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CADRE DU TRAVAIL - OBJECTIFS

L'Institut Français de Recherche Scientifique pour le Développement en Coopération (OR

STOM) a mis au point un procédé de production de spores de champignons filamenteux (brevet

RAIMBAULT, ROUSSOS; 1985. [22]).

La Société CALLIOPE, dans le cadre de son programme d'expansion vers le secteur des

biotechnologies s'est intéressée à ce procédé pour l'adapterplus particulièrement à la production

de spores de Beauveriabassiana. Pour la mise en oeuvre du procédé au niveau industrie1, un con

trat d'étude d'un an entre CALLIOPE et l'ORSTOM a été signé.

Cette étude se décompose en 4 étapes, s'attachant chacune d'une manière différente à ac

croître le "know-how" de la production de spores de B.bassiana en vue de son industrialisa

tion.

a) Vérification des rendements de production sur milieu RIDA

Cette étape comprend :

- La mise au point et la standardisation des techniques de culture, de production et

d'analyse.

- L'estimation des rendements en spores/cm2 et par g de milieu.

- La détennination du temps de production.

Ces rendements de production ont servi de base aux calculs d'extrapolation du procédé.

b) Optimisation du milieu de culture

Cette étude a été conduite en utilisant des plans d'expériences factorielles 23 afin de cerner

rapidement l'influence des différents constituants du milieu.
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c) Optimisation des conditions de culture

Nous avons étudié en fioles l'influence des paramètres suivants:

- Température

- Luminosité

- Aération

- Humidité relative

- Mode d'inoculation

d) Mise au point d'une méthodologie de production en réacteur à disques

Cette étape, laplus importantedu programme, aété menéeen parallèle avec laprécédente.

Elle comprend les études suivantes:

- Fermentation sur milieu gélosé

- Optimisation de la quantité de milieu retenu sur les disques

- Fermentation sur support imprégné

- Suivi des paramètres de fermentation (02' CO2, T~

- Mode de récolte

- Qualité du produit (pureté, viabilité)

Elle nous a permis d'acquérir le savoir faire de la fermentation en réacteur à disques au stade

du laboratoire. Elle doit permettre d'évaluer l'intérêt de la poursuite de cette étude à un stade pi

lote.
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1 BmLIOGRAPHIE

I.l.INIRODUCIION

Dans la nature, les insectes sont soumis à de nombreuses maladies provoquées par des

microorganismes . virus, champignons, bactéries. Parmi eux, les champignons entomopatho

gènes présentent la particularité de pouvoir contaminer les insectes non seulement par ingestion

mais également par pénétration au travers de la cuticule qui semble être le site privilégié d'infec

tion [1].

Ces champignons sont des candidats potentiels pour la lutte microbiologique contre les in

sectes ravageurs de culture, et sont déjà utilisés dans certains pays..

Ainsi en U.R.S.S ., une biopréparation semi-industrielle la "boverine" à base de spores de

B. bassiana est utilisée dans la lutte contre le coléoptère (Leptinotarsa decem/ineata), [2].

Les chinois, en utilisant des techniques artisanales de production et d'application de ce

champignon, traitent annuellement plusieurs millions d' hectares contre la pyrale du maïs (Ostri

nia nubilalis Hübner)[3].

Dans les pays occidentaux, plusieurs produits sont homologués ou en cours d'homologa

tion, (Auge Jacques; 1985. [4]) :

- MYCAR :biopréparation d' Hirsutella thompsonii FISHER homologuée par Abbot Labo

ratories en 1981 aux USA contre 2 espèces d'acariens prédateurs des citrus.

- VERl ALEC, MYCOTAL et THIPTAL : 3 produits à base de spores de 3 souches dis

tinctes de Verticillium lecanii exploités par Tate et Lyle Ltd (Grande-Bretagne) pour la protec

tion des cultures florales (chrysanthèmes) et maraîchères (concombres) sous serres (insectes

cibles: pucerons, aleurodes et thrips, ainsi que l'acarien phytophage Tetranychus urticae).

- BIOCONTROL, BIOMAX, COMBla, METABIOL et METAPOL: 5 biopréparations

deMetarhiziumanisopliae homologuées en 1981 au Brésil pour protéger la canne à sucre et les

pâturages des attaques des Cercopides.

A l'heure actuelle, aucune biopréparation à base de spores deB.bassiana n'est homologuée
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dans les pays occidentaux. Cependant des essais expérimentaux menés en France ont démontré

l'efficacité de ce champignon dans la protection de culture de maïs contre le ravageur O. nubilalis

(Hübner) ([5], [6]).

Un projet a donc été mis en place afin de déterminer les possibilités d'industrialisation de la

production de spores de B. bassiana en vue de sa commercialisation.

1.2. BEAUVERIA BASSIANA

al Présentation:

B. bassiana est un champignon entomopathogène de la classe des Deutéromycètes caracté

risé par une structure somatique, des hyphes septés et une absence de reproduction sexuée con

nue.

B.bassiana appartient à la famille des Moniliales et se multiplie par l'intermédiaire des

spores asexuées: les conidiospores ou conidies. Le genre Beauveria est caractérisé par un coni

diophore géniculé et l'espèceB.bassiana se distingue par la forme sphérique de ces conidies [7].

Ce champignon dont la distribution géographique est très vaste, est pathogène pour plusieurs

ordres d'insectes importants en agriculture :

- Coléoptère (Leptinotarsa decemlineata), [8-9]

- Lépidoptère (Ostrinia nubilalis), [10]

- Hémiptère (Blissus leucopterus leucopterus)[1l] ....

bl Cycle biologiQue

B.bassiana est un parasite facultatif dont le cycle comporte 2 phases (cf: FIG N°l) :

- une phase parasitaire

- une phase non parasitaire

L'entrée du champignon dans l'insecte par la voie tégumentaire semble être la cause princi

pale d'infection. La spore germe à la surface de l'insecte en développant un tube germinatifqui

traverse la cuticule par des processus physiques et enzymatiques.

Une fois la barrière tegumentaire franchie le champignon atteint l'hémolymphe. Le mycé

lium se fragmente alors par bourgeonnement en émettant des éléments fongiques unicellulaires
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allongés: les blastospores. TI doit sunnonter les réactions cellulaires de l'hôte qui aboutissent à la

fonnation d'un pseudo-tissu emprisonnant le mycélium, en constituant un granulome.

La production de toxines, telle la beauvéricine de structure cyclodepsipeptique est particu

lièrement importante carelle provoque une désorganisation de ces granulomes, [12] citépar (My

rian Tigano, 1985, [13]).

La mort de l'insecte semble être liée à l'activité de cette toxine ou à la colonisationde l'hémo

lymphe. Le champignon se développe ensuite en saprophyte, il envahit l'ensemble des tissus du

cadavre, puis il retraverse le tégument et si l'humidité relative est proche de la saturation, il spo

rule en surface.

L'absence de septicémie au cours de cette phase saprophytaire semble être liée à la produc

tion par le champignon d'une substance antibactérienne: l'oosporéïne, un pigment rouge respon

sable de la couleur rose-violacée du cadavre.

cl Influence de la dose de spores

Il a été démontré qu'il existait unecorrélation positive très significativeentre lamortalité des

larves et la quantité de spores utilisées [14].

Ainsi G.Riba recommande l'utilisation d'une préparation à base de spores de B.bassiana

sous une fonnulation granulée à ladose de 1013 spores/hapourassurerune réduction de96% de la

population de ravageurs d'O.nubila/is [15].

Laproduction d'aussi grandes quantités de spores nécessaires pourassurer un effet biopesti

cide efficace ne peut être résolue qu'à l'échelle industrielle.

1.3) LES DIFFERENTS PROCEDES DE PRODUCTION DE SPORES

La plupart des hyphomycètes pathogènes produisent 2 types de propagules infectueuses.

- Les conidiospores ne sont obtenues que par sporulation du champignon à la surface

du milieu.

-Les blatospores (organe de multiplication obtenupar bourgeonnementdes hyphes) sont
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facilement produits en milieu liquide et aéré.

La parfaite maîtrise des techniques de fermentation liquide depuis une vingtaine d'années

ont orienté les recherches vers la productionde ces blatospores [16,17, 18]. Cependantces propa

gules ont l'inconvénient majeur d'être peu persistantes dans la nature [16, 19]. Les difficultés ren

contrées au niveau de leur conservation sont telles que la technique de production en milieu li

quide a pratiquement été abandonnée.

Différentes techniques de culture en surface pour la production de conidiospores sont con

nues [20] :

- La plus artisanalè consiste à cultiver le champignon sur milieu gélosé soit en boîte de

Pétri, soit en fioles de Roux. Cette technique est difficilement transposable à l'échelle industrielle

en raison des manipulations nombreuses qu'elle nécessite, de son rendement assez faible et sur

tout de la place indispensable au stockage de nombreux vases de culture.

- La technique de production de spores en plateaux consiste elle, à cultiver le champi

gnon sur des substrats végétaux tels que: son de blé, paille ou résidus amylacés, disposés en

couches de quelques centimètres d'épaisseur et placés dans des étuves d'incubation.

Cependant, le produit obtenu est constitué non pas de spores pures mais d'un mélange de

spores, mycélium et résidus végétaux. De plus, la récolte des spores et le maintien des conditions

aseptiques sont particulièrement délicats. Ce procédé a été néanmoins retenu en U.R.S.S. et en

Chine [21,3], à défaut d'une technique plus aisée.

- Un nouveau procédé original de culture en surface (fermenteur à disques) a été breveté

par l'O.R.S.T.O.M. (RAIMBAULT, ROUSSOS ;1985. [22]). Ce procédé permet:

· d'optimiser le rapport surface de culture/volume de réacteur,

· d'assurer des conditions d'aseptie strictes,

· de récolter facilement les spores par simple lavage des surfaces.

Il résoudrait ainsi les problèmes rencontrés par les autres procédés décrits précédemment.

Ce procédé prometteur a été retenu pour l'étude de la production de spores deB.bassiana au

stade laboratoire. Cette étude a pour objet d'évaluer les avantages et inconvénients ainsi que les

possibilités d'extrapoler un tel procédé à l'échelle pilote ou industrielle.
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1 fi MATERIELS ET METHODES 1

Il.1. MICROORGANISME

Nous avons utilisé la souche B.bassiana (Rb. 147) de la mycothèque I.N.R.A. de la station

La Minière, qui nous a été fourie par CALLIOPE. Cette souche isolée d'une chenille de pyrale en

état de diapause récoltée en Beauce durant l'automne 1980, a été selectionnée en raison de sa viru

lence élevée à l'égard d'O.nubilalis [10]. Elle est cultivée sur milieu Ribaen tube de gélose incli

née à 250C ± 1 et à l'obscurité.

Après 7-10 jours d'incubation, elle est conservée à 40C pendant plusieurs mois.

Il.2.MILIEUX DE CULTURE

Ils sont stérilisés par autoclavage à 110°C pendant 30 mo.

Il.2.1. Milieu PDA

Le Potato Dextrose Agar (pDA.Difco) est constitué des éléments suivants:

Il.2.2. Milieu PDB

- Dextrose

- Infusion de pomme de terre

- Agar

- Eau distillée

: 20 g

: 200 g

: 15 g

: Il

Le potatoDextrose Broth (PDB .Difco) a la mêmecomposition que lePDA à l'exception de

l'agar.



Il.2.3. Milieu Riba
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-~04

-N~04,2~O

- MgS04,7~O

- KCI

- NH4N03

- Glucose

- Extrait de levure

- Chloramphénicol

- Eau distillée

pH=7

: 0,4 g

: 1,75 g

: 0,6 g

:lg

: 0,7 g

:lOg
: 5 g

: 0,5 g

:11

RemarQJle: Suivant leprocédé de production de spores, on est amené àrajouter de l'agarà

une concentration de 16 g/l.

Il.2.4. Milieu 82

- Glucose

- Amidon

- Extrait de levure

- (NHJ2S04

- NaN°3

-~4

- NaIIP04,2~O

-MgS04,7~O

- KCI

- Alanine

- Chloramphénicol

- Eau distillée

pH=7

: 50 g

: 40g

:lOg

: 3,5g

: 4,5 g

: 3 g

: 13,12 g

: 1,8 g

: 19

:lg

: 0.25 g

:11

RemaTQ,ue :leglucose et les phosphates sont stérilisés séparementdu milieu afin d'éviter la

formation de précipité et les réactions de Maillard. Selon les expériences, on ajoute à

ce milieu 16 g/l d'agar.
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n.3. TECHNIQUES DE PRODUCTION DE SPORES

Il.3.1. En fiole

Les fioles et les milieux sont stérilisés séparément. Après refroidissement à 40-4SCC, les

milieux sont répartis dans des fioles de 250 ml àraison de 25 ml/fiole, puis rapidement inoculés en

masse (1,25 . 107 spores/fiole) avant gélification.

Les fioles sont mises alors à incuber dans une étuve à 250C ±l 0. L'aération des cultures se

fait par simple diffusion de l'air par le bouchon légèrement dévissé.

Après 7 jours, les spores sont récoltées dans 100 ml d'eau distillée additionnée de Twen 80

(0,1 ml) à l'aide d'un barreau aimanté, de cinquante billes de verre de diamètre de 4 mm et par agi

tation pendant 20 mm. Les spores produites en surface sont ainsi mises en suspension puis dé

nombrées.

Il.3.2. En réacteu r à disques

2 modes opératoires ont été utilisés:

- sur milieu gélosé comme cela a été décrit par Mf RAIMBAULT [22]

- sur support absorbant imprégné de milieu de culture liquide.

n.3.2.I. Description des réacteurs

- Fermenteur de 1.71 (cf: photo N°l)

Le fermenteur est constituéd'une cuve cylindriqueen pyrex et à une de ses extrémités, d'une

platine en inox.

La cuve est munie d'une sortie basse afin de permettre l'évacuation du milieu excédentaire,

et d'une sortie haute pour permettre l'évacuation de l'air.

La platine est équipée de dispositifs d'alimentation en air et de contrôle de la température,

elle possède un axe rotatif supportant un empilement de disques d'un diamètre légèrement infé

rieur au diamètre de la cuve. Les disques espacés de 1°mm par des entretoises sont constitués se

Ion les cas :

- de 2 grilles en inox

- d'un support absorbant pris entre 2 grilles.



PHOTO N° 1 : Fermenteur à disques de 1.71

PHOTO N° 2 : Fennenteur à disques de 12.41

PHOTO N° 3 : Detail des disques du fermenteur de 12.41
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Le nombre de disques pouvant être empilés dans ce fermenteur est de 8, soit une surface utile

de 1080cm2•

- Fermenteur de 12.41 (cf: FIG N~ et photo N~ et 3 )

Ce fermenteur est une extrapolation du réacteur de 1,7 litres. A la différence de celui décrit

précedemment, il est constitué d'une cuve en verre fermée hermétiquement par deux platines en

inox. Cettecuve est munie de deux entrées hautes et trois sorties basses. Les platines sont équipées

de façon à permettre le contrôle de la température, et à assurer l'entrée et la sortie de l'air. Le

nombre de disques empilés dans ce réacteur est de 30, soit une surface utile de 9 900 cm2.

Il.3.2,2, Inoculation du milieu

Le milieu préalablement stérilisé dans un flacon, est refroidi à40-45°C puis inoculé avec

une suspension de conidiospores à une concentration connue (3 108 spores/1 de milieu). Il est en

suite transvasé stérilement dans la cuve du réacteur préalablement stérilisée par autoclavage à

1210C pendant 20 mm.

RemarQue: dans le cas d'une fermentation sur milieu gélosé, il est possible de stériliser di

rectement le milieu dans le réacteur

Une rotation des disques àfaible vitesse lOt/mn permet de retenir le milieu à la surface des

disques. Le milieu excédentaire est ensuite évacué par les sorties basses du réacteur avant la géli

fication du milieu.

Il.3,2.3. Incubation

Le réacteur est placé dans une enceinte thermostatée à25°C. Le temps d'incubation est de 7

jours sur milieu gélosé et de 8 jours sur support absorbant. Dans ce demiercas, il est nécessaire de

maintenir une lente rotation des disques pour assurer une bonne homogénéisation du milieu sur

les supports.

L'aération de la culture est réalisée par passage d'un flux d'air stérile et humidifié par barbo

tage dans de l'eau, Le débit d'aération est de :

- 50 mVmn à 70rnVmn pour le réacteur de 1,71.

- 500 mVmn à 4,5 Vmn pour le réacteur de 12,41



FIG N°2 SCHEMA DU FERMENTEUR A DISQUES DE 12.4 L

...
w

1: Cuve en pyrex
2: Platine en inox
3: Entrée du milieu
4: Evacuation du milieu

5: Axe
6: Entrée d'air

7: Sortie d'air
8: Ecrou de serrage

9: Bouchon plasma
10: Joint torique

11: Disque
12: Entretoise
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Remarque: dans certains cas, nous avons analysé les pourcentages d'02et de CO2dans les gaz de

sortie des réacteurs au cours de la fermentation.

Il.3.2.4. Récolte des spores

Les spores produites à la surface des disques sont récoltées par 5 lavages successifs en intro

duisant dans le réacteurde 300 ml à 31 (suivant la taille du réacteur) d'eau distillée additionnée de

Tween 80 à 1% et en maintenant une rotation rapide (500tlmn) des disques pendant 30 mn.

Les spores mises ainsi en suspension sont ensuite dénombrées.

Il.3.2.5. viabilité des spores produites

Pour vérifier que les spores produites dans le réacteur à disques étaient viables, c'est à dire

qu'elles étaient capables de germer, nous avons utilisé les 2 techniques suivantes:

- Estimation de la viabilité sur boîte de Pétri

Après extraction des spores par lavages, on réalise un dénombrement direct à la cellule de

Malassez de façon à connaître le titre exacte en spores de la suspension. On procède ensuite à des

dilutions successives de façon à obtenir un nombre de colonies par boîte de Pétri compris entre

(30-100). L'utilisation d'une solution de Tween 80 à faible concentration (0,05 %) est nécessaire

pour obtenir des suspensions homogènes. 1OO~ de ladilution choisie sont étalés sur milieu PDA

à l'aide de billes de verre stérilisées.

Les colonies sont dénombrées après 48 h d'incubation à 25°C.

- Estimation de la viabilité sur cellule de Malassez

Pour cette technique, nous avons réalisé dans un premier temps une cinétique de germina

tion. Trois erlens contenant 25 ml de milieu liquide PDB sont ensemencés de façon à obtenir

20 loS spores/ml et mis à incuber à 250C dans un agitateur rotatif

Les observations au microscope sur cellule de Malassez sont effectuées sur des prélève

ments réguliers de chaque erlen afm d'établir le pourcentage de germination. Nous avons consi

déré qu'une spore avait germé lorsque la taille du tube germinatifétait supérieure ou égale au dia-
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mètre le plus grand de la spore. Nous avons pu en déduire ainsi le temps T où le pourcentage de

germination atteint un maximum. La viabilité des spores produites est ainsi estimée par comp

tage direct des spores gennées et non gennées à la cellule de Malassez, de façon à détenniner le

pourcentage de germination après un temps T d'incubation.

Il.3.2.6. Séchage des spores

Après récolte des spores par lavages, nous avons testé différents modes de séchage.

Le protocole opératoire est le suivant:

FERMENTATION

TEST DE VIABILITE sa.unON DE SPORES

entrifugation à SOOOt/l0mn

SECHAGE A L'ETUVE A 4SDC

TEST DE VIABILITE

TEST DE VIABILITE

TEST pE VIABILITE

CUlOT

TEST pE VIABILITE

ECHAGE A L'ETUVE A SODC

TEST DE VIABILITE

SECHAGE AVEC BALANCE
INFRA ROUGE A SODC

TEST DE VIABILITE
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Il.4. FERMENTATION LIOUIDE

Une fennentation liquide aété réalisée afin d'obseIVer la croissance deB.bassianaen milieu

liquideHl. Un fennenteur biolafitte de 21 contenant 1500ml de milieu liquideH2est stérilisé à

110oc pendant 30 mn et inoculé avec une suspension de spores deB.bassiana àraison de

5 108 spores/1 de milieu. Pendant la fennentation, la température est maintenue à 25°C, l'agita

tion à 500t/mnet le % d'02 dissous à son maximum. Le pH n'estpas régulé, mais sa valeuraété en

registrée.

Au cours de la fennentation des prélèvements à inteIValles réguliers sont effectués afin de

suivre les paramètres suivants:

-Glucoseet amidon résiduels

-pH

- Evolution de la croissance au microscope.

Le protocole utilisé est décrit ci-dessous:

Echantillon de 50 ml

/
Etat frais 1

Surnageant

Dosage amidon et glucose
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n.s ANALYSES

n.S.l. Dénombrement des spores

Une suspension homogène de spores est convenablement diluée afin d'obtenir entre 30-60

spores par unité de comptage d'un hématimètre type Malassez. Le comptage a été réalisé en calcu

lant le nombre moyen (n) à partirde 20 unités de comptage. Le nombre de spores (N) contenues par

ml d'une suspension est ensuite calculé en utilisant la formule suivante :

N =n. 0/0) . 105

N =nombre de spore/ml de la suspension concernée

n =nombre moyen de spores dans une unité decomptage

D =facteur de dilution

n.S.2. Analyse des eaz

Le dosage des sucres résiduels, de la biomasse ainsi que la mesure du pH n'étant pas acces

sibles au niveau des réacteurs à disques, nous avons suivi la fennentation en analysant l'02consom-

mé et le CO2produit. fis sont mesurés en continu dans le flux d'air sortant des réacteurs, dont le dé

bit est connu et constant.

Les appareils utilisés sont:

- Un Beckman LB2 (Medical CO2analyseur) comportant une cellule infrarouge

- Un Beckman OM!! (Medical 02 analyseur) comportant une électrode polarographique.

L'air sortant des réacteurs est séché en passant dans une colonne de condensation à 20Cpuis,
par passage à travers une colonne de silicagel (sel hydrophile). Une partie de ce flux d'air séché est

aspiré vers les sondes des analyseurs.

Les appareils sont reliés à un enregistreurafin devisualiserdirectement les pourcentages d'02

et de CO2du flux d'air sortant.
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D.5.3. DOS32e du 21ucose

Il est dosé suivant la méthode du kit UV Boehringer. Le glucose n'absorbant pas à une lon

gueurd'onde caractéristique, on le dose par l'intermédiaire du NADPH2 apparu par lejeu des 2 ré

actions suivantes:

- Glucose + ATP _H_E_X_O_K_IN_A_SE_....... glucose-6-P + ADP

- Glucose-6-P + NADP GLUCOSE -6.p DESHYDROGENASE. Gluconate-6-P + NADPH
2

La concentration en NADPH2 est déterminée par spectrophotométrie à 340nm

D.5.4. DOS32e de l'amidon

Il est dosé suivant une méthode colorimétrique à l'iode. On mesure à 620 nm la formation du

complexe amidon-iode. Le réactif iodo-ioduré est préparé en diluant à 4 % une solution

contenant:

- KI : 15g

-12 : 1,5g

-H2O : 500ml

La réaction colorée est obtenue en ajoutant 0,1 ml de l'échantillon à 2,4 ml de réactif iodo

ioduré. Une gamme a été établie pour des concentrations en amidon soluble comprises entre

0.5g/l et 1Og/l pour lesquelles il y a proportionalité.



RESULTATS ET DISCUSSION
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1 Ill. RESULTATS ET DISCUSSION 1

111.1. VERIFICATION DES PERFORMANCES DE LA SOUCHE SUR MILIEU RIBA

Afin de déterminer les perspectives financières que pouvait lui offrir la mise en vente sur le

marché d'un biopesticide à base de spores de B.bassiana, la société CALLIOPE avait déjà réalisé

une première évaluation économique[23].

Au cours de cette étude, le scaling up avait été envisagé sur l~ase des critères suivants:

- Dose nécessaire pour traiter un ha : 1013 spores

- Superficie de fermenteur nécessaire: 3m2/ha

- Cycle de production : 8jours

Ces critères ont été déterminés à partir de résultats d'essais en champs et des rendements obte

nus en boîtes de Pétri sur milieu RillA.

Il était nécessaire dans un premier temps de vérifier ces deux derniers critères d'extrapolation,

ce qui nous a permis également de nous familiariser avec les différentes techniques d'analyses et de

culture.

111.1.1. Croissance de B.bqssiana sur milieu gé'osé

Environ 48 h après l'ensemencement, une légère pellicule blanchâtre recouvre toute la superfi

cie de la boîte, le mycélium s'est développé.

A 72 h, la culture est beaucoup plus dense: on note au microscope l'apparition de cellulesconi

diogènes ainsi que la formation de spores.

Après 5 jours d'incubation, la pellicule devient poudreuse et atteint au maximum 0,5 à 1 mm

d'épaisseur. On observe alors uniquement des spores à l'examen microscopique.
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A partir de ce stade, l'aspect de la boîte ne change plus à l'exception d'une légère modifica

tion de la couleur (le blanc vire au beige très clair) due au vieillissement de la culture.

Les principales observations décrites ici sont illustrées par les photographies de la page sui

vante.

IU.l.2. Cinétique de spo[ulation

L'objectif de cette étude est de déterminer le temps d'incubation nécessaire à l'obtention de

l'optimum de sporulation. Le dénombrement des spores produites en fonction du temps a été réa

lisé à partir de cultures en fioles agées de 3, 5, 7, 10, 13 et 15 jours.

123456789101112131415

Temps en jours

FIG N°4 p' Cinetiaue de sporulation de B. bassiana sur milieu RIBA

La productivité est optimale après un temps de culture de 7 jours. La poursuite de l'incuba

tion au delà de ce temps conduit à une chute de productivité car le nombre de spores n'augmente

plus.

RemarQ,ue : il est ressorti de plus de cette première étude, qu'il est préférable d'effectuer chaque

test sur au moins trois fioles afin d'affiner les résultats obtenus.



PHOTO N°4 : Colonie de Beauveria bassiana (x 10)

PHOTO N° 5 : Mycélium de Beauveria bassiana (x 4(0)

PHOTO N° 6: Structures sporifères de Beauveria bassiana (x 400)

'l2
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In.1.3. Rendements en nombre de spores!l: de milieu et par cmZ.

Cette manipulation est réalisée sur 3 boîtes de Pétri (smface de 70 cm2) contenant chacune

25ml de milieu RIBA. Nous obtenons après 8 jours d'incubation: 1,67 1010 ± 0,32 1010

spores/boîte, soit des rendements de :

- 2,38 108 ±0,46 108 spores/cm2

- 6,68 108± 1,28 108 spores/g de milieu de culture

Ainsi pour obtenir 1013 spores sur milieu RIBA :

- la surface nécessaire est de : 4,2 ± 0,81 m2

- la quantité de milieu est de : 1,5 ± 0,29 Kg

Les résultats obtenus au cours de cette première étape montrent que:

-la production de spores de B.bassiana sur milieu gélosé est aisée

- le cycle de production sur milieu RIDA peut être réduit à 7 jours de culture

-la surfacede fermen teur nécessairepourproduire 1013 sporesest de 4,2 ±0,8 m2,

donc légèrement supérieure à celle retenue pour le calcul du scaling up.

nI.2 OPTIMISATION DU MILIEU DE CULTURE

La démarche classique d'optimisation d'un milieu de culture consiste à faire varier successi

vement chaque facteur, en maintenant les autres constants, ceci conduit naturellement à un

nombre élevé d'expériences.

L'utilisation de plans d'expériences permetde déterminer l'influence des paramètres étudiés

dans une même série d'expériences avec un nombre minimum d'essais [24,25]. C'est cette deu

xième approche qui a été choisie.

Deux plans d'expériences ont été réalisés:

-Le premierpour trier rapidementparmi les différents constituantsdu milieu RIBA

ceux qui ont un effet sur la réponse

-Un deuxième pour affiner la réponse et étudier l'influence de nouveaux constituants.
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Les matrices d'expériences utilisées sont des matrices factorielles 23 avec N = 8.

MILIEU NIVEAU DES FACfEURS RESULTAT

1 2 3 4 5 6 7
A - - - + + + - YI
B + - - . - + + Y2
C . + . . + . + Y3
D + + . + - - - Y4
E . - + - - + YS
F + - + - + - - Y6
G - + + - - + - Y7
H + + + + + + + YS

rAB N°] . Matrice d'exPériences 23

Chaque facteur est étudié àdeux niveaux noté -1 et +1. Dans notre cas, la réponse Y à un mi

lieu testé est le nombre de spores produites parerlen. La moyenne des résultats des 8 expériences

est notée bo.

Yi =réponse à l'expérience i

L'effet de chaque constituant est noté bj

Xi = niveau du facteur j

exemple de calcul:

effetb1 du facteur 1 =[ -lx(YI) + Ix(Y2) - I(Y3) +1(Y4) -1 (YS) + I(Y6)-I(Y7)+I(Y8)]

m.2.J. Plan d'expériences PEI

Dans cette première série d'expériences nous avons fait varier la concentration des consti

tuants du milieu RIBA à l'exception de la gélose et du chloramphénicol qui sont maintenus res

pectivement à la concentration de 16g1l et Q.SgIl . Par ailleurs, nous testons également l'effet de

l'ajout d'amidon.
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CONCENTRATION EN gIl AU NIVEAU

FACfEURS

- 1 + 1

Glucose 10 30

Extrait de levure 1 5

NH4N03 0,7 2,1

KH2P04 0,4 1,2

Na2 HP04, 2H2O 1,75 5,25

MgS04,7H2O 0,6 1,8

KCI 0 1

Amidon 0 20

TAB N~ .. Domaine expérimental des facteurs étudiés dur/an d'expériences PEl

RESULTATS EXPERIMENTAUX

MILIEU Nbre DE SPORES
PARERLEN x 10

9

Al 7,8 ±0,3
BI 19.7 +0.7
Cl 35,8 ±4,1
Dl 37,8 ± 2,1
El 22,1 ±2,1
FI 17,6 ±2,1
01 16,7±0,4
Hl 54,7 ±7,1

EFFET DES DIFFERENTS CONSTITUANTS

- Glucose b l = 5.92

- Extrait de levure b2 = 9.72

- NH4N03 b3 = 1.26

- Phosphate b4 = 4.06

- MgS04,7~O bs = 2.44

- KCI b6 = 1.79

- Amidon b7 = 6.53

bO=26.54
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Les résultats expérimentaux obtenus sont très variables allant de 7,8. 105 spores pour le mi

lieu Al à 54,7 109 spores pour le milieu Hl. Ils démontrent clairement l'influence de certains

constituants sur le nombre de spores produites, et que le mileu RIDA n'est pas optimisé.

En effet nous observons que:

- 4 facteurs ont une influence fortement positive (glucose, ajout d'amidon, extrait

de levure et phosphate)

- 2 facteurs ont une influence faiblement positive (MgS04,7H20 et KCl)

-le NH4 N03 a un effet nul.

En conséquence, le MgS04, 7H20 et le KCI seront maintenus au niveau + 1 pour la suite des

expériences. Le NH4N03 sera remplacé par une autre source d'azote.

10.2.2. Plan d'expériences PE2

Ce plan a pour but de préciser les valeurs des 4 facteurs dont les coefficients sont fortement

positifs. Par ailleurs, on veut étudier l'influence de l'azote sous la forme nitrate et ammonium,

ainsi que l'ajoutde D-Lalanine dont il a été montré dans la bibliographie un effet positifsur la spo

rolation [26, 27] .

CONCENTRATION EN g/l AU NIVEAU
FACfEURS

-1 +1

Extrait de levure 3 10

Amidon 15 40

Glucose 25 50

KH2P04 0,8 3

N~HP04,2H20 3,5 13,12

(NH4)2S04 1,15 3,5

NaN°3 1,5 4,5

Dl Alanine 0 1

TAB N"3 .. Domaine expérimental des facteurs étudiés du plan d'expériences PE2



RESULTATS EXPERIMENTAUX

Z7

EFFET DES DIFFERENTS CONSTITUANTS

MILIEU Nbre DE SPORES
PAR ERLENx 10

9

A2 37,7 ± 2,3
B2 64.8 ±3.4
C2 55.4 +4.8
D2 61,1 ±3,3
E2 51,7 ±4.6
F2 72,2 ± 7,1
G2 62,5 ±5,1
H2 78.8 + 1 8

Nous observons:

- Extrait de levure b l = 8.69

- Amidon b2 = 3.86

- Glucose b3 = 5.7

- Phosphate b4 = -3.2

- NH4N03 bs=0.49

- NaN°3 b6 = 0.35

- Alanine b7 = 2.14

bo= 60.4

-Une amélioration sensible du nombre de spores produites: 78,8 ± 1,8 109 spores par er

len sur le milieu H2, soit une augmentation d'un facteur 5 par rapport au milieu RIBA.

- Un effet positif important de l'extrait de levure et du glucose

- Un effet positif faible de l'alanine et de l'amidon

- Un effet nul de la source d'azote minéral sous fonne de nitrate et d'ammonium.

- Un effet négatif du phosphate

Des essais complémentaires ont été envisagés afm d'améliorer cette production en étudiant:

- l'influence de la source de carbone

- l'influence de l'azote minéral

- l'influence du manganèse

- la diminution de la quantité de phosphate

Aucune amélioration n'a pu être apportée aux rendements précédemment obtenus, nous

avons cependant observé que l'azote minéral bien qu'ayant un effet non significatif est néces

saire. Aussi nous avons conservé le milieu H2 pour la suite du programme.
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A ce stade, il s'avérait nécessaire de vérifier que le temps d'incubation pour atteindre l'opti

mum de sporulation sur le milieu H2 était également de 7 jours. Nous avons pour cela réalisé une

nouvelle cinétique de sporulation.
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FIG N°5 .. Cinetique de sporu[ation de B.bassiana sur milieu H2

Comme sur le milieu RillA, l'optimum du nombre de spores produites sur milieu ID est at

teint après 7 jours de culture. Il reste constant jusqu'à plus de 20 jours d'incubation.

IU.Z.3. Conclusion et estimation des coûts des milieux

L'utilisation de plans d'expériences factorielles 23 nous a permis:

-de déterminer rapidement les constituants essentielsjouant un rôle important sur lapro

duction de spores (extrait de levure, glucose, ajout d'amidon, phosphate).

- de proposer un nouveau milieu (ID) permettantd'améliorer laproduction d'un facteur 5

par rapport au milieu RIBA. La surface nécessairepourproduire 1013 spores est réduite à

0,8 m2 sur ce milieu.

Cependant l'optimisation d'un milieu industriel doit tenir compte de l'aspect économique.

Aussi nous avons effectué une première estimation des coûts des principaux milieux en nous ba

sant sur le prix des réactifs chimiques disponibles sur le marché (ref: annexe 1).
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MILIEU RIDA Hl H2

NBRE SPORES/cm2 x 108 2.II±O.26 8.7±1.15 ll.l±l

NBRE SPORES/g x 10
9

0,55 2,26 2,89

13
4.7m2 1. 15m2 0.9m2SURFACE NECESSAIRE pour 10 spores

PRIXlL(avec agar ) 4.13F 4.4F 5.13F
13

PRIX POUR 10 SPORES (avec agar) 75F 19.5F 17.8F

PRIXlL(sans agar ) 0.29F 0.56F 1.29F
13

PRIX POUR 10 SPORES (sans aear) 5.26F 2.48F 4.47F

rAB N'fi. .. Comparaison des milieuxRIBA. Hl etH2

• Glucose

III Extr levure
fZI Sels

o Agar

1,21%
4,24%

• Glucose
.. Anùdon

II Extr levure

m Sels
o Agar

93,02%
87,19%

• Glucose
Il Anùdon
III Extr levure

m Sels

o Agar 74,84%

4,87%

10,74%

FIG NI: Repartition des coûts des milieux

Nous remarquons que:

- Le prix du milieu nécessaire à la production de 1013 spores sur le milieu optimisé H2

reste inférieur à celui du milieu RIBA, malgré une concentration en réactifs chimiques

plus importante.

- 75 à 95 % du coût du milieu est représenté par l'agar : l'optimisation du coût des autres

constituants n'influera donc que très légèrement sur le prix global du milieu.

Nous en déduisons que la diminution du prix de revient du milieu nécessite soit :

- de trouver un produit de remplacement de l'agar.

- de proposer un nouveau procédéde production de spores ne nécessitantpas l'utilisation

de gélose.



30

111.3. OPTIMISATION DES CONDITIONS DE CULTURE

Après l'optimisation de la composition du milieu de culture, il était indispensable de con

naître également les conditions optimales de production.

Pour cela, nous avons étudié l'influence de certains paramètres. Cette étude a été effectuée

en fioles en faisant varier chacun des facteurs pris séparément, les autres étant maintenus con

stants. Cette méthode est critiquable car elle est longue et ne tient pas compte des intéractions

éventuelles entre les différents facteurs. Cependant c'était la seule méthode praticable, et elle

nous a permis de progresser assez rapidement.

Cette étape aurait du être préliminaire à l'étude de la mise au point d'une méthodologie de

production en réacteur à disques, cependantdes contraintes de temps et de matériel nous ont obli

géde menerces deux étapes de front, certainsrésultats cités dans ce paragraphe n'ontpu pourcette

raison être confirmés en réacteur.

111.3.1. Influence de la température

La température peutjouer un rôle prépondérant sur la croissance, la germination et la sporu

lation des champignons. La température d'incubation préconisée dans la bibliographie pour la

culture deB.bassiana varie de 240C à 28OC, [18, 16].

La température de sporulation pouvant être légèrement différente de celle nécessaire à la

croissance mycé lienne, différentes températures d'incubation ont été testées.

80,.....---------------------,

m
0..... 60

><
Q,)-0
l;:
~

~ 40

.g
]
§ 20
Z

O+-_r_""T""".......~""'T'"..,.....,.__,........,.___r___.,...._r__.--T'"""S_T'""" ........_r_-r-....

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Température en oC

FIG N° 7 .. influence de la température sur la SJlorulation de B.bassiana
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Nous n'obselVons pas de différences significatives sur le nombre de spores produites pour

des températures situées entre 22°C et 28OC. Pour des températures supérieures, la production

chute, et elle est nulle à 35°C. Cet hiver, nous avons pu également constaté que le champignon

poussait difficilement à une température proche de 15°C.

Une température de 250C ± 30C est donc nécessaire pour permettre une bonne sporula-

tion.

ID.3.2. Influence de la luminosité

Ce paramètre, parfois négligé, peut avoir une influence déterminante sur la production de

spores. Ainsi Ely Nahas obselVe qu'un cycle lumineux alterné permet de doubler la production de

spores de B.bassiana [28]. TI était donc intéressant de vérifier ce résultat. Nous avons réalisé une

expérience au coursde laquelle 3 fioles sont maintenues à l'obscurité et 3 autres sont soumises à la

lumière du jour.

NBRE DE SPORES PRODUITES

PAR FIOLES x 10
9

OBSCURITE 62.2 ±4.52

LUMIERE DU JOUR 54.4±5.65

TAB N c:5 .. 1n[luence de la luminosité sur la sporulation de B.bassiana

Contrairement à Ely Nahas, nous n'obselVons pas d'influence significative de la lumière sur

la production de spores. Ce paramètre ne sera pas considéré comme déterminant pour la suite de

notre étude.

ID.3.3. InflUence de l'aération

La quantité d'02 mise à la disposition du champignon est un facteur important pour son dé

veloppement. Cette quantité doit être suffisante pour ne pas limiter sa croissance.

Pour les expériences menéesjusqu'a ce stade de l'étude, l'aération des cultures se faisait par

simple diffusion de l'air au niveau du bouchon, ce qui a pennis d'atteindre de bons rendements de

production. Au niveau des réacteurs à disques, l'aération est assurée par le passage d'un flux d'air
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forcé à travers celui-ci. Aussi nous avons voulu savoir si les débits d'air que nous avions fixé arbi

trairement au niveau des réacteurs (cf: II.3.2.3) étaient suffisants pour apporter l'oxygène néces

saire à la croissance du champignon. Dans cetpotique, nous avons mis au point le dispositif sui

vant:

1 FIG N°S: SYSEME D'AERATION DES FIOlES 1

AIR

1: Vanne à pointeau
2: Humidificateur
3: Fiole de culture

4: Debimètre
' .....:: ..:.::.....:;:;:;;.... :: ..:.:.

Il pennet d'aérer chaque fiole àun débit précis. Les spores produites sont dénombrées après

une semaine de culture.
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FIG Nry .' Influence de l'aération sw la morolarion de B. bassiana
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Une bonne sporulation est obtenue dans les fioles dont le débit est supérieur à 8 mVmn. Une

aération plus importante n'augmente pas de façon sensible la sporulation dans les conditions de

cette expérience, mais tendrait à augmenter les coûts de production.

Les fioles qui n'ont pas été aérées présentent une production très faible mais non nulle. Cette

constatation bien que surprenante puisque que le champignon est aérobie stricte, peut être expli

quée en considérant que la quantité d'air emprisonnée dans la fiole (= 300 ml) est suffisante pour

assurer cette légère production.

Nous retiendrons ainsi qu'un débit de 15 rnVrnn/fiole est largement suffisant pour pennettre

une bonne sporulation. Lors de l'extrapolation de ce résultat obtenu en fiole, pour les réacteurs à

disques, plusieurs critères peuvent être pris en compte:

- Aération par unité de surface constante, soit: 2,3 1/mn/m2 de surface utile

- Aération par volume de réacteur constant, soit: 0,05 Vmn/l de réacteur

- Aération par g de milieu constant, soit: 0,6 Vmn/Kg de milieu

La sporulation du champignon ne s'effectuant qu'à la surface des disques, le critère d'extra

polation qui nous a semblé le plus important concerne l'aération par unité de surface.

10.3.4. Influence de l'humidité relatiye

Il est rapporté dans la bibliographie qu'une humidité relative proche de la saturation est né

cessaire pour assurer une bonne croissance et sporulation de B.bassiana [1] .

Aussi nous avons recherché qu'elle pouvait être l'influence de l'humidité relative (H.R.) sur

la production de spores.

En utilisant le système mis au point précédement, les fioles ont été aérées à un débit fixé de

30 rnVmn à des H.R. différentes. Pour cela nous avons effectué un barbotage de l'air dans diffé

rentes solutions salines saturées donnant chacune une H.R. bien déterminée.

Les résultats obtenus sont présentés sur le tableau N% :
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SEL In.R. THEORIQUE H.R. MESUREE H.R.MESUREE NBRE DE SPORES PERTE D'EAU

A L'ENTREE ALASORTIE x 109 en g

EAU 100% 100% 95-100% 58.66±6.1 ---

KCI 86% 91% 95-100% 57.73±3.34 ---

NaCI 76% 75.7% 95-100% 65.23±3.88 2,42

Mg(N03)2,6H20 56% 51.6% 95-100% 57.7±4.07 3,95

CaCI2,6H20 31% 28.5% 95-100% 68.6±11.7 5,57

Silica-gel 0% 0% 95-100% 68.06±O.85 6,47

TAB N'ti " Influence de l'humidité relative sur la sQorulation de B.bassiana

Nous observons que:

- Quelque soit le degré d'humidité de l'air passant à travers la fiole, l'H.R. est proche de

100% à la sortie. Ceci peut s'expliquer par le fait que l'air au contact de la gélose saturée en eau se

charge en humidité. Nous ne pouvons donc, dans ce sytème, étudier véritablement l'influence de

IH.R. atmosphérique sur la sporulation,

- LH.R. de l'air dans cette expérience n'a pas d'influence notable sur le nombre de spores

produites.

- La perte d'eau du milieu est d'autant plus importante que l'H.R. de l'air diminue.

Nous pouvons cependantconclure à partir de cette étude qu'il n'est pas nécessaire de pré-hu

midifier l'air avant son passage dans le réacteur, à condition d'avoir une distribution homogène

dans tout le réacteur .

IU.3.5. Influence du mode d'inoculation

Au cours de l'étape d'optimisation du milieu, nous avons établi que le coût de celui-ci pou

vait être réduit à condition de trouver un produit de remplacement de l'agar. Nous avons pour cela

testé différents gels (cf: Tab NOS, p: 38). Ceux susceptibles de remplacer l'agaront l'inconvé

nient majeur d'avoir un point de gélification élevé de 45CC à 60°C. il n'est alors plus possible d'en

visager un ensemencementen masse deB.bassiana sans risquer de détruire le champignon par la

chaleur.

Dans le procédé de production de spores en réacteur à disques tel qu'il est décrit dans le brevet

[22], l'inoculation du milieu se fait en masse. Aussi, il nous a paru intéressant de vérifier si le

mode d'inoculation (en masse ou en surface) avait une influence sur la production de spores.
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NBRE DE SPORES PRODUITES

PAR FIOLES x 109

INOCULATION EN MASSE 54.6±5.5

INOCULATION EN SURFACE 59.9±5

TAB N°l .. Influence du mode d'inoculation sur la sporulaÛon de B.bassiana

Le mode d'inoculation n'a pas d'influence notable sur le nombre de spores produites. Ainsi

l'inoculation en surface pourrait être envisagéedans le cas ou l'on utiliserait un gel dont le pointde

gélification est élevé.

111.4. MISE AU POINT D'UNE METHODOLOGIE DE PRODUCTION EN

REACTEUR A DISQUES

Après la mise en place des réacteurs de 1,71 et 12,41, plusieurs fennentations ont été réali

sées suivant le procédé décrit dans le brevet [22], afin de détenniner les points où il serait néces

saire d'apporter des améliorations.

A la suite de cette étude préliminaire, il ressort que:

- l'étape de répartition de la gélose sur les disques est particulièrement délicate:

. problème d'évacuation du milieu excédentaire

. problème d'homogénéisation du milieu à la surface des disques,

- la quantité de milieu retenu par unité de surface est faible (0,11 g à 0,13 g/cm2)

-les rendements en spores/unité de surface sont de 50% à 70% inférieurs àceux obte

nus en fioles

- Le système tel qu'il est conçu ne pennet pas le suivi de la croissance du champignon

Par la suite, nous nous sommes donc attachés à apporter des solutions à ces différents pro

blèmes dans le but de proposer un procédé global de production de spores en réacteur à dis

ques
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111.4.1. Influence de la quantité du milieu

Une des étapes limitantes du procédé au niveau du réacteur à disques est la répartition du mi

lieu à la surface des grilles. Les essais réalisés lors de la mise en route des réacteurs de 1,71 et 12,41

ont montré que les quantités de milieu retenu étaient très faibles.

Aussi nous avons réalisé une étude afin de déterminer s'il existait une corrélation entre le

nombre de spores produites et la quantité de milieu retenu par unité de surface.

Cette étude a été menée en fioles car la surface est standardisée: 65 cm2. Des quantités va

riables (10,15,20,25,30,35, 40 et 50m!) des milieux Hl etH2 pré-ensemencés ont été réparties

sur le fond des fioles. Après 7 jours d'incubation, les spores produites sont dénombrées.
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FIG N°tQ : Influence des quantités de milieu Ht et H2 su' la soorulatiQn de B.bassiana

Nous observons que le nombre de spores produites est directement proportionnel à la quan

tité de milieu retenu par unité de surface jusqu'à 0,31 g/cm2 pour le milieu H2 et 0,46 g/cm2pour

le milieu Hl. Dans les deux cas, des quantités de milieu supérieures ne permettentpas d'améliorer

la production. Il apparaît ainsi qu'au stade fermenteur, la rétention du milieu sur les disques est un

facteur essentiel à optimiser et à contrôler pour obtenir de bons rendements de production.
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Pour cela deux voies ont été envisagées:

- Utilisation de nouveaux disques profilés

- Utilisation de supports absorbants

1".4..2. Optimisation de la quantité de milieu retenu à la surface des disques

111.4,,2.1. Utilisation de nouyeaux disques profilés

Afin d'améliorer larétention de la gélose sur les grilles, de nouveaux disques ont été conçus.

Ils sont constitués de 2 grilles en inox d'une maille de 1 mm2 enserrant une ou deux hélices com

portant 6 arcs en inox délimitant ainsi des compartiments sur le disque. La géométrie de ce sys

tème est similaire à celui d'une roue à aube. Son but est de prendre un maximum de milieu, de le

concentrer ensuite au centre du disque pour le répartir finalement de façon homogène sur l'en

semble de la surface des grilles.

~ --_ _---_ --_ _----_ -.._--_ -_ _--_ .

FIG N°11 PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT DES DISQUES PROFILES

3 types de disques ont été testés:

- 2 disques classiques

- 2 disques + hélice entre

- 2 diques + 2 hélices entre
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Nous avons détenniné dans ces trois cas les quantités de milieu retenu en g/cm2 pour diffé

rents gels:

-Agar

- Agar + caroube 4 gIl

- Agar + caroube 6 gIl

- Flanogen 523

- Flanogen XL Il

-Kelgum

- Satiagel MR200

- Satiagel 780BF

- Aubygel TKS

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ncg. Nous observons que:

- L'ajout d'une hélice entre les deux grillespennetd'améliorer considérablement la quan

tité de milieu retenu par unité de surface.

- Le meilleur résultat est obtenu en utilisant deux disques + 2 hélices avec de l'Aubygel

TKS à 15g1l. Dans ces conditions la quantité de milieu retenu est de O,25g/cm2.

Conclusion:

L'utilisation des nouveaux disques profilés pennet de retenir des quantités de milieu plus im

portantes, proches dans un cas de la quantité de milieu nécessaire pour obtenir l'optimum du

nombre de spores produites. Cependant, nous constatons dans tous les cas, des problèmes d'homo

généisation, d'évacuation du milieu excédentaire et de répétabilité des résultats.

TII.4..2.2. Utilisation de support absorbant

3 supports, vendus dans le commerce, ont été choisis en raison de leur forte propriété absor

bante:

- Support Viléda (serpillère, épaisseur 1,5 mm)

- Support spontex 1 (toile éponge, épaisseur 5 mm)

- Support spontex 2 (éponge, épaisseur 1 cm)

Leur capacité d'absorption a été testée sur milieu gélosé et milieu liquide.Pour cela, la même

épaisseur de support (1 cm) a été placée entre 2 grilles afin d'assurer leur rigidité.



GELIFIANT 2 DISQUES 2DISQUES 2 DISQUES VISCOSITE A 70CC T'DE GELIFICATION POUVOIR GELIFIANT

eng/cm2 + 1 HELICE en g/cm2 + 2 HELICES en g/cm2 enCPS

AGAR 16g/l 0,056 0,153 0,157 187 >35oC ++

AGAR I6gIL 0,099 0,174 0,183 187 >35°C ++

AGAR 16g/L + CAROUBE 4g/l 0,091 0,116 0,151 4170 >35°C +++

AGAR 16g/L + CAROUBE 6g/l 0,087 0,172 0,24 --- >35°C +++

FLANOGEN 523 A 15g/L 0,09 0,118 0,198 92,2 >45OC +++

FLANOGEN XLII A 15g/l 0,084 0,22 0,248 4580 >55OC +

SATIAGEL MR200 A I5g/l --- --- -- 3O --- -

SATIAGEL 780BF A 15g/l --- --- --- 55 --- -

AUBYGEL TKS A 15g/l 0,098 0,156 0,27 17,5 >42OC +++

AUBYGEL TKS A 20g/l 0,116 0,156 0,19 25 >47oC +++

KELGUM A 15 g/l II'ROP VISQUEUX TROP VISQUEUX TROP VISQUEUX 9900 >55°C +++

TAB N'a " Comparaison de l'efficacité de 3 wes de diSQUes sur la rétention de différents fels
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Après 30 mn d'imprégnation, le milieu excédentaire est évacué. La quantité de milieu retenu

en g/cm2 est déterminée par simple pesée. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau sui

vant:

VILEDA SPONTEXI SPONTEX2

MILIEU LIQUIDE 0.42g/cm2 0.31g/cm2 0.14g/cm2

MILIEU GELOSE 0.41g/cm2 0.35g/cm2 ---

TAB N'9 ,. Quantité de milieu retenu par ditférents supports

Nous observons que l'utilisation de support absorbant permet:

- de retenir les quantités de milieu nécessaires pour obtenir l'optimum de sporulation

-d'utiliser un milieu liquide, d'où une diminution considérabledu coût du milieu

(ref: TAB N°4).

- de faciliter l'étape de répartition du milieu.

Les problèmes de rétention du milieu ayant été ainsi résolus, il s'averait nécessaire de vérifier

que la croissance du champignon était possible sur de tels supports. Des essais de culture sur sup

ports ont donc été réalisés. Les supports ont tout d'abord été autoclavés, rincés et séchés afin de

supprimer l'activité antifongiques de certains constituants rajoutés par le fabricant dans le but

d'améliorer la conservation du support. lis sont ensuite placés au fond d'une fiole dont la surface est

standardisée puis imprégnés de 25 ml de milieu H2 liquide ou gélosé pré-ensemencés. Après 7

jours d'incubation, les spores produites sont dénombrées. Les résultats sont présentés dans les ta

bleaux suivants.

NBRE DE SPORES/ NBRE DE SPORES/ NBRE DE SPORES/ % PAR RAPPORT

FIOLES x 109 cm2x 109 9
AU TEMOINgx 10

TEMOINH2 77.1±7 1,18 3,084 ---

VILEDA 61.7±6 0,94 2,44 80%

SPONTEXI 54±4 0,84 2,16 70%

SPONTEX 2 54.7±6 0,84 2,16 71%

TAB N°jO .' Comparaison de la worulation de B.bassiana sur différents supports iml2'é
~nés de milieu H2 ~élosé
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NBRE DE SPORES/ NBRE DE SPORES/ NBRE DE SPORES/ % PAR RAPPORT

FIOLES x 109 9 gx 109 AU TEMOINcm2x 10

TEMOINH2 77.1±7 1,18 3,084 ---

VILEDA 61.7±6 0,94 2,44 80%

SPONTEXI 43,9 0,68 1,76 57%

SPONTEX 2 30,77 0,47 1,23 40%

TAB N°l] .. Comparaison de la sDorulation de B.bassiana sur différents supDorts impré
enés de milieu H2 liquide

Nous notons que:

- la croissance et la sporulation du champignon sur support imprégné de milieu H2li

quide ou gélifié est possible.

- le support viléda permet d'obtenir les meilleurs rendements (80% par rapport au té

moin).

Remarque: une cinétique de sporulation réalisée sur le support vileda avec le milieu H2 a montré

qu'il est préférable d'attendre 8 jours d'incubation pour obtenir l'optimum de sporulation.

111.4.3. Fermentation en réacteur à disques sur support imoré2né

Afin de vérifier que l'amélioration apportée par l'utilisation de support absorbant au niveau de

la rétention du milieu permettait d'obtenir également de bons rendements de production en réacteur

àdisques, plusieurs fermentations ont été réalisées en réacteurde 1,71et 12,41. Les résultats obtenus

ainsi que les conditions opératoires sont présentés sur la courbe et le tableau suivants:

FERMENTAnON A FERMENTAnON B FERMENTATION C

TYPE DU REACTEUR 1.71 12.41 12.41

MILIEU H2LIQUIDE H2LIQUIDE H2LIQUIDE

SUPPORT VILEDA 6EPAlSSEURS VILEDA 6EPAlSSEURS VILEDA 6EPAlSSEURS

NBRE DE DISQUES 8 20 30

SURFACE UTILE I08Ocrn2 6600crn2 99OOcrn2

QUANTITE DE MILIEU RETENU 400g 2080g 4040g

DEBIT D'AERAnON 200rnVrnn 4.5Vrnn 4.5Vrnn

TEMPERATURE D'INCUBAnON 250C 250C 250C

TEMPS D'INCUBAnON 8 JOURS 8 JOURS 8 JOURS

NBRE DE SPORES PRODUITES 0.113x lOexp13 0.6%x lOexp13 1.27x lOexp13

TAB N Dl2 .. Résultats et conditions des fermentations réalisées en réacteur à disques de ] .71 et
12.41 sur support viléda impréiné de milieu H2 liquide
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FIG N° 12 .. Influence de la surface utile sur le nombre de spores produites
(support vileda. milieu H2 liquide)

Il ressort de cette étude que la quantité de spores produites est importante, elle est direc

tement proportionnelle à la surface utile disponible du réacteur, et extrapolable selon l'équa

tion de la droite.

Le nombre maximum de disques admis dans le réacteur de 12,4 1est de 30, soit une sur

face de 1 m2.

Dans ces conditions, la production est de 1,27 1013 spores. Nous en déduisons qu'en ré

acteur à disques, la surface utile nécessaire pour traiter 1 ha est de 0,8 à 0,9 m2. Cette surface

déterminée ici par l'expérimentation avait déjà pu être calculée grâce à l'extrapolation des

rendements obtenus en fiole sur le milieu Hl. En effet si nous faisons une étude comparative

des résultats obtenus en fioles et en réacteur à disques (cf: TAB N°13), nous remarquons que

les rendements en spores/cm2 et en sporesIg sont sensiblement égaux en fiole et en réacteur.
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FIOLE FERMENTEUR FERMENTEUR
l.7L 12.4 L

SURFACE 65 1080 6600 9900
ENCM2

QUANTITE 25 400 2080 4040
Mll..IEUEN g

NBRESPORES 0.007 0.113 0.696 1.217

X 1013

SPORES/CM2
1.11 1.045 1.05 1.23

X 109

SPORES/g
2.82 3.34 3

X 109 2.89

rAB N°l]: Comparaison des résultats obtenus sur milieu Hl en fiole et en fermen
teur sur support viléda

L'utilisation de support absorbant nous a permis ainsi d'obtenir une parfaite extrapola

tion des résultats obtenus en fiole au stade fermenteur de laboratoire.

La simplicité du procédé proposé ici laisse également envisager la possibilité d'une

bonne extrapolation à un stade pilote.

Un tableau comparatif est réalisé entre le procédé sur milieu gélosé et celui sur support

absorbant sur milieu liquide (cf: TAB N°14). Nous notons que ce dernier permet d'apporter

des solutions aux problèmes précédemment soulevés.

La rentabilité d'un tel procédé reste cependant àdémontrer.

La société Vileda a estimé que le coût approximatif du support était de 100 - 110 F/m2

(Ref: annexe 2) soit un prix de revient de 110 F à 120 F/1013 spores. Ce prix est très supé

rieur au prix de revient de 12Fjha estimé par la société CALLIOPE [23] .

Ainsi pour être rentable, ce procédé sera envisageable uniquement si le support est réu

tilisé sur au moins 10 cycles de fermentation.



FERMENTATION SUR MILIEU GELOSE FERMENTATION SUR SUPPORT IMPREGNE

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE Gélose Support: type non tissé

PREPARATION DU REACfEUR Nécessité de pouvoir charger et décharger

les supports après un ou plusieurs cycle de

fennentation

STERILISATION DU MILIEU Dans le réacteur Dans une cuve annexe

IMPREGNATION DES DISQUES Etape limitante du procédé, peu de matériel Aucun problème. possibilité de retenir les

reste fixé sur les disques. De plus le contrôle de quantités de milieu désirées

cette étape est particulièrement délicate

FERMENTATION Nécessité d'assurer une légère rotation des disques

pour une bonne homogénéisation du milieu

RECOLTE Par lavages successif avec de l'eau +tween 80 à 1%, puis centrifugation ou filtration et séchage.
Impossible de recolter à sec

RESULTAT Rendements obtenus en réacteur 50% à 60% Très bonne extrapolation des résultats obtenus
plus faibles que ceux obtenus en fioles en fioles au stade fennenteur de laboratoire.

TAB N 014 " Comparaison du procédé sur milieu gélosé et sur support imprégné de milieu liquide
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111.4.4. Essai de réutilisation des supports

Il est à noter que la surface des disques après extraction des spores est en général très

sale (le mycélium ainsi qu'une partie des spores produites restent accrochés sur le support).

Avant leur réutilisation, nous avons donc du procéder à plusieurs cycles de lavage avec

de la lessive. Ce traitement n'a cependant pas permis de nettoyer parfaitement les disques en

surface.

Malgré cela, deux fermentations ont été relancées avec ces supports. On observe que la

croissance du champignon est bonne dans ces conditions, le nombre de spores produites est

sensiblement le même que pour une fermentation classique. Néanmoins, le pourcentage d'ex

traction des spores en milieu liquide s'est révélé trés faible, seulement 30% à 50% d'extrac

tion.

Nous avons alors envisagé de réaliser un troisième cycle de fermentation sur ces mêmes

supports mais en effectuant un glaçage préalable de la surface des disques avec de la gélose

(cf: IITA.8.l). Cette technique nous a permis de conserver de trés bons rendements d'extrac

tion (90%), de plus nous avons pu constater que la surface des disques restait relativement

propre, favorisant ainsi leurs réutilisations.

Il apparait donc que les supports peuvent etre réutiliser sur 3 cycles de fermentations,

cependant des éssais complémentaires sont à prévoir afin de confIrmer ce résultat et d'étudier

la possibilité de les réutiliser sur au moins 10 cycles de fermentation.

111.4.5. Fermentation liquide

Le fermenteur à disques a été conçu dans le but de produire des spores de champignons.

Or dans le réacteur on observe une première phase de croissance de 70 heures suivie d'une

phase de sporulation de 120 heures.

Ainsi afin d'améliorer la productivité, il nous a paru intéressant d'essayer d'effectuer un

découplage croissance-production de spores. La croissanse serait ré~isée en fermenteur li

quide classique et la production de spores dans le réacteur à disques.

Il nous serait alors possible de suivre dans le fermenteur liquide les évolutions des para

mètres classiques de fermentation (biomasse, substrat, pH) ce qui n'est pas actuellement réali

sable dans le réacteur à disques.
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Pour un problème de temps et de matériel nous n'avons pu effectuer qu'une expérience

de croissance du champignon en fermenteur liquide. Il est malgrè tout intéressant d'exposer

les résultats obtenus.

nl.4.5.1.Eyolutjon de la bjomasse

On observe au microscope une phase de germination de 20 heures suivie d'une phase de

croissance du mycélium entre 20 et 40 heures, puis une phase de formation des blatospores de

40 à 75 heures.

On note également, à partir de la 60ième heure, l'apparition d'un pigment rouge dont le

pic d'absorption se situe à 521 nm.

D'après les données bibliographiques [1], il semblerait que ce pigment corresponde à un

antibiotique produit par le champignon: l'oosporéïne. Il est à noter que ce pigment n'apparait

pas en milieu solide.

D'après ces observations, si le découplage croissance-production est effectivement réali

sé, il devrait se faire avant la formation de blastospores, soit avant la 40ième heure.

nl.4.5.2. Eyolution du oH

7,0 'f--.......--EIoe---a-""'"_

6,0

5,0

806040
Temps en h

20
4,0 +--........--.---......---r--...---r---.----l

o

FIG N °13 .' Evolution cinetique du pH au cours de la

croissance de B. bassiana en milieu liquide
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On observe une chute brusque du pH à paritr de la 50ième heure correspondant à l'étape

de fonnation des blastospores jusqu'à un pH final de 4,2.

D'après la bibliographie [21], cette valeur n'est pas limitante pour la croissance du

champignon, il semblerait ainsi que le milieu soit suffisament tamponné.

IU.4.5.3 Eyolution des substrats
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FIG N°14 .. Evolution cinetique de l'amidon e(du glucose au cours

de la croissance de B,bassiana cultivé en milieu lifJuide

On observe une diminution des concentrations de glucose et d'amidon à partir de la

2sième heure. A partir de la 4sième heure, on note une brusque augmentation de la concentra

tion en glucose qui peut s'expliquer par une vitesse d'hydrolyse de l'amidon supérieure à la vi

tesse de consommation de glucose. Les sucres sont totalement consommés au bout de 70

heures. Cette valeur correspond à la fin de la phase de croissance observée en réacteur à dis

ques, à partir de l'analyse des gaz de sortie (cf: 111.4.6.1) . Nous pouvons donc conclure que

l'arrêt de la croissance est du à une limitation par les sucres.
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ID.4.6. SuiYi des paramètres de fermentation

La conception du réacteur àdisques ne permet pas d'accéder aux paramètres classiques

de fermentations (pH, biomasse, sucre....).

En effet, pour réaliser ces analyses, il faudrait pouvoir à intervalles réguliers retirer des

disques du fermenteur, ce qui n'est pas prévu techniquement et poserait des problèmes de sté

rilité et de dispersion des spores dans le laboratoire. Les seuls critères accessibles restent l'as

pect visuel de la culture ainsi que le suivi des gaz de sortie et de la production de chaleur.

DL4.6.1. Analyse des 2az

L'équation de la respiration du glucose démontre que du gaz carbonique est produit tan

dis que de l'oxygène est consommé et ce dans les mêmes proportions, selon le bilan:

D'autre part, il a été démontré que la croissance peut être correlée à la consommation

d'02 et à la production de CO2 , pendant la phase de croissance végétative du mycélium [31]

Dans cet optique, des fermentations ont été réalisées en fermenteur de 1,71 et de 12,41

au cours desquelles une analyse des gaz a été faite.

Bien que ces expériences aient été conduites dans des réacteurs de taille différente, les

profils de consommation d'02 et de production de CO2 sont sensiblement identiques.

La figure suivante représente le profil d'analyse des gaz obtenu au cours d'une fermenta

tion type sur le réacteur de 12,41.
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FIG N°IS .. Evolution des %02 et C02 ainsi (jlte du coffficient respiratoire
dans les gaz de sonie (débit .. 500mllmn), au cours de la croissance de B.assiana
cultivée en réacteur à disques sur sUll,lJort imprégné de milieu H2

A partir de la courbe précédente, nous pouvons calculer la vitesse de consommation de

1'02 en utilisant la relation suivante.

r = vitesse de consommation d'02 en m1/h

D= débit d'aération en ml/h

% 02 =mesure donnée par l'appareil

1000 ,--------::;JFlf=:i=i~~:L-----'--"l'" 1000
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FIG N° 16 .. Vitesse de consommation de ['D2 au cours de la croissance
de B.bassiana rapponée sur Une échelle logarithmique et arithmétique
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Les figures n015 et 16 pennettent de mettre en évidence plusieurs phases au cours de la

fennentation :

- une phase de latence de 20 h. Cette période correspond à l'étape de gennination des

spores (cf: cinétique de germination)

- une phase de croissance exponentielle de 25 h à 35 h avec un temps de double

ment de 4,2 heures (11= 0,164 h-l )

- une phase de ralentissement de 35 h à 70 h avec un temps de doublement de 10 h

(Il = 0,068 h- l )

- une dernière phase de 100 h au cours de laquelle on observe un ralentissement de

la consommation d'02 et de la production de CO2. Cette phase correspond à l'étape

de production de spores.

Il est à noter que le coefficient respiratoire (Q.R.= %C02 / %02) reste proche de 1 tout

au long de la fennentation.

Ainsi à partir de l'analyse des gaz de sortie, il nous a été possible de suivre la croissance

du champignon au cours de la fennentation.

Des expériences complémentaires seraient à prévoir afin d'établir un profil type de con

sommation d'02 et de production de CO2, à partir desquels on pourrait estimer le bon déroule

ment d'une fennentation, et établir sur cette base un contrôle de la production.

DI.4.6.2. Production de chaleur

Selon différents auteurs [29, 30] cités par Raimbault [31], il existe un rapport constant

entre la demande en 02 et la production de chaleur.

dQ /dt =K . d02 / dt

Les résultats rapportés par ces différents auteurs montrent que la quantité de chaleur par

mole d'oxygène consommée est constante pendant toute la durée de la fennentation. Il est

donc possible, grâce au suivi de la quantité de chaleur dégagée d'estimer théoriquement l'évo

lution de la croissance du champignon.
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Afin de mettre en évidence d'une façon pratique ce dégagement de chaleur, nous avons

effectué un suivi de la température au cours d'une fermentation, en mesurant la différence de

température entre une sonde placée à l'intérieur du réacteur et une sonde placée à l'extérieur.

Le profil d'évolution de la température ainsi obtenu est représenté sur la figure ci-des

sous:

4,0

3,5

U 3,00

c:
u

~
2,5

'8- 2,0
e
~ 1,5
~

tâ 1,0u
~

0,5

0,0 -Gt-I1-G...e-l1iHl_,..,.........T"""I""""T"".....,.........T"'"'I'"""T"".....,.........T"""""""T""~........T"""I"""T"'''T"""'f

o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

Temps en h

FIG N°l? .. Evolution de la températwe dans le réacteur au cours de la
croissance de B,bassiana cultivée sur surmon impréené de milieu H2

Nous observons une certaine similitude entre le profil de température mesurée et la vi

tesse de consommation d'02' Nous vérifions ainsi que la quantité de chaleur dégagée est cor

rélée à la respiration. Il serait donc possible, à partir de la mesure de température, d'estimer

l'évolution de la croissance du champignon.

Cependant, il faut souligner que la mesure est peu précise. En effet le réacteur n'étant

pas calorifugé et la température de la pièce de fermentation n'étant pas parfaitement régulée,

les températures mesurées sont soumises àdes variations. On notera toutefois que l'élévation

de température peut atteindre 4OC. TI serait donc utile de développer une méthode d'extrapola

tion pour savoir si il sera nécessaire de prévoir un système de refroidissement et de contrôle

de la température dans le réacteur (cf: Etude MONTALTI et al; 1989, [32] )
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ID.4.7. Essai d'une fermentation avec UDe aération à 5 % d'HR

Afin de confinner les résultats obtenus au cours de l'étude sur l'influence de l'H.R .(cf

chap Ill.3.4), nous avons effectué une fennentation sur le réacteur à disques de 1,7 litres en

faisant passer un flux d'air sec (8 % d'HR à 500 mUmn).

Nous pouvons noter:

- un gradient de croissance à la surface des disques (la croissance du champignon est

faible sur les disques situés près de l'arrivée d'air, par contre elle est importante sur

les disques situés à l'autre extrémité).

- Une H.R. de 100 % à la sortie du réacteur

- Une diminution de 50 % des rendements de production

Cette observation va à l'encontre des résultats obtenus en fiole, elle peut cependant s'ex

pliquer, en considérant que le débit d'air élevé nécessaire à l'aération de la culture s'humidifie

lors du passage à travers les premiers disques, entrainant une perte d'eau telle que le champi

gnon ne peut plus se développer à la surface des premiers disques.

Nous en déduisons donc que ce système d'aération ne pennet pas d'assurer une bonne

homogénéisation de l'atmosphère à l'intérieur du réacteur. Pour résoudre ce problème, nous

préconisons l'utilisation du système d'aération présenté sur le schéma çi-dessous, pennettant

une meilleure distribution de l'air .

Axe d'alimentation d'air _ ....__

Air

Paroi du fermenteur

Disque + support

FIG N° 18 : Schema d'un nouveau système d'aération 1
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Ill. 4.8. Mise au Doint d'un mode de récolte

IU.4.8.1. Récolte en milieu liquide

Jusqu'à présent, les spores ont été récoltées par 5 lavages successifs avec de l'eau démi

néralisée + du Tween 80 à 1%. Cependant une quantité non négligeable des spores produites

ne sont pas récoltées par ce procédé. Aussi, afin d'estimer la quantité totale de spores pro

duites et analyser les rendements réels de production, nous avons été amenés à récolter ma

nuellement par grattage les spores restant fixées à la surface des disques.

Les % d'extraction obtenus au cours des lavages sont présentés sur le schéma suivant:

100-r----------------,

80

t::,g GO

g
~
~ 40
~

20

12345
Nombre de lavages

FIG N°19 "Recoite des spores Dar lavage

Nous observons que:

- le pourcentage d'extraction maximum obtenu par lavage est de 80 %

- au delà de 3 lavages, ce pourcentage ne varie pratiquement plus,

Dans le but d'améliorer l'extraction des spores en milieu liquide nous avons essayé le

glaçage de la surface de culture selon le protocole suivant:

Après imprégnation des disques et évacuation du milieu excédentaire, de la gélose à

20g/l en surfusion à 450C est rajoutée jusqu'à la moitié du réacteur, Les disques animés d'une
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rotation lente, se recouvrent alors d'une fine pellicule de gélose. Après 5 mn, la gélose excé

dentaire est évacuée. Cette manipulation nous permet de réaliser un glaçage de la surlace des

disques. L'incubation de la culture et la récolte se font de la même façon que précédemment.

Nous pouvons comparer à l'aide de la figure ci dessous, l'efficacité de la récolte avec et

sans glaçage de la surface des disques.

100 .......-------------------,

80

§ 60.....

H
><

_4.>
~ 40
~

20

o

1ZI SANS GlACAGE

Il AYOC GlACAGE

1 2 3 4 5

Nombre de lavages

FIO N "20 .' Comparaison de la récolte par lavage avec
et sans glaçage de la sudace des disques

Bien que les rendements de production avec ou sans glaçage de la surlace des disques

soient similaires, le glaçage seul permet d'atteindre des pourcentages d'extraction proche de

100%.

Ainsi suivant ce dernier procédé, il est possible de récolter la quasi-totalité des spores

produites en effectuant 3 lavages successifs avec de l'eau + du Tween 80 à 1 %. En conclu

sion, la récolte en milieu liquide semble être une solution à la récupération des spores, elle

présente néanmoins quelques inconvénients:

- Utilisation de grands volumes d'eau (9litres pour la récolte du réacteur de 12,41).

- Une étape de concentration (par filtration ou par centrifugation) suivie d'une étape

de séchage sont indispensables à l'obtention d'un produit formulable.
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111.4.8.2. Mise au point d'un mode de sécha2e

Nous avons mis au point dans un premier temps un test de viabilité afin d'évaluer la ré

sistance des spores aux différents modes de séchage testés.

111.4.8.2.1. Test de yiabilité

Deux techniques ont été utilisées:

al Estimation de la viabilité sur boîtes de Pétri

Les résultats sont présentés dans le tableau suivant:

NOMBRE DE COLONIES NOMBRE DE COLONIES MOYENNE % DE COLONIES
PREVUES VIABLES VIABLES

ESSAI 1 ESSAI 2

34 20 19 19,5 57

67 50 40 45 67

101 53 64 58,4 58

TAB N°15 .. Détermination du nombre de wores yiables sur boîte de Pétri

On observe d'importantes variations entre les résultats obtenus et les résultats attendus.

Différentes explications peuvent être proposées [19] :

- certaines colonies correspondent à un amas de 2 ou 3 spores non dissociées.

- certaines spores germées n'aboutissent pas toujours à la formation d'une colonie.

bl Estimation de la viabilité sur cellule de Malassez

Nous posons comme hypothèse de départ, qu'une spore germée est une spore viable. Il

est alors possible d'estimer le pourcentage de viabilité à partir du pourcentage de germination.
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FIO N'21 .' Cinétique de germination de B.bassiana sur milieu PDB

Le pourcentage de germination atteint 95 à 100% après 20 h d'incubation, Ce résultat a

pu être vérifié et confinné au cours de manipulations ultérieures. Cette méthode de détermi

nation de la viabilité sur cellule de Malassez sera celle retenue pour la suite de notre étude en

raison de sa fiabilité.

Ainsi pour estimer la viabilité des spores, nous déterminerons le pourcentage de germi

nation entre 20 et 25 h.

IU.4.8.2.2. Essai de différents modes de séchage

Les différents modes de séchage disponibles au laboratoire ont été testés:

- lyophilisation

- lyophilisation + 10 % de lait écrémé

- lyophilisation + 10 % d'inositol

- Séchage avec une balance à infra rouge Mettler à 50ce

- Séchage à l'étuve à 45ce

- Séchage à l'étuve à 50 oC
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Un test de viabilité est réalisé sur les différents échantillons immédiatement après sé

chage et également après 3 mois de conservation à 4OC.

MODE DE SECHAGE SPORES GERMEES SPORES NON GERMEES % VIABILITE % VIABILITE

x 109 x 10 9 AT=O A T=3MOIS

SOLUTION DE LAVAGE 13,1 0,55 96% ---
LYOPlllLISATION 7,55 2,5 75% 50,95
LYOPHILISATION
+ LAIT ECREME 219 7.85 74% 567
LYOPHILISATION
+INosrrOL 14,32 5,1 74% 51 8

ETUVE A 4Sce 15,4 1,05 94% 92%

ETUVE A soce 12,25 10,35 54% 44,4

INFRA ROUGE A soce 10,35 0,25 99% 96%

TM N°16 .. Comparaison de la viabilité des spores aprés différents modes de séchage à T-Q et
T-3mois

Les résultats de ces tests montrent que:

- il est possible de conserver 95 à 100 % des spores viables par séchage à l'infra

rouge ou à l'étuve à 450C même après trois mois de conservation à 4°C.

- Au cours de la lyophilisation, 25 % des spores sont tuées. L'ajout d'adjuvant protec

teur (lait écrémé ou inositol) n'améliore pas la conservation.

- Une température de séchage trop élevée (étuve à 500e) a un effet négatif sur la via

bilité des spores

Remarque: il est guère envisageable d'utiliser un procédé de séchage tel que l'étuve ou

la balance à infra rouge pour des quantités industrielles ou même pilotes. L'objectif de cette

étude est de donner quelques éléments de comparaison, afin de faciliter le choix du procédé

de sèchage à retenir pour traiter des quantités de spores importantes.

ID,4,8,3, Récolte à seC

Lors de cultures réalisées en fiole, nous avions pu remarquer qu'après 2 à 3 semaines

d'incubation, il était possible de décrocher les spores de la surface de la gélose en appliquant

plusieurs chocs à la fiole. Nous avons donc cherché à exploiter ce phénomène au niveau du

réacteur à disques de 1,7 litres en vue de limiter les étapes d'extraction et de séchage qui

interviennent lors de la récolte en milieu liquide.
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Pour cela, nous avons réalisé trois types de fermentation :

- sur milieu gélosé classique

- sur support imprégné de milieu liquide

- sur support imprégné avec glaçage de la surface des disques

Après 8 jours d'incubation les disques sont séchés en faisant circuler dans le réacteur un

fort débit d'air chaud et sec. Au bout de 24 heures, les disques sont parfaitement secs. Le ré

acteur est alors fixé sur une table vibrante et soumis à de très fortes secousses. Le traitement

dans chacun des cas, n'a pas permis de décrocher les spores.

A défaut d'un procédé de récolte à sec éfficace, nous avons conservé jusqu'à présent la

récolte en milieu liquide. Cependant, toute autre possibilité de récolter les spores à sec devra

être prise en considération en raison de l'intérêt certain que présente un tel procédé.

IDA.? Qualité du produit

Dans tout procédé de fabrication il faut établir des critères d'appréciation de la qualité du

produit.

Dans le cas présent, le premier critère à prendre en compte est l'efficacité de la spore,

c'est à dire son pouvoir pathogène à l'égard d'O.nubilafis. Cependant seul des essais en

champ permettraient d'évaluer ce critère, ce qui n'est pas envisageable au niveau du labora

toire.

Nous avons donc basé notre estimation de la qualité du produit sur deux autres critères:

- la détemination de la viabilité

- la pureté des spores produites

Le test de viabilité que nous avons mis au point a permis de mettre en évidence que

100% des spores conservaient leur capacité germinative (cf: III.4.8.2.1.)

La pureté quant àelle, a été estimée en recherchant dans les solutions de lavage du réac

teur, la présence d'éventuels contaminants. Un aliquot de ces solutions a été étalé sur des mi

lieux favorisant la croissance des champignons (PDA) et de la plupart des bactéries (nutri

ment Agar). Aucun contaminant n'a pu être mis en évidence au cours de ces tests.

Sur la base de ces deux critères, il est possible de conclure que la qualité des spores pro

duites est très satisfaisante.
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1 IV. RESUME· CONCLUSION 1

L'objectif de cette étude était: l'adaptation d'un procédé de production de spores de

cham-pignons filamenteux en réacteur à disques mis au point à l'O.R.S.T.O.M, à la produc

tion de spores de Beauveria bassiana en vue de son industrialisation par la société CAL

LIOPE.

Dans un premier temps, les résultats des expériences définies selon un plan d'expé

riences factorielles 23 nous ont permis:

- de déterminer les constituants essentiels jouant un rôle important sur la production

de spores (extrait de levure, glucose, amidon, phosphate).

- de formuler un nouveau milieu (H2) permettant de multiplier par facteur 5 les ren

dements de production qui avaient servi aux calculs de base de l'extrapolation du

procédé.

En ce qui concerne la recherche des conditions optimales de culture, il a été démontré

que:

- une température de 2YC ± 3, ainsi qu'un débit d'aération de 2,3 Vm2 de surface

utile, sont nécessaires pour obtenir l'optimum de sporulation.

- la quantité de spores récoltées est dépendante de la quantité de milieu retenu par

unité de surface sur les disques.

- le mode d'inoculation (en masse ou en surface), la luminosité et le degré d'humidité

relative du flux d'aération n'ont pas d'influence significative sur le nombre de

spores produites.

La plus grande partie de cette étude a été consacrée à la mise au point d'une méthodolo

gie de production en réacteur à disques.
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Il a été mis en évidence que la rétention du milieu gélosé sur la surface des disques

constituait l'étape limitante du procédé.

L'utilisation de support absorbant s'est révélée être une solution intéressante à ce pro

blème car elle permet:

- de retenir les quantités de milieu désirées

- de faciliter l'étape de répartition du milieu sur les disques.

- d'obtenir une parfaite extrapolation des résultats obtenus en fioles au stade fermen

teur de laboratoire.

Cependant 10 cycles successifs de fermentation sont nécessaires pour que le procédé

soit rentable, la durée limitée du contrat ne nous a pas permis d'avancer notre étude jusqu'à ce

stade.

Le suivi de la croissance du champignon peut être réalisée par l'analyse des pourcen

tages d'02 et de CO2 dans le flux d'air sortant du réacteur. Un nouveau système d'aération est

proposé afin de permettre une meilleure homogénéité de l'atmosphère dans le réacteur.

Des essais de récolte des spores à sec et en milieu liquide ont été également conduits. A

défaut d'un procédé à sec efficace, nous préconisons un glaçage de la surface des disques

avec de la gélose qui permet une bonne récolte en milieu liquide. Dans ces conditions, il est

alors possible de récolter 95 % des spores produites au bout de trois lavages, de plus les sup

ports restent relativement propres.

Sur la base de ces résultats, une étude de l'extrapolation du réacteur de 12.41 à un pilote

de 1M3 a été réalisé par ( MONTALTI et al ; 1989, [32] ). La simplicité du procédé tel qu'il

est décrit laisse envisager la possibilité d'une bonne extrapolation des rendements de produc

tion à ce stade pilote.

Les avantages que présentent ce nouveau procédé:

- grande surface de culture

- récolte aisée des spores par simple lavage des surfaces

- conditions d'aseptie strictes

- simplicité

ainsi que les résultats encourageants obtenus ici, confirment l'intérêt certain de poursuivre

cette étude à un stade supérieur.
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1 ANNEXE! 1

PRIX DES REACTIFS

REACTIF PRIX

(F/Kg)

QUANTITE FOURNISSEUR

(ORDRE DE GRANDEUR)

Extrait de levure 35 25Kg FOULD SPRINGER

Corn steep liq(AST) 5.5 20T ROQUETTES

Amidon de maïs 3.5 20T ROQUETTES

Amidon de maïs 6.5 1T INTERCHIM

Glucose 3.9 20T ROQUETTES

(Nutriose L99)

roférose(gluc poudre) 5 1T ROQUETTES

Sorbitol (liq) 6-7 1T ROQUETTES

Glucose 9 1T INTERCHIM

Agar 240 25Kg ?

Satiagel MR200 83 1T M.R.S.

Aubygel TKS 57.5 1T M.R.S

Flanogene 523 56.5 1T M.R.S

Caroube 4 25Kg M.R.S

KH2P04 24 100Kg INTERCHIM

NA2HP04 16 100Kg INTERCHIM



REACTIF PRIX

(FlKg)

66

QUANTITE FOURNISSEUR

(ORDRE DE GRANDEUR)

Urée 7 l00Kg INTERCHIM

KCI 10 50Kg PROLABO

MgS04,7~O 13 l00Kg INTERCHIM

Alanine 121 l00Kg INTERCHIM

(NH4~S04 12 l00Kg INTERCHIM

NaN°3 16.2 50Kg PROLABO

NH4N03 10.8 50kg PROLABO
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ANNEXE 2
Vlieda GmbH Po.tlach 101147 6940 Welnhelm

Centre ORSTOM / CALLIOPE
Unité de Bio-Technologie
2051 Avenue du Val de Montferrand

F - 34032 Montpellier

France

Vileda GmbH
6940 Weinheim
Po.ttach 10 11 47
Telex 465 564
Telalon (06201) Sammal·Nr 80-1
Telafax (06201) 12991
Banken
Bezlrkssparkasse Wainheim Nr 00026999
Blz 670 523 85
Volksbank Wernheim Nr 1226509 Biz 67092300
Deuf.che Bank Wernhelm Nr 58/50300 Blz 6707001
Postg"okonto Karlsruhe Nr 4056-753

Durchwahl80-

Sechbearbe.ter

Ihr lelchen Ihre Nach"cht Unsere Abt

Export

Unser lelchen

PF/bi

Datum

28 avril 1989

Monsieur Giraud,

Récemment nous vous avons informé que nous vous avons envoye un échantillonnage
des essais nos. 1 et 2, désirés par vous.

Il s'agit ici d'une fabrication absolument spéciale dans notre usine pour
utilisation scientifique. Veuillez tester avec de nouveaux essais si notre
matériel est adapté, et éventuellement nous sommes prêts de faire de nouveaux
essais selon vos propositions.

Pour ces qualités spéciales nous vous soumettons notre offre comme suit:

qualité no. 1: FF 110,20/m2 franco Montpellier
=============

qualité no. 2: FF 96,SO/m2 franco Montpellier
============

Nous attendons avec grand intérêt votre commentaire et sommes aussi prêts
de vous rendre visite à Paris à court terme, afin d'avoir des entretiens
concernant l'évolution future.

Veuillez agréer, Monsieur Giraud, l'expression de nos salutations distinguées.

VIL E 0 A GMBH.

~~lM'
( Franzen )

Gesch4ftsfOhrer Walter Bok4mper, Klaus Ahnfeldt, GOnter Franz, Peter Franzen, Norbert ROwek4mper, Ernst Schwarzw41dar, SIIl Wainhaim, Amtsgericht Mannheim HRB 529 W

11 - 10-88 - 10000




