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INTRCCUCTION

La cellulose, constituant ma’zur de tous les végétaux, représente la ressource
rencuvelable, la plus importante du monde. Sa décomposition en composants simples
par des enzyces, les cellulases, permettrait de résoudre deux problémes cruciaux :

la faim dans le monde et la pollution de l'environnement.

La corbustion des matériaux lignocellulosiques aucmente la pollution de 1l'air.
Certains procedés de bioconversion pourraient éviter cette pollution, mais demeurent

actuellement onéreux.

L'explosion céémographique et la menace de la faim dans le monde posent de graves
problémes. Beaucoup d'efforts ont été faits pour accroitre le rendement des
céréales et développer de meilleurs procédés pour l'agriculture. La procduction
d'aliments acylacés fermentés enrichis en protéines par culture de champignons

filamenteux (SENEZ, 1979) est une voie de recherche originale et prometteuse.

Cependant, dans cette recherche universelle pour la découverte de nouvelles nourri-
tures, il est surprenant de constater que la cellulose et les substrats ligno-
cellulocsiques aient regu si peu d'applications. La cellul:se, dont les disponibi-
lités rotentielles sont trés élevées, présente l'inconvénient de nécessiter
1'hydrolyse <es liaisons glucidiques (8-1,4), processus lent et difficile &

réaliser aussi bien par voie chimigque que bioclcgigue.

Depuis le détut de la crise énérgétique, die principalement & l'inflation des
prix cdu pétrcle brut, un vif intérét s'est porté sur les ressources naturelles
renouvelables. A ce titre, l: cellulose est naturellement au centre des recherches
pour la production d'énergie (méthane, alcool) ou de matiéres nouvelles. On peut
donc considérer que dans l'avenir, la cellulose sera utilisée comme une source

possible pour l'obtention de divers produits chimique de trés grande consommation.

Depuis 1972, cing symposiums importants sur le théme de la dégradation de la
cellulose par les microorganismes (BERKELEY, NATICK, HELSINKI, NEWDEHELI ou
MARSEILLE) cr.t fait le point sur l'avancement des techniques de préparation et
d'utilisaticr. des cellulases. Des progrés encore insuffisants ont été réalisés

depulis cette période pour la préparation des cellulases vour les bioconversions.



Cependant, on devra développer ce domaine de recherche si l'on veut que 1l'utili-
sation de la biomasse se situe dans un créneau €conomique compétititf face aux
sources traditionnelles des molécules glucidigues dont la transformation en

sucres monoméres est plus facile (amidon).

Actuellement, les travaux de recherche visent le développement industriel de la
production de cellulases en fermentateur liquide. Cette production qui n'a pas

encore franchi le stade du pilote, n'est toujours pas rentable.

Dans le cadre des recherches sur l'enrichissement en protéines des substrats
amylacés RAIMBAULT et ALAZAKD ont développé une technique originale de fermen-
tation en milieu sclide. Cette technique, appliguée aux substrats lignocellulo-
sigues, donne des résultats intéressants. Elle peut étre utilisée dans le do-
maine Ze bioconversion des résidus agricoles cellulosiques pour la production

particuliére de cellulases.

Ce rarport traite de la structure et de la morphologie de la cellulose, des nouveaux
mécanismes pour la dégradation de la cellulose, du complexe cellulasique, des
wicroorzanicmes capables de nroduire des cellulases et en particulier des cham-
pignons filamenteux et des ncuvelles méthodes d'investigation pour la production

de cellulases par fermentaticon en milieu solide.



CHAPITRE I : LES SUBSTRATS CELLULOSIQUES MATURELS

La cellulose naturelle végétale constitue la majeure partie des réserves
carbonées de la biosphére. Elle est régulierement renouvelée a la surface
du sol, mais elle ne peut €tre utilisée par les microorganismes et les

plantes gu'apres avoir &€té solubilisée.

Cette solubilisation se fait gr&ce a des réactions enzymatigues.

COMPOSITIOM DES CELLULOSES NATURELLES VEGETALES

Les celluloses naturelles ne sont pas des substances chimiquement pures. Si

a 1’origine la paroi de la cellule végétale est constituée de cellulose pure,
rapidement cette cellulose est associée & des pentoses en particulier a des
‘polymeéres de xylose, possédant la méme structure que la cellulose. D'autres
sucres (galactose et mannose, rhamnose, fucose, xylose, arabinose, acide
glucurcnique et méthylglucuroniguel viennent s'y joindre, formant les hémicel-
luloses dont la concentration par rapport a3 la cellulose pure est variable.
Tous ces polysaccharides sont unis a des pectines, et plus tardivement des

lignines s'y ajoutent.

C'est donc ce polysaccharide hétérogéne dérommé "cellulose naturelle vegé-
tale”, qui sert de substrat & la microflore cellulolytique. Les sucres
réducteurs libérés sont rapidement assimilés par les microorganismes, puis
les pectines, les hémicelluloses,la cellulose et la lignine. La présence
de pentosanes,et & un degré moindre celle des pectines, favorisent la
dégradation du polysaccharide naturel. Au contraire, les lignines, avec
leur structure de polymére polyphénoligue, seraient presque considérés

comme des substances inhibitrices.



STRUCTURE ET INSOLUBILITE DE LA CELLULOSE

La cellulose, homopolymére du B,0-glucose est une substance insoluble dans
1'¢o., alors que 1l'amiden homopolymére du @,0-glucose est quant 3 lui so-
luble. L'étucde ce la cellulose pure du coton permet de comprendre ce phéno-

meéne.,

ca structure stérigue de la molécule de DB-glucose est caractérisée par la
disposition équztoriale des groupements OH et CHZGH dans le méme plan qgue

le cycle. Lors ce la polymérisation, cette structure plane est respectée et
les chelnes polymérisées vont s'empiler les unes au-dessus des autres paral-
lelement en mairterant cette structure linéaire et plane. C'est en cela gue
résice la zZifférence fondamentale entre 1'amidon et la cellulose. L'amidon est
constitué ce lorgues chaines non ramifiées o les unités glucose sont réunies
par des liaisors a (1 > 4) etformentdes micelles hydratées. Dans ces micelles,
la chaine s'enrcule en hélice, ce qui entraine une dispersion et une solubili-

sation plus aisfe. Au ccntraire la macromolécule de cellulose, du fait de sa

{8

structure clizane, cn présence d'eau nc peut donmner gue de gros aprépals peu

dispersables.

L'arrangemsnt des chaines lin2aeires de la cellulose est caractéristique et
corntribue =ussi 3 rerdre son hydratation treées difficile. Les molécules de
glucose scrt liZes les unes aux autres d'une fagon parfaitement homogéne
par liaisc~ 8 (" =+ 4) ; le dimére gui en résulte est le cellobiose que 1’on

peut consicérer comme 1'unité constitutive typique.

A l'origirs deux longues chaines de glucose ayent cette liaison B (1 » 4)

sont dispczées parallélement & 1l'axe de la fibre avec une inclinaison carac-
téristique de 1'espéce végétale (30° pour le cotonl). Par accumulation, lors

de la biosynthése, les chaines paralléles vont se rapprocher .2s unes des

autres. Lz proximité de 2 chaines voisines entralne la formation, au contact

des hydroxvdes =econdaires, de liaienns hydrnedre, reliant ainsi deux molécules
de glucose appertenant & deux chalnes distinctes. Les liaisons hydrogene se
reproduisent selon une périodicité variable selon l'aorigine végétale. Dans le
cas de lz zellulose du coton, on suppose que toutes les fonctions alcool
secondaire seraient ainsi reliées, d'ol 1’apparence réticulée, dite "cristalline”

Je ces lcr zues chalnes.



Les paramétres de chague maille cristalline appartenant au systéme mono-
clinigue, ont été déterminées par HAWORTH et coll (1838) et font apparaftr:
1'unité cellobiose, 10,3 ;, comme l'un des paramétres. La zone cristalline
peut s'étendre sur 500 & 1000 X, les chaines ayant une longueur de 5000 R.
Lorsqu’il y a rupture de cette structure organisée cristalline, cette désor-
ganisation structurale se produit progressivement jusqu'’a la formation d’une
zone inorganisée dite "amcrphe”. C'est au niveau de cette zone amorphe due
se ferait la pénétration du microorganisme ou 1'’attaque de 1'enzyme. Les
chafnes sont réunies en paquets d'une vingtaine, formant la microfibrille ou
parocl secondaire d'une épaisseur de 3 & 4 U. Elles sont entourées d'une
double paroi protectrice de 0,1 U d'épaisseur, de structure spiralée et
torsadée triés résistante & 1'action des agents extérieurs. |es microfibrilles
sont pressées les unes contre les autres par l'action des forces de VAN der
WAALS ; elles laissent donc entre elles des espaces lacunaires tres réduits

(20 AJ.

Les deux payois, primaire et secondaire, sont uniformément constituées de
molécules de B,0-glucose liées en 1 + 4, mais dont le degré de polymérisation
est différent. La parol externe, primaire, est caractérisée par un OP de 200U
a 4000 U, Elle résulte d'une biosynthése lente et progressive. Au contraire
la parci secondaire de DP plus élsvé (14.000) est synthétisée trés rapidement
et la polymérisation y est homogéne ainsi que 1'ont montré les travaux de

MARX-FIGINI et Coll. (1868).

Cette structure plane de chague molécule, 1'arrangement de toutes les
molécules étroitement reliées par les liaisons hydrogéne, la polymérisation
importante de 1'unité constitutive sont les raisons fondamentales qui expliquent

1'insolubilité et la non-réactivité de la c2llulose native.

ACCESSIBILITE ET SOLUBILISATION DE LA CELLULOSE

Les matériaux lignocellulosiques sont généralement constitués de trois
€léments (hémicelluloses, cellulose et lignine) ; leurs proportion est
variable selon les espéces végétales. Les hémicelluloses et la lignine
forment une matrice entourant la cellulose. Cet ensemble constitie un

systéme de hauts polyméres étroitement imbriqués masquant la cellulose



aux enzymes gul ne peuvent pas pénétrer la barriére constituée par la

lignine.

De nombreux traitements des dérivés lignocellulosiques ont été étudiés. Leur
cbjectif est de faciliter 1l'’action enzymatique en amélicrant 1'accessibilité
de la cellulocse, accessibilité accrue si les liaisons lignine - cellulose

sont rompues, et sa dégradabilité augmentée en modifiant le degré de cristal-

linité de la fibre de cellulose.

L’accessibilité de la cellulose est fonction de la taille des particules,

des propriétés de surface des fibres, des liaisons entre les divers consti-
tuants, alors que la dégradation de la cellulose est fonction de son degré

de cristallinité, L’efficacité d'un traitement est mesurée par 1'étude de la
dégradabilité. La technique la plus couramment utilisée pour la mesure de la
dégradabilité d’un substrat lignocellulosique consiste a doser la quantité

de sucres réducteurs libérés aprés une attaque par des cellulases du substrat

prétraité.

Cette accessibilité peut étre augmentée en soumettant le substrat a des

traitements variés qui sont de deux sortes

Les traitements physiques incluant l'utilisation de broyeurs & balles
(vibratory ball millingl), le broyage {grinding), les radiations aux rayors Y

ou les effets thermomécanigues.

Les traitements chimiques mettant en ceuvre essentiellement les agents alcalins
"gonflants” tels que l'ammoniaque, la scude ou la potasse ; les acides, les

procédés papetiers de délignification, cu des traitements & la vapeur.

Le mécanisme d'action de ces différents agents reste assez controversé. Mais
il apparalt que le gonflement dd & la rupture des liaisons hydrogéne par
1’action de la soude s'’accompagne d'une modification des dimensions de la maille,

et peut-8tre de la configuration de la chaine en augmentant les zdnes amorphes.

Dans ces zones amorphes les hydroxyles me sont pas liés les uns aux autres.
Les hydroxyles ainsi libérés peuvent alors étre éthérifiés ou estérifiés par
des alcools ou des acides ; c’est le principe de la préparation de substrats

spolubles dits "substitués" dont le type est 1la CMC ou carboxyméthyl cellulose



(l1a substituticon étant effectuée avec le monochloracétate de sodium). La
CMC posséede un degré de polymérisation de 150. C'est également & ces

zones amorphes que les microorganismes c': les enzymes attaquent la fibre

cellulosigue.



CHAPITPT IT : MATURE DES CELLULOSES

_z prccessis de la dégradation enzymatlgue de la cellulose apparait comme
wn brocessus hydrolytique cemplexe sous la dépendance de cellulases. Le
~erme de cellulases groupe les enzymes resporsables de 1l'attague d'un
z.bstrat i-zoluble, qul dans 1lg schéma de REESE correspondent au facteur
c, et les enzymes responsables de 1'attague ce substrats solubles, enzymes
z2i dans ce m8me schéma correspondent au facteur Cx. Les produits obtenus

zzrés l'action de ces deux enzymes tels que cellobiose et cellotriose

zznt Zransizrmés en gluccse par la B-gluccsicase ou cellobiase.

TABLEAU I

LE SOMPLEXE CELLULASIJUE SELON REESE ET Coll. (1950)

—zllulose Cellulcse

-

X Produits solutles

v

W

Cristalline Amorphe

-2 cecrecept du C1_Ex a pour longtemps doriné les théories des systémes cellu-
~zsigues. lzpendart le développement et 1'amélicration des méthodes de sépa-
raticon et furificeticn d'enzymes ont cornduit 3 la préparation des composés

2= plus en plus purs. Ceux-ci ont été récemment déterminés (PETTERSSON, 1975,
w230, 1968). De ce travail est apparu ur ncuveau comoosé gue l'on a appele
czllobio-hyZrolase (CBH) capable de libérer successivemaent des unités cellobioseg

partir des extrémités non réductrices de la chaine cellulosigue. Cette

(113

m

~zyme a les mémus caractéristiques chromatcgraphiques gue C De nombreux

.
~erchr.2urs sont convaincus que leurs pr£parations CBH sont pures et donc gue

Z, et CZBH sort identiques. REESE (1476) ne pense pas aue celaspoit probable




gtant donné qu'il est pratiquement impossible de donner la méme définition

au C, initialement prévu par REESE et (Coll. (13850) et suggere une modification

1
du schéma initial (tableau IIj.

TABLEAU TII

LE COMPLEXE CELLULASIQUE MODIFIE SELON REESE (1978)

r+ Endoenzymes [Lx) —> GS + 52 + 61
—=llulose C Cellulose — Cellobichydrolase {(CBH) —— 62
1 h
Cristelline Modifige l—» Glucohydrolase st/ — G,|
cu cellobiase
)

LES ENZYMES DE LA CELLULOLYSE

—1
-

FETTERSSAON (1375) en utilisant différentes méthoces de chromatographle (tamis
molgrulaire, Schangeuse d'ions, Bicsmécifigue, électrofocusing) a fractionné le
ccmplexe cellulase de T. vIrice en guatre composés fFig. 1. Deux des composés

c¢zeient des endoglucanases, 1'un, une exoglucanrase et 1'autre, une B-gluccsidase.

' 'exoglucarase se revéla &tre une (CBH gui était inhibée par le cellobiose. Ce ce
fait la 8-glucosidase accelére beaucoup 1'action de 1'exoglucanase sur la cellulo-

s2 microcristalline en enlevart le cellobiose du milieu.

Les caractéristiques biochimicues des =znzymes cellulolytiques isolées par

¢t rapportées au tableau =zuivant.
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DIAGRAMME POUR LA PURIFICATION DE QUATRE DIFFERENTES

ENZYMES CELLULOLYTIQUES DE T.VIRIDE SELON PETTERSON (1976)
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TABLEAU TIII

QUELQUES PROPRIETES DES ENZYMES CELLULOLYTIQUES ISOLEES
A PARTIR OE T. VIRIDE SELON PETTERSSON (18975)

Activité & 1'égard de différents
substrats
oids i
Type d’enzyme b= Point | Contenu Cellulose | Cellulose| Cellote-
molé- iso- en car- . X Py
. . CMC microcris=j repréci- | traose
culai- élec- bohy- .
: talline pitée
re tri- drates
que (%)
Exo-B-1,4-glucanase 47 000 3,79 9 - + + +
End0'8"1,4"glucanase I | 12 500 4,60 21 + - + +
Endo-B-1,4~-glucanase II{ 50 000 3,39 12 + - + . +
B-glucosidase 47 000 5,74 0 - - - +

Il semble donc clair que les moisissures produisent au moins gquatre différentes
enzymes responsables de la cellulolyse.D'autre part il a été démontré que les
champignons filamenteux capables d'hydrolyser la cellulose native produisent

au moins une exo-B-1,4-glucanase qui probablement posseéde des fonctions identigues
avec l'enzyme C1 (ERIKSSON et PETTERSSON ; 1872 ; WOOOD et Mc CRAE, 1972). Dans

le cas de T. viride, de T. koningii et de Sporotrichum pulverulentum cette enzyme

est une B-1,4-glucane-cellobichydrolase.

MECANISME D'ACTION DESCELLULASES DE T. VIRIDE

Prenant en considération ces résultats expérimentaux, PETTERSSON (1975) pense
qu'il existe une coopération entre les différentes enzymes impliquées dans la
dégradation de la cellulose. L'exoglucanase est la seule enzyme qui peut dégra-
der la cellulose cristalline et la transformer jusqu'’a 80 %. C'est donc naturel

de donner a cette enzyme un r6le prépondérant dans le schéma de la dégradation

totale de la cellulose native.

Le mécanisme de la dégradation enzymatique de la cellulose native pour tricho-

derma viride est représenté sur le tableau suivant :
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TABLEAU IV

LE MECANISME DE LA DEGRAOATION ENZYMATIQUE DE LA CELLULOSE
SELON PETTERSSON (1375) POUR TRICHODERMA VIRIDE

Endoglucanase S cellulose *

1. Cellulose native

Exoglucanase

N\
\'4

Cellobiose

2. Cellulose x

B-Glucosidase

3. Cellobiose 2 GBGlucoses

N/

Cellulose % : obtenue & partir de la cellulose native par action
de l'endoglucanase dans les régions non cristallines

des fibres de cellulose.

Tout d'abord les régions de la fibre de cellulose & faible cristallinité
sarit attaquées par les endoglucanases et des débuts de chaines libres sont
crées. Ensuite l'exoglucanase commence la dégradation & partir des ex-
trémités des chaines en enlevant par hydrolyse des unités cellobiose. Le
cellobiose ainsi libéré est gquand & lul hydrolysé en deux molécules de
glucose sous l'action de la B-glucosidase. Dans ce mécanisme 1l existe

une coopération entre l'endo- et 1l'exoglucanase pour la solubilisation

de 1'homopolymere.

MONTENECOURT et EVELEIGH (1973) basés sur cette hypothése selon laguelle

les enzymes réagissent réciproquement pour dégrader la cellulose micro-
cristalline ont proposé un schéma des différentes étapes de la cellulolyse
(Figure 2). Ce modéle a pu étre élaboré en tenant compte d'un certain

nombre de travaux qui ont pu 8tre fait indépendamment (ERIKSSON et PETTERSSON,
1975 ; HALLIWELL et GRIFFIN, 1973 ; WOOD et Mc CRAE, 1875). Dans un premier
temps l'endoglucanase est supposée attaquer la cellulose microcristalline

créant des failles dans les chalnes linéalres de la cellulose. L'action de
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LES CELLULASES

Regions — A Regions
h
cristalines——<X ——— amorphes
R
e AOSONNS. — A

¥

A. Endo-P-glucanase (EG: Cx)

AN M AN

;ﬂ/ A

B. Cellobiohydrolase (CBH:Cq)

A "=

¥ fil /‘—
C. EG/CBH
N e

— N

:/—:\._
¥

D.
p—GIucosidase

- e Glucose

[ )
Gl Q
or—0—0—0

Représentatien schématique des différentes étapes de la cellu-

Figure 2 :
lelyse selen MONTENECOURT et EVELEIGH (1979).



- 14 -

1'endoglucanase est suivie par 1'attague des cellobiohydrolases & ces points
de rupturequi liberent du cellobiose. L'action continue et combinée de 1'en-
doglucanase et cellobiohydrolase a comme résultat la conversion compléete de
la cellulose en cellobiose et petits oligosaccharides. La B-glucosidase agit
sur le cellobiose et les petits oligosaccharides pour produire le glucose.
L'action syriergétique de toutes les enzymes impliguées dans ce phénoméne est
requise pour 1’'hydrolyse effective de la cellulose cristalline comme produits

d'une réaction devenue le substrat pour la suivante.

CONTROLE ET REGULATION DE L'ACTIVITE - CELLULASIQUE

La cellulase est dite constitutive si sa présence est détectée dans le milieu
de culture guelle gue soit la source carbonée fournie au microorganisme pour
sa croissance. Elle est adaptative si sa concentration est proportionelle &

la concentration de la source carbonée fournie pour la croissance.

Pour guelgues bactéries les cellulases sont constitutives mais dans le cas de
moisissures généralement les cellulases sont adaptatives, les plus fortes
concentrations en enzymes sont obtenues lors de cultures faites sur cellulose

insoluble.

Comment dans ce cas expliguer 1'induction de ces enzymes par la cellulose
insoluble ? L'inducteur doit &tre un ose soluble de faible P.M. et assimilable
par le microorganisme. MANDELS et REESE (1360) supposent que le microorganisme
possede une infime guantité d'enzymes (indosable par les techniques usuelles)
mais suffisante pour libérer & partir de la cellulose insoluble des sucres
solubles assimilables par luil ; parmi ces sucres le cellobiose serait considéreée
le meilleur inducteur. Un autre dimére le sophorose, pourrait également servir
d'inducteur. Il est présent en tant gqu'impureté dans le glucose et pour

longtemps on & supposé que le glucose avait un pouvoir inducteur.

Le complexe cellulolytigue de T. reeseil est sujet & 1'induction, & la
répression catabolique et la retro-inhibition. Chacun de ces facteurs
contribue au faible rendement des enzymes et & leur efficacité limitée

pendant le processus de 1l'hydrolyse enzymatique de la cellulose.



INDUCTION ENZYMATIQUE

Les cellulases de T. reeseil sont inductibles {MANDELS et REESE, 1860 ;
STERNBERG, 1876) leur synthése étant stimulée par la cellulose ainsi que

par des faibles concentrations de lactose, cellobiose et sophorose. Le

dernier composé (2-0-B-D-glucanopyranosyl-D-glucose) est un inducteur extréme-
ment puissant (MANDELS et Coll. 1862) et a été proposé comme 1'inducteur naturel.
Pour les fabrications commerciales de cellulases, la cellulose est 1'inducteur
le plus efficace et le moins colteux. Cependant, la nécessité d'utiliser un
inducteur insoluble complique considérablement 1'éguipement des fermenteurs

et 1'opération. Des souches "mutants” qui possédent le caractére cellulase
constitutive et gui sont donc capables de synthétiser de grandes quantités
d'enzymes bien gu'étant cultivées sur des milieux peu codteux tels que cossette
de soja ou cossette de betterave seront extrémement utiles pour diminuer le

prix de la production de cellulases.

REPRESSION CATABOLIQUE

La synthese de toutes les enzymes du complexe cellulolytique sont sujettes

3 la répression catabolique [STERNBERG, 1978). Lorsque T. reeseil est cultive

sur un substrat rapidement assimilable tel que le glucose (1 %), l'activité
cellulasique n'est pas détectable. Il est généralement admis gque la répression
catabolique dans la cellule de procaryotes est conduite par des niveaux internes
de 1'AMP Cyclique(MUNTENECGURT et EVELEIGH, 1973). Cependant on connait

beaucoup moins bien les processus en ce qui concerne la répression biochimigue

et génétique des catabolites ou du glucose pour les eucaryoteset particuliérement

pour les moisissures.
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RETRO-INHIBITION

La conversion enzymatique de la cellulose en glucose sur une échelle pilote
nécessitera une grande efficacité au niveau de la saccharification. Cependant
1'efficacité & un haut niveau de conversion ne peut étre accompli du fait
d'une inhibition retro-active des enzymes. Le celloblose est un puissant
inhibiteur retro-actif et inhibe & la fois l'endoglucanase et la cellobiohy-
drolase (BERGHEM et PETTERSSON, 1973 ; HALLIWELL, 1875 ; WUOD et Mc CRAE,
1975). Tandis que le glucose est un inhibiteur compétitif de la B-glucosidase
de T. reesei (GONG et Coll. 1877 ; CADISCH et Coll. 1980). L'efficacité de
1'hydrolyse de la cellulose est réduite lorsque les guantités de B-glucosidase
dans les préparations enzymatiques de T. reesei sont généralement basses et
agissent de ce fait comme enzymes limitantes. Pour cette raison le cellobiose
agit dans le fermenteur en inhibant la biosynthése de ces deux enzymes
(endoglucanase et cellobiochydrolase). Une solution partielle de ce probléme
consiste & rajouter de la B-glucosidase produite par A. niger ou A. phoenicis
(STERNBERG et Coll. 1976). Ces microorganismes sont des meilleurs producteurs
de B-glucosidase mais ils sont incapables d'attaguer la cellulose microcristal-
line. Une approche plus satisfaisante serait d'isoler des mutants de T. reeset
dont la cellobiohydrolase, l'endoglucanase et la B-glucosidase ne seront plus
sensibles & 1'inhibition par leur produit final et qui seront produites en

guantité suffisante pour leur permettre une action synergetique optimale.

MECANISME DE REGULATION DES CELLULASES

La régulation de la biosynthése de cellulases est contrdlée par des mécanismes
d'induction et de répression cataboliques. Les inducteurs impliqués dans ce pro-
cessus d'hydrolyse de la cellulose comprennent la cellulose, les dérivés de la
cellulose, le cellobiose, le sophorose et le lactose. La syntheése enzymatique
est réprimée en présence de glucose et des sucres rapidement métabolisables pré-

sents dans le milieu de culture (répression catabolique].

Récemment un modéle a &té proposé pour la régulation de la blosynthése des cel-

lulasss pour les champignons filamenteux (GONG st TSAO ; 1879). Ce modele tient
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compte des mécanismes connus de 1'induction, de la répression et la diversité

des réponses des organismes est observée aux différents inducteurs et aux

différents milieux de culture (Tableau V).

Cette proposition de mécanisme de régulation des cellulases tient compte des con-

sidérations suivantes

1'importance de la B-1,4glucosidase dans la régulation ? de glucose et des ni-

veaux de cellobiose a 1'intérieur des cellules

la biosynthese essentielle des cellulases constitutives & faible concentration
pour fournir 1'inducteur naturel (cellobiose) pour la production continue de
cellulases lorsque les cellules sont cultivées sur un milieu ou la cellulose

est la seule source de carbone et d'énergie.
1’expression génétique coordonnée pour les deux cellulases.

1’inhibition de la synthése des cellulases au niveau de la traduction des

génes par le glucose (intéraction de 1'induction et répression).
régulation des niveaux des inducteurs intercellulaires actifs (cellobiose inter-
cellulaire) par la membrane ou par la B-glucosidase intercellulaire et/ou le

glucose ou le gluconolactons.

régulation de la gquantité vraie de cellulases extracellulaires produite par la

libération active des mécanismes et

modifications post-translationnelles protéolytiques des cellulases.



CHAPITRE III : LES CHAMPIGNONS FILAMENTEUX

L'ACTIVITE NATURELLE DES MOISISSURES

Le rSle des champignons microscopiques dans le déroulement des cycles biologiques
est capital, de méme que leur incidence sur l'économie humaine. Les moisissures
saprophytes se développent un peu partout : sur des débris végétaux, papiers et
bois humides .....

La quantité d'éléments nutritifs indispensables & leur croissance est en réalité
trés faible et leur équipement enzymatique puiésant et varié leur permet une
répartition ubiquiste. On les rencontre aussi bien en milieu aguatique marin ou
d'eau douce, mais aussi terrestre (l'humus notamment s'en révéle trés riche).

On les trouve également sous toutes les latitudes, méme dans les conditions de
sécheresse intense ou de température rigoureuse. L'atmosphére également H contient

une multitude de leurs éléments de propagation.

Contrairement & certaines bactéries, aucun champignon n'est anaérobie strict. Mais
certains peuvent s'épanouir lorsque les conditions de culture sont microaérophiles
(dans le sol, dans les liquides ou & l'intérieur d'un substrat plus ou moins
compact) .

Les moisissures sont caractérisées par un mode de vie bien diversifié. Elles peu-

vent se développer a l'état associé, symbiotique ou parasitaire, soit & l'état

libre en tant que saprophytes.

Cependant, la biodégradation des déchets organiques est l'aspect le plus positif
de leur activité. Cette action s'exergant principalement dans le sol ou en sur-
face a pour résultat la formation de l'humus et la fertilisation du terrain.
Associés aux autres microorganismes ou organismes décomposeurs (bactéries, acti-
nomycétes, protozoaires, vers, escargots, acariens...), les champignons cellulo-
lytiques assurent la minéralisation de la matiére organique complexe, libérant
les éléments nutritifs indispensables & la vie des végétaux supérieurs. De tous
les participants a4 la formation de l'humus, les champignons microscopiques sont
les mieux adaptés & la décomposition rapide et efficace des molécules complexes,
a celles en particulier de la cellulose qui représente prés de 75 % de la masse
des débris végétaux.



- 20 -~

UTILISATION DES MOISISSURES DANS LES PROCESSUS DE BIOCONVERSION

Contaminants banaux, partout présentes, douées d'aptitudes biochimiques étonnam-
ment variées, les moisissures sont des commensaux que l'homme n'a pas mangué de
domestiquer. Depuis des temps trés reculés, des levures sont utilisées en Europe
dans les fermentations pour faire du pain, des fromages, du vin, de la biére et
des champignons filamenteux Aspergillus et Mucorales en Extréme-Orient, pour la
fabrication de 1'alcool de riz, de la sauce de soja et d'autres produits fermen-
tés,

Les champignons filamenteux sont de plus en plus utilisés en microbiologie indus-
trielle dans des domaines trés -variés. La technique des cultures contr8lées en
fermenteur permet d'orienter presque i -volonté le métabolisme des souches. C'est
ainsi que 1l'on obtient diverses enzymes : cellulases, B-glucosidases, amylases,
protéases, pectinases, ou des métabolites : acide citrique, alcaloides, hormones

et antibiotiques.

Ces derniéres années, les problémes posés par la forte demande en protéines ali-
mentaires, la crise énergétique et devant la nécessité de recycler au maximum les
composés organiques de fagon & diminuer la pollution et a revaloriser les déchets
agro-alimentaires et wurbains, ont conduit a4 de nombreux travaux visant a produire
des biomasses fongiques pour l'alimentation animale ou des carburants i partir

des divers résidus végétaux.

Plusieurs procédés existent, permettant de produire des mycéliums de champignons
filamenteux par culture en milieu liquide (PEKILO, SYMBA, STARON...), ou en
milieu solide (KOJI, IRCHA-ORSTOM). Les souches de champignons microscopiques
utilisées sont différentes en fonction du substrat et du procédé, Pour des subs-
trats amylacés, des souches de champignons filamenteux telles que Endomycopsis,
éggergéllus sont utilisées,par contre pour des susbtrats cellulosiques (paille,

papier ou d'effluents d'industries riches en cellulose) des souches de Trichoder-
m sont employées.

LES TRICHODERMA

Ce sont des microorganismes qui appartiennent au grand ensemble des champignons
filamenteux., Leur noyau cellulaire est enveloppé d'une membrane nucléaire et se

divise: par des mitoses typiques. L'appareil végétatif est un mycélium constitué
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par des filaments de 1,5 - 12 p de diamétre gqui s'enchevé@trent de fagon plus ou
moins dense et s'anastomosent fréquemment. Les filaments sont clolsonnés,de ce

fait, les Trichoderma sont classés parmi les champignons supérieurs.

Les filaments mycéliens, ainsi que leurs ramifications, croissent toujours par
1l'extrémité apicale, c'est-a-dire par la partie la plus jeune, tandis que les
substances de réserve, 1lipides notamment, s'accumulent dans les parties plus
dgées, La vitesse de la croissance apicale est un caractére stable qui est propre
a4 chaque espéce. Parmi les champignons cellulolytiques, les Trichoderma sont les
plus performants pour coloniser une surface plate. Dépourvus de chlorophylle, ils
se développent en saprophytes, utilisant les restes d'animaux en végétaux ou

d'autres matériaux d'origine organique.

Parmi les moisissures cellulolytiques (Fusarium, Alternarta, Aspergillus, Myro-

rothectum, Pentictllium, Sporotrtichum), les Trichoderma sont les plus frégquemment

utilisés dans les processus d'hydrolyse de la cellulose et des produits ligno-
cellulosiques, Ils produisent en effet des quantités importantes d'Exoenzymes,

capables d'hydrolyser complétement la cellulose en glucose,

Pour survivre lorsque les conditions deviennent défavorables ou pour se propager,
les Trichoderma possédent un mode de reproduction asexuée. Ils sont, de ce fait,

regroupés dans le sous—ensemble de Fungl Imperfecti. Dans ce cas, le cytoplasme

des vyésicules appelées phialides se clive, autour des noyaux apparaissent des
parois limitant les phialospores. Ces spores, une fois libérées, vont germer en

donnant un nouveau mycélium identique au mycélium initial.

La souche de champignon que nous avons sélectionné pour l'étude de 1l'hydrolyse
de la cellulose par fermentation en milieu solide ou en milieu liquide est un

Trichoderma haraitanum. Cette souche a été décrite par RIFAI (1969) ainsi :

Trichoderma harzianum Rifai, spec. nov. — In malti agaro coloniae rapide

erescentes, floccosae, zonatae, reverso incolorato. Mycelium ex hyphis
septatis, rampsis, hyalinis, 1,5 - 12 u diam. compositum. Chlamydosporae
globosae, hyalinae, intercalares, 6-12 u diam. Conidiophora regulariter
rampsissima, dendroideae. Phialides 5-7 x 3-3,5 W, ampulliformes.
Phialosporae in muco aggregatae, subglobosaé vel breviter obovoidae, laeves,
virides, 2,8 - 3,2 x 2,5 - 2,8 u. Habitat in terra.
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CHAPTTRE IV : MATERIEL ET METHODES

Beaucoup de Microorganismes sont capables d’utiliser la cellulose comme
source de carbone et d'énergie pour leur croissance. Sur le tableau (y1 ]
nous avons porté la liste des champignons filamenteux gue nous avons testé
pour leur activité cellulasique. La plupart de ces souches produisent des
enzymes extracellulaeires lesquelles hydrolysent la cellulose native plus

ou moins vite. Il s'agit des souches provenant de collections Internationales
solt des souches cellulolytiques sauvages qui ont &té isolées & partir du sol

et purifiées dans notre laboratoire.
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TABLEAU VI

COLLECTION DE SOUCHES DE CHAMPIGNONS FILAMENTEUX

N° ORSTOM NOM DE L'ESPECE PROVENANCE
T11 Trichoderma (vivide) longibranchiatum ATCC 26921
T12 Trichoderma (viride) longibranchiatum ATCC 28217
Tv3 Trichoderma viride CCM  F-486
Tra Trichoderma reeset CCM  F-521
Tr5 Trichoderma reeset CCM  F-522
Tré Trichoderma reeset CCM  F-560
Fi7 Fusarium fusaroides CCM  F-166
Ao8 Aspergillus oryzae CCM  F-172
Tk9 Trichoderma Koningii CCM  F-544
As10 Alternaria solani cCM  F-187
Ar1 Atternaria radicina CCM  F-197
Ar12 Alternaria radicina ccM  F-198
Ta13 Trichoderma aureoviride CCM  F-558
Th14 Trichoderma hamatum CCM  F-541
Th15 Trichoderma hargianum CCM  F-470
Tp16 Trichoderma piluliferum cCM  F-573
Ts17 Trichoderma saturnisporum CCM  F-58B1
Tv18 Trichoderma viride CCM F-486
Tp19 Trichoderma polysporum CCM F-572
Aa20 Aspergillus aculeatus CCM  F-596
Af21 Aspergillus flavus CCM  F-449
An22 Aspergillus niger CCM  F-330
Ap23 Aspergillus parasiticus CCM  F-550
Av24 Aspergillus versicolor CCM  F-620
AW25 Aspergillus wentiti CCM  F-459
ATCC : American Type Culture Collection
CCM Czechoslovak Collection of Microorganisms
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N® ORSTOM NOM DE L'ESPECE PROVENANCE
Mv26 Myrothecium verrucaria CCM  F-291
Pc27 Penictllium cammanberti CCM  F-378
Pc28 Penteillium commune CCM F-426
P129 Penteillium luteum CCM  F-517
Pr3o Penicilium roqueforti CCM  F-431
Rs 31 Rhizopus stolonifer CCM  F-445
Cp32 Chondrophea populea CCM  F-538
Fs33 Fusarium solani CCM  F-552

C3 Souche sauvage cellulolytique sol, Sénégal
c4 " " " "
c8 " " " "
c14 " " " "
c19 " " " "
C20 " " " "
Cz21 " " " ”
C24 " " " "
C29 " " " "
C30 " " " "
C36 " " " "
C38 " " " "
C39 " " " "
C40 " " bois, France

Ca41

n n

bois, France
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Conservation et entretien des souches

A des temps réguliers (environ tous les six mois) les souches sont repiguées
sur le milieu cristo-Malt Agar, puis incubées pendant 10 jours a 29°C. Elles
sont ensuite conservées a + 4°C, Nous avons également lyophilisé la plus

grande part des souches de notre collection.

Elle est effectuée selon la technigue de RYAN et coll. (1943) sur le milieu
de CZAPEK et DOX et sur le milieu malt extract agar. L'inoculation se fait
avec des spores déposées & une extrémité du tube. On mesure toutes les 24 h
1'avancement du mycelium & la surface du milieu pendant 10 jours. Les

résultats sont exprimés en mm/h.

La présence de cellulases est testée sur le milieu gélosé de MANDELS et
WEBER & 0,75 % de cellulose microcristalline Avicel. Le réactif iodo-ioduré
(solution de lugol) est utilisé pour mettre en évidence 1'hydrolyse de la

cellulose.

Le dosage quantitatif de production de cellulase est effectué sur des
cultures de 64 H et 160 H sur le milieu liguide de MANDELS et WEBER &

0,75 % de cellulose. Les cultures de différentes souches se font dans des
erlens Belco de 300 ml contenant chacun 100 ml de milieu de culture. Les
erlens sont inoculés avec une quantitéconnue de spores et incubés & + 29°C
et agités pendant 64 ou 160 H. Sur les échantillons homogéneisés & 1l'ultra-

turrax les dosages suivants sont effectués

- Activité papier filtre

- Acitivité carboxy méthyl cellulose
- Dosage de sucres réducteurs

- Dosage de sucres totaux

- Dosage de protéines
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Des erlens Belco de 125 ml contenant 20 ml d’un milieu synthétique & 0,2 %
de glucose sont inoculés avec une suspension de spores de concentration
connueet placés & 1'étuve & 29°C. Aprés 10 jours de culture les spores
produites sont comptées directement aprés dilution sur cellule de Malassez.
Les résultats sont exprimés en nombre de spores présentes par gramme de

substrat carboné au départ.

Dans un fermenteur spécial, précédemment décrit (RAIMBAULT et ROUSSOS), on
introduit 300 ml de milieu pour la production de spores (ANNEXE). Le fermen-
teur est stérilisé & 120°C pendant 30 min. Le dispositif est alors refroidi
et lorsque la température du milieu est de 50°C 1'inoculum de spores est
introduit stérilement (3 x 107 spores/g de substrat P.S.). Le milieu est
alors homogénéisé par une rotation des disques & raison de B0 t/min. pendant
10 minutes puis refroidi par un courant d'air stérile et froid. Lorsque

le milieu uniformément réparti sur les disques est solidifié le dispositif

est placé dans une étuve a + 29°C et le fermenteur aéré par un débit de

10 litres/h d'air saturé d'eau & la température d'incubation.

Aprés 7 jours d'incubation, la récolte des spores est réalisée en intro-
duisant dans le fermenteur 500 ml d'eau stérile contenant quelques gouttes

de Tween 80. L'aération est stoppée et la rotation des disques & 100-200 t/mn
est maintenue pendant 10 minutes. La suspension des spores est alors receuillie
et le nombre de spores compté directement sur cellule de Malassez au micro-
scope. Une partie de la suspension de spores est utilisée directement pour
1'inoculation de différents substrats, 1'autre est décantée et apreés
€limination du surnageant une poudre séche de spores est obtenue par
évaporation sous vide de la suspension concentrée. Sous forme seche les

spores serviront pour une utilisation ultérieure.
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A - En Fermentation liguide

Les cultures ont été faites dans des fermenteurs Biolafitte de 2 litres
contenant 1.250 ml de milieu de culture en utilisant chague fois un des
substrat suivants : cellulose Avicel, paille de blé, son de blé, cossette

de betterave.

Prétraitement du substrat : Broyage et chauffage & 120°C pendant 1 h dans
le fermenteur contenant soit le milieu minéral de MANDELS et WEBER dépourvu

de bacto agar, soit le milieu minéral suivant :

Sulfate d’'ammcnium 0,975 g
Urée 0,238 ¢
Phosphate monopotassique 0,50 g
Eau 1000 ml
pH : 5,6

Substrat : 10g/1
Inoculation : avec une suspension de spores pour ramener a 3 x 107 spores/g

de subtrat P.S.
Conditions de culture

- température : 29°C + 1°C
- aération : 10 1/h

- agitation : 500 t/min
- pH : non régulé

- Antimousse : hulle de colza

Mesure des paramétres : Aux temps cholsis, nous avdns procédé a des
prélevements de 10 ml dans le fermenteur. Nous avons ainsi suivi
1'évolution de 1'inoculum en observant au microscope apres coloration
au bleu Cotton une partie de chague échantillon. Les prélévement sont

alors congelés pour 8tre analysés tous en méme temps.

Sur les échantillons décongelés et homogénélsés par passage & l'ultraturrax
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puis au Potter les dosages suivants sont réalisés.,

- Mesure du pH

- Sucres réducteurs (DNS)

- Sucres totaux (Anthrone)

- Activité papier filtre

- Activité carboxy méthyl cellulose

- Protéines.
Les résultats sont exprimés en g ou mg de produit formé ou disparu par g
de substrat poids sec de départ. Les activités Enzymatigues sont exprimées
en UI/100 g de substrat P.S. initial.

B - En Fermentation solide

Les cultures ont été réalisées en utilisant les dispositifs de colone

décrits par RAIMBAIULT et ALAZARD (1980].

Substrats : paille de blé, son de blé, mélange de paille et de son de blé,

cossette de betterave.

Solution minérale pour 100 g de substrat :

Sulfate d'ammonium 9,75 g
Urée 2,38 g
Phosphate monopotassique 5,00 g
Eau distillée 100 ml
pH : 4,2

Prétraitement : A 100 g de substrat finement broyé (< 0,5 mm) on ajoute 100 ml
de la solution minérale. On mélange bien. Le tout est porté & 1'autoclave & 120°C

pendant 1h.

Inoculation : avec une suspension concentrée de spores pour ramener la
concentration finale a 3 x 107 spores/g de substrat P.S. ainsi gue 1'humi-
dité initiale & 60 ou 70 %.

Humidité initiale : 60 ou 70 %

Conditions de culture : On mélange le substrat traité et refroidi & 50 %
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d’humidité avec la suspension de spores. 20 g de ce mélange & 60 ou 70 %
d’'humidité sont répartis dans chague incubateur, ces derniers sont placés

dans un bain-marie a 28°C.

L'aération des cultures se fait avec de 1l'air saturé en eau. Le débit

d’air est réglé a 7 1/h.

Yesure des parametres : A des temps variables on sort des incubateurs du
bain-marie et le contenu du fermenteur est pesé (poids humide). Le produit

est ensuite homogénéisé & la spatule et un prélevement de 5 g est mis dans

un erlen de 150 ml et congelé. On effectue également sur le produit restant

une mesure de poids sec ainsi que les observations au microscope pour apprécier

1'svolution de 1'inoculum en fonction du temps.

Aux échantillons décongelés on ajoute 50 ml d’'eau distillée. “ette suspension
est homogénéisé & 1'ultraturrax. Le pH est alors mesuré. A partir de ces
échantillons une dilution au 1/3 est nécessaire pour ramener la concentration
du substrat &8 10 g pH/litre. Les dosages suivants sont alors réalisés sur

les echantillions ainsi cilues et passes au Potter :

- sucres réducteurs
- sucres totaux
- Activités enzymatiques (papier filtre, carboxyméthylcellulose)

- Pretéines

Les résultats sont exprimés en g ou mg de produit formé ou disparu par g
de substrat poid sec de départ. Les activités enzymatiques sont exprimées

en UI/100 g de substrat P.S. initial.

Physiolocie et Métabolisme des charoianons filarenteux
Nous avons utilisé deux milieux différents : le premier est un milieu
pléthorique trés riche utilisé pour l'entretien et la production de

spores de scuches. Le sescond est un milieu entiérement synthétique (Annexe).
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Le milieu synthétigue est réparti & raison de 25 ml dans des erlens Belco

de 125 ml. Les sucres utilisés comme substrat (2 g/l) sont :

glucose, xylose, lactose, saccharose, cellobicse, amidon et cellulose avicel.
L'inoculation des milieux se fait avec une suspension de spores. La tempéra-
ture d'ircubation est de 20°C pour P. carmemberti et de 29°C pour les autres
souches. Les cultures ne sont pas agitées. Aprés 7 jours d'incubation les
cultures sont homogénéisées & 1'ultraturrax pendant 30 sec. et centrifugées

6.000 t/min pendant 15 min.

g

tes sucres réducteurs résiduels ainsi que les activités amylasiques et
cellulasicues (Activité Papier Filtre, Activité Carboxymethylcellulose])
contenues dans le surnageant sont dosés. Les culots sont repris et lavés
deux fols avec 24 !l d'eau distillée. On dose les protéines contenues

dans chague cul~t ainsi lavé.

Les résultats sont exprimés en UI/g de substrat initial pour les activités

enzymatiques et en mg/l de protéines formées.



CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSION

LA CROISSANCE APICALE

L'ensemble ces souches de notre collection a été cultivé sur trois milieux
différents : Malt Agar ; Milieu de MANDELS et WEBER (1969) et CZAPEK-DOX
acar. Le prenier, est un milieu pléthorique et par conséquent il n'y a pas

eu besoin d'apporter d'éléments minéraux ou de facteurs de croissance. Les
deux autres milieux sont beaucoup plus pauvres, il s'agit de milieux synthé-
tijues. Dans le milieu de MANDELS et WEBER la cellulose est l'unique source
de carbone et d'énergie mais la présence de peptone et d'extrait de levure,
en faible quantité, apporte principalement des facteurs de croissance pour
favoriser la gearmination des spores. Dans le cas du milieu de CZAPEK et DOX
qui -est entiérement synthétique, nous avons apporté une modification en uti-
lisant le glucose comme source de carbone & la nlace du saccharose. En effet,
ncus aveones conctats, au cours des expériences, mue le saccharose n'est pas
assimilé par certaines souches de Trichoderma alors que le glucose est utilisé

par l'ensemble des souches dans les mémes conditions.

Sur le tableau VII nous avons porté les réponses obtenues pour l'ensemble des
souches cultivées sur les milieux selon la technique de tubes utilisée par PYAN

et coll. (1¢43). La vitesse de la croissance apicale est exprimée en mm/h.

Les valeurs portées sur ce tableau sont des valeurs moyennes horaires obtenues

aprés une culture de 240 heures a 238°C.

La plupart des souches de Trichoderma sont caractérisées par une croissance
apicale qui est voisine de 1 mm/h alors que l'ensemble des souches d'Aspergillus

ont une croissance apicale beaucoup plus faikle qui est de l'ordre de 0,20 mm/h.

Parmi les différentes souches de Trichoderma la souche qui posséde la vitesse

de croissance apicale la plus élevée est T. reesei n° 6. Le mycelium de cette
scuche, lorsqu'il est déposé au centre d'une bofte de Pétri de 90 mm de diamétre,
est capable d'envahir cette surface en 24 heures. Une autre souche, Trichoderma
harzianum n® 15 es*% caractérisée par une vitesse de la croissance apicale assez

€levée et proche ée celle de T. reesei n° 6.
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. Malt MAMNDELS | CZAPEK
N° de Ayar Cellu- Glucose
souche lose
mm/h mm/h mm/h
T. harzianum 1,25 0,88 0,86
15
T. aureovi-
ride 13 1,00 0,79 0,72
T. reesei 6 1,33 1,02 1,18
C24 1,33 0,95 1,15
C3 1,15 0,90 1,10
C30 1,05 0,90 1,10
T. reesei 5 1,00 0,65 0,63
T. reesel 4 0,96 0,60 0,62
C31 0,94 0,64 0,70
C18 0,82 0,58 0,55
T. longibran- . or ~ - .
chiatum 1 0,90 0,060 C,69
T. longibran-
chiatum 2 0,96 0’61 0,66
T. saturnis-
porum 17 0,82 0,45 0,59
C8 0,60 0,45 0,69
C20 0,12 0,30 0,26
T. hamatum 0,42 0,40 | 0,22

Tableau VII :

Malt MANDELS CZAPEK
N° de Agar Cellu- Glucose
souche lose
mm/h mm/h mm/h

Crq 0,11 0,31 0,24
c, 0,15 0,26 0,17
?érvergzc°' 0,08 0,25 0,04
T. reesei 4 0,9¢c 0,55 0,62
T konl“glg 0,46 0,23 0,15
A. oryzae 8 | 0,16 0,22 0,27
T. viride 3 | 0,38 0,21 0,15
A. ac“leaggs 0,19 0,21 0,19
A. niger 22 | 0,25 0,20 0,20
2&spar351§§' 0,18 0,20 0,14
A. niger 10 0,23 0,20 0,20
T. viride

e | 025 0,19 0,20
T. piluli-
feril u 116 0,26 0,17 0,10
A. radlClTT 0,04 0,17 0,04
A. radlCl?; 0,08 0,14 0,18
A. we“tllzs 0,04 0,14 0,07

Croissance apicale de champignons filamenteux cultivés

milieux de culture en tubes de RYAN.

sur différents




Cependant, les souches présentant une vitesse de la croissance apicale élevée ne
sont pas forcément les plus performantes au niveau de la production de la guantité
de biomasse mycélienne. En effet nous avons observé que les souches les plus rapides
3 coloniser une surface solide présentent moins de branchements aériens, ce qui a
comme conséguence une faible densité du mycélium. Contrairement aux Trichoderma, les
Aspergillus sont caractérisés par un mycélium trés dense et malgré leur vitesse de
croissance apicale qui est 5 fois inférieure ils produisent la méme gquantité de
biomasse mycélienne dans les mémes conditions expérimentales lorsqu'on utilise une

source de carbone telle que le glucose.

La vitesse de la croissance apicale d'un champignon filamenteux est un caractére
stable. Plusieurs mesures ont été réalisées dans le temps avec un nombre restreint

de souches pour vérifier cette hypothése. Les résultats obtenus avec ces mémes
souches sont chaque fois du méme ordre de grandeur. Chaque espéce de champignon
microscopique posséde donc une vitesse de croissance apicale qui lui est propre et
qui le caractérise. Cette vitesse n'est pas influencée par la nature de la source

de carbone du milieu de culture lorsque celui-ci est un milieu synthétique. Cependant,
pour les Trichoderma., les valeurs de la croissance apicale obtenues & partir des
cultures sur milieu pléthorigue sont toujours sensiblement supérieures & celles

obtenues & partir des cultures sur milieu synthétique.

Screening des souches cellulolytiques

Pour la sélection des souches capables d'utiliser la cellulose en prototrophie,
nous avons testé la croissance de 1l'ensemble des souches de notre collection sur
le milieu sélectif de MANDELS et WEBER (1969) en utilisant la cellulose Avicel

ou la Carboxyméthyl cellulose (CMC) comme unique source de carbone et d'énergie.

Les moisissures.qui ont donné une culture positive en tube.ont été repiquées par

la suite sur une boite de Pétri contenant le méme milieu de culture. Aprés 3 jours
d'incubation & 29°C 1'hydrolyse de la cellulose par des exoenzymes (cellulases) est
révélée par un réactif iodo-ioduré (lugol). Les réactions positives sont notées par

l'apparition d'auréoles autour des colonies.

Le tableau VIII rassemble les résultats obtenus pour les souches gui ont donné une
culture positive. Les souches sauvages isolées dans notre laboratoire sont toutes

capables d'hydrolyser la cellulose assez rapidement. Au contraire, les souches de



Carboxymé- CMC en Cellulose Cellulose
= T B S o o
en tube Lugol + Lugol
chiaton o1 + ® + ®
.1 i -
ehsacam e 2 * ® * ®
T. viride n° 3 + ® + t
T. reesei n°® 4 + (:) + (:)
T. reesei n® 5 + @ + (:)
T. reesei n°® 6 + ® ++ (:)
F. fusaroides _ 1 +
n° 7 it +
A. oryzae n° 8 + +
T. koningi n°® 9 - +
A. solani n° 10 * - -
A. radicine n°® 11 + Q%} +
A. radicine n°® 12 + s +
T. harzianumno 5 i (:> et
C3 + C:) +++

Tableau VIII

CMC en CMC en Cellulose Cellulose
N°® de la souche tube boite + Avicel Avicel
Lugol en tube en boite

+ Lugol
€4 * ® + ®
C8 + (:) ++ (:)
Ci4 + (:) ++ (:)
C1g * ® * ®
19 * ® * ®
S0 + ® + )
C,y + @ ++ @
C24 + (:) +++ (:)
Cog + @ ++ @
€30 * ® + ®
31 + ® + ®
Cye + @ ++ @
C3g * ® + ®
39 * ® AR &)

Screeniny des souches cellulolytiques. Culture de 3 jours a 29°C sur Milieu de MANDELS et WEBER. Substrat

cellulose Avicel ou CMC. Culture positive + Culture négative - ; Présence d'exoenzymes :(:)

- be



collection ne sont pas toutes aussi performantes. Parmi celles-ci, Trichoderma
harzianum 15 semble étre le microorganisme le mieux €éguipé en exoenzymes pour

1'hydrolyse de la cellulose Avicel,

Ce premier passage de microorganismes sur un milieu sélectif nous a permis de
sélectionner les souches cellulolytiques parmi 1l'ensemble de notre collection.
Cepencdant la réponse obtenue reste qualitative. Dans un deuxiéme temps nous avons
étudié la production guantitative de cellulases, ce protéines, la dégradation de la

cellulcse ainsi gue 1l'évolution du pH.

Sur le tableau IX nous avons porté les résultats relatifs a4 11 souches de collection
cultivées en milieu liguide agité. La croissance zbondante d'un microorganisme sur
ce milieu est suivie par une diminution du pE ; (STERNBERG ; 1978). Parallélement
il y a une libération d'exoenzymes dans le surnageant. Les souches qui possédent
des activités Papier Filtre (PF) et Carboxyméthyl Cellulose (CMC) les plus élevées

sont : 7. harzianum, T. reesei et T. lonzibranchiatum. Ces mémes souches synthétisent

le plus de protéines et dégradent la cellulose & €0 % aprés 66 heures de culture.

Cependant, ces résultats n'ont qu'une valeur comparative, les conditions optimales
pour chague souche n'ayant pas été déterminées. Ce screening nous autorise toutefeois
de chcisir les souches qui apparaissent 1les plus performantes pour dégrader la

cellulose et produire des cellulases.

Production de spores

Les spores de champignons imparfaits sont la forme de résistance et de reproduction
asexuée . Ces spores constituent le point de départ de toutes les applications
industrielles de l'utilisation de champignons filamenteux dans les processus de
fermentation. Elles servent pour le lancement d'une opération dans le cas de fermen-
tations en milieu solide. Dans ce dernier cas une quantité de 3 x 107 spores/gramme

de substrat poids sec est utilisée (PAIMBAULT et ALAZARD ; DESCHAMPS et Coll.).
Cependant deux problémes restent a résoudre lors d'une fermentation en milieu solide :

- Tout d'abord sélectionner le microorganisme qui correspond le mieux au type de
l'opération (par ex. production de cellulases a partir d'un substrat-lignocellulo-
sique} et qui en méme temps est capable de produire une quantité importante de

spores sur un milieu simple.
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Sucres | Activité | Activité | Sucres rProtéines
Souche n° pH i:i?:- PF CcMC totaux

mg/1l UI/1 Ur/1 mo/1 mg/1
T l°“gi?ra“‘:hiatum 3,35 90 64 1.388 4,20 | 820
T. longibranchiatum 3,40 110 a4 918 4,10 | 820
T. viride 3 6,00 100 11 82 7,50 580
T. reeseil 4 4,35 20 40 740 4,80 1,240
T. reesei 5 3,45 50 75 1.229 3,80 720
T. reesei 6 6,05 100 12 66 7,70 580
T. aureoviride 13 5,95 70 54 960 5,00 1.18C
A. oryzae 8 6,10 130 12 257 8,00 780
T. koningi 9 6, 10 120 6 56 | 7,60 560
A. 3olani 1C G, 10 st 1¢C 84 7480 S5c0
T. harzianum 15 3,55 20 80 1.315 4,00 1.080

Tableau IX : Screening des souches cellulolytigues. Conditions de culture
Milieu de MANDELS et WEBER & 1 % de cellulose Avicel. Inocula-
tion avec une suspension de spores. Culture agitée a 29°C

pendant 66 heures.




- Ensuite produire une quantité importante de spores propres de maniére a pouvoir

inoculer 10 kg de substrat P.S.

Production de spcres en milieu liguide

Sur le tableau X nous avons porté les résultats obtenus pour 30 souches de champignons
filamenteux cellulolytigues. Les souches ont été classées suivant leurs performances
du point de wvue ce production de spores. On constate que sur glucose ou toutes les
souches donrent une croissance abondante les Trichoderma sont les meilleurs producteurs

de spores. La souche la plus performante est Trichoderma harzianum n° 15. Elle est

suivie par quatre souches sauvages C24 ; C3 ; CBO et C31.

€galement des Trichoderma. La quantité de spores produite évolue de 1 & 300 x 108

Ces quatre souches sont

soores/g SPS pour l'ensemble des souches. On constate que les souches sauvages
cellulolytiques sont de bonnes productrices de spores alors que les souches provenant
de collections irternationales sont classées parmi les moins performantes. En parti-
culier la souche de référence la plus utilisée lors de fermentations liguides,

Trichoderma reesei n® 6 (QM 9414), produit 100 fois moins de spores que la souche

sauvage C24.

Production de_spcres en milieu solide

Dans notre laboratoire nous avons mis au point un procédé de production de spores

Je champignons filamenteux en milieu solide et déposé un brevet d'invention. Le
crincice repose sur l'utilisation d'un fermenteur particulier & disgues rotatifs

de fagon & obtenir une grande surface de sporulation et gqui permet la récolte aisée
des spores par simple lavage des surfaces, la biomasse mycélienne restant emprisonnée

dans le milieu sclidifié.

Le tableau XI indique les résultats obtenus pour quatre souches de champignons fila-

menteux. On constate que le premier lavage permet de récolter 75 & 90 % des spores

produites dans le dispcsitif du fermenteur a4 grilles et d'obtenir des suspensions

3 , 8 . 8
de spores concentrées contenant au moins 1,1 x 10 & 4,2 x 10 spores par ml.

o s . 2 . 7 8 ‘ 2
La quantité de scores formée par cm~ varie de 3 x 10" 3 2,2 x 10 spores/cm . Le
rendement pondéral en spores rapporté & la cuantité de substrat introduite dans
le fermenteur varie de 5 & 14 %, ce qui représente un taux de conversion en spores

important.
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Nombre de Nombre de Nombre de Nomkre de
N° de souche| spores spores N° de souche spores spores
par ml par GSPS par ml par GSES
. .. 6 9
T. ha121? 6,5 x 1O7 3,25 x 101O T. viride 18 7,2 x 10 3,6 x 10
num 15 3 5
5 1c C8 5 x 10 2,> x 10
C24 5 x 10 2,5 x 10
A. parasiticus 6 9
C3 4 x 1O7 5 % 1010 23 5 x 10 2,5 x 10
L. B 9
C3o 3,6 x 1O7 1,8 x 1010 T. viride 3 3 x 10 1,5 x 10
.. 6 - A8
C31 2,6 x 1O7 1,3 x 101O T. viride 4 1,1 x 10 5,5 x 10
. T. longibran- 5 . 8
A. versico 2,5 x 107 1,25 x 1010 chiatum 1 5 x 10 2,5 x 10
lor 24
7 10 T. reesei 5 5 x 1O5 2,5 x 108
C18 2,5 x 10 1,25 x 10 i !
. 5 8
A. wentii 25| 2,0 x 107 1 x 1010 | T reesel 6 ) 5x 10 2,5 x 10
L. 5 " 8
C21 1,9 x 107 9,9 x 109 T. koningii 9 4 x 10 2 x 10
A. flavus 21| 1,8 x 107 9 x 10° T. aureo"lr;‘;e 4 x 10° 2 x 10°
A. aculeatus 7 9 T. longibran- 5 . 8
20 1,7 x 10 8,9 x 10 chiatum 5 3 x 10 z x 10
7 9
C4 1,5 x 10 7.5 x 10 A. solavi 10 2 x 105 1 x 108
7 9
A. oryzae 8 1,4 x 10 7 % 10 A. radicina 11 2 x 105 1 x 108
. 7 9
A. niger 22 1,3 x 10 6,2 x 10 A. radicina 12 2 x 105 1 x 1O8
7 9
€20 1,2 x 10 5,8 x 10 T. hamatum 14 | 2 x 10° 1 x 10°

Tableau X :

Production de spores en milieu liquide non agité.




PRODUCTION DE SPORES EN MILIEU SOLIDE

TABLEAU XI

CONTROLE DANS UN FERMENTEUR ORSTOM

Nom de la souche

Aspergillus niger

Trichoderma harzianum

Penicillium sp

Penicillium camemberti

N° de la collection ORSTOM 10 ™ 15 42 PC
ler lavage 500 ml 75 % 76 % 87 % 92 %
2éme lavage 250 ml 15 % 24 % 11 % 6%
léme lavage 250 ml 10 % 5 % 2 % 2 %
NE de spor?slrecoltees dans 7,3 x 1010 2,8 x 1011 1,5 x 1011 3,8 x 1010
. 8 8 8 7

Concentration lére 1,1 x 100 sp/ml 4,2 x 107 sp/ml 2,6 x 107 sp/ml 6,9 x 10 sp/ml

en 2éme 4,3 x 107 sp/ml 2,6 x 108 sp/ml 6,6 x 107 sp/ml] 9,1 x 106 sp/ml

7 4
spores/ml 3éme 3 x 107 sp/ml 5,6 x 10° sp/ml 1,2 x 10" sp/m] 3,0 x 106 sp/ml
Nb de spores formées/cm2 5,75 x 107 2,2 x 108 1,2 x 108 3 x 107
Nb de spores/g de subs- 2,5 x 10° 9,3 x 10° 5,0 x 10° 1,25 x 10°
trat

Poids 4'l spore 6 x 10'11g 1,3 x 1071} g 1,1 x 1071 g 4 x 1071 g
Rendement pondéral global
rapporté au substrat car- 14,6 % 12,1 % 5,75 % 5%

boné Poids spores/g

..6{-
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Cette nouvelle technique permet de produire des spores de champignon en conditions
aseptiques et selon un procédé relativement simple, d'une mise en oeuvre facile ne
nécessitant pas de manipulations longues et codteuses. En outre, les spores ainsi

obteries sont pures, sans contamination par d'autres microorganismes ni par des

oétabclites ou résidus mycéliens qui sont retenus essentiellement dans le dispositif

lors Ze la récoite. Enfin les rendements obtenus sont supérieurs ou comparables a
Ze gue l'on peut obtenir par les autres technigues habituelles d'une mise en oeuvre

3éliczte.

Influence de la guantité d'inoculum sur la production de cellulases

Pour Zéterminer la guantité de spores qu'il faut apporter nous avons suivi la

croissance de T. harzianum dans les échantillons ayant regu des doses de 0 ;

3,5 x 103 ; 3,5 x 104 ;7 3,5 x 105 ...... . 3,5 x 1010 spores/gramme de cellulose.

Zes cultures sont effectuées en milieu liquide agité a 29°C. Des prélévements
sont 2ffectués toutes les 24 heures pour suivre le taux de germination des spores
ainsi que la cinétique de production de cellulases et de protéines et de dégra-
Jatic. de la cellulose.

Sur les tableaux XII et XIII sont portés les résultats de différents paramétres
suivis aprés 90 et 160 heures de culture a 29°C.

Pour _es plus fortes concentrations en spores (1010 ; 109 ; 108 ; 107) le processus
de l'nydrolyse ée la cellulcse est pratiquement terminé aprés 90 heures : le pH
atteint les valeurs minimales (¥ 3,10) ; les activités PF et CMC ont atteint les
valeurs maximales. Il n'y a pas de différence sigrnificative entre les valeurs
d'activités enzyvmatiques obtenues pour les concentrations trés élevées en spores

jlolc et les veleurs plus faibles (107 spores). Cependant, on note un écart de

<7aleur au niveau des protéines. Cet écart peut é€tre dd & l'apport de protéines
par l'inoculum et & la pigmentation des spores qui peut fausser le dosage des

—rotéines.

Par ccntre, l'examen microscopique révéle gu'entre ces quatres échantillons le

. : 1
zaux de germination des spores est trés différent. Pour la concentration de 2,3 x 10

zpores, uniquement 1 % des spores ont germé pour donner un tube germinatif et par la

w

uite un mycélium abondant ; environ 20 % des spores ont doublé de volume mais n'ont

zas dcnné de mycélium. Le reste des spores, environ 80 %, ne présentent aucune

0

. . . ) 9 8 .
Zvolution. Pour les corncentrations de 2,3 x 107 et 2,3 x 107 spores nous avons observé
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Influence de la -oncer.zration de l'inoculum sur l'hydrolyse de la

cellulose.

Culture de

T. harzianum en milieu synthétique a 1 % de

cellulose, en erlens agités a 29°C pendant 90 heures.

10

10

10

10

SPORES LAVEES

108

5
10

3,10

3,20

5,60

5,60

5,80

6,05

sucres
Peduc-
Teurs

—_—— /1
pte PN

10

10

10

10

10

10

10

10

Activi-
té PF
r1/1

e0

85

67

37

28

Activi-
té CMC
TI/1

1€29

1104

1067

622

Sucres
Totaux
c/1

g,5

1C

10

10

10

10

Frote-
ines
=g/1

750

580

507

200

100

100

375

100

100
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un taux de germiration de 20 et 40 % respectivement. Ce taux de germination reste
stable au cours 2u temps et varie uniquement en fonction de la concentration en

. . 7
spores de l'inoculum. A partir des concentrations de 2,3 x 10 spores, le taux

de germination est de 100 % aprés 20 h de culture & 29°C.

Nous avons donc adopté pour la suite de nos expériences une concentration de 3 x 107
spores/g de substrat. RAIMBAULT et ALAZARD (1980) ont utilisé une dose d'inoculum de

2 x 167 scores/g de farine pour la production de protéines 4'A. hennebergii a partir

de la farine de =zanioc.

Les résultats du tableau XIII ont €té obtenus aprés 160 h de culture de T. harzianum

sur cellulose. On observe gue toutes les concentrations d'inoculum ont donné une
croissance et les activités enzymatiques sont du méme ordre de grandeur. La cellulose

7
a été nhydrolysée a 60 % pour les concentrations en spores supérieures & 10 spores.

Par contre, le pcurcentage d'hydrolyse de la cellulose, aprés 160 h de culture de

T. harzianum, est fonction de la concentration de l'inoculum pour les concentrations

e
F
[#)
4]
b
2]
54
o
4]
2
e
(]
a
o}
0
H
0]
8]

Nous avons €galement fait le méme type d'expérience en utilisant des spores lavées
deux fois dans de 1l'eau distillée et remises en suspension dans de l'eau. Les résul-
tats (tableaux XII et XIII) démontrent que les spores ainsi lavées ont perdu un
facteur de germination. L'examen microscopique révéle qu'il n'y a pas eu de germi-
nation des spores pour les trois essais réalisés avec des concentrations de 2,3 x 108
2,3 x 107 et 2,3 x 107 spores lavées/gramme de cellulose. Il existe donc un facteur

de germination centenu par les spores qui est soluble dans l'eau et disparait avec

les eaux de lavace.

Influence de différents prétraitements de résidus lignocellulosiques

L'étude de l'influence de divers prétraitements de résidus lignoceliulosiques en

vue de leur utilisation pour l'enrichissement en protéines par fermentation en
milieu solide a été réalisée en collaboration avec Mme Claude VIDAUD, stagiaire
IRCHA. Cette étude a fait 1l'objet d'un mémoire de 5&me année présenté par Mme VIDAUD

4 1l'Université de Clermont-Ferrand II.
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Influence de la concentration de l'inoculum sur 1l'hydrolyse de la

cellulose. Culture de T. harzianum en milieu synthétique 4 1 % de

cellulose, en erlens agités & 29°C

pendant 160 heures.

Nb de
Spores
2,3 x

1010

10

10

10

10

10

10

10

SPORES LAVEES

108

107

106

PpH

3,05

3,35

3,50

2,85

3,80

4,00

4,55

4,50

6,15

6,70

6,40

Sucres
Reduc—
teurs
mg/1

52

20

20

20

20

20

20

20

10

10

10

Activi-
té PF
U1/

93

83

70

57

41

37

65

93

Activi-
té CMC
Ur/1

755

851

814

759

630

630

852

722

100

80

80

Sucres
Totaux

g/1

4,0

5,0

6,0

7,4

10

10

10

Proté-
ines
mg/1

2000

1000

625

580

700

850

850

880

580

400

100
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Les résultats obtenus ont permis de définir les conditions essentielles de mise
en oceuvre de la fermentation en milieu solide en utilisant la paille comme substrat
pour la croissance de champignons filamenteux cellulolytiques. Les conditions sont

les suivantes :

— utilisation de la paille broyée d'une taille inférieure a 5 mm.
~ traitement de la paille en milieu imprégné, de fagon & augmenter l'accessibilité

de la cellulose aux cellulases et & éviter les pertes importantes de matiére, par

J
ailleurs source de pollution.
- traitement de la paille soit uniquement par la chaleur & 110°C pendant 30 min, soit

dans les mémes conditions mais en présence de soude & 1 %.

Production de cellulases de T. harzianum 4 partir des substrats cellulosiques.

Parmi les souches de champignons filamenteux nous avons retenu la souche de

T. harzianum n° 15 pour l'étude de l'hydrolyse de la cellulose et des produits

lignocellulosiques par fermentation en milieu liquide et en milieu solide. En effet,
—a vitesse de 1o aroissance apicale, la production de cellulases ainsi que le rendement

de sporulation font que cette souche est la mieux adaptée pour ce type d'étude.

Avant d'appliquer le procédé de fermentation solide décrit par RAIMBAULT et ALAZARD
(1980) aux substrats lignocellulosigues naturels, nous avons étudié dans un premier
temps, l'hydrolyse de la cellulose microcrystalline Avicel en fermentation liquide
dans le but : de mettre au point les différentes méthodes de dosage, de mesurer la
guantité de cellulases produites a partir de la cellulose pure et de suivre 1'évolu-

tion de T. harzianum au cours de la fermentation. Ceci permettra dans un deuxiéme

temps d'utiliser différents substrats lignocellulosiques et de comparer les rendements

de production de cellulases en fermentation solide et liquide.

Eydrolyse de la cellulose Avicel en fermentation liquide

La figure 3 représente l'évolution du pH, des activités cellulasiques et des proté¥

ines lors de la culture de T. harzianum en fermenteur de 2 litres.

Il est possible de distinguer trois phases d'évolution du pH. Au cours de la

—remiére phase qui correspond & la germination des spores et au début de la



croissance Gu mycéliur, on note une légére augmentation du pH qui passe de 5,8
4 6,.. Cette augmentation pourrait étre dde & une hydrolyse de l'urée pendant la
germination des spores, les ions ammonium étant alors libérés dans le milieu &

une vitesse supérieure a celle de leur assimilation.

Lors Ze la ceuxiéme piiase gui dure environ 20 h, on remarque une diminution du
pH liZe a la crcissance active du mycélium. Les conditions acides qui apparaissent
dans e milieu ne sont pas duies & la sécrétion d'acides organiques par le microorga
nisme mais selon STERNBERG (1976) elles sont liées & la consommation des ions

+ . ) +
NH4 sous fcrme NHB et avec accummulation des ions H . Le tampon phosphate n'est pas
suffisant pcur zallier & cette vroducticon. D'ailleurs STEFNBERG et DORVAL (1979)
propcsent une modificazion 32u milieu standard de MAMDELS et WEBER (1969) ou 1l'urée
et le S sont respecti nt rern 8s © NE H_P et X.SO,.

1 (NH4)Z:O4 son ST ivement remplacés par ~P4 5 O4 t K2 O4
Aprés l'arrét de la croissance dd princiralement & l'épuisement du substrat dispo-

nible (MANDELS et STERNBERG ; 1976), la troisiéme phase est caractérisée par une

remorizée du oH cui tend vers la neutralité en fin de culture.

L'observaticn microsccpicue révéle tout d'abord un gonflement de la spore qui
aboutit aprés 7 h d'ircubation & l'apparition d'un tube germinatif. Celui-ci

donne naissance a un —ycélium cloisonné fin et long. Les premiers branchements

se développent aprés 17 h Zde culture. Aprés 25 h, leur nmultiplication rapide
corduit & ur. foisonne=ent Su mycélium qui envanit le milieu. Un épaississement

des extrémités apicales du':ycélium apparait aprés 90 h d= croissance. Une heure
aprés, on ncte l'apparitior dans le milieu des spores ainsi gue le début de lyse du

mycélrium.

Mous zavons suivi 1l'évcluticn de deux activités enzvmatiques : l'activité Carboxymé-
thyl Cellulase (CX) et l'activité papier filtre (C1 + CX). La cinétique de produc-
tion Je ces deux types de cellulases est rapportée sur la figqure 3. Globalement,
les activités cellulasiques apparaissent dans le milieu aprés 16 heures de culture
pendant la phase de multiplication active du mycélium. Les valeurs maxima d'activi-
té cellulasigue libérées dans le milieu correspondent aux valeurs minima du PH.
Aprés 50 h ce culture, la production de cellulases a atteint sa valeur maximum. Ces
valeurs sont de 21.0CC UI/100 grammes de substrat poids sec (SPS) au départ d'acti-
vité TMC et Ze 2.000 UI/10C grammes SPS d'activité PF. Le rapport ACMC/APF est

voisin de 1C.
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Ainsi que nrcus l'avons observé précédemment dans le cas de l'évolution de
l'inoculum =t des activités cellulasiques, la bicsynthése des protéines est
fonczion de la germination des spores : elle apparait aprés 20 h de culture

pour atteindre la valeur maximale aprés 60 h qui est de 10,2 g/100 g SPS.

Plusieurs acteurs (GALIO et Coll. ; 1978 ; STERNBERG ; 1976) ont obtenu des

résultats similaires en utilisant des mutants de souches de Trichoderma reesei.

Culture de T. harzianum sur un mélange paille + son de blé en fermentation

liquide.
Les cultures ont été faites dans un fermenteur de 2 litres en utilisant un mélange
de paille ez de son de blé (10 g/2 g) comme source de carbone et un milieu minéral

compcsé de sulfate d'ammonium, d'urée et de phosvhate monopotassigue.

L'évolution des différents paramétres dosés au cours de la fermentation est portée
sur la figure 4. La diminution du pH est nettement moins accentuée pour la culture

de T. harzianum sur paille ague sur cellulose Avicel. Cette faible diminution du

PH reut étre dfie & un effet tampon de la paille conjugué & une croissance plus lente

du m-célium sur un substrat ou la cellulose est moins accessible.

L'observaticn microscopique nous révéle les mémes évolutions de l'inoculum, avec

une cclonisation de brins de paille par le mycélium aprés 25 h de culture, «ue celles
obser ies précédemment sur cellulose Avicel. Cependant l'épaississement des extrémi-
tés zpicales du mycélium aprarait beauccup plus tét. L'apparition prématurée des
spores lors de la croissance sur paille de blé peut étre liée & l'épuisement des
sucres dispcnibles libérés dans le milieu. En effet, contrairement a la cellulose
Avicel pure, la paille de blé contient seulemenrt 24 S F'hémicellulose et 36 % de
cellulose. La lignine qui représente 20 % en poid sec de la paille n'est pas dégra-

dée par T. harzianum et géne l'accessibilité de la cellulose aux enzymes celluloly-

tiques. De rombreux auteurs ont noté ce phénoméne (MANDELS et Coll., 1974, TANACA
et Coll., 1279, BERTRAND et BULEOM, 1980) et proposent différents prétraitements
physiques ocu chimiques de la paille ou autres résidus lignocellulosiques pour

démasquer la cellulose et la rendre ainsi plus accessible aux cellulases.
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Les activités cellulasiques apparaissent dans le milieu arnrés 25 heures de culture.
Elles atteignent leur valeur maximale au bout de 50 h de culture. Ces valeurs sont
20.369 UL (A CMC)/100 g SPS et 2.010 UI (APF)/100 g SPS. Le rapport A CMC/APF est

voisin de 10. Si on compare ces résultats & ceux obtenus & partir d'une culture sur

cellulose Avicel on constate qu'ils sont trés proches.

Les sucres totaux initialement présents dans le milieu représentent 40 g/100 ¢ SPS ;
a la fin de la fermentation ils ne représentent que 4 g/100 g SPS au départ. Le

champignon a donc utilisé 90 % des sucres totaux au cours de sa croissance.

Hycrolyse de la paille de blé en fermentation solide

Pcur la croissance de champignons filamenteux sur les substrats licnocellulosicues
en fermentation en milieu soclide, nous avons utilisé la technicue de culture en
ccicnne décrite par RAIMBAULT et ALAZARD (1980). Motre objectif est le passage de

cette technigue des substrats amylacées aux substrats lignocellulosigues.

Dans un premier temps, nous avons sélectionné le microorganisme le mieux adapté pour
1'hydrolvse de ce type de substrat et nous avons étudié l'influence de différents
prétraitements (physiques ou chimiques) de ces substrats en vue de leur utilisation

en fermentation solide.

En utilisant donc une souche de Trichoderma au lieu d'une souche d'Aspergillus et
de la paille de blé & la place du manioc et sans apporter de modification a la
technique, nous n'avons pas pu obtenir une croissance abondante du mycélium et une
prise en masse de la colonne. Tout d'abord, le produit est trop sec & 50 $ d'humi-
dité et par conséguent la phase de germination de spores est trés longue. La tempé-
rature d'incubation de 35°C est trop élevée pour cette souche. La paille seule est

utilisée trés lentement par T. harzianum.

Toutes ces observations nous ont amenés a4 modifier les conditions de cultures et
les adapter pour les substrats lignocellulosiques sans pour autant les optimiser..

Les conditions sont les suivantes :

- souche : Trichoderma harzianum n° 15

- Substrat : paille de blé, son de blé, cossette de betterave. Le substrat a subi

un prétraitement précédemment décrit.



7
- Concentraticn de l'inoculun : 3 x 10 spores/g SPS
- Humidité initiale : 60 ou 7C %

- Aération : 7 1/h

~ Tenmrérature d'incubation : 29°C.

Sur la figure 5 nous avons porté les premiers résultats obtenus en fermentation
solide en utiiisant un mélance de raille et de son de blé (80 g/20 g) a 60 3

d'humidité.

On constate tout d'abord que le processus de la dégradation du substrat démarre avec
beauccup de retard. Le pH corrence & diminuer aprés 40 h de culture. L'apparition

des aczivités enzymatiques dans le milieu suit cette évolution lente du pH.

Une oktservation microscorique nous révéle que les spores commencent & germer aprés
26 h., de ~ulture. Lorscue l'humidité initiale est de 70 %, la germination des spores
est terminée aprés 17 h de culture. On peut en déduire que l'humidité initiale du
miliev influence la germination des spores et par conséquent le développement rapide

v myedlium, e mycdliwg envahit les brins de paille aprés 47 h do culture. Nous

h

n'avors pas ocservé de formations de conidiovhores méme aprés 86 h de culture ; alors
cue pour une culture o l'humidité initiale du substrat est ramenée & 70 %, ces

formes de reproduction asexuée apparaissent aprés 45 h de culture.

Le tyre de prétraitement qu'a subi le substrat rarené a 50 % d'humidité initiale

{autoclavage & 110°C pendant 35 min) permet d'éliminer un grand nombre de microorga-
nismes présents initialement sur la paille. L'inoculation en masse du substrat avec
3 x 1C7 spores/qg SPS favorise le développement préférentiel de la souche méme si les
di fférentes cpérations ne se font pas stérilement. C'est ainsi que lors des observa-

tions microsccocpiques on ne décéle pas la présence de contaminants d'origine bactérien-

ne .

La prcduction de cellulases commence aprés 40 h de culture. Les valeurs des activités
CMC scnt faibles. Aprés 70 h de culture, il y a dans le milieu 10.983 UI d'activité

CMC et 2.457 UI d'activité PF. Le rapport ACMC/APF est de 4,4. On constate également
gue la gquantité de protéines présentes dans le milieu augmente en cours de la fermen-

tation.
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our 7érifier que l'humidité initiale du substrat est un facteur d'inhibition

gerrinaticn nous avons fait la —éEme expérience en portant 1l'humidité initiale

B»

70 &, Les résultats sont représenzés sur la figure 6.

Jr

'allure de la courbe de pH sst serdlable & celle obtenue au cours de la fermentaticn

&

Ze la naille en milieu liquiZe : elle augmente légérement puis elle diminue lors de
>a crcissance rapide du rycélium et elle remonte vers la fin de croissance. Cependant
cn corstate cgue la croissance rapids du mycélium débute aprés 40 h de culture. Ce
retar< de croissance est 4@ zu fait gue les fermenteurs n'ont pas été aérés pendant

_es 12 premiéres heures.

Z'aillsurs une observation ricrosccricue des échantillons prélevés aprés 12 h révéle
Zes srores gonflfes. Parmi celles~ci, trés reu ont germé. Aprés 40 h de culture c'est
2 dire aprés 28 h de culture aérée, 1C0 % des spores ont cermé. Le mycélium envahit

te sucstrat. Les premiers ccrnidiophcres apparaissent aprés 65 h de culture.

[}

e max:mum d'activité cellulasique =st atteint aprés 50 h de culture. Les valeurs

cam e e oy — | R S S T ~ . - T - 5 4 A o . - Lo Bandie RS L NPL 1Y e SENPIGY VE | ke X 1]
sSspectives Glactivaite MU et de Liactivitde Proscont 17.277 T LoMC et 1777 UT APFE.

_e razoort ACMC/APF est égal a 10.

Zroduction de cellulases de 7. harzianum cultivé sur paille de blé en Pétrin

5 partir des résultats expérimentax et des observations gque nous avons faites, nous

zvons voulu vérifier que le fassage de la technique de fermentation solide en colonne

i

tait opossible en utilisant un ferrenteur beaucoup nlus grand de type pétrin.
Z'appareil utilisé est un mélanceur de tvpe nétrir de boulangerie. Ce matériel a été
odifié par la mise en nlace d'un Zouble fond permettant l'introduction d'air par

_'intermédiaire des trous rercés dans le ford de la cuve.

_es conditions de culture de T. harzianum sont les suivantes :

Zubstrat : paille de blé 50C g ; scn de blé 100 g

Prétraitement : 600 g de substrat + 600 ml de la solution minérale sont portés

a 110°C vendant 4% rin.
HEumidité de départ : 70 %
Zération : 2% 1/h avec de l'air sa=Jaré en ezau

~

~zitation : Toutes les heures on f£z.t tournzr le fkras d'acitation pendant 2 nin.
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Températire : 22°C + 2 : température du laboratoire

Inoculation : avec 2 x 10'” spores de T. harzianum provenant d'une culture de cette

souche dans un fermenteur ORSTOM.

Les résultats sont portés sur la figure 7. Le pH commence a4 baisser aprés 50 h de
culture. La valeur la plus faible du pH est atteinte aprés 60 h de culture. L'effet
tampon exercé rar la paille rend inutile le systéme de régulation. L'observation
microscopique nous révéle que 90 % des spores ont germé aprés 20 heures de culture,
mais ce n'est qu'ad partir du 2éme jour que le mycélium commence & envahir le substrat.
Cependant nous n'avons pas observé une €lévation importante de la température au
cours de la fermentation. Les calories produites sont rapidement dégagées a l'exté-
rieur lorsqu'on fait agir le bras d'agitation. Par contre l'humidité du produit
diminue en fonction du temps. Au départ elle est de 71,7 % et passe & 67,3 % aprés

90 h.

Le dosage des protéines manuel ou au technicon nous donne le méme résultat. Au
départ, aprés inoculation, le produit contient 10,48 g de protéines pour 100 g
SP5. En fin de fermeniation, il en contient 20,68 g pour 100 g $Pg au cfpart.

I1 y a eu donc un enrichissement en protéines de 10 %.

Les sucres totaux initialement présents dans le milieu représentent 89,61 g/100 g
SPS ; ils passent a 63,41 g/100 g SPS au départ aprés 70 h de culture. On observe

donc une diminution de 26 %.

La libération de cellulases dans le milieu débute aprés 20 h. Elles sont synthétisées
plus lentement en pétrin qu'en colonne. Leur taux de production maximum est atteiutl
aprés 70 h de culture. Les valeurs obtenues sont les suivantes : 25.630 UI ACMC et

2. 49C UI APF/100 g SPS au départ. Le rapport ACMC/APF est voisin de 10.

Ces résultats obtenus & partir d'une culture de T. harzianum sur un substrat ligno-

cellulosique en fermenteur type pétrin sont meilleurs qu'en fermentation liquide )
et presque identiques & ceux obtenus & partir d'une culture en colonne-avec 30 fois
moins de substrat. Ces résultats nous autorisent donc & envisager prochainement une
expérimentation en pétrin pour optimiser les conditions de culture et augmenter encore

plus les rendements de production de cellulases.
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Culture de T. harzianum sur son de blé en fermentation solide

- ———— s — i —— — ——— ——— —— " - —— —— ——————— - - — — — " - T —— ———

Au lieu d'utiliser un mélange de paille et de son de blé, nous avons voulu suivre

la croissance de T. harzianum sur du son de blé uniquement. Des problémes de texture

et de densité de ce substrat nous ont amené 3 utiliser une humidité de départ infé-

rieure a 60 %.

L'utiliszation 3u zcon Jde klé, n'ayant pas subi de prétraitement, comme substrat pour

la croissance de T. harzianum en fermentation solide est représentée sur la figure 8.

On constate que le pH reste stable pendant les 50 premiéres heures. D'autre part,

il n'y a pas de synthése de cellulases. L'observation microscopique nous révéle que les
spores germent avec beaucoup de retard pour donner un mycélium fin et long qui se lyse
quelques heures aprés. Une microflore bactérienne assez riche et variée s'y développe.
Les protéines présentes dans le milieu aprés 40 h de culture sont plutdt d'origine
bactérienne que fongique.

A la suite de ces observations, nous avons envisagé un prétraitement du son de blé a

1a chaleur (110°C pendant 45 min) pour les raisons suivantes :

- Stérilisation partielle ou totale du substrat

- Hydratation du son de blé sous pression & haute température ; ce qui permet de
chasser l'air des différents canaux capillaires et le remplacer par de l'eau.

- Diminution des régions microcristallines de la cellulose et augmentation des zones

amorphes.

Sur la figure 9 nous avons porté les résultats obtenus en fermentation solide en

utilisant comme substrat le son de blé ayant subi un prétraitement & la chaleur.

Le pH diminue rapidement et passe de 6,1 3 4,1 aprés 40 h de culture. L'observaticn
microscopique nous révéle une germination synchrone et rapide des spores. Aprés

Z4 neures e CuilUle, e HyCedlllll CCIILelCe a €nvVall ic sUbtlal. e JUusVeldoppewueisc
rapide du mycélium qui présente de trés nombreux branchements aboutit aprés 40 h de-

culture & une prise en masse du substrat fermenté.

Les activités cellulasigues sont libérées dans le milieu aprés 24 h. Les valeurs de
ces activités aprés 40 h de culture sont les suivantes : 6.100 UI ACMC et 2.067 UI APF
et le rapport ACMC/APF est de 3. On constate donc gque la quantité et la nature de ces

activités sont différentes de celles obtenues & partir d4'un mélange de paille et de
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son de blé.

Le taux initial en protéines du substrat est de 21,91 g/100 g SPS et passe a

32,49 g/100 g SPS au départ. Ce résultat nous parait trés intéressant.

D'autre part, il est préférable d'utiliser le procédé pour un enrichissement

éventuel du son de blé en protéines que pour la production de cellulases.

Production de cellulases de T. harzianum cultivé sur cossette de betterave

La France, avec ses sucrerie- de betterave en métropole et ses sucreries d=

canne des départements d'Outre-mer, figure parmi les grandes puissances sucriéres.
La culture de la betterave est concentrée surtout dans les départements cu Nordé =t
tient la premiére place des cultures des plantes industrielles. Elle couvr: en

métropole prés de 600.000 ha.

Le principal produit, le sucre, est utilisé essentiellement en alimentaticr et les
sous produits sont utilisés en agriculture pour l'alimentation du bétail, en Industrie

les mélasses sont utilisées pour la fabrication de levures et de métabolites.

Les cossettes de betterave, les feuilles et les collets qui représentent 7,2 milliors
de tonnes M.S. annuellement renouvelables sont actuellement enfouis a 96 =. Nous
pensons cependant qu'il existe de nouveaux débouchés pour les déchets cel:.ilosigues
en les utilisant comme substrat pour la croissance des champignons filamerzeux cellu-

lolytiques.

Dans cette optique et dans un premier temps nous avons essayé de produire ces enzymes

cellulolytiques 4 partir d'une culture d'un champignon filamenteux T. harz:ianumr.

Ce microorganisme en effet utilise comme source de carbone et d'énergie la cellulose
et les produits cellulosiques pour sa croissance. Pour cela, il synthétise ces enzymes
cellulolytiques extracellulaires et gréce & ces enzymes transforme la cellulose des

cossettes de betterave en glucose. Le glucose peut étre utilisé par le microorganisme

pour sa propre croissance et également transformé en d'autres métabolites.
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Pour la croissance de T. harzianum la cossette de betterave a subi un prétraitement

préalable (Broyage mécanique, thermique &8 120°C) pour rendre la cellulose plus
accessible et diminuer également sa cristallinité. Par ces prétraitements on favorise
donc le développement des microorganismes et par conségquent on augmente la production

de cellulases.

Une étude comparée en fermentation en milieu liquide et solide a été faite pour

suivre la cinétique

- d'hydrolyse de la cossetie
- de la biosynthése des protéines

- de la biosynthése d'enzymes cellulolytiques.

Sur les fig. 10 et 11 ncus avons porté les résultats concernant 1l'<voluticn du pH,
des protéines, des sucres totaux et des activités cellulasiques au cours <z la

croissance de T. harzianum cultivé en fermentation en milieu liguide et sclide

respectivement.

L'inoculation des cossettes de betterave se fait avec des spores de T. harzianum.

Pendant le temps de latence qui dure environ 20 h il y a le processus de croissance

du champignon filamenteux qui se met en route. Tout d'abord les spores doublent de
volume pour donner un tube germinatif lequel donne naissance au mycélium. Les cellules
mycéliennes en présence des inducteurs synthétisent des cellulases lesquelles sont
relarguées dans le milieu. Le pH suit 1l'évolution de toutes ces étapes. Ncus constatorns
cependant que les variations du pH ne sont pas trés importantes et que la cossette

de betterave provogque un effet tampon.

L'évolution de la production de protéines en milieu liquide et en milijeu solide est
différente. En effet on constate que contrairement aux cultures en milieu solide, la
synthése des protéines en milieu liquide a lieu uniquement pendant la premiére phase
de croissance du mycélium et aprés 40 h de culture le taux de protéines diminue. En
milieu solide le taux de protéines augmente réguliérement et aprés 60 h de culture

un pallier est atteint. Dans les deux cas on remarque cependant une augmentation

du taux de protéines qui est de l'ordre de 6 et 10 % (g/100 g SPS initial) de protéines
synthétisées au cours de la croissance active du mycélium en milieu liquide et en

milieu solide respectivement.



[ |
?hlw
aja 2
nl|n w
oo - o
—_— ] T~ ~—
= | o o
- -
—m
20430 4o+a
V\
v
154
30¢ 6
O_________———'<l
]
o /
%/' € -
.18
10 4 20+4
12
LY D'____‘“““Doz
. 6
\A /
M 8 .

—v

0 20 40 60 Temps [ M
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L'étude comparative de la cinétique Qd'apparition et de production de cellulases

en milieu liquide et en milieu solide ne fait pas apparaitre de différences impor-
tantes concernant la quantité d'enzymes synthétisées. Nous avons considéré principa-
lement deux types d'activités : 1'Activité Papier Filtre et 1l'Activité carboxyméthyl
cellulose. Les résultats sont exprimés en UI/100 g SPS (1 UI = la quantité d'enzymes
nécessaire pour libérer & partir d'un substrat soluble ou insoluble, Papier Filtre

ou carboxyméthyl cellulose, une micromole de glucose par minute).

Globalement, il n'y a pas de différences significatives entre les deux types de
culture. ILes cellulases apparaissent dans le milieu aprés 24 h de culture. les
valeurs maxima sont atteintes aprés 50 h de croissance. La nature des ccllulases

est la méme si l'on considére que le rapport Activité Carboxyméthyl cellulose/Activits
Papier Filtre est voisin de 10 pour les deux cas. Cependant les cellu..ses obtenues

4 partir d'une culture en milieu solide paraissent étre moins sensibles & l'action
des protéases étant donné que le palier reste stable contrairement aux cellulases

obtenues en milieu liquide.

Le bilan global est le suivant : Pour 100 g de Substrat Poids Sec (SPS) initial nour
avons obtenu 2.000 UI Activité Papier Filtre et 22.000 UI Activité Carboxyméthyl
cellulose pour une culture en fermentation solide et 2.200 UI APF et 24.000 UI ACMC

pour une culture en milieu licuide.

Cette étude préliminaire nous a permis de mettre en évidence un nouveau rrocessus
de revalorisation de sous-procuits agricoles en utilisant des champignons filamenteux
cellulolytiques pour produire des cellulases en fermentation sclide.

L
La cinétique comparée de biosvynthése de cellulases en milieu solide et en milieu
liquide ne montre pas des différences importantes. Par contre, les protéines pro-

duites par T. harzianum en fermentation solide sont plus stables du fait gue les

champignons cellulolytiques se développent mieux en milieu solide gu'en milieu
liguide. Dans les deux cas la cossette de betterave parait &tre un excellent

substrat pour la croissance de T. harzianum et grdce au pouvoir tampon de la

cossette il n'est pas nécessaire de réguler le pH pendant toute la durée de ce

processus de bioconversion.
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L'identification des moisissures est basée essentiellement sur des critéres
morphologiques (RIFAI ; 1969, ZAMBETTAKIS et JOLY, 1973). Le dévelovperent

des utilisations des champignons filamenteux dans le domaine de bioconversions
de substrats agro-alimentaires nécessite de plus en plus une meilleure connais-
sance de ces microorganismes : aussi bien connaitre leurs rotentialités méta-
boliques mais €galement pouvoir décrire leurs caractéres phvsiologicues et

nutritionnels.

Une connaissance plus approfondie dans ce domaine permettrait d'abord une
utilisation mieux adaptée des souches en fonction des objectifs fixés et
ensuite un contrdle pour vérifier la stabilité des organismes au cours de

leur utilisation.

- Dans un premier temps nous avons souhaité mettre au point une stratégie a
dvre pour standardiser 1la mdthode d'analyse glckbale gui porte escsentiel-

lement sur quatre types de caractéres :

Les caract:res morphologiques : Il s'agit de décrire la colonie, le mvcélium,

la spore, la production de pigments et de mesurer la croissance apical:z d'une

moisissure cultivée sur un milieu pléthorique standard.

Les caractéres physiologigues : Déterminer des conditions cptimum de croissance

(pH, température, prototrophie, auxotrophie, hétérotrophie, aérobie, anaérotie,

taux de croissance).

les caractéres nutritionnels : Déterminer la source 4d'azote, de carbone, les

exigeances en facteurs de croissance, les exigeances et les tolérances des

différents €léments minéraux essentiels (Phosphore, Soufre, Calciunm etc...).

ggg_ggggg_g§g§_gigggimlques : Mesurer la production d'exocenzymes (amylases,
B-glucosidases, cellulases, protéases, pectinases...) et étudier la nature

constitutive ou adaptative de ces enzymes. Etudier la procduction de métabo-
lites (acides organigues, vitamines, antibiotigues, mycotoxines...) par les

champignons filamenteux au cours de leur croissance.
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Cette note porte essentiellement sur la mise au point d la méthode. Dans un premier
temps nous avons étudié-l'utilisation de 7 sucres, simple:z ou composés, par les
champignons filamenteux. Nous avons déterminé la quantité de deux sortes d'enzymes,

amylases et cellulases, produites au cours de la croissance de ces moisissures.

Une méthode d'analyse automaticue a été utilisée pour le dosage des sucres réducteurs
présents dans le milieu avant (témoin blanc) et aprés 1z culture de différentes sou-
ches. Cette méthode ne permet pas de doser le Saccharose, 1l'Amidon et la Cellulose.
Pour awvoir la concentration exacte de lactose et du cellobiose il faut multiplier le
résultat obtenu par le dosage par un coefficient de 2. Le contrdle de la croissance
des microorganismes & partir d'un substrat donné a été vérifié écalement par un dosage

quantitatif de protéines contenues dans le culot.

1 - Assimilation des sucres. L'utilisation des sucres comme unique source de carbone

et d'énergie par les Aspergillus, le Penicillium et le Trichoderma sur milieu entiére-
ment synthétique est démontrée a la fig. 12, Trois sucres sont entiérement utilisés par
l'ensemble de souches testées : le glucose, le xylose et le cellobiose. Le lactose

est assimilé entiérement par ie ', harzianum et le ¥. camenberti alors que les A. niger

ainsi que A. oryzae n'utilisent pas ce sucre. Parmi les souches d'Aspergillus gque nous

avons testé la souche d'A. versicolor assimile la moitié du lactose présent dans le

milieu et A. flavus utilise encore moins ce sucre.

2 - Production de protéines. Sur la fig. 13 nous avons représenté la quantité de

prztéines présentes dans le culot aprés 7 jours de culture pour les souches d'Asvergil-

lus, de Penicillium et de Trichoderma cultivées sur différents milieux. La croissance

du mycélium et la biosynthése de protéines dépenden* de la nature cde la source de
carbone. En général pour une souche <onnée la production de protéines varie selon

la source de carbone exception faite pour P. camemberti ol la concentration en protéi-

nes est presque la méme pour les six sucres utilisés. A l'inverse pour un sucre donné,
par exemple le glucose qui est utilisé par l'ensemble des souches, la quantité de
protéines synthétisées varie suivant l'espéce lorsque les cultures sont faites dans

les mémes conditions.

3 - Influence de la source de carbone sur l'activité amylasique. Les activités amyla-

siques présentes dans le surnageant aprés 7 jours de culture sont représentées sur la
fig. 14. Parmi les microorganismes testés, seules les souches d'Aspergillus produisernt

une activité amylasique importante, alors que toutes les souches dégradent l'amidon.
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L'activité amylasique produite au cours de la croissance, pour une souche donnée,
dépend de la nature du substrat carboné. L'amidor dans ce cas parait le meilleur
inducteur de production d'amylases pour les souches d'Aspergillus. Les souches les
plus performantes sont A. niger n® 10 et n® 22 ainsi gqu'A. flavus n°® 21. Les souches
d'a. oryzae et d'A.versicolor produisent des activités amylésiques keaucoup plus

faibles.

Le spectre d'activité de deux souches d'aA. niger n® 10 et n® 22 cultivées sur diffé-
rents sucres est de méme nature, il di ffére uniquement par son intensité. La scuche

de collection CCM~-F-330 produit plus d'amylases que la souche sauvage n°® 10. Pour ces
deux souches, le Glucose, le Saccharose et le Cellobiose ne sont pas & cette concen-
tration (2g/l) des répresseurs mais agissent au contraire comme des inducteurs.

Ce phénoméne est différent pour la souche d'A. flavus gui présente un spectre d'activi-
té trés différent de celui des A. niger. Pour la souche d'A. flavus qui produit autant
d'amylases lorsqu'elle est cultivé sur amidon, elle ne croduit pas a'amylases lorsgu'el-
le est cultivée sur les autres sucres. On peut penser gue les amylases sont des enzymes
adaptatives pour la souche d'A. flavus et que le glucose, le xylose, le saccharcse

et lc cecliobiosc agisscent comme des reépresseurs a cette comcentration (£g/1j.

5 - Influence de la source de carbone sur les activités cellulasicues. Les-cellulases

produites par les champignons filamenteux sont des enzvmes adaptatives (MANDELS et

WEBER ; 1969). Parmi les souches que nous avons étucié seulement T. harzianum donne

une culture abondante sur un milieu simple & la cellulose et rn'a pas besoin de facteurs
de croissance. Cette soucne se développe bien sur les € sucres simples ou composés
testés sauf sur saccharose. Cependant les activités cellulasiques sont produites
seulement lorsque le microorganisme est cultivé sur celiulose ou sur les sucres possé-
dant une liaison 2-(1-4) . Les meilleurs inducteurs pcur la production de cellulases
sont la cellulose, le sophorose, le lactose et le cellcbiose pour une souche de

T. viride étudié par MANDELS et WEBER (1969). Pour la souche de T. harzianum n° !5

nous avons constaté que les meilleurs inducteurs sont lz cellulose et le lactose. Le
cellobiose & cette concentration (2g/l) n'est pas un inducteur mais agit plutdt corme

un répresseur (fig. 15).

La germination des spores et le développement du mycélium des champignons “ilamenteux
sont fortement influer:-és par la nature de la source de carbone lorsgue ces microorga-

nismes sont cultivés sur un milieu entiérement synthétique.
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Pour suivre la dégradation d'un substrat dans des conditions bien définies, on peut
soit doser l'épuisement du substrat,soit doser sa transformation en protéines ou
autres métabolites. Dans le cas présent nous avons dosé les sucres réducteurs résiduels
aprés une culture de 7 jours. Nous avons pu suivre ainsi 1'évolution du glucose, du
xylose, du lactose, du cellobiose et ﬁettre en évidence 1l'épuisement du glucose, Xxylos:s
et cellobiose pour l'ensemble des souches ainsi gque la non utilisation du lactose par
les Aspergillus. L'inconvénient de cette méthode réside sur la spécificité du dosage
des sucres. Le Saccharose, l'Amidon ainsi que la cellulose qui ne sont pas des sucres
réducteurs ne sont pas dosés. Pour pallier & ce manque, nous avons parallélement dosé
les protéines contenues dans le culot de culture et biosynthétisées au cours de la

croissance des microorganismes.

La quantité de protéines présentes dans le culot d'une culture est le reflet d'une
croissance quantitative d'un microorganisme. Cette analyse devrait donc vérifier et
compléter les résultats obtenus par le dosage des sucres réducteurs résiduels. Cepen-
dant il faut l'utiliser avec prudence, car il présente guelques inconvénients, ainsi
il ne prend pas en considération la lyse que peut subir le mycélium et par conségquent
la . libération de protéines solubles  dans le suimageant. Il esi Jd'aulre pari GEcunseils-
1é d'estimer la croissance d'un microorganisme par le dosage des protéines présentes
dans le surnageant, parce que la présence de guelques sucres, libérés au cours de la
croissance ou non dégradés, peuvent influencer le résultat. Ainsi la présence du lac-
tose dans le surnageant influence le dosage des protéines au folin et fausse compléte-
ment les résultats de protéines réellement présentes dans le surnageant. (0' SULLIVAN

et MATHISON ; 1970).

Mis & part des problémes posés au niveau de l'analyse qui peuvent &tre résolus, cette

nouvelle technique d'étude des caractéres physiologiques et biochimiques des champi-

gnons filamenteux peut tre un outil de travail appréciable pour connaitre :

- le taux de production de protéines & partir d'un substrat simple ou composé.

- la nature et la quantité des différentes activités enzymatiques (amylases,
cellulases...), ceci dans un deuxiéme temps peut étre particuliérement interes-
sant pour une éventuelle utilisation des champignons filamenteux ainsi décrits dans

le domaine des bioconversions et la revalorisation des déchets agricoles.
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CHAPITRE VI : CONCLUSIOM

La cellulose représente a elle seule plus de 50 % du carbone organique total
de la biosphére. C'est le polyoside a la fois le plus simple (polymére linéaire,
sans ramifications, formé d'unités d'anhydroglucose liées entre elles par des

liaisons B-1,4-glucosidiques) et le plus abondant du régne végétal.

Le poids moléculaire minimum de la cellulose varie entre 50.000 et 500.000, c'_=st
a dire de 300 & 3.000 unités glucose. La cellulose s'organise en faisceaux de
chaines paralléles ou fibrilles, assemblées par des liaisons hydrogéne. Ces £fibril-
les sont totalement insolubles dans l'eau. Certaines zones sont ordonnées et pré-
sentent une structure crystalline. les zones constituent en moyenne 85 % de la

cellulose totale, le reste étant constitué de régions peu organisée: dites amorvhe:s.

Certaines bactéries sont capables de dégrader la cellulose (cellulomonas, Pseudo-

menas, Becillus, Clostridium). De nombreux champignons filamentenx participent a

1'hydrolyse de la cellulose et des substrats lignocellulosiques. Les plus étudiés

sont : Trichoderma reesei, Trichoderma koningii et Sporotrichum pulverilentum.

La dégradation enzymatique de la cellulose par les champignons est un crocessus
complexe qui exige la participation d'au moins trois types d'activité cellulo-

lytique :

endo-8-1,4-glucanase (Cx)

- exo-f-1,4-glucanase (Cl)

B-1,4-glucosidase.

Le mécanisme d'action des cellulases est le suivant : tout d'abord 1l'endo-RB-1,4-
glucanase attague les régions amorphes des fibres de la cellulose et ouvre ainsi
la chaine glucidique. L'exo-f-1,4-glucanase attaqgue les extremités des chaines

auparavant ouvertes pour libérer du cellobiose. Ces deux enzymes agissent syner-

giquement pour produire du cellobiose, lequel est ensuite dégradé en glucose par

1a R-1,4-01ncosidace

Les cellulases sont des enzymes adaptatives. Leur synthése est contrdlée par un

mécanisme inducteur-répresseur. Le cellobiose et le sophorose induisent la synthése



des cellulases. Le meilleur inducteur pour la production de celiulases e+ 1z 3

cellulose, le glucose reprime la synthése des cellulases.

La susceptibilité de l'hydrolyse enzymatique de la cellulose est largement déter-
minée par son accessibilité aux enzymes cellulolytigues extracellulaires sécrétées
par les champignons filamenteux. Le contact direct entre ces enzymes et les molécules
des substrats cellulosiques est une condition essentielle pour l'hydrclyse. Puisque
la cellulose est un substrat insoluble et de structure complexe, ce contact peut

se réaliser seulement par diffusion des enzymes, produites par les microorganismesg,
a l'intérieur de la matrice du complexe structural de la cellulose. Des caractéris-
tiques structurales limitent l'accessibilité de la cellulose aux enzymes par dif-
fusion & l'intérieur de la fibre et diminuent par conséquent la susceptibilité de

la cellulose de ces fibres & la dégradation enzvmatique.

Les études de l'efficacité de divers prétraitements physiques et chimiques sur
1'accessibilité des constituants cellulosiques de la paille & l'hydrolyse enzy-
matique avaient pour objectif de déterminer les conditions de prétraitements pour

obtenir un substrat utilisable en fermentation solide.

les résultats obtenus ont permis de définir les conditions essentielles de mise

en oeuvre de cette technique :

- utilisation de paille broyée.

- traitement de la paille en milieu imprégné destiné & éviter les pertes
importantes de ma*iére par ailleurs source de pollution.

- traitement de la paille, soit uniquement par la chaleur & 110°C pendant

45 min, soit dans les mémes conditions mais en présence de soude & 1 %.

L'utilisation de champignons filamenteux pour la valorisation des substrats agri-
coles par fermentation en milieu solide, nécessite en premier lieu de disposer de
quantités importantes de spores. Dans notre 1aboratoire une étude préliminaire

nous a conduit & concevoir un dispositif stérilisable permettant de produire de
fagon aseptique des spores de champignons mais également d'étudier la physiologie
et le métabolisme au cours de la sporulation. Ce dispositif qui a fait l'objet d'un
dépét de brevet est basé sur l'utilisation d'un fermenteur & disques rotatifs
permettant la culture en masse du mycélium dans un milieu solide et la sporulation

& la surface. les résultats préliminaires sont trés prometteurs.
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La méthode de fermentation en milieu solide (RAIMBAULT ; 1980) est basée sur le
conditionnement du substrat solide uniformément inoculé par les spores de cham-
pignon filamenteux. Grdce & un dispositif d'incubation simple, ét & des condi-
tions .de culture adaptées, nous avons pu suivre le développement du mycélium et

étudier l'hydrolyse des substrats lignocellulosiques en milieu solide.

Une étude préliminaire nous a permis de sélectionner, parmi les souches de notre

collection de champignons filamenteux cellulolytigues, une souche de T. harzianum

qui présente des caractéristiques satisfaisantes dans l'optigue de prcduction de

cellulases a partir de substrats cellulosiques par fermentation en milieu solide.

Un nouveau processus de revalorisation de sous-produits agricoles (paille de blé,
son de blé, cossette de betterave) a été mis en évidence en utilisant des champi-

gnons filamenteux pour produire des cellulases par fermentation en milieu solide.

La cinétique comparée de biosynthése des cellulases en milieu solide et en milieu
ligquide ne montre pas des différences significatives. Par contre les protéines

produites par T. harzianum en fermentation solide sont plus stables.

L'utilisation, de la cossette de betterave ou d'un mélange de paille et de son

de blé, comme substrat pour le développement de T. harzianur en fermentation

solide donne des résultats particuliérement intéressants : globalement pour
100 g de substrat poids sec au départ nous avons obtenu 2.0C0 UI d'activité PF
et 20.000 UI d'activité oMC.

En outre, grdce au pouvoir tampon de la paille et de la cossette de betterave, il
n'est pas nécessaire de réguler le pH pendant toute la durée du processus de bio-

conversion. De méme le développement lent de T. harzianum sur ces subs:irats ne

nécessite pas une évacuation des calories produites au cours de la crcissance.

Cependant ces études doivent étre poursuivies pour définir les conditions optimales

pour la croissance de T. harzianum au cours de la fermentation en milieu solide.

Le développement des utilisations de champignons filamenteux dans le domaine des
bioconversions nécessite de plus en plus d'une part, une connaissance plus appro-
fondie des potentialités métaboliques de ces microorganismes, et d'autre part une
description plus compléte de leur caractéres physiologiques, biochimigues et nutri-

tionnels.
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Une meilleure connaissance dans ce domaine permettrait d'abord une utilisation
mieux adaptée des souches en fonction des objectifs fixés et ensuite un contrdle

pour vérifier la stabilité des organismes au cours de leur utilisation.
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ANNEXE

MILIEUX DE CULTURE POUR LES CHAMPIGNONS CELLULOLYTIQUES

Bacto-malt extract broth . ovvvureinnnenennn... 15 ¢
BaCto A0 " vt i ettt e 15 ¢
Eau distillée ...vtiiiiii ittt et 100G ml
pH : 5,6

Stéri]isation : Autoclavage 20 min & 120°C

Cristo Malt vvei i it ittt ttirseneaenanennnns 30 a

5 Yot o o - Y T ) o 15 g
Eau distillée .....coiiiiiiii i ainnnnonnns 1000 ml
pH : 5,6

Stérilisation : Autoclavage 20 min & 120°C

Y- Votod T § oo Y=Y AP 30 g
Nitrate de Sodium ....c.iieriinreineeenennnnnns 2 g
Phosphate dipotassique .......evevverennnennnnn. la
Sulfate de Magnésium .......coviiivennnnnnnnnn. 0,5 g
Chlorure de POtasSSiUm vuve it ieneieeeeeeeeenennns 0,5 g

Sulfate de fer (2uUX) +vieeiiriennienineinnonnn, 0,01

(e}



Bacto agar ... ittt e 15 ¢g
FaUu distille .vvetiiiiieterenennenensesnneenss 1000 ml
pH : 7,3

Stérilisation : Autoclavage 20 min a 120°C

Sulfate d'Ammonium ...... i nnnnnn.. 1,4 g
Phosphate monopotassique .......ccvivviiiennnn. 2,0 g
UrBe ittt it i it it ittt i e e 0,3 g
Chlorure de CalCium vvvvi it ieinieneereennnnns 0,3 a
Sulfate de Magnésium .......civiiineernnnnnns 0,3 g
FeSO4 - 7H20 .................................. 5,0 mg
MnS0, - H20 ................................... 1,6 mg
ZnSO4 - 7H20 .................................. 1,4 mg
Co C12 ........................................ 2,0 mg
Cellulose avicel .iiieiinteniiiinnreenennnnenns 7,5 ¢
Tween B0 ...ttt i i ettt et 1,0 g
Extrait de levure ... ..o, 0,25 g
Peptone végétale ......ccciiiiiiiiiniienennnnnnn 0,25 g
BaCto agar ...ttt i it e ettt 15 g
Eau distillée ...oiiiiiiiii i iiiiieiiienanenns 1000 ml
pH : 5,6

Stérilisation : Autoclavage 20 min & 120°C



Phosphate monopotassique .............civuuenn 4 g
Sulfate d'ammonium .....ccviiiiiiinniiininannns 8 g
= 2 ¢
BACto @Gar ...cii ittt ittt st 20 g
Eau distill@e ...vvriiiinnninnnnrenennenennnans 1000 m1
pH : 5,6

Stérilisation : Autocclavage 30 min a 120°C

Sulfate d'Ammonium .......ciiiiiiiiieeennenenns lg
6] =P 0,3 a
Phosphate monopotassique ..........ccveeevennnn. 1,3 ¢g
Phosphate dissodique ........cciiiiieniinnnnnnn 0,12 ¢
Sulfate de MAagnBSTUM «..enenneeeenoneenneennn. 0,30 g
Chlorure de Calcium ...ovvvviiiiiiieeiininnne. 0,30 g
Solution d'o]igoé]énentsx ..................... 1ml
Solution de vitamines ™ ...... ... ... .iiil... 1 mi
Source de carbone .........iiiiiiiieiiiiiiinoan 2 g
Eau distillée ....iiriiiiiiiiiiii it 1000 m1
oH : 5,6

Stérilisation : - la solution de vitamines et la source de carbone par
filtration (filtre mullinore @ 0,45 y)

- le milieu minéral par autoclavage & 120°C pendant 20
minutes.



% Solution de yitamines

Biotine ............ 20 mg
Ac. folique ......... 20 mg
Pyridoxire HC1 .... 100 mg
Thiamine HC1 ...... 50 mg
Riboflavine ....... 50 mg
Ac.Nicotimique .... 50 mg

D.L Pantcthénate de Ca'’ 50 maq
Vitamine 312 ...... 1 mg
Ac. P-amirobenzoique 50 mg
Ac.lipoizue 50 mg
Eau distillée .... 1000 ml

000

000

% Solution d'oligoéléments

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

Fe SO4

- 7H,0

2
Mn SO4 - H20
In SO4 - 7H20
Ca C12 ......

[(=]

(=]

il



ANNEXE

METHODES D'ANALYSE

Dosage des sucres réducteurs (MILLER)

Sous 1'action de la chaleur 1'acide 3,5-dinitrosalicylique est réduit en
acide 3-amino-S-nitrosalicylique tandis que les groupements carboxyles
des sucres sont oxydés en aldéhydes. Une couleur jaune-brun se développe.
La Tecture se fait & 575 nm.

Dans les tubes de ® 16 mm mettre :

- 2 ml de la sclution a& doser (convenablement diluée)
- 3 ml du réactif au DNS

dien agiter au vortex pour mélanger. On porte les tubes au bain-marie a
100°C pendant 5 min. On stoppe Ta réaction en refroidissant rapidement

les tubes. La camme &talon va de 0 @ 1 ¢/1 de galucose.

Dosage des sucres totaux & 1'Anthrone

Par chauffage en milieu acide, les sucres donnent des dérivés du furfural
qui réagit avec 1'anthranol en équilibre avec 1'anthrone pour donner un
composé bleu vert. Le lecture se fait & 625 nm.

Dans des tubes de @ 16 placés dans un bain-marie & 0°C on apporte succes-
sivement :

- 2,5 ml de 1a solution & doser, correctement diluée
- 5 ml de Ta solution d'anthrone réfrigérée.



Quand la série des tubes est préte, on mélange rapidement au vortex et on
place les tubes au bain-marie a@ 100°C perdant 10 minutes. La réaction

est arrétée en placant les tubes dans 1'eau glacée pencant 5 min. La gamme
étalon va de 0 a 50 mg/1 de glucose ou cellulose avicel.

Dosage des protéines (LOWRY et Coll.)

Aprés mise en solution des protéines par chauffage en milieu alcalin, on les
dose avec le réactif de Folir - Ciocalteu. La coloration bleu obtenue est le
résultat d'une réacticn de Diuret (formation d'un complexe pourpre entre les
liaisons peptidiques et les ions cuivriques en milieu alcalin) et de 1la
réducticn du réactif phosphomolybdique et phosphotungstique par la tyrosine,
le trytcchane et la crysteine.

Dans des tubes de 2 16 apporter successivement :

1 ml de 1a solution a doser, convenablement diluée

- 1 mi dJde soude N. (le pas agiter ies tubes)

- Porter a 100°C pendant 5 min. Refroidir brutalement

- Ajouter 5 ml d'une solution A+B+C (50 : 1 : 1 v-v)

~ Laisser 30 min & 1'obscurité a la température du laboratoire.

- Ajouter 1 ml du réactif de Folin-Ciocalter dilué de moitié dans 1'eau.
Bien agiter.

- Laisser 30 min & 1'obscurité, a 1a température du laboratoire. Faire la

lecture a 750 nm.

La gamme étalcn va de 0 & 300 mg/1 de serum albumine.

Dosage des constituants de la paille par la méthode de VAN SOEST

Le principe de cette méthode repose sur 1'extraction successive des
principaux constituants (cellulose, hemicellulose, lignine) des matériaux
1ignocellulosiques. Aprés chaque extraction, le produit retenu sur le filtre
est séché et pesé. Les différentes étapes de ce dosage sont rappdrtés au
schéma suivant :



SCHEMA DU MODE CPERATOIRE

Tarage du creuvs=st

S

Y

v
esée d'l1 g d'échantillon
dansg un erlenmeyer

Hydrolyse d'l heure ave=«
le détergent neutre

-

v

Pesée dans le c-reuset du résidu
Hémicellulose
Cellulose
Lignine
“Yatiéres minérales

‘NDF

Hydrolyse d'l heure avec
e délergent azide

Y

Pesée dans le creuset du résidu ADF

Cellulose
ifiignine
Matiéres minérales

Attaque pendant 3 heures par
H2 S04 72 2

Pesée du résidu H2 504 72 2
Lignine
Matiéres minérales

Minéralisation pendant 3 heures

Y

—

¥-

Pesée des cendres; restantes

Calculs
Hémicellulose = ﬂ-—;—”— x 100
Cellulosge = P2 ; F3 x 100
Lignine = P3 ; P4 x 100
Cendres = 2&_%_22 x 100
NpF = 2L = P4 o o0

ADF = g X 100



Lle détergent acide permet de solubiliser les hémicelluloses et le bromure de
cétyltriméthyl ammonium &€limine une partie supplémentaire des protéines. L'at-
taque acide permet de solubiliser la cellulose et la minéralisation permet

de mesurer la fraction minérale.

Peser 1 g d'échantillon (E) séché & 1'air et broyé, le placer dans un récipient
adapté au systéme de reflux verser 50 ml de NDS. Porter a ébullition pendant

30 min. Ajouter 50 ml de solution détergent + amylase. Porter a ébullition
pendant 1 h. Filtrer sur un creuset en verre fritté n° 1 préalablement paré
{PO). Rincer 2 & 3 fois 1'échantillon avec de 1'eau bouillante pour éliminer
tout le détergent. Rincer 2 fois a 1'acétone. Placer le creuset a 1'étuve &
100°C pendant 8 h et peser aprés refroidissement en déssicateur (Pl)'

Le résidu que 1'on vient d'obtenir (NDF) est récupéré pour subir une seconde
nydrolyse. Le mode opératoire est le méme que pour obtenir le NDF mais la
solution NDS est remplacée par une solution d'ADS. Le nouveau résidu obtenu
donc aprés hydrolyse, filtration, séchage & 1'acétone et passage & 1'é&tuve 7
100°C pendant 8 h est pesé (Pz).
Le creuset contenant le résidu d'ADF est placé dans un cristallisoir. Ajouter
de 1'acide sulfurique & 72 % afin de remplir le creuset jusqu'd mi-hauteur.
Agiter la solution avec un agitateur en verre. Mélanger toutes les heures.
Aprés 3 h de traitement, filtrer sous vide le maximum d'acide et laver par

de 1'eau distillée chaude jusqu'a neutralisation du résidu. Placer le creuset
i 1'étuve & 100°C pendant 8 h et peser aprés refroidissment & déssicateur (P3).

Minéralisation a4 550°C pendant 3 h. Laisser refroidir dans le four. Mettre le
creuset pendant 1 h & 1'étuve a 100°C. Le peser (P4).

Contréle des activités enzymatiques

Le mélange réactionnel est le suivant :

- 1 ml d'une solution & 1 % de carboxyméthyl cellulose dans du tampon citrate-
phosphate 0,05 M pH = 4,8



- 1 ml de 1a solution & doser
- Incubation 30 min & 50°C au bain-marie

Le mélange réactionnel est le suivant :

50 mg de papier WATHMANN n° 1 (rectangle de 1 cm x 5 cm)
1 ml de tampon citrate-phosphate 0,05 M pH = 4,8

1 ml de la solution & doser
Incubation 60 min a 50°C

Le mélange réactionnel est le suivant :

50 mg de coton hydrophile

-

1ol de tampon citrale-phosphete

1 ml de 1a solution @ doser
Incubation 24 heures a 50°C

Pour chaque essai on réalise des témoins sans enzymes dans lesquels 1 ml de 1la
solution & doser est remplacé par 1 ml de tampon citrate phosphate 0,05 M

pH : 4,8. La réaction est arrétée en plongeant les tubes dans un bain-marie
bouillant pendant 3 minutes. Les sucres réducteurs 1ibérés pendant la réaction
enzymatique sont alors dosés par la méthode colorimétrique de MILLER (1959)
dont Te réactif est 1'acide 2,5 - dimitrosalicylique (DNS).
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SOLUTIONS

0sage des sucres réducteurs
x Réactif au DNS :

Ac. 3,5 - Dimitrosalicylique ................. lg

Hydroxyde de sodium ........cciiiieeennnnn. lg

Sulfite de sodium anhydre ................... 0,05 g

o] 0 T=Y o 0,20 g

Eau distillée ... . iiiiiiiiiiiiiii it iinennnnn 1060 m1
x Glucose 500 mg dans 1000 ml d'eau distillée
Cosage des sucres totaux
7 R&actif & Vianthronc

anthrone ... .. ittt it ittt 200 mg

Ac. sulfurique S5 % ...ivitieeieiinenennnnnns 100 ml
x Cellulose Avicel 50 mg dans 1000 m1 d'eau distillée

Dosage des Protéines

x Réactif de Biuret (A+B + C: 50 : 1 : 1v/v) @ mélancer au dernier moment
A. Na2 CO3 d 2 % dans une solution de soude & 0,4 %
B. Cu S0, d 1 % dans de 1'eau
C. Tartrate double de Sodium et Potassium & 2 % dans de 1'eau.

% Serum albumine 300 mg dans 1000 m1 dieau cdistillée
x Soude 1 Net O,1N a 4 et 0,4 % dans de 1'eau distillée
x Réactif de Folin-Ciocalteu 3 diluer dans de 1'eau distillée
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Constituants de la paille : VAN SOEST

Lauryl sulfate de sodium ......c.covvvuunn... 30 g

E.D.T.A. déshydraté ......cvviriiiiennnnnn. 18,61 g
Sodium borate décahydrate .................. 6,81 g
Disodium hydrocénophosphate anhydre ........ 4,56 g
2 Bthoxyéthanol ........c.ciiiiiiviinnnnnn. 10 ml
Eau distillée ....cviriineeeiinennennnnn. 1000 m1

a amylase type III A de B, st Zlis ........ 2 q
Ethoxyéthanol ........ciiiitiiiiiiiinnnnnnn 10 ml
Eau distillée ...cvviiiiniiiiiiiiiiieennnnn. 1000 m1

Bromure de cétyl triméthyl ammonium (CTAB) .. 20 g
Acide sulfurique 1 N ... it iiiiiiiiinnnn., 1000 ml

% Acide sulfurique a 72 %

Dosage des activités enzymatiques

% Tampon citrate 0,05 M pH = 4,8

Acide citrique, H20 PM 210,11 ........... 4,8323 ¢
Citrate trisodique, 5H20 PM 357,00 ....... 9,639 ¢
Eau distillée pour ....ccoviieeennnninnnn. 1000 ml

pH = 4,8 (rajusté avec NaOH N)
merthiolate de sodium 0,1 M .............. 1 ml
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x Carboxyméthyl cellulose a 1 %

- carboxyméthyl cellulose ..........cc.cn....
- tampon citrate 0,05 M pH =4,8 .............

x Papier filtre WATMANN n° 1

- 50 mg : rectangle de 1 cm x 5 cm)

x Coton hydrophile

- 50 mg de coton hydrophile

OO0 [eXeRe]



