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" Trichoderma harzianum Rifai,spec. nov. - In malti
agaro coloniae rapide crescentes, floccosae, zonatae,
reverso incolorato. Mycelium ex hyphis septatis,ra
mosis, hyalinis, 1,5-12 p diam. compositum. Chlamy
dosporae, globosae, hyalinae, intercalares, 6-12 ~

diam. Conidiophora regulariter ramosissima, dendroi
deae. Phialides 5-7 x 3 - 3,5 ~ ,ampulliformes. Phialo
sporae in muco aggregatae, subglobosae vel breviter
.obovoidae, laeves, virides, 2,8 - 3,2 x 2,5 - 2,8 p.
Habitat in terra .••• "

M.A. RIFAI ,1969

" La taxonomie des microorganismes est une discipline
qui ne doit pas être négligée, car la connaissance
approfondie des caractères des souches microbiennes
conditionne toute application biotechnologique •••• "

A. SASSON,1983
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CRECIMIENTO
MEDIO SOLIDü
CELLULASAS.

RESUMEN

DE IB~HQnERM8 ~8BZ~8~UM POR FERMENTACION EN
:FISIOLOGIA~ ESPORULACION y PRODUCCION DE

El desarrollo de los hongos filamentosos sobre
sustratos sélidos juega un papel importante en numerosas
areas como son el media ambiente, la alimentacion y la
microbiologia industrial. Su importancia se acrecenta con la
intensificacién de las investigaciones con respecta a las
bioconverciones y a la valorisaci6n de los sub-productos
agricolas lignocellulosicos.

Este estudio fue llevado a cabo con el fin de conocer
la fisiologia deI microorganismo y las posibilidades de
control de las fermentaciones en media sélido en vias de
valorizar los sub-productos agricolas lignocelulosicos para
la production de metabolitos de alto valor agregado como por
ejemplo las celulasas.

Una tecnica original fue adaptada para el cultivo de
un hongo filamentoso celulolitico sobre sustrato solido y el
control de su desarrollo aerobio en la fase de multiplicacion
vegetativa. Esta tecnica muy simple permite mantener
conditions favorables a la largo de la incubacibn y conduce a
una invasion de toda la masa deI sustrato lignocelulosico por
el micelio deI hongo.

Un est~dio preliminar nos permitio selecccionar,
entre cepas de

e

hongos filamentosos ~eluloliticos de nuestra
coleccièn, una cepa de I~i~ba~~ma hàcziànum presentando
caracteristicas satisfactorias en la optica de una produccièn
de celulasas por fermentation en medio solido. Esta cepa
produce cantidades importantes de celulasas ,y posee un
crecimiento apical elevado (1,2 mm/h>, permitiendole invadir
los sustratos rapidamente, y produce cantidades muy elevadas
de conidiosporas en la superficie. Ademas, IL b~~ian~m es
un antagonista poderoso con respecta a un cierto numero de
hongos fitopatogenos. Recientemente, se describi6 una serie
de peptidos nuevos, presentes en la conidiosporas de 1L
hà~iàn~m y, por 10 tanto, el poder antibiotico pudo ser·
verificado. Era pues interesante disponer de datos precisos
sobre la biologia y la fisiologia de este prometedor
organismo.

El estudio de la fisiologta deI crecimiento demonstro
que ILhàcziànym es un microorganismo prototrofo de un gran
flexibilidad d~ adaptacion ,capaz de desarollarse sobre
condiciones extremas ( pH: 2 a 8 ; temperatura de 10 a 35-C ;
salinidad de 0 a 80 9 de NaCl/l>.Ademàs lautilisacion de un



medio de cultivo sint.tico permiti6 demostrar que es una
cepa prot6trofa que asimila bien el nitrato,la urea, las
sales de amonio y poco menos el nitrito. De la misma manera
,los siguientes azucares: D-glucosa, D-fucosa, Lactosa,
D-ribosa, xilosa, cellobiosa, galactosa, sacarosa, almidon,
celulosa y manital se utilizan como unica fuente de carbano y
de energia para este microorganismo.

El
relacion
permiti6
optimizar
produccièn

estudio de la fisiologia de la esporulacion ,en
a la producci6n cuantitativa de conidiosporas,

definir las condiciones dei medio ambiente y de
la composicion. dei medio de cultivo para la

masiva de conidiosporas.

Un nuevo procedimiento de produccion de conidiosporas
de hongos filamentosos ha sido mejorado no solamente por ~
h.~~ian~m sino que tambien para un gran numero de cepas de
hongos filamentosos. Este procedimiento presenta la ventaja
dei cultiva en superficie sobre media solidificado con la
utilizaciOn de un fermentador de discos rotativos particular,
cuyo principio de utilizacibn fue fundamentalmente modificado
con el fin de obtener una gran superficie de esporulacion.

En el fermentador de discos, 10 optimo de producci6n
de conidiosporas de ~ hà~ia~m fue obtenido despues de 7
dias de incubacion con 7,3 X 1~11 conidiosporas producidas.
Esto corresponde a un rendimiento de esporulacion
particularmente elevado de 3,5 X 10'0 conidiosporas
producidas por gramo de sustrato •

El metodo de fermentacion en media solido esta basado
en el acondicionamiento deI sustrato insoluble ,uniformemente
inoculado por una suspension de conidiosporas de hongos
filamentosos,afin de llevar el medio de cultivo solido a una
humedad inicial de cultivo de 72%. La influencia de la
temperatura, de la humedad, de la aireacion, deI pH y de la
inoculacion sobre la evolucion dei crecimiento, fue
determinado de manera a definir las condiciones optimas de
incubacion.

Los estudios microscopicos permitieron mostrar el
desarrollo selectivo deI micelio dei mismo hongo, en
candiciones no estrictamente asepticas como las que fueron
adoptadas. Asi mismo, la utilizacion de diversos sustratos
lignocelulosicos ( paja y salvado de trigo, desechos de
remolacha, bagazo ) nos permitié generalizar este modo de
cultivo en el conjunto de los sub-productos
lignocelulasicos.

La cinetica comparada de biosintesis de las celulasas
en media solido y en medio liquido no muestra diferencias
significativas a nivel de los rendimientos de producci6n para
estas enzimas. Esto es totalemente alentador y nos autoriza a
considerar la produccion de celulasas de I~ bàC~aD~ por
fermentacion en medio s6lido.



La aplicacion de los resultados y de los
conocimientos adquiridos a 10 largo de este estudio permitio
definir un nuevo procedimiento de fermentacion en media
solido para la valorizaci6n de sustratos lignocelulosicos.
Este procedimi~nto comprende cinco etapas :

1- Pretratamiento deI sustrato (molido y tratamiento
termico)

2- Inoculacion con una suspension de conidiosporas
dejando una humedad de 72 %

3- Fermentacion aerobia con un flujo continuo de aire
humedo a traves de la masa deI producto durante 48 h

4- Extraccion de celulasas y de metobolitos solubles por
presion deI producto fermentado, obteniendo de esta manera
una fraccion soluble (FS) y una fraccion insoluble (FI)

5- Condicionamiento de 2 fracciones : por evaporacion de
la FS se obtiene las celulasas y los metabolitos bajo la
forma de polvo seco. Por ensilaje de la FI se estabiliza este
sub-producto.

Los resultados obtenidos en el laboratorio fueron
confirmados por las conclusiones de los estudios realizados a
nivel piloto experimental ,utilizando un nuevo fermentador
estatico de tipo zymotis con una escala de extrapolacion de
1/2500 segun el procedimiento anteriormente descrito.

Sub-productos agricolas como la paja de los cereales,
bagazo ,cascara de remolacha pueden ser utilizados como
sustrato para la produccion de celulasas. Despues de 48 h de
fermentacion sobre estos sustratos, hay una produccion
promedio de 20.000 UI de actividad Carboxymetilcelulosa y de
2.000 UI de actividad Papel Filtro por 100 9 de sustrato
seco. El producto fermentado es prensado ,recuperandose el 80
% de la fraccion soluble conteniendo esta las enzimas y los
metabolitos en una soluci6n concentrada~

Otras posibilidades de aplicacion de los
conocimientos adquiridos en el transcurso de este trabajo se
estan actualmente estudiando, concretamente en 10 que respeta
a la produccion de metabolitos de alto valor agregado
(enzimas, antibioticos) , asi como el crecimiento de
microorganismos sobre soporte celulosico.
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ABSTRACT

THE GROWTH
FERMENTATION
PRODUCTION

OF TRICHODERMA HARZIANUM
PHYSIOLOGY, SPORULATION

IN SOLID STATE
AND CELLULASES

The culture of filamentous fungi on solid substrates
plays an important role in various applications such as,
ecology, nutrition and industrial microbiology. Moreover, the
intensive research on bioconversion of lignocellulosic
agricultural wastes in order to increase their value has
increased its importance.

This work emphasises on the microorganism growth
physiology and solid-state-fermentation (SSF) in order to
produce Metabolites like cellulases.

A new technic is presented to study the growth of
filamentous fungi on solid sustrates. The simplicity of the
method gives excellent non sterile incubation conditions and
allows a total development of the Mycelium aIl over the
substrate.

To begin, a screening process lead us to the
selection of the strain I~~~hc~~à h~~iàn~ for the
following characteristics: cellulases production , apical
growth and high yield of conidiospores.Furthermore, because
I~ hà~iàn~m is a strong antagonist in front of few
phytopathogeneous fungi, it is also used as biological
agent. This study showed that I~ h~4iàD~ is a prototrophus
fungi capable of growth in extreme conditions ( 2<pH<S , 10 0

C<Temperature<35 0 C and 0 9 of NaCI/I<SO >. Can use different
nitrogen and carbon sources for growth.

Environmental conditions and optimal culture medium
for high yield spore production was set and a new spore
production process had been elaborated not only for I~

hà~iànum but also for others filamentous fungi. This
process is based on the surperficial growth on solid
substrate with a new rotative disc reactor.

The best results were obtained after
incubation in this reactor: 7.3 x 10 All spores were
and a very hight sporulation yield factor (3.25
sp./g. carbonated substrate) was obtained.

7 days
produced
x 10 Al0

This SSF method depends on substrate pretreatment,
homogeneously inoculated with a spore suspension containing
salts. Influence of temperature, humidity, aeration, pH and
inoculation were determined to describe the optimal growth



conditions for SSF.

Microscopic observations have shown selective growing
of mycelium, even wh en non-aseptic conditions were used.
Several substrates were tested (straw and a bran of corn,
bagasse, white beet wastes ), in the aim to ex tend this
process on lignocellulosic agricultural wastes.

Kinetics of cellulases biosynthesis do not show
differences between solid and liquid cultures regarding the
enzymes production yield factor. This encouraging result will
support T. harzianum cellulases production in SSF.

Knowledge and results obtained during this work have
lead to a new SSF process in 5 steps:

1- Substrate pretreatment (cutting, thermal treatment)

2- Inoculation with spore solution, substrate has a 72%
humidity

3- Aerobic fermentation
during 48 h

circulation of humidified air

4- Cellulase and metabolite extraction by pressing the
final product

5- Final treatment of the 2 fractions: by evaporating the
soluble one a dry powder is obtained; by silage stabilisation
of the insoluble fraction.

Laboratory results were confirmed by pilot scale
studies using a new static reactor (Zymotis) with a 2500
times scaling-up. After 48 h processing, cellulase production
raise 20,000 lU of Cellulase Carboxymethyl Activity and 2,000
lU of Filter Paper Activity per 100 9 of dry sustrate. By a
simple mecanic pressing of the product recovery of 80% of the
enzymatic activity and Metabolites is obtained in a high
concentrated solution.

Other applications are under investigation concerning
Metabolite production of interest (enzymes, antibiotics) and
microorganism growth on cellulosic supports.



" CROISSANCE DE IBICl:iQIlERtl8 H8Bz.I8MUti PAR FERMENTATION EN
MILIEU SOLIDE PHYSIOLOGIE, SPORULATION ET PRODUCTION DE
CELLULASES" .

RESUME

L'étape limitante pour les applications possibles de
valorisation blotechnologiques des substrats agricoles
cellulosiques <pailles de céréales, pulpes de betteraves,
bagasse ••• ) est l'hydrolyse chimique ou enzymatique de la
cellulose en sucres simples. Nos recherches ont été orientées
vers la production de cellulases d'un champignon filamenteux
cellulolytique I~i~hg~acmà b~~àn~m cultivé sur différents
substrats lignocellulosiques par fermentation en milieu
solide. L'étude de la physiologie de la croissance et de la
sporulation de I~ hacziàn~m nous a permis de définir des
conditions et des milieux de culture optima pour ce
microorganisme. De m~me l'utilisation d'un dispositif
d'incubation simple nous a permis de suivre le développement
de I~ b~.iàn~ et d'étudier au laboratoire la production de
cellulases sur divers substrats lignocellulosiques (paille et
son de blé, pulpe de betterave, bagasse) en milieu solide.
Pour l'extrapolation des résultats au niveau Pilote
expérimental nous avons mis au point deux nouveaux
fermenteurs pour la culture en milieu solide:

Un fermenteur à disques de 4,4 litres pour la
production d'inoculum.

Un fermenteur statique de 100 litres pour la
production de cellulases.

Ce
production
culture en
d'invention

travail a permis d'élaborer un nouveau procédé de
et d'extraction de cellulases de I~ haczianum par
milieu solide statique. De plus trois brevets

ont été déposés à l'ANVAR.
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INTRODUCTION

La cellulose, constituant majeur de tous les vég~taux,

repr~sente une ressource potentielle naturelle en sucres bien
connue. Sa d~composition biologique en ~l~ments simples par
les cellulases devrait permettre l'am~lioration à moyen terme
des problèmes graves tels que: l'alimentation, l'~n~rgie et
la pollution de l'environnement.

Les prob,lèmes d~mographiques, la d~sertification et
les crises ~conomiques li~es aux ~changes internationaux
conduisent de plus en plus fr~quemment à des famines graves
difficilement surmontables. L'exemple actuel de l'Ethiopie en
est une illustration. Certes, beaucoup d'efforts ont ~t~

faits pour accroitre les rendements de c~r~ales et d~velopper

de meilleurs proc~d~s pour l'agriculture. Cependant, de
l'avis des experts, ces progrès n.c~ssaires ne seront pas
suffisants pour les prochaines ann~es. Les biotechnologies,
si elles sont bien, comprises et si les efforts sont bien
orient~s vers les problèmes d'alimentation et de sant~,

peuvent contribuer à resoudre les problèmes de p~nurie

alimentaire et d'approvisionnement en ~n~rgie dans les pays
les moins favoris~s . Associ~es aux progrès de l'agriculture,
elles peuvent favoriser significativement les conditions du
d~veloppement de ces pays (SASSON, 1984). La production
d'aliments ferment~s enrichis en prot~ines (AFEP) par culture
de champignons filamenteux est un exemple de recherche qui se
situe dans cette perspective (SENEZ, 1979).

Après la crise ~n~rg~tique de 1973 un vif int~r~t des
pouvoirs publics s'est port~ sur les ressources
renouvelables. A ce titre, la cellulose fut naturellement au
centre des recherches pour la production de carburants de
substitution (m~thane, alcools) et m.me pour ~tudier de
nouvelles filières de production de mol~cules chimiques à
partir de la cellulose, la "cellulochimie" ou "carbochimie·
~tant pr~sent~e comme une alternative à la p~trochimie dans
la fabrication de nouveaux biopolymères, biosolvants et
biod~t~rgents(SASSON, 1983).

De nombreux symposium internationaux sur le thème de
la d.gradation de la cellulose par les microorganismes (USA,
FINLANDE, INDE, FRANCE) ont permis de faire le point
r.gulièrement sur l'avancement des travaux r.alis~s dans ce
domaine. Des progrès significatifs ont ~t. r~alis~s en ce qui
concerne la s~l~ction des microorganismes cellulolytiques,
les mutations g~n.tiques pour l'obtention de souches
hyperproductrices et les conditions de culture des
microorganismes impliqu~s. Cependant tous ces travaux n'ont
pas encore abouti à la production de cellulases en quantit~

industrielle (REESE, 1976, MONTENECOURT et EVELEIGHT, 1977,
WARZYWODA et Coll. 1983).
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D'une manière générale, il est surprenant de constater
que la valorisation biologique de la cellulose et des
substrats lignocellulosiques aie re~u encore peu
d'applications. Cela est du en partie à la nécéssité
d'hydrolyser les liaisons glucidiques ( #-1,4), processus
lent et difficile à réaliser. Il faut noter toutefois que la
grande majorité de ces études a été réalisée en cultures
liquides dans lesquelles le substrat cellulosique n'est pas
soluble. Ces cultures en milieu liquide présentent
l'inconvenient de diluer considérablement les enzymes
cellulolytiques synthétisées par le microorganisme; de ce
fait l'attaque de la cellulose non solubilisée par les
enzymes spécifiques diluées n'est pas efficace. Par contre,
les cultures sur substrat solide pourraient présenter des
avantages intéressants. Etant donné que les champignons
filamenteux se développent au contact du substrat, les
enzymes excrétées se trouvent concentrées sur le substrat
lui-même, qu'elles peuvent hydrolyser beaucoup plus
efficacement. En retour les sucres libérés pourront être
mobilisés rapidement par le microorganisme pour son
développement (RAIMBAULT, 1980). Le système de culture en
milieu solide parait donc mieux adapté à la culture de
microorganismes cellulolytiques sur de tels substrats
insolubles.

Après une étude nous ayant conduit à la séléction
d'une souche d'un champignon cellulolytique (I~i~hcde~ma

hàcz~n~m ) et l'étude de sa physiologie de croissance et de
sa sporulation, nous avons donc entrepris des recherches
visant à adapter la culture en milieu solide de ce champignon
filamenteux cellulolytique sur de la bagasse de canne à sucre
comme substrat lignocellulosique en vue de la production de
cellulases dans des conditions économiquement rentables.

Dans le cadre de recherches portant sur
l'enrichissement en protéines de substrats amylacés, une
nouvelle technique de culture d' B~~ecsil~u~ nise~ en milieu
solide avait été mise au point par RAIMBAULT et ALAZARD en
1980. Cette technique, appliquée aux substrats
lignocellulosiques, pourrait être utilisée dans le domaine de
la bioconversion des résidus agroindustriels cellulosiques
tels que les pulpes de betterave, la bagasse de canne à
sucre, le son ou la paille de blé pour la production
d'aliments fourragers, d'enzymes ou même de métabolites
fongiques à haute valeur ajoutée.

I~i~hcde~a b~.ianum qui est le microorganisme
retenu pour notre étude, est un champignon filamenteux
cellulolytique d'un grand interêt potentiel; il produit des
quantités importantes de cellulases, sa croissance apicale
est élevée et sa sporulation est abondante et aisée. Il a été
démontré que cette souche n'est pas, toxique en alimentation
animale (MUINDI et HANSSEN, 1981 a). Ce microorganisme, à
cause de ses effets antagonistes puissants, commence à être

•
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utilisé en lutte biologique contre différentes espèces de
champignons phytopathogènes (DUBOS et Coll. 1983). Il produit
en outre des antibiotiques nouveaux contenus dans la spore
(BACHET et Coll. 1983). Il était donc intéressant de disposer
de renseignements précis sur la biologie et la physiologie de
cet organisme prometteur.

Ayant obtenu des renseignements sur la physiologie de
sa croissance et de sa sporulation nous avons orienté nos
recherches vers son utilisation pour la valorisation
biotechnologique de divers substrats lignocellulosiques tel
que la bagasse de canne à sucre, en vue d'améliorer les
ressources fourragères dans la région d'Amérique Centrale et
Caraibes. En effet, dans ces régions tropicales, la
production de fourrages est largement déficitaire au cours de
la saison sèche (CELANIE, 1982). La carence des élevages
laitiers en fourrages conduit à l'importation d'une grande
partie de la production de lait pendant cette période. La
fermentation en milieu solide et· l'ensilage pourraient
permettre d'améliorer la digestibilité des sous-produits
lignocellulosiques abondants dans ces régions (bagasse,
rafles de mais) grAce à l'action des cellulases d'un
champignon et à l'acidification lactique.

Après une présentation générale concernant la nature
et la disponibilité de la bagasse de canne à sucre, nous
rappelerons les principales connaissances bibliographiques
sur les microorganismes cellulolytiques, les cellulases ainsi
que les fermentations des substrats cellulosiques. Nous
décrirons ensuite notre étude de séléction de souches
cellulolytiques qui nous a conduit à choisir cette souche de
~ hà~ian~m pour réaliser la suite de nos recherches. Les
études physiologiques sur la croissance et la sporulation de
ce microorganisme sont alors exposées. Elles nous permettront
d'optimiser les conditions de culture et de la sporulation.
Pour la production' des spores nécéssaires à notre étude, nous
avons mis au point et expérimenté un nouveau type de
sporulateur. Pour adapter la technique de culture en milieu
solide à divers substrats lignocellulosiques nous avons suivi
l'évolution des principaux paramètres de croissance et en
particulier la production de cellulases. L'utilisation de
différents appareils de culture pour milieu solide, agité ou
statique, nous a permis de produire des cellulases non
seulement en colonnes à l'échelle du laboratoire mais
également en réacteurs à l'échelle pilote expérimentale.
Cette étude débouche finalement sur la description d'une
nouvelle technique de production et d'extraction d'enzymes ou
de métabolites sécrétés par des champignons filamenteux
cultivés en milieu solide.
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CHAPITRE l - GENERALITES.

Parmi les sous-produits lignocellulosiques disponibles
en grande quantité, la bagasse représente un potentiel
particulièrement important pour les régions tropicales. Notre
effort a donc porté essentiellement vers des solutions
permettant de valoriser ce résidu agricole lignocellulosique
par des techniques biologiques.

Il nous a paru important dans un premier temps de
présenter les potentialités que représente la bagasse de
canne à sucre, les perspectives et les difficultés
rencontrées pour sa valorisation biotechnologique. Par la
suite, nous ferons le point sur les différentes catégories de
microorganismes cellulolytiques susceptibles d'être utilisés.
Une présentation générale des connaissances concernant les
mécanismes d'action et la nature des cellulases nous
permettra alors de mieux appréhender les problèmes
d'hydrolyse de ce substrat carboné naturel. Enfin nous ferons
le point sur les diverses techniques de fermentations en
milieu solide susceptibles d'être mises en oeuvre pour la
valorisation des résidus lignocellulosiques.

1.1. LA BAGASSE DE CANNE A SUCRE.

..

plus
comme
ainsi

La théor·ie actuelle, la
propose 1e S~~aJ::WD ~gD.u.5..t.WD

départ et la Nouvelle Guinée
comme centre d'origine.

généralement admise
espèce botanique de
que les Iles voisines

Les Romains connaissaient déjà ce produit, mais ce
sont les Arabes qui ont diffusé des boutures de canne à sucre
en Palestine d'abord, puis en Egypte, en Sicile, en Espagne
et au Maroc.

Christophe COLOMB, à son second voyage, a fait planter
des boutures de canne provenant des lies Canaries en
République Dominicaine. Cette culture s'est alors développée
entre 1500 et 1600 dans la plupart des zones tropicales de
l'Amérique (Antilles, Mexique, Brésil, Pérou •.• ), et fut
pendant longtemps la principale richesse agricole de ces
pays.

La canne à sucre n'étant limitée que par le froid ou
l'altitude, sa culture est très largement pratiquée dans les
zones tropicales et subtropicales comme le montre la fig. 1.
C'est ainsi que la limite Nord englobe Madère, le Sud-Est de
l'Espagne, la Haute Egypte, le Sud de l'Iran, le Pakistan,
l'Inde du Gange, la Chine du Sud, Formose, l'Ile japonaise de
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Riou Kiou, les Iles Hawai, le Mexique, le Sud de la Louisiane
et de la Floride. La limite Sud contient la province de Natal
en Afrique du Sud, Madagascar, la Réunion et l'Ile Maurice,
le Queensland en Australie, les Iles Fidji, la cOte
Péruvienne, la province de Tucuman en Argentine et le Nord de
l'état du Parana au Brésil (FAUCONNIER et BASSEREAU ; 1970).
Les principaux pays producteurs sont actuellement le Brésil,
l'Inde, Cuba, puis le Mexique, la Chine, les Philippines,
l'Australie, l'Afrique du Sud, Hawai, la République
Dominicaine et Formose.

- ;'5'

~-.::::--r---O·

- 35'

Localisation des cultures de canne • sucre dans le monde •
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Ainsi que nous venons de le voir le Brésil se place en
t&te des pays producteurs de canne à sucre. La fabrication
artisanale du sucre était très prospère il y a encore
quelques dizaines d'années, mais a peu à peu disparu à partir
de 1970. Actuellement la production de sucre représente une
activité industrielle très bien organisée. Depuis la crise
pétrolière et ses conséquences économiques qui ont sécoué ce
pays pendant cette période, le gouvernement Brésilien a
développé un programme de production de carburant de
substitution à partir du sucre de canne. Les autorités
Brésiliennes ont ainsi crée en 1975 le programme alcool
(Proalcool), qui vise à remplacer progressivement la quasi
totalité de l'essence par de l'alcool carburant (éthanol)
(SASSON ; 1984).

Le choix s'est porté sur la production d'alcool à
partir de la canne à sucre car le Brésil avait déjà à cette
époque une technologie et des infrastructures importantes
dans le domaine des sucreries et disposait de quantités
excédentaires de sucre importantes. Les équipements ont alors
été complétés par des installations de fermentations et de
distillation integrées aux complexes sucriers déjà existants.

Le gouvernement a programmé une production de 10,7
milliards de litres d'alcool pour l'année 1985. Il faudrait,
pour atteindre cet objectif traiter 5.500.000 ha de canne à
sucre, ce qui représente 1 % de la surfac~ du Brésil et une
production annuelle de 126.000.000 T de canne à sucre (CERRI,
1983) •

La production industrielle d'alcool au Brésil est
assurée soit dans des distilleries intégrées aux sucreries
(Fig. 2.) soit dans des distilleries autonomes (F~g. ~).
Cette production offre des quantités considérabl~s de
sous-produits en particulier des vinasses qui vont rapidement
poser des problèmes graves de pollution. Pour une production
de 10,7 millions de m3 d'alcool prévue pour 1985, découleront
140 millions de m3 de vinasses, et 9.450.000 T de bagasse
excédentaire.

La production de la canne à sucre en Martinique a été
de 200.000 T pour 1984. Cette canne est destinée
principalement aux 13 distilleries de Rhum et à la fabrique
de sucre du GALLION). Cette dernière a effectivement traité
56.000 T en 1982 et 93.000 T de canne à sucre en 1983.

Sur la fig. 3 nous avons reproduit le schéma de
sous-produits de canne en Martinique ROSEMAIN, 1983). Après
passage de la canne dans les moulins, on obtient 30% de
bagasse par rapport au tonnage de canne broyée. Une partie de
cette bagasse est brulée en chaudière pour produire de la
vapeur qui sert à fabriquer l'éctricité dans les grosses
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fig li : Produits obtenus r~r tonne de canne à sucre en distillerie auto
nome au Brésil. Valeurs moyennes (BACCHI, 1983).
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unités ou à entrainer les moulins. La bagasse ainsi brulée
permet aux usines d'économiser le fuel.

On peut considérer
production en Martinique,
entre 15 % et 30 %, ce qui
an (ROSEMAIN, 1983).

que pour l'ensemble des unités de
l'excédent global de bagasse varie
représente 15.000 T de bagasse par

ou
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l
Rejet direct
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Fig. 3 Schéma de sous produits de canne à sucre en MARTINIQUE
(ROSEMAIN 1983).
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La bagasse est le résidu de l'extraction à la presse
du juS de la canne broyée dans des moulins. Sur le Tableau l
nous avons indiqué la composition moyenne de la bagasse. La
cellulose en est le principal constituant, suivie par les
hemicelluloses et la lignine. Elle constitue de ce fait un
résidu lignocellulosique qui peut .tre utilisé pour la
fabrication de panneaux de fibres agglomérées ou en plte à
papier pour la fabrication de cartons d'emballages. Elle peut
également .tre utilisée comme substrat pour des
biotransformations.

TABLEAU J. Composition moyenne de la bBeasae ).(

-----------------------------------------------------------------------------------------.· .· .

CEl.LULOS!: IlEM1CELLULÛSES :.rGNJME

· .· .-----------------------------------------------------------------------------------------· ., . .
( .
(
(36 34 11
(

· .· .
---------------------------------------------------~------------------------------------

La transformation chimique des produits
lignocellulosiques a été explorée par GOLDSTEIN (1976). Tout
d'abord, la transformation des produits lignocellulosiques
par voie physique nécéssite des procédés drastiques à tr~s

haute température (1000 0 C) et de fortes pressions pour
obtenir des produits tels que Méthanol, Ammonium,
Hydrocarbures aliphatiques, Huiles et Gaz. Ces produits sont
obtenus par pyrolyse, par liquéfaction ou encore par
gazéification.

Par hydrolyse acide chimique, la cellulose lib~re du
glucose qui par transformation chimique à haute température
fournit de l'hydroxyméthyl furfural qui sert de précurseur à
de nombreuses synth~ses chimiques dont l'acide lévulinique
est un exemple.

De m.me, les hemicelluloses par hydrolyse acide,
lib~rent du mannose et du xylose. Le Mannose par fermentation
produit de l'éthanol alors que le xylose par traitement acide
se transforme en furfural. Enfin la lignine peut .tre
transformée en phénol puis en Benz~ne par voie chimique.

1.2. LES CHAMPIGNONS FILAMENTEUX CELLULOLYTIQUES.

Aussi bien dans les sols que dans les sédiments
marins, de tr~s nombreux microorganismes (Bactéries,
Champignons, Actinomyc~tes) participent à la dégradation des
débris cellulosiques contribuant à la formation de l'humus ou
à la minéralisation de la mati~re organique (POCHON et de
BARJAC, 1958 BIANCHI, 1971). Dans le rumen les bactéries
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anaérobies cellulolytiques procurent à l'animal une grande
partie de son énérgie alimentaire et des protéines dont il a
besoin (THIVEND et Coll., 1980).

Parmi· les microorganismes les plus uti 1 isés dans les
études sur la cellulolyse, on trouve de nombreux champignons
filamenteux. Leur rele dans l'hydrolyse de la cellulose a été
étudié et développé dans diverses revues de synthèse (WOOD,
1970 GHOSE, 1977 SENARI et MARKKANEN, 1977 et MANDELS
1982). Des travaux moins nombreux ont été consacrés a~x

bactéries cellulolytiques mesophiles et thermophiles
(RAMASAMY, 1980 ; HITCHER, 1978 J AIT et Coll, 1981). Peu de
travaux concernent la décomposition de la cellulose par les
Actinomycètes (CRAWFORD, 1978 ; SU et PAULAVICIUS, 1975 ;
DAIGNEAULT-SYLVESTRE et KLUEPFEL, 1979 ; HAGERDAL et Coll.
1978). Nous développerons essentiellement les principaux
genres de champignons celluloly~iques.

1.2.1. Le genre 8Sge~9il1~~L

Au cours d'une étude précédente nous avons démontré
que dans le genre asge~9il1~~ quelques espèces sont capables
de produire des cellulases parmi lesquelles 8L Q~~Zàe , 8L
~e~li;c1~ , 8.... Â~leÂ~~S ,8L nigeJ:. et 8 .... kleniii . Cet te
production de cellulases reste cependant faible et limitée à
des conditions particulières de culture (ROUSSOS, 1981).

D'autres espèces d' 8SgeJ:.9il1~~ comme 8.... ~~~e~s et 8L
~~migÂ~5 ,sont capables de se développer sur la cellulose
microcristalline en produisant des quantités importantes de

l-g1ucosidase (D'SOUZA et VOLFOVA, 1982 ; WASE et VAID, 1983 ;
STEWART et Coll. 1983).

Les cellul~ses produites par des espèces d'
8sgeJ:.9il1~5 sont généralement riches en endo- P-glucanases et

r9lucosidases, mais pauvres en exo- ,. -glucosidases. De ce
fait, elles ont une action limitée sur la cellulose
microcristalline. On trouve cependant dans le commerce des
cellulases d' 8 .... ni9~ commercialisées par Miles (Elkhart,
Indiana, U.S.A.).

1.2.2. Le genre CbÂ~Qmi~m....

Les deux espèces cellulolytiques les plus souvent
utilisées sont e.... ibe~mggbi12 et CL ~211~lgl~~~m

• L'influence de la température sur la croissance et la
production de cellulases par C.... ~beJ:.mQubilu5 a été étudiée
par ERIKSEN et GOKSOYR (1976). L'hydrolyse de la cellulose en
sucres simples par le complexe enzymatique extracellulaire de
e.... I;.elllÙal:t~li;!Jm a été décrit par FAHNRICH et IRRGANG (1982
a et b).

•

•

C'est C.... ~211J.Llgl)!iil:.~m qui est le plus souvent
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utilisé pour la bioconversion des substrats
lignocellulosiques bruts tels que la sciure de bois, la
bagasse etc ... Les fermentations de ces substrats inoculés
avec C.... t;e~ll.llcl~ii~J.I,m se déroulent généralement e-n milie-u
solide (PAMMENT e-t Coll. 1978, ULMER et Coll., 1981 ; ROUSSOS
et SEDHA, 1983).

Le genre S~gCQ~~i~b~m est l'anamorphe (forme- asexuée)
du genre ~banecQt;hÂe~e qui représente la forme téléomorphe.
Deux espèces ont été particulièreme-nt étudiées:

SQQ~Qtcit;hl.lm ihe~mQ~hi~e anamorphe de E....
1becmQQbi~e~ .

SQQ~Qici~hum ~~~~~u~n~um anamorphe de E....
I;,bC~5Q5.Ql:ll:iJ.Lm~

Toutes ces espèces attaquent le bois et sont appelées
à ce titre "pourriture blanche du bois". Depuis plusieurs
années une équipe de chercheurs Suédois dirigée par K. E.
ERIKSSON a etudié une souche de ~ QU~~~~en~um et l'on
dispose maintenant de nombreux renseignements sur le
processus de dégradation de substrats lignocellulosiques par
cette souche (ERIKSSON et HAMP, 1978 ; ERIKSSON, 1978 ; AYERS
et Coll. 1980 DESHPANDE et Coll. 1978 ; EK et ERIKSSON,
1978 ; ERIKSSON et PETTE~SSON, 1975 ; ANDER et Coll. 1983).
Le ucomplexe" enzymatique de cette souche comprend des
endo-glucanases, exo-glucanases, glucosidases, xylanases,
lactonases, glucose oxidase, cellobiose oxidase, cellobiose
qui none oxido réductase, catalase, laccase, péroxidase ainsi
que des enzymes de dégradation de la lignine en monomères. Ce
microorganisme a été proposé également pour la production de
Protéines d'Organismes Unicellulaires à partir de substrats
1 ignocellulosiques nHOMKE et Coll. 1980). Cependant S....
QU~~u~enium n'a pas été utilisé dans des études sur la
production de cellulases en vue de la saccharification de la
cellulose.

La souche S.... ~he~mQ.Qhi~e a été utilisée pour l'étude
de la régulation de la biosynthèse des cellulases (induction

répression) dans le cas des espèces thermophiles
(CANEVASCINI et Coll. 1979, COUDRAY et Coll. 1982).

1.2.4. Le genre Icil;.bg~ecma .

Contrairement au genre S.Qgc~~il;.b~m~ le genre
Ici~hQdecmÂ appartient au grand ensemble des champignons
imparfaits ( Eungi ~m.Qecie~~i ) (RIFAI, 1969). Ces espèces
sont fréquemment utilisées dans les processus d'hydrolyse de
la ~ellulose. Elles produisent en effet des quantités
importantes d'exoenzymes, capables d'hydrolyser complètement
la cellulose en glucose. Les espèces suivantes: I .... ceeaei
(OGAWA et Coll., 1982 ; TALLEN et ANDREOTTI, 1982 ; MANDELS,
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1982)~ I~ ~iLi~~ (GONG et Coll., 1977 ; WEBER et GRIFFIN,
1973) HALLH-JELL et VHICENT, 1981), I~ P~~.l.1~o=-tcnin:3ii

(HARRER et Coll.~ 1983l, I~ lQnsib~an~hial~m (SIDHU et
SANDHU, 1980) ainsi que I~ h.a.:..zianum (ROUSSaS et RAIMBAULT,
1982) sont les espèces les plus utilisées pwur l7étude du
mécanisme du complexe e~zymatique ainsi que pour la
production de cQ~lulases.

Il
propos de
rencontre
cependant
pour la
mutat iorls

existe une certaine confusion dans la littérature à
la nomenclature de 1.... ~ir:.i~.... Cette espèce se

ac tue Il ement sous l' appe Il at ion 1.... r:.e~s~i .... Il f au t
préciser que cette dénomination n'est valable que

souche 1.... ~iL~e 8M6a, qui a subi de nombreuses
(MANDE_F, 1982).

Des cellulases de
l'IOVO ENZYME ( 1.... ~e.e..se.i

Les préparations de ces
carbohydrolases : xylanases,

Les différents mutants obtenus à partir de 1 .... ~iL~e.

QM6a produisent des quantités importantes de cellulases, mais
la composition ainsi que les propriétés du complexe
enzymatique à l'égard des substrats cellulosiques sont
similaires. De même les proportions relatives d'endo et
exo-glucanases ne changent pas. Toutes les souches de 1....
~e.e.se.i produisent de faibles quantités de cellulases
constitutives. Les manipulations génétiques visent à la
production de cellulases constitutives. Cependant, pour
l'ensemble des espèces de ,IL~hQ~e.~m.a. , la biosynthèse des
cellulases est régulée par le contrale d'induction-répression
décrit dans un chapitre suivant. L'intensité de cette
régulation est fonction de la souche ainsi que des conditions
dÉ? culture (MONTENECOURT et Coll. 1981 PURQUIE et
VANDECASTELLE,1984).

1 .... Lee.~i sont commercialisées par
QM 9414 - Copenhaguen - DANMARK).
cellulases contiennent d'autres
mannases etc ••.

Lors des études précédentes sur l'hydrolyse de la
cellulose par les moisissures s nous avons pu séléctionne~~

dans un premier temps, 4 souches appartenant toutes au genre
I~i~bc~e.Lma ~ savoir 1 .... L~~~ei , 1 .... lcnsibL.a.ll~bia~m , 1 ....
~Lec~iLi~e. et 1 .... h.a.Lzianu~. Par la suite en fonction d'un
certain nombre de critères (croissance apicale, sporulation,
production de cellulases), nous avons retenu par'mi ces
souches 1.... haLzian.u.m (ROUSSOS, 1981 ; ROUSSaS et RAIMBAULT s
1982 a et b).

Les cellulases de 1 .... haLzian~ , sont synthétisées
pendant les premières heures de croissance et restent à
l'intérieur des cellules mycéliennes. Ces enzymes sont
ensuite excrétées dans le milieu de culture ou leur
concentration augmente en fonction du temps. Cette 'souche est
donc parfaitement bien adaptée pour la production de
c;ellulas,es par fermentation en milieu solide. (RQUSSO,S et

SEDHA, 1983 ; ROUSSaS et Coll. 1984'.
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1.3. LES CELLULASES

Il n'existe pas une enzyme unique capable de dég~ader

complètement la cellulose brute jusqu'à ses composants'
ultimes, cellobiose et glucose. En fait, la plus simple
définition des cellulases consiste en un complexe
polyenzymatique qui attaque les sucres simples capables de
traverser la paroi cellulaire. Selon cette définition, le
système enzymatique complet n'existe que chez relativement
peu d'organismes les mieux connus parmi les champignons
filamenteux sont les genres A~ttgj,llWi , ChaiÙ.gm.i..l.lm ,
~n.i.ùll.il.Lm , .sJ;U:IJ:.g1.~iJ:.tu.Lm et Itll:.b~ttmà (ERIKSSON et HAM~,

1978 ; IKEDA et Coll. 1973 a et b ; SIMBSON et MARSH, 1964 ;
BHATAWADEKAR, 1981 OGAWA et Coll. 1982 ; COUDRAY et Coll.
1982) et les C1Q~1.~iA.i..I.lm parmi les bactéries anaérobies
(GIULIANO et Coll. 1983 ; KUNDU et Coll. 1983 ; AIT et Coll.
1979).

Pour I~ ~~iA~ le complexe cellulasique a été
fractionné en quatre composants par PETTERSSON en 1975 qui a
utilisé différentes méthodes de chromatographie. Deux de ces
composants sont des endoglucanases les autres sont une
exoglucanase et une f-glucosidase.

Plus récemment, d'autres auteurs (HALLIWELL et GRIFFIN
1978 ; CONG et Coll. 1979 ; GHOSE et BISARIA, 1979 ; WEBER et
Coll. 1980, FLIESS et SCHUGERL, 1983) en utilisant des tamis
moléculaires, des résines échangeuses d'ions, ou par
éléctrofocusing, ont obtenu seulement trois composants
enzymatiques pour I~ ~2eaei

1) Endo- p -1,4 Glucanase = Carboxyméthyl cellulase (ACMC).
No. 3.2. 1. 4. ou (EG : Cx)

2) Exo- ,8-1,4-Glucanase =
No. 3.2.1.91 ou (CBH

Cellobiohydrolase
Cl>

3) ~Glucosidase ou cellobiase
No. 3.2.1.21

La caractérisation de ces enzymes a été décrite par
plusieurs auteurs et une synthèse de ces travaux a été faite
par MANDELS (1982).
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Prenant en considération les résultats expérimentaux,
PETTERSSON (1975> pense qu'il existe une synérgie entre les
différentes enzymes impliquées dans la dégradation de la
cellulose. L'exoglucanase est la seule enzyme qui peut
dégrader la cellulose cristalline et la transformer jusqu'à
BO % en glucose. Il semble donc logique, comme l'a proposé
PETTERSSON, de donner à cette enzyme un rÔle prépondérant
dans le schéma de la dégradation totale de la cellulose
native par I~ ~i~i~ (Tableau II).

TABLEAU II Le mécanisme de la dégradation enzymatique de
la cellulose selon PETTERSSON (1975) pour
ï. v.i.JI..i.dp...

( ------------------------------------------------------------ )

~ 1. Cei!ulose native Endoglucanase • Cellulose .. ~

~ 2. Cellulo!"e * Exog1ucanase .. Cellobiose ~

~ 3. Cellobiose 1- glucosidase .. 2 Glucoses ~
( )
(- - - -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - )
(Cellulose* Obtenue à partir de la cellulose native par )
( action de l'endoglucanase dans les régions)
( non cristallines des fibres de cellulose. )
( )---------------------------------------------------------

MONTENECOURT et EVELEIGH (1979) en se basant sur
l'hypothèse de PETTERSSON (1975) selon laquelle les enzymes
réagissent successivement pour dégrader complètement la
cellulose, ont proposé un schéma des différentes étapes de la
cellulosyse (Fig. 4) ; ce modèle a été élaboré en tenant
compte d'un certain nombre de travaux antérieurs qui ont été
faits indépendamment sur des cellulases fongiques (ERIKSSON
et PETTERSSON 1975. HALLIWELL et GRIFFIN, 1973 ; WOOD et Mc
CRAE, 1975).

Dans un premier temps, les endoglucanases sont
supposées attaquer la cellulose microcristalline, créant des
failles dans les chaînes linéaires de la cellulose. L'action
des endoglucanases est suivie par l'attaque des
cellobiohydrolases en ces points de rupture qui libèrent du
cellobiose. L'action continue et combinée des endoglucanases
et cellobiohydrolases entraine la conversion complète de la
cellulose en cellobiose et petits oligosaccharides. La
~-glucosidase agit sur le cellobiose et les petits
oligosaccharides pour libérer le glucose. L'action synérgique

•
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de toutes les enzymes impliquées dans ce phénomène est
nécéssaire pour réaliser l'hydrolyse effective de la
cellulose cristall ine. (MONTENECOURT et EVELEIGH, 1979).

LES CELLULASES

""''----
A. Endo-~- glucanase (EG: Cx >

.., +-
----

L •

..M

+-~/

B. Cellobiohydrolase (CBH:C1)

__fi\. /\_

c.

o.

.. /tl /'l
EG/CBH

_/\ ~?~ ~
/ /---. -'-0.... ..-

+
~-Glucosidase

• • • •
• Glucose

Fig. 4 Représentation schématique des différentes étapes de la

cellulolyse selon MONTENECOURT et EVELEIGH ( 1979 ) •
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Le fonctionnement des enzymes cellulolytiques témoigne
d'une intérdépendance complexe qui n'est d'ailleurs pas
encore totalement élucidée. Le schéma de la Fig. 5 résume les
connaissances actuelles (CONG et TSAO, 1979 ; ROSS et Coll.
1983) •

Il est maintenant admis que la synthèse des enzymes de
dégradation de la cellulose est contr81ée par un système
inducteur-répresseur CLOEWENBERG, 1984). Cela signifie que le
complexe cellulasique est naturellement réprimé par un
réprésseur qui bloque la transcription des gènes de structure
de ces enzymes. Les inducteurs ont pour rôle de lever cette
répression. Cependant, plusieurs auteurs s'accordent à penser
qu'il existe aussi une faible quantité de cellulases
constitutives CMANDELS et REESE, 1960 ; ROUSSOS et RAIMBAULT,
1982 b) dont la f-glucosidase (GHOSE, 1977). la régulation
des enzymes cellulasiques s'effectue à trois niveaux:

me

rt Actif....

rt Actif /

~j
~I
D

~I

~I
lOb1ioae .••••••• ~I

~I
lo

.ti
. 4---.-J.- J---Glucoge~ Métabolisme

e n;-}t1ve

-----" r--- '!'ranspu

c ",<·dl fiée

--"__ 0 Transpo

se cel

. "-. -_. .

re Membrane Cy"oplas

Cf'UUl03

Ce1l6bio

fil trat de cul tu

Exoglucanaaes ---. .---

f - ,,~o.,,~. -->1<-

Glucose

Cell~los

Fig. 5 : Schéma simplifié de la production régulée et de l'~xcrétlon de cellula~e8 de r~~cAcde~Mao
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Induction-répression du syst~me enzymatique qui est
naturellement réprimé par le glucose. La répression de la
synth~se des cellulases est levée par les inducteurs,
substrat ou non, tels que la cellulose ou le thiocellobiose.
(NISIZAWA et Coll. 1971; STERNBERG et MANDELS, 1979) ; les
oligosaccharides cités induisent en général la biosynth~se de
~glucosidase (LOEWENBERG, 1984).

Répression catabolique exercée par le glucose,
produit final de la réaction, qui bloque principalement la
synth~se de l'enzyme constitutive '-glucosidase (GHOSE, 1977
; CONG et Coll. 1977; MANDELS et Coll. 1975 ; NISIZAWA et
Coll. 1972 ; CANEVASCINI et Coll. 1979 ; WOODWARD et ARNOLD,
1981 ; FERCHAK et PYE, 1983).

Rétroinhibition qui s'exerce à plusieurs niveaux
le glucose inhibe l'activité de la P-glucosidase et des
endoglucanases. Le cellobiose, associé aux cellodextrines,
inhibe les endo et exoglucanases (GHOSE, 1977 ; MONTENECOURT
et Coll. 1981).

1.4.LES FERMENTATIONS EN MILIEU SOLIDE DES SUBSTRATS
CELLULOSIQUES.

Le terme "fermentation en milieu solide" en Anglais
·solid state fermentation" désigne toute fermentation dan~

laquelle le substrat n'est pas liquide. RAIMBAULT (1980)
avait défini ainsi les milieux solides en opposition aux
milieux liquides et p~teux "comme étant ceux pour lesquels le
substrat n'est pas liquide et poss~de une granulométrie et
une structure organisée. Les substrats solides peuvent donc
.tre des produits végétaux fragmentés dans lesquels l'eau se
trouve sous forme d'eau de constitution, d'eau libre et d'eau
liée par des forces de différentes natures. En aucun cas
l'eau ne doit occuper la totalité des espaces libres et ne
doit s'écouler librement.

L'utilisation des fermentations en milieu solide n'est
pas récente et de nombreuses fermentations alimentaires sont
basées sur ce principe et ont été pratiquées
traditionnellement dépuis tr~s longtemps en Europe (fromages,
champignons comestibles) ou en Extr~me Orient (Koji, Miso,
Sake, Tempech, Ontjom, Raji). Actuellement divers procédés de
fermentation en milieu solide sont utilisés au niveau
commercial en Extr~me Orient (Hesseltine, 1965) ou de
métabolites de champignons filamenteux. Sur le Tableau III,
nous avons reporté les enzymes produites industriellement par
fermentation en milieu solide.

Les fermentations en milieu solide présentent un
certain nombre d'avantages par rapport aux fermentations en
milieu liquide que LAMBERT et MEERS (1983) ont résumé de la
fa~on suivante :
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1. L'aération est plus facile à
substrat granuleux ; l'agitation du
intervient, est discontinue.

travers les espaces du
substrat lorsqu'elle

2. L'absence de phase liquide et l'humidité faible du
substrat permettent

- de réduire le volume des fermenteurs
- d'éviter les effluents à traiter

d'économiser des réactifs lors de la récupération
des métabolites.

d'éviter les contaminations bactériennes gr~ce à une
faible humidité

d'éviter parfois de stériliser le substrat
(RAIMBAULT et GERMON, 1976).

3. Les milieux de culture sont très simples (céréales,
lignocelluloses additionnées de quelques sels minéraux).

TABLEAU III Enzymes foniiques produites par fermentation en milieu solide.

(--------------------,---~-------------------------------:-----------------------------------)
( )
(Enzyme Microorganisme Référence)
( )
( )
(: : )(--------------------7----------------------------------7----------------------------------)
( )
( «- aylase A.pe'~iJ.J.u. O"iI.~"e CANNEL et MOO-YOUNG (1980) )
( )
( )

( Cellu1ace TllicAodellma villide KIUCHl ~t TANAKA (1975)')
( )
( )

( PeetinaBe A.pM~i.J.J.U. n.i.~ell BECKHORN et Coll. (1965»
( )
( )
( Protéese A.pell~i.J.J.u. oll~~ae YOSHIDA et ICHISHIMA (1964) )
( )
( )( -l , l

Le principe de la méthode de culture en milieu solide
développée par RAIMBAULT et ALAZARD (1980) est basé sur Dia
distribution homogène d'un inoculum de spores ~t des sels
minéraux nécéssaires à la croissance du mycélium dans la
masse du substrat amylacé mis sous une forme adéquate
permettant le maintien des conditions aérobies. La
préparation d'un substrat granulaire poreux avec un pH et une
teneur en eau détérminés et essentielle pour obtenir une
croissance rapide et homogène dans toute la masse du
substrat. Cette structure granulaire permet au flux d'air
humidifié de traverser aisément la masse du produit pendant
toute la durée de l'incubation, ce qui permet d'apporter
l'oxygène nécéssaire à la croissance du mycélium, tout en
évitant la déssiccation du produit".
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1-1 Equipement pour le fermenteur agité type KOJI
1-2 Cuve mobile du fermenteur
1-3 Moteur d'avancement de la cuve
1-4 Système d'agitation du produit
1-5 Système de chargement et de déchargement
1-6 Table de contrôle

2 Equipement du conditionnement de l'air·
2-1 Air conditionné
2-2 Eventail
2-3 Canalisation et Humidification
2-4 Table de contrôle
2-5 Plaque de chauffage

Figure 6 • Schema d'un fermenteur industriel pour la préparation de KOJI

(FUJIWARA BREWING MACH. IND. - Japon
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La production de cellulases de IL ~~~e cultivé en
milieu solide a été décrite par TOYAMA (1976). Pour cela, le
procédé Koji a été adapté pour permettre la culture de IL
~ci~ sur un milieu solide composé essentiellement de paille
de riz et de germes de blé. Un appareil automatique à chambre
rotative a été mis au point, la culture statique se fait en
couche de 10 cm de hauteur.

1.4.1.1 Le procédé Koji

A l'origine, le procédé Koji consistait en une culture
de moisissures 8L Qc~a~ ou 8L ~~ae sur grains de riz, de
soja ou de blé préalablement chauffés à la vapeur pour
produire des aliments fermentés (Saké, Miso, sauce de
sOja ••• ). Traditionnellement ce procédé étant statique, le
substrat inoculé était réparti sur une épaisseur de 4 à 10 cm
dans des paniers de bambous tressés, placés dans une chambre
d'incubation à 25-30 0 C ; les plateaux étaient disposés sur
plusieurs étages espacés de 10 cm pour permettre l'aération
du produit. L'agitation et le malaxage des produits se
faisait manuellement.

Les principales applications industrielle du procédé
Koji, outre la production d'aliments fermentés déjà cités,
visent essentiellement à produire des enzymes (amylases,
cellulases, protéases) et des métabolites tels que des
mycotoxines (AIDOO et Coll. 1982) ou des acides organiques
(RAIMBAULT, 1980).

Il y a dix ans TOYAMA (1976) a décrit un procédé
automatique pour la préparation de Koji en vue de produire
des cellulases. La technique consistait à cultiver IL Ce~âe~

sur un milieu solide composés essentiellement d'un mélange de
paille de riz et de son de riz (ou de blé), dans un rapport
de 8/2 ; l'incubation à 25-30 0 C durait 4 jours. La masse du
produit fermenté était extraite dans 3 volumes d'eau ce qui
fournissait une solution contenant une forte activité
cellulasique.

Récemment la société Japonaise FUJIWARA a développé et
commercialisé une série de fermenteurs Koji entièrement
automatisés. Le chargement, l'agitation et le déchargement
des fermenteurs se faisant automatiquement. Les cuves des
fermenteurs en inox permettent de réaliser toutes les
opérations de conditionnement du substrat <cuisson,
homogénéisation, stérilisation), de fermentation (agitation,
régulation des paramètres de croissance) ainsi que la
récupération du produit fermenté dans le même appareil. Sur
la Fig. 6 on a reproduit le schéma sommaire de cet appareil.
La cuve fixe est de forme cylindrique de 2 à 5 m de diamètre
à double fond perforé pour l'aération du produit, la hauteur
totale de la cuve étant de 2,5 m et la hauteur utile de 1,5

•

•
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r-------1_---1I ....IQ'.TIlIUIl

1l10UL&T'OII

l1li

1 Cuve du fermenteur
Z Double-fond perfort
J Sonde dl tempêrlture
4 Sonde de pK

5 Blrboteur
6 Rê$erve d'urêe
7 Sprl1 de refroldlssrment
8 Pompe 1 dêblt vlrilble
, Verin de li sonde pH

-5

IlIQUlAT,OJl

O')ou"'DITI

AI'GULAYIOM

DI

'T!M" ....t.TUA.

..

Figure 7 Schema du fermenteur agité équipé de ses accessoi~es t mis au
point à l'IRCHA et construit par LOISELET-France

( selon DESCHAMPS et coll. 1980 ) •
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m. Un système d'agitation rotatif se déplacant tout autour de
la cuve permet d'agiter le produit. L'air conditionné par
ailleurs est introduit par le fond de la cuve et assure
l'apport d'oxygène et les échanges gazeux au cours de la
croissance.

1.4.2.2. Le procédé ORSTOM - IRCHA.

Le dispositif de culture en colonne réactionnelle
s'étant révévé difficilement extrapolable, à cause de la
grande quantité de calories à évacuer (RAIMBAULT 1980), un
nouveau fermenteur pour milieux solides a été mis au point à
l'IRCHA (MEYER et DESCHAMPS, 1979). Ce fermenteur est un
mélangeur de type pétrin de boulangerie de 1.200 1 constitué
d'une cuve circulaire tournant librement autour d'un axe
vertical et équipé d'un bras d'agitation à trois doigts. La
cuve est équipée d'un double fond permettant l'introductrion
d'air par l'intermédiaire de trous percés dans le fond de la
cuve. Les différentes étapes de cuisson, d'inoculation,
d'homogénéisation et de .fermentation sont réalisées dans le
m~me appareil. Le schéma de principe de ce fermenteur est
représenté sur la Fig. 7.

Au cours de la fermentation qui dure environ 30 h, le
controle de la croissance du microorganisme est assuré par
les régulations suivantes température, aération, pH et
humidité. L'agitation commandée du produit permet une
homogénéisation régulière et évite le dess~chement en
surface. Ce procédé a été utilisé pour l'enrichissement en
protéines de différents substrats amylacés tels que manioc,
pomme de terre, pulpe de féculerie de pomme de terre,
bananes, en vue d'obtenir des aliments pour bétail. Il a été
utilisé également par la fermentation de la paille de blé
(ASTHER, 1982). Après 30 h de culture le produit fermenté est
à 63 % d'humidité et contient en moyenne 20 % de protéines et
25 30 % de sucres résiduels (DESCHAMPS et Coll. 1980), la
bioconversion des carbohydrates en protéines étant de 20 - 25
% (SENEZ, 1978). L'inconvenient du système pétrin réside
essentiellement dans les difficultés d'extrapolation à grande
échelle compte tenu notamment de la nature des substrats
utilisés.

1.4.2.3. Le procédé INRA - DIJON.

A la Station de Génie Microbiologie de l'INRA - DIJON
une variante de ce type de fermenteur a été con,ue en vue de
l'enrichissement en protéines des pulpes de betteraves par
fermentation en milieu solide. L'inoculation du substrat se
fait avec du mycélium de ~ àl~m (DURAND, 1983).

Le fermenteur est de forme parallélépipédique ( 2m de
long sur 0,8 m de large). La partie inférieure de la cuve
comporte deux plaques perforées maintenant le substrat et
permettant une aération homogène. Un chariot muni d'un

•

•
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(entrh d'air)
en compression

•
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1. Preparation de l'inocu1um

%. Cuv.
3. Moteur d'avancement du chariot

4. Chariot
5. Moteurs des retourneurs

6. laape de spray
7. Sonde d'oayg~ne

a. Sonde de pH

9. Sonde de tempfrature

micro
calculateur

10. Sonde de tempfrature et d'humiditl (sorti.
d'air

11. •

12. Capteurs de contrainte
13. Humidificateur
14. Mesure du dlbit d'air

15. ventilateur
Hi. Batterie froide de. l'enceinte de cl1ll11lt1sa

tion
17. Batterie chaude
lB. Filtre. air

Figure 8 Schéma du fermenteur agité muni de ses accessoires, mis au
point à l'INRA-DIJON et construit par NORDON-France
(selon DURAND; 1983 ).
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retourneur à trois hélices parcourt la longueur du fermenteur
en 30 mim environ. Sur le chariot sont fixés des asperseurs
permettant l'addition de solutions en cours de culture par
l'intermédiaire d'éléctrovannes. L'ensemble du réacteur
repose sur quatre capteurs de contrainte en compresssion
assurant la messure en continu de la masse. La capacité
totale du réacteur permet de travailler sur une tonne de
substrat (20 % de MS) sur une hauteur de 1 mètre (Fig. a).

Différents capteurs sont implantés dans la masse de la
culture et sur le circuit d'aération pour permettre les
mesures en continu de l'air à l'entrée et en sortie; débit
d'air entrant ; perte de charge; température de la masse
totale dans le temps et analyse des gaz en sortie (oxygène
consomé, C02 produit). Toutes ces mesures sont collectées sur
ordinateur. Le logiciel de commande des différents
actionneurs permet de contrôler la fermentation en agissant
sur l'avance du chariot, le retourneur, la régulation du
pH, la température et l'humidité de l'air et le débit de
l'aspersion. Ce fermenteur est un prototype con~u pour être
extrapolable industriellement.
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En Indonesie les fermentations en milieu solide des
graines de soja ou de riz ainsi que les tourteaux d'arachide
sont couramment pratiquées pour la fabrication des produits
déstinés à la consommation humaine. Suivant le substrat et
les souches utilisés le procédé est différent. Il n'existe
pas moins de 24 aliments différents ainsi obtenus par
fermentation traditionnelle (SAONO, 1984).

Lors des études réalisées par Raimbault et Germon
(1976) pour la mise au point d'une technique de culture en
milieu solide statique en vue de l'enrichissement en
protéines des substrats amylacés comestibles, il a été
démontré que l'un des principaux facteurs limitants pour
l'extrapolation de ce procédé était l'élimination des
calories dégagées au cours de la croissance du
microorganisme. Un nouveau fermenteur équipé avec des
échangeurs thermiques a été mis au point pour la fermentation
en milieu solide des substrats agricoles. La présence des
radiateurs permet le contrôle et la régulation d'une
température optimale pour la croissance du microorganisme
(PREBOIS et Coll. 1985). Le volume compris entre deux
radiateurs détérmine un compartiment bénéficiant d'une
aération autonome, assurant ainsi une bonne oxygénation du
milieu de culture. Le réacteur étant constitué d'une
succession de compartiments ; ce fermenteur est de type
modulaire compact et extrapolable dans les trois dimmensions
(Fig. 9). Son principe d'utilisation sera développé dans le
chapitre Matériel et Méthodes.

1.5. CONCLUSION.

La biomasse cellulosique constituée par les résidus
agricoles (paille de céréales, tiges de mais) et par les
sous-produits de l'industrie agroalimentaire (pulpes de
betterave, bagasse) représente une réserve considérable de
sucres fermentescibles. Contrairement aux résidus agricoles
qui sont dispersés dans les champs de production, les
sous-produits de l'industrie agroalimentaire sont concentrés
sur les sites de production. Pour la bagasse en particulier
il y a des tonnages importants d'excédents pouvant ~tre

valorisés par voie biotechnologique dans le site m~me de leur
accumulation.

Les principaux programmes actuels de valorisation
biotechnologique de ces résidus par fermentation en milieu
liquide (Natick ou IFP) n'ont pas encore franchi le stade
pilote expérimental et rencontrent entre autres inconvenients
une limitation de contacts/substrat microorganisme ainsi
qu'une forte viscosité des milieux de culture.
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Ces derniêres années, un essor important des
fermentations en milieu solide a abouti à la mise au point de
nouveaux procédés pour la production de biomasse ou de
métabolites fongiques à partir de substrats amylacés ou
cellulosiques. Les applications industrielles des
fermentations en milieu solide, limitées auparavant à la
production d'enzymes, vont sans doute s'etendre à d'autres
métabolites ainsi qu'à la production d'AFEP avant la fin de
cette décénnie.

Les microorganismes impliqués dans ces nouveaux
procédés de fermentation en milieu solide, agités ou
statiques, sont essentiellement des champignons filamenteux.
Ceci est dû principalement à deux raisons: Tout d'abord leur
mode de multiplication végétative par développement apical
leur permet de coloniser rapidement des surfaces importantes.
D'autre part les moisissures se développent mieux que les
bactéries sur des su6strats dpnt l'humidité est faible.

Le retard important
en milieu liquide était
méthodologie de culture
d'informations sur la
moisissures.

pris par rapport aux fermentations
dû essentiellement au manque de

(fermenteurs) ainsi qu'à l'absence
physiologie de la croissance de

Notre travail a consisté dans un premier temps à
étudier la physiologie de la croissance ainsi que la
physiologie de la sporulation d'un champignon filamenteux
cellulolytique< ~~ha~~a ha~zian~ ). Sur la base de ces
résultats nous avons ensuite étudié le développement du
microorganisme sur divers substrats cellulosiques par
fermentation en milieu solide en utilisant la méthode de
culture en colonne mise au point par RAIMBAULT (1980) au
niveau laboratoire et différents types de fermenteurs par la
production de cellulases au niveau pilote expérimental.
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CHAPITRE II - MATERIEL ET METHODES.

2.1.SCREENING DES SOUCHES CELLULOLYTIQUES.

La liste des champignons filamenteux testés pour leur
activité cellulasique est portée sur le Tableau IV. Il s'agit
de souches provenant de collections internationales et de
souches sauvages que nous avons isolées à partir de
différents échantillons de sols ou de débris végétaux.

Les souches ont été repiquées régulièrement tous les
six mois sur le milieu "Bacto-malt-agar" (Difco. ref. 024).
Elles sont incubées pendant 7 jours à 29D C et peuvent alors
être conservées à 4 D C pendant environ 6 mois.

La présence de cellulases a été testée sur des
cultures obtenues sur milieu gélosé de MANDELS et WEBER
(1969), contenant 0,75 % de cellulose microcristalline
"Avicel". Le réactif iodo-ioduré (solution de lugol) est
utilisé pour mettre en évidence la zone d'hydrolyse de la
cellulose qui apparait autour de la colonie.

TABLEAU IV : Coll.ction .t provenance de••ouch•• d. ch••pianon. fil ....nt.ux utili.'.
pour c.tte 'tud. IATCC : Americ.n T,p. Cultur. Coll.ction l cc. : Cx.cho.~n

lov.k Coll.ction of .icroor&.ni ••• ) •

•• DI5TIlfI lIOII Il[ L' (SP(a: PIlOYlIlAllŒ •• DI5TIlfI NOIl Il[ L'Up(e( PIlOYlNMŒ

ft 1 Trichode,.. lon.Sb...nchie". IotIX 2.121 loi 21 AlenlSll... ne.. CCW - .1

ft 2 Trt:c1\o..... lonalbr.nchbtYl ioTa: 21211 AB 22 AIP"r:cil1u. "irl" CC'IlI' - "0

'" • Trichocl.... ..tri. CCIlI' • "" .. 21 "pertSll_ p! ...dtSeue CCIII' • 1"

T.- " Trichode.,... r •••• i CCIlI" • sn Av 211 AepersSll_ "." ..10010r CCIlI" - .20

T.- • Trtchode"'" reau:1 caer • 522 10.. 2S A.perllll.. ventU.
CCIIf' - ""

T.- I Tric"o6e'" re•••S CCJG' • 510 10 10 Souche ••u•••• _.,lo1ytl,_ eol, IIna..l

"
, .....MW- tusI1"'01d•• CCIII' • 1" C • · · coUw.olyd"... .. ·.. • ..... ,.,Ulus 0T.' CCIlr - 112 C Il · · · · ..

n • Trichod.,.. 'konlndl CCIlr ,. sn C 1 · · · · ·
Ioa 10 Alt......rl. 101anl CCIII' - 111 C III · · · · .'
Ar Il ·Ah.....r!. nd.lclna CCIlr - 111 C 11 · · · · ·
Ar li Alt.....rle radldn. CC'IlI' - 111 C 20 · · · · ·
Ta 11 Trtchode l'Will. ."l"e'oylri. CCIII' - 5111 C 21 · · · · ·
ft 1" Trtchoch l'WIll ha.eu. IXIlJ' - 5111 C 211 · · · · ·
ft 15 Tl-Schode ..... hanian_ IXIlJ' • "" C 2. · · · · ..
~ 15 trichod..... pll ullt.na IXIlJ' - 511 C 10 · · · · ·
Ta 17 T'Iotc1"04-'" ••t\IITIl.po~ IX"" - 511 C a. · · · · ..
'" 18 Trlehoéu,., ...trl_

lXIlJ' - ""
C Il · .. · · ".

Ioa III a.perdU.. ee\Ù ••tu. CCIII' • III C a' · · · · ·
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Le dosage des cellulases a été effectué sur des
cultures de 66 h en milieu liquide à 1 % de cellulose selon
la méthode standardisée par MANDELS et Coll (1976). Les
cultures des différentes souches ont été réalisées dans des
fioles coniques (Belco glass Inc. réf. 2.510) de 300 ml
contenant chacune 100 ml de milieu de culture. Les fioles ont
été inoculées avec une quantité connue de conidiospores et
incubées à 29 ° C sur agitateur. Les dosages suivants ont été
effectués après homogénéisation des cultures à l'ultra-turrax

Activité Carboxyméthyl Cellulose (ACMC) et Activité Papier
Filtre (APF) selon MANDELS et Coll (1976), sucres Réducteurs
(SR) selon MILLER (1959), sucres Totaux (ST) selon DUBOIS et
Coll. (1956) et Protéines (P) selon LOWRY et Coll. (1961).

La mesure de la croissance apicale a été réalisée
selon la technique de RYAN et Coll. (1943) sur les trois
milieux suivants milieu "Malt-agar-Difco", milieu de
MANDELS et WEBER (1969) contenant 0,75 % de cellulose et
milieu de Czapek et Dox dans lequel on a remplacé le
saccharose par du glucose.

Les conidiospores ont été obtenues à partir de
cultures sur un milieu liquide de Czapek et Dox modifié. Ce
milieu a été réparti en fioles coniques de 125 ml, contenant
20 ml de milieu. L'inoculation a été réalisée avec 3 • 10 A 7
conidiospores/g de substrat et les cultures ont été
maintenues à 29 0 C sans agitation pendant 10 jours. Les
cultures ont été ensuite homogénéisées et convenablement
diluées et les conidiospores comptées sur cellule de
Malassez. Les résultats sont exprimés en nombre de
conidiospores produites par gramme de substrat carboné
présent initialement dans le milieu de culture (Is) et en
nombre de conidiospores par ml de milieu de culture (Ps).

2.2.DESCRIPTION DES IRl~HODEBMA .

La description des caractères morphologiques des
souches de I~i~hQ~e~mà a été faite à partir de cultures de 7
jours à 29°C sur Malt-agar. La croissance apicale du mycélium
a été mesurée comme décrit précédement (Cf. 2.1).

Pour l'étude de la physiologie et du métabolisme des
~~hg~cma on a utilisé un milieu de culture entièrement
synthétique dont la composition est donnée sur le Tableau V.
La solution de vitamines et la source de carbone sont
stérilisées par filtration sur filtre Millipore (0,45 y- )
le milieu minéral est autoclavé à 110 G C pendant 30 min.
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TABLEAU V Composition du Milieu Minéral de base (MMB)
utilisé pour la description des caractères physiologiques et
nutritionnels de I~~~hg~~~ (milieu No. 1).

.. (NH4)2 504
Urée
KH2 P04
Na2 HP04
Mg 504
Ca C12
Source de Carbone

Solution d'oligoéléments <*)
Solution de vitamines <**)
Eau distillée qsp.

pH

1,00 g
0,30 g
1,30 g
0,12 g
0,30 g
0,30 g
2,00 g

1,00 ml
1,00 ml
1000 ml

5,6

<*) Solution d'oligoéléments FeS04,7H20: 5,0 g ; Mn
S04,H20 1,6 g Zn S04,7H20, 1,4 g ; CaC12 : 2,0 g ; Eau
distillée: 1000 ml.

folique
50 mg ;

; Ac. p.
distillée

(**) Solution de vitamines: Biotine : 20 mg ; Ac.
20 mg J Pyridoxine-HCl: 100 mg ; Thiamine-HCl

Riboflavine 50 mg 3 Vitamine B,12 1 mg
aminobénzoique : 50 mg ; Ac. lipoique : 50 mg ; Eau
: 1000 ml.

Le milieu synthétique est réparti dans des fioles
coniques de 125 ml <Belco ref. 2510) à raison de 50 ml 1
fiole. Nous avons utilisé 2 g de glucose comme source de
carbone pour l'étude de la croissance de ~ hA~~ànum en
fonction du pH (1 à 10), de la température <20 à 40°C), et de
la concentration en NaCl (1 à 100 g/l).

Pour la détérmination des coefficients de croissance
de ~ hA~~num (taux et rendement de croissance) le milieu
No. 1 a également été utilisé avec une concentration de 5 gll
de glucose. Les cultures sont réalisées dans un fermenteur
Biolafitte <paragraphe 2.5).

..

Le caractère de prototrophie a été défini sur le
milieu synthétique contenant du glucose, dépourvu de
vitamines. Les substrats carbonés suivants ont été testés en
présence de vitamines : D-arabinose, L-arabinose, D-fucose,
L-fucose, D-ribose, -D-fructose; cellobiose, galactose,
maltose, mannitol, Carboxyméthyl-cellulose (CMC), glucose,
xylose, lactose, saccharose, cellulose, amidon eu cellulose
microcristalline. L'inoculation des milieux de culture se
fait avec une suspension de conidies <3. 10A 7 conidiospores/g
de sucre).
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La tempér"ature d' i ncubat i on est de 29 0 C pour
l'ensemble des souches. Les cultures ont été agitées à 200
tours/m in. Après 66 heures d' i ncubat ion, 1es cu 1tures sont
homogénéisées à l'ultra-turrax puis centrifugées à 6.000
t/min, pendant 15 min. Les culots sont repris et lavés deux
fois à l'eau distillée (fig. 10). Dans les culots ainsi
lavés, on dose les protéines au Technicon selon la technique
de LOWRY et Co Il. ( 1951) • Les sucres réducteurs rés i due 1s
ainsi que les activités amylasiques et Carboxyméthyl
Cellulasiques (ACMC) sont dosés dans le surnageant au moyen
du Technicon selon la méthode de PARK et JOHNSON (1949).

Pour doser les activités amylasiques, à 1 ml du
surnageant on ajoute 4 ml d'une solution tampon Citrate
Phosphate 0,05 M pH = 4,5 renfermant 1 % d'amidon. On incube
à 50 0 C pendant 15 min. on arr~te la réaction par un
traitement de 5 min à 100°C et on dose les sucres réducteurs
par la méthode de PARK et JOHNSON (1949). (ALAZARD, 1979).

TABLEAU VI Composition des dittfrents mll1eux de culture utilisEs pa.r la
production de conidiospores de T. hoJt1.i.onUJII.

( )
( Composition des Milieux de sporulation (ail) )
(-----------------------------------------------------------------------------------)
(: :- . )
( III : Farine •• )
( JUl1eWl : M81lioc KH2"O..; (IIH4 )250.. ; Ur'. : A&4I" : pH )

1-----------:----------- -----------:---------~-:-----------:------------:-----------)
( : )
(1 1 0,0<1 0,08 0,02 15 5,6)
( )
(2 5 0,20 0,40 0,10 15 5,6)
( )
(3 10 0,40 0,80 0,20 15 5,6)
( )
(.. 15 0,57 1,14 0,29 15 5,6)
( )
(5 20 0,80 1,60 0.40 15 5,6)
( )
(6 25 1,00 2,00 0,50 15 5,6)
( )
(7 33 1,33 2,66 0,66 15 5,6)
( )
(B 40 1,60 3,20 0,80 15 5,6)
( )
(8 50 2,00 4,00 1,00 15 5,6)
( )
(10 100 ".00 8,00 2,00 15 5,6)
( )

•

..
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2.3. CONIDIOGENESE DE I~ H8RZ~8MUtl .

La composition des différents milieux de culture
utilisés pour étudier l'influence de la concentration de la
source de carbone est reportée sur le Tableau VI. Ces milieux
ont été répartis dans des erlens de 250 ml à raison de 25
ml/erlen et stérilisés à l'autoclave à 110°C pendant 30 min.
Pour l'ensemble des milieux nous avons utilisé la farine de
manioc comme source de carbone.

Sur le Tableau VII on a reporté la composition des
milieux de culture qui ont été utilisés pour l'étude
cinétique de la production de conidiospores en fonction du
temps. Le fermenteur contenant 1 litre du milieu de culture a
été autoclavé à 110 DC pendant 45 min.

TABLEAU VII: Composition des diffErents milieux de culture utiliséa pour l'Etude de la
production de conidiOllporea de en erlen et en fermenteur il diaques.

( )
( Compoation des Milieux de sporulstion (aIL) )
(-------------------------------------------------------------------------------------------)
( 1 1 )

( lliUeu A BIC D 1 1 1 ,. 1 G H)
(------------ --------- ---------1--------- ----~---I---------:---------I--------- ---------)
( 1 1 )

( .....ioc 100 40 20 40 40 40 40 40)
( )
( It/Il'04 4 2 1 1 1 0,5 1 4 2)
( )
( (1fi4)Zso. 8 4 4 2 1 0,5 1 8 4)

~Urfe 2 1 1 1 1 1 )( 2 1:
( CaClI! 0 0 0 0 0 0 0 1)
(' )
( "aU' 20 15 15 15 15 15 15 15)
( )
( Eau (.1) 1000 1000 1 1000 1000 1000 1000 1000 1000 )
(, )
( pH 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6)
( )
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Le fermenteur à disques que nous avons utilisé est
décrit sur la Figure 11. Il a été équipé de 35 disques de 5
cm de diamètre développant une surface utile de 4.960 cm2.
Les disques sont constitués de deux grilles d'acier de 2 mm
d'épaisseur et de maille de 4 mm. L'espacement entre les
disques a été de 10 mm. Le fonctionnement de ce fermenteur a
été décrit par ailleurs (RAIMBAULT et ROUSSaS; 1985) et a
fait l'objet d'un dépot de brevet en France No. 85.08555.

1 Cuve 5 Support de l'axe

2 Platine 6 Entrée haute de la cuve

3 Axe 7 Sortie basse de la cuve

4 Disques 8 Entrées et sorties fixes

Fig. Il Schéma détaillé du fermenteur à disques

•
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Sauf indication contraire, les milieux gélosés ont été
inoculés dans la masse. Pour cela, les milieux préalablement
stérilisés ont été réfroidis à 40°C et inoculés avec une
suspension de conidiospores de I~ hàC~an~m de concentration
connue. Nous avons toujours utilisé une concentration de 3 •
10 A 7 conidies par gramme de substrat carboné (ROUSSaS et
RAIMBAULT 1982). Le milieu a été agité pour obtenir une
inoculation homogène. Pendant que le milieu inoculé était
encore en surfusion, nous avons prélevé des échantillons
d'environ 25 g des milieux de culture du fermenteur et les
avons introduit stérilement dans des erlens de 250 ml,
préalablement stérilisés. Il restait environ 600 ml de milieu
dans le fermenteur.

Les erlens contenant le milieu de culture inoculé ont
été incubés à la température ambiante dans une pièce non
climatisée et à la lumière du jour. Les variations
nycthémérales de température pendant la période de
l'exp.rimentation, étaient comprises entre 22 et 29°C •

TABLEAU IX Composition des milieux utilisés pour la culture et la

production de cellulases de ï. hafl.J-ianum.

)
MILIEUX )

Composition :-------------------------------: Fermentation )

Fermentation solide ):-------------------------------: )
en g. liquide )

( 123 )

(---------------:-----------:---------:---------:----------------)
( )

«NH4)2S04 9,70 4,85 3,23 0,975 )
( )

( Urée 2,40 1,20 0,80 0,238 )
( )

( KH2P04 5,00 2,50 1,67 0,500 )
( )

( Bagasse 80,00 80,00 80,00 8,000 )
( )

( Son de blé 20,00 20,00 20,00 2,000 )
( )

( Eau ml 117 107 106 1000 ml )
( )

( pH 4,4 4,4 4,4 5,6 )
( )
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Pour les cultures en erlen, il n'y a pas eu d'aération
forcée. Par contre, les cultures en fermenteur ont été aérées
pendant la période d'incubation par un flux d'air stérile,
humidifié par barbotage. Le débit d'aération sauf indication
contraire a été maintenu constant à 100 l/h.

Après 8, 13 ou 18 jours d'incubation, on a récolté les
spores en introduisant dans le fermenteur 2 litres d'eau
additionnée de tween 80 (1 ml) et en mainttnant une rotation
rapide des disques pendant 10 min. La suspension de spores a
été ensuite récupérée pour compter le nombre de conidiospores
par la méthode de comptage microscopique direct après
dilution.

Dans le cas des erlens, les cultures ont été arrêtées
après 3, 5, 7, 12, 14, 20 et 25 jours et on a introduit 100
ml d'eau additionnée de tween 80 (0,1 ml). A l'aide d'un
bareau aimanté et par agitation magnétique pendant 10 min.,
les conidiospores produites en surface ont été mises en
suspension dans laquelle on a réalisé le comptage
microscopique direct après dilution.

Après la récolte des conidiospores de ~ hà~ziànUm

celles-ci ont été conservées de deux manières: humides ou
sèches. La première consiste à conserver les suspensions au
réfrigérateur à + 4°C pendant plusieurs semaines. La seconde
fait appel à l'utilisation d'un rotavapor pour l'évaporation
de l'eau sous vide à différentes températures (de +30 à +60·
Cl. Pour faciliter la récupération et maintenir un taux élevé
de viabilité des conidiospores ainsi séchées, un support
insoluble et préalablement stérilisé (bagasse 15g/1) a été
incorporé dans la suspension de conidiospores avant le
séchage (ROUSSaS et Coll. 1985).

Les différents essais de séchage ont été réalisés le
même jour avec 100 ml d'une suspension de conidiospores pour
chaque essai.

Les conidiospores séchées au rotavapor ont été remises
en suspension dans une solution aqueuse contenant du tween 80
(0,1 %) et agitées pour obtenir une suspension homogène.
Plusieurs dilutions ont été réalisées à partir de ces
suspensions. Pour vérifier la viabilité des conidiospores
après séchage, nous avons inoculé avec 0,2 ml des suspensions
dilutions ainsi obtenues, des bottes de Pétri contenant le
milieu de DOUGLAS et Coll. 1979 (Tableau VDI). L'incubation

•
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des cultures
quotidiennes.

29 0 C a duré une semaine avec des lectures

i
Su'~n,ion _ Milieu ~IIK'

de ,por"

50 ml p.' _tien Belco cs. , 2S ml~
J

a \10· pend.n. 30 .....

,.-- FILTRATION _

2ll,'.,,'_.."..
11
1

11

INOCULATION

STERILISATION

INCUBATION

DESCRIPTION

CENTRIFUGA TI0' ,'., 6000 ./mn pen~n. 15 mn

L.uV"~u d."illé.

Culot E.lU dt lay.ge

CulOl Sur~9t.n'

Fig. 10 Schéma représentant les différentes éta~es
expérimentales pour l'étude des caractères
biochimiques et nutrionnels.
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La cinétique de germination des conidiospores a été
réalisée en milieu liquide agité à 29° C sur un milieu
synthétique (tableau V).Des observations au microscope ont
été réalisées sur des prélèvements réguliers afin d'établir
le pourcentage de germination. Nous avons considéré qu'une
conidiospore avait germé lorsque la taille du tube germinatif
était supérieure ou égale au diam~tre le plus grand de la
conidiospore <FROSARD et OERTLI, 1982).

TABLEAU VIII Composition du milieu de culture utilisé
pour la mesure de viabilité des conidiospores de IL haLz~anum

glucose
Peplone

Mg S04
KH2P04
Rose de Bengal
Agar
Eau

pH

5 g
5 g

0,5 g
1 g

25 mg
15 g

1000 ml
5,6

Le milieu est stérilisé à 110~C pendant 30 min puis
distribué en boites de Pétri.

2.4.FERMENTATIONS EN MILIEUX LIQUIDES.

Un fermenteur Biolafitte (Poissy, France) de 2 litres
contenant 1.250 ml du milieu liquide de MANDELS et WEBER
(1969) additionné de 3 ml d'huile de colza <agent antimousse)
et st.rilisé à l'autoclave à 110°C pendant 45 min., a été
inocul. avec une suspension de conidiospores à raison de 3 X
10 A 7 conidiospores/g de substrat carboné. Pendant la
fermentation, la température a été maintenue à 29 0 C,
l'aération à 10 l/h et l'agitation à 500 tours/min; le pH
n'a pas été régulé, mais sa valeur a été notée à chaque
échantillonage.

Pour la production de cellulases de IL haL~an~m

cultivé sur pulpes de betterave par fermentation en milieu
liquide nous avons utilisé un milieu de culture différent de
celui de MANDELS et WEBER (1969). La composition de ce milieu
est donnée sur le Tableau IX.

Mesure des param~tres : aux temps choisis, on a fait
des prél~vements de 10 ml dans le fermenteur. L'évolution de
l'inoculum a été suivie par observation au microscope, apr~s

coloration au bleu cotton. Les prél~vements ont été conservés
au congélateur puis analysés apr~s décongélation et broyage à
l'Ultra-Turrax.



•

35

2.5. FERMENTATION EN MILIEU SOLIDE.

2.5.1. En colonne.

Les cultures ont été réalisées dans les dispositifs de
colonnes décrits par RAIMBAULT et ALAZARD (1980) (photos 1 et
2) en utilisant la bagasse séchée, le son de blé, les pulpes
de betterave ou un mélange de bagasse (80 g) et son de blé
(20 g) comme substrats solides. La composition de la solution
minérale est donnée dans le Tableau IX.

Le prétraitement a été réalisé de la fa~on suivante:
à 100 9 de substrat sec finement broyé, on a ajouté la
solution minérale pour amener l'humidité du produit à 50 % ;
après homogénéisation on a autoclavé à 110°C pendant 1 h. Le
substrat prétraité est alors inoculé avec une suspension
concentrée de conidiospores de fa~on à obtenir une
concentration finale de 3 . 10 A 7 conidiospores/g de substrat
poids sec et une humidité totale d'environ 70 %.

Le milieu de culture solide ainsi obtenu est réparti
dans les incubateurs à raison de 18 9 par colonne, et incubé
dans un bain-marie thermostaté à 29°C. Chaque incubateur a
été aéré par de l'air saturé d'eau à raison de 5 l/h.

Le produit contenu dans chaque incubateur a été pesé
(poids total humide). Le contenu des colonnes a été dilacéré
à l'aide d'une spatule et homogénéisé; un échantillon de 2,5
9 a été prélevé et placé dans un erlen de 150 ml et
immédiatement congélé pour analyses ultérieures. Le reste de
l'échantillon a servi à la mesure du poids sec et pour les
observations microscopiques afin d'apprécier l'évolution
morphologique de l'inoculum en fonction du temps.

2.5.2. En zymotis (du Grec = fermenteur).

Un Biofermenteur Statique (Zymotis) pour la culture de
champignons filamenteux en milieu solide sur substrats
amylacés a été mis au point précédemment pour des produits
amylacés (PREBOIS et Coll. 1985). Ce zymotis, d'un volume
utile d'environ 100 litres, a été utilisé pour la production
de cellulases de I~ bâ~~an~ au niveau pilote. Les
paramètres ont été calculés par extrapolation des résultats
de la fermentation de la bagasse en colonne.

Le zymotis est décrit sur la figure 9, il est
constitué d'une cuve parallélépipédique contenant dix plaques
de réfrigération.

Le remplissage du Zymotis se fait en garnissant chaque
compartiment avec le substrat prétraité et conditionné. Le
substrat est progressivement et régulièrement tassé lors de
son introduction dans le Zymotis. Le fermenteur a été testé à
des capacités de 4 8 10 et 12 Kg de substrat (mélange de
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bagasse et de son de blé).

La température du circuit d'eau a été réglée à 29°C
pendant les 15 premières heures; après cette période elle a
été réglée à 27°C. Le débit d'air dans chaque compartiment a
été fixé à 300 l/h/Kg de substrat sec pendant les 16
premières heures de fermentation. Il a été ensuite fixé à 600
l/h/Kg de substrat. Une télésonde de température, placée au
sein du produit, a permis de mesurer et de contrôler en
continu l'évolution de l'échauffement du produit. Un tuyau
souple introduit à l'interieur du couvercle du Zymotis
raccordé à un analyseur de C02 a permis de mesurer en
permanence le pourcentage de C02 dans l'air de sortie du
fermenteur.

Au cours de la fermentation des échantillons du
produit ont été prélevés et traités selon le protocole décrit
sur la fig. 12.

1Contenu d' ~n incubateur r----1•• Poids Total Humide

l
:.-._P_r_o,;..d;.:,.u:.:.:1=-·t.:.....:h;.:.o;;;,;m,;,;,o~g:=.e;;;,;' n;;;1::.;·s::;e::..'----' --.~ 5 g à lOg (observat i on mi-l croscopique)

2,5 g d'échantillon

~
100 ml d'eau

l

-----•• IEtuve à 1052 C 24 hl

~
Poids sec

•ProtéinesSucres Réducteurs

Ultra-Turrax
2 · 20 00 / ~------~•• Mesure de pHm1m. - a t mim.

l
dilutions (Yz ; 1/5 ; 1/15 ; 1/100)

l
Polybroyeur (Potter)

---1-~-

Sucres Totaux
~

Cellulases
(ACMC ; APF)

FIg. 12 : Schéma protocole de traitement et analyses des échantil
lons de bagasse fermentée.
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ET CONSERVATION DE LA FRACTION

La totalité du produit fermenté est récupérée en fin
de fermentation ; après une homogénéisation par malaxage, il
est réparti en lots de 500 9 dans des sacs de polyéthylène
étanches. La totalité des fractions ainsi confectionnées est
alors traitée à la presse hydraulique dans les quelques
heures qui suivent l'arrêt de la fermentation.

La presse que nous avons utilisée a été gracieusement
mise à notre disposition par le Directeur du Centre Technique
de la Canne et du Sucre (CTCS) de la Martinique. Il s'agit
d'une presse hydraulique de fabrication francaise (PINETTE
EMIDECAU S. A. 71 CHALON / SAONE) de type 45 T (Photo No. 2).
Cette presse est couramment utilisée dans les sucreries pour
détérminer la concentration en saccharose de la canne à sucre
broyée. Elle peut exercer une pression maximale de 250 Bar
pendant quelques minutes. La durée de pressage peut être
réglée automatiquement par un chronomètre incorporé. Le
produit à presser est placé dans une cellule de pressage
ouverte de 20 cm de diamètre et munie de nombreux orifices de
1 mm de diamètre.

Le produit fermenté (500 g) placé à l'intérieur de la
cellule a été pressé pendant 2 mn.30 à 220 Bar ou plus
généralement pendant 1 mm à 230 Bar. Nous avons obtenu ainsi
deux fractions. La fraction soluble (jus) contenant les
cellulases ainsi que les protéines solubles et les sels
minéraux résiduels (FS) ; la fraction insoluble composée
essentiellement par le substrat non utilisé ainsi que par le
mycélium (FI).

La fraction soluble a été directement récupérée dans
un récipient de 20 litres. Après élimination des particules
solides par filtration, le volume total a été mesuré. Cette
fraction liquide a alors été conservée soit par réfrigération
à + 4°C, soit par congélation, soit par lyophylisation.

La lyophylisation a été réalisée dans un appareil
DURA DRING à deux plateaux d'une capacité d'élimination de
3,8 1 d'eau par cycle de fonctionnement. Afin de diminuer la
durée de la lyophilisation nous avons toujours introduit la
solution déjà congélée. Chaque cycle de lyophilisation a été
réalisé avec 3.5 1 de la F.S. pendant 6 jours. La poudre
sèche a été placée dans des récipients à fermeture étanche
et conservée au réfrigérateur.
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'Photo J .. Vue 9én.~lZ.a-l.e de -l.a plZ.e/j/je hydA.au-LLque en

f-onct.i..onnement •
a = 'Pi.Aton

b = Cuve

c = ManomètlZ.e

d = CluwnomètlZ.e

'Photo 4- .. Vue PQlZ.tie-l.-l.e de -l.a plZ.e/j/je hydA.a~e.
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2.7. ENSILAGE DE LA FRACTION INSOLUBLE.

La fraction insoluble du produit obtenu après
extraction des cellulases par pressage du produit fermenté,
contenait 55 % de matière sèche. Pour les études d'ensilage
nous avons ramené la matière sèche (M.S.) aux environs de 45
et 35 % par addition d'eau avant la fermeture des silos. Les
différents conservateurs étudiés ont été:

- La Mélasse de canne à sucre (à 5 g 0100).
L'HEnsipron" qui est un Mélange d'acide et de formol

(à 3 et 4 g 0100).
Le "protéinor" qui est un Bioconservateurà base de

ferments lactiques (à 2 ; 3 et 4 g 0100).
Le "A.I.V." qui est un mélange d'acide chlorhydrique

concentré (7 volumes) et d'acide sulfurique concentré (1
volume) (à 10 g 0100).

Le conservateur a été dilué avec la quantité d'eau
nécéssaire puis ajouté au résidu de pressage dans un
mélangeur pétrin pendant 5 mn. Le produit est alors ensaché
et conservé pendant plusieurs mois puis analysé.

1ENS nAGE 1

! Conservation 6 mois

IOESILAGEI

l Détermination éventuelle des déchets

Matière Azotée Totale
(MIIT)

Matière sèche
(M.S)

pH + H
2

S0
4

l
N!l

3
Ac.

l
Pressage

~
JUS

l~
+ TCA + Ac. Phosphorique
5041" HgCl~
lactique A. G. V. Alcools

(C
2

, C
3

, C,4)

Figure 13 Représentation schématique des différentes étapea de traitement des échantillons d'ensilage
pour les analyses chimiques.
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Un bilan matière a été réalisé par pesée des quantités
ensilées et des quantités désilées après 5 mois. Les analyses
chimiques réalisées au Laboratoire de Zootechnie de l'INRA
Guadeloupe sur les produits frais et les produits conservés
pendant 5 mois sont données sur le schéma de la fig. 13.

2.8. ANALYSES ET EXPRESSION DES RESULTATS.

2.8.1.

Les numérations des bactéries Totales, des champignons
totaux et de champignons cellulolytiques ont été réalisées à
partir d'une suspension homogène de 5 9 de Bagasse dans 200
ml d'eau stérile. Plusieurs dilutions ont été réalisées. A
partir de chaque dilution 0,2 ml ont été étalés à la surface
de bottes de Pétri contenant les différents milieux de
culture ; des lectures ont été faites pendant 6 jours. Les
résultats ont été exprimés en nombre de germes par gramme de
bagasse poids sec.

Milieux de comptages des différentes microflores.

a) Bactéries Totales :

9

Bacto peptone 10 9 ; Glucose 5 9
Agar 15 9 ; Eau 1000 ml ; pH 7,2.

b) Microflore Fongique Totale.

Extrait de levure 3

Extrait de malt 15 9 ; Agar 15 9 ; Eau 1000 ml ; pH 5.

c) Champignons Cellulolytiques. Nous avons utilisé le
milieu de MANDELS et WEBER. (1969)

Les différents milieux ont été stérilisés 30 min. à
110°C. Pour les 2 derniers milieux on a ajouté 10 mlll de
Streptomycine à 80 U après stérilisation. Les milieux ont été
ensuite répartis en Bottes de Pétri.

2.8.2. L.

Deux ml d'une suspension homogène de conidiospores
sont convenablement dilués afin d'obtenir entre 30-60
conidiospores par unité de comptage d'un hématimètre type
Malassez. Le comptage a été réalisé en calculant le nombre
moyen (n) 'à partir de 20 unités de comptage. Le nombre de
conidiospores contenus par ml d'une suspension eN) est
ensuite calculé en utilisant la formule suivante:
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N nombre de conidiospores Iml de la suspension
initiale

n nombre moyen de conidiospores dans 1 cellule de
comptage

- F facteur de la dilution (inverse de la dilution)

Nous avons exprimé les résultats de deux fa~ons : Tout
d'abord, nous avons donné le nombre total de conidiospores
produites par incubateur lerlen ou fermenteur). Ce résultat
est suivi de l'indice de sporulation (~) qui représente le
nombre de conidiospores produites par gramme de substrat
Carboné initialement présent dans le milieu de culture.

Les échantillons (2.5 g Poids humide) traités selon le
protocole décrit sur la fig. 12 sont décongélés. On ajoute
100 ml d'eau distillée la suspension est homogénéisée à
l'Ultra-Turrax pendant 1 min ; le pH est alors mesuré. A
partir de cette suspension, différentes dilutions (1/2, 115,
1/15 ou 1/100) ont été réalisées en vue d'effectuer les
dosages suivants

Sucres réducteurs au DNS selon Miller (1959) : Sous
l'action de la chaleur l'acide 3,5 - dinitrosalicylique est
réduit en acide 3- amino - 5- nitrosalicylique tandis que les
groupements carboxyles des sucres sont transformés en
aldéhydes. Une couleur jaune-brun se développe. La lecture se
fait à 575 nm. Le glucose est utilisé comme standard.

Sucres Totaux à l'anthrone selon DUBOIS et Coll.
(1956). Par chauffage en milieu acide, les sucres donnent des
dérivés du furfural qui réagit avec l'antranol en équilibre
avec l'anthrone pour donner un composé bleu vert. La lecture
se fait à 625 nm. Le glucose est utilisé comme standard.

Protéines au Folin selon LOWRY et Coll (1951). Après
mise en solution des protéines par chauffage en milieu
alcalin, on les dose avec le réactifs de Folin-Ciocalteu. La
coloration bleue obtenue est le résultat d'une réaction de
Biuret (formation d'un complexe pourpre entre les liaisons
peptidiques et les ions cuivriques en milieu alcalin) et de
la réduction du réactif phosphomolybdique et
phosphotungstique par la tyrosine, le tryptophane et la
cystéine. L'albumine du serum de bovin est utilisée comme
standard.

activités cellulasiques selon MANDELS et Coll.
(1976). Sous l'action des cellulases, la cellulose soluble
(Carboxyméthyl-cellulose) ou cellulose insoluble (Papier

•
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Filtre) en présence d'une solution tampon de citrate 0,05 M à
pH 4,8 et à 50·C est hydrolysée en sucres simples. Les sucres
réducteurs ainsi libérés après 30 min. (ACMC) ou après 60 min
(APF) sont dosés au DNS selon la méthode de MILLER (1959).

Les résultats ont été exprimés en heures pour le
temps, en unités pH pour le pH, en % pour l'humidité et le
poids sec; les bilans de matières ont été exprimés en 9 pour
100 9 de substrat poids sec initial. Les Activités
Enzymatiques ont été données en Unités Internationales (UI).

Une Unité Internationale de ACMC ou de APF correspond
à la quantité d'enzymes nécéssaires pour libérer une
micromole de glucose par minute dans une solution tampon
Citrate-phosphate 0,05 M, pH = 4,8 à 1 % de carboxyméthyl
cellulose ou contenant ùne bande de papier Watman No. 1 (1 cm
X 5 CM = 50 mg), à 50°C •
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III - CHOIX DE L'ORGANISME.

3.1. INTRODUCTION.

Parmi les moisissures cellulolytiques ( 81~e~na~ià ,
8â~C9~lu~ Chae~Qmium, E~5~i~m M~~Q~h~~ium,

e~ni~lli~m ,I~i~bQ~e~ma Sgc~c~~~h~m) les espèces du
genre Ici~hc~~~mà sont les plus fréquemment utilisées pour
l'hydrolyse de la cellulose et des produits
1 ignocellulosiques (GALLO et Coll. 1978 ; GHOSE et SAHAI,
1979 REESE et MAGUIRE, 1971). Au cours de leur croissance
ces espèces produisent des quantités importantes d'exoenzymes
capables d'hydrolyser complètement la cellulose en glucose
(STERNBERG, 1976 ; STERNBERG et DORVAL, 1979).

Avant
solide mise
allons faire
souches de
efficientes
mei lleure.

d'appliquer la technique de culture en milieu
au point par RAIMBAULT et ALAZARD en 1980, nous

le choix d'une souche parmi l'ensemble des
champignons filamenteux cellulolitiques les plus
de notre collection afin de séléctionner la

3.2. Screening des souches. •

L'objectif de cette étude a été de séléctionner les
souches de moisissures cellulolytiques les mieux adaptées au
procédé de fermentation en milieu solide des substrats
lignocellulosiques. A cet effet on a plus particulièrement
étudié:

représentequi

indispensables pour
assimilables par lasucres

cellulases
en

production des
la cellulose

la
transformer
moisissure

la vitesse d'élongation apicale
l'aptitude à explorer l'environnement et enfin

la production de conidiospores nécessaires pour
l'inoculation en masse des substrats utilisés pour le
démarrage de la fermentation en milieu solide.

3.2.1
mi 1 ieu gélosé.

Hydrolyse qualitative de la cellulose en

Nous avons testé la croissance de l'ensemble des
souches de champignons filamenteux de notre collection sur un
milieu séléctif (MANDELS et WEBER 1969) gélosé en utilisant
la cellulose Avicel ou la Carboxyméthyl Cellulose comme
unique source de carbone et d'énérgie.

Le Tableau X montre que les souches sauvages isolées
dans notre laboratoire hydrolysent toutes la cellulose assez
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TABLEAU X "Screening" des souches cellulolytiques en milieu gélosé.

( ROUSSaS et RA IMBAULT ; 1982 a ).

ClIIC. Cullure posItive = + , culture négatIve = , Importance de la zone d hydrolyse e +. l '
1

C1IfC 1 CMC Cellulose CMC CMC Cellulose
Souche Cil ell bolle Cellulose en bolle SOli che ell en bolle Cellulo~e en bolle-

nO tube +Illsol Cil holle +Iusol nO tube +Iusol en boIte +Illsol

--- --- --- --
1 TI 1 + e + + e + C 3 + e + +++ e++

1

TI 2 + e+ + e + C 4 + e + + e +
Tv 3 + e + ± e ± C 8 + e+ ++ e +

i
Tr ·1 + e+ ± e + C 14 + e+ ++ e +
Tr :; + e+ + e + C 18 + e+ + e +
Tr 6 + e+ ++ e + C 19 + e + + e +

1
Fr ï - e ± ± e ± C 20 + e+ ++ e++
Ao R + e + + e + C 21 + e + ++ e++
Tk 9 - e ± ± c ± C 24 + e+ +++ c++
As 10 ± e ± ± c - C 29 + e + ++ e+
Ar 11 ± e ± ± e + C 30 + e+ + e +
Ar 12 ± e ± + e ± C 36 + e + ++ e+
Th 15 +++ e + +++ e++ C 38 + e+ + e +

, A 10 + e+ + e + C 39 + e+ ++ e++

1

Cullure de 3 jours il 29° C. sur milieu ù.c M:mùels ct "·cher. Suhstrat cel!ulosei • Avicel , àu
1 -

TABLEAU XI : "Screening des souches cellulolytiques en milieu liquide

agité (ROUSSaS et RA IMBAULT ; 1982 a ).

Sucres
APF AOIC totaux Protéines

Souches pH UI/I UI/I SIl mgll

T. longibronchin/um nO TI 1 3,40 44 918 4,10 820

T. oiridr nO Tv 3 6,00 11 82 7,~0 580

T. rusei nO Tr 4 4,35 40 740 4,/;0 1 240

T. rcesei nO Tr 5 3.45 75 1 229 3,80 720

T. rccsei nO Tr 6 6.05 12 66 7,70 580

T. our~o"ir ide nO Ta 13 5.95 54 960 5,00 1 180

.~. orll:"e n° Ao 8 6.10 12 257 8,00 780

T. koningi nO Tk 9 6,80 6 56 7,60 560

A. soloni 11° As 10 6,10 10 84 7,80 560.

T. hor:ionum nO Th 15 3,55 80 1 315 4,00 1 ORO

1
1 Culture sur milieu de M:mdels et '''eber il 1 % de cellulose. Inoculation :Ivec une suspension
1 de spores. Cult ure :lgiUc il 29' C pl'ndnllt 66 h.
,
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rapidement, alors que les souches de collection ne sont pas
toutes aussi performantes. Parmi les souches de collection
que nous avons testées, ~ hQ~ziàn~m (Th 15) semble être le
microorganisme le mieux équipé en exoenzymes.

Le Tableau XI nous rapporte les résultats relatifs à
10 souches de collection cultivées en milieu liquide agité.
La croissance abondante d'un microorganisme sur ce milieu
provoque une diminution importante du pH. Parallèlement il y
a excrétion de cellulases dans le milieu de culture.Les
souches qui possèdent les APF et les "Activités Carboxyméthyl
Cellulase" (ACMe) les plus élevées sont: 1 .... hacz.ianwn , IL
ce~sei , 1.... Q~L~Q~i~i~ et 1 .... lQn9i~can~hiài~m . Ces mêmes
souches synthétisent également la plus grande quantité de
protéines et dégradent plus de 50 % de la cellulose après 66
h de culture.

3.2.2. Croissance apicale.

Pour mesurer la croissance apicale selon la méthode de
RYAN qui représente l'aptitude d'un microorganisme à
coloniser une surface solide, l'ensemble des souches a été
cultivé sur trois milieux différents: Malt agar, milieu de
MANDELS et WEBER (1969) et Czapek Dox agar. Le premier est un
milieu riche qui ne nécéssite pas l'apport complémentaire
d'éléments minéraux ou dé facteurs de croissance. Par contre
les deux autres milieux sont des milieux sémi-synthétiques.

TABLEAU XII Croissance apicale de champignons filamenteux
sur différents milieux de culture gélosés en
tube de RYAN (ROUSSaS et RAIMBAULT ; 1982).

Malt :\/allllels Czapek Malt :\/andels Czapek
Souche agar cellulose glucose Souche agar cellulose glucose

nO mm/h mm/II mm/h nO mm/h mm/h mm/h

Th 15 1,2:; 0.1'11'1 0,86 C 19 0,11 0,31 O,~4

Ta 13 1,00 0,79 0,72 C 4 0,15 0,2ô 0,17
Tr 6 t.33 1,02 1,18 Av 24 0,08 0,25 0.n4
C 24 1,33 0,95 1,1 ;; Tr 4 0,96 0,55 O.l;~

C 3 1,15 0,90 1,10 Tk 9 0,46 0,23 0.1.'i
C 30 1,0:; 0,90 1,10 Ao 8 0,16 0,22 0,27
Tr 5 1,00 0,65 0,63 Tv 3 0,38 0,21 0,15
Tr 4 0,96 0,60 0,62 Aa 20 0,19 0,21 0.1 !)
C 31 0,94 0,64 0,70 An 22 0,25 0,20 O,~O

C 18 0,82 0,,">8 0,55 Ap 2:~ 0,18 0,20 0,14
Tl 1 0,96 0.66 0,69 A 10 0,23 0,20 0.20
Tl 2 0,96 0.61 0.66 Tv 18 0,2:; 0,19 0.20
Ts 17 0,82 0,45 0,59 Tp 16 0.26 0,17 0.10
C 8 0,60 0,45 0,69 Ar 11 0,04 0.17 0.n4
C 20 0,12 0,30 0,26 Ar 12 0.08 0.14 0.18

. Th 14 0,42 0.-10 0,22 Aw 25 0.04 0,14 O.Oï
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Dans 1 Ë' mil i eu de MANDELS et WEBER, 1a ce 1 1Li lose est
l'unique source de carbone et d'énérgie mais la peptone et
l'extrait de levure, présents en faible quantité, apportent
des facteurs de croissance qui favorisent la germination des
spores. Par ailleurs, dans le milieu de Czapek et Dox nous
avons remplacé le saccharose par du glucose, car nous avions
constaté que contrairement au glucose le saccharose n'est pas
assimilé par toutes les souches que nous avons testées.

Dans le Tableau XII nous avons noté les vitesses
d'élongation apicale (exprimées en mm/h) pour chacune des
souches cultivées sur les 3 milieux indiqués. Les valeurs
portées dans ce tableau représentent la moyenne horaire
obtenue après une culture de 240 h à 29°C. On peut constater
qu'en règle générale les souches de Ici~h~~mà sont
caractérisées par une croissance apicale élévée, voisine de 1
mm/h, environ 5 fois plus élevée que celle des souches d'
~~J:Sil.lJ.La (0,20 mm / h) •

3.2.3. Production de conidiospores.

La sporulation a été étudiée en milieu liquide non
agité. Dans le Tableau XIII les souches ont été classées
suivant leur performance ~ la sporulation. On constate que
sur glucose les souches de ILi~h~~mà sont de bonnes
productrices de conidiospores. La souche la plus performante
est I~ hàL~àO~m (Th 15). Cette souche produit 100 fois plus
de conidiospores que ~ La~~~i (QM 9414) (Tableau XIV).

TABLEAU XIII Production de conidiospores en milieu liqui
de non agité (ROUSSaS et RAIMBAULT ; 1982)

!'iomore l\'ombre !'\omore l\'ombre
Souche oe de SO\1che de de

n° spon.'s/ml spores/gSPS nO spores/ml spores/gSPS

Th 15 6,5 x 10' 3,25 X 10'0 Tv 18 7,2 x 10· 3,6 x 100
C 24 5 x 10' 2,5 X 10'0 e 8 5 x 10· 2.5 x 100
e 3 4 x 10' 2 x 10'0 Ap 23 5 x 10· 2.5 x 10'
e 30 3,6 x 10' 1.8 X 10'0 Tv 3 3 x 10' 1,5 x 10'
C 31 2,6 x 10' 1,3 X 10'0 Tr 4 1,1 x 10· 5,5 x 10·
Av 24 2,5 x 10' 1,25 X 10'0 TI 1 5 x 1()6 2.5 x 10'
C 18 2,5 x 10' 1.25 X 10'0 Tr 5 5 x 10' 2,5 x 10·
Aw 25 2,0 x 10' 1 X 10'0 Tr 6 5 xl()6 2.5 x 10·
At 21 1,8 x 10' fi x 10· Tk fi 4 x 1()6 2 x 101
Aa 20 1,7 x 10' 8,9 x 10· Ta 13 4 x l()& 2 x lOI
C 4 1,5 x 10' 7,5 x 10· TI 2 3 x 10' 2 x 101

A 10 1,4 X 10' 7 x 10· As 10 2 x 1()6 1 x 10·
Ao 8 1,4 X 10' 7 x 10· Ar 11 2 x 1()6 1 x lOI
An 22 1,3 x 10' 1i.2 x 10· Ar 12 2 x 10' 1 x 10'
C 20 1,2 X 10' 5.8 x 10· Th 14 2 x 1()& 1 x 10·

gSPS = gramme ne substrat en poids sec.
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3.3. CHOIX DE I~ ~êRZ~8MUM .

\

3.3.1. Séléction à partir des résultats obtenus.

Le premier passage de notre collection de champignons
filamenteux cellulolytiques sur un milieu séléctif nous a
permis de classer les souches en fonction de leur aptitude à
croitre sur un substrat cellulosique. Cependant la réponse
obtenue n'est pas qualitative. Dans un deuxième temps, nous
avons donc mesuré quantitativement les APF et ACMC produites,
les protéines synthétisées et le substrat carboné consommé
afin de préciser les capacités des différentes souches.

Toutefois ces résultats n'ont qu'une valeur indicative
car toutes les souches ont été testées selon des conditions
standard, les conditions optimales pour chacune d'elles
n'ayant pas été détérminées. Ce "screening" nous autorise
toutefois à séléctionner les souches qui nous apparaissent
les plus performantes pour la dégradation de la cellulose et
la production des cellulases. En particulier la souche de I~

hà~zianum dégrade la cellulose jusqu'à 60% avec un rendement
pondéral de croissance de 18 %, ce qui est tout à fait
satisfaisant et comparable à celui obtenu par d'autres
auteurs CGHOSE et SAHAI, 1979). Pour la mesure des APF et
ACMC nous avons utilisé la méthode la plus simple et la plus
couramment employée dans de nombreux laboratoires (MANDELS et
Coll. 1976). Les activités cellulasiques sont exprimées en
UI. Nous avons adopté cette stratégie afin de pouvoir
comparer facilement nos résultats avec ceux de la
litt&rature.

La vitesse de la croissance apicale d'un champignon
filamenteux est un caractère stable, qui caractérise chaque
espèce de champignon filamenteux (SMITH et BERRY, 1975).
Plusieurs mesures ont été réalisées pour vérifier cette
hypothèse. Les résultats que nous avons obtenus étaient
toujours du même ordre de grandeur. Cette vitesse
d'élongation parait d'ailleurs peu influencée par la
composition du milieu de culture, quoique pour les souches de
I~~~~ma les valeurs obtenues à partir de cultures sur
milieu riche soient toujours sensiblement supérieures à
celles obtenues à partir de cultures sur milieu synthétique
plus pauvre .11 faut cependant noter que la croissance
apicale n'est pas forcément en corrélation avec le taux de
croissance de l'organisme et avec la production de biomasse
mycélienne. A cet effet la fréquence de branchement est un
facteur capital, mais elle est fortement influencée par la
composition du milieu et les conditions d'incubation.
Contrairement aux souches de IL~hg~~ma , celles d'
A5~C9~~a sont caract&risées par un mycélium très dense et,
malgré leur croissance apicale 5 fois plus lente, elles
possèdent des taux de croissance plus &levés lorsqu'elles
sont cultivées sur glucose.
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Pour inoculer un substrat solide en vue de la
croissance homogène d'une souche de champignon filamenteux,
il est nécessaire d'introduire une quantité de 2 à 4 X 10 A 7
spores/g de substrat sec (RAIMBAULT et ALAZARD, 1980). La
possibilité d'obtenir aisément un nombre élevé de spores
constitue donc un facteur important dans le choix de
l'organisme séléctionné. Pour cette raison nous n'avons pas
retenu la souche de I~ ~~~~~i qui produit 200 fois moins de
conidiospores que I~ hâc.~num~ (Tableau XIV).

TABLEAU XIV: Sporulation des différentes espèces de ï~Lchode~macultivées

dans les mêmes conditions de milieu et d'environnement.

(-------------------------------------7--------------------7--;;~~;;;nt-~;---)

~ :::_~:_~~:::~:: ~ ~__:~~_::_:::=::~:~ __~_~~~~~~~~~~~_~ l
( ::)
( ï~i.c.hode~ma ha~Ji.anum 6,5 X 10

7
3,25 X 1010 )

( )

( ï~Lchode~ma vi.~i..de 7,2 X 10
6

3,60 X 10
9

)
( )

( ï~i..c.hode~ma ~on~i..b~anc.hi..atum 5,0 X 10
5

2,50 X 10
8

)
( )

( ï~i..c.hode~ma ~ee-1ei.. 5,0 X 10
5

2,50 X 10
8 )

( )

( ï~Lc.hode~ma kOfli..fl~Li 4,0 X 10
5

2,00 X 10
8

)
( )

( ï~Lchode~ma au~eovi..~Lde 4,0 X 10
5

2,00 X 10
8

)
( )

( ï~Lchode~ma hamatum 2,0 X 10
5

1,00 X 10
6

)
( ::)(-------------------------------------7--------------------;----------------l
( * Rendement de sporulation : Nb. de spores produites par gramme de substrat)
( Carboné initialement présent dans le milieu de culture. )( J

3.3.2. Séléction sur la base de la littérature.

En
performances de
d'ordre génér-al
hâc.iàlWm .

plus des résultats décrits concernant les
la souche, un certain nombre de crit~res

nous a conduit à choisir une souche de I~

Une souche de I~ bâL~iàD~m a déjà été utilisée pou~

l'enrichissement en protéines de la farine de manioc par
fermentation en milieu liquide (MUINDI et HANSSEN ; 1981 a).
Après 60 h de culture en milieu liquide, la biomasse récoltée
contenait 38 % de protéines brutes. Sur le Tableau XV, nous
avons donné la composition en aminoacides des protéines
brutes contenues dans les tubércules de manioc et la farine
de manioc fermentée.

La valeur nutritive de la Biomasse de I~ bâL~iâDum a
également été évaluée. Le coefficient de digéstibilité pour
les protéines brutes a été de 66 % et de 81 % pour les
aminoacides. D'autre part le produit fermenté a été utilisé
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dans des rations alimentaires de poulets avec succès
(MUINDI et HANSSEN ; 1981 b).

TABLEAU xv Composition en aminoacides des Protéines Brutes (P. B.)
contenues dans les tubercules de manioc (T. M.) et les
tube~cules de manioc fermentés (TMF) avec ïll..i..chodel/fT!(1
hall.Jianumselon MUINDI et HANSSEN (1981). •

----------~:-------------:-)

: g Aminoacides/100 g SPS )

:-----------------------------)( Aminoacides )

( : TM TMF)

(------------------------------------:--------------:--------------)
( )

( AMINOACIDES ESSENTIELS. )
( )

( Tryptophane 0,01 0,40)
( Lysine 0,08 l,50)
( Méthionine 0,02 0,30)
( y. Cystine 0,04 0,50)
( Thréonine 0,07 1,40)
( Isoleucine 0,08 1,40)
( Leucine 0,12 2,00)
( Valine 0,09 1,60)
( Phenylalanine 0,07 1,20)
( Tyrosine 0,04 0,90)
( Histidine 0,05 0,90)
( Arginine 0,08 1,60)
( TOTAL 0,75 13,70)
( )
( )

( AMINOACIDES NON ESSENTIELS. )
( )

( Alanine 0,12 1,70 ')
( Acide aspartique 0,15 2,50)
( Acide glutamique 0,26 3,10)
( Praline 0,08 '1,30)
{ Glycine 0,07 1,30,>
( Serine 0.08 1,30 ,)
( Hydroxyproline 0,03 0,04)
( TOT A L 0,79 11,24)
( )
( )

( TOTAL AMINOAC IDES 1 , 54 24,94)
( )

"Parmi les antagonistes vedette. qui règnent dans les
sols saturés en microflore .qui11bré. pour 1. m111~u .t I~

biotope, outr·e bactéri&. ~t fusar1urn., or, ntr.t:or,t.r'. prfPllqll"
tOUj ours urIE' espèce du genr'e I[;,.1.~hgtl.LU, l' lHI des r ar çot;

parmi les élus du démi siècle, à n'avoir pas d~~u les ~spoirs

qu'il portait. Mals il aura fallu vin9t ans et des preuves
répétées pour que I.J::~b.gd.er:.ma fasse tai r·e ses derrJÎ er·s
détracteurs scie)ltifiques. Car c'est un antagoniste actif,
polyvalent, d'une grande souplesse d'adaptation, à croissance
rapide, supérieurement armé. Si bien que même hors de son
biotope d'éléctlon, il conserve des propriétés étonnantes en
traitement des ~aladies des organes aériens des plantes,
rivalisant d'effIcacité avec les fongicides ... "J. PONCHET

•
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r 1983) .

En lC,l0:2 le 24ème Cc.,~loe,l'<\:;' dE' la Socié::'é f7;-'ance,i:::,p 'II

Ph·tClpathol;::':Jie .:.'t.é or::p ~::;é par· l' :n.j~'; à t'Ii L-" l P

grou~e de trav211 sur les I~i=hc~~~m~ et a tr~ité des
an t 2goni<::.tes r«l-::~'Jbiens (Br.}t~\!eau~_ 26-28 Mai 1983). De
nonbreuses cC'T'!M""lication~ Ol')t été présentées tr'aitant des
antibiotiques \/olatils de I.L h.a.t:zi.aJ:Wm, du mode d'action de
ces antibiotiques vis-à-vis des champignons phytopathogènes,
de l'influence des facteurs physiologiques sur les aptitudes
antagonistes des I.t:~hQ~eLma , sur la production des
blopesticides à base de ~h.a.t:zi.anum contre diverses
maladies des plantes telles que Excoriose de la vlgne,
maladie du Plomb, Fusariose de l'oeillet, pourriture grise de
la vigne , graphiose de l'orme ..• Parmi les espèces de
ILikhQ~e~m.a utllisées en lutte biologique I~haLzian~m est
de loin la plus utilisée. Ceci est principalement dû à son
spectre polyvalent d'antagoniste vis-à-vis des différents
champignons phytopathogènes, ainsi qu'à sa grande souplesse
d'adaptation physlologique.

Il a été clairement démontré par OLIVIER et GERMAIN
(1983) que ~ ~i~i~ et I.L h.aLZi.anum produisent des gaz qui
peuvent inhiber à distance certaines phases du dév9loppement
des champignons phytopathogènes. Pour cela un dispositif
c'étude en circuit fermé a été utilisé (fig. 14 ). Ce
dispositif fait appel à une double filtration des gaz dans un
circuit fermé. Une pompe assure la circulation des gaz dans
le circuit. Dans le dispositif il y a d'un c8té l'antagoniste
( Ir:i~hcd..er:.ma) et de l'autr'e c6té la cible ( Da.c:.i:LliiJ..::fi ) sur·
des milieux de culture appropriés. L'effet antagoniste est
""Jettement aug,-oenté lorsque lti~hc~e.t:mà est cultlvé sur
substrat cellulosique (paille ou feuilles mortes), et varie
suivant la durée d'incubation ainsi qu'en fonction de la
température.

En utilisant différents dispositifs expérimentaux (
fig. 14), il a été possible de mettre en évidence une action
fongistatique exercée à distance par plusieurs isolats de
Ir:.ü:hQJie.t:ma sur des champignons cibles comme B.h.iz.::lkicnià ,
~~1 ~,n.i , Bc.tL:Li.i!a ~.i..niU.e.a e t D..a~i::tlil.Lm ~e.n~.t:c.io.e.s..a.. (OL 1 Vl ER
et GERMA 1 N, 1983).

Le constituant essentiel des sclérotes de B.a.. ~ineLe.a

est le p - (1-3 : 1-6) glucane (ou cinéréane) (DUBOURDIEU,
1982). Ce polysaccharide peut être hydrolysé par les
glucanases de type exo- # (1-3). Certaines espèces de
I.t:ikhc,g,e.t:1IlQ peuvent hydrolyser par voie enzymatique le
glucane de ~ ~ineJ:.aà. Une f- - (1-3) glucanase active sur
le cinéréane a été isolée d'une préparation erlZ"/'natique
industrielle (Novozym 116) issue de Ir:.ikhc.~e.t:ma • (DUBOURDIEU
1983). Cette exo- ~ - (1-3) glucanase hydrolyse le cinèréane
en glucose et géntiobiose, une ~ -glucosidase dégrade ensuite
le géntiobiose en glucose. Alors que les activités exo- ~ -
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(1-6) glucanase et endo fl (1-3)-glucanase également
présentes dans la préparation Enzymatique, sont sans action
sur le cinéréane.

Un mécanisme pour le mycoparasitisme a été récemment
proposé (CHET et ELAD 1983). Tout d'abord l'antagoniste
Ic.il:.b.Q.d.e.cm.a sp approche par' chimiotropisme le mycélil.lm de
l'h8te Rhiz~~iQni.a ~~~ani Ensuite l'attachement au
champignon hôte se fait soit par des crochets soit par des
enroulements du mycélium. La réconnaissance est apparemment
dQe à la présence de lectines sur le mycélium des champignons
pathogènes qui se lient à des sucres spécifiques présents sur
les parois cellulaires de ~i~hQ~Lm.a L'addition de
galactose et du glucose dans le milieu empèche ce phénomène.
Dans un troisième temps et lorsque cette intéraction
survient, ~ h.aLzi.an~m excrète une ~ -1,3 glucanase et une
chitinase provoquant une lyse partielle des parois
cellulaires de BL ~~ani et Sl:.~e.J::~~i~m CQ~±~ii et permettant
à l'antagoniste de pénétrer les cellules hôtes et de
consommer leur c;toplasme. De la m~me fa~on l'antagoniste est
capable de pénétrer les sclérotes de ~ CQl±~.ii et de lyser
ainsi leur contenu (CHET et ELAD, 1983).

Tube

•

•

1

lame de verre gélosée
avec spores de Oacly~inm.

ï l1.idwdelU1la.

Figure 14 Dispositif d'étude En circuit fermé selon OLIVIER et GERMAIN (1983)
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Les recherches des produits responsables de l'actIon
à distance de I~ha~~lanum ont permi de mettre en évidence
la présence dans l~s spores d'une série de péptides nouveau~

dont l'action antibiotique a pu ètre vérifiée ( BACHET et
Coll. 1'733 ,. Ces péptides nouveaux ont eté nommés
TR~CHORZIANINES. Les caractéristiques principales de ces
péptides so~t les suivantes:

- Forme brute : C9 H149 N23 024
- Poids 1"1oléculaire : 1948.
- Un gro~pe acétyl terminal.
- Di~ acides aminés + 8 méthylalanines.

Un Amlnoalcool terminal le tryptophanol ou le
phénylalaninol.

D'autre part il est connu que les I~lQ~hQ~e~ma

produisent des a~tibiotiques nouveaux tels que Trlchopolyns 1
et II, Isonitr; les. (FUJITA E·t ColL 1981 ; OKUDA et ColL
1982). Cependan~ ces antibiotIques n'ont pas été encore
commer·c i al i sés.

La soclété BINAB (Sigtuna-Suède) commercIalise un
produit en granulés à base de IL1~hQ~e~ma et depuis 10 ans le
produit est utIlisé avec succès contre les maladies du plomb
des arbres fruitiers (RICARD, 1983a) ainsi que depuis 1979
contre la graphibse de l'orme causée par Ce~aic~x~11~

(RICARD, 1983 b),. Ce produit a été homologué en Grande
Bretagne en 1982. Il est utilisé pour la protéction des
plaies de taille des arbres fruitiers. Son utilisation est
conseillée également pour des applications préventives, par
insertion des préparations solides dans le tronc de l'arbre.
La Société ORSAN (Nesle - France) a breveté (N. 124388,EP) et
a obtenu l'autorisation de distribution pour expérimentatIon
d'une préparation PHIOR P à activité biopesticide à base de
spores de I~ h~L~ian~m pour le traitement de la graphiose de
l'orme. Ce produit est efficace vis-à-vis de nombreuses
souches de champignons phytopathogènes tels que S~le~Qiinia

ou Ce~aic~x~1is (BOIRIE et Coll. 1983).
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3.4. DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE DE I~ H8RZI8U~~ .

La croIssance apicale du mycélium sur malt 8gar e3t de
1,25 mm/ho Sur ce mème ~ilieu de culture les cG!~nie5 de I.~

h~LZ1anUm sont Initialement blanches et deviennent vert~s a~x

endroits ou li:l a des conidies. Sur boite de Pétri l;',e<culé'E
au Centre on observe au cours de la culture de IL haLZ~~L~lli ,
la formation d9 zones concentriques vertes typiques. De m~me

en tubes de F:/an sur différents milieux de cultuy--e il )' <:.
formation de zones frontales vertes induites par l'exposition
de la culture a :a lumière du jour. Ce phénomène de formati~n

de zones concentriques de sporulation a déjà été décrit pc~~

l .... .ll.iJ::i.!>1e <ELL1~;ON et Coll. ; 1981>. Ces zones I.:oncentr'iql'€:'s
de sporulation sont formées par l~ ~r:.i.d.a lorsque L? mi L.eu
de culture<PDA) contient de la glycine ou du <NH4l2S04.

En
"pellets".
cultures
production
Plusieurs
l'appelant
1982) •

milieu liquide aglté il n'y a pas de form~tion de
Le mycélium est mucilagineux. Aussi bien pOùr les

liquides qu'en culture de surface, il y a
d'un ar&me typique (odeur de noix de coco).
auteurs ont noté cette caractéristique en
at'ÔTl1e "coconut" (RI FAI ,1969 m<UDA et Co 11.

Les conldlophores ne sont pas très élabDr~s, ils sont
dISposés en touffes sous forme pyramidale, Fig. 15. Les
phiaildes sont incurvées, leur taille est variable suiv6nt
leur dispositlon <5-8 J'- X 3-4 y.-). Les cot"JldiE'S sent
globuleuses, légèrement ovoides (3 j<-X 2,6)') pigl';'lent~<:s en
vert. Leur surface est lisse ; c'est d'ailleurs une des
caractéristiques essentielles pour différencier cette 23pèce
de L ~r:..iJ1e pour laquelle la surface des conidiospmes e'st
légèrement zugueuse. Les chlarnydospores sont préseptes
uniquement sur des cultures âgées. Le nombre de conidies
produites en milieu liquide non agité contenant du gluccs~

est de 3,25 X 10 A 10 conidies/g de glucose initialeme~t

présent dans le milieu.

~

Fi.gure .15 : Morphologie des conidiophores t't des
Conidiopores de ï. hc~~anum.
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3.5. CONCc0SION.

Sur la base des résultats obtenus concernant
l'aptitude à croltre sur cellulose microcristal!ine et à
synthétiser des quantités importantes d'enzymes cellulasiques
(APF et ACMC), nous avons pu séléctionner J parmi les 38
souches de champignons filamenteux cellulolytiques de notre
collection~ 4 souches appartenant toutes au genre ICi~hg~~cmà

IL c~es~i , IL lQDgib~an~hiaium, IL a~~~g~~~Li~2 et IL
hat:ziao.umL Toutes ces souches possèdent une vitesse de
croissance apicale sensiblement identique. Par contre, la
mesure de l'aptitude à la sporulation montre que IL
hat:.ia~m produit environ 200 fois plus de conidiospores que
les 3 autres.

Pour les fermentations en milieu solide des substrats
lignocellulosiques J il est important de séléctionner un
microorganisme caractérisé par une sporulation abondante. IL
hat:ziaD.um a ét& séléctionné pour l'étude de valorisation des
substrats lignocellulosiques par fermentation en milieu
soliae en raison de cette caractéristique et en fonction de
ses utilisations potentielles en lutte biologique.

La souche de IL ha~.iàD~ CCM F-470 produit des
quantités élevée5 de cellulases (APF: 80 UI/I ; AC MC 1.
315 UI/lJ, possède une croissance apicale élevée (1 mm/hl et
sporule abondamment avec un rendement de sporulation bien
supérieur aux autres souches cellulolytiques (3,25 X 10 A 10
conidiospores/g de substrat).

La biomasse de IL ha.t:..iaD.~m n'est pas toxique et a
déjà été utillsée pour la production d'Aliments Fermentés
Enrichis en Protéines (AFEP) à partir de farine de manioc. Le
produit fermenté a été utilisé dans des rations alimentaires
de poulets avec succès (MUINDI et HANSSEN ; 1981 b).

IL hàr:..igi1~m est un antagoniste microbien p~lissant. Il
est utilisé en lutte biologique contre de nombreuses maladies
des plantes telles que l'excoriose de la vigne J la maladie du
plomb, la fusariose de l'oeillet, la pourriture grise,la
graphiose de l'orme. Récemment on a mis en évidence la
présence d'une série de peptides nouveaux (TRICHORZIANINES)
dans les conidiospores de IL' hà~~àD~m , dont l'activité
antibiotique a pu ~tre vérifiée (BACHET et Coll. 1983).

L'optimisation des conditions de culture de IL
hàc.iaoum par fermentation en milieu solide peut ainsi ~tre

orientée non seulement vers la production de cellulases mais
aussi vers l'enrichissement en protéines mycéliennes de
substrats lignocellulosiques. De m~me l'optimisation des
conditions de sporulation peut aboutir à la production
massive d'inoculum ou à la production massive de substances
antibiotiques utilisées en lutte biologique.
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4.1. INTRO\'!'r--·'-,~J.

DarlS 1;1. vie d'ttn champignon impa.rf,~_it jl y
crircip?!?ment ~uatre ~tape~ physiologiques im~ortant8s q~:l

sQn~ la d~~~an~Q, la germination. la ~ul+iplication

végétative et la conidiogénèse (Fig- 16).

La
pas et
d'? deux
1965) .

conidiosoore est en dormance lorsqu'elle ne germE
reste dans son état initial. Cette dormance peut être
types: constitutionnelle ou environementale (ALLEN,

ChE' Z lt? s Ir:..i.~Q,g,e.r:!lla. (c hamp i gnons i mpar" fa l t 5 ) 1 i:{

condiospore ou conidie représente la forme de reproduction
asexuée. La définition que SUSSMAN (1965) a donné de la
conidiospore est la suivante: "Toute période dE' vie r"e.lentl€:'
ou d'interruption révérsible du dévéloppement de l'organisme
; la caractéristique fondamentaie de la conidiospore est
d'être un indlVldu en potentIalité, cette pote~tialité ét2nt
reportée dans le temps par la dormance".

Nous allons examiner dans ce chapitre la p~;Eiologl~

de la cr"oissance de l .... b..aLzianum et plus particul ièr"emt-':'lt ~,2

germination des conidiospores ainsi que la multiplicatIon
vé9étative du mycélium cultivé sur différents ~ili0u~ ~0

culture. La ph~/siologie de la conidiogén~se set'a trc.'.i U>ë' ,L.:'I!""
les chapitr·es suivants (chap. V et VI). La dormaf.')CE' qui <:'?t

l'étape de conservatio~ et de dispersion dans ie temp~ Ces
champignons sera brièvement traitée à la fin du chapitre VI.

4.2. LES ETAPES PHYSIOLOGIQUES DE LA CROISSANCE.

4.2.1.

La germination est la somme des processus et des
changements qui interviennent lors de la reprise du
dévéloppement de la forme en dormance et sa transformati~n en
urie structur"e différente <ALLEN, 1965). C'est aUSSl lz·
premier stade il'réversible qui est observable comme étaf't
différent de l'organisme en dormance le jugement pouv~~t se
faire sur des critères morphologiques, cytologiques,
physiologiques ou biochimiques (SUSSMAN ; 1965).

Pour l'étude de la germination des conidiospores de IL
hac.zianum ,nous avons utilisé un Milieu Minéral de,~ ..'5e (M!lC;
dont la composition figure sur le Tableau V et d]t~érent~s

source~ de Carbone (2 g/l>. Les cultures ont été ~3itè2S 2t
incubées à 29 0 C. La cinétique de germination des
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Déscription

Conidiospores : Forme de conservation à longue
dur~e • servent d'inoculum pour les rermenta
tion en milieu solide.

Apparition d'un tube germinatif apr~s Il heures
d'incubation dans des conditions optimales de
croissance.

Multiplication active du myc&lium d&velopoant
de nombreuses ramifications. Le ~ycélium est
cloisonné. La dur6e de cette 0tape est fonct1on
des conditions ainsi que dela composition des
milieux de culture. En gfnér~l elle dure 40 h.

Formation de conidiophores • phialides , et
libération de conidiospores , co~idies. Cr~te

ftape est sous le contrôle ttroit de ph~no

m~nes d'induction-inhibition cxerc6sprincipa
lement par la composition du milieu de cultu
re. Cette étape dure plusieurcs semaines.

Figure 16 . Principales étapes physiologiques de T.harzianum en Jonction de l'a~,pect

morphologique de son développement sur substrat solide dans des conditions
de culture optimisées.
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conidicspores c été suivie par observation dIrecte au
micruscope sur des parties aliquotes préleveos t0Lt~S les
deu;, heur'es. Les résultats ont élé donn'2s EîJ '1.: je
con~di~5pores jermées. La germination des conidiospcres a été
mesu(ée en se basant sur un cr-itèt~e morpholo'jiqu.e _: Urie
coni~io5pore a germé lorsque le tube germinatif a atteint Lne
lon~ueur é9a1e au diamètre le plus large de la conidiospore
(FROSSARD et OERTLI, 1982).

Dans les conditions ainsi définies la germination de
1.... b..acziauum é'ur des suer·es simples (Glucose, Fr~ctose,

Galactose) commence après 9 heures de culture pour se
terminer après 1.4 r;eures (Fig. 17). Apr-ès cettl? pér-iodo?,
tau tes l es COl~ i d i uspores pr ésentent un tube gerÎl1 i "jat if de
longueur variable mais supérieur au diamètre de la spore.
Pour certaine~, le mycélium présente déjà des cellules
cloisonnées.

Pour des cultures sur disaccharides (Saccharose,
Lactose, Cellabiose, Maltose) la germination COf;lmence apr-ès SI
heures également. Cependant on observe un ralentissement de
la germination après 14 heures. Ce ralentissement parait
dépendre du type de liaison ( d--l,4 DU ~-1,4) r-eliant le
dimère. Après 14 heures de culture sur sacc~arose, liaison

0<'.-1,4, le taux de germination est de 90 ''Ya :=t1Gr's qUe" sur
lactose et cellobiose (liaisor. P-1,4) il est seLl1E:TIH?nt de 7C
% (Fig. 17).

Ce phénom~ne de ralentissement du taux de germination
des conidiospores par les liaisons glucidiques du type ~-1,4

est accentué dans le cas de cultures sur polysacei arides.
Alors que sur amidon (pol/mère du glucose par des liaisons

c<-1,6) la cinétique de germination des conidiospor-es est très
rapide et si~milaire à celle obtenue sur glucose. La
germination sur Carbo~/méthyl-cellulose et sur cellulcse
microcristalline (pol/mères du glucose par des liaisons

f-1,4) est con5i~érablement retardée. Le taux de germination
est deux fois plus rapide sur Carboxyméth/l-cellulose que s~r'

cellulose. Après 14 heures de culture sur- Amidon. le taux dE'
germination est de 100 %, alors qu'il est de 45 % pour la CMC
et seulement de 20 % pour les cultures sur cell~lcse

microcristalline, insoluble dans le milieu de culture (Fig.
18) •

Cette étude démontre clairement que la germi~ation des
conidiospor-es de IoA- h.àr::.• .iall!.l.m démar-re en règle 3é~ér-al~ apr-ès
9 h de culture qui est le temps nécéssaire pour levGr la
dormance. La vitesse de germination dépend alors de la nature
du substrat Carboné. Les conidiospores contiennent des
enz/mes (am/lases, !-glucosidases, endo- et exo-celluI2ses>
permettant l'hydrolyse du substrat en sucres simp~es et
assurant la germination. Ceci est vérifié par l'expérience
rapport~e au paragraphe 4.7.4.

Sur des substrats cellulosiques naturels (bagasse, son
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de blé ou mélange de ces deux substrats), la germ~nation est
beaucoup plus rapide que celle obSErvée sur les pr8duit~

cel1010siques puri~iés (CMC et cellulose) (Fig. ta). En
~articulier sur son de blé, sur mélange de scn de b:é plus
~)a'JéL':..e et ég::,:ement sur· rr.élange de far'ine do? 1' .. ·~·,iDC: plus
ba.Jd·~se apr-ès 12 h de culture, toutes les coni,jicl_;p[Jt·-t?~: D;~.lt

get'll1.2. ün il CJ~')'servé qt-,.e la cout'be de ge!'mi~"3':iut'1 !jt;~;

cnni<llospores cu:tiJées sur bagasse était identic;,.u:=· ~. celle·
obtenue sur saccharose. Ce qui laisse penser que le
::,i'<.ccha~'cse r'éS'i(~t.f;;l de la bagasse pou.rr·aIt. +a'vorise;" la
ger·m~r,atiCjn. Par la sui~:e, n~)us avons utilisé un mél:3.nge de
son de blé et du produit cellulosique étudié dans un r'apport
de <:2/8).

Cette étape comprend en réalité plusieurs parties.
Nous n'examinerons que la plus importante correspondant à la
phase de multiplication de type exponentiel du mycélium
lorsqu'il dévélcppe de nombreuses ramifications et aooutit à
une production importante de biomasse.

La détérmination des paramètres de croissance pour les
champignons filamenteux est plus difficile qGe pour' les
bactéries au les levures. Le principal obstacle v~ent de la
difficulté d'uY'lt:- mesure lndirecte des denSItés des CUdl.:/'i::-S

par néphélométrie. Le mycélium s'agglomère et forme souvent
des "pellets" dans le milieu de culture empêchant la mesure
précise de la densité des cultures. Plusie~~s auteu~s

envisage-nt l'utilisation des agents chimiques pOUr"' li.·"iPÉ:":.hE't

cette formation et mesurer directement la Densité Op~ique

(DO) des cultures.

Pour IL hàJ:...ia,Ou.m il y a raY'ement formation dE'
"pe11ets~ ; de plus il a été récemment déwontré que
l'évolution de la DO était directen'ent 9roportior'i·.~11e.;' L?,
b i OTlh3.sse formée pour L l:.e~sti lTHEODOROiJ et. Cc::Jl1. 1 ';)83) •
Nous avons utilisé la méthode proposée par ces a~teu!'s pour
mesurer le tau~ de croissance ainsi que les rendements 12
croissance pour I~ h~LZ~num .

Les cultures ont été réalisées en fermenteur de 2 1
sur le MMB autoclavé puis filtré et de nouveau stérilisé,
afin d'obtenir un milieu parfaitement limpide. Les lectures
des densités ont été faites au colorimètre en mesurant la DO
à 530 nm. Sur les échantillons prélevés toutes les 2 heC"'E'E:
nous avons directement mesuré le pH et la DO. Par la suite
ces échantillor.s ont été centr'ifugés ; dans lE' s'_\r'na';ea~'>t ori
a mesuré la quantité de substrat résiduel ; da~s le c~lot,

repris deux fois dans de l'eau distillée, on a dosé le poirts
sec de la biomasse ainsi que la quantité de protéines.

Pour
(quantité

les
de

calculs
biomasse

des rendements de croissance (R),
synthétisée par 9 de substrat
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Tableau XVI: Croissance de T.harzianum sur le MMB contenant 1% de
substrat ~arooné et 0,1 M de tampon Phosphate. Les
rendements de croissance représentent le poids de bio
masse formée ( g ) par gramme de substrat consommé.

Source de carbone Croissance spécifique/ H Rendements de

DO Poids sec croissance

Glucose 0,22 0,21 0,47

Amidon 0,18 0,19 0,45

5

0,5

8,05

o 10 20 30 40

pH

1

0,8 6'

0,6 5

0,2 4

0,2 3

Fig. 19 Culture de T.harzianum sur glucose en fermentation agitée
à 29°C. Evolution des principaux paramètres: pH ( 0--0);
Protéines ( .-8 ); DO ( l!.-l!. ) et Poids sec ( Â-Â ).
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nous avons utilisé la formule de MONOr

(SO - s)
y::: -------

(X - XO)
•

y =
biomasse

Quantité de sucre consommé pour synthétiser un 9 de
(inverse du rendement)

XO - COrlcerd'Jat i on de la biomasse (Temps 0)
X - cancer! t. r·a t ion de la biomasse (Temps t>
SO = cancentl-·at. i on du. substrat ( temps 0)
c = cor,e erl t r'a tian du Sl\Dst r-at ( temps .. \
-'

_ J ,
R = l/'{ = rendement pondér-'al de croissance.

L'expéFien~e résumèe sur la Fig. 19 montre qu'il
existe une correspondance linéaire entre les unités de
Densité Optique et les unités pondérales de biomasse pour la
CLtl ture de I...... hac...iàDJ.Lm. Nous avons r·epr-ésent.é sur· ; a même
Tlgure l'évolution du pH~ du substrat ca~b~né ainsi que la
quantité de prctéines mycéliennes.

Sur le Tableau XVI on a repporté les ~erd~M~nts de
crcissanc~ sur divers substrats solubles. Ces rendewe-.ts sc~t

élê:vés et proches de ceux obtenus par 1... Lees~.i. (YHECDOR::)lj
E't Coll, 1993).

La conidiogénèse consist~ en une su~cession

d'év\f'nement.s inter'nes à la cellule mycél ienne (pt'ol ifér·,,,t iCI"
du RétIculum endoplasmiqu0 et des vacuoles) aboutissant à :B
formation de canidiophores, la production et la libtration de
:;:on~diospor-es Ou conidies. (LARPENT, 1972; FE'/F:E ST_ Co:-,.
1975). En fait la conidiagénèse des champigna~s +~Iamenteu~

est un processus très complexe. Dans le chapitre ~ ~C~5

étudieron';;~ la physiologie de la sporulation de 1.... U..iàl:zi.J;Aùu.m
et plus ~articulièrement l'influence de la compasit~on du
milieu de culture sur la production quantitative de conioles.

4.3. PROTOTROPHIE.

1 .... hàJ:uâJlwn cultivé erl milieu synthétique sans
vitamine (MMB), utilise totalement le glucose après 66 h de
culture agitée, à 29°C. (Tableau XVII). C'est donc ur,,? sOlH.:he
prototrophe qui n'exige pas de facteurs de croissance pour
son dévéloppement.
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4.4. TOLERANCE A LA TEMPERATURE.

Les ILi~bQ~~~mà sont des champignons filamenteux
mesophiles tolérants à de basses températures (voisines de 10'
C) mais leur mycélium est très sensible à des températures
supérieures à 30°C (*). Pour la production de cellulases, la
température optImum de la fermentation dépend principalement
de la souche ~tilisée. Elle est de 29 0 C pour I~ ~iLi~~

(STERNBERG, 1976) ; de 25-27°C pour I~ ~~~~i (POURQUIE et
VANDECASTEELE 1984) de29-30°C pour ~ hQLZiQ~m (ROUSSaS,
1981 ; DESCHAMPS et Coll. 1985).

TABlEAIJ XVII : Utilisatioo des &.Cres par J,~m en culture agitée à 29°C pendant 66 h., sur
milieu Minéral de Base à 2 g/1 de s\b5trat.

( &!cres Protéines Activités Activités)

( Scurœ de pH Résid.lels: du MYcéliun : Ce11ulasiques : PirlYlasiques ~
~ c::artla1e mg Il . ~ Il ; rrg / glu: Il ; rrg / glu: / l )

(---------------------- ------ ------)
( )

( ITotl:!»t:rq:he 6,41 0 212 73 114)
( )

( Glu;:œe + Vitan. 6,60 0 217 70 W7)
( )

( D-Arab:irœe 5,45 1.642 34 0 0)
( )

( ri _F\ICœe 4,55 385 235 75 325)
( )

( L-fu::œe 6,00 0 29J 70 E)
( )

( Lactœe 6,41 0 318 33) 112)
( )

( D. Ribœe 6,00 0 215 9J 510)
( )

( ~lœe 6,65 0 181 63 112)
( )

( ~ _ D _ 1"lu::t.œe 5,85 2 X 1049 0 0 0)
( )

( Cellobiœe 5,40 0 23J 100 fS))
( )

( GBlactœe 6,41 0 270 9J 3X))
( )

( IBltœe 5,00 2 X OOS 17 9J 375)
( )

( Saccharœe 6,00 0 2?6 .68 496)
( )
( Amià:rl 6,40 0 251 149 1400)
( )

( Cellulœe 5,45 :ro 119 675 44)
( )
( MEnùto1 6,41 0 265 0 68). )

( )
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4.5.TOLERANCE A LA SALINITE.

La croissance de I~ ha~.iÀn~m sur le MMB contenant du
glucose et des concentrations de NaCl comprises entre 0 et
100 gll, a été suivie pendant 66 h de culture en milieu
1 i qu i de à 29 0 C. Les résu 1tats obtenus sont donnés sur 1e
Tableau XVIII. On constate que cette souche tolère des
concentrations élevées, jusqu'à 80 gll de NaCl. La totalité
du substrat est consommée pour des concentrations inférieures
à 50 gll de NaCl. On notera que les valeurs du pH après 66 h.
de culture sont inférieures. 3 pour les cultures contenant
entre 20 et 40 g/l de NaCl. Il s'agit là d'un phénomène très
particulier qui semble lié à la concentration de NaCl. A ces
concentrations lE NaCl peut exercer un pouvoir mutagène sur
le microorganisme en particulier sur la conidiogénèse de IL
~UiàDJ.lm Nous verrons dans le chap i tre de SPOy·u 1at i OYI

(5.5.3) qu'à partir de ces concentrations de NaCl il y a une
formation de mutants blancs à la surface des boites de Pétri
accompagnée d'une chute de rendement de sporulation. Cela
peut ~tre dû également a une variation du métabolisme lié à
la sporulation. De toute fa~on l'explication ne semble pas
claire et nécessiterait de développer des études spécifiques
pour expliquer ce phénomèn~.

TABLEAU XVIII: Croissance de ï. ha~~ianum en fonction des
milieux de culture contenant du glucose.

(---------7-------------7--------7------------:-----------)
( (Na Cl) pH Protéines : Utilisation)
( : CroisBance surnageant: du Substrat )
( g / 1 final: mg / 1: % )
( : :: : )(---------7-------------7--------:------------:-----------)
(0 +++ 6,27 42 100)
( )

(1 +++ 6,14 41 97)
( )

(5 +++ 5,87 16 97)
( )
(10 +++ 5,38 14 97)
( )
(20 +++ 2,70 18 97)
( )
(30 +++ 2,58 27 97)
( )
(40 +++ 2,19 45 97)
( )

(50 +++ 3,53 15 84)
( )
(60 +++ 5,10 11 79)
( )

(70 ++ 5,22 79 )
( )
( 8u + 5, 15 59 )
( )
( 90 5,09 0 )
( )
( 100 5,00 0 )
( : :: : )---------------------------------------------------------
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4.6. TOLERANCE AU PH.

Nous avons constaté que la souche de I~ haL~ianum est
capable de se développer sur les milieux très acides. Pour
des valeurs initiale~ de pH de 1,5 on observe une croissance
avec utilisation de 84 % de glucose. Pour des valeurs de pH
supérieures à 2 et inférieures à 9,5 le développement normal
de I~ haLZianum aboutit à l'utilisation complète de la source
de carbone. (Tableau XIX). Les valeurs limites de pH initial
pour la germination et la multiplication végétative de I~

hàLziànum sont comprises entre 1,5 pour les milieux acides et
9,5 pour les milieux alcalins.

D' une mc? n i è ~" e
de la croissance de
du milieu, ce qui
avec 8~ nisec qUl
RAIMBAULT, 1980)

générale on observe que le métabolisme
I~ haczianum conduit à une alcalinisation
n'est pas toujours le cas en particulier
conduit à une acidification du milieu (

TABLEAU XIX Croissance de T•hall.JianLUTl en fonction du pH des milieux de culture con-
tenant du glucose. Conditions de culture agitées en erlenmeyer à 29°C
pendant 84 heures

( )
( pH Diarètre Iil Protéines Utilisaticn )
( Croissa-ce de Pellets culot àJ &œtrat )
( initial (mn) final ng / l % )
( )
( )
( 1 1,26 0 0 )
( )
( ·1,5 ++ ND 9 84 )
( )
( 2 +++ 3,31 101 99 )
( )
( 3 +++ 2,4 6,14 83 93 )
( )
( 4 +++ 2,4 6,27 79 99 )
( )
( 5 +++ 5,9 6,31 83 99 )
( )
( 6 +++ 4,6 6,38 74 99 )
( )
( 7 +++ 2,5 6,41 66 99 )
( )
( S +++ 6,10 6,49 94 99 )
( )
( 9 ++ 1,3 7,18 65 99 )
( )
( 9.5 ++ 1,3 7,58 10 82 )
( )
( 10,0 8,71 0 0 )
( )
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4.7. BIOCHIMIE ET NUTRITION.

Le milieu minéral qui a été utilisé pour les études de
croissance de I~ h~~ziànum e~ prototrophie en présence de 2
g/l de glucose, peut' également servir de milieu minér-al de
base (MMB) pour l'étude de l'assimilation de différentes
sources de carbone. Nous avons cependant choisi d'ajouter une
solution de vitamines qui apporte les facteurs de croissance
indispensables pour les microorganismes auxotrophes. Ce m~me

MMB auquel on a substitué le Sulfate d'ammonium et l'urée par
une autre source d'azote, a été utilisé pour l'étude de
l'assimilation des différentes sources d'azote, au cours de
la croissance de I~ hà~iànum~

Nous avons utilisé ur. milieu de culture entièrement
synthétique avec les sources d'azote suivantes: Nitrate,
Nitrite, Ammoniaque, Urée ainsi qu'un mélange urée plus
Sulfate d'Ammonium. Les meilleures cultures ont été obtenues
sur le mélange d'uré~ et de sulfate d'ammonium. Les sels
d'ammonium ainsi que l'ammoniac et l'urée sont très bien
utilisés par ~~ hQc.ian~~ Il faut noter que le pH final est
proche de la neutralité lorsque l'unique source d'Azote
présente est sous forme de Nitrate, Nitrite, Urée ou d'un
mélange Urée + Sulfate d'ammonium. Au contraire, on constate
une forte acidification (pH 2,70) lorsque la source d'azote
est l'ammoniaque ou un sel d'ammonium (Tableau XX). Nous
avons choisi d'utiliser par la suite le mélange d'urée et de
sulfate d'ammonium.

..

TABLEAU xx Utiliaation de diffir~ntea aourcea d'Azote par T.~~ en

culture aaitie aur alucoae l 29·C.pendant 66 h.

(--------,------;-----:-------;-----
( Source d'Azote pH R~ucirdeal ProtEine.' ActivitEa
( ",a ue. ",&!1 : ""'ylasique. )
( :: mg/l: ; ",g/aluc/l )

(------------------------:----~--------:-------------:-------------:--------------)
( :: )
( Nitrate 6.85 0 141 0)
( )
( )
( Nitrite 6.30 1.170 104 •• 0 )
( )
( )
( Urie 6,30 0 211 145)
( )
( )
( Urie • AmIIloniUID Sulfate: 6,60 0 217 107)
( )
( )
( A...onlaque .2,70 0 186 100)
( )
( )
( Anononium Chi orure 2,70 0 175 145)
( )
( . . )
( A...onium Phosphate 2,90 0 191 60)
( )
( )
( """",,nium Sulfate 2,70 0 185 95)
( )
( : )
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L'assimilation du nitrate par I~ ba~zian~m se fait
grâce à 1a biosynthèse de nitrate réductase. De mêome 1e
nitrite étant également assimilé, cette souche synthétise une
nitrite-réductase. Il faut noter que la culture sur nitrite
est certes plus lente, mais le nitrite à la concentration
utilisée n'inhibe pas la croissance de ~ ha~zià~~

1.... hà~zi.alU.lm se développe bien sur les sucres suivants
Glucose, D-Fucose, L-Fucose, Lactose, D. Ribose, Xylose,

Ce llob i ose, Ga 1actose, Saccharose, Am i don, Mann i toi et
Cellulose. Par contre il n'utilise pas les sucres suivants
D-Arabinose, ~-D-Fructose et Maltose. (Tableau XVII).

Les rendements de production de protéines ont été
différents suivant la nature des sucres utilisés. En
particulier sur Lactose, Saccharose et Galactose on a obtenu
des rendements relativement élevés alors que sur Cellulose et
Xylose les rendements de production de protéines ont été plus
faibles.

Les activités amylasiques présentes dans le
surnageant ont été importantes pour les cultures sur Amidon.
Cependant on a décelé une activité amylasique moyenne sur les
substrats suivants Cellobiose, Mannitol, D. Ribose et
Saccharose. De ce fait le meilleur inducteur de l'amylase est
certes l'Amidon, mais le Cellobiose, le Mannitol, le D.
Ribose ainsi que le Saccharose peuvent également déclencher
la biosynthèse de cette enzyme.

cellulases
cultures
sensible

Les
partir des
cellulasique
Cellobiose.

ont
sur

a

été produites essentiellement à
cellulose. Cependant une activité

été détectée sur Lactose, Amidon et

En utilisant la méthode mise au point précédemment
(ROUSSaS, 1982) pour la description des champignons
imparfaits, nous avons estimé quantitativement l'utilisation
des sucres comme unique source de carbone et d'énérgie et
mesuré le taux d'assimilation de différentes sources d'azote
par ~ hà~LàlU.l~ Pour cela nous avons dosé les sucres
résiduels ainsi que les activités enzymatiques dans le
surnageant et les protéines dans le culot des cultures.

Le milieu synthétique de Czapek n'a pas été employé
car le nitrate qui est la source d'azote, n'est pas utilisé
par l'ensemble des champignons imparfaits. D'autre part nous
n'avons pas utilisé le milieu de Czapek modifié par DAEINETT
et WELLMAN (1978), ce milieu contenant de la L-Asparagine à 2
g/l comme source d'Azote ; à cette concentration,
l'Asparagine peut êotre utilisée aussi bien comme source de
Carbone que d'Azote. Pour ces raisons nous avons mis au point
le MME qui ne présente pas ces inconvenients et qui peut



~tre appliqué dans
champignons imparfaits.
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ce type d'étude à l'ensemble des

Le MMB contenant de la cellulose (2 g/l) a été utilisé
dans cette étude ; le pH initial a été ajusté à des valeurs
entre 2 et 9 avant autoclavage.

•

Sur
concernant
substrat,
protéines
heures de

le Tableau XXI on a reporté les résultats
la croissance de I~ ha~.ià~m , l'utilisation du

la production de cellulases, la concentration en
dans le surnageant ainsi que le pH final après 84

culture agit •• ~ 29°C.

Dans tous les cas une croissance positive a été
observée pour des pH initiaux variant de pH = 2 à pH = 9. La
production de cellulases est beaucoup plùs élevée lorsque le
pH initial est acide, avec un maximum pour un pH = 5. Pour
des pH initiau>: supérieurs à 6, la quantité de cellulases
chute très fortement, de mème que l'utilisation du substrat.
(Tableau XXV!!). Ces résultats indiquent que I~ hàL.iàn~m se
développe bien sur des milieux très acides et que les
cellulases sont produites préférentiellement en milieu acide.

1 _

TABI.,EAU 'XXI ': Q-01ssan:e et proci.r::tim de Cellulases de I.~ en !'aw::ti.(J'l <il pH initial des milieux de
a.ùt1lre cxntensnt de la cellulose. Mb.Jres agitées à 29°C pendant 84 heures., .

(
( pH pH Protéines Uti1isati(J'l Proà.J:::tim de
( Croissarr::e aJmagemt <il abstrat Cellu1ases
( initial final ~/ 1 % ur AG«: / 1
(
(
( 2 1: + 5,7 00 93,5 194
(
( 3 ++ 5,7 11 96,5 192
(
( 4 ++ 5,8 15 99,0 192
(
( 5 ++ 5,7 15 96,0 248
(
( 6 ++ 5,9 13 98,0 70
(
( 7 ++ 6,7 14 89,0 '37
(
( 8 ++ 6,9 15 78,0 28
(
( 9 + 7,6 la ND a
(
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4.7.4. eré~eD~~ ~ i~~i~ULS ~~ secminaiicn ~an~ les
I:.Qn.i~.iQsg,cce5......

Nous avons utilisé des conidiospores de I~ hac~.ian~m

lavées trois -l:'Jis dans de l'e2l' distillée stérile et remises
en suspensicn ~J~5 de, l'eau après centrifugation. De m~me des
conidiospores non lavées' ont ét' utilisées à trois
concentrations dif+érèntes {2,3. X 10A 6 2.3 XI0 A 8
conidiospores ! 9 de substrat).Po&~ l'inoculation un milieu
entièrement synthétique dépourvu ôe peptone et d'extrait de
levures a été ütilisé co~t~nant 7,5 gll di c~llulose

microcristalline (ROUSSaS et RAIMBAULT 1982 b).

Les résultats ôéM6ntre~~ que 'les conidiospores lavées
ont perdu leur fàculté de qermer (Tableau XXII). L'examen
microscopiqu~ rév~le qu'il n;y a pas eu de germination des
cond~ospbres pnur lès trois essais réalisés avec des
co~centrations ~e 2,3 X tO A82,3 X 10 A 7 et 2,3 X 10 A 6
condiospores lBv~es 1 g de cellulose. Il existerait d6nc dans
1es spores un ou des f acteurs de, germ i nat ion, sol ub 1es dans
l'eau," qui disparaissent dans lès eaux de lavage. Il
semble~ait que ces facteur~ soiènt liés à l'attaque de la
cellulose car 1~s conidiospores lavées et remises dans un
mi 1 ieu de cu 1t." ~"e contenant du glucose germent normalement.
Cependant nous n'avons pas pu mesurer de quantités
import~ntes de cellulasesdans les suspensions de
conidiospores.

TABLEAU XXII Influence du lavage des conidioapores de ï.~1Lanum sur la
produètion de cellulases. CUltureaagitées sur milieu de Mandela
et Weber (1969) à 29·C pendant 90 h.

)

: Conidiospores non.lavées Conidiospores lavées, )
Inoculum : ~-:---------------------------)

Nb. de spores 2, 3 X )

( 106 107 108 106 107 108 )

(------------------------:--------:--------:--------:--------:--------:---------)
( )

( pH S,OS 3,75 3,20 5,80 6,05 5,80)
( )

( Sucres Réducteurs la la la la la la)
( mg! l )
( )

( APF UI!l 37 57 67 a a 0)
( )

( ACMC UI/l 770 937 1067 a a 0)
( )

( Cellulose Residuelle la la la)
( ail 9,8 8,5 6,7 )

( )

( Protéines du Mycé- 350 500 580 100 100 375)
( Hum mgll )
( )
( )



70

4.8. CODIFICATION DES CARACTERES.

La description de I~ ha~zianum a été réalisée sur la
base d'un certain nombre de caractères morphologiques,
physiologiques, biochimiques et nutritionnels (ROUSSOS ; 1982
cl. Afin d'établir un fichier informatisé pour la recherche
automatique des différentes souches de champignons
filamenteux, ainsi que pour une éventuelle classification de
ces souches, nous avons réalisé une codification des
caractères étudiés

Parmi les caractères morphologiques, la croissance
apicale est donnée en mm/h, la taille des conidies et des
phialides est mesurée en ~. le nombre de conidies produites
par gramme de substrat carboné initialement présent dans le
milieu de culture est donné en log la, l'arrangement des
conidies peut ètre en amas, en cha!nes ou en conidies
isolées. La for~e des conidies peut ~tre globuleuse, ovale ou
arrondie, leur surface peut ~tre lisse ou légèrement
rugueuse. Les phialides peuvent ~tre droites ou incurvées. La
présence de métules, vesicules, stipes pour les conidiophores
est signalée par oui ou non, de m~e que la formation de
pellets pour les cultures en milieu liquide agité. Nous avons
également tenu compte du type de conidiophores, pyramidal
pour les I~i~hg~e~ma type aspergillaire pour les
8~~ecsillua et tyoe feni~illium avec les différents stades
(l, II, III et IV) de bifurcation pour les ~eni~illiu~

Les caractères physiologiques, biochimiques et
nutritionnels ont ensuit~ été ainsi définis à chaque
caract~re correspondent quatre niveaux de réponse
quantitative (1 à 4) permettant l'influence de chaque
caractère sur la quantité de protéines présentes dans le
culot, la quantité des sucres résiduels présents dans le
surnageant, la quantité d'amylases et cellulases. Un exemple
de codification de ces réponses est donné sur le Tableau
XXIII.

4.9. FICHIER D'IDENTIFICATION RAPIDE DE IL ~ARZl8~UM .

•

Sur les
d'une fiche de
des rubriques
permettant une
microorganisme.

Tableaux XXIII nous avons donnné la lecture
IL ha~~an~L Chaque fiche renferme en outre

indexées (caractères portant une astérisque)
recherche rapide des principaux caractères du

4.10. CONCLUSION.

Au cours de ce chapitre on a vu les caractéristiques
générales d~ la physiologie de la croissance et sa division
en trois étapes successives pour ILha~zianwm ; on a étudié
en particulier la germination des conidiospores et ses
rapports avec la source de carbone. Il apparait que les
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Croiss.Apicalc *
Conidies Nb. *:
Conidies An-anq.
Conldies For'me
Conidies Surface
Conidies Taille
Phialides For-me
Phialides Ti~il1r"

Métule
Vésicule Taille
Stipe Taille
Ce111.Ile F'Cldi311?
Cunidiophore
Pellets *
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Anlas
Globl.t
LissE'
3 .. 1::2 .. 5
Incur
6" O>::~'" (>
Ou( l

000(1000
U(lOOUOO
,")( l()

rr-i. ch
Non

F' ~3 A C
n U 1"1 L
n C Y A

Th 015 CCM F-470

Codification des caractères

PRO : Protéines du culot en mg

0- 49 l
50-149 2

150-249 3
250-349 4

SUC : Sucres du surnageant en mg

2000-1750 l
1749-1000 2
999- 500 3
499- 0 4

3 4 2 2

pH 4 *
pH 5
pH 6
Temp.20·C.
Temp.25·C.
Temp.3ü·C. *
Temp. :;.5·C.
Temp.4ü·C.

.:.:.. 4 2
AMY Amylases en mg/l de glucose

libérés après 5 min à 50°C

0- 99 l
100- 249 2
250- 999 3
sup.lOOO 4

SOURCE CARBONE
Proto. G11.IC05e *
Vit·am.glucose
D'-Arabinose
L'--Arabi nO~;f2

D-Fucose
L-Fucose
Lactose
D-I'<ibose
Xy10se
b-D-Fructose
tellobiClse
Galactose
Maltose
Sacch.:\rose ...
Ami. don *
Cellulose *
CMC-Cellulose
Mannitol

SOURCE AZOTE
Nitrate Sodium
Nitrite Sodium *
I-\mmoniaque
Urée
Ammonium-Cl.
Ammonium-PhlJs.

3 4 -. 2~

...:' ,1 2 ~
-,
~:.:

" ,-,
.c

:::. 4 3 2
3 4 :::; -.:...
4 4

,., :"...
-5 4 :~ 2
3 4 2

:2
3 4 -~ 2
4 ,+ .3 2

3 3 ...,
.." -1 .." 2
4 4 4 2
...,

4 1 -.
1 4 1 2
4 4 3

2 4 1
2 ~ 1
-' 4

...,
1--. 4

...,
1..;. -... 4 2 1'-'

3 4 1

CLA Cellulases (ACMC) mg/l Glu
libérés après 30 min à 50°C

0- 49 l
50- 149 2

150- 749 3
sup. 750 4

TABLEAU XXIII: Lecture de 'la fiche de la souche ï. ~Jianum .
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gluco~!diquE?s ~-1,4 inf·luencent .for·f:.E?ME'nt la

de germination. Cependant l'utilisation d'un
cellulose-amidon ou de susbstrats cellulosiques
permet 1'obtenir u~e germination plus rapide et plus

La mesure directe de la Densité Optique des cultures a
permis de reconnaitre facilement les phases de multiplication
végétative du mycélium (latence~ germination, phase
exponentielle, ralentissement et phase stationnaire). De mème
il a été montré pour IL haL~ianum qu'il existe une bonne
corrélation entre la Densité Optique et la biomasse formée.

..

IL haLZ~QnUm est une souche prototrophe se développant
à des températures comprises entre 10-3~oC. Ce microorganisme
tolère des val,,·q·,s de pH acides (2-9) et de salinité élevée
(0 à 80 g/l d~ NaCl) pour Sa croissance. La synthèse de
cellulases est ~ettement plus élevée dans des milieux de
culture acides.

De plus. ce champignon utilise une vaste gamme de
comme source de r-arbone et d'énérgie. ainsi qu'une

importante de sels minéraux azotés y compris le
sucres
variété
nitrite.

Les caractères morphologiques, physiologiques et
biochimiques ont été codifiés afin d'établir un fichier
d'identification rapide de IL hàLziàn~L

Ces différents enseiqnements nous permettent de mieux
connaître la physiologie de cet organisme, de connattre ses
capacités et ses limites de croissance de fa~on à définir les
conditions de culture optimales (pH, salinité, température,
nature des sources de carbone et d'azote>. Cette étude nous a
permis de confirmer les bonnes performances de notre souche
de 1..... ur.zianuûl par rapport aux autres espèces de
ILi~hQ~er.ma en vue de la dégradation de la cellulose et de la
production de cellulases.
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CHAPITRE V - PHYSIOLOGIE DE LA SPORULATION.

5.1. INTRODUCTION.

La conidiogénèse est une
importante pour les champignons
correspond à la formation et
conidiospores, formes de résistance
microorganismes.

étape physiologique très
imparfaits. Cette étape

à la libération de
et de reproduction de ces

Il est admis que son déclenchement est induit par un
facteur limitant qui disparait du milieu de culture, lorsque
le mycélium est ~gé. La nature de ce facteur est très
variable. On suppose que l'épuisement de la source de Carbone
ou d'Azote est généralement ce facteur limitant. Cependant
il ne faut pas oublier les autres facteurs physicochimiques
capables de déclencher la conidiogénèse tels que pH, C02,
Oxygèn~, Température, Humidité ou l'apparition de métabolites
secondaires.

Un développement normal du mycélium et une bonne
conidiogénèse, sont des conditions préalables à la production
importante de conidiospores. Le nombre de conidiospores
produites par un champignon filamenteux est principalement
fonction de la quantité de la source de carbone et d'azote
présente dans le milieu de culture. C'est ainsi que lorsqu'on
change la nature ou la quantité de la source de carbone ou
d'azote du milieu de culture optimisé pour 65~~S~1~5

ni~LAn5 , on observe une diminution de production de
conidiospores (MARTINELLI,1976l. Le même phénomène a été
observ. pour li.&.. g~~~LL5 , fJ.LüUI.UD mgnili:tg[:Jlli2, , S~1g~x.a

uf.i.i.nili et Si.A&;.bxlüliJ.Lm .th2c.bcglllài2, (VEZINA et Coll. 1965).

L'~ffet d'induction-inhibition de la conidiogénèse d'
~ ni~~ a été mis en évidence par GALBRAITH et SMITH (1969).
De même l'induction du rythme endogène de sporulation chez ~
nige~ est influencée par le rapport glucose/potassium et par
les oli90éléments présents dans le milieu de culture
(JEREBZOFF et aIl., 1976).

Les sels minéraux, à une concentration élevée, peuvent
avoir des effets opposés sur la croissance et la
conidiog.nèse des champignons filamenteux (GINDRAT, 1977 ;
SLAYMAN et TATUM, '1964 ; LILLY, 1965). De même l'aération et
l'humidité influencent la production quantitative de
conidiospores chez ~ni~ili~m cgQUe.f~1i (MAHEVA et col
1984).

Cependant un
d~ culture et
l'environnement doit
milieu de culture
conidiospores d'une

équilibre entre la cpmposition du milieu
les conditions physicochimiques de
être défini pour chaque espèce. Car un
optimisé pour la production de

espèce peut ne pas être idéal pour une
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autre (VEZINA et Coll. 1965).

L'étude de la conidiogénèse de I~ haLZianum que nous
avons réalisée a porté sur la production quantitative de
conidiospores produites pour cette souche cellulolytique, sur
la physiologie de la sporulation de I~ hàLZ~n~m en fonction
du temps d'incubation, de la présence de sels minéraux dans
les milieux de culture et sur la concentration de la source
de carbone ou d'Azote des milieux de culture.

..

5.2. INFLUENCE DU MODE D'INOCULATION.

Avant d'entreprendre cette étude, il a été nécéssaire
de standardiser le mode d'inoculation des milieux de culture.
Pour cela, nous avons expérimenté deux méthodes
d'inoculation.

Pour la méthode d'inoculation dans la masse, une
quantité détérminée d'une suspension de conidiospores (3 X
10 A 7 spores / 3 de substrat carboné) a été introduite dans
les erlens contenant le milieu de culture G maintenu en
surfusion à 50 (l C. Après inoculation, les mi 1 ieux ont été
homogénéisés et refroidis rapidement pour permettre la
solidification. Afin d'obtenir ainsi une inoculation homogène
dans !a masse du milieu de culture solidifié.

TABLEAU XXIV: Production comparée de conidiospores de ï.ha~~anum en fonction
du mode d'inoculation en surface ou dans la Masse du milieu de
culture G en erlen. Les résultats sont exprimés en Nombre (X 109 )
de conidiospores produites par erlen et par gramme de substrat
( Q ).

RAPPORT
MASSE /
SURFACE

MASSESURFACE
:---------~-------------:-----------------------:

TEMPS
)
)
)

(Jours erlen ç~ erlen 2 Q.)

(-----------:-----------:-----------:-----------:-----------:-----------)
( )
(5 3,29 4,51 5,00 7,04 r,56 )
( )
(7 4,00 5,48 5,63 7,71 1,41 )
( )
(9 5,19 7,11 6,27 8,25 1,16 )
( )

(12 4,57 6,26 5,08 7,15 1,14 )
( )

(14 2,96 4,05 5,40 6,92 1,71 )
( )

(20 5,53 7,58 7,70 10,27 1,35 )
( )

(25 4,72 6,47 8,20 10,51 1,62 )
( )
(30 6,17 8,46 8,45 10,83 1,28 )
( )



75

Pour la méthode d'inoculation en surface, nous avons
déposé une quantité détérminée (1 ml) d'une suspension de
conidiospores à la surface du milieu G déjà solidifié. A
l'aide d'un étaloir, nous avons alors réparti cette
suspension à la surface du milieu pour obtenir une
distribution uniforme.

Le Tableau XXIV rapporte la production comparée de
conidiospores de ~ hà~iànum en fonction du mode
d'inoculation (en surface ou dans la masse du milieu G). On
doit noter que l'homogénéité des résultats est bien meilleure
dans le cas de l'inoculation dans la masse, alors que pour
l'inoculation en surface, la variabilité des mesures est bien
plus élevée.

L'indice de sporulation pour l'inoculation dans la
masse est toujours supérieur à celui obtenu pour
l'inoculation en surface. D'ailleurs, les rapports des
indices de sporulation (~ ) MASSE / SURFACE, montrent qu'en
moyenne il y à 30 % de conidiospores en plus lorsque
l'inoculation se fait dans la masse du milieu de cultUre.

Nous
d'inoculer
utilisés.

avons
dans

donc choisi, pour la suite de cette étude,
la masse tous les milieux de culture

5.3. INFLUENCE DE LA QUANTITE DE LA SOURCE DE CARBONE.

La composition des différents milieux de culture
utilisés lors de cette étude, est donnée dans le Tableau VI.
Nous avons utilisé la farine de manioc comme substrat carboné
à 10 concentrations variant de 1 à 100 9 / 1. Il faut
mentionner que le rapport source de Carbone / sels minéraux,
a été maintenu constant pour les différentes concentrations
de la source de Carbone.

Les numérations de conidiospores de 14 hàC~ànum

produites en fonction de la quantité croissante de la SOurce
de carbone ont été réalisées sur des cultures âgées de 7 et
15 jours.

Le Tableau XXV montre l'évolution de cette production.
Tout d'abord, pour les cultures âgées de 7 jours, les valeurs
obtenues sont faibles et varient de 0,80 à 10,3 X 10 A 9
spores, alors que la concentration en substrat varie de 1 à
100 g/l. En outre les variations de l'indice de sporulation
est tr~s importante. Les meilleurs rendements sont obtenus
avec des concentrations faibles en substrat, ce qui confirme
l'hypoth~se de l'inhibition de la conidiogén~se par des
concentrations élevées en Source de Carbone. Ceci est vérifié
si l'on compare les indices de sporulation obtenus avec des
concentrations faibles de substrat (1 à 10 g) à ceux obtenus
pour des concentrations supérieures (15 à 100 9 / 1).

Par contre, apr~s 15 jours de culture, la production
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de conidiospores par erlen est plus stabilisée et suit
l'accroissement du substrat, exception faite pour la dernière
valeur de celui-ci (100 g/l). D'ailleurs, la valeur de
l'indice de sporulation obtenu pour 100 9 de substrat est
nettement différente des autres.

Sur ce mème Tableau XXV on a repporté également le
rapport de l'indice de sporulation obtenu après 15 jours de
culture sur celui de 7 jours. En règle générale, après 15
jours de culture, le nombre de conidiospores est doublé pour
les concentrations de 5, 15, 33, 40 et 50 g/l de substrat.
Pour les concentrations faibles (1 g/l) le substrat devient
facteur limitant très rapidement, et l'indice de sporulation
obtenu après 15 jours est inférieur à celui obtenu après 7
jours. De mème, pour des concentrations élevées en substrat
(100 g/l), l'indice de sporûlation reste faible, mème après
15 j ours de cu 1ture. A cet te concentrat ion, 1e rendement de
sporulation obtenu est le plus faible pour l'ensemble des
milieux de culture; ceci indique une forte inhibition de la
conidiogénèse de I~ hà~z~num à partir de cette
concentration.

Nous avons donc choisi pour la suite de nos travaux
d'utiliser un milieu de culture contenant 40 g/l de farine de
manioc. A cette concentr·ation, le nombre total de
conidiospores produites après 15 jours d'incubation est le
plus élevé, avec un indice de sporudation également élevé.

TABLEAU XXV: Production comparée de conidiospores de T.h~3ianum en fonction de la
quantité croissante de la source de carbone pour une culture en erlen de

7 et 15 jours.

--------:----------;--------;----)
Nb. spores après 7 j. : Nb. spores après 15 j.: Rapport )

Manioc' X 109 X 109 52 15 j. )

;-----------------------:--------------------:----: R 7 j. )
(g/l g/erlen: erlen : g/manioc: er1en : g/man1oc: )( . . : ~: : n: )
(-----------;-----------;-----------:-----------:-----------:-----------:-----------)
( : )
(1 0,03 0,80 26,66 0,58 19,33 0,73)
( )
(5 0,13 1,69 13,00 3,43 26,38 2,03)
( )
(10 0,25 4,05 16,20 5,42 21,68. 1,34)
( )
(15 0,38 2,66 7,00 6,92 18,21 2,60)
( )
(20 0, 50 2,31 4,62 11 ,4(1 22,80 4,94)
( )
(25 0,63 3,75 5,95 13,00 20,63 3,47)
( )
(33 0,83 5,81 7,00 15,00 18,07 2,58)
( )
(40 1,00 9,12 9,12 18,40 18,40 2,02)
( )
(50 1,25 10,30 8,24 20,50 16,40 1,99 ~

100 2,50 3,36 1,34 18,40 7,36 5,49)
)-----
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5.4. INFLUENCE DE LA QUANTITE DE LA SOURCE D'AZOTE.

La composition des différents milieux de culture
utilisés pour cette étude est donnée dans le Tableau VII.
Nous avons utilisé 6 milieux différents (G, B, H, D, E et F),
dans lesquels la source d'Azote a été un mélange d'Urée et de
CNH4)2S04 à des concentrations différentes. Cependant le
milieu H ne diffère du milieu B, que par l'addition de 1 g/l
de CaC12. Pour l'ensemble de ces milieux, la concentration de
la source carbonée a été maintenue constante (40 g/l).

Les numérations de conidiospores de I~ b~zianum

produites en fonction de la quantité d'Azote, ont été
réalisées à partir de cultures âgées de 7 et 20 jours.

Les relations qui existent entre la composition
chimique du milieu de culture et les rendements de
sporulation obtenus après 7 et 20 jours de culture en erlen
de I~ b~zianum sont portées sur le Tableau XXVI.

TABLEAU XXVI Production comparée de conidiospores de
T. ha~J~anum en fonction de la quantité dé
croissante de la source d'Azote pour des
cultures en erlen de 7 et 20 jours.

7,10 7,71 10,27

14,20 7,38 24,40

14,20 26,20 28,30

20,90 14,80 20,90

27,36 7,18 20,00

32,53 0,16 11,80
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Lorsque dans les milieux de culture la concentration
de la source de Carbone est maintenue stable et que l'on fait
varier la concentration de la source d'Azote, on constate que
la sporulation est influencée par la concentration de la
source d'Azote. Lorsque cette concentration est très faible,
la sporulation est inhibée pendant 16 jours environ; par
contre, pour des concentrations élevées en Azote, l'indice de
sporulation reste le plus faible même après 20 jours de
culture.

Nous avons constaté précédemment que les faibles
concentrations en carbone induisent une sporulation précoce
pour IL haczianumL Par contre, les concentrations élevées en
Carbone, inhibent la conidiogénèse pendant les 7 premiers
jours. Nous observons ici, que le phénomène inverse se
produit pour les concentrations d'Azote. Lorsque celles-ci
sont faibles, la conidiogénèse est inhibée pendant 16 jours;
par contre, pour des concentrations élevées en Azote, on
obtient assez rapidement une production de conidiospores, les
indices de sporulation restant faibles. Il y aurait donc une
inhibition partielle exercée par des concentrations élevées
en Azote sur la sporulation de IL hâLZiâOUmL

A ce stade de l'étude, nous pouvons constater que
lorsque les valeurs du rapport molaire C/N du milieu de
culture sont comprises entre 14,2 et 20,0 on n'observe pas de
différences importantes les valeurs de l'indice de
sporulation. En dehors de ces valeurs du rapport C/N, un
phénomène d'induction-inhibition se manifeste, provoqué par
la source d'Azote comme cela a été déjà décrit pour la
conidiogénèse d' 8L nis~ (GALBRAITH et SMITH; 1969).

On constate également que lorsque le rapport molaire
C/N du milieu de culture est égal à 14,20 on obtient les
valeurs les plus élevées de l'indice de sporulation. Nous
avons donc utilisé par la suite, un rapport molaire C/N de
14~2 pour la composition des milieux de culture pour la
production de conidiospores de IL haczianum en quantités
élevées.

5.5. CINETIQUE DE PRODUCTION DE CONIDIOSPORES.

Pour cette étude nous avons utilisé les milieux de
culture A, B, C, D, E, F et G, dont la composition est portée
sur le Tableau VII. Les résultats obtenus sont présentés sous
forme d'histogrammes sur les figures 20 et 21.

Avant de commenter ces résultats, il convient de
préciser que les quantités des milieux de culture étaient
variables suivant les erlens et que les résultats seront
présentés sous deux formes: la première colonne des figures
correspond au nombre total de conidiospores produites par
erlen au temps choisi ; elle est suivie de l'indice de
sporulation (q~ ) pour chaque détérmination.

•
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Les numérations de conidiospores de IL b~~&n~m

produites en fonction du temps ont été réalisées à partir des
cultures âgées de 3 à 30 jours. Cependant sur les figures
suivantes, nous avons porté uniquement les résultats relatifs
aux numérations obtenues jusqu'au 20ème jour de culture car
après cette période, un seuil était atteint pour la plupart
des cultures.

Si l'on compare la cinétique de production des
conidiospores de IL b~4i&num cultivé sur les milieux A et C
(Figure 20), on constate que lorsque la source de Carbone est
disponible en quantité pléthorique (100 g/l), le processus de
conidiogénèse est inhibé pendant les premiers jours de
culture (3, 5, 7 et 9 jours). Le phénomène inverse se produit
lorsque la même source de Carbone est fournie en quantité
limitée. En effet, après 3 jours de culture sur le milieu C
(20 9), la conidiogénèse a déjà été induite. Après 5 jours de
croissance de IL b~4iàDum sur les milieux A et C, l'indice
de sporulation (Q.) pour le milieu c'est 20 fois supérieur à
celui du milieu A. Des valeurs maximales pour l'indice de
sporulation sont rapidement atteintes après 7 jours pour le
milieu C alors que pour le milieu A, il faut attendre
plusieurs semaines.

Il semble que la concentration du substrat utilisé
comme source de Carbone influence fortement la conidiogénèse
de IL b~~anum. Lorsque cette concentration est faible, il
y a induction précoce de la conidiogénèse. Les conidiospores
sont produites des les premiers jours de culture. Il en est
de même pour l'indice de sporulation. La production maximum
de conidiospores est atteinte à la fin de la première semaine
de culture. Par contre lorsque la concentration du substrat
est pléthorique, on observe une inhibition de la
conidiogénèse pendant la même période; après une semaine de
culture, il apparait une induction tardive de la
conidiogénèse qui s'exprime par une production croissante de
conidiospores à partir du 7ème jour. L'indice de sporulation
maximum est atteint au dela de 30 jours de culture.

Par conséquent, il suffit de faire varier la
concentration de la source de Carbone du milieu de culture,
entre ces deux valeurs, pour obtenir non seulement une
conidiogénèse précoce ou tardive, mais également une
production massive de conidiospores de IL b~~&n~ .

Cette hypothèse est confirmée par les résultats
obtenus sur le Milieu B, dont la composition est
intermédiaire entre celle des Milieux A et C. On constate en
effet une conidiogénèse précoce obtenue après 5 jours de
culture, une production de conidiospores croissante et

..
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l'indice de sporulation qui varie linéairement à partir du
7ème jour pour atteindre d~s valeurs maximales à partir du
14ème jour (Fig. 20).

Comme nous l'avons décrit précédemment, la
concentration d'azote influence la conidiogénèse de I~

hà~iànu~ Nous avons donc suivi la cinétique de production
de conidiospores de ~ haczian~m , sur différents milieux de
culture dont le rapport C/N varie de 7 à 32.

Lorsque la concentration en Azote du milieu de culture
est élevée avec un rapport C/N compris entre 7 et 17 (Milieux
A, B, C fig. 20) la conidiog~nèse est principalement
influencée par la source de Carbone. Cependant, lorsque la
quantité de substrat carboné est maintenue fixe et que l'on
fait varier la concentration de l'Azote total disponible dans
le milieu de culture (B, D, E et F), on observe deux
phénomènes (Fig. 20 et 21)

Une baisse sensible de la production de conidiospores
qui suit la diminution de la concentration de l'Azote total
disponible dans le milieu de culture. C'est le cas notamment
pour les milieux D et E dont le rapport C/N est
respectivement de 20,8 et 27,3.

L'indice de sporulation atteint son maximum le 12ème
jour pour le milieu D et le 20ème jour pour le milieu E.
Quand la concentration d'Azote contenue dans un milieu de
culture diminue, on observe un phénomène d'inhibition de la
conidiogénèse.

Ce phénomène est également confirmé par les résultats
obtenus avec le milieu F (fig. 21). En effet, lorsque dans un
milieu de culture la quantité de la source de Carbone est
élevée et la concentration d'Azote est très faible (rapport
C/N 32,5), on constate une inhibition de la conidiogénèse.
Cette inhibition dure environ 15 jours (fig. 6). Après cette
p~riode, la production massive de conidiospores se produit en
l'espace de quelques jours.

Il est important de signaler que les quantités de
conidiospores produites après 25 et 30 jours de culture sur
les milieux B, D, E et F, sont très voisines. Pour ces quatre
milieux, l'indice de sporulation est proche de 20 X 10~9

spores 1 gramme de substrat Carboné initial.

•

•
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Nous pouvons
expliquer l'influence
spor·u 1at ion :

84
formuler l'hypothèse suivante pour
de l'azote sur le déclenchement de la

Lorsque dans un milieu de culture, la source de
Carbone est présente à une concentration moyenne (40 g/l) et
que dans ce milieu la concentration d'Azote total disponible
est très faible, la conidiogénèse est inhibée pendant
plusieurs semaines. L'Azote disponible serait d'abord utilisé
pour la croissance exclusive du mycélium. La conidiogénèse
interviendrait tvès tardivement avec utilisation d'une grande
partie de l'Azote assimilé par le mycélium.

Lorsque l'Azote est fcurni en quantité pléthorique
dans le milie· .. de culture, la conidiogénèse n'est pas
inhibée, par contre l'indice de sporulation maximum est
atteint très rapidement. Les valeurs de cet indice sont
cependant faibles et restent stables en fonction du temps
(f i g. 22).

Pour étudier l'influence de trois sels (KCl,NaCl et
CaC12) sur la sporulation de I~ ba~zianwm on a utilisé le
milieu B auquel des concentrations croissantes en sels ont
été ajoutées. Les cultures ont été réalisées en erlen avec
des concentrations en sels variant de 0 à 50 g/l.

Le Tableau XXVII regroupe les résultats obtenus lors
de l'étude de la production de conidiospores de I~ hàcz~Qnum

en fonction de la concentration croissante en Chlorure de
Sodium.

Il apparait que les faibles concentrations en NaCl (5
et 10 g/l) n'influencent pas considérablement la sporulation.
Alors qu'à partir de 20 g/l de NaCl, concentration critique,
la production de conidiospores est inhibée pendant 3 jours.
C'est également à cette concentration que le plus grand
nombre de "mutants blancs" apparaissent à la surface des
cultures.

,

•
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L'étude cinétique de la production de conidiospores en

fonction de la salinité a montré la présence de conidiospores
dans tous les milieux mais à des temps variables
d'incubation. Cette production apparait tardivement (après 10
jours de cultur-e) pour les concentrations élevées en NaCI (40
g/l) et reste très faible. Les indices de sporulation sont
faibles et stables en fonction du temps pour des
concentrations élevées en NaCI. Ces mêmes indices augmentent
en fonction du temps pour des concentrations faibles en NaCI.

On note également un changement de couleur de la
culture avec des concentrations élevées en NaCI. Pour les
faibles concentrations de NaCI (10-30 g/l) les cultures sont
vertes. Pour des concentrations plus élevées la couleur
devient jaune. On n'a pas utilisé des concentrations de NaCl
plus fortes car à partir de 80 g/l de NaCl il n'y a pas de
germination de l' inoculum.

TABLEAU XXVII Effets de la concentration de NaCl sur la sporu1ation de ï.ha~Jianum

cultivé sur le milieu B + NaCl en erlen. Les résultats expriment l'in

dice de sporulation (X 109 conidiospores).

•

. )

! Concentration de (NaC1) en g/l )Temps : )

. )
( . )
( Jours : 0 : 5 : 10 : 20 : 30 : 40 : 50

(----------:---------:---------:---------:---------:---------:---------:---------)
( : )

(3 6,45 4,75 0 0 0 0 0)
( )

(5 15,25 15,12 7,50 5,27 2,65 0 0)
( )

(7 19,75 17,37 13,12 9,25 5,44 0 0)
( )

(10 31,25 23,05 14,12 4,63 4,75 3,56 2,01)
( )
(12 23,35 30,62 19,37 7,62 5,62 6,05- 1,31)
( )
(17 31,50 25,75 30,62 14,06 10,31 7,05 1,93)
( )
(20 42,50 32,25 30,85 16,12 11,34 6,21 1,71)
( )
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L'effet "antisporulant", terme déjà employé par
GINDRAT (1977), des ions K+ présents à concentration élevée
dans les milieux de culture a été vérifié également pour des
cultures de ~ haczianum. Sur le Tableau XXVIII on a porté
les résultats d'une étude cinétique sur les effets de la
concentration de KCl sur la sporulation de I~ b~zian~m~ Ce
microorganisme se comporte exactement de la même façon que
sur les milieux contenant du NaCl. La concentration critique
est de 20 g/l. A cette concentration il y a apparition de
très nombreux mutants blancs accompagnés d'une diminution de
la sporulation pour des concentrations plus élevées. (ROUSSOS
et Co 1 1. 1985)

Les sels de NaCl ou de KCl agissent de la même manière
non seulement pour I~ hà~zianum mais également pour I~ a~b~m~

On a vu que pour I~ a~bum lorsque KN03 est présent dans le
milieu de culture à 21 g/l, la production de conidiospores
est 100 fois moins élevée que celle obtenue avec 10 g/l
(MICHOUD 1983).

-""~--"-""------""---""-"--------

TABLEAU XXVIII: Effets de la concentration de KCl sur la sporulation de r ha~3ianum

cultivé sur le milieu B + KCl en erlen. Les résultats expriment l'in
dice de sporulation (X 109 conidiospores).

)

Temps: -\ Concentration de (KC1) en g/l. )

:------------------~~-------------------------------------------------)
Jours )

( : 0 : 5 10 20 30 40 50)

(--------------:---------:---------:---------:---------:---------:---------:---------)
( )
(3 10,25 7,75 6,06 0 0 0 0)
( )
(5 16,37 15,12 12,62 7,00 3,25 0 0)
( )

7 28, 12 22 ,00 22,00 8, 37 5,62 0,86 0.03)
)

10 33,62 38,37 29,62 13,87 9,25 2,37 0,34)
)

12 33,12 27,37 25,75 15,87 9,42 3,20 1,85)
)

17 41,37 37,25 32,75 18,00 18,25 4,69 1,56)
)

20 38,37 41,12 32,12 10,75 6,75 4,39 1,1)

-------=------=------'---------'------------)

•

•
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On vient de constater que les sels de NaCI et de KCl
incorporés dans les milieux de culture, m~me à faible
concentration (5 9/1), influencent la sporulation de 14
hà~iànum en diminua~t les rendements de sporulation.

Le milieu de base qui a été utilisé contient du KH2P04
(2 g/l) pour apporter principalement du Phosphore nécéssaire
au développement du microorganisme et assurer l'effet tampon.
Cependant la présence de faibles quantités d'ions K+ diminue
les rendements de sporulation. Afin d'annuler cet effet
"antisporulant", on a expérimenté différentes concentrations
de CaC12 additionnées au milieu de base (milieu B).

On remarque que le Chlorure de Calcium influence la
sporulation de manière tout à fait différente de celle
observée pour les chlorures de Potassium et de Sodium
CTab 1eau XXIV).

Tout d'abord les faibles concentrations de CaCl2 (1 ;
2,5 et 5 g/l) favorisent la sporulation. Pour des
concentrations élevées (20 et 30 g/l de CaC12), il y a une
diminution de la production de conidiospores de 14 bâ~~ânum

et un changement de couleur des cultures qui virent du vert
au jaune.

TABLEAU XXIX Effets de la concentration de CaC1 2 dans un milieu de culture sur la sporu
lation de ï.~JLanum en fonction du temps. Les résultats expriment l'indice
de sporulation (X 109 conidiospores).

.'

)
Temps : Concentration de CaC12 dans le milieu de culture (en g/l) )

1'incubation :----------------------------------------------------------------------)
(Jours 0 1 2,5 5 10 20 30)
(----------------:----------:---------:---------:---------:---------:---------:---------)
( )
( 3 : 11,99 : 12,20 12,93: 3,35: 2,00 : l,52 : 2,09 )
(----------------:----------:---------:---------:---------:---------:---------:---------)
( )
( 5 15,44 24,63: 18,73 : 4,13 : 13,56 6,51: 9,32 )
(----------------:----------:---------:---------:---------:---------:---------:---------)
( )
(7 32,69 38,54 32,99 7,60: 24,90 : 2,50: 11,96 )

(----------------:----------:---------:---------:---------:---------:---------:---------)
( )
( 10 : 34,24 : 43,20 : 43,82 : 33,11 : 39,65 : 12,31 4,80)

(----------------:----------:---------:---------:---------:---------:---------:---------)
( )
( 14 : 38,17 : 57,18 : 50,08 : 42,57 : 27,13 24,32: 12,59 )

(----------------:----------:---------:---------:---------:---------:---------:---------)
( )
( 17 : 42,57 : 44,45 : 58,43 51,20: 38,12 29,21 18,50)

(----------------:----------:---------:---------:---------:---------:---------:---------)
( )
(20 35,89 48,42 62,47 59,41 36,17 34,08 17,11)
( )
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Les meilleurs rendements de sporulation ont été
obtenus avec une concentration de 2,5 gll de CaCI2. Pour
cette concentration on a obtenu une augmentation des
rendements de sporulation proche de 75 % après 20 jours de
culture. L'indice de sporulation est très élevé et proche de
6,25 X 10 A I0 conidiospores produites par gramme de substrat
(ROUSSaS et Coll. 1985).

Si l'on compare ces résultats avec ceux précédemment
obtenus en milieu liquide non agité pour différentes souches
de champignons filamenteux cultivés sur glucose (ROUSSaS et
RAIMBAULT 1982a) on constate que le rendement de sporulation
pour I~ b~~anum est amélioré de 80 %. D'autre part cette
souche cellulolytique produit environ 200 fois plus de spores
que I~ r.~5jÜ .

Il est difficile de comparer les résultats de
sporulation obtenus pour I~ ha~zià~m avec ceux de la
littérature. Tout d'abord, la totalité des études rencontrées
dans la littérature ont été qualitatives et basées
principalement sur- la couleur des cultures pour exprimer la
sporulation (verte pour les I~~b~~ma (GINDRAT ; 1977)
noire pour à5~~9i~lu5 ni9~L GALBRAITH et SMITH, 1969).
D'autre part, il est faux de comparer les rendements de
sporulation obtenus sur différents milieux de culture pour un
genre, par exemple Ir.i~hc~e~a avec ceux d'un autre genre,
par exemple eeni~il~iu~ En effet chaque champignon
filamenteux se comporte différemment vis-à-vis de la pression
osmotique d'un milieu de culture qui est fonction
principalement de la nature et la concentration du substrat
ainsi que des sels minéraux, sans parler des conditions de
culture et de l'environnement.

Les effets des concentrations élevées de sels sur la
croissance, la sporulation et la pigmentation de différentes
espèces de I~~Q~~r.mà ont été étudiés par GINDRAT (1977). En
milieux gélosés contenant du NaCI (5 % = 856 mM) l'ensemble
des souches présente une croissance apicale ralentie, une
sporulation réduite et une absence de coloration typique du
récto des colonies. La concentration "albinisante" de NaCI ou
de KCl dans le milieu varie selon les souches. Chez
I~~~~ma sp (souche intermédiaire entre I~ b~~ian~ et ~
~~~ ), une concentration en CaCl2 de 90 à 270 mM annule
l'effet antisporulant de 856 mM de NaCI et stimule la
conidiation en milieu sans NaCI. Puisqu'une concentration de
856 mM de NaCI abaisse le potentiel osmotique des milieux
utilisés de -1,2 à -41 bars, l'effet du CaCl2 a été étudié
chez Ir.~hc~~a sp. Après 3-4 jours, la croissance maximale
est observée entre -1,2 et -10 bars. Elle est réduite de
moitie à environ -30 bars, et nulle vers -90 bars. La
pigmentation est absente à -32 bars (NaCl) ou -41 bars (KCl).
Pigmentation et sporulation sont intenses en milieu ajusté à
-31 bars avec du CaCI2. Quant au Sodium, il est toxique à
haute concentraeion (GINDRAT, 1977).

•
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L'effet d'induction de la sporulation chez e~ nciaium
par Ca++ a déjà été démontré par PITT et POOLE en 1981. Ces
auteurs ont mis en évidence le phénomène d'induction de la
sporulation de P-~ ngiaium lorsque la source d'Azote est le
NaN03 (6,0 gfl) et que le milieu contient du KH2P04 (1,5 gfl)
et du CaCl2 (10 m Moles Ca++). A ce~te concentration en ions
Ca++ l'indice de sporula ion pour ~ ngiaium est 20 fois
supérieur à celui obtenu sur un milieu dépourvu de CaCI2.

La sporulation d'un certain nombre de champignons
appartenant au groupe d' As~~si~1u~ sla~~~s ( ~ ~h~~à~ie~i

, A~ am~~~Q~àmi , 8~ ~~~~D~ et 8~ ~~~~ ), en fonction de la
pression osmotique a été étudiée par CURRAN (1971). La
production de cléistothecium, formes de reproduction sexuée,
est généralement inhibée par une pression osmotique
supérieure à 450 bars, qui peut ~tre obtenue par
l'utilisation de Glucose, Sucrose, Chlorure de Potassium ou
chlorure de Sodium dans le milieu de culture. _a production
des t.tes conidiennes est augmentée pour 8~ ~~àlie~i et ~
~~~à~ie~ var. ini~me~i~~ lorsque la pression osmotique
est sup~rieure à 150 bars; ceci n'est pas valable pour les
espèces d' 8~ amsielg~am.i , ~1Ilànsinil , ~~egen~ ou 8~ J:.U.b.e~

(CURRAN ; 1971).

5.6. CONCLUSION.

L'~tude de la conidiogénèse de ~ hà~iàn~m , cultivé
en erlen sur diff~rents milieux de culture à base de farine
de manioc, a permis d'examiner les principaux paramètres
capables d'influencer la production massive de conidiospores.

Ces
d' appr~c ier
b.a~ianJ.Lm......

paramètres ont ét~ étudiés s~parément, afin
l'effet de chacun d'eux sur la sporulation de I~

Tous les paramètres consid~rés jouent un rôle
important au niveau de la germination des conidiospores,et
les variations observ~es reflètent l'importance de ces
facteurs non seulement sur la conidiog~nèse mais ~galement

sur la croissance v~gétative du champignon.

Il a ~té montré que la production de conidiospores est
augment~e de 50 % lorsque la m~thode d'inoculation dans la
masse du milieu de culture est pratiqu~e par rapport à
l"inoculation en surface de m.mes milieux.

La concentration de la source de Carbone pr~sente dans
les milieux de culture est le paramètre qui influence le plus
la production de conidiospores; chez ~ hà~ian~m Li d é+i
d.montré que le nombre total de conidiospores produites e6t
directement proportionnel à la concentration de la source de
carbone (farine de manioc). Lorsque les valeurs de celles-ci
sont inf~rieures à 50 g/l, la production de conidiospores se
fait avec des rendements élevés. Au contraire, lorsque les
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concentrations en substrat carboné sont supérieures ou égales
~ 50 gll, même si le nombre total de conidiospores produites
reste supérieur, les rendements de sporulation commencent à
diminuer.

Le nombre de conidiospores produites n'est pas
proportionnel à la quantité d'Azote présente dans les milieux
de culture, mais la concentration d'AZote influence quand
mtme la régulation de la conidiogén.se de ~ hAc~ia~~

L"étude cinétique de la production des conidiospores de ~
hà~ia~m a révélé l'existence de phénom.nes
d'induction-inhibition exercés par la concentration en azote.
Pour de faibles concentrations en azote, la conidiogén.se est
inhibée pendant 15 jours. Pour des concentrations élevées en
Azote les rendements de sporu1ation obtenus sont plus
faibles. Les meilleurs indices de sporulations sont obtenus
avec un rapport CIN proche de 14.

Des phénom.nes· d"induction-inhibition exercés par la
concentration de la source de carbone ont été mis en
évidence. Pour des concentrations faibles en Carbone, on note
une induction précoce de la conidiogén.se alors que pour des
concentrations élevées en Carbone on observe une inhibition
de la production de conidiospores pendant plusieurs jours.

Les sels minéraux en général (NaCl, KCl et CaC12) l
des concentrations élevées (20-70 g/l) inhibent la
sporulation, alors que pour des concentrations plus faibl ••
on observe l'effet opposé. Les ions K+ et Na+ incorporés
dans le milieu de culture provoquent une diminution de la
pression osmotique et de ce fait inhibent la sporulation. A
faible concentration les ions Ca++ (1 ~ 10 g/l) augmentent le
potentiel osmotique et exercent un effet inducteur sur la
sporulation. Les meilleurs rendements de sporulation ont été
obtenus pour une concentration de 2,5 g/l de CaC12 (Milieu H,
fig. 22).

•

..
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CHAPITRE VI - PRODUCTION D'INOCULUM EN FERMENTEUR A
DISQUES.

6.1. INTRODUCTION.

L'utilisation croissante de champignons filamenteux
dans des domaines aussi variés que les fermentations
alimentaires, l'industrie pharmaceutique et la bioindustrie
(production de biomasse, d'enzymes ou de molécules
biologiques par biosynthèse ou hémisynthèse)· nécéssite de
disposer de quantités importantes de conidiospores.

Ces conidiospores constituent le départ de toutes ces
applications puisqu'elles servent de forme de conservation ou
au démarrage de l'opération. Elles interviennent de façon
massive dans le procéssus lui-m~me soit en tant qu'inoculum
soit en tant que spores elles-m~mes pour réaliser les
transformations de bioconversion souhaitées (VEZINA et Coll.
1968).

Différentes techniques sont connues pour produire ces
conidiospores. La plus ancienne consiste à cultiver le
microorganisme à la surface d'un milieu gélosé, en bolte de
Pétri au laboratoire, ou en fioles de Roux pour les
applications pratiques.

La technique de production de conidiospores en
plateaux fait appel à la culture du champignon sur des
substrats végétaux tels que son de blé, paille et divers
produits ou résidus amylacés disposés en couche de quelques
centimètres d'épaisseur et placés dans des étuves
d'incubation (VEZINA ; 1975).

Plus récemment on a démontré la possibilité de
produire des conidiospores de champignons filamenteux dans
des cultures liquides en utilisant des fermenteurs
stérilisables et extrapolables industriellement (BRODERICK et
col.1982). Il s'agit sans doute d'un progrès réel, mais cela
n'est possible que dans des conditions particulières et avec
un nombre limité de champignons. D'autre part la suspension
recueillie contient non seulement les conidiospores, mais
également une quantité de métabolites et tous les débris
cellulaires qui peuvent ~tre génants par la suite.

Parmi les nombreux dispositifs de fermenteurs qui ont
été proposés pour la culture des microorganismes en milieu
liquide, on trouve des fermenteurs à disques rotatifs (MEANS
et coll. 1962, ALERMAN et col. 1983) dont le principe
d'utilisation est basé essentiellement sur la rotation
permanente de disques tout au long de l'incubation et qui
plongent alternativement dans le milieu nutritif liquide et
dans l'atmosphère.
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Pour la présente étude nous avons utilisé un nouveau
procédé de production massive de conidiospores de IL
hà~zianum Ce procédé allie l'avantage de la culture de
surface sur un milieu solidifié à l'utilisation d'un
fermenteur à disques rotatifs particulier (RAIMBAULT et
ROUSSOS 1985). Le principe d'utilisation de ce fermenteur à
disques permet d'obtenir une très grande surface de
sporulation, une répartition homogène du milieu de culture
stérilis~ dans le fermenteur, une a~ration r~gul~e tout au
long de la croissance de IL ha~zianum , une r~colte ais~e de
conidiospores par simple lavage des surfaces. La Biomasse
myc~lienne reste emprisonn~e dans le milieu solidifi~. Toutes
les op~rations se font dans le m~me appareil, assurant ainsi
une simplicit~ d'utilisation et une as~psie stricte.

Avant de pr~senter les r~sultats obtenus, nous allons
rappeler brièvement les particularit~s de cet appareil, afin
de mieux comprendre les diff~rences qui apparaissent au
niveau des r~sultats.

Dans chaque fermenteur la quantit~ de milieu de
culture est variable. Elle est comprise entre 500 et 600 9 de
milieu par fermenteur.

La dur~e d'incubation des diff~rentes cultures a ~t~

g~n~ralement de 8 jours, exception faite pour les milieux A
(13 jours) et C (18 jours).

Le fermenteur ainsi charg~ avec le milieu de culture
appropri~ et inocul~ dans la masse a ~t~ plac~ dans une pièce
non climatis~e à proximit~ des erlens qui ont servi pour
l'~tude d'optimisation. Contrairement aux erlens, le
fermenteur à disque a ~t~ a~r~ tout au long de la culture,
gr~ce à un balayage forc~ par un flux d'air st~rile,

humidifi~ par barbotage. Le d~bit d'a~ration a ~t~ maintenu
constant à 100 l/h.

Tous
figure au
production
fermenteur

les milieux de culture, dont la composition
Tableau VII, ont ~té utilis~s pour cette ~tude de

de conidiospores de IL haczianwm dans un
à disques.

6.2. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION DU SUBSTRAT.

Le
obtenues
X 10 A I0
dans les

nombre total de conidiospores de ~ hà~ianum

dans le fermenteur à disques a ~t~ de 57, 44 et 15,5
pour 100, 40 et 20 9 ~e farine de manioc pr~sents

milieux A, B et C respectivement (fig. 23).
•

Cette production ~lev~e de conidiospores a ~t~ obtenue
avec des rendements diff~rents. En effet, les valeurs des
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indices de sporulation ~ ont été de 11,4, 18,6 et 15,5 X
10 A 9) pour les milieux respectifs A, B et C (fig. 24).

Malgré les effets d'induction-répression dûs
principalement à la concentration de la source de Carbone, la
production globale de conidiospores de I~ hàC~àD~m dans un
fermenteur à disques est proportionnelle à la quantité de
substrat carboné du milieu de culture.

6.3.
d'Azote.

Influence de la concentration de la source

Pour cette étude nous avons utilisé les milieux B, D,
E, F et G, dont la composition a été donnée au Tableau VII.
La production globale de conidiospores de I~ hàC4iàn~ par
fermenteur est importante avec des valeurs très proches. Ces
valeurs sont comprises entre 33 et 44 X 10A 10 conidiospores
pour les 5 milieux (fig. 23). Les indices de sporulation ~

obtenus sur ces milieux imposent la même remarque (fig. 24) ;
ces indices sont en effet caractérisés par des valeurs
élevées, de 15,7 à 18,6 X 10 A 9 conidiospores produites par
gramme de farine de manioc.

Selon ces résultats, il semble que lorsque I~

hà~iÂnum est cultivé dans un fermenteur à disques, sur des
milieux différents, le nombre de conidiospores produites
après 8 jours d'incubation soit étroitement lié à la quantité
de la source de Carbone initialement présente.

Lorsque la quantité de la source de Carbone est
identique pour les milieux B, D, E, F et G et lorsque pour
ces mêmes milieux la quantité de la source d'Azote varie de 1
à 6, les indices de sporulation obtenus (2 ) ne reflètent
pas cette évolution.

Il faut remarquer que les effets d'inhibition dûs à
des concentrations élevées d'Azote (milieu G) existent, mais
ils sont très atténues. De même, les effets d'inhibition dûs
à des concentrations très faibles d'Azote (milieu F) qui ont
été observés ont disparu pour les cultures en fermenteur à
disques. Pour le milieu F, en effet, la production est de 33
X 10A 10 conidiospores / fermenteur avec un indice de
sporulation ~ comparable à celui du milieu B. Cependant, le
milieu B contient 3 fois plus d'Azote.

Pour tenter de donner une explication à ce phénomène,
On peut di re que l'aéra.! i on des mil i eux de cu lture au cours
de la croissance de 1... hàJ:ziânum soit le seul paramètre qui
diff.rencie les cultures en erlen de celles réalisées dans le
fermenteur à· disques. En effet, lorsque les cultures sont
aérées dans le fermenteur à disques, le développement du
mycélium est beaucoup plus rapide. Cette croissance rapide
masquerait les effets d'induction-inhibition qui ont été

..
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des cultures en erlen. Nous venons
d'inhibition existent mais ils
G fig. 24).

de voir' que
sont très

6.4. INFLUENCE DE L'AERATION.

Pour les expériences précédentes, les cultures de IL
hâ~ià~m dans un fermenteur à disques, ont ré~u une aération
fixe de 100 l/h. Afin d'étudier l'influence de l'aération sur
la production de conidiospores de I~ b~4iàO~ ,les cultures
ont été réalisées dans un fermenteur à disques de 4,4 litres,
avec un débit d'aération allant de 0 à 100 litres/heure. Ce
débit permet le renouvellement de l'air du fermenteur de 0 à
25 fois par heure.

Les cultures ont été incubées à
Laboratoire (15-20 0 C) pendant 6 jours.
portés sur le Tableau XXX.

la température du
Les résultats sont

Les cultures n'ayant pas re~u d'aération n'ont pas
produit de conidiospores, ce qui est tout à fait normal étant
donné que IL bàC~ianwm est un microorganisme aérobie stricte.
L'optimum de production de conidiospores est obtenu avec une
aération de 20 l/h correspondant à 5 fois le renouvellement
de l'air du fermenteur par heure. Il est intéressant de
constater également que pour une aération plus importante du
fermenteur, les rendements de sporulation diminuent. Cette
diminution est inversement proportionnelle au débit de
l'aération des cultures. Nous pensons que la diminution des
rendements de sporulation pour une aération importante des
cultures serait principalement dûe à la dilution du taux de
C02 présent dans le fermenteur.

TAIlLEMl xxx Influence de l'aération aur la production de conidioaporea de T.hQA~. Le. culture. ont été
faites dans un fermenteur l disques de 4 litrea contenant 600 a du milieu H, l la température du
Laboratoire (15-20'C) pendant 6 Jours.

(--------;----------;-----------------------)
(Mration Nb. de Renouvellement. PRODUCTION DE COHIDIOSPORES )

( ---------------------------------------------------------------)
( lltretl 1 heures de l'air du fermenteur Indic. de Sporulation Nb d 1 2)
( Nb. Total (Sl ) • • spores cm )

( ------ ----------------------- ------------------- ------------------- -------------------)
( )
(0 0 0 0 0)
( )
(4 l 6,07 X 10U 2,53 X 1010 1,22 X 108 )
( )
(20 5 8,67 X 10U 3,61 X 1010 1,75 X 108 )
( )
(~ 10 7,30 X 10U 3,25 X 1010 1,47 X 108 )
( )
(70 17,5 6,68 X 10U 2,78 X 1010 1,35 X 108 )
( )
(100 25 6,25 X 1011 2,60 X 1010 1,26 X 108 )
( )
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6.5. CINETIQUE DE PRODUCTION DES CONIDIOSPORES.

L'étude de la physiologie de la sporulation de I~

ha~iànum en erlen et ensuite en fermenteur à disques nous a
permis d'apprécier l'influence des principaux facteurs sur la
production de conidiospores. Cette étude serait incomplète si
on ne rapportait pas à la suite la synthèse des conditions
optimales retenues ainsi que la cinétique de production des
conidiospores en fermenteur à disques.

Tout d'abord le Tableau XXXI résume les conditions
optimales de culture retenues pour la production de
conidiospores de I~ h~~ian~m dans un fermenteur à disques
(Composition et quantité du milieu de culture par fermenteur,
inoculation, incubation, aération) ainsi que les rendements
de production de conidiospores. Le fermenteur équipé de 35
disques espacés de 10 mm est chargé avec 600 ml de milieu de
culture. Après stérilisation, inoculation et répartition du
milieu chaque disque est chargé avec environs 17 9 de milieu
de culture uniformément inoculé. L'incubation se fait à la
températur-e du 1aboratoi re (20-25 0 C) ; 1es cu 1tures sont
aérées avec un débit de 40 l/h d'air humide. Ce débit
d'aération permet de renouveler 10 fois le volume d'air du
fermenteur par heure.

Sur les figures 25 et 26 on a représenté les
cinétiques de production de conidiospores de ~ ha~iân~m

cultivé sur le milieu optimisé (Milieu H) dans le fermenteur
à disques en fonction du temps. A partir du 4ème jour de
culture, des quantités très importantes de conidiospores sont
produites (3 X 10 A ll). Cette production évolue linéairement
pour atteindre les valeurs maximales après le 6ème jour. A
partir du 8ème jour, on note une diminution régulière de
cette production (Fig. 25).

Les indices de sporulation portés sur la Fig. 26
montrent que les meilleurs rendements de production de
conidiospores de I~ h~~an~m sont obtenus le 7ème jour de
culture. Au total il y a une production de 7,3 X 10 A ll
conidiospores par fermenteur, ce qui correspond à 1,47 X 10 A 8
conidiospores produites par cm2.
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Conditions optimales pour la production de conidiospores de

T.h~~anum dans un fermenteur à ôisques ôe 4 litres.

COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE.

Farine de Manioc

Urée

Agar

Eau

pH

40 g

2 g

4 g

l g

1 g

15 g

1000 ml

5,6

QUANTITE DE MILIEU PAR FERMENTEUR DE 4 LITRES 600 ml.

STERILISATION

INOCULATION

INCUBATION

Autoclavage 40 min. à 11p~C

6 X 108 conidiospores de T. harzianum.

Température du Laboratoire (15-28°C)
Aération 20 l/h d'air humide
Durée 6-7 jours

RECOLTE DES CONIDIOSPORES Dans 2 litres d'eau additionnée de Tween 80

NOMBRE TOTAL DES SPORES 8,67 X 1011 conidiospores/fermenteur

RENDEMENT DE SPORULATION 3,61 X 1010 conidiospores/g

NOMBRE DE CONIDIOSPORES/cm2 : 1,75 X 108 conidiospores/cm2
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6.6. CONSERVATION, VIABILITE, CONDITIONNEMENT.

Les méthodes classiques de conservation des
conidiospores de champignons filamenteux (congélation à -18·C
; dans l'azote liquide à -196 oC ; lyophilisation) sont
couramment utilisées dans le Laboratoire pour la préservation
des microorganismes de collection (BUTLER, 1980 ; TOMMERUP et
KIDBY, 1979 DAHMEN et Coll. 1983). Cependant toutes ces
méthodes s'appliquent à des quantités très faibles de
conidiospores et nécéssitent un investissement important en
appareillage ou en fonctionnement.

Pour ces raisons nous avons expérimenté une nouvelle
méthode de conservation par séchage sous vide d'une
suspension de conidiospores, en utilisant un rotavapor. Afin
de faciliter la récupération des conidiospores séchées qui
restent collées contre les parois du recipient, nous avons
également utilisé un support insoluble dans l'eau.

Pour l'ensemble des échantillons nous avons utilisé le
même vide ainsi que la même vitesse de rotation de l'axe du
rotavapor. Les températures du bain marie pour l'évaporation
de l'eau ont été de +30, +40, +50 et +60·C. Les résultats
obtenus lors du traitement au rotavapor de 100 ml d'une
suspension contenant 12,69 X 10 A 9 conidiospores de I~

ha~iànum ont été rapporté dans le Tableau XXXII.

TABLEAU xxxn Traitement au Rot.v.por • di{f'rant•• te.p'r.ture. de 100 .1 d'une .u.-
pen.ion conten.nt 12,69 X 10 conidio.por•• dw T.ha~llan~. L••upport
utili.' • 't' d. 1. b•••••• de canna fin •••nt brol'••t pr6.1.bl•••nt
.tfrili.f. (1,5 ~ p.v.)

--------------------------------- ): 1

.0, T••pfr.ture : Temp. Ev.- Poids d. Conidio.po....
~ da

)

J:cba.- du
Support

: por.tion l"chan- r6cup'r'a )

till0. Bain-Jl.rie : ./100.1 .,in. t1110n .ec X 10'
R'cup'ratioD )

)

----------------- )

• 40 40·C 0 48 0,127' 2, Il Il 21,10 )
)

• 50 50·C 0 43 0,1218 Il,99 55,47 )
)

S 110 1l0·C 0 36 0,1228 9,62 711,34 )
)

C 30 30· C 1,5 65 1,7072 10,1l0 84,28 )
)

C 40 40· C 1,5 42 1,4230 7,42 58,92 )
)

C !l0 50· C 1,5 49 1,3530 5,97 47,3. )
)

C 110 1l0·C 1,5 36 1,41180 9,45 75,00 )
)

T'.oia 1 0 100.1 12,1l' 100,00 )

1 )

_----__I_----___-----~------
____________1 ____________1 __________ )
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Production de conidiospores
dans un fermenteur à dis
ques.

Suspension de conidiospores
dans de l'eau contenant du
tween 80 (0,1 %)

Utilisation d'un rotavapeur
pour sécher les conidiospores
à différentes températures
en présence ou en absence
d'un support (bagasse de can
ne à sucre 1,5%)

CONTROLE

DE

VIABILITE ~

~
~

Suspension de conidiospores
séchées (eau + tween 80)

-2 -6Dilutions 10 - 10

Inoculation, culture et numé
ration de conidiospores
viables.

Fig. Schéma de différentes étapes de séchage et de contrôle de viabili
té de conidiospores de ï. ha~3~anum séchées dans un rotavapeur.
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de récupération des conidiospores séchées est
moyenne il est de 51 % pour les échanttillons 5~·S

de 66 % pour les échdt"l,--"tillons conte~';a~-;t 1~5':I c;::

canne. Il appat~ait clairement que l'ut~lisat.i::-H"'

- augmente de 30 % les rendements de récupération

Le taux
élevé. En
support et
bagasse de
d'un suppor-t
des conidies.

6.6.2 ~ijiiQilii.é....

Pour s'assurer que cette méthode de conservation ne
détériore pas les conidiospores de ~ hàCzijiin~m nous avons
vérifié leur ~labilité le lendemain du séchage. Sur le
Tableau XXXIII sont portés les résultats de numération des
colonies de I~ haLZiànum apparues sur le milieu de DOUGLAS et
Coll. (1979) a~:H~ès 6 jours d'incubation de 0~2 ml des
suspensions dilutions de différents lots de conidiospores
séchées. Le temoin que nous avons utilisé est la suspension
initiale de conidiospores et n'a subi aucun traitement. Poùr
le calcul du pourcentage de germination des cot"lidiospores,
nous prendrons comme référence ce temoin.

On constate que lorsque la température du bain-marIe
augmente pendant le séchage, la viabilité des conidiospores
diminue. Cependant la présence du support dans la suspension
de conidiospores améliore significativement les rendements de
viabilité. En particulier pour le séchage des conidiospores à
50 "c le rapport de viabi 1 ité de celles séchées en présence du
support sur celles dépourvues de support est voisin de 25.

de

de
les

Cette méthode de c6~servation par séchage sous vide à
1a température de +40 0 C permet de mai nten i r- 40 %
conidiospores viables. Toutefois pour améliorer
rendements de récupération ainsi que les rendements
viabilité des co~idiospore5 conservées de cette façon il

TABLEAU XXXIII: Viabilit~ de conidiospores s~ch~e8 au rotavapor, Des parties a1iquotea, de
diff~renta lots de conidiosporeil s~ch~es ont ~t~ remistd en suspension dans
50011 (SM), Apris une s~rie de dilutions, 0,2 ml de chilque dilution ont ~t~

~ta1~s l la surfsce d'une botte de p~tr1 contenant le m1lieu de DOUGLAS et
Co11.(1979), Les ch1ffres Qui apparaissent dsns ce tsbleau repr~sentent le
nombre de colon1es qui est en corr~lat10n svec le ~ de spores v1ables,

( ------,---~--:-----------------------,----------~--------------------)

( )
(Echantillon T~moln SANS SUPPORT AVEC SUPPORT )

( ------------------------------------------------------)
( :. S 40 : S 50 : S 60 : C 30 :. C 40 : C 50 :, C 60 )
( :,:,:,:.)(---------------;----,---------:------,----:----:----:-----:----7----)
( Nb de colonS •• X 10,: : : : : : : : )
( pour 50 .1 de SM 200 37,5 3,95 2,25: 80 : 77,5 410: 11,5 )
( )
( PoSd•••c de spores a/50m1: (10 ml) 0,026 0,024 0,025: 0,171 : 0,142 : 0,135 : 0,147 )
( )
( Poids des lot. de spores: )
( .tcMe. 0,128 0,122 0,123: 1,707 : 1,423 : 1,353 : 1,468 )
( )
( Spore. vsr1.b1e, après )
( tra1te.ent X 10 200 18,7 1,62 1,12 80 77,5 410 Il,5)
( )
( le vSab111t4! 100 9,35 0,81 0,56 410 38,75 20 5,75)
( )
( .:. ~ ....:. .1_ .:. ....:. _'__ -!. )
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apparait évide~t d'optimiser les conditions
du support. D~ ~~me il est nécéssaire de
cinétique de '!l:;bilité dES con;diospor'es ainsi
plusieurs mois de conservation.

d'utilisô.tlon
;'"-éa! i ser ;..lne
séchés-s apr-ès

L'inoculatIon des différents substrats en milIeu
solide s'opère avec des suspensions concentrées de
conidiospores. Afin d'utiliser toujours des conldiospores en
bon état et aisément maniable, nous avons récolté les
conidiospores du fermenteur à disques le jour m~me de
l'inoculation. La moitié seulement des conidiospores ainsi
produites est utilisée pour l'inoculation du substrat à
fermenter en zymotis; on envisage de sécher au rota~apor la
partie restante e~ présence d'un support.

6.7. Conc~L1sion.

A la SUI~e de cette étude, nous avons défini un milieu
et des conditions de culture optimums pour produire dans un
fermenteur à dIsques le maximum de conidiospores de lA
ur:.zian..u.m dans 'n minimum de temps avec des rentiemer.ts de
sporulation particulièrement élevés. La synthèse de ces
conditions ainsi que les résultats obtenus sont portés sur le
Tableau XXXI. Il a été montré que l'aération des cultures de
l~ ha~zian.~m en fermenteur à disques, avec de l'air stérile
et humide, est u~ facteur très important qui favorise le
développement du mycélium ainsi qu'une sporulation précoce et
abondante. L'étude cinétique de la sporulation de ~

har:.zian..u.m cultivé en fer-menteur à disques a fait apparaitr'e
que les rendements optimums de production de conidiospores
sont obtenus après 6 ou 7 jours alors que pour les cultures
non aérées en erlen, les meilleurs rendements sont obtenus
après 20 jours d'incubation.

Au total il y a eu une production de 8,67 X 10 A ll
conidiospores de l~ har:.ziauum par fermenteur après 6 jours
d'incubation à la tempét'ab..lt'e du ïaboratoir'e (15 - 22°C).
L'indice de spor-·ulation (5""'~ ) a été de 3,61 X 10'~ 10
conidiospores / 9 de substrat initialement présent dans le
milieu de culture, ce qui correspond à 1,75 X 10 A 8
conidiospores f3rmées par ~m2. Le poids d'une conidiospore de
l~ h~z.ianl.Lm étant de .1 >: 10 - 11 g, le rendement pondér'al
global rapporté au substrat carboné (poids de spores 1 g) est
très élevé et proche de 36 %.

Une nouvelle technique de conservation par séchage des
suspensions de conidiospores a été mise au point en utilisant
un rotavapor. Il a été démontré que l'utilisation d'un
support (de la bagasse de canne à sucre finement broyée)
améliore nettement les rendements de récupération et de
viabilité des conidiospores séchées par cette méthode.
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CHAPITRE VII - CROISSANCE DE I~ ~aBZ1aMUtl EN MILIEU
SOLIDE.

7.1. INTRODUCTION.

Le terme "fermentation en milieu solide" a été utilisé
par RAIMBAULT (1980) pour désigner "toute fermentation dans
laquelle le substrat n'est pas liquide". Ce terme est la
traduction des expressions "Solid-state fermentation" ou
·Solid-substrat fermentation" employées par différents
auteurs anglophones (HESSELTINE, 1972 ; TENGERDY et Coll.,
1984 ; AIDOO et Coll., 1982 ; MOO-YOUNG et Coll., 1983).

Selon ces auteurs, la fermentation en milieu solide se
rapporte strictement à la croissance et au métabolisme de
microorganismes cultivés sur des substrats insolubles. Il y a
une certaine confusion avec l'ancienne terminologie de
"culture en surface u qui peut s'appliquer à des substrats
solides (gélosés ou non) et liquides et se réfère
principalement au mode de culture. En pratique, les
fermentations en milieu solide concernent les cultures de
microorganismes sur des substrats insolubles humidifiés,
caractérisés par une absence de tout liquide sous forme
libre. L'eau, indispensable pour la croissance du
microorganisme, se trouve sous forme adsorbée ou complexée à
l'intérieur de la matrice solide. L'humidité des substrats
inoculés dépend de leur pouvoir d'absorption pour les
substrats amylacés, l'humidité optimum est de 55 % environ
pour les substrats cellulosiques elle avoisine les 75 %.

Récemment, une technique fiable de culture en milieu
solide a été mise au point qui permet l'étude du
développement séléctif du mycélium sur un milieu solide
amylacé au niveau du laboratoire (RAIMBAULT et GERMON, 1976 ;
ALAZARD, 1979 ; RAIMBAULT, 1980 ; RAIMBAULT et ALAZARD,
1980).Cette technique est basée sur le préconditionnement du
substrat solide sous forme granulaire poreuse gélatinisée,
uniformément inoculé avec une suspension de spores d' ê~

nisac contenant aussi les sels minéraux. Gr~ce à un
dispositif d'incubationtrès simple, et à des conditions
séléctives de croissance pour ê~ nisac , il a été possible de
contrôler les principaux paramètres qui influencent le
développement du mycélium en milieu solide dans des
conditions non stériles. En fin de fermentation, le produit
obtenu contient 20 % de Protéines et 25 % de sucres résiduels
(RAIMBAULT ; 1980)

L'adaptation de cette teéhnique de fermentation en
milieu solide aux substrats cellulosiques a donné des
résultats prometteurs (ROUSSOS, 1981 ; GIULIANO, 1982 ;
ROUSSOS et SEDHA, 1983 ; ROUSSOS et HANNIBAL, 1984). Nous
développerons dans ce chapitre l'optimisation des conditions
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I~ haLzi~num en milieu solide ainsi que la
divers substrats cellulosiques au niveau du

7.2.
COLONNE.

OPTIMISATION DES CONDITIONS DE CULTURE EN

Un mélange de paille et de son de blé (Roussos,
a été utilisé pour la culture de I~ h~~~num en
solide. Les paramètres suivants ont été
particulièrement étudiés

1981),
milieu

plus

composition du substrat: un mélange de paille et de
son de blé utilisé dans les proportions 80/20. Le son de blé
est ajoutt à la paille pour apporter une source d'azote
protéinique supplémentaire pour le champignon ainsi qu'une
source de Carbone (amidon) facilement assimilable par le
microorganisme, permettant une germination homogène de
l'inoculum (ROUSSaS et Coll. 1985)

la quantité d'inoculum qui permet la germination de
la totalité des conidiospores et pour laquelle la production
de cellulases est optimale, se situe aux environs de 3 X 10 A 7
spores/g de Substrat Poids Sec (ROUSSOS et RAIMBAULT 1982 b.)

le conditionnement du substrat : cette étude qui
concerne l'influence de divers prétraitements de résidus
lignocellulosiques en vue de leur future utilisation pour les
fermentations en milieu solide a été réalisée en
collaboration avec VIDAUD (1981).

Les résultats obtenus ont permis de définir les
conditions essentielles de mise en oeuvre de la fermentation
en milieu solide des substrats lignocellulosiques:

utilisation
inférieure à 1 mm.

d'un substrat broyé d'une taille

traitement du substrat en milieu imprégné, de fa~on

à augmenter l'accessibilité de la cellulose aux cellulases et
à éviter les pertes importantes de matière qui peuvent~tre

une source de pollution.

traitement du substrat imprégné avec une solution
minérale. Ce traitement peut ~tre uniquement thermique (110°
C pendant 30 min) en absence ou en présence de soude à 1 % .
Dans ce cas il faut par la suite neutraliser et ajuster le pH
à la valeur adéquate après autoclavage (VIDAUD et Coll.
1982).

Les autres paramètres choisis sont les suivants

..~

- Humidité du substrat inoculé
- pH initial

70 %
6,0
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- température d'incubation 29°C

- débit d'air 7 1 1 h 1 incubateur.

Dans ces conditions, les résultats obtenus avec un
mélange de paille et de son de blé ont été (ROUSSaS, 1981)

1770 UI d'APF 1 100 9 SPS et 17.280 UI d'ACMC 1 100 9
SPS.

Afin d'optimiser la production de cellulases de I~

bà~zià~m cultivé en milieu solide sur un mélange identique,
GIULIANO (1982) a étudié l'influence des principaux
paramètres de la croissance (humidité initiale du substrat,
température, pH initial du milieu de culture).

La teneur en eau du substrat joue un rble capital lors
de la fermentation en milieu solide car qu'elle influe de
fa~on directe la germination de l'inoculum et la croissance
du mycélium mais également la porosité du substrat, elle-m.me
liée à la diffusion de l'air.

Les humidités suivantes ont été testées: 55 %, 67 %,
74 % et 80 %, les autres paramètres étant fixés pour ~ pH
5,8, aération 7 I/h et température à 30·C.

Les résultats sont reportés sur la Fig. 27). L'optimum
d'humidité initiale du substrat se situe aux alentours de 74
%. Lorsque l'humidité initiale du substrat est faible (55 
65 % d'eau), la germination des conidiospores est très
tardive. Elle ne se réalise dans de bonnes conditions que
lorsque l'humidité du produit atteint des valeurs voisines de
70 % pour les produits lignocellulosiques. En conséquen~e,

la production de cellulases est très tardive sur des
substrats dont l'humidité initiale est inférieure ~ 65 %. Au
contraire, avec un substrat trop humide (80 % d'eau et plus),
la germination de conidiospores démarre rapidement, mais la
sporulation est précoce. Il semblerait donc que l'excès
d'humidité du substrat constitue un environnement peu
favorable au développement mycélien. En particulier ~ ce taux
élevé d'humidité, l'eau occupe une grande partie des espaces
libres, espaces réservés au passage de l'air et aux échanges
gazeux. Le facteur limitant serait donc dans ce cas, le
transfert d'oxygène.
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La souche que nous avons utilisée est un
microorganisme mesophile; elle se développe à partir de 10°C
(ROUSSaS et Coll. 1985) mais ne supporte pas des températures
supér i eures à 35 '" C. Les températures de 25 C, 30° C et 35 OC
ont été testées par la production de cellulases en milieu
solide (Fig. 27). Les conditions de culture choisies ont été
les suivantes humidité initiale du substrat 74 %, pH = 5,8

aération 7 l/h.

La température correspondant aux açtivités
cellulasiques optimales est de 30°C. Cette température est
très proche de celle utilisée pour la production de
cellulases par différentes souches de ~i~hg~Lmà (STERNBERG,
1976, PURQUIE et Coll 1984, ROUSSaS et Coll. 1982 b).
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Fillure Z7: Cin~tique. de production de cellul ases de T .haIl.J..ÜVllIft cul ti v~ en milieu so11 de sur peille et son
de b16 en fonction de l'humiditf initiale du substrat inoculf, de la tempfrature d'incubation ainsi
que du pH· initial des milieux de culture. Les r~sultats repr6sentent la production de cellulasea •
( ACMC x 1000 UI / lOOIl SPS ).
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Contrairement aux bactéries, les champignons
filamenteux se développent sur des milieux de culture acides
plutôt que sur des milieux alcalins. En particulier IL
hAuiAlWm est capable de produi re des cul tures abondantes sur·
des milieux liquides très acides (pH = 2) et de produire des
cellulases sur ces milieux acides contenant de la cellulose
(cf. 4.7.3). Il est donc important de travailler dans des
conditions de pH limites afin d'éliminer les éventuels
contaminants bactériens, tout 'en opérant dans des conditions
favorables pour la croissance et non stériles.

Pour cette expérience l'humidité initiale du substrat
a été de 74 %, l'aération de 7 llh, la température de 30°C et
les pH suivants ont été testés: 3,1 ; 3,6 ; 4,5 ; 5,8 et
6,2. Pour obtenir les différentes valeurs du pH initial, on a
fait varier le pH de la solution minérale. Il faut signaler
que la paille de blé et, en général, les substrats
lignocellulosiques sont caractérisés par un pouvoir tampon
élevé.

Les résultats ont montré qu'à pH 3,1 et 3,6 le
champignon ne se développe pas. Les conidiospores ne germent,
pas après 66 h. Par contre il a été démontré (Fig. 34) que
le pH optimum pour la production de cellulases est 5,8.
(DESCHAMPS et Coll. 1985).

Ces résultats ne sont pas en contradiction avec ceux
obtenus pour les cultures en milieu liquide avec des valeurs
de pH plus faibles. En effet on a remarqué (ROUSSOS et
HANNIBAL 1984) en mesurant le pH d'un JUS d'extrait obtenu
par préssage du produit lignocellulosique fermenté, que les
valeurs étaient inférieures de 1 à 1,5 unités pH à celles
obtenues sur les échantillons traités dans les conditions
standards. En réalité le champignon ne s'est jamais développé
sur des substrats dont le pH réel a été voisin de 2.

7.2.4.

Lors des études précedentes sur l'hydrolyse de la
cellulose par des moisissures (ROUSSOS, 1981) et la
production de cellulases de I~ bàC~àQ~ cultivé sur bagasse
(ROUSSeS et SEDHA, 1983) nous avions utilisé les m.mes
concentrations en sels (Sulfate d'ammonium, Urée, Phosphate
monopotassique) que celles de la solution minérale utilisée
par RAIMBAULT et ALAZARD (1981) pour la culture d' 8~ nis~

sur farine de manioc. Il nous a semblé important d'étudier si
la quantité de sels (17 9 pour 100 9 de substrat) n'était pas
trop importante. Nous avons donc utilisé des dilutions au 1/2
et au 1/3 de cette solution minérale (Tableau IX). Pour cette
expérience l'humidité initiale du substrat a été de 70 %,
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l'aération de 7 l/h, la température de 29°C et le pH initial
proche de 5,80.

Les résultats obtenus (Tableau XXXIV) démontrent qu'il
y a une chute importante de la production de cellulases
lorsque la concentration en sels minéraux diminue. La faible
concentration en sels minéraux du milieu de culture affecte
principalement la croissance active du mycélium. En effet des
observations au microscope ont révélé que la germination de
l'inoculum a été identique pour les trois cultures, comme le
développement du mycélium était normal pendant quelques
heures. Par contre, la conidiogénèse a été rapidement induite
pour la dilution A/3 et plus tardivement pour la dilution de
la solution minérale A/2. Des conidiospores ont été liberées
dans le milieu avant 44 h pour les deux dilutions. Il
apparait qu'il n'est pas conseillé de diluer la solution
minérale ceci pour deux raisons principales il faut
maintenir une production élevée de cellulases; il faut
retarder la sporulation.

C

1

-

TABLEAU XXXIV: Evolution du pH et de la production de cellulases au cours de la
croissance de ï. ha~~Lanum en milieu solide (colonne), sur un
mélange de bagasse :t de son de blé en utilisant la soluticn miné
rale A ainsi que deux dilutions de celle-ci A/2 et A/3.
Les ACMC sont exprimées en UI/100 g SPS.

-----:--------:--------)
Temps: Solution A : Solution A/2: Solution A/3 )

:---------------------:---------------------:---------------------l
( Heures
( : pH: ACMC ; pH : ACMC : pH : ACMC )

(-----------:----------:----------:----------:----------:----------:----------)
( : : : )

(0 5,80 0 6,10 0 5,70 0)
( )
( )

(6 5,85 0 6,04 0 5,20 0)
( )

~ 20 5,56 50 5,80 0 4,72 722 l
( )

( 124 5 22 0 4 12 3.559)(24 4,86 , , )

( )

~ 30 4.50 3.162 5,12 6.467 4,46 2.704;

( )

~ 44 6, 26 17.464 4,80 8.556 4, 76 3.250;

(----=---_----..:_---=---_--:....-
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7.3. CULTURE SUR DIVERS SUBSTRATS LIGNOCELLULOSIQUES.

Ayant défini les conditions essentielles de mise en
oeuv~e de la fermentation en milieu solide de la paille de
blé selon la méthode de RAIMBAULT et ALAZARD (1981) nous
avons par la suite étudié divers substrats lignocellulosiques
(paille, son de blé, pulpes de betterave, bagasse) pour
suivre la croissance de I~ h~zianwm sur ces substrats. Cette
étude nous a permis de généraliser la culture en milieu
solide à l'ensemble des substrats lignocellulosiques et
d'etendre ainsi les applications de cette technique.

7.3.1.CROISSANCE SUR PAILLE ET SON DE BLE.

croissance de I~ hàLZiàn~m cultivé sur un mélange
et de son de blé a été suivie pendant 70 h en

comme conditions de culture, les paramètres
optimisés (humidité: 74 % ; température: 30°C

La
de paille
utilisant,
précédemment
et pH = 5,8).

Les résultats (fig. 28) montrent que le maximum
d'activité cellulasique est obtenu après 66 h de culture et
s'él~ve à 1.810 UI d'APF et 19.800 UI d'ACMC 1 100 g SPS.

Le prétraitement du substrat ajusté à 50 % d'humidité
avec la solution Minérale, est réalisé par autoclavage à 110 0

C pendant 45 min. Ceci permet d'éliminer un grand nombre de
microorganismes présents initialement sur la paille et le son
de blé. L'inoculation homogène et abondante du substrat avec
3 X 10 A 7 spores 1 g SPS favorise le développement
préférentiel de la souche m~me si les différentes opérations
ne se font pas stérilement. C'est ainsi que, lors des
observations microscopiques, on ne décèle pas la présence de
contaminants d'origine bactérienne. Nous n'avons d'ailleurs
jamais observé de contamination du produit fermenté par
d'autres champignons filamenteux que celui qui a été inoculé.

---------------------------------------------------------------------)
Ma U ~ra a~cha 20 " )
dont Cendrea 5 " )

Matl~raa volatl1ea 95 " )
( Eau 80 " )
( )

~======================================~=--======================================~
( Analyae f1fmenta1re Anal,aa Oraanlqua )
( (rapport'e i la matl~ra a~cha) (rapport'e l 1. _atlare a~cha) )
( : )(--------;------------------------------,----------------------------------------)
( Carbone .0 " Celluloaa 20" )
( Phosphore 0,37 "Hemlcelluloas 15" )
( Azote 1,80 " Sucres slmplea 30" )
( CIl 22 Pectines 10" )
( Prot'lne. 10" )
( Llpldee 8" )
( )
( )



110

La germination des conidiospores est terminée après 17
h de culture. La croissance active du mycélium aboutit à la
formation d'un mycélium foisonnant colonisant
préférentiellement le son de blé. Assez rapidement, après 45
h de culture, il y a apparition de formes de reproduction
asexuées (phialides) qui libèrent des conidiospores dans le
milieu après 60 h de fermentation. Ceci est dû, sans doute, à
l'épuisement du substrat facilement assimilable. La formation
des phialides peut ~tre retardée par un prétraitement du
substrat plus drastique (ROUSSaS et SEDHA, 1983).
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L'utilisation de son de blé sans prétraitement comme
substrat pour la croissance de IL hac~anum en fermentation
solide, n'a pas donné une culture abondante. Au contraire,
une microflore bactérienne s'est assez rapidement développée
provoquant la lyse du mycélium. A la suite de ces
observations nous avons envisagé un prétraitement du son de
blé en imprégnation avec la solution minérale à 110°C pendant
45 min. Des problèmes de texture et de densité de ce substrat
nous ont amené à utiliser une humidité initiale plus faible
(60 %). Les autres paramètres ont été: pH : 6,0, température
: 29 0 C, aération: 7 l/h/colonne .

Sur la fig. 29 nous avons reporté les résultats
obtenus en fermentation solide pendant 60 heures.
L'observation microscopique r'évèle une germination homogène
et rapide des conidiospores. Après 24 h de culture, le
mycélium commence à envahir le substrat. La croissance rapide
du mycélium qui développe de très nombreux branchements
aboutit, à une prise en masse du substrat fermenté après 40 h
de culture.

Les activités cellulasiques sont libérées dans le
milieu après 24 h. Les quantités de cellulases produites
après 48 h de culture sont faibles: 6.100 UI AC MC et 2.067
UI APF. Le rapport ACMC/APF est de 3. On constate donc que la
quantité des enzymes et leur nature sont différentes de
celles obtenues à partir d'un mélange de paille et de son de
blé. Ce qui est tout à fait normal étant donné que le
microorganisme ~tilise préférentiellement l'amidon que la
cellulose d'autre part le glucose inhibe la biosynthèse des
cellulases.

La teneur initiale en protéines du son de blé est de
21,91 g/100 9 SPS. Après 50 h de fermentation en milieu
solide, ce taux passe à 32,49 g de protéines pour 100 g SPS
au départ. Ce résultat entraine un certain nombre de
commentaires.

Tout d'abord le prétraitement à la chaleur du substrat
a provoqué la destruction d'une grande partie de la
microflore bactérienne naturellement présente dans le son de
blé ; l'hydratation du substrat sous préssion à température
élevée a été uniforme, permettant ainsi la répartition
homogène de la solution minérale à l'intérieur des
capillaires. La gélatinisation de l'amidon a été favorisée,
ainsi que l'accessibilité de la cellulose en augmentant par
ce traitement les zones amorphes de la cellulose, facilitant
ainsi l'action des endoglucanases.

Le microorganisme rencontrant alors des conditions
favorables pour sa croissance, se développe en utilisant
préférenciellement les sucres par rapport aux protéines. On
peut parler dans ce cas d'un enrichissement du substrat en
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protéines mycél~ennes. Cet enrichissement est lmportant car
le taux de prot~i1es passE de 21,91 9 à 32,49 g/100 9 de SPS
après 48 heures de cultur·e. Cependant la mesur·e des pr'otéiflE-s
par 1a méthode je LOWRY et Coll. (1951) ne donne pas des
résultats très 2xacts. Djvers composés du son de blé peuvent
interférer et fausser les analyses. Plusieurs mesures ont
donc été réalisées sur des échantillons au temps zero.

Par contre la production de cellulases est falble
principalement par suite des phénomènes d'inhibition exercés
par le glucose, principal produit de l'hydrolyse de l'amidon.
Il serait donc préférable d'utiliser ce procédé pour un
enrichissement en protéines du son de blé piutSt que pour la
production de cellulases.
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La Franc0 figurp pa~mi les grandes puissances
sucrières. Ses sucreries sont alimentées avec des betteraves
en métropole et de la canne dans les zones tropicales. Dans
les régions du Nord, la culture de la betterave sucriêre
tient la première place des cultures industrielles. Les
sous-produits sent diversement utilisés les melasses
servent à la f~brication de levures et de métabolites; les
pulpes sous produit solide riche en cellulose, sont utilisées
après ensilage ou séchage, pour la nutrition des animaux
digastriques. Elles sont ajoutées en faibles quantités dans
leur rations alimentaires. L'utilisation de ce sous-produit
comme substrat pour la croissance de champignons filamenteux
cellulolytiques pourrait amener de nouveaux débouchés. La
composition mOjenne des pulpes de betterave est donnée au
Tableau XXXV. La cellulose, les hemicelluloses ainsi que les
sucres simples l~eprésentent 65 % du poids sec. Les pectines,
les protéines et les lipides sont également présents en
quantités plus faibles les pulpes sont dépourvues de
lignine.
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Nous avons étudié l'utilisation des pulpes de
betterave par culture de I~ ha~~àn~m en milieu liquide et
solide (ROUSSaS et Coll. 1983). Sur la fig. 30 sont portés
les résultats concernant l'évolution du pH, des protéines,
des sucres Totaux et des activités cellulasiques au cours de
la croissance de 14 b~4iàOum en milieu solide.

Les variations du pH ne sont pas très importantes. Sa
lente remontée en début de croissance est principalement dne
à l'hydrolyse de l'urée tandis que sa diminution pendant la
phase de croissance active du mycélium est provoquée par
l'assimilation des ions NH4+ entrainant l'accumulation des
ions H+ (STERNBERG 1976). Lors d'une étude sur la production
de cellulases par ~ h~LZ~~m cultivé sur cellulose
microcristalline en fermentation liquide, il avait été
observé qu'une diminution rapide du pH provoque un arrêt de
la croissance du mycélium ; les auteurs avaient proposé de
réguler le pH au cours de la fermentation (ROUSSOS et
RAIMBAULT, 1982 b). Dans le cas présent il n'est pas
nécéssaire de réguler le pH car la pulpe de betterave exerce
un effet tampon (fig. 30).

Ces pulpes de betterave paraissent être un excellent
substrat pour la croissance de I~ ha~z~n~m ,qui se développe
en utilisant préférentiellement les sucres et non pas les
protéines. En effet, en fin de fermentation, la teneur en
sucres diminue de 50 % et celle des protéines a augmenté de 9
%. En outre, gr~ce au pouvoir tampon des pulpes, il n'est pas
nécéssaire de réguler le pH pendant toute la durée des
cultures.Le produit fermenté enrichi en protéines et en
cellulases pourrait donc être utilisé pour la production de
cellulases (CONTRERAS et Coll. 1982 ; ROUSSOS et Coll. 1983)
mais également en alimentaltion animale (MUINDI et HANSSEN,
1981 b).

Le procédé INRA-DIJON développé en vue de
l'enrichissement en protéines des pulpes de betterave par
fermentation en milieu solide repose sur l'utilisation des
pulpes brutes sorties de l'usine sans aucun prétraitement, à
20 % de matière sèche (DURAND, 1983). Après 50 h de culture
de ~ al~m ,le substrat est enrichi à environ 18-20 % de
protéines. Cependant comme le substrat ne ·subit aucun
prétraitement, une microflore abondante s'y développe
favorisée par une humidité très élevée. Ce procédé INRA-DIJON
est confronté au problème du développement des contaminants
(PEPE, 1984). Le mycélium de ~ a1~m , utilisé pour
ensemencer le fermenteur, est produit sur un milieu dépourvu
de cellulose. Il en résulte une phase de latence importante
nécéssaire à la synthèse et à l'excretion des enzymes
cellulolytiques par· le mycélium au cours de la fermentation.
Cette latence, qui dure environ 20 h, favorise le
développement des contaminants représentés essentiellement
par des bact~ries et des levures. La population de cette
microflore contaminante est de l'ordre de 10 A 5 bactéries et
de 10 A 4 levures par gramme de pulpe à la sortie de l'usine.
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Elle évolue très r·apidement au cour·s de la phasE'
d'adaptation du ~ycélium pour atteindre après 25 h de culture
10 A 1ü bactéries et autant ~e levures (PEPE, 1984). Au cours
de la multiplication active du mycélium, le développement de
la microflore contaminante se ralentit. En fin de
fermentation, le nombre de germes contaminants est bien
supérieur à lû A 11 germes/g de pulpes. Un prototype de 1 tonne
(capable de traiter 200 Kg de pulpes de betterave matière
sèche) a été construit pa~ la société NORDON. Ce prototype
devrait permettre d'obtenir des lots d'Aliments Fermentés
Enrichis en Protéines pour des tests sur animaux.

7.:3.4.

~J.U:.J::e.L

Les conditions générales retenues pour la croissance
de ~ hà~i~~m sur un mélange de bagasse et de son de blé
figurent sur le Tableau XXXXII. Les incubateurs contenant 20
9 de substrat inoculé à 72 % d'humidité ont été placés dans
un bain marie à 29 C. L'aération des cultures a été obtenue
par passage forcé d'air saturé en eau à travers le substrat,
avec un débit de 5 l/h/incubateur.

La cinétique d'évolution des principaux paramètres
(pH, humidité, production de cellulases) au cours de la
croissance de IL baJ::ziaDUID est représentée sur la Fig. 31.
Les cellulases apparaissent dans le milieu après 28 h de
culture ; le maximum de leur production est obtenu après 48
h. L'humidité du produit augmente régulièrement au cours de
la fermentation pour gagner 4 à 5 unités en fin de culture.

L'évolutio!"1 du pH au cours de la croissance de ~
hà~iânYm sur bagasse mélangée avec du son de blé est
similaire à celle observée précédemment pour des cultures sur
paille et son de blé ou sur pulpes de betterave. Pendant la
période de germination des conidiospores, le pH reste stable.
Au cours de la multiplication active du mycélium, les valeurs
du pH diminuent très rapidement (entre 16-24 h de culture)
pour atteindre des valeurs minimales inférieures à 5. La
remontée du pH correspond à la phase de libération des
cellulases dans le milieu de culture, après 28 h (fig. 31).
La bagasse exercant un pouvoir tampon et les valeurs de pH ne
descendant pas au-dessous de 4,8, il n'est pas apparu
nécessaire de réguler le pH au cours de la croissance de IL
hauiânYm sur ce substrat.

bilan global ramené à 100 9 SPS pour la
de cellulases en colonne après 48 h de culture est

LIT APF
UT ACMC.

Le rapport ~CMC/APF est voisin de 13.
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7.4. CO"IC'f "SIm.!.

L'obj~=tiS de cette ~~~d~ était d'adapter la technique
de culture dE 1.,- h.a.c.z.i.a.n..um en milieu solide pour' les
substrats lignocellulosiques ainsi que d'optimiser les
conditions de croissance de I~ h.a.Lz.i.a.n~m cultivé sur ces
substrats en vue d'améliorer' la production de cellulases.

Divers substrats cnt été étudi's (paille et son de
blé, pulpe de betterave, bagasse). Pour les substrats
lignocellulosiques, paille et bagasse, il a pat-·u nécessaire
d'ajouter une faible quantité de son de blé pour favoriser la
germination synchrone des conidiospores ainsi que le
développement initial du mycélium en lui fo~rnissant des
sucres facilement assimilables. De même, le prétraitement du
substrat impré?né d'une solution minérale à 50 % d'humidité
par passage à ~'autoclave à 110°C pendant 1 heure, favorise
le développemEr,t de L h.a.c.z.i.a.n..um en mi 1 ieu sol ide .
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Figure 31 : Croissance de T.haA~ cultivA en milieu solide sur un
mélange de bagasse et du 80n de bl'. Humidltf ( c-c );
pH ( 0-0 ): ACMe x 1000 UI ( .-. ) et APF x 100 UI ( .-. ).
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L'étude de l'influence des facteurs de l'environnement
(température, hun'idité, pH) nous a per"mis d'obtenir" dE
nombreux renseignements concernant la conduite de la
fermentation en milieu solide sur substrats
lignocellulosiques. A partir des ces résultats, on a
détérminé les conditions optimales de fermentatIon pour la
croissance de IJ" b.~r:.ziaD.l.uû. sur mélange de pai Ile et de son de
blé. Ces conditions ont été retenues pour l'expérimentation
sur les autres siit,str'ats ut il isés.

Les résultats obtenus font apparaitre que
l 'enr i ch i ssement e:"' pr'oté i nes des pu 1pes de bet ter"ave ou du
son de blé est possible p~r fermentation en milieu solide en
utilisant IL h~Lzian~L Le produit obtenu après 50 h de
fermentation contient plus de 30 % de protéines mais
également des ce11ulases en quantités importantes, ce qui
pourrait éventuellement ~tre mis à profit en alimentation
animale.

La cr"oi ssance de 1.... bar:..ianwn sur" les substr'ats
lignocellulosiques, bagasse et paille de blé, aboutit après
50 h • la production de quantités importantes de cellulases.
Cependant il a été difficile de mesurer les quantités de
protéines biosynthétisées car le dosage des protéines au
Biuret n'a pas été possible par suite d'interférences avec
des substances ~Dntenues dans la paille et dan= la bagasse.
Nous nous sommes donc intéressés uniquement à la production
de cellulases de IL bàL~an~ produites en culture solide sur
bagasse de canne à sucre et paille de blé.

Les résultats obtenus nous amènent à faire les
remarques suivantes :

On constate que la production maximale de cellulases
est obtenue entre 48 et 60 h de culture.

l'évolution du pH est en relation avec la croissance
du microorganisme et la production des cellulases. Aux
valeurs minima de pH correspond le début de biosynthèse et de
libération de cellulases. il semble donc important de mesurer
ce paramètre afin de suivre indirectement la croissance et de
contreler la production des cellulases de I~ hàLZ~àD.~m en
milieu solide.

la diminution du pH, au cour·s de la cultur'e en milieu
solide, est comp2nsée par le pouvoir tampon élevé du substrat
et la composition de la solutibn minérale. Il n'est donc pas
nécessaire de réguler le pH BJ cours de ce procédé.
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CHAPITRE VII: - PRODUCTION DE CELLULASES EN MILIEU SOLIDE.

8.1. INTRGDUCTION.

La bioconversion de la cellulose offre une alternative
intérèssante pour· la valorisation des déchets urbains et
agroindustriels, en fournissant des carburants de
substitution, des protéines microbiennes ou des métabolites à
haute valeur ajoutée tels que enzymes et antibiotiques.

Cependant la rentabilité économique de toutes ces
transformations biologiques est étroitement liée à la
production de cellulases ainsi que les technologies
enzymatiques de la saccharification de la cellulose. Pour
donner un ordre de grandeur, dans les différents procédés
d'hydrolyse des déchets cellulosiques pour la production de
glucose, le coût de production des cellulases représente à
lui seul à peu ~;·ès 50 % du cout total (PERE2 et Coll. 1980).
Pour cette raison des efforts importants ont été réalisés en
recherche pour i'éduire le prix de revient des cellulases, en
particulier en séléctionnant des mutants hyperproducteurs de
cellulases (MONTENECOURT et EVELEIGH, 1979 PUR@UIE et
VANDECASTEELE, 1984).

Nous avens utilisé la technique de fermentation en
milieu solide pour la culture de L hÀuiàn~m sur· di\/ers
substrats cellulosiques pour la mise au point d'un nouveau
procédé de production et d'extraction de cellulases
biosynthétisées par ce champignon filamenteux au cours de sa
croissance.

8.2. PRODUCTION DE CELLULASES AU LABORATOIRE.

La bagasse brute a été utilisée à la sortie de l'usine
pour la pr·oduct ion de cellulases de I~ haLz.ianl.Ull au
Laboratoire. Aussi bien pour les fermentations en milieu
liquide qu'en ffill1eu solide il y a eu une prolifération
importante des bactéries naturellement présentes dans la
bagasse. L'inoculum nécéssitant 16 heures de latence devient
alors peu compétitif devant le nombre important de bactéries
et la fermentation n'est plus contrôlée. Il a été ainsi
nécessaire d'évaluer la microflore hétérotrophe aérobie de la
bagasse.

..

8.2.1.

Le dénombrement des bactéries hétérotrophes aérobies,
des champignons cellulolytiques ainsi que de la microflore
fongique totale a été réalisé à partir de la bagasse fraîche
(~ la sor~ie des moulins) et de la bagasse ayant séjourné en
tas pendant 15 jours à l'extérieur de l'usine. Les résultats
sont rapportés dans le Tableau XXXVI.
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La pOpGlatlon de bactéries hétérotrophes aérobies
domine largement celle des champignons. Elle est de l'ordre
de 2,6 X lû A 6 pour les bactéries par gramme de bagasse
fraiche pour 1,1 X 10 A 4 champignons. Après 15 jours de
stockage de la ba3asse à l'extérieur de l'usine, les
populations sont beaucoup plus importantes et atteignent les
valeurs suivantes 1,9 X 10 A 6 bactéries pour 9,9 X 10 A 9
champignons. Les populations de champignons cellulolytiques
ont également suivi cette évolution. Le nombre de bactéries a
été multiplié par 700 fois, celui des champignons totaux par
900. C'est cependant la population des Champignons
Cellulolytiques qui à le plus proliféré (2.269).

L'humidité semble le facteur essentiellement
responsable de cette prolifération. Cette humidité, faible au
départ (44,4 %), s'élève à 59,6 % après 15 jours de stockage.

Ces résultats démontrent qu'il existe une population
microbienne contaminante importante dans la bagasse fraiche.
Cette population augmente très vite en fonction du temps de
stockage et de l'humidité. Il est indispensable de tenir
compte de cette microflore et de son évolution •

Pour la mise au point de notre procédé de production
et d'extraction des cellulases de ~ hàLZ~n~m , nous avons
utilisé de la bagasse fraiche comme matière première. Cette
bagasse a été séchée pour son stockage ; elle a subi un
prétraitement pendant 45 min avant d'être inoculée avec des
conidiospores de I~ hàC~àO~~

T~ XXXVI : Microflore hétérotrophe aérobie de la bagasse fraîche
(à la sortie des moulins) et de la bagasse stockée en
tas pendant 15 jours à l'extérieur de l'usine.

)
CHAMPIGNONS )BACTERIES : )

( Totales Totaux ~ CeULÙolytiq.a; ~

(--------------------------:-------------:-------------:-------------)
( )

( Nombre par g Poids Sec : 2 63 X 106 : 10 8 X 103 : 2 66 X 103 )
( de Bagasse fraS:che :' :' : ' )
(--------------------------: -------_. __.- -: -------_ __ ..•-: ----------_. .._)
( :::)

( Nombre par g Poi~s Sec : 1.88 X 109 : 9.90 X 106 : 5.90 X 106 )
( de Bagasse Stockee: : : )
(--------------------------:-------------:-------------:-------------)
( )

( Humidité de ~a bagasse Fraîche 44,4 % )
(--------------------------------------------------------------------)
( )

( Humidité de la bagasse Stockée 59,6 % )
( )
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Er.'l,s1L.u:ti'ln e.n milieu

Les
activités
hàJ:ZUlWm
à la fig.

Les cultures ont été réalisées pendant 68 heures dans
un fermenteur BIOLAFITTE de 2 litres contenant 1.250 ml du
milieu de culture dont la composition est donnée au Tableau
IX. Les condit~ons de culture sont décrites dans le chapitre
Matériel et Méthodes.

résultats concernant l'évolution du pH et des
cellulasiques au cours de la croissance de I ....
cultivé sur bagasse en milieu liquide sont décrits

32.

Le pH, n'étant pas régulé au cours de la fermentation,
a diminué à partir de la 15ème heure jusqu'à une valeur
minimale de 3,6, après 28 h de culture, il s'est ensuite
stabilisé. Cette faible valeur du pH ne semble pas affecter
la croissance de ce microorganisme.

Les cellu~ases sont produites et libérées dans le
milieu de culture après 30 h. Cette production augmente
linéairement. En fin de fermentation il y a eu production de

1.517 UI APF/l00 g SPS d'Activité Papier Filtre (APF) ;
11.988 UI ACMC/100 g SPS d'Activité Carboxyméthyl Cellulose
(ACNC) •
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Fig,:,,"e 32: Cln~tique de production de cellul."e. de ï.hrJ/l~

cultivé en milieu liquide sur mélange de bagas.e et de
.on de blé. Evolution du pH (0-0 ); de. ACMe x 1000 ( .-.)
et des APT X 100 ( .. - .. ).
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Ces valeurs sont plus faibles que celles obtenues en
fermentation en milieu liquide à partir de cellulose
microcristalline (ROUSSOS et RAIMBAULT, 1982), de paille de
blé (ROUSSOS, 1981) ou de pulpes de betterave (ROUSSOS et
Coll. 1983). Un prétraitement de la bagasse à la soude (1 %)
et un chauffage à 120 G C pendant 1 heure améliore nettement
cette production (ROUSSOS et SEDHA, 1983).

8.2.3. En miliE.'u 5JJlis1e aià.ii..Qu.e...

Les résultats obtenus au cours de la croissance de I...
hàcziàn.um cultivé en colonne sur un mélange de bagasse et de
son de blé ont été reportés dans le Tableau XXXVII; la
fermentation a duré 68 h. La production de cellulases a été
très importante. Elle augmente en fonction du temps pour
atteindre un maximum après 48 h. Les Cellulases sont
biosynthétisées au cours de la croissance active du mycélium.
Elles sont libérées à l'extérieur de la cellule mycélienne au
fur et à mesure de leur production qui atteint son seuil
maximum lorsque les premières phialides apparaissent sur· le
mycélium (50 hl. La quantité des ACMC reste ensuite stable
alors que celle des APF diminue légèrement.

La fermentation doit donc être arr~tée après 48 h et
les cellulases extraites de l'ensemble du produit fermenté. A
ce moment il n'y a pas encore production de conidiospores.
D'autre part, les cellulases se trouvant à l'extérieur de la
cellule, il ne semble pas néc&ssaire de rompre la paroi du
mycélium pour pécupérer les enzymes (ROUSSaS et RAIMBAULT,
1982) •

TABLEAU XXXVII Cinétique d'évolution de différents paramètres (pH, humidité, ce11u1sseR)
au cours de la croisaance de ï~ichode~ma ha~lianum en mIlieu solide
( en colonne )

---------------------)
Poids. total % "

Activité
Temps

----------------------------------Echan t 1110n pH Papier Fil tre CNC
heurea colonne humidit6 Poids sec UI/IOO Il tlI/tOO g

SPS fPS
-------- ---------------------------------

0 0 5,80 , 20,0 68,3 31,7 29 5117
.:

l 20 5,56 : 20,0 70,7 29,3 220 675

2 24 4,86 : 19,8 71,0 29,0 145 639

3 . 28 : 4,!1l : 19,9 71,4 28,6 408 2 214

4 44 6,26 : 20,0 72,8 27,2 1 466 17 3119

5 48 6,28 : 20,2 73,5 26,5 1 6<;4 20 g42
~.:

6 52 6,a> : 19,8 72,7 27,3 1 570 21 (152

7 68 6,28 : 19,9 73,9 26,1 1 340 21 036

SPS ~ Substrat Poida Sec APF. Activité Papier Filtre ACMC ~ Activité CsrboxyMéthy1 Cellulas"
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8 . 2 • 4. En mili.el.l. ~Q.l.i.51e. agiU.A.

A partir des résultats expérimentaux obtenus au
Laboratoire, nous avons vérifié l'extrapolation de la
technique de fermentation en milieu solide statique en
colonne était possible en utilisant un fermenteur agité de
capacité plus grande. Pour cela nous avons utilisé un
mélangeur de type petrin de boulangérie de 15 litres. Ce
matériel a été modifié et adapté pour la fermentation en
milieu solide <DESCHAMPS et Coll, 1980) par la mise en place
d'un double fond permettant l'introduction d'air par
l'intermédiaire des orifices, de 0,5 mm de diamètre, percés
dans le fond de la cuve. Nous avons utilisé les conditions de
culture suivantes: Substrat: mélange de paille et de son de
blé 600 9 de matière sèche i Prétraitement substrat
imprégné avec la solution minérale et autoclavé à 110°C
pendant 45 min Humidité initiale: 72 % ; Aération: 25
l/h/fermenteur avec de l'air saturé en eau; Agitation:
Toutes les heures pendant 2 min Température 22°C
(température ambiante)

L'évolution des différents paramètres est reportée sur
la fig. 33. Le valeur du pH reste stable pendant les 50
premières heures, puis diminue légèrement. Le pouvoir tampon
du substrat permet d' év i ter . l' ut il i sat ion d'un système de
régulation du pH. L'observation microscopique révèle que 90 %
des conidiospores ont germé après 20 h de culture; le
mycélium commence à envahir le substrat après 40 h. Cependant
l'élévation de la température au sein du produit, dûe au
métabolisme de la croissance de I.A. b~~Qnwm, n'est pas
importante. Les calories produites sont rapidement éliminées
lors de l'agitation. Par contre, l'humidité du produit
diminue de 71,7 % ~ 67,3 % après 90 h. Cette perte d'humidité
est dQe à l'évaporation de l'eau en surface du produit
fermenté. Il est donc conseillé d'utiliser un couvercle afin
d'éviter une contamination extérieure et de diminuer
l'évaporation en surface.

La libération des cellulases dans le milieu déute
après 20 h. La production de cellulases est plus lente en
petrin qu'en colonne. Ceci semble du principalement à la
température d'incubation plus basse (22·C) qu'en colonne (29"
Cl, et qui provoque un ralentissement de la germination et de
la croissance de ~ hà~i.anYm • Le taux maximum de production
est atteint après 80 h de culture. Les valeurs obtenues sont
sensiblement supérieures à celles de la fermentaion en milieu
solide statique de la paille et son de blé. Pour 100 9 SPS ou
a obtenu une production de 25.630 UI ACMC et 2.490 UI APF ;
le rapport ACMC/APF est voisin de 10.

Ces résultats démontrent qu'il est tout à fait
possi b 1e d "augmenter 1es r'endements de product i on de
cellulases en utilisant un procédé de fermentation en milieu
solide agité à basse température i cependant le taux de
production maximum de cellulases n'est obtenu qu'après 80 h

..
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de culture. La fermentation en milieu solide agité de
produits lignocellulosiques dans ces conditions non stériles
a abouti à un 2nrichissement de 10 % du produit en protéines.
Les sucres Totaux contenus dans le substrat ont diminué de 26
% après 90 h de fermentation (Fig. 33).

En utilisant le fermenteur agité contenant 30 fois
plus de substrat que les colonnes, qui ont servi à optimiser
les conditions de culture des divers substrats
lignocellulosiques par fermentation en milieu solide, on a
montré que l'extrapolation de ce procédé était possible au
niveau pilote expérimental.' Nous avons par la suite
extrapolé la culture en colonne d'un facteur de 800 fois avec
un fermenteur agité de type Petrin et d'un facteur de 2.500
fois avec un fermenteur statique de type Zymotis.

20 2

../A

~=.!a!.::::!-.~__..----_~.-------.--------,
20 .0 . 60 Te..p.. (h)

-.""'.----

o

""
III

§
'"Il. ..... Il. pH10 '" '"..

._~ III
8 §......... ....... III:>

20 80 8.. '"'" D >C
Z

'\ :>... c
'" ..

III .. 0
'" 0 D ..
'" '"j Il. 01)...
:> '"... u... :>
tJ 0-0 D.. '"D_

6

A

rieure 33 : Culture de ï.ha~~um sur ..ilanee de p.ille et de .on de
bli en .ilieu solide .git. ( pitrin de 12 litre. ).p~(o-O)

Protéine. ( • -. ) ; Sucres Tot.ux ( D-D ) ; Cellul ...e.
ACMC x 1000 UI (a-a) et APF x 100 UI (A-A) •
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La fermentation en milieu
dans un fermenteur BIOLAFITTE
milieu solide en colonne selon la

liquide agité a été réalisée
de 2 litres et la culture en
technique déjà décrite.

La composition du milieu de culture,la solution
minérale et le substrat, ont été identiques dans les deux
cas. Les pulpes de betterave ont été utilisées comme substrat
de fermentation. '_es conditions de culture <inoculation,
température d'irlcubation, aération, pH initial) étaient
identiques. Seule l'humidité du produit (99 % pour les
fermentations liquides, 70 % pour les cultures solides) était
différ-ente.

Sur la {-3. 34 ont a reporté les résultats obtenus. La
phase de latence, correspondant à la germination des
conidiospores, est légèrement plus courte pour les cultures
en milieu liquide. Ce qui implique par la suite un décalage
de la croissance de 4 à 6 h entre les deux modes de culture.
L'évolution du pH est identique dans les deux cas. On observe
une légère augmentation au début de la fermentation, ensuite
une chute rapide au cours de la croissance active et enfin
une remontée du pH en fin de fermentation. Dans les deux cas
les valeurs maxima des ac.tivités cellulasiques correspondent
aux valeurs minima de pH.
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L'étude comparative de la cinétique d'apparition et de
production de cellulases en milieux solide et liquide ne fait
pas apparaltre de différences importantes concernant les
quantités d'enzymes synthétisées. Toutefois, en milieu
liquide la germination des conidiospores ainsi que la
production des protéines et des cellulases se font avec
quelques heures d'avance (ROUSSOS et Coll. 1983). Les
cellulases apparaissent dans le milieu après 24 h de
fermentation. Les valeurs maximales sont atteintes après 50
et 60 h de culture. La nature des cellulases parait identique
si l'on considère que le rapport Activité
Coarboxyméthylcellulose 1 Activité Papier Filtre est voisin
de 10 dans les deux cas. Les cellulases obtenues à partir de
la culture en milieu solide paraissent moins sensibles à
l'action des protéases car en fin de croissance, leur
production présente un palier alors qu'elle chute
sensiblement en milieu liquide (ROUSSOS et Coll. 1983).

Le bilan global de production de cellulases pour 100 9
SPS initial est de 2.000 UI APF et 22.000 UI ACMC pour une
culture en milieu solide et 2.200 UI APF et 24.000 UI ACMC
pour une culture en milieu liquide. Ces résultats démontrent
que la production de cellulases de ~ hàLZ~~m en milieu
solide peut être réalisée avec de bons renQements tout au
moins lorsque cette souche est cultivée sur pulpes de
betterave.

8.3. PRODUCTION DE CELLULASES AU NIVEAU PILOTE.

La fermentation en milieu solide agité de la paille de
blé additionnée de son de blé a été réalisée dans un
fermenteur type Petrin de 65 litres (ASTHER 1982). Nous
rapportons ici brièvement les résultats obtenus:

cours de la croissance de ~ ha~iànum cultivé sur
de paille et son de blé dans un fermenteur agité il

possible de suivre l'évolution des paramètres suivants

Au
mélange
a été

La germination des conidiospores commence après 8 h
d'incubation. Les premières ramifications du mycélium
apparaissent des la 18ème heure. C'est à partir de ce moment
que les différents paramètres suivis évoluent d'une manière
significative. Pour sa croissance active, le microorganisme
utilise les sucres réducteurs contenus dans le substrat ainsi
que les sels minéraux azotés. Ceci provoque une diminution
régulière des sucres et une chute de la valeur du pH (Fig
35) •
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Il faut noter que 14 bac~ianum utilise d'abord les
sucres facilement assimilables (sucres réducteurs, amidon~

hemicellulasesl il y a ensuite biosynthèse et libération
des cellul~ses dans le milieu pour l'hydrolyse de la
cellulose en sucres simples. L'optimum de production des
cellulases est atteint après 65 h.

La production de biomasse a été estimée par le dosage
des acides aminés totaux selon la méthode de MOLRASCH (1967)
et non pas par' 1a mét hode de LOWRY et Co Il. (1951>, car 1es
résultats obtenus avec celle-ci sont incohérents et
difficilement interprétables <ASTHER, 1982). La quantité
totale d'acides aminés au début de la fermentation a été de
6,5 % SPS ce qui correspond à la valeur obtenue avec le
dosage de l'azote total par la méthode de Kjeldhal. Au cours
de la croissance active du mycélium, la teneur en aminoacides
du produit fermenté augmente régulièrement pour atteindre
11,5 % SPS apr~s 25 h de fermentation. Cette valeur se
maintient constante par la suite (Fig. 35).
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Fiaure 35 Cinétique de production, au niveau pilote expéri-
mental ( Pétrin de 65 1 ) deJcellulases de ï.h~]i

anUM cultivé en miïieu solide agité Sur un mélange
de paille et son de blé. Humidité ( D-O ); pH ( 0-0 )
Aminoac ides (.-. ); ACMC x 1000 Ul ( • -. ') et
APF x 100 Ul ( .. -A ) •
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Sur la m~me figure on peut également observer
l'évolution de l'humidité du substrat. Une diminution se
produit au cours de la phase de latence. Pendant cette
période, la qGantité d'eau évaporée n'a pas été totalement
compensée par l'eau apportée par aspersion au cours des
cycles d'agitation. Lorsque la croissance démarre~ les cycles
de refroidissement deviennent plus rapprochés et l'humidité
augmente pour atteindre 72 % en fin de fermentation. Les
cycles de refroidissement forcé ont été régulés par la
commande du point de consigne de la température à partir de
la 25~me h jusqu'à la 50ème h de fermentation.

La biosynthèse des cellulases, en particulier des
endo-cellulases (ACMC) se fait avec beaucoup de retard (50 hl
pour les cultures en fermenteur agité par rapport aux
cultures en colonne. Après 65 h de fermentation on obtient
1000 UI d'APF/l00 g SPS ; 14500 UI d'ACMC/l00 g SPS.

Le bilan de
paille et son de
agité est le suivant

la fermentation de 3,75 Kg du mélange de
blé par I~ hà~Lanum dans un fermenteur

- enrichissement en protéine du substrat 5,1 %
- utilisation des sucres totaux 40 %.

8 . :3 • 2. En ittmen.1eJ,u: Ji1A1.iQl,l~

Un nouveau type de fermenteur statique de grande
capacité (Zymotis) a ~té utilisé pour la culture de IL
hàczLanum sur bagasse mélangée à du son de blé en milieu
solide. Une demande de brevet d'invention a été déposée par
l'IRCHA à l'ANVAR (PREBOIS et Coll. 1985). Les premi~res

expérimentations ont été réalisées pour l'enrichissement en
Protéines des pulpes de pomme de terre, résidu de féculérie,
en ut il i sant une souche de ~ lige!:. Ce mêome fermenteur' a
été utilisé en Martinique pour la production de cellulases de
IL bac~ân~ cultivé sur bagasse.

La bagasse a été broyée à l'aide d'un broyeur à
marteaux puis séchée. Toutes le expériences .ont été réalisées
avec le mêome lot de substrat, et les sels minéraux (sulfate
d'ammonium et Urée) sont des produits industriels utilisés
pour la préparation d'engrais. La solution minérale a été
préparée avec de l'eau du robinet.

L'inoculum
farine de manioc
disques.

provenait d'une culture
de IL bàC.~ân~ dans

de
un

7 jours Sllr
fermenteur à

Le préconditionnement du substrat a été réalisé sur
des lots de 4Kg SPS. Le substrat prétraité et inoculé à 72 %
d'humidité a été introduit dans le fermenteur. Une faible
quantité de substrat inoculé a servi pour la préparation des
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colonnes, afin de comparer la croissance de I .... haJ:.z.i.a.llI,un dans
les deux types d~ fermenteurs en milieu solide statique.

Sur le Tableau XXXVIII on a comparé la production de
cellulases de I~ ha~i.fiUm cultivé sur mélange de bagasse et
de son de blé en colonne et en Zymotis. Le Zymotis a été
chargé avec des quantités croissantes de substrat
uniformément inoculé. La répartition du substrat a été
identique dans les différents compartiments du fermenteur.E~

fonction de la quantité totale de produit introduite dans le
fermenteur, la ~auteur du produit variait de 18 cm (14 Kg
poids humide) à 54 cm (43 Kg poids humide).

1MlEItI XXXVIII : l'rod.ctJlJ'l C01l"'"'" de œl1ul_ cie . TJra.orJitnun cu1ti\OE sr begpsae en m111......oUcIe .... cclane et en 1,ynDtia ..,.....

4B h de fer-.nt.1U en 10 ê!9"C.

..

Les Act1vi~ Eraynoti~ smt "",,"1m5cs .... UI / 100 g &'S.

1 )
( m Z'lIoOI'IS EN lIlJ:HC )
( )
( : : )
( SJlotnrt/ : tbJtL'UI" dl :

pi
ltJn1d1ti

M'F AOC pt !lJn1d1ti M'F AOC
)

( IUa&dlti p'<O.dt " )
( )
(

12,1r,. )
(

187" 18 (III 6,25 119 1.9:8 13.354 Il.33 119,S 1.6:8 13.1315 ) ..
( )
(

25.3 Ira )
( 36011 G,3J 69,9 1.002 12,s:!l 5.915 72,0 1.400 13.164 )
( Il 5.6" )
(

35,7r,.
)

( 45011 5,73 72,3 1.344 12.!D3 5.18 72.2 1.2l'6 12.581 )
( Il 72" )
(

41" Ira
)

( 54œ 5.n 72,7 !D3 7.416 5,77 72,11 !i!lO 7.1IlS )
( l71 " )
( )

Les résultats obtenus après 48 h de fermentation en
milieu solide ne montrent pas de différence significative
entre les deux types de fermentateurs. Bien au contraire, le
développement du microorganisme ainsi que la production de
~ellulases sont identiques. Pourtant les rendements de
production de c~llulases sont légèrement plus faibles que
ceux obtenus précédemment en colonne fl.605 UI APF et 20.443
ur ACMC cf. 7.3.4). Cette diminution peut être dûe au
changement de prétraitement du substrat. Pour l'expérlence
précédente (cf. 7.3.4.) 100 9 de substrat ont été autoclavés
pendant 45 min. à 110 C, alors que pour les fermentations au
niveau pilote, 4.0 Kg n'ont été autoclavés que pendant 3
heures. Cette hypothèse est confirmée par les résultats
obtenus avec la charge de 41,4 Kg de substrat dans le
fermenteur. En effet, dans ce cas le substrat n'a été
autoclavé que pendant 2 heures et les rendements de
production de cellulases sont nettement inférieurs. On aurait
pu attribuer cette diminution à l'effet de la hauteur du
substrat dans le fermenteur. Mais cette hypothèse n'est pas
valable' car les résultats de production de cellulases en
colonnes réalisées parallélement au zymotis avec le même
substrat, sont également faibles et similaires à ceux obtenus
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en zymotis. Le prétraitement du substrat est donc très
important pour- la croissance du microorganisme. Afin de
diminuer- le temps du traitement thermique pour des quantités
importantes de bagasse, on peut envisager de coupler ce
traitement avec un traitement alcalin (NaOH à 1 %) et
acidifier par la suite le milieu de culture avant son
inoculation.

Sur la fig. 36 on peut observer l'évolution des
principaux paramètres (Humidité, pH, production de
cellulases) au cours de la croissance respective de I~

hà~ziânum en colonne et en Zymotis. Le Zymotis a été chargé
avec 35,7 Kg de substrat à 72 % d'humidité initiale occupant
une hauteur de 45 cm dans les différents compartiments. Les
colonnes contenaient 18 g du m~me substrat inoculé, sur une
hauteur de 18 cm.

La germination des conidiospores est plus rapide en
Zymotis qu'en colonne. Cette constatation est valable pour
les fermentations dont la hauteur du substrat dans le Zymotis
est supér i eure> à 18 cm ~ De m~me, 1a températur-e du produ i t
fermenté augmente assez rapidement et en quelques heures
atteint 40 Oc lorsque la hauteur du produit dans le Zymotis
est supérieure à 18 cm. Nous avons donc augmenté le débit
d'air et connecté le système de refroidissement.

ln...
lit

•
0
0...
.....
...
:>

10
1/)..
li>
C...
:>......
III
Y

5

o

COLONNE
loi ZYMOTIS

pH .. pH
........ ...c c... ...

:lE :II:::> ::>:c :z:

A
.. ..

6 75 5

riEUr. 36 Product16n comparée de cellulases d. T.ha~J4~ cultivé sur un mélange de bagass. et da
son de ~lé en milieu Bolide statique en colonna et en Zymotls. pH ( 0-0 ); Humidit' (D-D )
Activites cellulasiquu': ACr4C x 1000 UI (B-B) et APF x 100 UI (A-A 1.
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cours
par la

L'aératicj;, du pïod""it c3. été de 400 l/h/compar·timer.t au.
des 13 premières heures, puis de 800 l/h/compartiment
suite po~r les cultures en Zymotis.

En début de fermentation le produit est rechauffé
pendant 14 h et sa température maintenue à 29°C. Par la suite
l'élimination des calories excédentaires est obtenue par le
système de ref r·o i d i ssement. Une température de 26 0 C du
liquide de refroidissement permet le maintient de la
température optimale du produit dans le fermenteur à 29°C.

L'apparition des
correspond aux valeurs
colonne. On constate un
zymotis.

cellulases dans le milieu de culture
minimales du pH pour les cultures en

retard de 3 heures dans la culture en

C'est après 48 heures de culture de I~ har~ian~m sur
bagasse que la production des cellulases est la plus élevée
(Fig. 36). C'est donc à ce moment que la ferme~tation en
Zymotis est stoppée et que le produit fermenté est pressé
afin de r~cupérer les cellulases on obtient alors 1.344 ur
APF et 12.803 UI ACMC/lOO g SPS.

Le bilan global de production de cellùlases de ~~

b.QLZiâlUlm en Zymotis chargé avec 4, 8 et la Kg de substr·at
est rapporté sur le Tableau XXXIX. Cette production est
directement proportionnelle à la quantité de substrat et la
hauteur du produit dans le fermenteur n'affecte pas cette
production. Ces résultats prometteurs permettent d'envisager
l'utilisation de ce nouveau biofermenteur pour la
fermentation des substrats lignocellulosiques et en
particulier pour' la production de cellulases de ~ hàLziàn~m

TAELEAU XXXIX 1 Bilan do production do ce11u10.'c de r. IW"Ji<.llwm
en Zy~otl9 Chargé avac 4 ; B et 10 Xg ~e aub,trat
poIds sec.

----..-----;----------0------------7---------------------.-----------------------
Charge du

Zyr:.oti'.l

Hauteur Ju

Produit danR

PrOdlJction de cellulases
UI!Zymotia

le ZymotiaSPS : ):----------------------,-----------------------)
APF AC~C)

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

4 Kg 18 cm 76.320 51~.000 .,
1

A Ka 82.560 1.002.COO

10 Ka 45 cm 134.400 1.260.300

--------------- --_..:..__._--------_..._--_._-_.:.._--------------_..:._-------- .------------)
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CELLULASES ET DES METABOLITES

Pour la réalisation de ce travail, on s'est inspiré
des recherches faites par SEBO (1975) sur la séparation du
plasma cellulaire des éléments structuraux des cellules
végétales.

C'est donc après 48 h de culture que le produit
fermenté est réparti en lots de 500 g. Ces lots sont ensuite
pressés à l'aide d'une presse hydraulique afin d'extraire les
cellulases. Globalement, à partir d'un lot de 500 9 de
produit fermenté humide on obtient, après 2 mn 30 de pressage
à 220 bar, une fraction insoluble de 210 9 contenant 120 9 de
matière s~che et une fraction soluble de 290 ml contenant la
plus grande partie des cellulases. La fraction insoluble est
reprise dans 290 ml d'eau et pressée à nouveau, ce qui
fournit une fraction insoluble de 210 9 contenant 109,7 9 de
Mati~re Sèche et une seconde fraction soluble de 290 ml. Les
bilans correspondants sont rapportés sur les Figures 37 et
38

Produ~t fermente à 28,3 % M~

SOOg

1ère Extraction

1 0 Fraction insoluble 1

210 g

Lavage de la fraction
insoluble

ISOOg 1

Pressage à 220 bar
durée 2'30"

1 0 Fraction soluble
290 ml 1

Addition de 290 ml d'eau

Produit lavé à 28,3 % MS

2ème Extraction Pressage à 220 bar, durée 2'30"

2 0 Fraction insoluble
210 g à 61,8 % MS 1

2 0 Fraction soluble 1

290 ml

Fig. 37 : Extraction de cellulases avec une presse hydraulique.
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Tout d'abord, lors du premier pressage on extrait 67,5
% des cellulases. Le second pressage de la fraction insoluble
réhydratée perm2t d'extraire les 80 % de cellulases
résiduelles. Au total, 93,5 % des cellulases produites au
cours de la fermentation en milieu solide de la bagasse ont
été récuperées. De plus ces enzymes sont présentes dans une
solution hautement concentrée. Sur le Tableau XXX X on donne
les concentrations des cellulases présentes dans les deux
fractions solubles obtenues après pressage. Pour- la première
fraction soluble on obtient 82,0 ur ACMC/ml et 5,6 UI APF/ml
et dans la deuxième fraction 26,6 UI ACMC/ml et 2,49 UI
APF/ml. Les cellulases de la deuxième fraction soluble sont
donc 3 fois plus dilu~es.

500 g du produit fermenté à 28,3 % MS

1141,5 g + 358,5 ml d'eaul

1ère Extraction

1120 g MS + 68,5 ml d'eaul

- 290 ml 1 0 Fraction
soluble

1 Extraction: 80 % d'eau 1

Lavage de la fraction
insoluble

290 ml d'eau
Agitation

/120 g MS + 358,5 ml d'eaul

2éme Extra~t~ ml 2 0 Fraction soluble

....-.-- ---.
1109, 7 g MS + 68, 5 ml d'eau 1 1"':1E"'"x-t"""r-a-c-t-:-l"'"o-n---"8::-C0~%~d':""':-e-a-u-r1

Fig. 38 Bilan pondéral des différentes fractions obtenues au cours
de l'extraction de cellulases avec une presse hydraulique.
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8.5. CONDITIONNEMENT DES CELLULASES.

•

La fraction soluble directement récuperée à la sortie
de la pr@sse a ét. filtrée afin d'elimin.r les particules
solides en suspension et on a ajout. du Merthiolate de Sodium
(1 9/1) pour permettre se ~onservation au réfri9érateur à +4
C pendant plusieurs semaines sans p.rte d'activit. (STENBERG,
1976) •

La plus grande partie de la fraction soluble a été
congélée le jour même de l'extraction. Elle a été par la
suite lyophilisée. Le conditionnement par du concentré
d'enzymes par lyophili.ation parait être le meilleur choix_
Outre la conservation de ces enzymes sans pertes d'activité
(Tableau XXXX) on réalise une concentration supplémentaire de
13 fois pour la premi.re fraction soluble et de 28 fois pour
la deuxi~me fraction soluble.

TABLEÂU xxxx : Ouantjtf de eellulas.s présentes dans le. deux fraetions .olubl.s avant et &pra. iyophilisation pour
seo • du produit re~anté 1 28,3 % MS.

722

461

1.165

1.626

7.720

6.723

20.535

23.780

2,49

5,61

52/.

63/g

758/.

26,6

82

1.HO/g

8,87

18,5

Poids

III

Q\lantité

1- Fraction aoluble 250

2· Fraction soluble 250

2· Fraction soluble 290

1- Fraetion soluble 290

APRES LYOPHILISATION :

AVANT LYOPHILISATION :

)
Aetivité. Enzymatiques (cellulases) )

:-----~------------------------------------------------------)
: UI ACMe/ml : UI APF/ml : UI ACMC UI APF 1

: &: .: : Total.. : Totales 1

-----------:-------------:---------------:--------------:--------------:----------------1
)
)
)
)
)
)
)
)
)

1
)
)
)

---------~---_--.:..-_------=---------=----_..:...-_------=--------)

--------------------------~--:-
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8.6. ENSILAGE DE LA FRACTION INSOLUBLE.

L'ensilage est une méthode de conservation des
fourrages qui favorise l'action d'une catégorie de
microorganismes anaérobies appartenant au grand groupe des
bactéries lactiques. Ces ferments lactiques conduisent, gr~ce

à des modifications biochimiques, à la formation d'un produit
qui conserve tOlite sa valeur alimentaire, tout en gardant son
état physique initial.

Le terme d'ensilage désigne aussi bien la technique de
conservation que le produit obtenu (BESSE, 1969).

Au cours de ce procédé de conservation par voie
humide, il est important de favbriser le développement des
bactéries lactiques et surtout d'empêcher la croissance des
autres microorganismes, en particulier des bactéries aérobies
ou des bactéries anaérobies sporulées butyriques. Pour cela
il faut éliminer l'oxygène de la masse du produit et créer un
milieu acide.

•

Différentes techniques peuvent être utilisées
améliorer la qualité des ensilages (CELANIE, 1982).
concernent l'addltion d'adjuvant au fourrage à ensiler.
manière générale on les regroupe en trois catégories:

- les acides
- les bactériostatiques
- les stimulants de la fermentation lactique.

pour
Elles
D'une

Durant ces dernières décennies, l'ensilage a connu un
développement important gr~ce à l'extention des cultures du
mais, dans les pays tempérés. Par contre, il a été peu
pratiqué en milieu tropical. Quelques essais infructueux sont
pour une part à l'origine de ce manque d'intérêt. Pourtant,
dans ces régions tropicales, une saison pluvieuse,
l'hivernage, succède une saison sèche, au cours de laquelle
la production de fourrage est largement déficitaire et la
technique d'ensilage pourrait alors être "très bénéfique.
Récemment une étude de l'évolution microbiologique et des
caractéristiques fermentaires des ensilages de canne à sucre
et de sorgho en climat tropical humide, a été réalisée par
CELANIE (1982). De cette étude, il ressort que le sorgho
constitue le meilleur support au développement de l'activité
lactique. Quant à la canne à sucre, bien qu'elle présente une
bonne aptitude à l'ensilage, elle ne remplit pas les
conditions favorables à la mise en place d'une conservation
stabilisée. Ceci est dû principalement à la fermentation du
saccharose par les levures qui produisent une importante
quantité d'alcool.

Notre
insoluble de

étude a porté sur l'ensilage de la fraction
la bagasse fermentée. Ce substrat est pauvre en
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sucres libr~5 M~Jis enrichi en Azote. Sa composition chlmique
est donc différente de la composition de la canne à sucre
brute. Nous avons testé principalement 4 conservateurs
d'ensilage, pour obtenir une bonne conservation, en
protégeant plus particulièrement la fraction protéique de ce
sous-produit provenant d'une fermentation en milieu solide de
la bagasse •

Pour l'ensilage de la Fraction Insoluble (F.I.)
obtenue après extraction des cellulases de la bagasse
fermentée en zymotis, il était nécessaire de disposer de
quantités importantes de F.I. La charge maximale du zymotls
ne dépassant pas 12 Kg SPS, nous avons été amenés à utiliser
ce fermenteur quatre fois pour obtenir une quantité
suffisante de la ~.I. à conserver.

Le produ1t à ensiler (F.I.) provient donc de quatre
fermentations différentes (Z58, Z68, Z77 et Z87). De mème, la
confection des silos a été réalisées dans la Journée au cours
de laquelle le produit fermenté était traité (par un seul
préssage à 230 bar pendant 1 min) pour séparer les cellulases
de la F.I. Les valeurs moyennes de Matière Sèche <M.S.> des
F.I. obtenues sont proches de 53,8 %. De ce fait une quantité
non négligeable de la fraction soluble (F.S.) reste sur la
F.I. Cette F.S. résiduelle contient en particulier 25 % des
cellulases produites au cours de la fermentation de la
bagasse par I~ ~L.~~~ (Tableau XXXXI).

TABLEAU xlCXXI C.r.ctEri.tiqu•• d. 1. fr.ction in.olubl•• t d. 1. fr.ction .olubl.
r~.iduelle obt.nu•• l p.rtir de 500& d€,produit. f.r••ntE .v.nt .n.il.&••

----------1-------------,--------------------,--------------------------------------------)
)

: FRACTION INSOLUBLE : FRACTION SOLUBLE RE.iduelle )

-------------------- -------------------------- )Te..p. de ----)
(Produit Fermentation : OuantitE : M.ti~r. : Ouantit': pH : C.llul....: UI/100aFI )
( F.....nt' heu.... &: .iche": ..1 APF ACMC)

, : )

~-- ;-----------------:------------:-----------:----------:------:--------------:---------------------)
( :::::: )
( )
( Z 58 61 201,0 53,2 94,0: 6,23: 206 3091)
( )
( )
( Z 68 60 211,5 52,4 100,7: 5,90: 301 3409)
( . )
( )
( Z 77 48 215,0 54,0 98,9: 5,45: 164 1928)
( )
( )
( Z 87 48 214,0 55.7 94,8: 5,46: 272 3289)
( : )
( --l .!. ..!. .1. .l .l- .1-. ---J
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SUt' les J3.bleallx >~>:XXII et XXXXIII sont reportés
quelques préci:.:i..:ir.s concer-nant la conféction des si los ~

partir de la F.I. pour obtenir une matière sèche ~oisine de
35 et 45 % respectivement. Sur ces Tableaux nous avons
mentionné l'origine de la F.I., la nature ainsi que la
concentration du conservateur, la quantité de la F.I.
introduite dans le mélangeur, la quantité d'eau contenant le
conservateur qu i a été aj ou t ée à 1a F. 1. pour ramener
l'humidité du produit à conserver aux environs de 65 et 55 %.
Avant la fermeture des silos, une partie aliquote a été
prélevée pour mesurer la matière sèche.

Deux séries d'ensilage ont été réalisées en utilisant
quatre conservateurs différents <Protéinor, ENSIPRON,
Mélasse, A.I.V.> une série à 35 % de MS et l'autre à 45 %
de MS ont été faites afin de pouvoir comparer l'influence de
l'humidité sur la qualité de l'ensilage.

L'ouverture des silos est intervenue après 6 mois de
conservation. Nous avons pesé les quantités désilées. Sur le
Tableau XXXXIV on a noté le bilan pondéral de l'ensemble de
16 ensilages réalisés à partir des F.I. Pour les 8 premiers
la M.S. avant ensilage a été ramenée aux alentours de 35 %
alors que pour les 8 derniers elle a été proche de 43 %. On
observe une perte normale en poids, environ 15 % pour
l'ensemble des ensilages.

TABLEAU ~II Confection dea ailoa l partir de la FractIon Ineoluble (Y.I.) de la baaaaae
fermentfe pour obtenIr une MatI~re S~che voiaine de 35 % .

T---- -----,--------------,----------:----------,-------,---------,-----------)
( Quantitf Quantit6 PoIds MatI~re )
( EchantIllon Datedemiae)
( Y. 1. Conservateurs : Produi t Eau total S~che )
( N' )
( . en sil08 )
( :: ; IF. 1.) Ka: 1 : Ka : ": )

(--------------:---------:--------------:----------:----------:-------:---------:-----------)
( )
( )
(1 Z 68 PROTo 2 " 3.1 1,9 5,1 32,7 28/5/84)
( )
(2 Z 68 PROTo 3 " 3,1 1.9 5,1 32,S 28/5/84)
( )
(3 Z 68 PROTo 4 " 3,1 1,9 5,1 30,6 28/5/84)
( )
(4 Z 68 ENSI. 3 " 3,1 1,9 5,1 30,2 28/5/84)
( )

(5 Z 68 ENSI. 4 " 3,1 1,9 5,1 33,0 28/5/84)
( )
(6 Z77 A.Lv.IO" 3,1 2,0 5,2 34,1 13/6/84)
( )
(7 Z 87 MELA. 50" 3,1 2,0 5,1 36,2 20/6/84)
( )
(8 Z 87 Tfmoin 3,1 2,0 5,1 31,8 20/6/84)
( )
( :: : :::)l 1 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ -J

..
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Cependant ce~te perte a été plus impo.tante pour les
ensilages secs ~ar rapport aux autres qui ont été pl~s

humides. Lorsq0e les ensilag2s ont été contamines en surface.
la partie con l _3.n:inée a été éliminée avant l 'homogénéisatio"i
du produit pour le prélèvement est des échantillons. Pour le
calcul des pertes totales, nous avons inclus les déchets
a i n s i é 1 i min és .

En considérant les pertes totales, on constate que les
valeurs obtenues sont très proches pour l'ensemble des
ensilages à l'exception du No. 12 pour lequel on observe une
perte de 41 %. Pour les ensilages fourragers, une perte de
10-15 % est tout à fait normale.

Les analyses chimiques ont été faites au laboratoire
de Zootechnie de l'INRA-GUADELOUPE sur les produits désilés
après 6 mois de conservation à la température ambianl~

(Mai-Octobre 1984).

Lors de l'ouverture des silos~ le ~~me proces~0s

expérimental (~i ;-,lr-e 13) a é+_é appl iqué à l' er,semble des
ensilages. On ==>. estimée 1.:1 quantité des déchets .;1va.-,+:
homogénéisation du produ!t conservé. Sur des échantillo~s

représentatifs~ la matière sèche CM.S.) ainsi que la Matiè~~

Azotée Totale (MAT) ont· été détérminées. Enviro.-, 100 g dl.'.
produit ensi l~ ont été pressés. Le pH a été mesur-é ; l'Az':Ite
soluble CNH3). l'acide lèlctioue ainsi que les acides gras
volatils (AGV) ont été dét~r~inés sur des échantillons du jus
de pressage additionnés d'un stabilisateur chimique.

TABLEAU XXXXIII :Confection des silos il partir de la Frsetion Insoluble (FI) de la bagasse
Fermentée pour obtenir une Matière Sèehe (MS) voisine de 45 S.

20/6/84

20/6/84

13/6/84

44.9

42,9

46,2

5,5

5,1

5,0

1,1

1,1

1.0

4,4

3,~

4,050 S

Témoin

A.I.V. lO "

MELA.

Z 87

Z 87'

Z 77

HI

14

15

(-------------:--------,-------------:----------,----------:-------,----------,-----------)
( Quantité Quantité Poids Mstière )
( Eehantillon : Date mise)
( F.1. Conservateurs Produit Eau total Sèehe )
( ::: en ail08 )
( N• :: : (F. 1.) Kil: 1 : Kil: S: )

(------------:---------:--------------:----------:----------:-------:----------:-----------)
( : )

")

~ SI Z 58 PilOT. 2" 3,9 1.1 5,1 41,5 24/5/84 l
~ la Z 58 PilOT. 3 S 3,9 1.1 5,0 41,6 24/5/84 l
~ 11 Z 58 PilOT. 4 S 3,9 1.1 5,1 41,6 24/5/84 l
1 12 Z 77 ENSI. 3 S 3,9 1,1 5,2 41,9 13/6/84 l
~ 13 Z 77 ENS 1. 4 S 3,9 l , 1 5,1 43.4 13/6/84)
(
(
(
(
(
(
(
(

(------------~-------~--------------~----------~----------~-------~----------~-----------
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SUl"" Jp c';'lo?2u ><~:">'\J SOLt repor·t 6 s lo?5 (·é=.ult'· ... ë

d'analyses c~J~ioues réalisées sur des érh?ntil1~ns

repr'ésentati~s ],1'"<; de i 'o",vertur'e dec:=. ;::j le'5. "lovs éCë'.r,Llr·s
de la discL,ssi'J"· l'échant.~1(1n r'ic.• 12 correspC!!"I'.:!=l.nt à 13 F.L
277 additionn~" d'Ensipr-·r.,n à 3 Of. pour lequel 1'='5 r·ésulLür.
sont abhér'ents ~li,ssi bien pOUT la MAT particulièt-emer.t élev'~E

que pour la concentration en éléments nutritifs. C2S

résultats sont la conséouence d'une perte de Matière S~~he

importante. Pour les autres ensilages, les valeurs de pH sont
assez voisines et fluctuent entre 4, 10 et 4,45. De même le
pourcentage d'Azote Total est compris entre 12-15 % de MS.
Ces valeurs sont tout. fait normales pour les ensila?es. Il
est intéressant de remarquer que la concentration d'Azote
soluble, rélativement faible~ ne représente que 10 % de
l'Azote Total. Ceci n'est pas très important car J'azote
soluble donnera tt'ès r'apicternent de l'ammoniac dans l'? n'Tfl5'''1.

Par' contr'e l'l\zote fixé s~~"'a dégt"adé plus lentement da'"is le
rumen pour donnPf' égalem,:,r·+ df"J ]'ammo'iiac. NOUe: rt'2\10r;S !=3.S
pu détérminer l~ "ferMent~=ibilité" c'est à dire la vites~e

de dégradation ~p ~'~zote ~iy~ ~3ns le rumen.

TABLEAU XXXXIV Bilan ~atière avant et après ensilage de la Fraction Insoluble (F.I.) obtenue par pressage
de 1. bagasse ferment~e en Zymot1s.

(--------------,--------------,---------------,--------------,--------------,--------------,-------------------)
( ) ..
( M.S. Poids Sec loLS. Poids Sec Pertea Pertes Totsles y )
1 No. D~part Départ Dési1age Final en comprie D~chet. )

(Enanag. " Kg " Kg " ")
( )
1 : : : : : : )1--------------,--------------,---------------,--------------,--------------,--------------,------------------)
( )
1 32,7 1,635 29,60 1.428 12,7 16,5)
1 )
1 2 32,5 1,625 31,55 1,504 7,5 10,1)
1 )
1 3 30,6 1,530 27,40 1,431 6,5 7,3)
1 )
1 4 30,2 1,510 26,92 1,292 14,4 15,8)
( )

1 5 33,0 1,650 28,80 1,568 5,0 5.8)
1 )
1 6 34.1 )
1 )
(7 36,2 1.810 28,96 1,406 22,3 22,8)
1 )
1 8 31,8 1,622 28,61 1,371 15,5 18,4)
1 )
1 9 41,5 2,075 38,28 1,788 13,9 14,0)
1 )
1 10 41,6 2,080 37,57 1,728 17,0 17.7)
1 )
1 Il 41.6 2,080 38,34 1,739 16,4 18.6 1.
1 )
1 12 41,9 2,095 27,86 1.347 35,7 41,0)
1 )
1 13 43,4 2,170 38,13 1,818 16,2 17.5 1
1 ) _
1 14 42,9 2,145 39,56 1.898 11,5 16,0)
1 )
1 15 46,2 2,310 40,57 1,974 14,6 15,1 1
1 )
(lIS 44,9 2,469 42,62 2,240 9,3 9,9 1
1 )
1 :", " . • . • )
------------------------------~---------------~--------------~--------------~--------------_.-----------------
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La production d'acide Lactique a été imoort~nte pour
les F.1. add't ionnées de Mél,:l.sse <échanti lIons No 7 ,~·t t\!o

15). Cependant la pr'ésence de saccharose favorise égaleme,·,t
la production de quantités non négligeables d'alcool Des
résultats similaires ont été obtenus avec de la canne ~ surre
ensilée <CELANIE. 1982). Nous n'avons pas remarqué pour
l'acide lactique produit, une nette différence avec les
divers conservateurs utilisés. En particulier l'utilisation
du Protéinor qui est un bioconservateur ~ base de ferments
lactiques, n'a pas donné de meilleurs résultats que les
autres conservateurs.

Il faut noter cependant que la F.I. ensilée ~e

conserve norma l ement. Parm i 1es divers conservatE"urs
utilisés, il n", a pas de différence significative au niveal'
de la productior d'AGU et d'acide lactique. De plus l'Azote
fixé représente 90 % de l'Azote Total.

TABLEAU XXXX" Riaultats des anal"se. chi.iques rialia'ea l l'ouverture dea ena11aae. apri. 6 1D01a el.
conaervation.

NO.

AZOTE
AG" Alcoola

Aclele
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8.7. CONCLUSION.

Le pr'océrl. t ' de ferT!lentation en milieu solid.O', apnli"J"p
aux substrats lignocellulosiques, donne des résultats
particulièrement Intéressants Dour la culture de charrpl~~~n~

filamenteux cel ,llolytiques pour la productiorl de cè] l'.llas~s

Au laboratoire tous les substrats lignocellulosiqu€'s ~qU) ont
été expérimentés (paille de blé, son de blé, pulpes rte
betterave, bagasse de canne à sucre) ont donné des résultats
positifs avec I~ haczianum .

L'étude romparée des fermentations en milieu liqu\~e

et en milieu sollde de pulpes de betterave avec I~ h~cz~~ü~m

ne fait pas apparaitre de différences significatives a'.'
niveau de la production des cellulases.

L'analyse de la microflore hétérotrophe aérobie
naturelle de la bagasse a montré l'e~istence d'une mlcro~!~~~

très importante de l'ordne de 2,5 millions de bactér'~s Dar
gramme de baga.,-se poids sec. Afir> de maitris'E'r la cr'oissar'cl?
préférent ielle "'10 I.L haczi~.!:ll.\m et en mème temps appllqUf.?r ',(',
prétraitement ; la cellulose contenue dans la ba'3asse. le
substrat a été Butoclavé à 110°C avant l'inoculation avec des
conidiospores de T.L haczianum .

A part,~ des résultats obtenus en colonne au
laboratoire, le passage au niveau pilote expérimental 3 été
réalisé en utilIsant un nouveau fermenteur statique(2~m~tls'

L'étude en parallèle de la croissance de I~ hsczia~~m en
colonne et en Zymotis ne fait pas apparaitre de différer>ce
significative au niveau de la production des cellulases. Cela
confirme l'efficacité du Zymotis ainsi que la validité rle
l'extrapolation.

L'utilisatlon du Zymoris par la fermentation de la
bagasse de canne à sucre a permis la productIon rl"une
quantité importante de produit fermenté. Afin de récupère·
les enzymes et les métabolitE'5 présents dar·s le Pt~CJ·::j-.~t

fermenté une Yimivelle méthode d'extraction a été miSE? au
point. Par pre~~age à 230 bar on extrait environs 80 % de
cellulases. La portion insoluble est conservée par ensllage
pendant plusieurs mois et constitue un fourrage d'une quallté
moyenne.

Ces résultats très prometteurs nous autorise~t ~

envisager la valorisation biotechnologique non seulement de
la bagasse mais égèdement d'un grand nombre dE- S'lbstrCl+-'"
lignocellulosiques par la production de fourrages m~'~

aussi de métabolltes fongiques à haute valeur ajoutée.

En partl,:,ulier la culture de microor<:lar.;sme<; s'.\ ....
support cellulos,leue par fermentation en milieu sol ide ~'vre

de nombreuses perspectives d'utilisation de ce pracéip,
L',additior> d'ir·dtlC:teurs snl"'::>les dans le milieu de C"ulture
ab.sorbé sur le support, permetrë-. d'élargir la gamme d'er,z,/mes
et de métabolites obtenus par fermentaiion en milieu solide.

...
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CONCLUSIONS GENERALES.

L'hydrolyse d. la cellulos. par l.s moisissur.s .st"un
processus complexe qui exi9. la participation d'au moins
trois typ.s d'enzymes (C.llulases)

- l'endo - ~ - 1,4 - 91ucanase
- l'exo - ~ - 1,4 - 91ucanase
- la ~ - 1,4 91ucosidase (c.llobias.)

sont des enzymes adaptatives. Leur
control~e par un m~canisme

elle est induite par le cellobiose et
un de9r~ moindre par le lactose. Le

pour la production de cellulases par
c.llulose. Le 91ucos. r.prime la synthèse

Les cellulases
biosynth&se est
inducteur-r~presseur,

le sophorose et à
meilleur inducteur
Itil;bwlttlllil est 1a
des cellulases.

L'.fficacit~ de l'hydrolys. enzymatique de la
cellulose d~pend largem.nt de son accessibilit~ aux

enzymes extracellulaires s~cret.es par les moisissures.
Le contact direct entre c.s enzymes et le substrat
c.llulosique .st une condition ess.ntielle de l'hydrolyse.
Comme la cellulose est un substrat insoluble .t de structure
complexe qui ne peut pas p~n~trer dans la cellule, ce contact
ne peut se r~aliser qu'après diffusion des enzymes ,
l'exteri.ur du myc~lium.

Les cultures en milieu liquide pr~sentent

l'inconvenient de diluer consid.rablement les enzymes
cellulolytiques synth.tis~es par le microorganisme et de
limit.r les contacts entre les substrats insolubles et ce
microorganisme. L'attaqu. d. la c.llulose non soluble par les
enzym.s sp.cifiques dilu.es n'est donc pas efficace. Dans ces
conditions, les cultures en milieu solide pourraient
pr~senter des avantage. int.ressants puisque le champignon
filamenteux se d~velopp. au contact du substrat. Les enzymes
excr~t.es directement sur le substrat vont pouvoir
l'hydrolyser avec plus d'efficacit~. En retour les sucres
r~ducteurs lib.r.s au cours de l'hydrolyse du substrat
insoluble pourront .tre mobilis.s rapidement par le
microorganisme pour son d.veloppement. Le syst&me d. culture
en milieu solide parait donc plus apte pour la croissance de
microorganism.s adapt••• des tels substrats insolubles.

Dans le cas des substrats lignocellulosiques (paille
des ctrtales, bagasse), les hemicelluloses et la lignine
forment une matrice entourant la cellulose, la masquant ainsi
des enzymes cellulolytiques. Le. diff~rents pr.traitements
physico-chimiques appliqu~s • c.s substrats aboutissent. la
ruptur. d•• liaisons lignine-cellulose-hemicellulos.s et à
l'augmentation des zon.s amorphes de la chaine glucidique. La
diffusion des enzymes est ainsi am.lior.e et les points
d'attaque des cellulases sont aU9m.nt~s.
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L'étude de l'influence de divers prétraitements

physico-chimiques appliqués à des résidus lignocellulosiques
a permis de définir les conditions de mise en oeuvre de la
fermentation en milieu solide de ces substrats:

Utilisation du substrat broyé d'une taille
inférieure à 2,5 mm.

Traitement du substrat en milieu imprégné et non
pas en suspension dans une solution alcaline, de facon à
éviter les pertes importantes de mati~re, par ailleurs
source de pollution.

Traitement du substrat à 50 % d'humidité, par la
chaleur à 110 C pendant 30 min.

Une étude préliminaire nous a permis de sélectionner,
parmi les souches de champignons filamenteux cellulolytiques
de notre collection, une souche de I~i~b~2~mà b.C4iànym
présentant des caractéristiques satisfaisantes pour la
production de cellulases à partir des substrats cellulosiques
par fermentation en milieu solide. Cette souche produit des
quantités élevées de cellulases, poss~de une croissance
apicale rapide (1,2 mm/h), peut coloniser des substrats
solides assez rapidement et produit des quantités importantes
de conidiospores (3,5 X 10 A I0 conidiospores/g de substrat).
De plus, I~ b~xiàDwm est un antagoniste puissant vis-à-vis
d'un certain nombre de champignons phytopathog~nes, il
produit des enzymes spécifiques (p - 1,3 glucanases)
capables d'hydrolyser la paroi cellulaire des sclérotes
(formes de résistance) de champignons phytopathog~nes.

L'étude de la physiologie de la croissance a mis en
évidence que I~ b~xian~ est un microorganisme prototrophe,
d'une grande souplesse d'adaptation, capable de se développer
dans des conditions extr~mes (pH: 2 à 8 ; température de 10
à 35 C·; salinité de 0 à 80 9 de NaCI/I).

L'utilisation d'un milieu de culture enti~rement

synthétique nous a permis de démontrer que I~ b.~i.nym est
un microorganisme prototrophe assimilant bien le nitrate,
l'urée, l'ammo~iaque, les sels d'ammonium et plus faiblement
le nitrite. De même, les Glucose, D-Fucose, Lactose, D.
Ribose, Xylose, Cellobiose, Galactose, Saccharose, Amidon,
Cellulose, Mannitol sont utilisés comme unique source de
carbone et d'énérgie.

Les principales étapes physiologiques de la croissance
de ~ b.~zi.num sont la germination des conidiospores, la
multiplication végétative du mycélium, la sporulation ou
conidiogén~se et la dormance. La germination des
conidiospores de ~ bA~i.nym commence avec l'apparition du
tube germinatif apr~s 8 heures de culture. La cinétique de
germination est directement influencée par la nature du
substrat carboné du milieu de culture. En particulier cette
cinétique est nettement ralentie lorsque I~ b~xiàDwm est
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cultivé sur cellulose microcristalline (liaisons glucidiques
-1,4). Au cours de la multiplication végétative, le mycélium
développe de très nombreuses ramifications. La durée de cette
.tape est fonction des conditions ainsi que de la composition
des milieux de culture. En général elle dure 40 heures.

L'utilisation de champignons filamenteux pour la
valorisation des substrats agricoles par fermentation en
milieu solide, nécessite en premier lieu de disposer!de
quantités importantes de spores. L'étude de la physiologie
de la sporulation de I~ b~%iAn~ a permis de comprendre
comment les différents facteurs (environnement, composition
du milieu de culture, mode d'inoculation, temps d'incubation)
influencent la production de conidiospores et de définir les
conditions optimales de production de conidiospores.

Il a été démontré que le mode d'inoculation, la
concentration de la source de carbone et d'azote, les sels
NaCl, KCl et CaCI2, l'aération des cultures, la durée
d'incubation sont les principaux facteurs qui influencent
quantitativement la production de conidiospores de ~

bA~iA~m De m.me la lumière favorise le développement de
la couleur verte caractéristique de ces conidiospores. La
composition optimale du milieu de sporulation a été définie.
La production maximale de conidiospores est obtenue après 20
jours de culture en erlen sans aération, avec un rendement de
~,O X 10 A I0 conidiospores/g de farine de manioc.

Un procédé nouveau a été mis au point pour la
production de spores de champignons filamenteux en utilisant
un nouveau dispositif. Ce procédé allie l'avantage de la
culture de surface sur un milieu solidifié, ~ l'utilisation
d'un fermenteur ~ disques rotatifs particulier dont le
principe d'utilisation a été fondamentalement modifié de
facon ~ obtenir une grande surface de sporulation et.
permettre de récolter aisément les spores par simple lavage
des disques. La biomasse mycélienne reste emprisonnée dans le
milieu solidifié, toutes les opérations peuvent .tre
réalisées dans le m.me appareil stérilisable, assurant une
grand simplicité d'utilisation et une asepsie stricte.

Dans ce fermenteur à disques, le maximum de production
de conidiospores de ~ hà~iànum a été obtenu après 7 jours
d'incubation avec 7,3 X 10 A l1 conidiospores produites ce qui
correspond ~ un rendement de 3,25 X 10A I0 conidiospores/g de
farine de manioc, initialement présente dans le milieu de
culture. Le poids d'une conidiospore de I~ b~%iAn~ étant de
1 X 10-11 g, le rendement pondéral global rapporté au
substrat carboné (poids des conidiospores / g) est très élevé
et proche de 36 %.

Une nouvelle technique de conservation par séchage à
+40 C sous vide des conidiospores a été expérimentée en
utilisant un rotavapor. Il a été démontré que l'utilisation
d'un support inerte (bagasse· finement broyée et stérile)
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améliore nettement les rendements de récupération et de
viabilité des conidiospores séchées par cette méthode.

La méthode de fermentation en milieu solide est basée
sur le conditionnement du substrat insoluble uniformément
inoculé par des spores de champignons filamenteux apportées
dans la solution minérale contenant de l'urée, KH2P04 et
(NH4)2S04. L'humidité du milieu de culture est élévée sans
que pour autant il y ait d'eau en excès (teneur en eau entre
70 et 74 %).

L'utilisation de substrats tels qu'un mélange de
bagasse et de son de blé de paille de blé et de son de blé
ou les pulpes de betterave, fournit des résultats
particulièrement intéressants. I~ hA~ziàQYm se développe très
bien sur ces substrats prétraités, m~me dans des conditions
de fermentation non aseptiques. La production de cellulases
est élevée, sensiblement égale pour les trois substrats
étudiés. Pour 100 g de substrat poids sec on obtient après 48
h de fermentation, une production de 2.000 UI d'Activité
Papier Filtre et 20.000 UI d'Activité Carboxym~thyl

cellulose. En outre, gràce au pouvoir tampon élevé de la
paille, de la bagasse ou des pulpes de betterave, il n'est
pas indispensable de réguler le pH pendant toute la durée de
la fermentation le développement relativement lent de IL
hA~ziAn~m sur ces substr'ats ne provoque pas d'échauffement
trop important de la masse et les calories peuvent ~tre assez
facilement éliminées.

La cinétique comparée de biosynthèse des cellulases en
milieu solide et en milieu liquide ne montre pas de
différences signifiçatives au niveau des rendements de
production des différentes enzymes. Ceci est tout à fait
encourageant et nous permet d'envisager la production de
cellulases de I~ hA~iAnYm par fermentation en milieu solide.

Le procédé de production de cellulases par I~

bà~iAQYm que nous avons décrit comprend cinq étapes.

Préconditionnement du substrat par broyage et
traitement thermique.

Inoculation avec une suspension de conidiospores, le
produit étant amené à 72 % d'hUmidité.

Fermentation aérobie statique avec passage continu
d'un flux d'air humidifié • travers la masse du produit
pendant 48 h.

Extraction des cellulases par pressage du produit

Conditionnement des deux fractions obtenues
évaporation de la fraction soluble permettant d'obtenir les
cellulases sous forme de poudre sèche, ensilage de la
fraction insoluble pour stabiliser le sous-produit et
permettre son utilisation éventuelle en alimentation animale.
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Nous avons enfin vérifié que l'extrapolation de la

technique de fermentation solide statique est
expérimentalement possible gr'ce à l'utilisation d'un
fermenteur statique (zymotis) à l'échelle pilote de 20-50 Kg
de capacité.

Le Zymatis est un nouveau biofermenteur statique pour
la culture de microorganismes en milieu solide. L'aération
des cultures se fait par le bas de la cuve, assurant ainsi
une bonne oxygénation du milieu. La régulation de la
température s'opère par une série d'échangeurs thermiques
transférant les calories et délimitant des compartiments de
fermentation. La cuve du fermenteur est munie d'un couvercle
mobile permettant la récupération et l'analyse des gaz en
sortie de l'appareil ; l'ensemble étant isolé du milieu
ambiant permet d'éviter les risques importants de
contamination et de réaliser des bilans de fermentation assez
précis.

Le zymotis une fois chargé peut contenir 50 Kg de
substrat cellulosique à 72 % d'humidité, ce qui représente
2.500 colonnes de laboratoire, donc une extrapolation très
significative au niveau expérimental.

d'un
après
de :

Pour une fermentation en zymotis de 12 Kg poids sec
mélange de bagasse et de son de blé, nous avons obtenu

48 h de cultur'e de I~ bàC~iQn~m une production globale

164.520 UI d'Activité Papier Filtre
- 1.623.240 UI d'Activité Carboxyméthyl-cellulose.

La conservation par ensilage de la Fraction Insoluble
<F.I.) obtenue après extraction des cellulases produites par
I~ bàC~ian~' au cours de la fermentation en milieu solide de
la bagasse a montré que cette F.I. se conserve normalement.
Les 4 conservateurs d'ensilage utilisés ont donné des
résultats similaires en protégeant particulièrement la
fraction protéique et en stabilisant l'ensilage. Il n'y a pas
eu, au cours de la conservation, de perte importante en poids
de matière sèche, le pH a été maintenu acide avec une
production normale, pour les produits lignocellulosiques,
d'acide lactique. La concentration d'azote soluble représente
10 % de l'azote Total ce qui confirme la bonne protection de
la fraction protéique au cours de la conservation par
ensilage.

Ces résultats sont très prometteurs; ils autorisent à
envisager l'utilisation de I~ hà~ziàn~m pour la production
massive de cellulases. Par ailleurs, la production massive de
conidiospores de I~ b~~àn~ en condition contrblées peut
conduire à des applications pratiques dans le domaine de la
lutte biologique contre les phytoparasites des cultures, mais
.galement pour l'extraction et la purification de nouveaux
antibiotiques, les Trichorzianines, présents dans les
conidiospores de ce champignon filamenteux.
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EVALUATION ECONOMIQUE DU PROCEDE ORSTOM DE

PRODUCTION DE CELLULASES EN ZYMOTIS.

PRE CONDITIONNEMENT DE LA BAGASE
=========================~=====

Paille
Bagasse
Son de blé
Sulfate d'Ammonimum
KH2P04
Urée
Kg total PS
Eau
Kg M. humide

INOCULATION
========:::==

Mélangeur
15 min/50t/min

Autoclavage 4h/110oC

Mélageur 10 min/50T/min
10 Kw electricité

6 F
6 F
4 F

6 F

1 F
20 F

37 F

Melangeur + aspersion
15 min/50t/min

14 litres susp. spores ~ sporulateur

Kg M. H à 72%

FERMENTATION EN ZYMOTIS 48 h
=======================

Chargement
Aération-Humidification
Refroidissement - Rechauffement
Mesure de CO2

PRESSAGE LYOPHILISATION
=======================

20 F

120 F

Pressage

Lyophilisation

MATERIEL UTILISE
================

Autoclave
Broyeur
Mélangeur

2 Sporulateurs
1 Zymotis
1 Presse hydraulique
1 Atomisateur
1 Bâtiment
1 Vehicule

230 bar/1h 20 Kg FI
28 litres FS

2,3 Kg poudre sèche

50 F

200 F

100.000 F
5.000 F

15.000 F
25.000 F
90.000 F
30.000 F
50.000 F
50.000 F
40.000 F

405.000 F
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Fonctionnement utilisés
Personnel

1 technicien 10.000F/mois
Administration
Amortissement
Divers

TOTAL

Coût de Revient

357 F

1.250 F
1.250 F
1.000 F

143 F

4.000 F

4.000 F
pour 1.600.000

U1

4.000 F
1 U1 ACMC
1 U1 APF

1.600.000 U1 d'ACML
revient à 0,0025 F
revient à 0,025 F




