25. 

Essai témoin sans réaction <A), essai apr& réaction (81. 
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8.2.2. Dégradation in vitro des méthylxanthines par Aspergillus Vl2A25 

Nous avons enfin voulu déterminer le pouvoir de déméthylation d’un extrait intracellulaire 
d’Aspergi1h.s V12A25 sur toutes les méthylxanthines dérivées de la caféine, afin de confirmer la 
voie préférentielle de dégradation de la triméthylxanthine empruntée par cette souche. 

Pour cela, des essais enzymatiques ont été rklisés sur un extrait intracellulaire brut obtenu 
dans les conditions standards (paragraphe 3.7.1.). La concentration des substrats a été diminuée 
par rapport aux conditions standards en raison ,des limites de solubilité de certaines méthyl- 
xanthines. Les conditions opératoires ont donc été les suivantes : VR 1 ml ; protéines 1,33 mg ; 
méthylxanthine 0,2 mM ; NADPH 0,2 mM ; MgCb 1 mM ; tampon phosphate 50 mM, pH 7,6 ; 
réaction 30°C - 1 h. Les résultats des analyses quantitatives et qualitatives réalisées pour chaque 
méthylxanthine testée sont regroupés dans le tableau 8.1. 

Les resultats de ces essais in vitro démontrent que toutes les méthylxanthines sont 
dégradables par un extrait intracellulaire brut d’AspergiZZu.s Vl2A25, obtenu à partir d’une culture 
en milieu Caféine-Saccharose (Tableau 8.1). Ceci confirme les résultats obtenus in vivo où toutes 
les méthylxanthines apparaissant dans le surnageant de culture de cette souche, même en faibles 
quantités, sont entièrement dégradées ; tant que les conditions de culture restent non liitantes. 

L’activité caféine déméthylase de l’extrait intracellulaire brut est relativement faible comparée 
à plusieurs autres activités déméthylasiques, mais ce résultat est à relativiser. En effet, dans le cas 
de la caféine, on peut supposer que deux réactions au minimum ont lieu dans le volume 
réactionnel, l’une menant à la production de théophylline et l’autre à celle de 3-méthylxanthine. Il 

s’en suivrait une compétition pour les cofacteurs (notamment pour le cofacteur “inconnu” - voir 
chapitre 7) et donc une diminution de l’activité apparente pour la caféine. En tout état de cause, il 
semble préférable de comparer les activités pour des dérivés possédant le même nombre de 
groupements méthyles. 

Parmi les trois diméthylxanthines, l’extrait intracellulaire brut présente une plus grande 
activité pour la théophylline, suivie par la théobromine. L’activité vis-à-vis de la paraxanthme est 
plus faible ce qui démontre que cette méthylxanthine n’est pas un substrat naturel des enzymes 

impliquées dans la déméthylation de la caféine chez Aspergillus V12A25. Par ailleurs; 
l’identification des principales monométhylxanthines formées lors de ces réactions renforce l’idée 

d’un mécanisme préférentiel de déméthylation de la caféine ; la N7-déméthylation étant réalisée 
en premier et la IWdéméthylation en dernier. 

Enfin, les faibles activités 7MX déméthylase et 1,7diméthylxanthine déméthylase obtenues 
démontrent que les .déméthylases produites par Aspergilhs V12A25 reconnaissent difficilement 

les dérivés ne possédant pas de groupement méthyle en position N3. 
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Tableau 8.1 : SpCMictt6 de substrat d’un extrait intracellulalre brut d’AspergiliusV12A25. 
Activité dém&hylasfque (A.D.) et principaux produits formés pour 

chaque méthylxanthine testée (écart-typewrtrok r6pMions). 

Substrats A. D. A. D. Principaux 
(pmol.min~l.mg~‘) (% de la caféine) produits formbs 

Caféine (13.7-MQ 546 (k 65) 100 Théophylline + 3h4X 

Thdophylline (1,î.d~~) 857 446) , 157 3hIx 
125 3Mx 1 Théobmmine (3.7-d~x1 1 

Paraxanthine (1,7dMX) 

1-m6thylxanthine (1~ 

680 431) I --- 
310 (i 21) 57 1MX 

1098 (5 66) 201 n.i. ‘* 

3-m&hylxanthine (3~x11 767 (* 24) 1 140 I n.t. 
7-méthylxanthine OMX) 1 127 (k44) 1 23 n.1. 
* ni. : non identifié 

83.3. Voie métabolique de la caféine 

L’étude des méthylxanthinesretrouvées dans des sumageants de culture (paragraphe 8.2.1.1.), 
montrent que les premiers intermédiaires de la dégradation de la caféine sont identiques chez 
Aspergillus Vl2A25 et Penicillium V33A25. Il s’agit principalement de la théophylline et de la 
3-méthykanthine. La formation de ces deux principaux intermédiaires ainsi que de certains 
métabolites minoritaires, a été confirmee chez AspergiZ1u.s V12A25 par l’analyse qualitative en 
CLHP des produits d’une réaction enzymatique r&lisée sur un extrait intracellulaire brut, avec de 
la caféine comme substrat (paragraphe 8.2.1.2.). 

L’ensemble des résultats de ces deux études prouve que les groupements méthyles de la 
cafeine sont éliminés successivement. Par ailleurs, toutes les étapes de transformation de la 
caféine sont réalisées simultanément, permettant ainsi le développement des champignons. 

Les faibles quantités de théobromine, paraxanthine, 1MX et 7Mx, issues de la degradation 
in vivo (paragraphe 8.2.1.1.) ou in vitro (paragraphe 8.2.1.2.) de la caféine, combinées aux 
résultats des tests enzymatiques réalisés sur différentes méthylxanthines (paragraphe 8.2.2.) 
démontrent une certaine spécificité des mécanismes de déméthylation de la caféine chez 
Aspergillus Vl2A25. 

Le champignon procéderait préférentiellement à une N7déméthylation de la caféine 
conduisant à. la formation de théophylline ; suivie d’une NI-déméthylation conduisant a la 

formation de 3MX. Bien que nous n’ayons pas pu mettre en evidence la xanthine par analyse 

chromatographique, il est fort probable que la 3MX soit dégradée par -élimination .de son 
groupement méthyle. Aux vues des résultats obtenus in vivo pour Penicillium V33A25 

(paragraphe 8.2.1.1.), il est probable que le même mécanisme soit applicable à cette souche. 
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Nos résultats sont en accord avec ceux de SCHWIMME R et coll. (197 1) et ceux de INA 
(1971). Ces auteurs ont respectivement démontr6 qu’une souche de PeniciUium roquefortii 
dégradait la caféine en théophylline, et qu’une souche d’Aspergil1u.s niger dégradait la caféine en 
théophylline, 3-méthylxanthine et xanthine. L’utilisation d’une technique en CLHP nous a 
cependant permis d’affiner l’analyse des dérivés méthyl& produits, en identifiant plusieurs autres 
intermédiaires. Il semble donc que les champignons filamenteux appartenant aux genres 
Penicillium et Aspergillus, et isolés pour leur capacité à d@rader la caféine, réalisent 
essentiellement cette opération via la théophylline et la 3-méthylxanthine. 

Comme cela a été souligné dans l’analyse bibliographique, cette voie catabolique diffke de 
celles développées par d’autres organismes. Ainsi, on rappellera que chez les bactéries aptes à 
dégrader la caféine, les principaux intermédiaires métaboliques sont la théobromine et la 7MX 
(GLÜCK et LINGENS, 1987). Le catabolisme de la caféine chez l’homme est plus complexe, 
mais les réactions de déméthylation de la triméthylxanthine conduisent principalement à la 
formation de paraxanthine et de 1MX (BERTHOU et coll., 1989). Enfin, le catabolisme de la 
caféine est réalisé dans le caféier, via la’théobromine et la théophylline, elles-mêmes déméthylées 
en 3MX et 7MX (MAZZAPERA et coll., 1994a). 

Par ailleurs, les voies de dégradation des purines (dont la xanthine) jusqu’au stade de 
l’ammonium ont été élucidées chez Aspergillus nidulans (SCAZZOCCHIO et DARLINGTON, 
1968) et chez Penicillium chtysogenum (ALLAM et ELZAINY, 1969). Les principaux 
intermédiaires azotés sont : la xanthine. l’acide urique, a’allantoïne, l’acide allantoïque, l’ur6e et 
l’ammonium. Ces mêmes métabolites (l’ammonium excepté) ont été mis en évidence chez une 
souche de PS. putida apte à dégrader la caféine (FLECHER et LINGENS, 1977). 

En fait, cette voie catabolique des purines est commune à un grand nombre d’organismes 
vivants, le métabolite final étant fonction de la capacité de l’organisme 2 l’assimiler (LEHNINGER 
et coll., 1994). 

L’ensemble de ces résultats et de ces observations nous permettent donc de proposer un 
schéma de la voie de dégradation de la caféine en ammonium, mise en œuvre par Aspergillus 
V12A25 comme par Penicillium V33A25 au cours de leur culture en milieu synthétique liquide, à 

base de caféine comme unique source d’azote. Ce schéma est présenté dans la figure 8.3. 
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Figure 8.3 : Voie de dégradation de la caféine chez AspergiiiusV12A25 et PeniciiiiumV33A25. 
DBgradotion de la xanthlne en ammonlum d’ap&s SCA7ZOCCHIO et DARLINGTON (1968) : ALLAM et ELZAINY (1969). 
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83. REGULATION DE LA DEGRADATION DE LA CAFEINE 

Les conditions d’étude utilisées jusqu’alors (milieux synthétiques pauvres), nous ont permis 
d’écarter tout problème d’inhibition et de compétition au niveau du métabolisme de la caféine, 
qu’aurait inévitablement entraîné la culture des champignons sur un milieu complexe et riche. En 
utilisant la caféine comme seule source d’azote disponible pour leur croissance, nous avons donc 
toujours oriente le métabolisme des deux souches vers la dégradation complète de la purine. 

Ce principe de base a largement été adopté pour l’étude du métabolisme de la caféine chez 
des microorganismes aptes à la dégrader. Néanmoins, quelques auteurs ont montré que la 
dégradation de la caféine n’est pas inhibée lorsque le milieu de culture contient d’autres sources 
d’azote organique comme de l’extrait de levure (TSUBOUCHI et coll., 1985 ; GLÜCK et 
LINGENS, 1987 ; ASANO et CO~L, 1993). D’autre part, PERRAUD-GAIMB (1995) a montré que 
les souches Aspergilhs V12A25 et Penicillium V33A25 dégradent la caféine contenue dans la 
pulpe de café, substrat par ailleurs riche en matières azotées (paragraphe 2.3.3.2.). 

La présente étude aura pour objectif de déterminer si l’addition d’une source simple d’azote 
dans un milieu de cultumcontenant de la caféine, peut perturber la dégradation de celle-ci. Puis, à 
l’aide de tests enzymatiques, nous établirons si la dégradation de la caféine revêt un caractère 
constitutif, ou bien inductible chez Aspergillus Vl2A25. 

83.1. Effet in vive de la présence d’une source simple d’azote 

Une série d’expériences a été réalisée afin de connaître quelles conséquences pouvait 
entraîner l’addition d’une source simple d’azote au milieu de culture Caféine-Saccharose, sur la 
capacité des deux souches à dégrader la caféine. Le sulfate d’ammonium et l’urée ont été choisis 
comme complément azote : le premier, pour son rôle de régulateur du métabolisme de l’azote 

reconnu chez les champignons (PATBMAN et coll., 1973 ; SMITH et BERRY, 1976) ; et le 
second. parce qu’il correspond très vraisemblablement au dernier intermédiaire de la voie de 
dégradation de la caféine, avant l’ammonium (paragraphe 8.2.3.). 

8.3.1.1. Conditions ouératoires 

Le milieu témoin a été le milieu de base Caféine-Saccharose. Des volumes croissants de 
solutions concentrées et filtrées de sulfate d’ammonium ou d’urée ont été ajout& à ce milieu après 

autoclavage, de manière à satisfaire des quantités en atomes d’azote équivalentes à 10,50 et 100 % 
de celles initialement présentes sous forme de caféine. Les conditions standards d’inoculation et de 
culture ont été appliquées pour cette étude (paragraphe 3.3.). 
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Les milieux utilisés pour cette étude sont les suivants : 
R&tiClIl 

Carbone h&x.) / ltzote (caf.) 

cs Milieu témoin (caféine : 1 g.l-‘) 50 
CS+lOA Milieu CS contenant 0,136 g.l-’ de sulfate d’ammonium 45,5 
CS+SOA Milieu CS contenant 0,680 g.l-’ de sulfate d’ammonium 33,3 
CS+lOOA Milieu CS contenant 1,360 g.l-’ de sulfate d’ammonium 25 
CS+lOU Milieu CS contenant 0,062 g.l-’ d’ur6e 45,5 
cS+sou Milieu CS contenant 0,310 g.l-t d’urée 33,3 
cs+1oou Milieu CS contenant 0,620 g.l-’ d’urée 25 

8.3.1.2. Evolution de I’ur6e et du sulfate d’ammonium 

La figure 8.4 regroupe les cinkiques de consommation du sulfate d’ammonium et de l’urée 
pour chacune des souches cultivées sur les six milieux supplémentés en azote. Les résultats sont 
exprimés en équivalent ammonium. 

Les profils de consommation du sulfate d’ammonium et de l’urée sont comparables chez les 
deux souches. Après une phase de latente de 8 à 12 heures, Aspergilhs V12A25 et Penicillium 
V33A25 consomment totalement ces deux composés. Cependant, à teneurs équivalentes en azote, 
le sulfate d’ammonium est assimilé par les deux champignons de 1,5 à 2 fois plus rapidement que 
l’urke ; et les vitesses maximales de consommation du sulfate d’ammonium sont 4 fois supérieures 
à celles de l’urée (Figure 8.4). 

Al2 P33 

-0- CS+lOA -O- CS+SOA -D- CS+lOOA -O-CS+lOU -*- CS+SOU I- CS+loOU 

Figure 8.4 : Cultures d’Aspergil/us V12A25 et de Penicillium V33AZ5 en milieu CS 
supplémentés en sulfate d’ammonium ou en urée, 0 différentes concentrations. 

Evolutions du sulfate d’ammonium et de I’urée hprim6esen Qquhralent NHq+). 
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Ce résultat est peu surprenant puisque le sel d’ammonium constitue une source azotée 
directement assimiIable par les champignons filamenteux, connairement à l’urée qui doit 
préalablement subir l’action d’une uréase. 

8.3.1.3. Evolution de la caféine 

Nous avons représenté sur la figure 8.5 les cinétiques de dégradation de la caféine obtenues 
pour chacun des sept milieux de culture et pour chaque souche. A partir de ces cinétiques, les 
vitesses maximales de dégradation de la caféine et les temps estimés pour atteindre plus de 99 % 
de dégradation de la caféine ont été calculés (Tableau 8.2). 

- Dans les milieux avec ou sans supplément d’urée 

A partir des courbes des figures 8.5-C et 8.5-D, on constate globalement que l’addition d’urée 
dans les milieux de culture (de 0,062 à 0,62 g.l-‘) n’a que peu d’influente sur les cinétiques de 
dégradation de la caféine par Aspergillus V12A2S et Penicillium V33A25. Cette dégradation est 
toutefois initialisée plus rapidement dans les milieux avec urée, permettant ainsi de diminuer le 
temps de disparition de la purine d’environ 8 heures par rapport au témoin, dans le cas de 
PenicilIium (Figure 8.5-D et Tableau 8.2). Ce phénomène est probablement lié au fait que ‘la 
germination desconidies et la production de biomasse sont plus rapides dans les milieux CS+Urée 
que dans le milieu CS (paragraphe 8.3.1.5.). 

- Dans les milieux avec ou sans supplément de sulfate d’ammonium 

L’ajout de sulfate d’ammonium au milieu de culture s’est avéré a contrario très influant chez 
les deux souches. Dans un premier temps, on observe que le début de la dégradation de la caféine 
est d’autant plus retardé que la quantité d’ammonium est élevée dans le milieu de culture (Figures 
8.5-A et 8.5-B). Néanmoins, dans un deuxième temps, la caféine est complètement éliminée du 
milieu de culture. Le sulfate d’ammonium inhibe donc de manière temporaire la dégradation de la 
caféine par Aspergillus V12A25 et Penicillium V33A25. 

Pour Aspergillus V12A25, comparé au témoin, cet effet inhibiteur ne se fait réellement 
ressentir que pour des teneurs en sulfate d’ammonium supérieures à. 0,136 g.l-1 (Figure 8.5-A). Il 
se traduit uniquement par une prolongation du temps nécessaire à une complète dégradation de la 
purine ; les vitesses maximales restant inchangees par rapport à celle du témoin (Tableau 82). 
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Figure 8.5 : Cultures d’AspergillusV12A25 (A et C) et de Penicillium V33A25 (B et D) 
en milieux CS supplémentés ou non en sulfate d’ammonium (A et B) ou en urée (C et DL 

Evolution de la caféine. 

Tableau 8.2 : Cultures d’Aspergi//us V12A25 et de Penicihium V33A25 en milieux CS, 
supplémentés ou non en sulfate d’ammonium ou en urée, à différentes concentrations. 

Vitesses maximales de dégradation de la caféine et temps estimés 
pour atteindre 99 % de dégradation de la caféine. 
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Pour Penicilliwn V33A25, le début de la dégradation de la caféine est également retardé par 
rappott au témoin dans les milieux CS+SOA et CS+lOOA essentiellement (Figure 8.5-B). Mais 
l’apport d’ammonium de 0,136 à 1,36 g.l-’ permet par la suite d’accroître la capacité du 
champignon à dégrader la caféine, eh augmentant les vitesses maximales de dégradation d’un 
facteur 1,65 environ par rapport au témoin (Tableau 8.2). Dans le cas des milieux CS+lOA et 
CS+SOA, le temps nécessaire à une dégradation complète de la caféine par Penicillium V33A25, 
est alors fortement réduit par rapport à celui du témoin (de 18 et 11 heures respectivement). Par 

contre, pour la culture en CS+lOOA, à une phase rapide de dégradation de la caféine, succède un 
ralentissement de la dégradation, corrélee à un appauvrissement en source carbonée (Tableau 8.3, 
paragraphe 8.3.1.5.). Ceci provoque donc une augmentation du temps nécessaire à une 
dégradation complète de la caféine. 

Il est peu probable que la stimulation de la dégradation de la caféine chez Penicilhm 
V33A25 soit due à une activation strictement biochimique de la dégradation de la caféine. Par 
contre, la modification du mode de développement du champignon (exposée dans le paragraphe 
8.3.1.5.), et sa croissance plus rapide dans les milieux suppldmentés en ammonium (Tableau 8.3, 
paragraphe 8.3.1.5.) seraient à l’origine de ce phénomène. 

8.3.1.4.1 

Afin de mieux visualiser l’influence de chaque source simple #azote sur la dégmdation.de la 
caféine, nous avons représenté pour chaque milieu de culture, les cinétiques de consommation de 
la source simple d’azote et de la purine ; ainsi que l’évolution du pH. La figure 8.6 reprend 

uniquement les cinétiques obtenues sur milieux CS témoin, CS+SOA et CS+SOU. Pour les deux 
souches, des résultats identiques sont obtenus en comparant les profils de disparition de la caféine 
et de la source d’azote des milieux CS+lOA/U, comme des milieux CS+lOOA/LJ (cf. annexe 4). 

- Evolution des sources d’azote 

La comparaison des cinétiques de dégradation de la caf6iie d’une part et de la source simple 
d’azote d’autre part (PiFigure 8.6), nous permet de conclure, pour les deux souches, que : 

- l’addition d’urée n’a pas d’effet inhibiteur sur la dégradation de la caféine. Les deux 
composés azotés sont dégradés simultanément. 

- l’addition d’ammonium provoque une inhibition totale de la dégradation de la caféine. 
Cette inhibition est levée après complète assimilation du sulfate d’ammonium. 

La dégradation de la caféine par Aspergillus Vl2A25 et Penicillium V33A25 est donc 
soumise à une régulation par les ions ammonium. La ,nature de cette régulation sera précisée au 
cours d’une étude plus spécifique (paragraphe 8.3.2.2.). 

Résultats et Discussion 
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Al2 : CS timoln 

A12 : CS+SOA 

A12: CS+SOU 

l’33 : CS+SOA 

-O- Caféine -O- honium ou Ur& X- pH 

Figure 8.6 : Cultures d’AspergillusV12A25 et de Penicillium V33A25 en milieux (2% 
supplbmentés ou non en sulfate d’ammonium à 068 g.tl, ou en urbe à 0.31 g;t’. 

Evolution du pH et comparaison des cinétiques de consommation 
de la cafbine et de la source simple d’azote. 
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- Evolution du pH 

L’évolution du pH du milieu de culture apparaît également comme une caractéristique 
significative dans ces essais. 

Dans toutes les cultures &Aspergillus ou de Penicillium en milieux CS+Ammonium, on 
observe une baisse du pH corrélée à la consommation de l’ammonium (Pigure 8.6), qui est d’autant 
plus importante que la teneur initiale en sulfate d’ammonium est 6levée. Ainsi, ‘le pH du milieu 
atteint des valeurs de 2,35 pour les cultures en CS+5OA, et de 2,05 en moyenne pour les cultures 
en CS+lOOA. Lorsque l’ammonium a totalement disparu du milieu, le pH se stabilise et reste 
constant jusqu’a la fin de la culture. Il est intéressant de souligner que les deux microorganismes se 

développent et dégradent toujours la caféine même à des valeurs de pH très faibles. 

La baisse du pH corrélée à la consommation d’ammonium est un phénomène bien connu chez 
les champignons filamenteux. L’assimilation des ions ammonium entraîne la libération de protons 
H+ et donc une aciditïcation du milieu extracellulaire (SMITH et BERRY, 1976 ; ONIONS et 
coll., 1981). 

Dans les milieux CS+Urée, l’évolution du pH est similaire à celle du milieu témoin. Une 
16gère acidification de 1 unit6 pH environ dans les cultures d’Aspergilh V12A25, et de 0,7 unité 
pH environ dans celles de Penicillium V33A25, est corrélée à la dégradation de la caféine. Par la 
suite, le pH augmente d’autant plus que la quantité d’urée présente initialement est importante. 
Cette alcahnisation des milieux de culture estcependant plus marquée chez Aspergihs V12A25 
que chez Penicillium V33A25. Elle pourrait correspondre à un début de lyse des cellules. 

Ces observations soulignent encore la modification du comportement des champignons 
filamenteux (donc de leur métabolisme général) que provoque l’addition du sulfate d’ammonium 
dans le milieu de culture Caféine-Saccharose. 

8.3.1.5. Effets sur la biomasse mvcélienne 

L’addition d’une source simple d’azote au milieu de base Caféine-Saccharose, entraîne des 
modifications notables du comportement des champignons filamenteux. Ces modifications 
touchent particulièrement tous les stades de développement des souches. 

- Structures somatiques pour Penicillium et Aspergillus 

- Chez Penicillium V33A25, la présence du sulfate d’ammonium comme celle d’urée 
permet d’accélérer la germination, et d’augmenter .le pourcentage de germination des-conidies. 

Résultats et Discussion 
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En présence d’urée, les pelotes mycéliennes apparaissent plus vite dans les milieux de culture 
que dans le milieu témoin. Le. mycélium se ramifie et se développe également plus rapidement. 
Par la suite, le développement des pelotes ainsi que l’aspect du mycélium deviennent comparables 

à ceux du témoin (grosses pelotes très denses en fin de culture). 

Par contre, en présence de sulfate d’ammonium plusieurs modifications morphologiques sont 
observées. Le mycélium forme une sorte de réseau lâche plus ou moins dense, et les quelques 
pelotes mycéliennes formées restent de taille variable et peu denses (Figure 8.7-A). Ce phénomène 
est probablement à l’origine de l’augmentation des vitesses de dégradation de la caféine enregistrée 
pour ces milieux ; la dispersion du mycélium permettant d’augmenter la surface globale d’échange 
entre le milieu et la masse mycélienne (paragraphe 8.3.1.3.). 

Par ailleurs, lorsque la teneur en sulfate d’ammonium est faible (CS+lOA), la morphologie du 
mycélium reste normale et comparable à celle observée dans le milieu témoin. Par contre, dans.les 
milieux à fortes concentrations en ammonium (CS+SOA et CS+lOOA), le diamètre du mycélium 
devient irrégulier : large et trapu près de la conidie mère; il présente des zones de renfIements 
(“noeuds”) sur toute sa longueur et des extrémités plus étroites (Figure 8.7-B). 

-Chez Aspergillus V12A2.5, la germination des conidies est également accélérée en 
présence de sulfate d’ammonium ou durée. Dans tous les cas, les conidies se regroupent et 
forment par la suite des pelotes myceliennes. 

]En présence durée, le diamètre des pelotes augmente plus rapidement, mais leur aspect 
général reste identique à celui des pelotes du milieu témoin. 

Comme dans le cas de PeniciZIium, plus les milieux de culture sont supplémentés en sulfate 
d’ammonium, plus le mycélium d’Aspergilh se transforme morphologiquement. Il devient très 
cloisonné et trapu, rendant ainsi les pelotes très denses (Figure 8.7-C et D). 

- Structures reproductrices pour Penicillium et Aspergillus 

- Pour Penicillium V33A25, aucune conidiogenèse n’est apparue dans tous les milieux de 

culture. Par contre, après 44 heures de culture dans les milieux CS+Urée et seulement après 
66 heures dans les autres milieux, des morceaux assez longs de mycélium sont visibles dans le 
surnageant de culture, certainement détachés des pelotes mycéliennes. 

Résultats et Discussion 
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- Pour Aspergilhs V12A25, aucune conidiogenèse n’est apparue dans les milieux 
contenant initinlement beaucoup de sulfate dammonium (CS+SOA et CS+lOOA). Seuls de 
nombreux petits fragments de mycklium sont visibles ap&s 48 heures d’iicubation. SMITH et 
BERRY (1975) avaient d&jb rapporté que les sels d’ammonium avaient un effet inhibiteur sur la 
conidiogeni?se des champignons cultMs en milieu submergé. Dans tous les autres milieux (CS et 

CS+Un!e), une conidiogenk est observable aprks 40 heures d’incubation. 

A. P33 CS+lOOA (x100) B. P33 CS+lOOA (x400) 

C!. Al2 C%lOOA (x100) D. Al2 CS+lOOA (x4Oy-. 

Figure 8.7 : Vues au mlcmxope optique d’AspergmsV12A25 et de Penlcillium V33A25 
cdtlv& en mlew CS+lCUA apr&2 à 310~1s blncubatlon. 
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En conclusion, la présence d’urée ne modifie que partiellement la morphologie gén&ale des 

deux souches. En revanche, l’addition de sulfate d’ammonium à plus de 0,136 g.l-’ dans le milieu 
de culture, provoque de profondes transformations a priori permanentes puisqu’elles sont toujours 
observables après la complete consommation de ce substrat. Il se pourrait que ces modifications 
morphologiques soient liées à la forte acidification du milieu de culture, en présence de sulfate 
d’ammonium. Il n’est cependant pas possible de savoir si ces changements sont directement 
impliqués dans l’inhibition de la dégradation de la caféine, en provoquant par exemple des 
modifications des systèmes de transport ou de reconnaissance de la molécule au niveau des parois 
cellulaires des champignons. 

Les quantités de biomasse et de sucres résiduels mesurées à 72 et 90 heures de culture sont 
regroupées dans le tableau 8.3. Ces résultats montrent que la source de carbone n’a pas été un 
facteur limitant de la croissance des champignons puisqu’elle n’a été épuisée qu’après la disparition 
des sources d’azote, excepté pour la culture de Penicillium V33A25 sur CS+loOA. Ceci 
expliquerait le ralentissement de la dégradation de la caféine observé pour cet essai en fin de 
culture (Figure 8.5-B, paragraphe 8.3.1.3.). 

L’addition durée ou d’ammonium en fortes proportions, permet d’atteindre plus rapidement 
les maxima de production de biomasse, dès 72 heures de culture (fableau 8.3). Ceci est dû à la 
diminution du temps de germination des conidies d’Aspergillus comme de Penicillium, quelque 
soit la source simple d’azote ajoutée au milieu de base. Cette diminution du temps de germination 
est une conséquence directe de la mise à disposition de quantités importantes d’azote facilement 
assimilable par les champignons filamenteux. 

Tableau 8.3 : Cultures d’Aspergil/us V12A25 et de Penicilllum V33A25 en milieux C?L 
supplémentés ou non en sulfate d’ommonium ou en urée, 0 différentes concentrations. 

Biomasses et sucres résiduels après 72 et 90 h. d’incubation (Saccharose initial : 29Ag.l% 

* nd : non déterminé 
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Enfin, on notera que la consommation du saccharose par les deux souches est d’autant plus 
importante que la quantité ajoutée en source simple d’azote augmente. Cependant, cette 

surconsommation de saccharose ne se traduit pas forcément par une augmentation de la biomasse 
produite. Ainsi, dans le cas de l’ajout d’urt?e, les quantités de biomasse produites restent similaires 
voire inferieures à celles obtenues dans les cultures témoins. Il s’ensuit une diminution des 
rendements en biomasse par rapport aux temoins, plus importante dans les milieux CS+Urée que 
dans les milieux CS+Ammonium Il est possible que nous soyons en présence d’un phénomène de 
découplage énergkique, dû au rapport C!JN élevé. Cependant, l’objectif de ce travail étant axé sur 
l’&tude du m&abolisme azoté. nous n’avons pas cherché à préciser plus en avant ce phénomène. 

8.3.1.6. R61e de l’ammonium sur la démadation de la caféine 

Lors de la présente étude, nous avons démontre que la dégradation de la caféine par 
Aspergillus Vl2A25 et Penicillium V33A25, est soumise à un phénomène de régulation par 
l’ammonium ; alors que I’un?e ne présente pas d’effet rr?gulateur. L’addition de sulfate d’ammonium 
dès 0,136 g.l-’ (soit = 2 mM d’ions ammonium) au milieu de culture Caféine-Saccharose, serait a 
priori suffisante pour inhiber la dégradation de la caféine par Aspergillus V12A25 et Penicillium 
V33A25. Le phénomène est néanmoins plus visible à des concentrations de 10,3 et 20,6 mM 
d’ammonium. Cette inhibition n’est levée qu’après assimilation complète de l’ammonium par les 
champignons (Pigure 8.6, paragraphe 8.3.1.4.). 

PAIEMAN et coll. (1973) ont étudié chez Aspergillus nidulans l’effet de l’addition d’urée 
ou d’ammonium à 10 mM dans des milieux contenant d’autres sources d’azote plus complexes. US 

ont avance que si l’ammonium entraînait un phénomène de répression catabolique, la où l’urée 

n’avait aucun effet, le niveau de la régulation était alors fonction de la concentration extracellulaire 
en ions ammonium, et non intracellulaire. Il est donc fort probable que la dégradation de la caféine 

par Aspergillus V12A25 et Penicilliwn V33A25 soit régie par le même principe. 

Seuls les travaux de ROUSSOS et coll. (1994) avaient précédemment porté sur l’effet de 
l’addition de sources simples d’azote sur la physiologie d’un microorganisme apte à dégrader la 
caféine. Ces auteurs ont étudié la même souche de Penicillium (Penicillium V33A25), en la 
cultivant sur de la pulpe de café par une technique de fermentation en milieu solide. Ils ont montre 
qu’après 72 heures de culture, la caféine n’est pas dégradée lorsque d’importantes quantités de 
sulfate d’ammonium et/ou d’urée sont ajoutées à la pulpe de caf& (à 3,75 et 1,75 % p/p 
respectivement) ; alors que dans le témoin, toute la caféine est éliminée. Dans ce cas, les auteurs 
ont conclu à un effet inhibiteur du sulfate d’ammonium mais egalement de l’urée. Cependant, il est 

vraisemblable qu’une hydrolyse partielle de l’urée lors de la stérilisation du milieu par autoclavage, 
ait libéré des ions ammonium dans la pulpe. Ce phénomène serait à l’origine de l’inhibition de la 

dégradation de la caféine observée dans le lot de pulpe supplémentée en urée uniquement. 

R&&ats et Discussion 
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Les mécanismes de régulation du métabolisme azoté par l’ammonium ont été par ailleurs 
largement étudiés chez les champignons filamenteux (SMITH et BERRY, 1976) ; tant au niveau 
de ses effets sur le métabolisme primaire (PATEMAN et coll., 1973 ; DOWNEY, 1978 ; CHOE et 
YOO, 1991) que sur le métabolisme secondaire (SANCHBZ et coll., 1981 ; ROLLINS et 
GAUCHER, 1994). L’ammonium peut agir en tant que répresseur de la synthèse d’enzymes, 
comme dans le cas de la nitrate réductase (SMITH et BERRY, 1976). 11 peut également réprimer 
les systèmes de transport de métabolites, comme dans le cas du L-glutamate ou de l’urée chez 
Aspergillus nidulans (PATEMAN et coll., 1973). Par contre, lkmmonium n’est jamais cité 

comme inhibiteur direct d’enzymes. 

Nous avons voulu dès lors compléter nos résultats obtenus in vivo à laide de tests réalisés irz 
vitro sur des extraits intracellulaires bruts d’Aspergil1u.s V12A25, afin notamment d’expliquer 
plus en détail le mode d’action de l’ammonium chez cette souche. 

8.3.2. Etude in vitro de la régulation de la dégradation de la caféine chezAsperg2lus 

Nous venons de démontrer que la dégradation de la caféine est soumise à une régulation par 
l’ammonium chez les souches Aspergillus V12A25 et Penicillium V33A2S. La recherche de 
l’activité caféine déméthylase réalisée sur des extraits intracellulaires bruts d’Aspergi1Zu.s V12A25 
cultivé dans différentes conditions, devrait nous permettre d’élucider certains aspects du 
mécanisme de régulation du catabolisme de la caféine, mis en jeuchez ce microorganisme. 

8.3.2.1. Inductibilité ou constitutivité des activités déméthylasiques 

A notre connaissance, le caractère inducfible ou constitutif de la dégradation de la caféine n’a 
jamais été défini précisément chez aucun des microorganismes étudiés pour cette aptitude. 

“Dans ce but, nous avons essayé de mettre en évidence les activités caféine et théophylline 
déméthylases danstrois extraits intracellulaires bruts d’Aspergi1lu.s obtenus à partir de cultures sur 
trois milieux différents. Ces milieux avaient pour seule différence la nature de la source d’azote : 

la caféine, l’acide urique et l’urée. Leurs concentrations ont été calculées pour satisfaire le même 
rapport C!/N que celui du milieu Caféine-Saccharose de base. 

Il s’agissait donc des milieux : 

- Caféine-Saccharose (CS) 
- Acide Urique-Saccharose (AcLJS) : acide urique à 0,866 g.1’ 
- Urée-Saccharose (US) : urée à 0.62 g.1’ 
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L’urde a été choisie comme source alternative d’azote parce que sa structure chimique est très 
différente de la caféine. De plus, comme nous venons de le démontrer, elle n’inhibe pas la voie de 
d&radation de la caféine. Inversement, l’acide urique a été choisi parce que sa structure chique 
est proche de celle de la triméthylxanthine (cf. Annexe 3), et qu’il fait vraisemblablement partie 
des premiers intetmédiaires de cette voie catabolique. Nous avons voulu ainsi évaluer le degn? de 
spécificité du mécanisme de reconnaissance de la caféine par le champignon, dans le cas ou 
l’activité déméthylasique ne s’avérerait pas constitutive. 

- Conditions opératoit-& 

Les trois milieux de culture ont été ensemencés et incubes dans les conditions standards, 
pendant 37 heures. Le milieu US a été préparé comme indiqué dans le paragraphe 8.3.1.1. 

Le traitement de la biomasse fraîche d’Aspergil1u.s V12A25 a été r6aliié dans les conditions 
définies au paragraphe 3.7.1. Les prélèvements ont néanmoins été de 40 ml de milieu pour les 
cultures en US et AcUS contre 80 ml pour la culture en CS : car la biomasse produite était plus 
importante dans ces deux premiers milieux. Par ailleurs, le tampon phosphate utilisé contenait de 
l’acide ascorbique à 1 mh4 au lieu du Dithiothréitol. 

L’activité caféine déméthylase a été testée sur les trois extraits bruts dans les conditions 
définies au paragraphe 3.7.2. Parallèlement, l’activité théophylline déméthylase a été testée sur les 
extraits bruts issus des cultures en CS et AcUS uniquement. Les essais ont été incubés à 30°C 
pendant 2 heures. Les échantillons ont enfin été traités et analysés dans les conditions décrites 
pour l’anaIyse en CCM (paragraphes 3.6.1.2. et 3.62.). 

-Résultats expérimentaux et interprétation 

Les activités caféine et théophylline déméthylases sont présentes dans les extraits 
intmcellulaires bruts d’Aspergil1u.s cultivé sur milieux Caféine-Saccharose et Acide Urique- 
Saccharose. Par contre, l’activité caféine déméthylase est absente de l’extrait brut d’Aspergi1lu.s 

cultivé sur urde comme seule source d’azote. L’urée n’ayant pas d’effet régulateur sur la 
dégradation de la caféine, nous pouvons alors conchrre que chez Aspergillur Vl2A25, la 
biosynthèse des déméthylases impliquées dans la dégradation de la caféine est inductible. 

On rappellera que lfnductibilité de ces enzymes par la caféine avait été suggérée lors de la 
mise au point de la technique d’analyse des décaféinases (paragraphe 722.3.). En effet, SIOUS 

avons montré alors que les extraits intracellulaires bruts d’Aspergi1lu.s V12A25 ne piésentaient 

plus d’activit6 caféine déméthylase lorsque la caf&e avait totalement été dpui&e du milieu de 
culture (Caféine-Saccharose) ayant servi à produire le mycélium 
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Par ailleurs, les essais positifs obtenus sur l’extrait brut issu de la culture en milieu AcUS, 
démontrent que le mécanisme d’induction des d6caféinases n’est pas très spécifique à la caféine ; et 
que la biosynthèse de ces enzymes peut être induite par l’acide utique, molécule chimiquement 
voisine de la caféine. Il est alors probable que la synthèse de l’urate oxydase, responsable de la 
transformation de l’acide urique en allantoïne, comme la synthèse de la (des) enzyme(s) 
impliquée(s) dans la déméthylation de la caféine, soient gouvernées par le même système 
d’activation au niveau génomique. 

Ces résultats sont confortés par ceux de SCAZZOCCHIO et DARLINGTON (1968). Ces 
auteurs ont en effet démontre chez Aspergillus nidulans que toutes les enzymes impliquées dans 
la voie de dégradation de la xanthine en ammonium (excepté l’tm?ase) sont inductibles de manière 
non-spécifique. Ainsi ces auteurs ont établi que l’acide urique était inducteur de la synthèse de 
l’urate oxydase, mais aussi de la xanthine déshydrogénase, responsable de la formation de cet 
intermédiaire par oxydation de la xanthine. Les resultats similaires que nous obtenons sur l’effet 
inducteur de l’acide urique, confortent de ce fait l’hypothèse selon laquelle la voie de déméthy- 
lation de la caféine en xanthine et celle de dégradation des purines seraient intimement liées. 

8.3.2.2. Mécanisme de rrkulation uar l’ammonium 

A l’aide d’une deuxième série d’essais, nous avons voulu élucider le mode d’action de 
I’ammonium ; et notamment définir s’il agissait en tant qu’inhibiteur direct du système 
enzymatique responsable de la déméthylation de la caféine, ou en tant que “répresseur” de la 
synthèse de ce système (ou plus exactement en tant que signal moléculaire à l’origne du blocage 
de cette synthèse). 

- Conditions opératoires 

Des cultures Uspergillus V12A25 en milieux CS et CS+lOOA ont 6té conduites dans les 
conditions standards. Les biomasses obtenues ont été traitées après 30 heures d’incubation 
(période pendant laquelle la caféine n’est pas dégradée dans le milieu CS+lOOA). La biomasse de 
trois cultures en milieu CS a été utilisée pour cet essai atïn d’obtenir une quantité suffisante de 
matériel. Parallèlement, seule la biomasse d’une culture en milieu CS+lOOA a été utilisée. 

La biomasse d’Aspergil1u.s V12A25 a été ensuite traitée dans les conditions standards. Des 
essais enzymatiques pour la mise en évidence de l’activité caféine déméthylase ont été n?alisés sur 
chaque extrait brut dans les conditions standards ; avec ou sans addition de sulfate d’ammonium 
dans le volume réactionnel, à 0,5 mM en concentration fmale (quantité équimoltie à celle de la 
caféine). Enfin, le traitement et l’analyse des échantillons ont été réalisés dans les conditions 
décrites pour l’analyse par CCM (paragraphes 3.6.1.2. et 3.6.2.). 

Résultats et Discussion 
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- Résultats expérimentaux et interprétation 

L’activité caféine déméthylase est présente dans l’extrait intracellulaire brut issu de la culture 
en milieu Caféine-Saccharose. Elle n’est pas affectée par la pr6sence d’ions ammonium (même 
intensit& des taches correspondant à la théophylline). Par contre, il n’y a pas d’activité 
déméthylasique dans l’extrait brut issu de la culture en milieu CS+lOOA (stoppée avant le début de 
la dégradation de la caféine). 

D’après ces résultats, on peut conclure que l’ammonium n’est pas un inhibiteur de la caféine 
déméthylase, mais qu’il agit globalement comme un agent répresseur de la synthèse du systéme 
impliqué dans le mécanisme de déméthylation de la caféine. Malheureusement, ces travaux ne 
permettent pas de définir si la répression par l’ammonium porte directement sur la synthèse des 
enzymes responsables de la IV-déméthylation de la caféine, ou bien sur les systèmes de 
reconnaissance ou de transport de la caféine au niveau de la paroi fongique (ou encore une 
combinaison des deux). Dans le deuxième cas, la caféine ne pourrait pas jouer son rôle 
d’inducteur, et par voie de conséquence, il n’y aurait pas de synthèse de la (des) décaféinase( 

A notre connaissance, l’existence d’un transport actif de la caféine n’a jamais été établie pour 
les microorganismes. Toutefois, de tels systèmes ont été décrits pour d’autres purines. Ainsi, 
DARLJNGTON et SCAZZOCCHIO (1967) ont démontré l’existence de deux systèmes de 

transport chez Aspergillus nidulans : l’un plutôt spécifique à l’hypoxanthine, l’adénine et la 

guanine ; l’autre plutôt spécifique à la xanthine et à l’acide urique. Ces auteurs n’excluaient 
cependant pas la possibilité d’une diffusion passive de ces composés à travers la paroi du 
champignon. 

Par ailleurs, SCAZZOCCHIO et DARLINGTON (1968) ont démontré l’effet répresseur de 
l’ammonium sur toutes les enzymes de la voie de dégradation des purines, sans pour autant 
préciser son niveau exact d’action. PATEMAN et coll. (1973) ont par la suite établi que 
l’ammonium extracellulaire réprimait entre autres le système de transport de l’urée et la synthèse 

de la xanthine déshydrogénase. 
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8.4. CONCLUSION 

Au terme d’études visant à identifier les premiers intermédiaiis métaboliques issus de la 
dégradation de la caféine par Aspergillus Vl2A25 et Penicilliwn V33A25, un schéma du 
catabolisme de la caféine commun aux deux champignons filamenteux, a été proposé (P$ure 8.2). 
Les principaux composés formés par réactions successives de type N-déméthylaüon, sont la 
théophylline et la 3-méthylxanthine ; comme cela a déjà 6té observé dans le cas d’autres souches 
d’Aspergihs et de Penicillium (INA, 1971; SC HWIMMER et coll., 1971). 

Nous avons démontré chez Aspergillus VI2825 que le système enzymatique impliqué dans 
la déméthylation de la caf6ine est inductible par ce substrat, mais également par l’acide urique 
(intermédiaire probable dans la voie métabolique de la caféine). Par contre, l’urée (autre 
intermédiaire probable) n’a pas d’effet inducteur. 

De plus, l’urée n’a pas d’effet inhibiteur sur la dégradation de la caféine par Aspergillus 

Vl2A25 et Penicilliwn V33A25. Par contre, le métabolisme de la caféine est soumis à une 
rbgulation par les ions ammonium présents dans le milieu extracellulaire. Cette régulation se 
traduit par une inhibition de la dégradation de la purine,+ dont la levée n’est obtenue qu’après 
assimilation complète de l’ammonium. De plus, l’addition de sulfate d’ammonium au milieu de 
base Caféine-Saccharose entraîne des modifications morphologiques importantes chez les deux 
souches. 

Enfin, nous avons démontré chez Aspergillus V12A25 que l’ammonium n’est pas un 
inhibiteur direct de la caféine déméthylase. Par contre, il présente un effet répresseur certain, 
dont la nature exacte reste cependant à établi : l’effet répresseur pouvant être “direct” (répression 

portant sur la synthèse d’enzymes impliquées dans la voie catabolique de la cafëie), et/ou 
“indirect” (inhibition ou répression du système impliqué dans le transport de la caféine à travers la 

paroi fongique). 

Le mécanisme de mgulation de la dégradation de la caféine apparaît donc très complexe. Les 
ttavaux présentés dans ce chapitre auront néanmoins permis de dégager certains aspects 
importants de son fonctionnement ; ce qui n’avait jamais-été réalisé chez d’autres microorganismes 
aptes à dégrader la caféine. 

Résultats et Discussion 
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9. CONCLUSION GENERALE 

La caféine ou 1,3,7+iméthylxanthine est en grande partie responsable’ de la toxicité de la 
pulpe de café, à cause de ses nombreux effets ami-physiologiques. C’est ,pourquoi, malgré un 
important potentiel nutritionnel, ce principal sous-produit de l’agro-industrie du café n’a pas été 
utiliié comme complément en alimentation animale, jusqu’à ce qu’une équipe de chercheurs 

mettent en évidence la possibilité de décaféiner la pulpe de café a l’aide de champignons 
filamenteux (AQUIAIIUAIL et coll., 1988). 

Une telle propriété est assez rare chez les champignons comme chez la plupart des 
microorganismes. Peu d’études ont été réalisées sur ce thème, contrairement aux nombreux 
travaux effectués chez l’homme et les animaux de laboratoire. Il devenait donc intéressant 
d’étudier la physiologie de croissance de ces champignons filamenteux cultivés sur un milieu 
synthétique à base de caféine, afin de comprendre et de mieux cerner les mécanismes de 
dégradation de cet alcaloïde et de maîuiser tous les facteurs externes pouvant l’influencer. 

Deux microorganismes, Aspergillus Vl2A25 et Penicillium V33A25, ont été préalablement 
sélectionnés pour cette étude dans le but de comparer leur comportement respectif vis-à-vis de la 
caféine, et de définir si les mécanismes mis en jeu par ces souches appartenant aux deux genres de 
champignons filamenteux les plus couramment rencontrés en agro-alimentaire, étaient similaires. 

Une approche systématique nous a permis dans un premier temps de caractériser ces deux 

souches sauvages sur la base de critères morpho-physiologiques observés pour des cultures en 
milieux gélosés standards. L’analyse taxonomique permet de rapprocher la souche Vl2A25 de 
l’espèce Aspergilh tamarii ou de l’espèce Aspergillus oryzae (d’après RAPER et FENNELL, 
1965) ; et la souche V33A25 de l’espèce Penicillium crustosum (d’après PIlT, 1979). Par ailleurs, 
la croissance apicale et l’indice de spomlation de ces souches sont différents et révèlent 
qu’Aspergi1lu.r Vl2A25 envahit rapidement la surface des milieux de culture avec une faible 
production de conidies, alors que Penicillium V33A25 présente un comportement inverse. 

Ces premières caractéristiques établies, nous avons mis au point deux méthodes d’analyse de 
la caféine et de ses dérivés potentiels (les di- et monométhylxanthines) qui devaient nous servir à 
définir le comportement des champignons cultivés en présence de caféine. 

Une première méthode par chromatographie liquide haute performance a été optimisée pour 
le dosage quantitatif des méthylxanthines. La séparation de toutes les méthylxanthines entre elles 
ainsi que d’un étalon interne (la l3-hydroxyéthylthéophylline) a été obtenue à l’aide d’un système 
d’élution par gradient, avec une très bonne résolution. 
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Une deuxieme méthode par chromatographie sur couche mince a été développée, 
principalement dans le but d’anafyser rapidement les résultats de tests enzymatiques. Bien que 
qualitative, cette méthode est très sensible pour la détection des activités caféine déméthylase. 
Ceci est dû en grande partie à une étape préalable d‘extraction/concentration des méthylxanthines, 
qui permet de récupérer 100 % du principal produit de dégradation de la caféine (la théophylline). 

A l’aide de ces deux méthodes d’analyse de la caféine et de ses dérivés, nous avons été en 
mesure d’établir les principaux paramètres de culture conduisant à une utilisation optimale de la 
caféine par les deux champignons filamenteux. Les conclusions de cette étude sont les suivantes : 

- les deux souches sont capables de se développer dans un milieu liquide synthétique de 
base, contenant de la caféine comme unique source d’azote ; mais ne peuvent utiliser à 
la fois celle-ci comme source de carbone (même en concentrations non toxiques). 

-les facteurs qui influencent. fortement la dégradation de la caféine par les 
microorganismes sont la concentration initiale en caféine, la température d’incubation, 
l’addition d’oligo-éléments et la co-P&ence d’ions ammonium. 

Ainsi, il a été démontré que la principale caractéristique physiologique qui distingue les deux 
champignons filamenteux est le seuil de résistance à la caféine. Penicillizm V33A25 rtkiste 
mieux aux concentrations élevées en caféine puisque sa croissance est inhibée pour des teneurs 

comprises entre 20 et 50 g.l-‘, alors que celle d’Aspergil1u.s Vl2A25 est inhibée pour des teneurs 
comprises entre 10 et 20 g.l-t. L’adaptation à la caféine de Penicillium V33A25 se traduit par de 
faibles modifications morphologiques, beaucoup moins marquées que celles observées chez 
Aspergillw Vl2A25 cultivé h plus de 5 g.l-‘. D’une manière générale, sur le plan morphologique, 
Penicillium V33A25 se distingue d’Aspergil1u.t Vl2A25 par l’absence de production de formes 
de reproduction asexuée, lorsqu’il est cultivé sur un milieu liquide contenant de la caféine. Par 

contre, les pelotes mycéliennes formées par Aspergilhs en milieu liquide sont plus lâches que 

celles formées par Penicillim, facilitant de ce fait les échanges entre le milieu de culture et le 
microorganisme. 

Malgré ces différences de résistance vis-à-vis des concentrations élevées en caféine, des 
performances identiques sont enregistrées pour ces deux souches en matière de vitesse maximale 
de dégradation de la caféine. Celles-ci sont de l’ordre de 85 mg.l-‘.h-r et sont obtenues pour des 
concentrations initiales en caféine voisines de 5 g.l-? 

Les températures optimales de croissance sont respectivement comprises entre 20 et 25T 
pour Penicillium V33A25 et entre 25 et 3OT pour Aspergillus V12A25. A 3S’C, la germination 
des conidies de Penicillium V33A25 est totalement inhibée. A cette température la croissance 
cMspergillus Vl2A25 et lavitesse de dégradation de la caféine sont ralenties. 
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L’addition dans le milieu de culture de base d’une solution complexe d’oligoéléments 
comprenant essentiellement du fer, du zinc, du manganèse, du cuivre voire du calcium est 
indispensable à la bonne croissance des deux champignons dans un tel milieu synthétique. Par 
contre, le cobalt et le molybdène ne pmsentent aucun intérêt. 

Chez Penicillium V33A25, la dégradation de la cafëie est accélérée par l’ajout de sulfate 
d’ammonium à. 0,136 .g.l-*. Chez Aspergillus Vl2A25, la pnkence d’ions ammonium dans le 
milieu de culture s’avere rapidement néfaste pour des teneurs supérieures à cette concentration. 

En fait, au cours d’une étude plus approfondie, il a été démontré que la présence d’ions 
ammonium dans le surnageant de culture inhibe la dégradation de la caféine chez les deux 
champignons ; cette inhibition n’étant levée qu’après une complète disparition de ces ions. A 
l’inverse, l’urée ne présente aucun effet inhibiteur ; ce composé est utilisé conjointement ?i la 
caféine par les deux champignons. De plus, l’addition de sulfate d’ammonium au milieu de cultum 
de base entraîne des modifications importantes de la morphologie des souches (P&ure 8.7). On 
soulignera entre autres chez Penicillium V33A25 un développement mycélien sous forme de 
réseau qui est vraisemblablement à l’origine de l’accroissement de la vitesse maximale de 
dégradation de la caféine par cette souche, lorsqu’elle est cultivée dans de telles conditions 
(caféine + ammonium). 

Enfin, les parametres suivants présentent des effets plus modérés sur la dégradation de la 
caféine, et peuvent influencer la production de biomasse : 

-un taux d’inoculation de 106 conidiesml-t initialement produites aprés 4 à 7 jours 
d’incubation sur un milieu de culture semi-synthétique (Café Moulu-Saccharose), 
apparaît optimal pour une dégradation rapide de la caféine et un développement 
homogène des champignons. 

-l’utilisation du saccharose plutôt que celle du glucose comme source de carbone 
favorise légèrement la croissance des deux microorganismes. La concentration initiale 

de la source de carbone influence peu la dégradation de la caféine (entre 5 et 30 g.l-*). 
Par contre, elle détermine la quantité finale de biomasse. Pour une concentration initiale 
en saccharose de 30 g.l-‘, les biomasses maximales ont été de 10 g.l-* (poids sec) 
environ pour chaque souche. Dans ces conditions, il est possible d’obtenir une 
dégradation complète et sans ralentissement de la caféine initialement présente entre 3 
et 4 g.l-t ; ce qui correspond à. un rapport C/N compris entre 17 et 13. 

- un pH initial acide (= 4) du milieu de culture permet d’éviter la production de pigments 

par les champignons en fin de croissance. Ces pigments sont sources d’interférences 
lors des analyses par CLHP. 
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L’ensemble de ces observations démontre une certaine .simihuité dans le comportement 
d’rlspergillus Vl2A25 et de Penicillim V33A25 vis-à-vis .de la caféine, principalement lorsque 
celle-ci est utilisée en condition non toxique. Cette similitude se retrouve au niveau du mécanisme 
de dégradation de la caféine. 

L’identification par CLHP des composés retrouves dans le surnageant de culture a permis de 
démontrer que les premières étapes de dégradation de la caféine sont identiques chez les deux 
champignons filamenteux. Ces derniers procèdent à des N-déméthylations successives de la 1,3,7- 
trimt%hykanthine, qui conduisent principalement à la formation de 1,3diméthylxanthine (ou 
thdophylline) puis de 3-méthylxanthine. La confrontation entre nos résultats et les données de la 
littérature nous a petmis d’établi un schéma complet des différents intermédiaires cataboliques de 
la caféine chez Aspergillus V12A25 et Penicillium V33A25 (l?igure 8.3). Cette voie de 
dégradation de la caféine semble commune aux champignons filamenteux appartenant aux genres 

Aspergillus et Penicillium (INA, 1971 ; SCHWIMMER et coll., 197’1). Par contre, elle se 
distingue nettement de celle empmntee par certaines bactéries (Pseudomonus putidu) ou de celle, 
plus complexe, retrouvée chez l’homme. Cette observation suggère que les mécanismes de 
déméthylation de cet alcaloïde sont différents d’un type d’organisme à un autre. 

La nature des ptincipales méthylxanthines produites à partir de la caféine par Aspergilhs 
V12A25 a pu &tre confirmée B l’aide de tests enzymatiques. Ces tests, dont la mise au point a été 
réalisée au cours de ce travail, ont permis pour la première fois de caractériser l’activité caféine 
déméthylase issue d’un champignon filamenteux. 

Cette activité semble ds originale et se distingue parfois sensiblement des autres activités 
deméthylasiques décrites sur des celhrles eucaryotes. Ainsi,. l’activité caféine déméthylase 

d’AspergiZZzu cultivé dans un milieu liquide a base de caféine apparaît cytoplasmique, et non liée 
a une structure membranaire. Par ailleurs, si le NADPH permet d’augmenter d’un facteur de 2,5 
l’activité de base d’un extrait intracellulaire brut, il semble qu’un autre cofacteur soit indispensable 
a Ia mise en évidence de cette activite, contrairement a ce qu’ont pu montrer ASANO et coll. 
(1994) chez une souche de Pseudomonas putidu, SAUER et coll. (1982) chez une souche de 
Sacchurontyccs uvarum, ou EERTHOU et coll. (1989) sur des microsomes hépatiques humains. 

Les autres caractéristiques de l’activité caféine déméthylase isolée d’Aspergil1u.s V12A25 
sont les suivantes : 

- température optimale de la réaction comprise entre 30 et 32 Y! 
- pH optimal de la réaction compris entre 7,3 et 7,5 

- forte sensibilité aux températures positives et à l’augmentation de la force molaim 
- conservation satisfaisante de l’activite par congelation ou par lyophilisation de l’extrait 
brut 
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- effet protecteur de l’acide ascorbique et du dithiothréitol 
- possible effet activateur de l’ion Fe*+ 
- effets inhibiteurs de I’EDTA et de certains ions (Hg*+, CO*+, Zn*+, CU*+) 
- poids moléculaire de l’enzyme responsable de la déméthylation de la caféine estimé 
entre 20 et 45 kDa, en première approximation. 

Les deux derniers points divergent sensiblement des observations faites sur d’autres 
organismes dégradant la caféine. Ces résultats ne peuvent que renforcer l’hypothese de l’existence 
de systèmes de déméthylation spécifiques à chaque type d’organisme. 

Nous avons démontré que le système enzymatique d’Aspergil1u.s V12A2.5 est inductible. Par 

ailleurs, l’activité caféine déméthylase du champignon disparaît rapidement lorsque toute la 
cafeine a été consommée dans le milieu de culture. Outre la caféine, l’acide urique peut induire la 
synthèse des décaféinases. Par contre, l’urée n’a pas d’effet inducteur. Nous avons souligné 
précédemment que le métabolisme de la caféine des deux champignons est soumis à une 
régulation par les ions ammonium. A laide de tests enzymatiques réalisés sur des extraits 
innacellulaires bruts d’Aspergillus V12A25, nous avons démontré que ces ions ont un effet 
répresseur vraisemblablement sur la synthèse des décaféinases, comme dans le cas des enzymes de 
la voie de dégradation de la xanthine (SCAZZOCCHIO et DARLINGTON, 1968). 

En conclusion de ce travail, nous pouvons avancer les perspectives suivantes en ce qui 
concerne la production de décaféinases par des champignons filamenteux : 

-la production de décaféinases en milieu liquide est fortement affectée par des 
problèmes d’inhibition dus à la présence d’ions ammonium dans le milieu extra- 
cellulaire. Un résultat similaire a été observé lorsque ces microorganismes sont cultivés 
par fermentation en milieu solide @MS) sur de la pulpe de café supplémentée en sulfate 

d’ammonium (ROUSSOS et coll., 1994). 11 serait intéressant de vérifier si d’autres 
composés peuvent également inhiber la synthèse de ces enzymes et, à terme, de 
rechercher des souches déréprimées. 

- les décaféinases produites en milieu liquide sont intracellulaires et très sensibles aux 
conditions environnementales. Si ces caractéristiques devaient se confier en milieu 
solide, cela ne serait pas en faveur d’une éventuelle valorisation de la pulpe de café 
comme substrat pour la production de telles enzymes. Cependant, il serait intéressant de 
procéder à des essais de caractérisation de l’activité caféine déméthylase produite par 
FMS. En effet, plusieurs études ont démontré par le passé que des champignons fila- 
menteux cultivés sur un support solide sécrètent certaines enzymes dans le milieu envi- 

ronnant, alors qu’en conditions submergées, ces mêmes enzymes restent intracellulaires. 
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Par ailleurs, les enzymes produites par PMS sont plus stables et présentent de 
meilleures activités que les mêmes enzymes produites en milieu liquide (ALAZARJI et 
IWMBAULT, 1981; LEKHA et LONSANE, 1994). 

- les caract&istiques tres originales de l’activité caféine déméthylase rencontrées lors des 
essais preliminaires de puritïcation des décaféinases, soulignent l’intérêt de poursuivre 
les .recherches dans ce domaine. Celles-ci doivent passer .par l’optimisation de la 
technique de récupération des enzymes et du maintien de l’activité. L’identification du 
(des) cofacteur(s) indispensable(s) à la mise en évidence de ces activité déméthyla- 
siques représente également une étape importante de la caractérisation des décafëiases 
produites par Aspergillus V12A25. 

- enfin, nous avions initialement envisagé la production de certains métabolites issus de 
la déméthylation enzymatique de la caféine (di- et mono-méthylxanthines) comme un 
moyen de valoriser la pulpe de café. Certains essais réalisés au cours d’un plan 
d’expérience visant à optimiser les conditions de culture. ont montre que pour des 
conditions limitantes, la dégradation de la caféine peut être ralentie ce qui petmet une 
importante accumulation de théophylline et de 3-méthylxanthine dans le surnageant de 
culture. Ces molécules présentant des effets pharmacologiques parfois différents de 
ceux de la caféine, il serait donc intéressant de poursuivre les recherches dans ce 
domaine. Pour ce faire, l’isolement de souches mutantes est à envisager. Par ailleurs, la 
caract&isation complète du système enzymatique responsable de la dégradation de la 
caféine chez ces champignons filamenteux permettra d’orienter le métabolisme de ces 
microorganismes vers la production de tel ou tel métabolite en bloquant biochimi- 
quement la voie de dégradation au stade désiré (comme dans le cas d’une souche de 
Pseudomonasputida étudiée par ASANO et coll., 1993). 
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ANNEXE 1 

COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE 

Milieu CMS (Café Moulu-Saccharose) : 
Café moulu (Grand Mère “Familial”) 

Saccharose 
KHzPo4 

NazHPO4.2HzO 
Mg%%. 7HzO 
caclz .2Hzo 

4w 
pH final 

Stérilisation 15 min - 121 “c 

e Pr tin 
A 40 g de café moulu, ajouter 1000 ml d’eau distillée 
Porter à ébullition 
Filtrer (élimination du marc) 

40 g.l-1 
2 
1,30 
0,12 

0,30 
0,30 

20 

536 

Ajouter au filtrat les sels et le sucre. Dissoudre ; ajuster le volume 
Ajuster le pH (HC1 ou NaOH) 
Ajouter l’agar 

Milieu Malt Extract Agar (MEA) : (PITT, 1979) 
Extrait de malt (MHRCK) 
Bacto Peptone 

Glucose 

Aw 
Stérilisation 15 min - I2I Oc 

20 g.l-’ 
1 

20 

15 

Milieu Potato Dextrose Agar (PDA) - Milieu déshydraté prêt à l’emploi @IFCO) : 

Infusion de 200 g.l-* de pommes de terre 
Bacto Dextrose 20 g.l-’ 

Bacto Agar 15 

pH final 54 
Stérilisation 15 min - 121 OC 
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Milieu Czapek-Dox (CD) 0 Milieu dbhydraté pr6t B l’emploi (DIFCQ) t 
Saccharose 30 g.k-’ 
NaNo, 3 
KHzPo4 1 

KCl 0,s 
MgSO4.7HzO 03 
FeSO4.7H20 0,Ol 
AiF 15 
pH final 6,0 - 65 

St&ilisation 20 min - 121 OC 

Milieu Cmpek Yeast Agar (CYA) : &TTT. 1979) 
Extrait de levure (MERCK) 

Saccharose 
NaNO 
KHzPo4 

KCl 
MgSO4.7Hz0 
FeSOd .7H20 

Aw 
Stérilisation 1.5 min - 121 T 

5 g.l-’ 

30 
3 
1 

03 
03 
0,Ol 

15 
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ANNExE2a 

CLES DICHOTOMIQUES D’IDENTIFICATION DES AspergiZhs 

(RAPER et FENNELL, 1965) 

i32 KEYS AND SPECIFS DRSCRIPTIONS 

SynonYmY 

Many specific and varieta names are here’ redueed to synonymy. If the 
type culture or an accepted representative was available for.this study and 
proved to be identical with a previously known species, the name is desig- 
nattxl as a eywnym. If, on the other hand, such material proved to be very 
closely related to an earlier species but differed from it in some minor 
character or characters, it is discussed as a probable synonym. If no material 
representative of a species wss available but the original description pro- 
vided adequate information t0 indicate possible identity with some known 
species, the name is liited as a possz& syncnym. In some cases where 
descriptions provided less information, but were sufllcient to indicate group 
relationship, the name is listed BS a grcup sy&mym. Certain other species, 
inadequately deseribed and represented by neither dried material nor 
living cultures, are simply listed in the Species Index BS unidentifiable. 

ICEYS 

No geneml or .comprehensive key to the species of the genus Aspergillus 
is presented. TO identify an AspergiUus, its group relationship should first 
be determined by means of the keys presented below, and sssignment t.o 
speeies should be made by means of the comparatively simple key that 
precedes the descriptions of species included in that group. Unfortunately, 
cases will arise where uncertainty exisfs regarding the correct group rela- 
tionship, thus necessitating consideration of the species keys in two or 
more groups to establish species identity. We bave attempted to cross-key 
those specias which show definite affinities for more than one group. 

Two contrssting keys to the groups of.Aspergilli follow. The first of these 
presents the 18 groups in the order of their appearance in the text and is in 
substantial part a summary of the salient characteristics of the different 
groups. Primary emphasii is based upon the number of series of sterig- 
mata-whether uniseriate, biiriate and uniseriate, or strictly biieriate. 
Secondary sepamtions are made upon the form of the conidiil heads and 
their pigmentation. Further separations hinge upon the presence or absence 
of cleistothecia, hiille ceps, and sclerotia, upon the form and dimensions of 
vesioles, and upon the chamcter and pigmentation of conidiophom walls. 
The second key is more artificial in construction and is based primarily 
upon the color of the conidiil heads, which is generally the most obvious 
chamcter when a culture is fitst observed; dem& of morphology are in- 
cluded as supplementary critéria. 

KEY TO GIlOUPS 

Based Primarily on Morphology 

1. Sterigmata strictly uniseriale 
A. Conidid heads clavate with spore masses splitting at 
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IDEXTIFICATION 133 

maturily, in blue-green sbades; vesicles strongly cla- 
vate.................................................. A. clamfus pmg 

B. Conidinl heads radiate to colnmmu, variable in color; 
vesicles variable, from globose OP nearly SO to subcla- 
vate or turbinate 
1. Conidial heads radiate, valable in siie, in bluish 

grecn or olive green shades (brown in one species); 
osmophllic; bright yellow cleistotbecia abondant in 
mostspecles..............................~........ A. ghucus group 

2. Conidial heads radiate to very loosely colnnmar, com- 
paratively large, in grayish or yellowish green to 
olive-brown shades: dite to purplish or olive 
cleistothecia produced in three species.. . . . . . . . . . A. omalu~ group 

3. Conidial heads radiate (short colunmer in one spe- 
cies), small, in pinkish fawn shades: cleistothccia 
lacking.. . . . . . . _ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A. ceminus group 

4. Conidial heads loosely to de6nitely columnar, often 
long, thin and twisted, in green shades: conidia 
cylindrical when young; osmophilic: cleistothecia 
lacklng. . . . . . . . . . . . . . . ._ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A. resfricfus group 

5. Conidial heads compactly colunmsr, in pale gmy- 
green to dark blue-green shades; conidia not cylin- 
dricel when Young; not osmopblllc. .:. . . . . . . . . . . . . A:~umigafus group 
II. Cleistothecia lacking . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A. fum~gafus 

series 
b. Cleistothecia presenf white to yellcwish. ._ . . . . A. &-ch& series 

II. Sterigmatn biseriate or rmiseriate fthe f&mer uredomi- 
nent), or with both conditions in the‘same head - 
A. Conidial heads usually globose when Young, radiate 

or splittlng in age, rarely loosely colnmnar; vesicles 
globose to subglobose or somewhat elongate; conidio- 
phares net constricted below the resicle: sclerotia pro- 
duced in meny species 
1. Conidial heads globose when gang, sometimes re- 

mainlng 60 but usrully splitting into more or less well- 
detïned colunms at mnturity - 
a. Conidial heads in vellow. buff. or ochraceous 

shades: ccmidioph&s c&monl; roughened and 
often pigmented: cleistothecia in one species.. . A. ochraceua group 

b. Conidial heads in shades of black; conidiaphores 
ususlly’ smooth and colorless or becoming pig- 
mented below the vesicle _. . . . . . . . . . . . . . . . . A. niger group 

C. Conidial heads white or cream colored; wnidio- 
phares smootb and colorless. _. . . . . . . . . . . . A. candidus group 

2. Conidial heads tyoicallr radiate with s&re chains 
u~ually separ.&some&es forming po&ly defined 
columns 
a. Conidial heads in yellow-green to deep olive-broum 

shades; conidiophores usually roughened, color- 
1~s.. . . . . . _. . , . . . . . . . . . . . . . A. frarms group 

b. Cotiidial heads in yellow-broum to du11 buff 
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134 KEYS AND SPECIEB DESCRIPTIONS 

shades; conidiophores smooth or delicately 
roughened, colorless orlightly pigme&d.. . . . . A. ioenlii group 

B. Conidial heads larrre. radiate: vesides strictlv dobose: - 
conidiophores detitely co&ricted below thé &Mes; 
sclerotii ladring 
1. Conidial heads of one tvoe. butSbrown. oale vellow- 

green, or blue-green; %&iophores I&II~- color- 
less, smooth; osmophilic; cleistothecin produced in 
two species .._.... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A. cremeus group 

2. Conidial structures of two types; large heads light 
gray, green, or olive-buff witb conidiophores usually 
in brown shades and qmrusted; frqmentary struc- 
tures borne near or bene& the agar surface.. . _. A. sparsus gr.a”p 

III. Sterigmata strittly biseriate ::z :. ‘.‘; I 
A. C&d@l heads typically in deiinite green shades; hiille 

cells usually globose but sometimes irregularly ovate to 
pyriform ..’ 
1 Canidial heads typ&lly radiate, becoming.loosely . 

columnar in some species; conidiophores colorless or 
light brown, commonly exceeding 300 e in length; 
vesicles variable, elongate;.subglohose, hemispheri- 
cal, or~only slightly.erpanded; hiille cells sometimes . abundant. more often lirmted or lackiw. . . . ..:. . . . A. versiculor mooo 
a. Conidih :he&;.unifmmly :pigmentëd, -smala or 

- _ 
fragmentarg struct& sometimes,present; hyphal 
masses tiry scleotiaodcasionally.pro~uced.. . . . . A. versicolm series 

b. Conidial heads : notyltmifoay -pigmented, bath 
. white 8nd green heads present (at least on some 

substrates). ii.:. z.: F<&. .-i . :‘:. . . . . :. . . : . A. janw series 
2. Conidial heads typically: columnar, usually dark 

yellow-green but. occasioqlly gray blue-green or 
browrdsh; coùidiophores brown walled, commonly 
less thon 300 g long; vesicles subglobose, hemispheri- 
cal, or terminally flattened; hiille cells typically 
produced, usually abondant, clustered, forming 
cru&, or enveloping oscocarps; cleistothecia com- 
mon, purplish nt maturity; ascospores in orange-red 
to blue&olet shades.. . . . . .; . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A. nidulons group 

B. Conidial heads in shndes other thon truc green; hiille 
ceUs, when present, elongate to strongly curved and 
twisted 
1. Conidial heads rndiate to broadly colmmmr, in drab, 

olive, or dull brown shades; wnidioplmres typically 
brown-walled: vesides variable from globose to 
dongate or hemispherical; hiille celIs elrmgate, often 
strongly curved or twmted. . . . . . . . . . __. . . . A. uslus group 

2. Conidial heads broadly to irregularly colmnnar, 
white to avellaneous br vinaceous; conidiophores 
with waIIs brown or uncolored: vesicles subglucose 
to elongate; elongate hiiIle cells or heavy-walled 
hyphal elements present.. . . . . . . . . A. jlwipes group 
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IDENTIFICATION 

3. ConidiaS heads compactly columnar, typically in 
cinnamon to orange-brown or pale bufi shades; conid- 
iophores colorless; resicles hemispherical.. . . . . . . 1. fcrrew group 

gEY TO GROUPB 
Based Priiarily on Color 

A. Conidial heads sbowing Rome shade of green durfng de- 
ve1opment.............................................. B. 

AA. Conidial heads in some other color.. . . . . . . . . . . . . L. 

B. Vesicles clavate or subclavate; sterigmata uniseriate. . . . C. 
BB. Vesicles net clavate; sterigmata urdseriate or biseriate.. D. 

C. Vesicles strongly clavate; conidial he&s blue-green, be- 
commg gmy 111 age.. . . . . . . . . . . . . . . :. . . . . . . . . . . A. clavatus group 

CC. Vesicles subclavnte: sterigmata uniseriate: conidial heads 
ydlow-green, gray-green, or blue-green when : yotmg, 
darkening in most species . . .._. . . . ._. . . . . . . . . . . . . . . A. ornafus group 

D. Conidi$ peads bright yellow-green when yonng,: some- 
tim.es becoming brown in age, loosely radiate; st@mata 
biseriate in most species... . . . . _. . . . _. . . . . . . . . . . -4. flauus group 

DD. Conidial heads in otber green shades; sterigmata uni- . . . senateorbisenate..................................... E. 
,. ., : .:_ _. : .:, 

‘E. Colonies m.o&y shis&g naked yelloy cleistothecia id 
yellow or red encrnsted. hyphae . . . . I :;.:. ::.f : .‘;. . . . A glauc~~s group 

EE. Colonies lackine naked vellow cleistothecia and yellow - - ._ 
and red encmsted hyphae... . . . . . . . . . _. . . . . . . . . . . F. 

F. Conidial heads de6nitely colnmnar. . . . . . . . . . . . . . . . . . 6. 
FF. Conidial heads globose, radiate, or loosely columnar.. 1. 

G. Sterigmata uniseriate.. _. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . & 
GG. Ster&mata biseriate; globose to subglobose hiille cells 

common; . cleistothecia in some species; ascospores 
orange-red to violet... . . _. . . . _. . . . _. . . . . . A. aidulans group 

H. Conidial heads colunnar, long, narrow (often twisted) to 
irregular: conidia uswdIy formed as cylindrical segments 
from the sterigmnta; cleistotbecia lacking: typically os- . . mopluhc................................................ A. resh-icltrs group 

EH. Conidial heads cobmmar, compact end typically uniform 
in diameter tbroughout; conidia not formed as cylindrical 
segments: cleistothecia in some species; not typitally . . osmophilic.............................................. A. funrigalus &oup 

1. Vesicles small, variable in shape. . . . . . . Jo 
II. Vesicles large, strictly globose: canidiaphores con- 

stricted below thc vesicle.. _. . . _. _. . . . . . . . . . . K. 
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136 KEYS AND SPECIES DESCRIFTIONS 

J. Conidial heads blue.green, dull yellow-green, or gny 
blue-greca, radiate to loosely columnar; hiille cells 
globose to &bglobose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . _. . . . A. vereicolor group 

JJ. Conidial heads olive, olive-gray, drab, to light brown: 
radiate to broadly columnar; hiiRe ceUs elongate ta 
twisted................................................. A.uslusgroup 

K. Conidfal heads gra$ng in age from blue-green or olive- 
buff shades.. . . . . . ._. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A. aparsus group 

HIC. Confdial heads pale yellow-green, blue-green, of buff- 
brown.. . . . . . . . . . _ _. . . . ._ . . . . . . . . _ . . . . . . . A. eremeus group 

(sec dso A. urm- 
fii group) 

L. Grcwth very sparse and sporulation poor on Czapek’s 
agar..............................................,..... A. cervims group 

LL. Growth and sporulation usually abandent on Czapek’s 
agat........................................~........... M. 

Id. Heads loasely to wmpactly columnar.. . . . . . . . . . . . . N. 
MM. Heads globose to radiate.-. ._. . . . . . . .._. . . . . . . . . . . . . . . . 0. 

N. ikads loosely c&mmar, tihite, flesh colored, or cream- 
bwi. .: . . . . . . . . . . . . . . . . .._..._........._.._.......... ~_. A.fitipes group 

NN. Heads compactly columnar, avellaneous to cinnamon.. . . A: ferreus group 
. . 

0. Fieads persistently white; larger heads defïnitely globose 
orradiate . . . . . . :.:..: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A.mndidu.sgroup 

00. Heads net white... . . . . . . . . . . . _. . . . . . ._. P. 

P. Heads fn yelfow, ochraceous OI Iight brownish shades.. . Q. 
PP. He& in black or dark brown shades. . . . . . . . . . . . . . . ._. A. niger group 

Q. Eeads in sulphur yellow to ochraceous shades.. . . . . . . . A. ochmcev..s group 
QQ. Heads in yellow-brown to dull buff shades. . . :. . . . . A. wenfii group 

(also A. memem 
group in part) 
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GROUP KBY 

1. Conidial heads in pale to intense yellow or yellow-green 
shades when yoturg 
A. Colonies not sblftlng to. brown on Czapek’s agar; 

conldla detiitely echimdate 
1. Sterigmate eitber single or double with the latter 

predominant; heads radiate or very loosely colum- 
mr;.......................&...;................ A. ~%ZOU~ Llnk 

. 2. Sterlgmata typically in a slngle serle+ 
a. Heads colunar; sterlgmata usually uniseriate. . . A. j%wus ?ar. colum- 

nmia, n. var. 
b. Heads radiate: sterigmata uniserlate.. . . . . A. parasifims Spaare 

& Coi&le&ifting ta light br&&h g&en in age on 
&pelZs ngar; conidla irregolarly roughened or 
smooth ‘. 
1. Conidia large, mostly 4.5 to 7.0 p but up .to 8.0 $ or 

lO.Oir, $llptical atfirs& tben globose to subglobose. 
smooth to irregolarly roughened _. ,L. 
a.,,$nidiophores borne pri@&ly .from thé sub- 

~%lY3te . . . . . . . . . :..:..:::.::.:..:,: . . . . . . . . . . . . . A.oniae uhlb’.) : ._ i ..? coin 
b. Cotiidiophores borne prlmarllyas short branches’ 
:.lfrom aerial hvohae... . .y. .:. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A. mwae (Ahlb. -- 
“:i’> coin var. q 

i. c&dis omall,~osal to elllp’tical, mostly 3.0 to 3.5 p 
(Ttiaboschi) ( 

bi 2:4 to 3.0 fi’smootb or neorly 60 
ai Growth negligible oa Czapek’s agai; conidial 

sfn~ctures abondant, zonately orranged on malt 
agar; conidiophores smooth or nearly 80.. . . . . . . A. zonolua ICwon & 

Fennell, II. sp. 
b. Growth sprendlng on both Czapek’s and malt 

*gars; conidial structures oftkn formlng coremi- 
form clustem; conidiophores conspicuously 
roughened . . . . . . . . . . . . _. . . . . :. _ . . . _. . . . . . .’ . . A. clauato-J%US, n.sp 

II. Conidlal heads in deep yellow-green to olive-brovm 
sbades when Young; conldla conspicuously verruculose 
A. Conidial heads at 6rst deep yellow.green, shifting to 

to brownish green or brown on Czapek’s agar.. . . . . A. hkrii Kita 
B. Conidial heads quickly olive-brown then dark brown. A. fIauo-~wmCis Ba- 

tista & Main 

III. Conidii hea& in pale yellowish olive or grayish olive 
s@des; conidla smootb or nearly oo 
A. Conidlophores wnspicuously echlnulate.. . . . . A. a<oolioaceus, n. sp. 
B. Conidiophores smooth or nearly SO.. . . . . . . . . A. avenoceus Smith 



CLES DICHOTOMIQUES D’IDENTIFICATION DES Penicülium 

(PllT, 1979) 

The overwhelming majority of isolates classiiïable in subgen. Penicil- 
fium characteristicaIly prqduce regularly tervertïcillate penicilli with one 
or two rami and spheroidal to ellipsoidal conidia. AII are assigned here to 
sect. Penicilhm. 

In the key which follows, the species with unusuaI characteristics have 
been keyed 6rs.t for mnvenienco. For isolates which fit the brief descrip- 
tion given in the preceding patagraph, the key may be entered at mupIet 
8. 

III. Analytical Key to Subgen. Penidlium 

1. Conidia borne as cylmders, witb at least a proportion remaining SO at maturity 
. . . , . . . . . . . . . . . . . Sect. Cylindmsporum, Ser. Ilalica . 5 

Conidia borne as ellipsoids or spheroids and remaining SO at mahxity 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 

2 (lb). Colonies on G25N net exceeding 10 mm diam; conidia en masse bmwn; 
penicilli often irregular 

Sect. Inordinate, Ser. Arenicola, P. arenicola (111) 
Co&i& &I’G’%& ei&&g 10 mm diam conidia en masse green or olive; 

penicilli characteristically in regular V~&IS . _ . . . . . . . . 3 

3 (Zb). Stipes commonly exceeding 1 mm long; penicilli often with 3 or more 
appressed rami . . . . . . Scct. Cmomtum, Ser. Olsonii, P. okonii (110) 

Stipes net exceedmg 1 mm long; penicilli with no more than two rami _ 4 
4 (3b). At most one ramus, borne subterminally; penicilli often biverticillate 

. . . . . . . _ . . . . . . . . Spp. from Subgen. Furcarum . Chap. 9 
One to hvo rami characteristicallv uroduced. berne terminallv . . . . 

. . . . . . _ _ _ . . . . . . . . . . . . . . Sect. Penicilliurn . 8 

Sect. CYLJNLIROSPORUM, Ser. Ifalica (spp. 106-109) 
5 (la). Conidia en ma.~ olive. . _ . . , . . . . . . . .P. digitarum (107) 

Gmidia en musse green . . . . . . _ . . . . . . . . . . . . . _ 6 

6 (Sb). Colonies on CYA at 25°C exœeding 50 mm diam . . . _ . , . 
. . . . _ _ . . . . . . . . . . . . . . . . . . P. resricufosum (108) 

Colonies on CYA at 25°C not exceeding 50 mm diam . . . . _ . . . 7 

7 (6b). Mycelium salmon; conidial walls spinulose . . . P. fennelliae (109) 
Mycelium white; conidia smooth walled . . . . . . . . . P. ikdicum (106) 

Sect PENICILLJVM 
8 (4b). Colonies flocwse; conidia en masse persistently white or pale grey 

green; isolated fmm cheese or cheese factmy 
. . . . . . . . . . . . . . . . . Ser. Camembetiii. P. camembertii (99) 

Colonies with surface texture velutinous or fasciculate, conidia en masse blue, 
green, grey or rarely olive; source inu>nsequential . . . . . . . . . 9 

9 (8b). Colonies on CYA at 25°C not exceeding 30mm diam . . . . 
. . . . _ . . _ . . . . . . . . . . . . . . Ser.‘Urticicola . .20 

Annexe 2b 



Colonies on CYA et 25°C exceeding 30 mm diam . . . . . . . . . 10 

10 (9b). Stipes smooth walled . . . . . . . . . . . . . Ser. Expansa . 11 
Stipes wmmonly roogh walled . . . . . . . . . . Ser. Viridicata . 15 

Sir. Expansa (spp. 90-92) 
11 (IOa). Copidia en masse blue or blue green; on CYA et 25”C, exudate, soluble 

pigment andlor reverse colomation yeUoti; sometimes growth at 37°C 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..‘e...... 12 

.C&dia en masse green; on CYA at WC, exudate, soluble pigment and 
reverse eolomation not yellow: no growth et 37°C _ . _ . . . . . 13 

12 (lla). Colonies velutinous to lightly floccose; conidiogenesis moderate to 
heavy; peoicilli predominantly terverticillate _ _ . . P. chrysogenum (91) 

Colonies floccose; conidiogenesis sparse; penicilli commonly biverticillate 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P. griseoroseum (66) 

13 (llb). On CYA et 25T,~exudate, soluble pigment and reverse colouration 
red; conidia en masse dark greeri . . . _ . . . P. atramenkxum (92) 

On CYA at 25°C. exudate, soluble pigment and reverse aolouration orange or 
brown; conidia en masse grey green . . . _ . . . . . . . . . . . 14 

14 (13b). Exudate on CYA at 25°C near maroon; mycelium on Ml?A often deep 
yellow; penicilli sometimes quaterverticillate . . . . . . P. hirsutum (96) 

Exodate oo CYA at 25°C orange browo; mycelimn on MEA white or 
inccmspicooos; penicilli not quaterverticillate . . . . . P. expansum (90) 

Se;. Viridicata (spp. 93-97) 
15 (lob). Conidia en masse greyish blue . . . . . . P. auranriogriseum (98) 

Cooidia en masse green or greyish green . . . . . . _ _ _ . _ . . 16 

16 (15b). Conidial walls rugose or spinose p. echinulatum (97) 
Conidiasmooth wallcd . . _ . _ . . : 1 : 1 : : 1 . . _ _ _ . _ 17 

17 (16b). Colonies on CYA and MEA at 25°C exceeding 40 mm diam; reverse 
commonly deep green _ _ . . . _ . . . _ . . _ . P. mqueforfii (95) 

Colonies on CYA and MEA at 25°C not exceeding 40 mm diam; reverse pale 
orbrown . _ . . . . . . . . . . . _ . . . . . . . . . . . . 18 

18 (17b). Exodate on CYA at 25T orange or brown; mycelimn on MEA white 
or inccmspicuoos; penicilli terverticillate; conidia smooth walled . . 19 

Exudate on CYA et 25°C near maroon; myceliom on MEA often deep 
yellow; penicilli sometimes quatewerticillate and conidia sometimes rogose 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . _ _ P. hirsutum (96) 

19 (18~1). Colonies on CYA and MEA at 25°C exceeding 35 mm and 30 mm diam 
respectively; conidia en masse dol1 green; colonies on MEA often produc- 
ing masses of detached conidia when jerred . . . . . P. crusfosum (94) 

Colonies on CYA and MJZA at 25°C not exceeding 35 and 30mm diam 
respectively; conidia en masse osually bright yellow green; conidia on MEA 
adherihg to the colonies . . . . . . . . . . . P. viridicnlum (93) 

Ser. Urticicola (spp. 100-105) 
20 (9a). Conidia en masse olive . . . . . . . . . . . . . P. oliuicolor (102) 

Conidia en masse green, blue or grey . . . . . . . . _ _ . . . . . 21 
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21 (2Ob). Phialidcs wmmonly 4.5-6 pm long . : . . . P. griseofufuum (100) 
Phialides exceeding 6 gm long . . . _ _ . . _ . . . . . . . . . . 22 

22 (21b). Stipe walls smooth to fmely roughened . . . . . . . . . . . . 23 
Stipe walls commonly rugose . . . . _ . . . , _ _ . . . _ . . . . 25 

23 (22a). Penicilli broad, often 40 mm or more. across due to nnmerons apically 
enlarged metulae P. breuicompactum (103) 

Penicilli narrow, com&& 30 I&I &‘l~sa&ss’with metnlae cylindroidal 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24 

24 (Wb). Colonies low, dense and velutinons; exndate clear, soluble pigment 
absent . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . l? puberulum (101) 

Colonies deep, floccose, fasciculate or minntely wremial; exndate and soluble 
pigment orange bmwn,. . . . . . . . . . . . . . . P. apansum (90) 

25 (22b). ‘Colonies on CYA and MEA at 25°C exceeding 28mm and 25mm 
diam respectively . . . . . . . . . . . . . . . . P. viridicatum (93) 

Colonies on CYA and MJZA at 25°C not exceeding 28 mm and 25 mm diam 
respectively . , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26 

26 (256). On CYA at 25°C. colony texture velutinous to fasciculate, mycelinm 
white, soluble pigment absent; wnidia nsnally spheroidal _ . . . . . 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P. uerrucosum (105) 

On CYA at 25”C, colony texture fasciculate to coremial, mycelinm wbite ta 
yellow, yellow to brown soluble ,pigment typically prodnced; conidia ellip- 
soidal to subspheroidal . . . . . _ _ . . . _ . . P. granulalum (104) 

IV. Section Penicillium 
Subscct. Fasciculata Raper & Tbom. Man. Penicillia: 467, 1949 (nom. inuni.. Art. 36). 
Subsect. Lanata Raper and Thom, op. Ut: 419, 1949 (nom. invol, Art. 36). 
Subsen Vehtina Raper & Tbom pro parie, OP. cit.: 336, 1949 (nom. inwl., Art. 36). 
Subsect. Funiculosa Raper & Thom pro pati, op. cit: 445.1949 (nom. inval, Art 36). 

Couidiophores bornesingly or aggregated into fascicles or rudimentary 
coremia, characteristically bearing regular, terminal, appressed, terverticil- 
Iate penicilli, although biverticillate and quaterverticillate penicilli also 
produced by some species; phialides ampulliform. Growth on GZSN 
medium rapid, colonies usually exceeding 18 mm diam in 7 days. Growth 
at 37°C absent (weakly positive sometimes for one species); at 5°C at 
least germination occurring, more commonly macroscopic colonies pres- 
ent in 7 days. 

Type species: Penicillium expansum Link ex Gray. 

The sixteen species assembled in sect. Penicillium a11 possess similar 
types of penicillus and show similar responses to growth on G25N 
medium and at 5°C and 37°C. Such similarities indicate that the species 
share a recent common ancestry. 
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ANNEXE3 

SCHEMAS DES INMILllTEURS DE CYTOCHROMES P-450 

ET DE L’ACIDE URIQUE 

IMIDAZOLE JUCLONE 

OH 0 

ACIDE URIQUE 

METYRAPONE 

CAFEINE 



ANNEXE 4 

COMPLEMENTS DE LA FIGURE 8.6 

P33:CMOA 

-o- caféine -o- Ammonium 0” urée -x- pn 

Cultures d’AspergiliusVW25 et de Penicillum V33A25 en milieux Caféine-Saccharose. 
supplémentés en sulfate d’ammonium 0 0,136 g.t’. ou en ur6e 0 0,062 g.r’. 

Evolution du pH et comparaison des cinétiques de consommation 
de la.caféine et de la source simple d’azote. 



Al2: CS+lOOA P33:CS+lIMA 

-o- caféine -o- AmmoniumouUrée -x- pH 

Cultures d’AspergMxV12A25 et de Penicillium V33A25 en milieux Caféine-Saccharose. 
supplémentés en sulfate d’ammonium à 136 g.t’, ou en urée à Ob2 g.r’. 

Evolution du pH et comparaison des cinétiques de consommation 
de la caféine et de la source simple d’azote. 


