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RESUME

Dans le cadre de ce travail, nous avons comparé la croissance et la production d'alcaloides de
l'ergot du seigle par Claviceps purpurea et Claviceps fusiformis en cultures en milieu solide
(FMS) et en milieu submerge (FSm). L'étude de la biosynthése d'alcaloides par ces souches a été
réalisée en variant les conditions environnementales et la composition du milieu de culture, Ces
facteurs se sont révélés trés importants lors de la biosynthese d'alcaloides, aussi bien sur les
rendements de production que sur le profil d'alcaloides produits.

- L'analyse des gaz a constitue un outil performant pour évaluer l'adaptation des souches 2 la
culture en milien solide. Cette technique nous a permis d'établir les conditions de culture en FMS
et de suivre en continu I'évolution de la croissance en fonction du CO2 dégagé.

L'utilisation de la méthodologie des plans d'expériences, nous a permis de préciser I'influence
des différents facteurs étudiés. Ainsi, la source de carbone, la source d'azote, l'aération, le
phosphate inorganique et l'addition de précurseurs (tryptophane, valine, proline) se sont
révélés comme les facteurs principaux ayant des effets prépondérants sur la biosynthése d'alca-
loides. En particulier, l¢ role du tryptophane comme précurseur de la biosynthése d'alcaloides a été
amplement confirmé, de méme que l'effet stimulateur du saccharose. 11 a été clairement mis en
¢évidence que les variations observées dans le spectre d'alcaloides produits sont directement liées &
la composition du milieu de culture et a Ja technique de culture utilisée.

Le rendement en alcaloides totaux exprimé par rapport a la biomasse est plus élevé en
fermentation en milieu solide qu'en milieu submergé, d'un facteur 3 pour C. purpurea (23,58
mg/g de biomasse PS) et 10 pour C. fusiformis (187,76 mg/g de biomasse PS) apres 200 heures
de culture.

La culture en FMS sur support imprégné s'est avérée trés intéressante pour la production de
métabolites secondaires A haute valeur ajoutée. On a en effet observé des productions en
alcaloides par FMS deux fois plus élevées pour C. purpurea (414,43 mg/l) et quatre fois pour C.
Jusiformis (891,86 mg/l) que celles obtenues en culture submergée. Ces résultats constituent donc
une contribution 2 l'amélioration de la production des alcaloides de I'ergot du seigle par
biotechnologie et A 1a valorisation des sous-produits tropicaux par le biais de la FMS.

MOTS CLEFS : Claviceps purpurea, Claviceps fusiformis, alcaloides de l'ergot du seigle ;
fermentation en milieu solide (FMS) ; support solide inerte ; bagasse de canne 2 sucre ; substrats
amylacés ; caractéristiques de croissance.
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1. INTRODUCTION

Des études, dont l'origine remonte au siécle dernier, ont révélé que les intoxications parmi
les populations qui se nourrissaient de farine de seigle ergoté, étaient provoquées par le
développement de Claviceps, champignon responsable de la formation de l'ergot. L'ergot est la
dénomination vulgaire du sclérote de ces champignons. Par la suite, de nombreuses recherches sur
le pouvoir toxique de I'ergot ont conduit A la découverte de diverses applications pharmaceuti-

ques.

De nos jours, les alcaloides de l'ergot du seigle sont d'un grand intérét pour I'industrie
pharmacologique en raison de leurs multiples actions biologiques. En effet, certains alcaloides et
leurs dérivés agissent sur le systéme nerveux sympatique et sur les muscles utérins. Beaucoup
sont connus pour leur action inhibitrice de la sécrétion de prolactiné, et d'autres pour leur activité
stimulatrice des récepteurs dopaminergiques.

En raison de leur importance pharmaceutique et thérapeutique, les alcaloides de l'ergot du
seigle ont donné lieu & des nombreuses recherches conduisant au développement de plusiers
procédés de production. Toutefois, ces systémes de production restent limités 3 la synthése de
certains alcaloides dont la qualité n'est pas comparable & celle rencontrée dans le sciérote de
Claviceps purpurea.

Les Claviceps, comme la plupart de champignons, présentent 3 1'état sauvage une grande
variabilité génétique. Leur teneur en alcaloides notamment, ainsi que leur répartition naturelle
peuvent varier considérablement d'un champ de seigle a l'autre. Cette variabilité est incompatible
avec une production industrielle réguli¢re. Afin de résoudre ce probléme, des travaux s'imposent
aussi bien sur les procédésde culture que sur la recherche de souches stables offrant une
production toujours stable en alcaloides.

A ce propos, de nombreux essais ont déja été entrepris dans différents pays, notamment en
Suisse, en Europe de 1'Est, au Japon et aux Etats Unis, dans le but d'obtenir des alcaloides de
l'ergot par culture directe du champignon sur un milieu favorable. Ces essais ont conduit & une
prise de brevets sur les procédés de culture, mais aucun de ceux-ci ne permet de remplacer
I'infection artificielle de plantes par les Claviceps. De nos jours, les recherches sont orientées vers

la production des alcaloides de I'ergot par fermentation submergée (FSm).
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La réalisation d'une culture in vitro de souches de Claviceps semble apparemment aisée.
Cependant, la variabilité génétique, ainsi que la faible probabilité d'obtenir des souches stables
aprés amélioration génétique, conduisent a de faibles rendements de production en alcaloides. De
plus, la cuiture artificielle saprophytique ne permet pas 1'obtention de tous les principes actifs de

T'ergot et leur composition parait assez variable.

Malgré les progrds acquis dans ce domaine depuis un siecle, les recherches

s'orientent toujours vers trois principaux axes d'étude, dans le but d'améliorer le rendement de
production :

1) Amélioration des techniques de fermentation existantes et recherche de nouveaux procédés.

2) Recherche de nouvelles espices présentant une stabilité génétique €levée et une haute
productivité,

3) Recherche et optimisation de milieux de culture avec addition d'inducteurs des alcaloides.

Pour ces raisons et dans Ie but de répondre aux besoins, nous proposons I'application de la
fermentation en milicu solide (FMS) comme un procédé alternatif de production d'alcaloides, car
cette technique présente un certain nombre d'avantages par rapport au systéme traditionnel de
FSm.

Le principe de cette méthode concerne la croissance de champignons filamenteux pour la
pmductioxi de métabolites primaires et secondaires (PANDEY, 1992) sur des matériaux solides
préalablement humidifiés avec une solution minérale. L'eau indispensable & la croissance du mi-
croorganisme se trouve absorbée ou complexée & l'intéricur de la matrice solide. Cette matrice,
qui sert  la fois de source de nutriments et de support, est envahie par le champignon au cours de
sa croissance. La cuiture en milicu solide a €t€ congue comme une sirnulation de I'habitat naturei
de ce groupe de microorganismes, afin de reproduire les conditions de culture les micux adaptées,
et favoriser ainsi le développement de leurs activités métaboliques.

Les Claviceps, en parasitant les plantes de seigle, synthétisent des alcaloides lors de leur
développement. 1II s'agit d'une croissance sur un matéricl solide, réaliséc dans des
conditions naturelles peu controlées. Nous avons choisi d'utiliser la technique de cuiture en
milicu solide afin de nous rapprocher au maximum de ces conditions naturelies de
développement du microorganisme, tout en maintenant le contrdle de son environnement. La
fermentation en milicu solide (FMS) représenterait donc une technique intéressante, car elle
permettrait de reproduire des conditions proches de celles rencontrées dans la nature, ce qui
conduirait  la synthese d'alcaloides similaires A ceux obtenus natureliement.
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De plus, I'application de la FMS permettrait de surmonter certaines limitations rencontrées
dans la FSm. En effet, la formation de mousse, la sensibilit¢ de Claviceps 2 l'antimousse, le
stress mécanique provoqué par l'agitation, la nécessité d'un systéme équilibré aération/agitation,
I'inhibition des enzymes impliquées dans la biosynthese des alcaloides par la croissance rapide,
etc,... constituent des probleémes sérieux inhérents A la FSm dans la production saprophytique
d'alcaloides par Claviceps, et que I'on ne retrouve pas en FMS.

Les principales motivations de ce travail ont ét€ I'évaluation de la technique de FMS pour la
biosynthése de métabolites secondaires (en prenant comme modéle d'étude celui des alcaloides de
I'ergot du seigle) ainsi que I'étude paralltle de la physiologie de souches du genre Claviceps ,

dans le but de mieux connaitre ces microorganismes et de pouvoir orienter leur métabolisme.

Dans un premier temps, nous avons étudié la croissance et le métabolisme de
Claviceps cultivé sur des substrats amylacés. Pour é€tablir les mécanismes de production
d'alcaloides et définir les ﬁﬂncipaux paramitres de la croissance de nos souches en FMS, il a été
indispensable de connaitre les conditions optimales de culture. A cet effet, nous avons étudié plus
particuli¢rement I'influence des facteurs environnementaux et nutritionnels sur la production
quantitative et qualitative d'alcaloides par C. purpurea cultivé sur différents milieux de culture 2
base de substrats naturels.

Dans un deuxi¢me temps, nous avons réalisé une étude de la croissance de C. purpurea et de
C. fusiformis sur support imprégné. Dans ce but, nous avons réalisé une étude nutritionnelle afin

de déterminer l'effet de la composition du milieu de culture sur la biosynth&se des alcaloides.

Enfin, nous avons réalis€ une comparaison des performances des deux techniques de culture

pour la production d'alcaloides de V'ergot du seigle par deux espéces de Claviceps.

Introduction
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2. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Cette étude bibliographique comporte 3 parties : une premicre partic présente les
généralités sur les alcaloides de l'ergot du seigle ; la deuxiéme partie décrit la biologie et le
métabolisme de Claviceps ; la troisitme partie concerne les concepts généraux de la

fermentation en milieu solide.

2.1- Les alcaloides de 'ergot du seigle

Les alcaloides de 'ergot représentent un groupe de composés biologiquement actifs, produits
principalement par les esptces appartenant au genre Claviceps, parasite des céréales et des
graminées. L'ergot a €té tout d'abord décrit comme un poison hautement toxique, et ensuite

comme une substance biologique potentiellement active présentant des propriétés thérapeutiques.

De trés nombreuses recherches ont été menées sur le principe actif du pouvoir toxique de
l'ergot. TANRET (1875) a obtenu la premiére préparation cristallisée : I'ergotinine amorphe. Mais
ce n'est qu'en 1920 que STOLL a isolé pour la premigre fois un alcaloide chimiquement pur, l'er-
gotamine. Par la suite, STOLL et. HOFMANN (1943) ont réalis€ la synthése partielle d'un
alcaloide naturel de l'ergot, l'ergobasine. Depuis, plus de 50 composés de I'ergot ont €té isolés a
partir de différentes espéces de champignon, en particulier chez Claviceps purpurea.

2.1.1- Chimie des alcaloides de I'ergot

Les alcaloides de l'ergot sont des métabolites secondaires produits par des microorganismes et
des plantes. Iis constituent un groupe de substances caractérisées par la structure tétracyclique de
I'ergoline (JACOBS et GOULD, 1937). Celle-ci est une indole-quinoline partiellement
hydrogénée (Fig. 2.1). Le noyau ergoline est formé & partir de l'acide mévalonique et du
tryptophane. Dans la nature, 1'atome d'azote en position 6 est méthylé et I'atome de carbone en
position 8 est généralement substitué,

Dans la plupart des cas, il existe une double liaison entre les carbones 8-9 ou 9-10. En
pharmacologie, la configuration du carbone 8 permet de distinguer les séries lévogyres actives de

l'acide lysergique, des séries dextrogyres faiblement actives.
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Fig. 2.1.- Structure de l'ergoline

Les alcaloides peuvent &tre divisés en 3 grands groupes en fonction de leur structure
chimique (Tableau 2.1) :

1) Les alcaloides de type clavine
2) Les alcaloides peptidiques
3) Les alcaloides de l'acide lysergique et leurs dérivés

L'ergotamine, alcaloide peptidique, et l'ergométrine sont les composés actif's les plus utilisés
en pharmacologie parmi tous les alcaloides de I'ergot. Par contre, les clavines sont considérées
comme des composés & faible activité biologique. Ceux-ci peuvent étre transformés chimiquement
afin d'obtenir des dérivés présentant de nouveaux effets pharmacologiques. Les principales
sources d'obtention de ces alcaloides, ainsi que leurs activités pharmacologiques, sont décrites ci-

apres.
2,12- [Importance pharmacologique des alcaloides de I'ergot

D'importants travaux de caractérisation des différentes activités biologiques des alcaloides ont
été réalisés (BOVE, 1970 ; BERDE et SCHILD, 1978 ; KIDRIC et coll.,, 1986). Les actions

pharmacologiques des alcaloides de I'ergot sont trés complexes et variées.

La structure chimique de base des dérivés de l'ergot présente certaines similitudes avec trois
neuromédiateurs essentiels : la noradrénaline, la dopamine et la sérotonine. Cette ressemblance
structurale peut expliquer l'aptitude de différents alcaloides 3 interférer sur divers récepteurs
spécifiques. En cffet, le spectre des effets de ces composés traduit une action particlle agoniste ou
antagoniste sur les récepteurs adrénergiques, dopaminergiques et sérotoninergiques (BERDE et
STURMER, 1978). Cette action est fonction de la configuration chimique de chagque alcaloide. La
parenté structurale entre l'ergoline et les trois neuromédiateurs est décrite dans la Fig. 2.2
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Tableau 2.1.- Principaux alcaloides de I'ergot des graminnées.
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Fig. 2.2 .- Ressemblance structurale entre neuromédiateurs et noyau "ergoline”

Les connaissances fondamentales des propriéi€s des alcaloides, qu'ils soient d'origine

naturelle ou transformés chimiquement, sont 2 la base du profil pharmacologique. Les principales
activités biologiques des alcaloides ont été rapportées par BERDE et STURMER (1978) (Tableau
2.2). Actuellement, les alcaloides de l'ergot et leurs dérivés sont couramment utilisés pour lutter
contre I'atonie utérine, ia migraine, les problémes vasculaires, l'insuffisance cérébrale, 'hyperten-
sion, I'hyperprolactinémie, I'acromégalic et la maladie de Parkinson. La fig. 2.3 montre les

principaux groupes d'alcaloides utilisés en pharmacie.

Tableau 2.2 : Profil comparé de I'activité de quelques aicaloides de l'ergot (résumé d'aprés BERDE
¢t STURMER 1978) d'apres une sélection de tests expérimentaux. (Activité maximale égale 1000)

Substance

Activité Ergotamine| Dibydro- [Bromocryptine| Dibydro- LSD | Methyl- Methysergide
ergotamine ergotoxine ergométrine

Blocage des o-récepteurs
périphériques 50 350 230 1000 1 <04 <04
(vésicule séminale)
Blocage des récepteurs & 10 40 3 10 250 250 1000
sérotonine périphériques
Action vasopressive
artérielle 1000 120 <lQ 30 10 <10 30
Action utérotonique 500 - 0 0 670 1000 40
Activité dopaminergique <1 < 1000 10 1000 400 <
centrale
Action sur la fertilité 50 <40 1000 70 <40 <80 <40
Action métabolique
cérébrale 400 240 190 1000 60 25 5
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Fig. 2.3.- Principaux groupes d'alcaloides utilisés en pharmacie (D'aprés BRETAU et DE TOUR DU PIN, 1981).
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2.1.3- Les sources de production des alcaloides de I'ergot

2.1.3.1- Les microorganismes

Les ascomycétes du genre Claviceps représentent la principale source productrice
d'alcaloides de l'ergot. Plus de 50 alcaloides différents ont €té isolés a partir de 50 espéces de
champignons (REHACEK et SAIDL, 1990) (Tableau 2.3).

Tableau 2,3.- Espeéces de Claviceps parasites de céréales et de graminées

(d'apreés REHACEK et SAJDL, 1990)
Espéce Plante héte Type d'akaloide Référence
Céréales
C. purpurea Secale cereale peptidique KOBEL et coll., 1962
alkanolamide
amide
clavine
C. (Sphacelia) sorghi |Sorghum vulgare peptidique MANTLE, 1974
clavine
Sphacelia gigantea  |Zea mays clavine MANTLE, 1974
Graminées
Claviceps sp. Agropyrum sp. clavine ABE et coll., 1952
Fetusca arundinacea peptidique MANTLE, 1969
Pennisetum ryphoides clavine STOLL et coll., 1954
C. purpurea Alopecurus myosuroides |peptidique CORBERTT et coll., 1974
Spartina townsendii dérivés de l'acide |CASTAGNOLI et MANTLE, 1966
lysergique
C. paspali Paspalum sp. Acide lysergique |MANTLE, 1974
amide
Pennisetum ryphoides clavine VINING et NAIR 1966
C. fusiformis Pennisetum typhoides clavine WAIBLINGER et GROGER, 1972
C. microcephala Phragmites communis peptidique MANTLE, 1969

Claviceps purpurea est une espéce imponante. Elle parasite environ 400 especes différentes
de graminées dont les principales appartiennent aux familles des Festuceae, Hordeae, Aveneae et
Agrostideae. Cependant, la plupart des sclérotes obtenus industriellement sont issus de cultures
infectées du seigle, du blé ou de l'orge. Ils contiennent essenticllement des alcaloides de type
peptidique (ergocristine, ergotamine, ergokryptine et ergocornine).

Les souches de Claviceps fusiformis se dévelappent sur des espéces de Pennisetum (Afrique
centrale) et produisent des sclérotes contenant principalement des alcaloides de type clavine.
Claviceps paspali est la woisitme espéce importante. Elle parasite le Paspalum (dans le sud de
I'Europe, en Amérique et en Asie). Le sclérote formé contient principalement des dérivés simples
de l'acide lysergique. D'autres espéces produisant des alcaloides de type clavine ont ét€ retrouvées
en Extréme Orient (REHACEK et SAJDL, 1990).
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TABER et VINING (1958) ont mis en évidence la présence d'alcaloides de type clavine dans
une souche de Penicillium roqueforti. Chez Rhizopus arrhizus, la fumigaclavine B a été détectée.
Plus tard, la festuclavine et les fumigaclavines A et B ont été isolées chez Aspergillus fumigatus
(SPILSBURGY et WILKINSON, 1961). Plus récemment, NARAYAN et RAO (1982) ont mis en
évidence dans les cultures de certaines souches d'A. fumigatus, divers alcaloides dont Ila
chanoclavine, l'agroclavine, l'élymoclavine, les fumiclavines A, B, et C et les festuclavines.
Enfin, des alcaloides de l'ergot ont &té isolés de certaines souches de Geotrichum candidum (EL
REFAI et coll., 1970).

2.1.3.2- Les plantes

Une autre source d'alcaloides a été découverte par HOFMANN et TSCHERTER (1960) dans
les graines de Rivea corymbosa. Les graines de cette plante étaient utilisées au Mexique
précolombien pour la guérison des malades et comme drogue pour ses propriétés hallucinogenes
("I'Ololiuqui™). L'analyse du principe actif de l'ololiuqui a révélé la présence de dérivés de
l'ergoline , parmi lesquels 'acide lysergique-amide, responsable des effets hallucinogénes, 'acide
isolysergique amide, et la chanoclavine. Par la suite, d'autres alcaloides ont €té isolés par
différents auteurs (REHACEK et SAJDL, 1990) dont les 2-hydroxyéthylamides de I'acide
lysergique, I'acide isolysergique, l'elymoclavine, le lysergol, l'ergonovine, I'ergosine, l'ergosinine,

la cycloclavine, etc...

Une liste d'organismes différents du genre Claviceps et produisant des alcaloides est
rapportée dans le tableau 2.4.

2.1.3.3- Culture parasitique de Claviceps

Des la découverte des propri€iés thérapeutiques de l'ergot, celui-ci a fait l'objet de
nombreuses études mycologiques, biochimiques et thérapeutiques, afin d'établir la nature de ses
principes actifs. Etant donné le grand intérét de l'ergot suscité en médecine, la production naturelle
des sclérotes est devenue insuffisante pour couvrir la demande. Des méthodes de culture au champ
ont été adaptées et réalisées sur des plantes susceptibles d'étre infectées et cultivées dans des zones

oll Je sclérote se développe naturellement.

Par la suite, la culture naturelle a été remplacée par une culture systémaﬁque avec infection
manuelle ou mécanique des plantes de seigle. L'infection a été réalisée par pulvérisation d'une
suspension de conidies ou d'ascospores sur les €pis, au moment de leur formation, environ deux
semaines avant la floraison. Si les fleurs sont contaminées, les premiers signes de l'infection se
manifestent entre 12 et 14 jours plus tard, par l'apparition d'une grosse gouttelette d'exsudat au

sommet de I'épis.
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Tableau 2.4 : Autres organismes producteurs d'alcaloides de 'ergot

(D'aprés REHACEK et SAJDL, 1990)

Organisme Alcaloides
Champignons imparfaits {Aspergillus clavatus type clavine
A. fumigatus type clavine
A. nidulans type clavine
Balansia sp. type clavine
Penicillium chermesium costaclavine
P. concavorugulosim chanoclavine-1
rugulovasine A, B
P. fumigatus chanoclavine
agroclavine
élymoclavine
festuclavine
fumiclavine A, B, C
P. roquefortii festuclavine
isofumiclavine A
roquefortine A, B, C
|Sphacelia sorghi dihydroergosine
[Hypomyces aurantins ergokryptine
ergokryptine
agroclavine
élymoclavine
Phycomycétes Phycomyces nitens Type clavine
Rhizopus arrhizus Type clavine
Convolvulacea [Argyreia nervosa Type clavine
ergine
ergometrine
acide lysergique-
2-hydroxyethylamide
Ipomoea argyrophyla ergosine
1. hildebrandsi cycloclavine
festuclavine
1. ruberosa ergine
penniclavine
1. violacea Type clavine
Rivea corymbosa Type clavine
Stictocardia sp. Type clavine
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L'ergot se développe ensuite et le premier sclérote apparait environ un mois aprés
linoculationpuis murit en 3 & 4 semaines. Le tableau 2.3 reporte les especes

productrices d'alcaloides et leurs plantes hotes.

Des efforts multiples ont été réalisés pour 'amélioration technologique de ce procédé. Ceux-
ci concernent le développement des machines a inoculer BEKESY, 1938) et a récolter (STOLL et
BRACK, 1944), la sélection des souches, la production de l'inoculum, la conservation des
souches, et... Malgré les progrés réalisés dans ces domaines, la production de l'ergot reste
particulizrement onéreuse et les rendements sont trés variables. En effet, les conditions
atmosphériques pendant la période d'inoculation des plantes, de développement de l'infection et de
la récolte des sclérotes sont décisives pour le rendement final en alcaloides. De méme, la virulence
de l'inoculum, le développement de la plante hote et la maturation des sclérotes sont affectés par
les changements climatiques. L'ensemble, lié 2 la récolte mécanique qui entraine des pertes
importantes en raison de la taille variable des sclérotes qui dépend de leur maturation, explique les

rendements trés variables obtenus.

La culture parasitique de I'ergot exige également une quantité élevée de main d'ceuvre ce qui
rend le procédé peu rentable. En conséquence, pour éviter les problémes posés lors de la culture
parasitique, et afin de mieux contrdler la production d'alcaloides de l'ergot, une technique de

culture saprophytique en milieu liquide a été€ développée.

2.1.3.4- Culture saprophytique en milieu liquide de Claviceps

Paralltlement au développement technologique de la culture naturelle, des recherches ont été
entreprises dans le but d'obtenir une culture saprophytique des souches productrices d'alca-
loides, par la culture submergée aérobie de souches de Claviceps.

Malgré les efforts réalisés, il a fallu attendre 1948 pour que ABE obtienne, pour la premiére
fois, des clavines en culture stationnaire. Ces premiers résultats ont permis d'une par, de
démontrer la possibilité de produire des alcaloides par voie saprophytique (in vitro) et d'autre part
d’aider a €lucider la voie de biosynthése de l'ergoline. Plus tard, de nombreux auteurs ont produit
des alcaloides de type clavine 2 partir des souches isolées de sclérotes d'Elymus mollis et
Pennisetum yphoidem. BANKS et coll. (1974) ont obtenu environ 4 g/l d'agroclavine avec C.
Susiformis. Actuellement, les rendements en agroclavine sont de l'ordre de 6.5 g/l avec des
souches de C. fusiformis. Par ailleurs, des rendements élevés concernant la production de dérivés
de l'acide lysergique ont é1€ rapportés. La production d'acide lysergique a-hydroxyéthylamide par
une souche de C. paspali a ét€ décrite (ARCAMONE et coll., 1961).
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Par la suite, 1a production de l'acide lysergique et de ses dérivés a &té réalisée avec succes par
PACIFIC et coll. (1962) et par GROGER et TYLER (1963). KOBEL et coll. (1964) ont décrit
une souche de C. paspali capable de produire l'acide lysergique A89 par culture liquide. Cet
alcaloide peut étre transformé en acide lysergique A%10, servant par la suite comme précurseur
pour la synthése d'autres alcaloides plus actifs.

En ce qui concemne la production des alcaloides peptidiques, STOLL et coll. (1954) ont
obtenu des traces d'ergotamine en culture stationnaire. TONOLO (1966) et AMICI et coll. (1969)
sont parvenus 2 produire des guantités appréciables de cet alcaloide en cultures liquides agitées
avec des concentrations élevées en sucres. La production de 8-ergokryptine par une souche de C.
purpurea en culture submergée a éié décrite par BIANCHI et coll. (1976). Une
fermentation combinée de deux espices de Claviceps a €t€ mise au point pour la production
d'ergotoxines (KOBEL et SANGLIER, 1976 ; PUC et coll., 1987).

AMICI et coll. (1969) ont également décrit la production d'ergocornine, d'ergocristine et d'er-
gokryptine, mais en utilisant des souches qui ne sporulent pas. Tout en considérant ces
observations, KOBEL et SANGLIER (1976, 1978) ont proposé l'utilisation de souches qui
sporulent normalement, mais dont la sporulation est bloquée au cours de la production des
alcaloides. Ils ont également suggéré 1'utilisation d'un milieu de culture spécifique qui empécherait
1a conidiogénese et favoriserait la biosyntheése d'alcaloides.

Par ailleurs, de nombreux auteurs ont uniquement enregistré une production d‘alcaloides au
cours de cultures ol le mycélium présentait certaines caractéristiques morphologiques proches de
celles observées dans les sclérotes. Le Tabieau 2.5 présente la liste des principales souches de
Claviceps utilisées en culture saprophytique.

Actuellement, des souches de microorganismes hyperproductrices d'alcaloides de I'ergot sont
recherchées. Cependant, la sélection, I'amélioration génétique, la conservation et les conditions
optimales de culture des souches constituent des problémes délicats et sont parfois difficiles 2
obtenir.

2.1.3.5- Production d'alcaloides par synthése chimique

La purification et la caractérisation des structures chimiques des alcaloides de l'ergot ont
toujours €t I'une des préoccupations majeures pour les pharmacologues.

Pourtant, c'est aprés la purification de I'ergotamine (STOLL, 1920) que différentes équipes se
sont intéressées 2 la structure des alcaloides. Les premiers résultats ont été obtenus par JACOBS et
GOULD (1937) qui ont synthétisé I'ergoline a partir de l'acide 3 -nitro-a-naphthoique. Par la
suite, de nombreux composés ont €té obtenus, par synthése particlle ou totale.
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Tableau 2.5 .- Souches capables de produire les alcaloides de l'ergot en culture saprophytique.
(D'aprés ROBBERS, 1984 ; REHACEK et SAJDL,1990)

Especes Souches Alcaloides Références
Claviceps paspali | ATCC 13895 Acide lysergique ARCAMONE et coll., 1961
2-hydroxyethylamide
NRRL 3027 Dérivés de F'acide lysergique ROBBERS et coll., 1972
ATCC 34500 Chanoclavine, acide isolysergique | ERGE et coll., 1972
2-hydroxyethylamide
ATCC 13892 Dérivés de lacide lysergique * PERTOT et coll., 1988
C. purpurea IMAS129/35 Agroclavine, elymoclavine ERGE et coll., 1972
ATCC14934 Ergonovine, ergotamine, ergosine, | TABER et VINING, 1981
ergocristine, chanoclavine
CBS 164-59 Dérivés de 'acide lysergique* KOPP et REHM, 1984
ATCC 20102 Ergotamine, ergokryptine AMICI et coll., 1969
ATCC 20103 Ergokryptine AMICI et coll., 1969
IPB Pepty-695/S | ergotoxines ERGE et coll., 1984
ATCC 20106 Ergocomine, ergosine AMICI et coll., 1969
RIPB PLA 4 Ergotamine REHACEK et coll., 1974
L-27 Ergotoxines MILICIC et coll., 1989
IMCAS 129 Agroclavine, elymoclavine, PAZOUTOVA et REHACEK, 1981
chanoclavin
Claviceps sp. ATCC 26019 | Agroclavine, elymoclavine ROBBERS et coll., 1978
ATCC 26245 Elymoclavine TABER, 1964
C.usiformis 139/2/1 Alcaloides de type clavine BANKS et coll., 1974
IMCAS 27 Elymoclavine REHACEK et coll., 1986

IPB : INSTTTUTEOF PLANT BIOCHEMISTR Y OF THE ACADEMY OF SCIENCES HALLE, ALLEMANGNE
ATCC: AMERICAN TYPECULTURE COLLECTION, ROCK VILLE, USA

IMAS :INSTITUTEOF MICROBIOLOGQY ACADEMY SCIENCES HALLE, ALIEMAGNE
RIPB:RESHARCHINSTITUTEFORPHARMACY ANDBIOCHEMISTRY. PRAGUE

IMCAS : INSTTTUTEOF MICROBIOLOGY CZECHOSLOVAK ACADEMY OF SCIENCES. PRAGUB

CBS : CENTRAALBUREAU VOCR SCHIMMELCULTURES, BAARNS, PAYS BAS

* Te i o jon du
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Ainsi, la synthése des alcaloides peptidiques a pu étre accomplie, dans un premier temps,
par la synthése de l'acide lysergique et ensuite, par celle de la partie peptidique. En 1961,
HOFMANN et coll. ont produit pour la premiére fois l'ergotamine. Plus tard, STADLER et coll.
(1969) ont décrit la méthode de synthese des alcaloides du groupe ergotoxine. Afin de caractériser
la structure et les effets pharmacologiques des alcaloides peptidiques, la synthése partielle  partir
des différents acides aminés a été souvent employée.

Actuellement, la synthese chimique est toujours réalisée en utilisant comme précurseurs les
alcaloides 2 faible activité pharmacologique. Ainsi, les clavines et les dérivés de l'acide lysergique
sont les principaux précurseurs des molécules recherchées. IIs sont utilisés pour la synthése de

nouvelles molécules ayant des effets pharmacologiques différents.

Cette premitre partic nous a permis d'approfondir les connaissances sur la chimie et
l'importance pharmacologique des alcaloides de l'ergot. Par ailleurs, et afin de mieux comprendre
la physiologie de production des alcaloides chez Claviceps, nous avons consacré la deuxiéme
partie de I'étude bibliographique aux différents aspects biologiques et physiologiques des souches
de Claviceps.

2.2- Claviceps

Les champignons du genre Claviceps sont des agents phytopathogénes infectant des
organes hautement spécialisés. Ils ne se développent naturellement que dans les ovaires des
graminées ct cypéracées. Le genre Claviceps appartient & la classe des Ascomycetes, famille des
Clavicipitaceae et ordre des Sphaeriales. 11 prolifére principalement dans les zones tempérées. On
connait actuellement plus de 50 espéces de Claviceps. Ces espices se distinguent par leurs
caractéristiques morphologiques, notamment la formation de sclérote. Le type de sclérotes formés,
ainsi que leur contenu en alcaloides, peuvent varier d'une espéce a l'autre, mais aussi au sein d'une

méme espece, spécialement chez C. purpurea.
2.2.1- Cycle biologique

Conditions parasitiques

Dans la nature, le cycle biologique de Claviceps est trés complexe. II est constitué de deux
cycles : asexué et sexué. Le premier consiste en la formation d'un mycélium filamenteux
(Sphacelia ) qui se reproduit & partir de conidies. Le deuxiéme commence avec la formation du
sclérote dans lequel les ascospores s¢ forment aprés germination des ascocarpes. Clest
exclusivement dans le sclérote que les alcaloides sont produits.
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Généralement, le cycle biologique est décrit a partir du sclérote (Fig 2.6). Celui-ci apparait 2
la fin de I'été sur de multiples graminées et & la place de certains grains. C'est une masse allongée,
compacte, noiritre et légérement arquée dénommée plus communément “ergot”. Aprés une
hibernation généralement nécessaire a sa maturation (BEKESY, 1956), le sclérote développe un

ou plusieurs stromas périthéciens.

Au sein de ces derniers se différencient les anthéridies et les ascogones (organes sexuels) qui
vont donner naissance aprés plasmogamie, 2 des hyphes binucléés représentant un stade
dicaryotique transitoire (KILLIAN, 1919). Aprés caryogamie, la cellule s'allonge pour former

I'asque qui renferme 8 ascospores. L'apparition des ascospores correspond approximativement 2
these des graminées. L'invasionde l'ovaire floral par I'ascospore s'opére durant la période
située quelques jours avant ou apres la fertilisation de l'ovaire. Il y a croissance du champignon
autour de I'ovaire puis invasion de celui-ci par Ia base. Cette colonisation se poursuit durant une

ou deux semaines.

Les hyphes forment un amas mycélien lache et produisent 2 l'extrémité de conidiophores peu
différenciés, de trés nombreuses conidies hyalines, unicellulaires et uninucléées (JUNG et coll.,
1957). Cest le stade sphacélien durant lequel aucun alcaloide n'est synthétisé et dont le
développement est trés dépendant de I'humidité ambiante. La plante hote réagit en formant un
miélat sirupeux, riche en sucres, acides aminés et substances minérales, qui sert de solution
nutritive au champignon, et de véhicule pour la dissémination des conidies (CORBETT et coll.,
1974 ; MOWER et HANCOK, 1975). Ces conidies provoquent une dissimination de la maladie.
En effet, le vent, la pluie et certains insectes friands du miélat permettent leur transport de

graminées en graminées.

Lorsqu'une graminée miirit et commence A sécher, les hyphes se transforment en un
plectenchyme compact, aux cellules & membranes épaisses, ne produisant pas de conidies et riches
en lipides et en alcaloides : le sclérote (Fig. 2.7 ). Celui-ci se forme par la base et les restes du tissu
sphacélien sont rejetés vers le sommet (KYBAL, 1964). Les cellules du sclérote sont
multinucléées et peuvent étre formées par anastomoses. Les sclérotes proviennent de la germina-
tion des spores concentrées dans le miélat (KYBAL, 1964). Ce processus a probablement lieu pas
4 pas lors de la phase de croissance intensive du parasite. Les conidies sont capables de former du
mycélium de type sphacélien ou du mycélium de type sclérotial. La transition de la phase
sphacéliene & la phase sclérotiale entraine des changements dans la morphologie, la croissance et
le métabolisme de Claviceps. La production d'alcaloides est accompagnée d'une synthése de
protéines, d'une diminution de la teneur en phosphateset en azote, et d'un processusde

différenciation morphologique.

Etude bibliographique



17

Fig. 2.6.- Cycle biologique de Claviceps purpurea d'aprés BRENFELD
(ENGLER et PLANT, 1897 )
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Fig. 2.7.- Coupe transversale dans un sclérote de Claviceps purpurea (x 500)
(D'aprés MANTLE et TONOLO, 1968)
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Par ailleurs, une condition essentielle 2 la formation d'alcaloide par une souche, est la
présence de l'information génétique correspondante. L'expression de cette information dépend des
conditions externes, en particulier de la qualité et de la quantité de nutriments. La source de
nutriments pendant la phase sphacéliéne est fournie par la plante hote. A la fin de cette étape, une
conidiogénase intense a lieu. Par la suite, on observe une forte croissance et une maturation
graduelle du sclérote. Les différents changements de conditions durant le développement du
parasite sont supposés induire la formation du sclérote et la biosynthese d'alcaloides.

Des études réalisées par STOLL et BRACK (1944) ont démontré que le sclérote peut aussi se
développer dans les nodules de la plante. Par conséquent, la présence de l'ovaire n'est plus
indispensable 2 la formation du sclérote. L'étude du développement de Claviceps sur le seigle a
montré qu'aucun rapport n'existe entre le champignon et la plante. Celle-ci joue seulement le role
de source de nutriments pour le champignon (RAMSTAD et GJERSTAD, 1955).

Conditions saprophyiiques

Pour une meilleure compréhension des différents aspects concemant la culture de Claviceps
sp., on essayera de résumer les principales caractéristiques de la culture saprophytique. Les
cultures saprophytiques des souches de Claviceps sp, productrices d'aicaloides, montrent que ces
demikres présentent un métabolisme oxydatif important. Celui-ci résulte de la synthése de
matériaux de réserve, tels que les lipides, les glucides, etc... (REHACEK et SADIL, 1990).
D'autre part, une morphologie spécifique a ét€ observée chez les souches présentant une
production d'alcaloides élevée. Cette morphologie se caractérise par l'apparition d'un mycélium
qui est principalement constitué d'hyphes courts et ramifiés.

Le tissu plectenchymatique de l'ergot a été comparé avec les amas de cellules de type
sclérotial formés en culture submergée (MANTLE et TONOLO, 1968 ; MANTLE, 1969 ;
VORISEK et coll., 1974). Ces changements morphologiques sont provoqués par une adaptation
aux conditions environnementales peu favorables (PAZOUTOVA et coll., 1980). La formation
des celluies peut étre induite par l'addition de colorants au milieu de culture (acriflavine, bleu de
toluidine, fluoresceine, fuschine basique, bleu de méthylene, etc...) par divers traitements
mutagenes ainsi que par des substances produisant un effet sur la présion osmotique du milieu.

La composition du milieu de culture peut avoir une forte influence sur la formation des
cellules de type sclérotial. En particulier, une concentration élevée en sucres et la présence d'un
acide du cycle tricarboxylique (acide citrique, oxalique...) ont un effet tr&s favorable. KOBEL et
SANGLIER (1986) ont proposé l'utilisation d'un milieu riche pour Ia phase sphacélienne de
Claviceps et d'un milieu spécifique avec une concentration en sucres de 300 g/l pour la
production d'alcaloides .
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Les conidies dans la culture naturelie et la culture saprophytique sont uninucléées. Ii en est de
méme pour les conidies produisant le mycélium sphacélien en culture saprophytique. Par contre,
dans un mycélium plus 4gé, des cellules avec plusieurs noyaux ont €té observées. Ceci a €té
considéré comme le signe du début de la sclérotinisation du mycélium (REHACEK et SAJDL,
1990).

Dans les cultures de surface et submergées, on observe deux types de conidies : des
macroconidies et des microconidies. Celles-ci présentent un cytoplasme granulaire avec des
vacuoles riches en lipides PAZOUTOVA et coll., 1977). Les souches qui forment des hyphes de
type sclérotial ne produisent que des chlamydospores. La présence de chlamydospores a toujours
éé associée 2 la formation de cellules de type sclérotial, et au début de la production
d'alcaloides (REHACEK et KOZOVA, 1975).

Par ailleurs, les techniques d'immobilisation de microorganismes ont récemment ét¢ utilisées
pour la production d'aicaloides avec différentes souches de Claviceps. KREN et coll. (1987) ont
utilisé I''mmobilisation de C. fusiformis pour la production de clavines. Des cultures avec
mycélium immobilisé de C. paspali pour la production de clavines ont été rapportées par
ROZMAN et coll. (1989).

2.2.2- La biosynthése des alcaloides de 1'ergot
Les précurseurs

De nombreux wavaux dans le domaine de la biosynthése des alcaloides ont été réalisés
( TYLER, 1961 ; WINKLER et GROGER, 1962 ; THOMAS et BASSET, 1972 ; FLOSS, 1980 ;
REHACEK et SAIDL, 1990). Ces édes ont été facilitées par l'utilisation de la culture
saprophytique. Les principales voies mises & jour sont rapportées dans la Fig. 2.8 (ROBBERS et
coll,, 1978 ; REHACEK et SAJDL, 1990).

Il a ét€ ainsi établi que les souches de Claviceps synthétisent l'ergoline & partir de trois
précurseurs principaux : le tryptophane, une unité de l'isopréne dérivé de I'acide mévalonique, et
un groupe méthyle qui provient de la méthionine. La fig. 2.9 montre l'incorporation des
différents précurseurs dans la structure de I'ergoline. Ces précurseurs nécessaires 3 la biosynthése
des alcaloides sont produits lors du métabolisme primaire. Ainsi, MOTHES et coll. (1958) ont
démontré que le [14C]-tryptophane injecté dans les plantes infectées par I'ergot, se retrouve dans
I'ergonovine et dans la partie de I'acide lysergique des alcaloides peptidiques. D'autres études
confirment sa présence dans 1'élymoclavine et l‘crgolcryptinc en culture saprophytique.
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Fig. 2.8.- Voies métaboliques de biosynthese des alcaloides de I'ergot (REHACEK et SAJDL, 1950)
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Fig. 2.9 Incorporation de précurseurs
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L'ensemble de ces résultats prouvent l'incorporation du tryptophane marqué dans la structure de
Y'ergoline, 2 J'exception du groupe carboxyle et de I'hydrogéne en position 4 (MOTHES et coll.,
1958 ; TABER et VINING, 1959 ; GROGER et coll., 1960).

Par ailleurs, il a €t€ constaté que les acides aminés sont des précurseurs potentiels dans la
biosynthése des alcaloides de l'ergot (BREUEL et coll., 1982). MAIER et coll. (1981) ont étudi€
la biosyntheése de l'ergotamine par des extraits cellulaires de C. purpurea. Ils ont observé
I'incorporation de la leucine, de I'alanine et de la proline dans la chaine peptidique de I'ergotamine.

Dans le cas des alcaloides du groupe ergotoxine, BEACCO et coll. (1978) ont constaté que
I'addition d'acides aminés tels que la L-valine, L-leucine et L-isoleucine au milieu de
culture déterminait significativement la proportion des alcaloides : ergocornine, a-ergokryptine et
8-ergokryptine respectivement. L'administration d'acides aminés exogénes influence fortement le
spectre des alcaloides produits dans le sciérote (KOBEL et SANGLIER, 1978).

La biosynthese des alcaloides est généralement réalisée dans le réticulum endoplasmique des
cellules. Puis, les alcaloides sont stockés dans les vacuoles et/ou les gouttelettes lipidiques.
Cependant, les alcaloides de type clavine et les dérivés de I'acide lysergique se retrouvent
principalement dans le milieu de culture (VORISEK et REHACEK, 1978). Par contre, les
alcaloides de type ergopeptidique sont surtout localisés dans les gouttelettes lipidiques qui sont le
principal endroit de stockage des alcaloides (NEUMANN, 1985). Lors du développement de
Claviceps en culture parasitique ou saprophytique, la synth&se des alcaloides est accompagnée
d'une accumulation de lipides.

En ce qui concerne le catabolisme des alcaloides, trés peu d'études ont ét€ entreprises.
Néanmoins, différentes hypothéses ont ét€ proposées notamment celle de GROSS et coll. (1970)
qui ont considéré qu'un excds d'alcaloides dans la cellule pouvait induire leur propre dégradation.
Ils seraient alors ramenés sous une formne similaire aux alcaloides produits par les plantes. Il est
probable enfin que les alcaloides soient dégradés dans les vacuoles (REHACEK et SAJDL, 1990).

2.2.3 - Physiologie de la formation des alcaloides

Les alcaloides de P'ergot sont produits lorsque les conditions extéricures deviennent limitantes
en un nutriment essenticl. En culture submergée, la synthése d'alcaloides est réalisée sous
conditions de faible croissance et s'accompagnede changements tres importants au niveau
biochimique (REHACEK et MALIK, 1972 ; VINING, 1973 ; LUCKNER, 1985 ; MILICIC et
coll., 1987).
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Le métabolisme des alcaloides de l'ergot n'est pas exprimé de la méme fagon dans les
organismes producteurs. La synth&se des alcaloides est réalisée & l'aide d'enzymes spécifiques
codées par des génes non impliqués dans la croissance. En général, la synthése des alcaloides est
considérée comme un processus hautement contrdlé dans lequel I'expression des génes est régulée

par les métabolismes anaboligue, catabolique et énergétique de la cellule.

Parmi les principaux mécanismes de régulation, on peut distinguer les trois suivants : 1) La
spécificité structurale et la régulation des génes codant pour les enzymes responsables de la
synthése des alcaloides (synthétases), 2) Le controle des voies métaboliques primaires qui
fournissent des molécules ou des précurseurs directs de la synthese et 36) L'inhibition des enzymes
qui modifient ou dégradent les alcaloides (REHACEK et SAJDL, 1990).

Les alcaloides de I'ergot sont généralement produits par des enzymes réprimées ou inhibées en
conditions de croissance rapide. Ces enzymes sont présentes dans une forme reprimée dans le my-
célium quand le milieu de culture contient une concentration élevée en phosphate. Elles sont

induites par une lente diminution du niveau du phosphate intracellulaire.
2.2.3.1- Différenciation cellulaire

La différenciation cellulaire est considérée comme Ie résultat d'une expression différente du
génome sous diverses conditions et 2 différents temps (BU'LOCK, 1974). Le rapport entre la
production d'alcaloides et la différenciation cellulaire a fait I'objet de nombreuses recherches,
principalement par REHACEK et coll. (VORISEK et coll. 1974 ; REHACEK et KOZOVA, 1975)
ef par MANTLE et coll. (MANTLE et TONOLO, 1968 ; MANTLE et coll., 1969).

En culture parasitique, la différenciation cellulaire se manifeste par la formation du sclérote et
la synthése d'alcaloides, l'ensemble étant accompagné de différents changements biochimiques.
Un comportement similaire a €ié retrouvé pour les cultures submergées de Claviceps. Dans ces
conditions, la production d'alcaloides est accompagnée par la sporulation PAZOUTOVA et coll.,
1977) et la différenciation du mycélinm qui provoque la formation des cellules a parois épaisses
ressemblant 3 celles du sclérote (MANTLE et TONOLO, 1968).

Le rapport entre la sporulation et la biosynthése des alcaloides a été trés étudié par différents
auteurs. Il a €€ constaté que pour certaines souches de Claviceps, la conidiogénése
influence négativement la biosynthése des alcaloides. Cela dépend des conditions physiologiques
auxquelles les souches sont soumises. Ainsi, des conditions spécifiques sont nécessaires pour la
production des alcaloides (SPALLA, 1973 ; VORISEK et coll., 1974 ; REHACEK, 1983).
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Les résultats d'autres études avec d'autres souches rapportent la formation simultanée des
conidies avec la synthese des alcaloides. D'autres travaux montrent que Ia phase de production des
alcaloides est caractérisée par une prédominance de chlamydospores en présence des cellules
végéatives, avec une croissance lente et une production élevée de lipides (VORISEK et coll,,
1974).

2.2.3.2. Les métabolismes primaire et secondaire

Le métabolisme primaire est généralement équilibré et les intermédiaires sont rarement
accumulés du fait de la spécificité €levée de leur systéme enzymatique et de l'vtilisation des voies
de synthése peu diversifiées. Les voies du métabolisme primaire sont pratiquement les mémes pour

tous les organismes vivants.

En revanche, le métabolisme secondaire concerne certains groupes de microorganismes qui
produisent des métabolites dits secondaires. Ces métabolites ne sont pas indispensables au
développement des microorganismes mais ils peuvent avoir un role important pour leur survie. Hs
sont généralement synthétis€s dans la phase subséquente 2 la croissance ; ils possddent
essenticllement des structures chimiques variées et peu usuelles et forment des mélanges de
composés de méme famille DUMENIL et SANGLIER, 1989 ; REHACEK et SAIDL, 1990).

La fig. 2.10, montre les interrelations entre les produits du métabolisme primaire et la
formation de produits du métabolisme secondaire. Les alcaloides de l'ergot appartiennent au
groupe des métabolites sccondaires. BULOCK (1974) a interprété le métabolisme secondaire
comme une manifestation d'une différenciation accompagnée d'une croissance déséquilibrée.
Parmi les caractéristiques principales des métabolites secondaires, on peut citer les suivantes
(SIRE et coll., 1989) :

* TIs ne sont pas nécessaires au développement de I'organisme. Des mutants ayant perdu la
capacité de synthétiser ces composés restent capables de se développer.

* Les métabolites secondaires sont souvent synthétisés dans des conditions bien précises. Dans
la plupart des cas, leur synthése démarre aprés la phase de croissance active (tropophase)
durant la fin de la période de croissance et le début de la phase stationnaire (idiophase).

* IIs présentent une diversité structurale importante et leurs structures chimiques sont souvent
complexes.

* Les voies métaboliques sont généralement longues, complexes, parfois multiples et
imbriquées.

* 1l est souvent difficile de leur atribuer un rdle physiologique dans I'organisme producteur.
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Toutefois des fonctions dans le métabolisme des microorganismes leurs sont attribuées

(LUCKNER et coll., 1984) :

a) détoxification des substances accumulées lors du métabolisme primaire;

b) intervention dans les processus de différenciation cellulaire;

c) réponses chimiques (signaux) de coordination avec des organismes

multcellulaires ;

d) réponse aux conditions environnementales.

La synthése des mérabolites secondaires, comme les alcaloides de l'ergot, commence lorsque

plusieurs conditions sont remplies : carence en certains composants du milieu, synthese des

précurseurs, levée de 'inhibition des enzymes impliquées dans ce métabolisme, etc. ..
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Fig. 2.10.- Interrelations entre les produits du métabolisme primaire et la formation de métabolites
secondaires (REHACEK et SAJDL, 1990).
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22.3.3- Facteurs nutritionnels et environnementaux

Source de carbone. D'unc fagon générale, les conditions optimales pour la production
d'alcaloides ne sont pas nécessairement les mémes que pour la croissance. L'induction de la
biosynthése nécessite des pressions osmotiques trés €élevées de l'ordre de 10 2 20 bars, lesquelles
peuvent étre obtenues par utilisation de concentrations €levées en sucres (200-300 g/1 de
saccharose) ou avec NaCl. Il a €€ constaté qu'une pression osmotique importante inhibe la
conidiogénése et induit la différenciation cellulaire. En revanche, une concentration inférieure
influence négativement la synthése d'alcaloides (AMICI et coll., 1967 ; PUC et SOCIC, 1977). Le
choix de la source de carbone dépend du microorganisme utilisé, mais il est généralement admis
que l'utilisation d'une source de carbone lentement métabolisée, favorisc la formation des
alcaloides (REHACEK et SAJDL, 1990).

Néanmoins, d'autres auteurs préconisent l'utilisation d'une double source de carbone. Ainsi,
l'utilisation du saccharose, du sorbitol ou du mannitol, en association avec un intermédiaire du
cycle de Krebs (acides citrique, succinique, etc.) a ét€ proposée (ARCAMONE et coll., 1970 ;
PAZOUTOVA et REHACEK, 1981 ; PERTOT et coll., 1984). D'autres auteurs ont utilisé des
mélanges de sucres : saccharose et galactose (TABER et VINING, 1958) ; saccharose ¢t mannitol
(ARCAMONE et coll., 1961) ; maltose et glucose (KREN et REHACEK, 1984). Par ailleurs, il y
a une inhibition de la production d'alcaloides lorsque la concentration en glucose du milieu de
culture est élevée (KREN et coll., 1984). En outre, les concentrations €levées en glucose stimulent
12 formation de glucanes qui présentent un effet négatif sur la synthése des alcaloides.

Source d'azote. La source d'azote a un rSle trés important pour la croissance et la production
d'alcaloides chez Claviceps. En effet, 12 forme sous laquelle I'azote est apporté peut influencer
nettement les rendements de production et la manifestation du phénotype de Claviceps
(REHACEK et SAIDL, 1990). Les principales sources d'azote utilisées sont le succinate d'am-
monium, la farine de soja, I'urée, I'extrait de levure, I'asparagine, I'oxalate d’'ammonium (KOBEL
et SANGLIER, 1986) et le sulfate d'ammonium. La concentration optimale d'azote nécessaire 2 la
production d'alcaloides est comprise entre 2,5 et 5 g/l.

Le phosphate inorganique. Le phosphore' est un €lément essenticl pour de nombreux
processus de fermentation A cause de son effet sur la formation des métabolites secondaires
(KYBAL et coll, 1968 ; DEMAIN, 1972). Néanmoins, la concentration en phosphore
inorganique doit étre trés faible pour que les enzymes responsables de la biosynthése des
alcaloides soient induites (WAART et TABER, 1960 ; ROBBERS et coll., 1978 ; PAZOUTOVA
et REHACEK, 1984).
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En effet, le phosphate réprime la diméthylalylryptophane synthétase (KRUPINSKI et coll.,
1976) et diminue l'activité de la chanoclavine-cyclase (ERGE et coll.,, 1973). Il apparait que les
enzymes qui dégradent les alcaloides sont activées par le phosphate. Le phosphate
inorganique serait un répresseur des enzymes catalysant la synthése des alcaloides. Ces
observations concernant la synthése des alcaloides ont également &té faites pour la production -
d'antibiotiques (LARPENT et SANGLIER, 1989).

Facteurs environnementaux. Parmi les parametres de culture, le pH, la température et
I'aération sont les facteurs environnementaux les plus étudiés. Ainsi, le pH est un facteur
primordial dans la production de métabolites secondaires. Dans le cas de Claviceps, ie pH
optimal pour 1a croissance et la production d'alcaloides est compris entre 5,2 et 5,5. La production
d'alcaloides se déroule dans des conditions aérobies (la concentration de l'oxygéne dissous est un
parametre trés important en fermentation liquide). ARCAMONE et coll. (1961) ont suggéré une
forte aération pour 'obtention de rendements élevés en alcaloides.

Afin de compléter notre étude bibliographique, nous avons consacré la derni¢re partie de ce
chapitre aux concepts généraux de la fermentation en milieu solide qui sera notre principal outil de

travail.
2.3- Fermentation en milieu solide (FMS)
2.3.1- Antécédents

Les fermentations en milieux solides sont employées depuis des centaines d'années pour la
préparation d'aliments fermentés, l'ensilage, le compostage... La FMS a été supplantée par le
développement de la fermentation en milieu liquide. Elle ne subsiste que dans les pays orientaux,
africains et asiatiques qui produisent des aliments fermentés de fagon traditionnelle. Il a fallu

attendre de nombreuses années pour que ce procédé connaisse 4 nouveau un regain d'intérét.

Parmi les travaux réalisés sur ce theme, ceux de HESSELTINE et coll. (1972, 1977a et b) ont
été les plus importants. lls ont permis d'informer de I'importance technologique de ces systémes de
fermentation. Actuellement, le développement industriel qui concerne les proéédés d'optimisation,
d'automatisation et de mécanisation de la fermentation en milieu solide est un domaine exclusif

des pays orientaux, et en particulier du Japon.
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2.3.2- Définition

La "fermentation en milicu solide”, traduction de 1'anglais "solid state culrare” ou “solid state
fermentation”, est désignée par HESSELTINE (1972) comme "une fermentation dans laquelle le
substrat n'est pas liquide”. Par la suite, différents auteurs la décrivent comme étant la croissance et
le métabolisme de microorganismes sur des matériaux solides (avec une structure organisée) en
I'absence de tout liquide sous forme libre (RAIMBAULT, 1980 ; MOO-YOUNG et coll., 1983).
Pour AIDOO et coll. (1982), la fermentation en milieu solide englobe toute fermentation qui a lieu

sur un substrat solide ou sur un support solide nutritionnellement inerte.

Dans le cadre de notre travail, la définition que nous retiendrons est celle proposée par
LONSANE et coll. (1985), ORIOL (1987) et SAUCEDO-CASTANEDA (1991) comme "une
culture microbienne qui se développe en surface et 2 l'intérieur d'une matrice solide et en
I'absence d'écoulement de liquide”. La matrice poreuse peut étre constituée d'un substrat humide
ou d'un support inerte capable d'absorber les nutriments qui se trouvent dissous dans une solution.

Ainsi, on peut distinguer deux types de fermentation solide en fonction de la nature de la
phase solide utilisée (SAUCEDO-CASTANEDA, 1991) :

1) Culture solide avec une phase substrat-support. La phase solide est constituée d'un
matériel qui assure 2 la fois 1a fonction de support et de source de nutriments. Ce matériel
a ¢t limité 3 I'utilisation de substrats amylacés et lignocellulosiques. La plupart des
applications en FMS utilisent ce systéme.

2) Culture solide avec une phasc support imprégnée d'un milieu liquide. Dans ce type de
fermentation, la phase solide est considérée comme un support inerte, qui ne constitue pas
une source de nutriments pour les microorganismes, mais sert de réservoir d'une solution
nutritive, celleci étant absorbée sur la matrice solide. Dans la FMS, la capacité
d'adsorption est un facteur important dans le choix d'un support. Les matériaux utilisés
sont divers, et la plupart ont une forte capacité de rétention d'eau (exemples : bagasse de
canne & sucre, €corce de bois, éponge, polyuréthane, amberlite, vermiculite...) .

11 faut noter que la classification précédente ne tient pas compte des fermentations avec des
phases solides mélangées, qui sont un cas intermédiaire. Celui-ci a €t€ utilisé afin d'amé€liorer la
capacité de rétention d’eau de matériaux amylacés par addition d'un matériel fibreux qui rend le
sysieme solide plus poreux (ORIOL, 1987).
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2.3.3- Les applications de la FMS

L'utilisation de la culture en milieu solide pour I'homme n'est pas récente. D'innombrables
applications sont citées dans la littérature. La diversité des aliments et des boissons préparés en
utilisant cette technique dans les pays orientaux, africains et latino-américains n'est pas encore
bien connue. Une liste des applications les plus importantes dans le domaine de la production de
métabolites primaires et secondaires a été récemment rapportée par PANDEY (1992).

Nous retiendrons seulement les principaux métabolites secondaires produits par fermentation
en milieu solide (Tableau 2.6).

Tableau 2.6.- Production de quelques métabolites secondaires par fermentation en milieu solide

Microorganisme Métabolite substrat ou support Référence Année
Aspergillus flavus Aflatoxines Manioc BARRIOS et coll. 1990
Aspergillus parasiticus Aflatoxines Riz MUDGETT 1986

Aflatoxines Mais SILMAN 1979
Aspergillus oryzae Pyrazines Blé+soja SERRANO et coll. 1992
Penicillium et Arbmes Fromage REVAH et LEBAULT 1988
Propioni bacterium
Trichoderma viride Ardmes Agar GERVAIS ET SARRETTE| 1990
Neurospora spp. Arbmes Riz YAMAUCHI et coll. 1989
Penicillium chrysogenum Penicilline Bagasse BARRIOS et coll. 1988
Streptomyces viridifaciens Tetracycline Patates douces YANG et LIGH 1989
Giberella fujikomori Acide gibérellique Son de blé KUMAR et LONSANE 1987ab
Streptomyces clavuligerus Cephalosporine orge JERMINI et DEMAIN 1989
et Cephalosporium acremonium

2.3.4- Avantages et inconvénients

De nombreux auteurs ont souvent énuméré les avantages et les inconvénients de la fermenta-
tion en milieu solide par rapport 4 la FSm (LONSANE et coll., 1985 ; MUDGETT, 1986 ;
HESSELTINE, 1987) :

Avantages de la FMS :
* Simplicité du milieu de culture ; il suffit seulement parfois d'ajouter une solution minérale
* Conditions de culture proches de celles des milieux naturels

* Diminution des contaminations bactériennes gréce A une faible humidité

Etude bibliographique



29
* Diminution des effluents liquides 2 traiter

* Réduction du coilt opératoire lors de la récupération des métabolites

* Aération facilitée par la porosité du matériel solide utilisé

* Réduction du volume des fermenteurs par rapport 2 1a culture liquide

* Dans les fermentations traditionnelles, 1a microflore naturelle du substrat sert d'inoculum
* Utilisation directe des produits fermentés

Inconvénients de la FMS :
* Risque d'élévation de la température au sein du systéme
* Régulation difficile des différents parametres de culture (pH, humidité, etc...)
* Nécessité de prétraitements des matériaux dans de nombreux cas
* Probié¢mes dus & la diminution de I'humidité lors des fermentations de longue durée
* Utilisation de quantités élevées d'inoculum
* Estimation de la biomasse

2.3.5- Caractéristiques des fermentations solides
Les microorganismes

Les microorganismes utilisés en FMS peuvent éwe divisés en deux groupes. Le premier
concerne les microorganismes de Ia microflore naturelle (endogéne) du substrat, le second, la
culture pure ou mixte. Les procédés de compostage et d'ensilage utilisent la microflore naturelle
ou des concentrats d'inoculum. Les cultures pures sont largement utilis€es pour la production de
Koji par Aspergillus oryzae au niveau industriel (PANDEY, 1992). Naturellement, la plupart des
microorganismes présentent la capacité de se développer sur des substrats solides, mais seuls les
champignons filamenteux sont capables de se développer en I'absence d'eau libre (KARANTH,
1991).

Par ailleurs, ils présentent l'avantage d'envahir le suppont ou substrat solide, par leur
croissance par élongation du mycé€lium (apicale). L'ensemble li€ & la géométrie du substrat utilisé
permet une croissance apicale du mycélium orientée dans 1outes les directions des espaces libres,
permettant ainsi I'approvisionnement en nutriments (RAIMBAULT, 1980). A l'inverse, les levures
et les bactéries ne peuvent se développer qu'a la surface et A l'intéricur des cavités de la matrice
solide (SAUCEDO-CASTANEDA, 1991).

Les substrats et supports

Dans la nature, les champignons filamenteux se développent sur des matériaux solides : sur
le bois, le papier, ou comme parasites des plantes dans les racines, les feuilles, les tiges ou les
fleurs. Ilis sont capables d'envahir la surface et de pénétrer dans les espaces inter-cellulaires et
intra-cellulaires pour se procurer les nutriments nécessaires a leur développement.
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Pour comprendre la croissance d'un microorganisme sur matériaux solides, il est
indispensable de considérer la nature du matériel, le microorganisme et le mécanisme de

dégradation généralement réalisé par un systtme enzymatique.

Les graines des céréales ou d'autres matériels de type amylacé, sont constituées de sucres
accessibles et facilement dégradables par les microorganismes. Cependant, il est nécessaire de
réaliser un prétraitement afin de faciliter leur dégradation. 11 est également indispensable de
travailler avec une granulométrie du substrat bien déterminée, de maniére 2 faciliter I'aération,

principal probléme en FMS.

Les matériaux lignocellulosiques sont des substrats plus complexes et difficiles 3 dégrader.
11 sont composés d'hémicellulose, de celluiose et de lignine. La présence de lignine limite I'action
des enzymes microbiens, en raison de leur interaction physico-chimique avec les polysaccharides.
1a cellulose et les hémicelluloses peuvent étre dégradées par les microorganismes lorsque la
lignine est dépolymérisée, solubilisée ou éliminée par des traitements chimiques ou biologiques.
Ce type de matériel est également utilis€é comme support inerte quand il n'a pas subi de
traitement chimique.

Activité de l'eau et Humidité

En FMS, la quantité maximale d'eau présente dans le milieu est fonction de la capacité de
rétention de la phase solide. Toutefois, cette quantité de liquide doit &tre nécessaire a la croissance
des microorganismes sans détruire la structure solide ou réduire la porosité du substrat ou du
shpport (ORIQL, 1987). Un excés d'eau peut entrainer une limitation des échanges gazeux et de
chaleur (MOO YOUNG et BLANCH, 1982), ainsi que des problémes d'hétérogénéité de la
croissance, diis au gradient d’humidité dans le substrat.

De plus, la faculté de développement des microorganismes sur des matériaux solides est
déterminée par l'activité de I'eau. Celle-ci représente la disponibilité de 1'eau totale d'un produit.
Ceci est généralement représenté par les courbes de sorption (isothermes de sorption) qui
établissent une relation entre le pourcentage d'eau (humidité) et F'activité de 'eau. Ces courbes
présentent une forme sigmoidale ol trois zones distinctes sont définies : a) une zone ou Ila
disponibilité de I'eau est quasi nulle (0,0 < Aw < 0,2) ; b) une zone intermédiaire (0,2 < Aw < 0,6)
et ¢) une zone ol l'eau est libre (0,6 £ Aw < 0,9) (ACKER, 1969 ; ORIOL, 1987).

Généralement, les bactéries se développent & des activités de l'eau €levées (0,85 < Aw <
0,99). Par contre, pour les levures, I'activité de I'eau optimale se situe entre 0,75 et 0,9, et pour les
champignons, entre 0,6 et 0,9.
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L'eau en FMS a différents réles : clle intervient dans la constitution des microorganismes,
clle sert A véhiculer enzymes, nutriments et métabolites, et elle intervient dans la solubilisation de
I'oxygeéne gazeux (ORIOL, 1987). Cependant, une humidité €levée dans le substrat entraine une
diminution de la porosité de la matrice solide, une faible diffusion de I'oxygéne, une réduction du
volume dii au gaz, ainsi que des risques de contaminations bactériennes. Par contre une faible
humidité aboutit 2 une croissance limitée et diminue I'accessibilité du substrat (MISRA, 1991). Par
ailleurs, des changements s'opérent au cours de la fermentation. Iis sont dfis A I'évaporation et A la
libération d'eau issue du métabolisme des microorganismes (LONSANE et coll., 1985).

De nombreux auteurs ont mis en évidence l'importance de Yeau sur le métabolisme des
microorganismes (RAIMBAULT, 1980 ; GERVAIS et coll., 1988a-d ; ORIOL et coll.,, 1988a ;
GERVAIS et SARRETE, 1990). Dans la plupart des cas, l'augmentation de I'humidité du
substrat provoque unc augmentation du taux spécifique de croissance (j1), de la biomasse et de la
synthése d'enzymes (NISHIO et coll., 1979 ; NARAHARA et coll., 1982 ; SATO et coll., 1983).

En raison de l'importance de I'humidité, plusieurs auteurs ont congu des procédés nouveaux
permettant de bien contrbler I'eau au cours de la fermentation en milicu solide. A ce sujet, deux
types de fermenteurs ont €té développés, agités et statiques. Les réacteurs agités ont 1'avantage de
permettre le contrdle de Yhumidité et de la température durant la fermentation, et I'ajout de sel ou
de substrat 3 1'état dissous. Le principal probiéme qui se pose est la rupture du mycélium, lorsque
I'agitation de la masse est trop forte (ORIOL, 1987). Ce type de fermenteur a €té préconisé par dif-
férents auteurs (ARIMA, 1964 ; LINDENFELSER et CIEGLER, 1975 ; RAIMBAULT, 1980 ;
DURAND et CHEREAU, 1988).

Dans le cas des fermenteurs statiques, 1a seule possibilité de régulation de 'humidité au cours
de Ia fermentation, consiste en une modification de l'équilibre entre la phase solide humide et
T'humidité relative de l'air passant & travers le fermenteur (RAIMBAULT, 1980 ; SATO et coll.,
1983 ; NARAHARA et coll., 1984 ; ROUSSOS, 1985). Ceci peut étre obtenu en modulant la
température et I'humidité relative de 1'air. A ce propos, des systémes de régulation de I'humidité
ont €€ développés (GERVAIS et BAZELIN, 1986 ; BARSTOW et coll.,, 1988 ; RYOO et coll.,
1991).

Aération et échanges gazeux

En FMS, lc contrble de Yenvironnement gazeux est un facteur important pour le
développement des microorganismes. En effet, l'oxygéne fourni doit &tre suffisant pour ne pas
limiter la croissance. Celle-ci dépend de la vitesse du flux gazeux dans la masse du produit, de la
vitesse de transport de I'oxygene dans le milieu et de la vitesse de consommation d'O2 par le
microorganisme (RAIMBAULT, 1980).
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Pour MOO YOUNG et coll. (1983) les transferts de gaz peuvent étre effectués par
différents mécanismes :

*  Le transfert inter-particule qui concerne les échanges de masse par convection entre la phase
gazeuse et l'interphase gaz-solide. La porosité inter-particulaire est définie comme l'espace
vide occupé par l'air au sein de la matrice solide. Cette porosité est fonction aussi bien de la '
nature du matériel utilisé, que de la quantité d'humidité présente et du débit d'air dans le
fermenteur.

* Le transfert intra-particulaire qui conceme la diffusion d'O2 et du CO2 entre linterphase
solide-gaz et l'intérieur de la matrice solide.

En FMS, I'aération est un facteur trés important qui assure différentes fonctions :
a) l'approvisionnement en oxygéne pour la croissance aérobie et le métabolisme ;
b) 1a régulation de la température
c) I'élimination de la vapeur d'eau, du CO2 et de cerntains métabolites volatils.

Dans le cas des matériaux fibreux, il existe des espaces disponibles favorisant la diffusion de
l'oxygéne. Par contre, dans le cas des substrats amylacés (céréales), les espaces sont réduits et la
diffusion de I'air est plus difficile et limite la croissance. Afin d'éviter ce type de problémes, il est
indispensable de réaliser des prétraitements qui permettent I'obtention de substrats ayant une
granulométrie définie.

De nombreux auteurs ont mis en évidence l'effet de la composition en CO2 et en O2 sur le
métabolisme des microorganismes cultivés en FMS. Ainsi, lors de la production d'enzymes par
Aspergillus oryzae sur riz, des effets positifs de la pression partielle de l'oxygtne ont été
observés sur le rendement en amylases (BAJRACHARYA et MUDGETT, 1980). De méme
NARAHARA et coll. (1982) ont obtenu des rendements supérieurs en amylase et en protéine,
quand la pression partielle en CO2 est comprise entre 2 et 5 %, au cours de la phase exponentielle
de croissance, et en protéases, pour une pression partielle de 5 % durant la phase stationnaire.

Le probleme de l'hétérogénéité toujours présent en FMS peut entrainer des gradients
importants dans la composition de I'air. RATHBUN et SHULER (1983), lors de la fabrication du
Tempeh, ont enregistré des pressions partielles en O2 proches de 2 % et des pressions partielles en
COz2 pouvant atteindre 21 % dans la partie inférieure du réacteur.

1 est évident que des systtmes permettant le contrdle de l'environnement gazeux sont
nécessaires afin de contrdler le métabolisme des microorganismes. En raison de I'importance du
controle de l'environnement gazeux et son effet sur le métabolisme, un systéme d'analyse
automatique des gaz a ét€ mis au point afin d'étudier leurs effets sur le déroulement des FMS. I
permet de suivre en temps réel I'évolution des activités respiratoires au cours d'une fermentation
(SAUCEDO-CASTANEDA et coll., 1992).
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Contréle de la température

En FMS, le dégagement de la chaleur produite au cours des activités métaboliques des
microorganismes provoque une €lévation de la température au sein du fermenteur; ce qui pose un
réel probléme (HESSELTINE, 1987). D'une pari, I'hétérogénéité du matériel solide entraine la
formation de gradients de température dis & la forte activité microbienne. D'autre part, la faible
activité de l'eau, l'absence d'agitation lors de I'utilisation de fermenteurs statiques, la faible
conductivité thermique des matéraux Dbiologiques nuisent au développement des
microorganismes (MOO YOUNG et coll, 1983 ; BARSTOW et coll., 1988 ; GRAIJEK,
1988 ; GONZALES-BLANCO et coll., 1990; SAUCEDO-CASTANEDA et coll., 1990).

En effet, I'augmentation de la température est directement proportionnelle 2 la hauteur du
substrat et A I'activité métabolique des microorganismes (MALATHI et coll., 1991).

L'influence de la température sur le métabolisme des microorganismes a été le sujet de
nombreuses recherches (RAIMBAULT, 1980 ; RATHBUN et SHULER, 1983 ; HUERTA-
OCHOA , 1984 ; LONSANE et coll., 1985 ; GONZALEZ-BLANCO et coll., 1990 ; SAUCEDO-
CASTANEDA et coll. 1990).

Dans le but de résoudre ce probléme, plusicurs auteurs ont établi des stratégies pour la
régulation de la température. La plupart d'entre eux ont utilisé une convection forcée d'air a
travers le fermenteur. D'autres ont utilisé les propriétés refroidissantes de I'évaporation de 1'eau
pour contrdler automatiquement 'humidité et la température (GERVAIS et BAZELIN, 1986 ;
BARSTOW et coll., 1988 ; DURAND et CHEREAU, 1988 ; SAUCEDO-CASTANEDA et coll.,
1990 ; RYOO et coll., 1991).

Contréle du pH

En FMS, 1a mesure du pH en continu a toujours €t€ un probleme. Les difficultés proviennent
principalement de 'hétérogénéité et de la faible tencur en eau dans le milieu de culture qui ne
permettent pas une mesure satisfaisante du pH. Dans la plupart des cas, on réalise une estimation
globale du pH aprés une mise en suspension de I'échantillon solide dans un volume d'eau 10 fois
supérieur (ORIOL, 1987). Toutefois, cette méthode ne permet pas de mesurer le pH 2 l'intéricur
de la matrice au cours de la fermentation ; elle ne tient donc pas compte des gradients de pH
locaux résultant des réactions biologiques.

Le contrdle du pH en FMS est donc difficile. Afin d'éviter de fortes variations de pH,
RAIMBAULT (1980) a préconis¢ I'utilisation de sels minéraux qui conférent au milicu de culture
un pouvoir tampon. Ainsi, un mélange de sulfate d'ammonium et d'urée, en proportions adéquates,
a permis de maintenir le pH a des valeurs favorables 2 la croissance d'Aspergillus niger. Cette
technique a €t€, par la suite, utilisée par différents auteurs (HUERTA-OCHOA, 1984 ;
ROUSSOS, 1985 ; ORIOL, 1987 ; DUFOUR, 1990 ; SAUCEDO-CASTANEDA, 1991 ; TREJO-
HERNANDEZ et coll., 1991).
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Estimation de la biomasse

L'estimation de la biomasse en milieu solide, par comparaison avec le milieu submergé, est
trés difficile. Les méthodes de dosage couramment utilisées en fermentation liquide ne peuvent
généralement pas 1'ére en FMS, 2 cause de la nature du matériel et de la capacité des -
microoorganismes 3 pénétrer dans les espaces intercellulaires et intracellulaires de la matrice
solide. En raison de la difficulté de séparation du mycélium du matériel solide, on est obligé de

procéder 2 un échantillonnage et A l'application de méthodes indirectes de dosage de la biomasse.

Certains auteurs estiment la biomasse en dosant les protéines du champignon soit par la
méthode de LOWRY et coll. (1951), mais elle n'est fiable que sur des substrats ne contenant pas
de lignines, soit par la méthode de Kjeldahl apres précipitation des protéines dans l'acide
trichloroacétique (ORIOL, 1987).

La méthode de la glucosamine est également largement uﬁliséc. Cette derniére est un
constituant spécifique de la paroi du champignon. Elle est libérée aprés hydrolyse acide de chitine
de l'échantillon et dosée par la méthode d' ELSON et MORGAN (1933). Cette méthode et la
détermination de l'ergostérol ont été utilisées par SEITZ et POMERANZ (1983) pour le dosage de
la biomasse du sclérote de I'ergot de l'orge, du scigle et d'autres graminées. La méthode de
I'ergostérol pour l'évaluation indirecte de la biomasse a €1é également préconisée par d'autres
auteurs (SEITZ et coll., 1979 ; GORDON et WEBSTER, 1984 ; MATCHAM et coll., 1985).

Pour la plupart des méthodes utilisées, il est nécessaire de réaliser une hydrolyse acide de
chitine de I'échantillon. Ainsi, le dosage des acides aminés totaux (CHAPLIN, 1976 ;
PENALOZA et coll., 1985), la détermination des acides nucléiques (OGUR et ROSE, 1950 ; SO-
LOMON et coll., 1983) et la détermination de la chitine (SMITH, 1980) sont réalisés aprés
I'hydrolyse acide.

Certains auteurs mesurent la teneur en ATP d'un échantillon solide, qui permet également de
suivre la croissance des microorganismes (COCHET et coll, 1984 ; THIERRY et
CHICHEPORTICHE, 1988). D'autres utilisent la détermination de la teneur en azote total par
I'analyse de la composition élémentaire de I'échantilion solide avec un analyseur CHN (DUFOUR,
1990).
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Plus récemment, AURIA et coll. (1990) ont constaté que l'‘évolution de la pression 2

l'intérieur du fermenteur présentait une corrélation avec la croissance du champignon.

Par la suite, ils se sont apergus que 1'évolution de ce parametre pouvait étre rapportée de fagon
indirecte 2 1a biomasse produite d'Aspergillus niger cultivé sur amberlite. -

Enfin de nombreux auteurs ont suggéré 1'utilisation de la mesure des gaz (CO2 et O2) comme
une méthode indirecte d'évaluation de la croissance au cours de Ia fermentation. Cette technique
permet de suivre en continu 1'évolution de l'activité microbienne. A partir des teneurs en CO2 et
02, on peut prévoir I'évolution de la croissance (SUGAMA et OKAZAKI, 1979 ; RAIMBAULT,
1980 ; CARRIZALES et coll., 1981 ; SATO et coll., 1983 ; SATO et YOSHIZAWA, 1988 ;
SAUCEDO -CASTANEDA, 1991). Ainsi, la chromatographie en phase gazeuse et des analyseurs
spécifiques de CO2 et O2 sont utilisés pour le dosage des effluents gazeux.
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3. MATERIEL ET METHODES

3.1- Microorganismes

Lors de cette étude nous avons utilisé des souches de champignons du genre Claviceps,
(Tableau 3.1). Ces souches ont diverses origines : les unes proviennent de collections
internationales, certaines nous ont ét¢ offertes et d'autres sont des souches sauvages que nous
avons isolées a partir de grains de céréales contaminés et de sclérotes.

Tableau 3.1 .- Liste des différentes souches de Claviceps éwudiées.

Nom de I'espece Code Origine

Claviceps purpurea 1029¢ Dr. Keller, Institut de Berlin, Université de Berdin, *
Claviceps paspali C. paspali ATCC 13892

Claviceps fusiformis HA ATCC 26019

Claviceps fusiformis ICRISAT ICRISAT, INDE **

Claviceps fusiformis 1LDH ICRISAT, INDE **

Claviceps microcephala C. microcephala Prof. Lacoste, Muséum National de Cryptogamie de Paris

. 1986)
** Intemational Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics
3.2- Milieux de culture
3.2.1- Milieu de conservation

Les souches ont été répiquées régulidrement et conservées sur gélose inclinée (PDA-Difco).
- Apres incubation de 14 jours a 24° C, elles sont soit lyophilisées, soit conservées a 4 °C pendant
environ 6 mois.

3.2.2 - Milieu pour la production d'inoculum (MI)

Pour la production de I'inoculum, nous avons utilisé un milieu gélosé contenant (g/1) : 70 g
d'extrait de malt, 30 g de farine de seigle, 20 g de gélose. Le pH a ét€ ajusté 2 5,2 avec une
solution d'hydroxyde d'ammonium 2 20 %. Le milieu a €t€ autoclavé 2 121°C pendant 15 minutes.

3.2.3- Milieux pour la croissance apicale

La croissance apicale a été défini comme 1'aptitude d'un microorganisme 2 coloniser
une surface solide (RYAN et coll.,, 1943). Pour assurer la croissance apicale, l'ensemble des
souches a été cultivé sur quatre milieux de culture différents (g/1) : M1(Saccharose, 100 ; acide
succinique, 6 ; NH4OH, 2 pH 5.2 ; MgS04, 0.4 ; KH2PO, 0,4 ; agar, 20), M2 (Extrait de malt,
70 ; Amidon de pomme de terre, 30 ; agar, 20), M3 (Extrait de malt, 70 ; agar, 20), et M4 (Farine
de seigle, 70 ; agar, 20). Le premier est un milieu synthetique et les trois autres de milieux naturels
qui ne nécéssitent pas I'apport complémentaire d'éléments minéraux. Dans le milieu propos€ par
SANGLIER, 1977) la saccharose et I'acide succinique sont les sources de carbone d'energie. La
source d'azote est fourni par 'ammonium.
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3.2.4- Milieu de préculture

Le milieu de préculture utilisé dans la premiére partie de notre étude est celui proposé par
KOBEL et SANGLIER (1986), dont la composition est la suivante : Saccharose 100,0 g ; Oxalate
d'ammonium 3,0 g ; Amidon de pomme de terre 10,0g ; KH2PO4 0,25g ; MgSO4-7H200,25 ¢ ;
KCl 0,12 g ; FeSO4 - 7 H20 16,60 mg ; ZnSO4 - 7 H20 6,80 mg, eau 1000 ml.

3.2.5- Milieu de production d'alcaloides (milieu de base)

Le milieu proposé par KOBEL et SANGLIER (1986) puis modifié par la suite constitue le
milieu de base. Le milieu est composé, sauf spécification de (g/1) : saccharose 210,0 ; Oxalate
d'ammonium 9,60 ; Urée 1,73 ; KH2PO4 0,625 ; MgSO4- 7 H20 0,625 ; KCl 0,31 ; FeSO4 - 7
H20 0,025 ; ZnSO4- 7 H20 0,01. Le pH est ajusté 3 52 avec une soluton d'hydroxyde
d'ammonium 2 20 %. Le milieu est autoclavé a 121° C pendant 20 min.

3.3- Traitement du substrat solide

Tout au long de cette étude, nous avons utilisé différents substrats amylacés et un support
solide de nature lignocellulosique.

3.3.1- Bagasse de canne a sucre

La bagasse, résidu lignocellulosique de la canne 2 sucre recueilli aprés l'extraction du
saccharose, est utilisée comme support. Le lot que nous avons utilisé provient de la sucrerie
"Emiliano Zapata" de Zacatepec, dans 1'état de Morclos au Mexique. Dans cette usine, deux
fractions de bagasse sont séparées : la premitre correspond aux fibres longues destinées 2 la
fabrication du papier, et la deuxidme aux fibres courtes ou "bagacillo”, constituées
essenticllement de moélle. C'est le bagacillo, soigneusement lavé avec de l'eau pour €liminer les
impuretés issues de la récolte de la canne et de V'extraction du sucre, qui a €€ utilisé.

Cette bagasse est tamisée et la fraction comprise entre 20-50 mesh (tailie de particule de 6,8 2
0,3 mm) est retenue. Elle est lavée trois fois a l'cau du robinet et rincée avec de l'eau
déminéralisée. Elle est ensuite séchée & 60°C puis stockée jusqu'a son utilisation.

3.3.2- Céréales

Les grains de scigle et de blé sont concassés (environ 3 morceaux par grain) et cuits a la
vapeur dans un autoclave, 2 121° C pendant 15 min puis refroidis au congélateur pendant environ
12 heures. Ce refroidissement brutal provoque la rétrogradation de 'amidon soluble pendant la
phase de cristallisation de I'eau, et permet I'obtention d'un produit non collant. Ils sont ensuite
décongelés et séchés dans une étuve ventilée 3 60°C. Enfin, le substrat obtenu est broyé€ et tamisé.
Les particules retenues ont une taille qui varie entre 0,8 et 0,3 mm. Ce traitement a ét€ appliqué
aux différents substrats utilisés : le seigle et le blé. Ces céréales sont issues de cultures dites "bio-
logiques™, c'est & dire sans utilisation de produits chimiques. La composition moyenne des
substrats utilisés est indiquée dans le tablean 3.2,
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Tableau 3.2 .- Composition des principaux substrats solides (g/100 g)

grains farine grains farine Semoule
Constituant de seigle de seigle complete de blé de blé complete de blé
Protéines 8,65 8,96 9,80 9,74 10,80
Matitres grasses 1,90 1,36 2,10 1,88 098
Sucres totaux 58,06 62,80 5940 63,90 67.40
Fibre totale 14,59 13,30 12,50 9,56 6,15
Sels Minéraux 1,90 0,98 240 1,52 047
Humidité 14,70 13,60 13,80 13,40 14,20

Ces substrats constituent la source de carbone des différents milieux de culture. Pour la
fermentation en milieu solide nous avons additionné 4 100 g de substrat solide, une source d'azote
et des sels minéraux comme suit : (NH4)2804, 11,8 g ; Urée,2 g ; KH2PO4, 1 g, apH 5,2 et 2
une humidité initiale de 50 %. La solution minéraie a été ajustée a pH 5.2 puis autoclavée 3 121°
C, pendant 15 min.

3.4- Conditions de culture
3.4.1- Préparation de I'inoculum et préculture

Un fragment de mycélium lyophilisé de la souche choisie est placé au centre d'une boite de

Pétri contenant un milieu gélosé MI stérilisé. Apres 14 jours d'incubation 3 26°C, les colonies sont

reprises dans de l'eau stérile et on obtient environ 10° spores par ml. Pour les souches ne
_produisant pas de conidies, I'inoculation se fait avec des fragments de gélose de 1 cm?.

La préculture est réalisée en fioles de 250 ml contenant 50 ml de milieu. Les conditions de
culture sont les suivantes : inoculum 2,7 x 107 spores/g de substrat carboné, agitation 220 rpm,
température d'incubation 26° C et durée 5 jours.

3.5- Dispositifs de fermentation
3.5.1- Culture en milieu liquide

Pour la culture en milieu liquide, nous avons utilisé deux types de réacteurs de fermentation :
des fioles de 250 ml et un bioréacteur de 2 1.

3.5.1.1- Culture en fiole de 250 ml

Les cultures liquides en fioles dErlenmeyer de 250 ml ont été réalisé€es avec 50 ml de milieu
de culture. Le pH est ajusté 3 5,2 avant stérilisation. Les fioles ont ét€ inoculées avec 2,7 x 107
spores/ g de substrat carboné ou 10 % v/v d'une culture contenant environ 10 g/l (concentration
finale 1 g/1) et incubées & 25-26°C pendant 5 jours pour la préculture ou 7-14 jours pour la culture
de production avec une agitation de 150 rpm.
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3.5.12- Culture en bioréacteur

Un fermenteur de marque LSL Biolafitte (type cellulaire) 2 agitation mécanique a été utilisé€.
Son volume utile est d'environ 1,4 litre. Le fermenteur a été équipé de sondes stérilisables Ingold
pour la mesure de 'oxygene dissout et du pH et d'un bloc de commande-régulation (pH, agitation,
aération, ec...).

Le fermenteur contenant le milieu de culture, équipé des sondes, a été autoclavé 3 121 °C
pendant 30 min. La sonde de pH est préalablement calibrée avec des tampons 4 pH 4 et pH 6.87.
Apris refroidissement de I'ensemble, la sonde 2 oxygene est également calibrée.

L'ensemencement du milicu de culture a &€ réalis€ 2 l'aide d'un inoculum homogene
constitué d'une suspension mycélienne de 5 jours. Des prélévements sont effectués 2 des
intervalles de temps réguliers. Iis permettent de suivre 'évolution de la biomasse et des parametres
biochimiques et physiques de la ferroentation (Fig. 3.1).

3.5.2- Culture en milieu solide

Pour la culture en milicu solide, nous avons utilis¢ des colonnes comportant deux
compartiments. Ce type de réacteur de fermentation solide a déja été décrit et utilisé par différents
auteurs (RAIMBAULT, 1980 ; HUERTA-OCHOA, 1984 ; ROUSSOS, 1985 ; TREJO-
HERNANDEZ, 1986 ; ORIOL, 1987 ; DUFOUR, 1990 ; SAUCEDO-CASTANEDA, 1991).

Ce réacteur est constitué de colonnes de verre de 4 cm de diamétre et 20 cm de longueur
dont le volume utile est d'environ 250 ml. Une fois remplies avec le support, les colonnes sont
montées sur un humidificateur et introduites dans un bain thermostaté a 26°C (Fig. 3.2).

L'aération dans les fermenteurs est réalisée 3 l'aide d'une canalisation 2 haute pression dont
Ie débit de l'air est réglé A 0,2 bar par un manodétendeur. Avant son passage dans la colonne, 1'air
est humidifi€ deux fois 2 température ambiante a 'aide de bulleurs en verre fritté plongeant dans
de I'eau, puis distribué en passant par un ballon 2 fond rond muni d'une entrée ¢t de plusicurs sor-
ties.

Le controle du flux d'air saturé en eau s'effectue par lintermédiaire de microvannes a
pointcaux. Afin de s'assurer de la saturation et de l]a mise & température de l'air, un petit bulleur
est disposé sous chaque colonne. Le débit d'air est réglé A la sortie de chaque colonne 2 raison de 2
ml/min/g de MSI (Matiére Séche Intiale). Le dispositif permet le controle et le suivi en continu de
la fermentation (Fig.3.2).

3.5.3- Mise en ceuvre de la culture en milieu solide

Le jour précédant le démarrage de la fermentation, la quantité de bagasse nécessaire est
répartic en sachets autoclavables et stérilisée 2 121° C pendant 15 min ; une fois refroidie, elle est
préte A I'emploi. Le volume de milieu de base utilisé est vérifi€ ; les sels minéraux et les
précurseurs sont additionnés et le pH est ajusté 2 la valeur souhaitée.
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Fermentation Liguide
PH Filtration
0,45 um
Sucres par
HPLC J
v v
Centrifugation 3 S000 tpm Filtration
pendant 20 min 1.2 pm
Colr Sumageant Sumageant Culor
l €limination l
Lavage Lavage
s écé Extraction
a 60°ég? 48 h —® d'alcaloides totaux
(cf. Fig. 3.4)
v
Poids sec
Lipides Alcaloides

Fig. 3.1 .- Schéma de traitement et d'analyse des échantillons provenant de la fermentation liquide
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Fig. 3.2. - Dispositif d'analyse automatisé des gaz de la fermentation solide.
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Fermentation solide —» Mesure du CO2 et de I'O2

|

Détermination de Homogénéisation > Détermination de la
I'humidité de I'échantillon quantité de matériel dans
la colonne

Séchage de
. L Pesée de
Préparation d'une dilution 10 g d'échantillon 2 e .
(p/p) 60° C pendant 48 h 10 425 g d'échantillon
Suspension du produit ~ Extraction d'alcaloides
fermenté (c.f. Fig.34)
l_—_' Mesure du
pH

Séparation de la bagasse

par pressage et filtration Lipides

sur mailles de 1 mm

Bagasse . v
7 Alcaloides
Filtrat Détermination de Ia
l biomasse
Centrifugation 4 5000 / \
rpm pendant 10 min
l CHN Glucosamine
Récupération du
surnageant

Filration 0,45 ym ————— Dosages des sucres

Fig. 3.3 .- Schéma de traitement et préparation des échantillons de la fermentation solide pour
les différentes analyses biochimiques.
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3.7- Techniques de dosage de la biomasse

La présence de lignine dans la bagasse et dans les céréales entraine des interférences lors du
dosage des protéines par la méthode de LOWRY (1951), ainsi qu' avec les méthodes classiques de
dosage des protéines. C'est pourquoi il a fallut utiliser d'autres méthodes comme le dosage de la
glucosamine dELSON et MORGAN (1933), de la teneur en acides nucléiques (ORIOL, 1987), et
la détermination de la composition élémentaire CHN (DUFOUR, 1990).

3.7.1- Dosage de la glucosamine

La méthode de dosage de la glucosamine et de la chondrosamine a été mise au point par
ELSONet MORGAN (1933). Une hydrolyse acide totale est nécessaire pour libérer la
glucosamine de la paroi des champignons. La glucosamine ainsi libérée se combine avec I'acétyl-
acétone pour former un compos€ pyrolique. Ce dernier réagit avec le réactif para-diméthylamino-
benzaldéhyde (PDBA) pour former un composé stable, rouge, présentant un maximum
d'absorbance 4 530 nm.

- Réactif A: 1 ml d'acérylacétone dans 50 ml de carbonate de sodium 0,5 N.
-Réactif B: 0, 8 g de PDBA dissous dans 30 mi de HCl 12 N + 30 ml d'éthanol.

A 2 ml de sumageant de 1'échantillon hydrolys€ on ajoute 1 ml de réactif A et 1 ml d'eau
distillée. La solution est portée au bain marie bouillant pendant 15 min. Les tubes sont refroidis
puis on ajoute 4 m! d'éthanol.

On ajoute ensuite 1 ml de réactif B, ainsi qu' 1 ml d'éthanol. On détermine la D.O. & 530 nm
apres 30 min. La gamme étalon est réalisée avec du chlorhydrate de D-glucosamine (0 2 100
mg/1). Une seconde courbe €talon est obtenue directement avec une culture du champignon en
milien liquide. Elle est filtrée, lavée A I'eau distillée, puis séchée 24 h 2 60°C et finement broyée
avant d'étre traitée comme les échantillons.

3.7.2- Détermination des acides nucléiques

La détermination de la teneur en acides nucléiques permet d'avoir une approche indirecte de
l'activité métabolique des champignons au cours de leur développement (OGUR et ROSEN,
1950). Les échantillons issus de la fermentation solide sont séchés a I'étuve & 55°C et broyés 2 sec
a l'aide d'un broyeur Tecator, de fagon & obtenir une trés fine poudre homogéne. Une fraction
d'environ 2 g de cette poudre est mise en suspension dans 100 ml d'cau distillée et homogénéisée a
l'ultraturrax (13500 rpm). 5 ml sont alors prélcvés et centrifugés (6000 rpm pendant 15 min) ; le
surnageant est éliminé,

On ajoute 5 ml d'acide perchlorique 7 N au culot puis les tubes contenant les échantillons
homogén€isés sont placés dans un bain marie agité a4 70 °C pendant 20 min. IIs sont ensuite a
nouveau centrifugés 2 6000 rpm pendant 10 min. Une dilution au 1/10*™€ est alors réalisée sur le
surmageant. La mesure de la D.O. est effectuée directement sur cette dilution, & 260 nm. Une
courbe étalon de 0 2 20 mg/l est réalisée avec de 'ARN type V1 de la levure Torula (SIGMA).
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3.7.3 Détermination de la composition en C, H et N

Les compositions élémentaires en carbone, en hydrogéne, et en azote de la biomasse et de la
bagasse ont ét€ déterminées grice 2 un analyseur "LECO" CHN 600.

L'analyse est réalisée par combustion dans l'oxygeéne pur, & 950°C, d'un échantillon séché et
finement moulu 2 'aide d'un broyeur Tecator. Environ 50 2 80 mg de broyat sont introduits dans -
des capsules d'¢tain (catalyseur de la réaction de combustion) et placés dans la chambre de
combustion. Au cours de celle-ci il y a production de CO2, de vapeur d'eau, d'oxydes d'azote,
d'azote et d'oxydes de soufre. Les oxydes de soufre sont retenus par de la chaux dans un second
four de fagon & éviter la formation d'acide sulfurique avec la vapeur d'eau résultant de la réaction.
Les autres gaz sont recueillis et mélangés.

Aprés mélange des gaz de combustion, une fraction de 10 ml est prélevée pour l'analyse
d'azote. Elle est entrainée par de I'hélium et traverse un ensemble de purification constitué de
tournure de cuivre portée A 800°C pour €liminer l'oxygene et transformer les oxydes d'azote en
azote, d'ascarite et d'anhydrone pour retenir le CO2 et I'H20. L'azote est alors dosé dans une
cellule 3 conductibilité thermique. Le carbone et l'hydrogéne sont analysés par des cellules
infrarouges.

Cette méthode d'analyse détermine la teneur totale en carbone, en hydrogéne et en azote d'un
échantillon, exprimée en pourcentage par rapport A la matiére séche. L'utilisation de cette
méthodologie a permis de réaliser une estimation directe de la biomasse en FMS par le dosage de
l'azote protéique, d'une mani¢re comparable 2 la culture liquide.

3.8- Techniques colorimétrigues pour le dosage des sucres
3.8.1- Dosage des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs sont dosés par la méthode de MILLER (1959). Les sucres réduisent
'acide 3-5 dinitrosalycilique (DNS) en acide 3-amino-5-nitrosalycilique, 4 chaud et en milieu ba-
sique. Le produit de la réaction présente une coloration jaune orangée présentant un maximum
d'absorption 2 575 nm. La méthode permet de doser des solutions de concentrations comprises
entre 0 et 2 g/l de glucose.

La composition du réactif DNS est la suivante (g/) : Acide 3, § dinitrosalycilique 10, 0 ;
Hydroxyde de sodium 10, 0 ; Sulfite de sodium 0, 5 ; Phénol 2,0.

L'échantillon a doser est dilué convenablement de fagon a obtenir une concentration en
sucres réducteurs voisine de 1 g/l. A 1 ml de cette dilution on ajoute 1 ml du réactif au DNS. Le
mélange est porté A ébullition 5 min et refroidi rapidement. Apres addition de 8 ml d'eau distiliée,
le contenu des tubes est homogénéisé au vortex, et la densité optique est lue 2 575 nm. Une courbe
étalon de glucose de 0 & 1 g/l est réalisée.
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3.8.2 Dosage des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux est effectué d’aprds la méthode de DUBOIS et coll. (1956) en
utilisant le réactif & 'Anthrone. Une hydrolyse des polysaccharides est réalisée en milieu acide 2
chaud. L'Anthrone réagit avec les hexoses et les aldopentoses pour donner une coloration bleu-
verte trés intense, présentant une absorbance maximale 4 625 nm. La présence de protéines
contenant du tryptophane donne une couleur rouge a 'échantillon et interfere avec la réaction.

Cette méthode de dosage est une méthode trés sensible qui permet de doser les sucres dans
une plage de concentrations comprises entre 0 et 50 mg/l.

Le réactif est préparé€ en dissolvant 200 mg d'anthrone dans 100 ml d'acide sulfurique pur.

A 2,5 ml de I'échantillon préalablement dilué€ on ajoute S ml de réactif & 'anthrone. Les tubes
sont agités avec soin et portés 2 ébullition pendant 10 min. La réaction est arrétée par
refroidissement en placant les tubes dans un bain marie & 0°C. L'absorbance est lue 3 625 nm.
Une courbe étalon de 04 2 g/l de glucose est préparée.

3.8.3. Dosage de sucres par Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC)

Au cours de cc wavail, nous avons mis au point unc méthodologie analytique par
HPLC permettant la séparation et la quantification simultanée d'un certain nombre de composants
produits lors de la fermentation, en particulier des sucres, des acides organiques et des alcools.
Dans le cas d'une fermentation avec Claviceps, la présence de ces métabolites nous indique une
contamination soit par des champignons filamenteux, soit par des levures ou des bactéries.

Les échantillons de la fermentation sont centrifugés puis filtrés sur filtre 0,45 um (Fig. 3.3).
Les filtrats sont dilués afin d'obtenir des concentrations en sucres comprises entre 0 et 10 g/l

Les composants sont séparés sur une colonne "Biorad” Aminex HPX87H. Cette colonne est
constituée par une résine greffée H* et un copolymére de styréne et de sulfonate de divinyl-
benzéne. Elle sépare les composés par l'action combinée d'une interaction hydrophobe et d'un
€change d'ions.

Deux détecteurs sont branchés en série en sortie de colonne : un réfractométre pour l'analyse
des sucres et de quelques acides organiques et un détecteur UV 2 210 nm qui met en évidence les
substances présentant des doubles liaisons. L'analyse est effectuée au moyen d'un appareiliage
modulaire, constitué dune pompe LDC Constametric 3200, d'un four Jones Chromatography,
d'un détecteur réfractometre Philips PU 4026 et d'un détecteur ultraviolet LDC Spectromoniton
3100. Les signaux provenant des détecteurs sont traités par un logiciel d'intégration informatisé
nommé CHROMA et commercialisé par la société Biosystéme. Les conditions opératires sont les
suivantes (GIRAUD et coll., 1991) :

- Détecteurs : Réfractomitre et ultraviolet 2 210 nm
- Solvant-€luant : H2804 6 mM

- Débit du solvant : 80 ml min!

- Pression : 800 - 900 PSI ou MegaPa

- Volume injecté : 20l

- Température : 65°C
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Le rableau 3.2 donne la liste des principaux composants qu' il est possible de quantifier ainsi
que leurs temps de rétention.

Tableau 3.2 . Composants séparés par 'HPLC et quantifiés sur un
détecteur ultraviolet et 4 index réfractométrique

Composant uv Réfractométre
Amidon - 4,63
Acide Oxalique 5,09 5,36
Giucose - 6,80
Acide Malique 7.09 7,21
Acide Lactique 9,53 9,67
Acide Acétique 11,22 11,35
Acide Propionique 13,16 13,30
Acide Isobutyrique 14,73 14,88
Méthanol - 14,89
Acide Butyrique 15,95 16,10
Ethanol - 17,00
Acide Isovalérique 21,55 18,42
Acide Valérique - 21,74

3.9- Dosage du phosphate inorganique

Le dosage du Phosphate Inorganique (Pi) est réalisé d'aprés la méthode de TAUSSKY et
SHORR (1953). Les ions phosphate réagissent avec le molybdate d'ammonium, en présence de
FeS04, pour former un complexe phospho-molybdique de couleur bleue intense, présentant une
absorbance maximale 2 690 nm. Les phosphates sont dosés directement dans le surnageant
_convenablement dilué de fagon 2 obtenir une quantité de phosphates proche de 20 pg/mbe.

Préparation du réactif sulfomolybdique : disoudre 25 g de molybdate d'ammonium dans 250
ml de H2S0O4 20 N (278 mi de H2S04 36 N ou 66 °B dans 222 ml d'eau). Ce réactif, placé dans
une bouteille en verre inactinique, se conserve plusieurs mois a 4° C.

Milieu de dosage : dissoudre 2,5 g de FeSO4- 7H20 dans environ 35 ml d'eau bidistillée.
Ajouter 5 ml de réactif sulfomolybdique, puis ajuster & 50 ml dans une fiole jaugée. Ce milieu de
dosage est & préparer le jour méme. Solution étalon: 218,7 mg de KH2PO4 anhydre dans 250 ml
de H20 (200 mg/1 de Pi). La gamme étalon est préparée avec 0 2 80 mg/l de Pi (0 & 20 ug de Pi
dans le tube).

Pour le dosage du Pi, la courbe étalon et les échantillons subissent simultanément le
traitement suivant :

Meélanger, dans l'ordre

0,25 ml d'é€chantillon,

0,50 ml de milieu de dosage,

1,25 ml d'eau bidistillée,

Agiter .

Laisser reposer 15 min 2 la température ambiante.
Mesurer 1a D.O 2 650 nm.

® o 0 & s
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3.10 - Détermination des lipides

Le dosage des lipides a ét€ réalisé par le syst®me d'extraction SOXTEC System HT 1043-
001 (note d'application de Tecator Application Laboratory). Ce systtme permet ['extraction totale
des lipides du milicu solide.

Une portion de 2 g de I'échantilion séché 48 h & 60°C, est finement broyée. L'extraction des
lipides est réalisée a I'éther de pétrole en deux étapes : pendant la premitre, I'échantillon est placé
a l'intérieur d'une capsule qui contient de 'éther de pétrole, puis porté€ 4 ébullition pendant 15 min.
Au cours de la deuxigme €tape, I'échantillon est retiré de 1a capsule et rincé pendant 45 min avec
de 1'éther de pétrole. Celui<i est ensuite évaporé et la capsule contenant les lipides est mise 2
I'émve jusqud évaporation compléte. La teneur en lipides est calculée par différence de pesée
apres l'extraction ; elle est exprimée en g de lipides par 100 g de MS.

3.11- Méthodes physico-chimiques
3.11.1- Mati¢re séche

En fermentation solide, il est indispensable de suivre I'évolution de la matiére séche du
milicu de culture. En effet, I'eau produite lors de la dégradation des substrats carbonés, de méme
que la perte de poids sec due 2 la respiration, ainsi que le transfert de l'eau par le flux d'air
conduisent & des variations de 'humidité au cours de la fermentation. Cette mesure de I'humidité
permet d'exprimer la quantité de métabolites produits par rapport au substrat carboné initial oun
par rapport & la matidre séche initiale. Des bilans matiéres peuvent ainsi &tre réalisés.

Le poids sec est €valué par différence de pesée. Environ 6 2 8 g d'échantillon (matidre
fraiche) sont pesés & l'aide d'une balance de précision Sartorius R160D ; I'échantillon est mis a
sécher pendant 24 h 2 105°C (SATO et coll., 1983). Une fois sec et refroidi dans une atmosphere
stche (dessiccateur contenant du silicagel), il est 2 nouveau pesé sur la méme balance.

La perte d'eau de I'échantillon ainsi calculée permet d'exprimer la matitre séche (quantité de
solides pour 100 g d'échantilion frais), ou la teneur en eau (masse d'eau contenue dans 100 g de
matidre fraiche). Les résultats sont exprimés en pourcentage de mati¢re séche ou en pourcentage
d’humidité.

3.11.2- Mesure du pH

La détermination du pH est effectuée directement sur la suspension obtenue avec
'échantillon de fermentation solide (Fig. 3.3). La mesure est réalisée 2 I'aide d'un pH-métre digital
Knick muni d'une électrode combinée Ingold. L'étalonnage de 'appareil est réalisé au moyen des
solutions tampon (Schott-Geriite) de pH 4 et 7 & 25 °C.
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3.12- Détermination des alcaloides de I'ergot du seigle
3.12.1- Extraction d'alcaloides

Principe. Les alcaloides sont extraits de la matiére premiére par un solvant organique
concentré par évaporation. Ils sont récupérés par de l'acide, puis la solution est ajustée a pH 9.
Une seconde extraction est réalisée dans les mémes conditions, par le chloroforme puis les
alcaloides sont concentrés sous vide. Cette extraction est recommandée afin d'éviter des
interférences diies au tryptophane, lors du dosage des alcaloides totaux. La récupération finale est
réalisée dans un volume connu de solvant. La solution obtenue est dosée par HPLC. Les
alcaloides, détectés 2 254 nm, sont suffisamment séparés pour pouvoir réaliser une détermination
quantitative.

Dans un premier temps, les alcaloides sont extraits par un mélange d'acide tartrique 3 4 % et
d'acétone (1:2), puis concentrés sous vide et récupérés avec du méthanol. Par la suite, des
modifications ont ét€ réalisées en vue d'améliorer l'extraction. Un schéma complet de la méthode
est décrit dans la fig. 3.4.

. Isolement des alcaloides totaux . Une quantité de produit fermenté d'environ 10 g (ou 132
g de mycélium sec), est introduite dans un flacon de 250 ml contenant 100 ml d'acétate d'éthyle et
10 ml d'acide tartrique & 4 %. Une agitation est réalis€ée pendant 12 heures, 3 température
ambiante, pour assurer une bonne suspension du matériel solide. L'extrait est recueilli par
filtration du marc sur une maille de 50 um et une deuxieéme extraction est réalisée avec 100 ml
d'acétate d'éthyle pendant 1/2 h.

» Apres filtration, les solutions drganiques réunies sont concentrées 3 1'évaporateur rotatif sous

100 mm de Hg, 3 une température n'excédant pas 50° C, jusqu'a l'obtention d'un résidu huileux.
Ce résidu est alors repris dans de l'acide et alcalinis€ & pH 9 avec une solution d’hydroxyde
d'ammonium 2 20 %, puis extrait avec 3 x 30 ml de chloroforme. Les solutions organiques sont
recueillies et évaporées sous vide. Les alcaloides sont repris par addition de 2 ml de méthanol.
La solution ainsi obtenue est analysée par spectrophotométrie pour la détermination des
alcaloides totaux et par HPLC pour I'analyse quantitative.

3.12.2- Dosage des alcaloides par spectrophotométrie

Une fraction aliquote de I'extrait cru d'alcaloides mesurée avec précision est quantifiée avec
le réactif de van Urk selon la méthode proposée par BANKS et coll. (1974). Le p-diméthyl-ami-
nobenzaldéhyde réagit avec les alcaloides de l'ergot du seigle pour donner un complexe bleu.

Le réactif a la composition suivante: p-diméthylaminobenzaldéhyde 125 mg ; Acide
sulfurique conc. 65 ml ; Eau distillée 35 ml et FeCl3 5 mg. Deux ml de ce réactif sont mélangés a
1 ml de lextrait d'alcaloides préalablement dilué. II se développe une coloration bleue
proportionnelle 3 la concentration en alcaloides. L'absorbance est lue 2 580 nm. La teneur en
alcaloides est calculée 2 partir d'une courbe standard d'ergonovine (0 -10 pg/ml ).
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Culture solide C ulturi liquide
Colonne Centrifugation 50 ml
l 10 mn 2 5000 rpm
10 g de produit fermenté Culot Surnageant

L |
v
Extraction par 10 mi

Acide succinique 100 ml
Acéate d'éthyle pendant 12 h

|

Homogénéisation &
I'ultraturrax (15000 tpm)

Filtration ou centrifugation

Evaporation sous vide
(100 mm Hg) 2 40° C

Récupération avec de I'acide
succinique Eu tartrique

-

Alcalinisation a IH 9 avec NH4OH

3 extractions successives par
chloroforme (30 ml)

Evaporation sous vide
(100 mm Hg) 2 40° C

Récupération avec 2 ml de méthanol

~— O\

Analyse des alcaloides totaux Analyse des alcaloides
par spectrophotométrie par HPLC

Fig. 3.4.- Schéma d'extraction des aicaloides de l'ergot du seigle
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3.12.3- Dosage des alcaloides par HPLC

La phase organique obtenue lors de I'extraction des alcaloides (c.f. Fig. 3.4) est analysée par
HPLC. Les composants sont analysés 3 I'aide d'un Chromatographe Phillips, modele PU 4100 et
d'un détecteur UV modele PU4110. Une interface de commande permet de relier cet analyseur 3
un ordinateur, pour permettre l'exploitation des données. L'injection est réalisée avec un injecteur
automatique Phillips. Le pompage du solvant est contr6lé par un systtme double de pompes
pistons, au niveau duquel le mélange d'échantillon-phase mobile est réalisé sous haute pression.

Ce chromatographe est équipé d'un détecteur multicanaux 2 barettes de diodes (PU4021), ce
qui permet d'obtenir une séric continue de spectres "instantanés” au m&me moment od
I'échantillon phase mobile traverse la cellule du détecteur. Cet appareil peut fonctionner soit dans
I'UV, soit dans le visible.

La colonne de Type RP C18 a un diamétre interne et une longueur de 4 x125 mm ; elle est
constituée d'un support Nucléosil 120 dont le diamétre des particules est de 5 um (MACHEREY-
NAGEL et Co., DUREN, RFA). Une précolonne de type C18 est placée en avant de la
colonne pour éliminer les impuretés des échantillons. Ce type de colonne a éié utilisé pOur la
quantification des alcaloides par ERNI et coll. (1976), BETHKE et coll. (1976) et SZEPESY et
coll. (1978), mais avec une taille de particule de 10 pm. Une solution, avec une concentration
connue des différents alcaloides étalons, a été réalisée par dissolution dans le méthanol. La phasc
mobile est constituée par : 40% Acétonitrile + 60 % Solution de 200 mg/l de carbonate
d'ammonium. Les conditions d'analyse par HPLC sont les suivantes (sauf spécification) :

Détection : UV 2254 nm.
Débit : 800 ptl/min.
Pression : 180-210 bar.
Volume d'injection : 20 ul.

Les solutions ¢talon utilisées sont : l'ergotamine, la dihydroergotamine, le lysergol,
l'ergonovine et l'ergocryptine (SIGMA) et les solvants utilisés : Acétonitrile et méthanol
(MERCK). Courbes €talon (Annexe A).

3.13-Analyse des gaz

Pour l'analyse des gaz au cours de la FMS, deux systémes ont été mis au point dans le
laboratoire : le premier est constitu¢ d'un chromatographe en phase gazeuse (CPG) muni d'un
détecteur A conductibilité thermique. Le deuxieéme est doté d'une détection infrarouge pour la
mesure du CO2 et d'un polarographe "Beckman” pour 1'02. Avant ce travail, I'analyse des gaz se
faisait de fagon conventionnelle & l'aide d'enregistreurs analogiques. Actuellement, chaque
systéme d'analyse est couplé A un ordinateur permettant de suivre 'évolution des gaz tout au long
de la FMS (SAUCEDO-CASTANEDA, 1991 ; SAUCEDO-CASTANEDA et coll., 1992).
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Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Le chromatographe utilisé IGC 11 de DELSI est un chromatographe A colonne concentrique,
équipé d'un détecteur & catharometre et d'un four permettant de régler de fagon isothermique la
température de la colonne et celle du détecteur (6 = 60°C). Il n'y a pas de régulation de
température au niveau de l'injecteur. Cet appareil est utilisé en continu grice 4 un injecteur
automatique.

La colonne utilisée pour séparer les composants est une colonne concentrique de type "All-
tech” CTR L Sa partie extéricure est remplie d'un support assurant un tamis moléculaire de 5A,
tandis que sa partic centrale est remplie de Porapak, polymére poreux ne retenant pas les gaz. Les
conditions opératoires de la CPG sont les suivantes:

Détecteur : Conductivité thermique
Température : 60°C isothermique
Phase mobile : Hélium

Débit de I'éluant : 35 ml min-!

Tension du catharomtre : 160 mA

Pression de 1'éluant : 1 bar

Volume injecté : 0,3ml

Chaque gaz présente une conductibilité thermique différente ; il est donc nécessaire
d'étalonner le détecteur avant de procéder a I'analyse des gaz a mesurer (CO2, O2, N2). Pour cela,
des mélanges étalons sont utilisés ct des courbes de calibrations sont établics pour chaque gaz. La
colonne permet de séparer les composés dont Ia liste est donnée dans le Tableau 3.3.

Tableau 3.3.- Liste des composants séparés par la colonne CTR [

Composants Séparation Temps de rétention (min)
Air Colonne porapak 038
Méthane Colonne porapak -
Dioxyde de carbone Colonne porapak 06
Oxygine Colonne tamis moléculaire 1,5
Azote Colonne tamis moléculaire 22
Méthanc Colonne tamis moléculaire .

Monoxyde de carbone Colonne tamis moléculaire -

Apres imégration et calcul des pourceniages des différents gaz dans l'échantillon, on trace les
cinétiques de production de CO2 ou de consommation d'0O2 rapportées aux débits d'air
traversant les colonnes de fermentation.
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3.14- Expression des résultats

3.14.1- Calcul de la quantité d'inoculum

Une suspension de conidies de C. purpurea est convenablement diluée (F) afin d'obtenir
entre 25 et 50 conidies par unité de comptage d'une cellule de Malassez. Le comptage a été_
réalisé en calculant le nombre moyen (n) de conidies par unité de comptage, sur 20 unités.

Le nombre des conidies contenues par ml d'une suspension (N) est ensuite calculé en
utilisant la formule suivante:

N= n-F- 105

N = nombre de conidies / ml de 1a suspension

n = nombre moyen de conidies par cellule

F= Facteur de dilution (inverse de la dilution)

* Facteur qui dépend de 1a hauteur de la cellule de Malassez

Nous avons exprimé les résultats de deux fagons : d’abord le-nombre de conidies par ml et
ensuite le nombre total de conidies produites par g de substrat carboné initialement présent dans le
milieu de culture.

3.14.2- Biomasse, substrats et produits

Les résultats expérimentaux sont exprimés par rapport 3 la matiére séche initiale (MSI). Il

est donc nécessaire de tenir coinpte de la perte de poids sec diie & la respiration des

. microorganismes ainsi qu'aux dilutions effectuées pendant les analyses. La technique utlisée pour

développer les formules de calcul est basée sur l'analyse dimensionnelle. Par exemple, le calcul
d'évaluation des alcaloides par spectrophotométrie ou par HPLC sera :

P*D*100*(1-%Perte/I0) =P en mg/gMSI
% MS

ou P est la quantité d'alcaloides (mg/ml ) estimée A partir de la suspension libre de bagasse (Fig
3.3 ) ; D est l'inverse de la dilution effectuée sur I'échantillon de la fermentation (ml/g de
matiére fraiche) ; le % de MS est la teneur en matiére séche exprimée en pourcentage ; le % de
Perte est le pourcentage de poids sec perdu au cours de la FMS jusqu' au moment du prélévement
(100 * (g MSI - g MS)/g MSI).

Cette rélation est également valable pour le dosage des sucres, du phosphate inorganique et
des autres produits de la fermentation tels que les lipides, la biomasse, etc...
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3.14.3- Calculs des rendements des fermentations

Les rendements sont calculés en tenant compte de l'augmentation de Ia biomasse, de la
quantité de substrat consommé et des produits formés :

Yx/s : g de biomasse produite par g de substrat consommé
Yp/s : g de produit formé par g de substrat consommé
3.14.4 - Mesure des gaz.

Les résultats de la respirométric (mesures de 1'02 et du CO2) ont toujours été exprimés par
rapport 2 la matidre séche initiale. Les analyses permettent de mesurer directement la vitesse
instantanée (dérivée) de 1'évolution des gaz ou de déterminer leur production globale (intégrale).

La mesure directe de la vitesse instantanée (dérivée) de la production ou de la
consommation des gaz est réalisée par l'échantillonnage d'un courant d'air provenant de la
fermentation. Les résultats sont exprimés par rapport 4 la mati¢re séche initiale selon 1'équation

suivante :

ACQ20n 02 * DEbit * 60 _ mide gazh gMSI
Poids initial * % MSI

o CO2 et O2 sont les teneurs des gaz dans l'air, exprimées en pourcentage ( p.c. CO2=0 % et 02
= 21 % au début de la fermentation), le débit de 1'air est exprimé en ml/min, le poids du contenu de
la colonne est exprimé en gramme et la teneur en matidre seche initiale est exprimée en
pourcentage (% MSI).

L'accumulation ou la consommation totale des gaz peut é&we calculée en intégrant les
données de la vitesse par la régle du trapéze selon la relation suivante :

At*Ci+(Ci+1-Ci)*At*0,5

ol At est ['intervalle de temps entre deux analyses , i et i+1, Ci est la valeur de la concentration du
gaz au début de l'intervalle de temps, et C i+1 est la valeur du gaz 2 la fin du méme intervalle,

Par ailleurs, le quotient respiratoire est donné par la relation :

QR -
Quantité d'O2 consommé
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3.15 Planification statistique

Des matrices HADAMARD, plans factoriels 2 2 niveaux, et un plan centré composé per-
mettant de considérer simultanément 'action de plusieurs facteurs expérimentaux ont ete utilisés
pour l'étude de l'influence des faceturs nutritionnels et environnementaux sur la biosynthése
d'alcaloides et la croissance (BOX et WILSON, 1951 ; HIMMELBLAU ; 1961).

Dans une matrice dHADAMARD et dans un plan factoriel A 2 niveaux, I'ensemble des combi-
nations des différents variables controlées (x;) considérées aux niveaux codés -1 et +1 est étudiée.
Pour plus de 5 facteurs controlés seule une fraction sélectionnée est examinée (plan factoriel
fractionné). Pour les facteurs quantitatifs continus (facteurs nutritionnels et environnementaux), la
rélation peut &tre expprimée par un modele linéaire de 1€T ordre :

Y =bo+3Xbx;+e équation dans laquelle

Y = réponse

Xi = variable expérimentale

bo = terme constant (moyenne)

bi = coefficients des termes linéaires simples
e = ermreur expérimentale

Dans un plan centré composé, les facteurs quantitatifs continus sont considérés a2 5 niveaux et

les résultats peuvent se décrire par un modele quadratique. Le plan centré composé dérive du plan
factoriel 2 2 niveaux et se composent de 3 parties :

* un plan factoriel 2k ou 2k-1 (niveaux codés -1 +1)
* 2k points axiaux (niveuax codés -ot, + o)
* no poinet centraux (niveau codé 0) Ny

La valeur du niveau a pour le plan centré composé rotatifs vaut: a=2 4

expression dans laquelle k est le nombre de facteurs expérimentaux et p le degré de
fractionnement du plan factoriel de base. La répétition du point central permet d'estimer I'erreur
expérimentale et d'obtenir une orthogonalité satisfaisante dans l'estimation des coefficients. Un
plan centré composé permet d'établir par la méthode des moindres carrés un modele quadratique.

Y =bo + Thyx; + Tbyx;? + Thypxji+¢  équation dans laquelle

Y = réponse

x; = variable expérimentale

b, = terme constant (moyenne)

b; = coefficients des termes linéaires simples
b::= coefficeints des termes quadratiques

n

bij = coefficients des termes d'interaction de 1¥¥ ordre
e = erreur expérimentale

Gréce a ce modele, I'extremum du systéme et les effets des divers facteurs expérimentaux
étudiés peuvent éue déterminés (dérivés des différents xi par rapporta Y).
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3.16 Détermination du profil enzymatique (API ZYM)

L'établissement des profils enzymatiques met en ceuvre des tests rapides. Celui-ci est réalisé
avec le systtme API-ZYM (API systems) qui permet le criblage de 19 enzymes par hydrolyse du
substrat et lib€raton d'un groupement chromogéne (1-naphtol ou naphtyamide). Le profil
enzymatique (19 tests) est établi sur des fragments mycéliens d'une préculture et de la culture de

différents especes de Claviceps.
Obtention des fragments mycéliens

105 spores ou de mycélium (10 morceaux I cm d'une culture gélosée)sont introduites en milieu
liquide et cultivés en fioles agités (150 tours /min) pendant 7 jours (préculture) et 20 jours (cul-
ture). Le mycélium est récupéré, centrifugé 3 fois (5000 g, 10 min) avec une solution d'éau
physiologique stérile contenant du tween 80 (10 ppm). Puis le mycélium est broyé (ultra-Turrax
10 000, 1 mn). L'inoculation a été réalisé A raison de 100 pl par cupule et incubés pendant 8
heures. La révélation de la réaction colorée est effetuc selon les instructions du fabricant. Les
résultats sont notés de maniére semi-quantitaive selon une échelle fournie pour les galeries API-

ZYM.
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4. PHYSIOLOGIE DE LA CROISSANCE DE CLAVICEPS EN FSm

Introduction

Cette étude a é1é entreprise pour décrire la physiologie de croissance des espéces
principales du genre Claviceps. L'objectif principal a été de sé€lectionner les meilleures souches '

capables de produire des alcaloides dans I'optique d'une application en fermentation solide.

Nous nous sommes tout d'abord intéressés a 1'étude du développement des microorganismes
en culture de surface. Deux aspects ont €€ plus particulitrement développés : la vitesse de

croissance apicale et la description morphologique des souches.

Nous avons ensuite étudié l'effet de plusieurs facteurs sur la croissance et la production
d'alcaloides par Claviceps, étant donné que la source de carbone, la source d'azote, ainsi que le
rapport C/N sont parmi les principaux parametres qui influencent fortement la biosynthése de
biomasse et de métabolites chez les champignons filamenteux (ROUSSOS, 1985). Enfin ce
chapitre a été complété par une étude biochimique, basée sur la technique des galeries API-ZYM.

La conidiogénése est une étape physiologique trés importante chez les champignons
filamenteux. A cet effet, I'étude de la sporulation de C. purpurea cultivé sur milieu gélosé a éé
réalisée sur des milieux de culture semi-synthétiques ou naturels. Les différentes formes de
reproduction asexuée ainsi que les cinétiques de production de conidiophores de Claviceps ont été

obtenues.

Enfin, une étude cinétique en milieu submergé a €té réalisée pour étudier le comportement
des souches sélectionnées. L'ensemble de ces études a permis de mieux cerner les caractéristiques
et les parametres de croissance des principales espéces de Claviceps, et plus particuliérement chez

deux especes productrices d'alcaloides : C. purpurea et C. fusiformis.

4.1- Sélection de souches performantes

Parmi les différentes especes du genre Claviceps productrices d'alcaloides de I'ergot (C.
purpurea, C. microcephala, C. paspali et C. fusiformis), les espéces de. C. purpurea et C.
fusiformis sont les plus fréquemment utilisées (REHACEK et SAJDL, 1990). Les souches que
nous avons utilisées tout av long de cette étude, proviennent de différentes collections (c.f.
Tableau 3.1). La plupart de ces souches ont été isolées et s€lectionnées pour la culture submergée.
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L'objectif de cette étude a €t€ de sélectionner parmi les souches de collection, celles qui sont
capables de produire des alcaloides et peuvent &tre utilisées dans les procédés de fermentation en
milieu solide. Nous avons donc €tudi¢ les caractéristiques morphologiques de ces champignons
filamenteux, la croissance apicale en culture de surface, la physiologie en milieu liquide, et l'effet
des différents facteurs nutritionnels sur la production d'alcaloides. L'ensemble de ces études nous
ont permis de caractériser les souches et de choisir les plus performantes pour la production
d'alcaloides.

4.1.1- Croissance apicale sur milieux gélosés

La croissance apicale a &€ définie comme étant l'aptitude d'un microorganisme 2 coloniser
une surface solide (ROUSSOS, 1985). Le premier milieu utilisé est un milieu synthétique, M1
(SANGLIER, 1977) et les trois autres sont des milieux "naturels” qui ne nécessitent pas d'appon
complémentaire d'éléments minéraux (c.f. 3.2.4). Dans le milicu M1, le saccharose et 'acide
succinique constituent les sources de carbone et d'énergie ; la source d'azote est fournie par I'am-

monium.

Dans les Fig. 4.1 & 4.6, nous avons représenté la vitesse d'€longation apicale (exprimée en
mm/h) pour chacune des souches cultivées sur les quatre milieux de culture. La croissance apicale
varie selon le milieu de culture et la souche utilisée. Ainsi, la croissance apicale la plus faible a été
observée pour C. fusiformis (HA) avec 0,02 mm/h pour le milieu M1 et 0,05 mm/h pour les trois
autres milienx de culture. Au contraire, C. purpurea présente une croissance apicale beaucoup
plus élevée de l'ordre de 0,11 mm/h.

Les vitesses d'élongation apicale sont corrélées a la morphologie du mycélium. Ainsi lorsque
celui-ci présente des filaments courts, peu ramifiés et trés vacuolisés, la croissance apicale est
faible (C. fusiformis). En revanche, C. purpurea avec une croissance apicale moyenne de 0,13
mm/h, présente un mycélium plus allongé, mince et peu vacuolis€. Le Tableau 4.1 montre
I'évolution des valeurs moyennes de la croissance apicale des différentes souches étudiées.

Tableau 4.1.- Croissance apicale de différentes souches de Claviceps sur milieux gélosés
cultivées pendant 240 h 4 26°C.-

Souche Ml M2 M3 M4
(mm/h) (mm/h) (mm/h) (mm/h)
Claviceps microcephala 0,06 0,08 0,04 0,07
C. purpurea 0,11 0,11 0,12 0,10
C. paspali 0,09 0,09 0,13 0,09
C. fusiformis HA* 0,02 0,05 0,06 0,06
C. fusiformis (ICRISAT)* 0,08 0,09 - 0,10 0,06
C. fusiformis (LDH )* 0,05 0,08 0,09 0,10

*cf§3.])
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Il est & noter que la croissance apicale des souches ne présente pas de différences
significatives liées A la composition des milieux de culture. Au contraire, cette vitesse est variable
selon les souches (Tableaux 4.2 et 4.3). Cette caractéristique morphologique ainsi que la

description des conidies nous permettront par la suite de différencier ces souches entre elles.

En général, on observe que la moyenne des vitesses est variable pour I'ensemble des souches
de Claviceps ; elle est environ dix fois plus faible que celle observée pour des souches de
Trichoderma (1 mm/h) et d'autres champignons filamenteux (ROUSSOS, 1985).

4.1.2- Description morphologique des souches de Claviceps

La croissance apicale des différentes souches sur milieu gélosé a base d'extrait de malt 70 g/l
(milieu M2) est reportée dans le Tableau 4.2. Les colonies sont blanches et le mycélium formé est
dense et d'un aspect cotoneux. Il est trés ramifi€ et cloisonné. Souvent, il y a production d'un
pigment corrélée avec l'apparition des conidies. Les colonies sont légérement convexes ; on peut
observer sur les photos 4.1 et 4.2, une partie cratériforme d'environ 1 cm de diametre avec des
plissements radiaux. Les conidies sont hyalines, ellipsoidales, 2 paroi mince et lisse ; elles se

forment sur des conidiophores apparaissant tout le long des hyphes.

Les principales caractéristiques des souches cultivées sur milien M2 sont résumées dans les
Tableaux 4.2 et 4.3 et sur la figure 4.7. On observe que C. purpurea, C. fusiformis (HA) et C.
fusiformis (ICRISAT) sont des souches intéressantes pour la production d'alcaloides. Des études
physiologiques approfondies en milieu liquide nous ont permis de mieux cerner leurs

caractéristiques et d'affiner encore plus notre sélection.
4.1.3- Screening en milieu liquide

Pour la sélection de souches de Claviceps productrices d'alcaloides, toutes les souches de
notre collection ont ét€ cultivées en milieu liquide. Les conditions opératoires choisies sont celles
rapportées dans la littérature (c.f. 3.2.4). On a pu observer des différences significatives
concernant leur capacité a synthétiser des alcaloides et la production de biomasse. Ces expériences
nous ont permis de décrire et de classer les souches de Claviceps selon leur capacité & produire
des alcaloides (Tableau 4.4 ). Dans ces conditions de culture, on observ«_: que la souche de
C. fusiformis (HA) produit la plus forte quantité d'alcaloides. Pour I'ensemble de nos souches, on
note une croissance mycélienne importante en milieu liquide ; cette production élevée de biomasse

est associée & une consommation de saccharose de plus de 50 % pour la plupart des souches.

Résultats et Discussion
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Tableau 4.2.- Principales caractéristiques des souches de Claviceps cultivées sur d'extrait de malt 2 26° C pendant 240 h,

Souche Croissance apicale |Type de mycélium| Pigmentation |Conidiogén¢se | Production
(mm/h) d'alcaloides

C. microcephala 0,04 filamenteux jaune oui +

C.purpurea 0,12 filamenteux violette oui +++4

C. paspali 0,13 filamenteux aucune oui +

C. fusiformis (HA) 0,06 sclérotial marron (+++) non 44+

C. fusiformis (ICRISAT) 0,10 filamenteux marron (+) oui ++

C. fusiformis (LDH) 0,09 filamenteux aucune oui +

+ = minimum ++++++ = maximum

Tableau 4.3.- Caractéristiques des conidies de souches de Claviceps cultivées sur milieu M2  26°

Souche Caractéristiques des conidies
taille forme observations
C. microcephala 2-4x 10-20 pm allongée 1 ou 2 noyaux
C. purpurea 25x4um ovale 1 noyau
C. paspali 2-4 x 10-25 um allongée 1 ou 2 noyaux
C. fusiformis (HA) Chlamydospores-2,5 x 10,5 pm allongée granulations lipidiques
C. fusiformis (ICRISAT) 2x 10 pm allongée 1 ou 2 noyaux
C. fusiformis (LDH) 2x10pm allongée 1 ou 2 noyaux

vn
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Photo 4.1.- Claviceps purpurea cultivé sur milieu gélosé pendant 15 jours (x 400).

Photo 4.2.- Claviceps fusiformis cultvé sur milieu gélosé pendant 15 jours (x 400).

Ré
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Fig. 4.7 .- Aspecis morphologiques de différentes souches de Claviceps. 1) C. paspali, C.
microcephala, C. fusiformis (ICRISAT et LDH) : Conidies et germination de conidies ; 2) C.
purpurea : Conidies et conidiophores.

Tableau 4.4 .- Screening des souches de Claviceps cultivées en milieu liquide pendant 14 jours.

Souche Alcaloides Biomasse Sucres résiduels pH
mg/l g/l 1L

Claviceps fusiformis (HA) 181,2 89 95 4,4
C. purpurea 1254 13,61 88 3,1
C. fusiformis (ICRISAT) 40,1 5,59 110 4.3
C. paspali 209 6,45 108 6.1
C. microcephala 10,7 7,16 96 3,2
C. fusiformis (LDH) 5,8 945 74 4.5

Saccharose initial : 200 g/1; 2 26°C

On remarque qu'il n'existe pas de rapport entre la quantité de biomasse produite et la teneur
en alcaloides relevée. Nous avons donc sélectionné trois souches intéressantes : C. fusiformis
(HA), C. purpurea et C. fusiformis (ICRISAT). Des études physiologiques ont €€ ensuite
réalisées avec ces souches pour déterminer les conditions optimales de culture pour la production

d'alcaloides.

Parallélement 2 ces études, nous avons réalis€ une caractérisation biochimique rapide
d'enzymes présenies dans la préculture et dans la culture des souches de Claviceps. Nous avons
pour cela utilis€ des galeries API-Enzyme ; le profil enzymatique est variable selon les souches
éudiées (c.f. annexe A). Ceci nous a semblé important pour la caractérisation enzymatique des
souches de Claviceps. Toutefois, la réalisation de I'ensemble des tests n'a pas permus d'isoler un

certain nombre de caractéres descriminantes pour différencier le sespéces de Claviceps.

Résultats et Discussion



Les résultats de ce test nous ont montré la présence de différentes activités enzymatiques. On
a pu retrouver dans toutes les souches des activités enzymatiques concernant les phosphatases, 8-
glucosidase et la N-Acéryl-B-glucosaminidase dans le surnageant et le culot. Par contre, la
présence de l'activité a-glucosidase a €té uniquement constatée chez C. ﬁurpurea, C. paspali et
C. fusiformis. L'activité de la leucine arylamidase a €t€ retrouvée dans presque toutes les especes
A l'exception de C. fusiformis. Les activités & et B-galactosidase ont é1é présentes dans les
especes de C. pupurea et C. paspali. Enfin, la présence de I'activit€ valine arylamidase a ¢té
constatée seulement chez C. purpurea, C. microcephala et C. fusiformis ICRISAT.

Des études plus approfondies nous permettront de mieux cemer les différentes activités
enzymatiques dans 'opique d'une identification des espéces par leur profil enzymatique.

4.3- Définition des facteurs essentiels pour la croissance de Claviceps
4.3.1- Effet de la source d'azote

La source d'azote joue un role fondamental dans 1a croissance et la biosynthese des alcaloides
au cours de la culture de Claviceps. L'azote doit étre introduit dans le milieu de culture sous
forme de composés pouvant aussi bien favoriser le développement du champignon que la synthese
d'alcaloides (REHACEK et coll., 1977).

Dans ce but, différentes sources d'azote ont été étudiées afin de déterminer la plus adaptée
pour chacune des souches s€lectionnées. Cing sources d'azote ont €t choisies : deux acides
aminés (glutamine et asparagine) et trois sels d'ammonium (Acide succinique + ammonium ;
oxalate d'ammonium + urée et sulfate d'ammonium+urée). Ces sources ont déja €t utilisées par
d'autres auteurs lors de la culture de différentes souches de Claviceps (DESAI et coll., 1986a).
Les souches ont €t€ cultivées 2 26°C pendant 7 jours en milieu liquide (c.f. 3.3.1) avec une
concentration en azote de 2,5 g/l, et 200 g/l de saccharose comme source de carbone. Les résultats
sont rappontés dans le Tableau 4.5 et la Fig. 4.8.

Le changement de la nature de la source d'azote modific la morphologie et le taux de
production des alcaloides pour chaque souche. En effet, on a observé qu'une production
importante d'alcaloides était accompagnée d'une différenciation cellulaire évidente au niveau des
hyphes, avec la libération d'un pigment violet dans le milieu de culture (Tableau 4.5). Ainsi, pour
C. purpurea, la meilleure source d'azote qui favorise la biosynthése des alcaloides est un mélange
de sulfate d'ammonium et d'urée. Dans ces conditions, la production d’alcaloides est proche de 200

mg/l.

Résuliats et Discussion
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Tableau 4.5.- Effet de la source d'azote sur la production d'alcaloides, la croissance et la morphologie de trois souches de Claviceps.

Microorganisme

Source d'azote

Claviceps purpurea

Biomasse Alcaloides

Observations

Biomasse Alcaloides

Claviceps fusiformis (HA)

Observations

Biomasse Alcaloides

Claviceps fusiformis (ICRISAT)

Observations

Morphologie Pigmentation

gh mg/l  Morphologie Pigmentation 2l mg/l Morphologie Pigmentation gn mg/l
Succinate .‘ myc. vacuolé
d'ammonium myc. vacuolé violette C- Scler marron/violette trds visqueux  violene
22,13 75.1 244 85,8 253 56,2
Oxalate myc. vacuolé myc. lache
d'ammonium C-Sclér. violette C- Scler marron/violette
+ urée 2423 118,7 285 190,2 229 - aucune
Sulfate myc. vacuolé myc. lache
d'ammonium C-Sclér. violette C- Scler marron/violetie
+ urée 21,23 176,9 298 256,6 21,35 50,5 aucune
myc. vacuolé myc. vacuolé
Glutamate C-Sclér. gris C- Scler marrorn/violette trés visqueux  violette
22,06 40,3 296 210,2 25,18 59,6
myc. vacuolé myc. vacuolé
Asparagine myc. vacuolé C-Scler. marron trés visqueux  violetie
25,2 16,7 aucune 28,42 95,3 253 48,6

Source N : 2,5 g/1; C.Sclér : cellules sclérotiales ; myc. : mycélium

<a
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Effet de la source d'azote

- C. furiformis (HA) . C. purpersa
C. fraiformis(ICRISAT)

300

L

250 4

200 1

150 +

Alcaloides (mg/1)

100 4

A B C D E
Fig. 4.8 .- Effet de la source d'azote sur la production d'alcaloides : A. Succinate d'ammonium ;
B. Oxalate d'ammonium-+urée ; C. Sulfate d'ammonium+urée ; D. Glutamate et E. Asparagine.

On remarque pour chaque souche une succession de deux types de mycélium : I'un
filamenteux, cloisonné et trés vacuolé avec formation de conidiophores ; l'autre, constitué
d'hyphes courts, cloisonnés, & parois épaisses, présentant une grande quantité de granulations
dans le cytoplasme ct formant des agrégats (Cellules Sclérotiales). On obscrve également la
production d'un pigment violet. Ce pigment accompagne généralement I'apparition des alcaloides.

Dans le cas particulier de C. fusiformis (HA), le sulfate d'ammonium favorise la synthése
d'alcaloides (250 mg/l) , de méme que I'oxalate d'ammonium et le glutamate avec des teneurs en
alcaloides proches de 180 mg/l. On constate également que la différenciation polymorphique des
hyphes est plus marquée pour C. fusiformis que pour C. purpurea. Les hyphes s‘agrégent entre
cux, formant une structure semblable a celle observée dans les sciérotes (Fig. 4.7 et photo 4.3 et
4.4). II faut signaler que cette souche ne produit pas de conidies. Néanmoins, lors de son
développement, on releve la présence de cellules ovoides qui se forment A partir du mycélium, les
chlamydospores ( MANTLE et TONOLO, 1968 ; VORISEK et coll., 1974). On observe
également la formadon d'un pigment dans les milicux de culture. La couleur varie selon la souche
et la nature de la source d'azote.

Résultats et Discussion
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Photo 4.3.- Coupe transversale dans un -~ “rote de Clg 38 miccoephala (x 400).
Tissu sclérotial

Photo 4.4.- Claviceps fusiformis cultivé sur milieu submergé pendant 7 jours (x 400).
Tissu type sclérogal

Ré: e Niscus
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Contrairement aux deux précédentes souches, C. fusiformis (ICRISAT) est une souche sau-
vage qui a été isolée de grains de millet en Inde. Elle produit une faible quantité d'alcaloides et de
biomasse. En revanche, une viscosité élevée du milieu de culture a été observée a partir du
troisieme jour d'incubation, provoquée par la formation de glucanes (REHACEK et SAJDL,
1990). Toutefois, la formaton de polysaccharides a été corrélée avec la formation d'aicaloides
(VORISEK et coll., 1974) et une faible pigmentation dans les milieux de culture contenant du
succinate d'ammonium, du glutamate et de 1'asparagine. Il apparait que la biosynthése de glucanes
est inversement proportionnelle a la production d'alcaloides (TABER, 1967). Chez cette souche,
le sulfate et I'oxalate d'ammonium favorisent la formation d'un mycélium lache et filamenteux

mais facilitent la producton d'alcaloides qui reste faible.

On peut en conclure que les meilleures sources d'azote pour la producnon d'alcaloides sont
les sels d'ammonium. Cette source d'azote est facilement assimilable et contribue A maintenir les
valeurs du pH proches des conditions optimales de formation des alcaloides (pH : 4,8 2 6,5),
Tandis que l'asparagine a montré un effet négatif pour les trois souches. Par ailleurs, I'asparagine
favorise la conidiogénése de C. fusiformis Lod. (SHARMA et coll., 1984) et permet l'obtention de
rendements élevés en alcaloides de type clavine (1300 mg/l) chez C. fusiformis SD-58 (DESAT et
coll., 1986a).

4.3.2- Influence de la source de carbone

Nous avons étudié en milieu liquide 'effet de cinq sources de carbone suivantes : saccharose,
sorbitol, mannitol, glycérol+ glucose et amidon soluble. La concentraton initiale du substrat
carboné a été fixée a 200 g/1, avec un rapport C/N égal a 32. Dans le cas du milieu mixte glycérol
et glucose, les concentrations utilisées ont été respectivement de 30 % et 70 %. Tous les milieux

de culture ont été préparés avec la solution minérale décrite précédemment (c.f. 3.2.5).

1l est important de remarquer que l'utilisation d'une source de carbone dépend exclusivement
de la souche utilisée. On peut observer que le mannitol, le sorbitol et le saccharose favorisent la
biosynthese d'alcaloides (Fig. 4.9 et Tableau 4.6). Par contre, dans le milieu ol le glucose et le
glycérol sont les sources carbonées, seule une faible production a été observée. Pour C. purpurea,
on remarque une production significative d'alcaloides sur saccharose d'environ 190 mg/l et une
faible production sur amidon. Pour le sorbitol et le mannitol, on enregistre une production
similaire proche de 150 mg/l. Elle s'accompagne de la formation de mycélium de type sclérotial
(agrégats d'hyphes courts) et par la pigmentation du milieu de culture. Toutefois, la présence de
mycélium non différencié et la formation de conidiophores ont été observées dans la méme

culture.

Résultats et Discussion
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Fig. 4.9 .- Effet de la source de carbone sur la production d'alcaloides : F. Sorbitol ; G. Mannitol ;
H. Saccharose. 1. Glycérol+glucose ; J. Amidon soluble.

Une différenciaton plus intense a é1€ observée au cours de la culture de C. fusiformis (HA),
sur saccharose. Des agrégats d’hyphes (mycélium de type sclérotial) et une forte pigmentation ont
été €galement notés. Néanmoins, on constate différents compontements suivant la source de
carbone utilisée. Un mycélium peu différenci€é a €1 observé sur sorbitol, amidon et
glucose+glycérol. Une production maximale d'alcaloides d'environ 250 mg/l a €t€ obtenue sur
saccharose. Le sorbitol et le glycérol+glucose favorisent également la production d'alcaloides avec
des teneurs proches de 200 mg/l. Tous ces résultats ont servi de base pour la suite de cette étude
physiologique de C. fusiformis et C. purpurea. Ainsi, on a par la suite utilis¢ le saccharose

comme source de carbone et un mélange de sulfate d'ammonium et d'urée comme source d'azote.
4.3.3- Effet du rapport C/N

Pour cette étude, les concentrations en saccharose et en urée ont été respectivement fixées &
200 g/1 et 1,7 g/1 (§ 3.2.5). Seule la concentration en sulfate dammonium a variée : 3,67, 6,83 et
9,60 g/l. Les valeurs d'azote total utilisées correspondent a 1,3, 2,0 et 2,5. Les rapports C/N sont
alors de 60, 40 et 32 (Fig. 4.10A et 4.10B). Nous avons fait varier la concentration en azote tout
en maintenant constante la concentration en sucres. Différents auteurs ont remarqué qu'une
concentration limitante d'azote €tait nécessaire pour induire la synthése d'alcaloides et favoriser
laccumulation de substances de reserve, et par voie de conséquence, des changements
morphologiques au cours de la culture (DESAI et REHACEK, 1982).

Résuliats et Discussion



Tableau 4.6.- Effet de la source de carbone sur la production d'alcaloides, la croissance et la morphologie de trois souches de Claviceps.

Microorganisme Claviceps purpurea Claviceps fusiformis (HA) Claviceps fusiformis (ICRISAT)
Source de carbone| Biomasse Alcaloides Observations Biomasse Alcaloides Observations Biomasse Alcaloides Observations
e mg/l Morphologie Pigmentation] g/l mg/t  Morphologie Pigmentation -2 mg/l  Morphologie Pigmentation
myc. vacuolé
myc. vacuolé violette myc. vacuolé C-Scler. marron/violette
Sorbitol 20,1 160,5 223 1952 aucune 256 1292
myc. vacuolé myc. vacuolé
Mannitol C-Sclér. violente C-Scler. marron/vio- C-Scler. violette
29,93 156,69 292 1869 lette 24,55 53,6
myc. vacuolé myc. vacuolé
Saccharose C-Sclér. violette C- Scler marron/vio- s violette
23,71 1982 26,9 2493 lette 239 4.7 visqueux
Glyceraldéhyde + myc. vacuolé mycelnm
Glucose myc. vacuolé  gris C-Scler, marron lache ;
25,28 356 12,7 86,7 21,6 - conidies aucune
myc. vacuolé myc. vacuolé mycélium
Amidon C-Sclér. violente C-Scler. marron lache ;
26,16 124,56 25,6 107,6 20,8 conidies aucune

12 SIONNSY

Source C. 200 g/1; C.Sclér : cellules sclérotiales ; myc. : mycélium

nL
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Fig. 4.10. .- Effet du rapport C/N sur la croissance et la biosyntheése d'alcaloides lors de la culture
de C. purpurea et de C. fusiformis en milieu liquide pendant 14 jours a 26°C. Rapport C/N : 32 ;
40et160. A: C.purpureaet B : C. fusiformis.

Selon les résultats obtenus (Fig. 4.10), on observe une diminution de la production
d'alcaloides liée A l'accroissement du rapport C/N pour C. purpurea. Un effet contraire a €té
observé dans le cas de l1a biomasse. Celle-ci augmente parallélement au rapport C/N. 1l en est de
méme pour la biomasse de C. fusiformis . Un rapport C/N de 40 s'est mont€ le plus avantageux,
avec un rendement proche de 7,7 mg/g de biomasse PS, pour la production d'alcaloides par C.
fusiformis. En conditions limitantes d'azote, on a observé dans la plupart des cas, un
grossissement du mycélium 1i€ A une accumulation de réserves telles que lipides (SERRANO et
coll., 1992), carbohydrates et autres métabolites secondaires, entrainant une augmentation de la
biomasse estimée par le poids sec. Ce phénomene avait déja €té décrit dans la littérature pour
différentes souches de Claviceps (MANTLE et TONOLO, 1968 ; REHACEK et KOZOVA,
1975 ; MANTLE et NISBET, 1976 ; DESAI et REHACEK, 1982).

Dans le cadre de ce travail, il nous a paru indispensable de réaliser une étude préliminaire sur
la production d'inoculum pour les deux souches de C. purpurea et C. fusiformis. Pour cela, la
méthode d'obtention d'inoculum en culture de surface a €té udlisée.

4.4- Obtention de l'inoculum

Lorsque l'on veut disposer d'un inoculum suffisant pour un ensemencement massif du
substrat solide en FMS, deux approches sont envisageables : la production de spores en
concentration élevée, la production de mycélium en préculture.

Résuliats et Discussion
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En raison des différentes caractérisiques de croissance de nos souches, nous avons udlisé les
deux approches : la premitre pour C. purpurea qui est capable de produire de fortes
concentrations de conidies, et la deuxieéme pour C. fusiformis qui ne produit pas de conidies.

4.4.1- Sporulation de Claviceps purpurea

Le développement parasitique naturel de moisissures du genre Claviceps présente deux
érapes : une phase sphacéliale avec multplication végétatve et conidiogénése, et une phase
sclérotale aboutissant 2 la formation du sclérote. Les cellules de Claviceps peuvent suivre deux
voies de différenciaton : formation de conidies ou synthése d'alcaloides dans des cellules
plectenchymateuses. Le type de différenciation peut étre s'exprimé sous des conditions
environnementales bien différentes (SANGLIER, 1977).

Les souches du genre Claviceps sp. sont normalement capables de produire des conidies soit
en milieu liquide agité, soit en milieu gélosé. Pour une culture de surface, la production des spores
peut étre réalisée sur un milieu a base d'agar enrichi avec des grains ou de la farine de céréales
(Fig. 4.11). La production de conidies en surface sur un milieu solidifié, nous a semblé la plus
appropriée dans le cadre de nos recherches, étant donné qu'on se rapproche des conditions

naturelles du cycle de vie de Claviceps.

La souche de C. purpurea est capable de produire des conidies en milieu gélosé et en
milieu liquide. Alors que pour une autre espéce, C. fusiformis (HA), la conidiogénese est
totalement réprimée. En effet, au cours de la croissance de C. fusiformis, on observe la forrnation
d'un mycélium constatué d'hyphes courts avec des granulations lipidiques qui ressemblent aux
cellules globuleuses retrouvées dans le sclérote (Fig.4.12 et photo 4.3). Ce type de morphologie a
été observé par MANTLE et TONOLO (1968) et VORISEK et coll. (1974) lors de la culture de
souches de Claviceps. lls ont défini ces cellules comme étant des chlamydospores. Elles
prédominent dans le milieu de culture lors de la synthése des alcaloides. Les chlamydospores ont
été observées dans des cultures agées de champignons filamenteux du genre Trichoderma
(ROUSSOS, 1985).

Afin d'étudier la physiologie de la sporulation de C. purpurea, nous avons suivi I'effet de
deux variables. Nous avons d'abord abordé I'effet des différents substrats amylacés, puis 'effet de
la température d'incubation sur la production des spores. Les milieux (préparés selon le § 3.3.2)

ont été inoculés en masse avec une suspension de spores (104 2 105) ou avec du mycélium.

Les résultats sont présentés de deux fagons différentes : par le nombre de spores produites
par ml et par l'indice de sporulation qui est défini comme étant le nombre de spores produites par

g de substrat carboné initialement présent dans le milieu de cuiture.

Résultats et Discussion
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Dans le tableau 4.7, on peut observer pour les milieux 4 base de céréales, une production de

8,6 x 107 spores/ml et un rendement de sporulation proche de 1,5 x 109 spores /g.

Tableau 4.7.- Production de conidies de Claviceps purpurea en surface sur différents milieux
pendant 14 jours d'incubation & 26° C.

N° Substrat Nb. de spores/ml Indice de sporulation
1 grains de blé concassés! 8,6 x 107 1,7 x 109
2 grains de seigle concassés! 7,2 x 107 1,4 x 109
3 Milieu MAFS 6,1 x 107 1,2 x 109
4 Milieu MAPT L 2,6 x 105 1,3 x 107

Isubstrat 3 50 % d'humidilé ; MAFS : malt-agar-farine de scigle ; MAPT : malt-agar-pomme de terrc

Sur ces milieux de culture, la conidiogénése a démarré au 4¢m¢ jour d'incubation dans les
milieux 1 et 2 et aux S8MC et 62M¢ jour pour les milicux 3 et 4, respectivement. Les milieux 1 et 2
qui contiennent des céréales concassées sembleraient donc étre les plus intéressants. Le meilleur
rendement et la meilleure sporulation pour C. purpurea ont €€ obtenus sur grains de blé

concassés.

Cependant, des difficultés ont €ié rencontrées lors de la récupération des spores. Apres la
croissance, le substrat devient mou et se désagrége facilement, ce qui rend difficile la séparation
et le compiage des spores. Toutefois, cette technique reste trés avantageuse pour ['obtention de
quantités importantes de spores. Pour la suite de notre travail sur l'effet de la température, nous
avons choisi d'utiliser le milieu 3, avec lequel la récupération des spores est plus aisée. Ensuite, et
afin d'améliorer le rendement de sporulation, nous avons étudié l'effet de la température sur la

conidiogénese de C. purpurea.

La production de conidies de C. purpurea dépend de la température d'incubation. Elle
présente un optimum 2 26°C (cf Tableau 4.8). Cependant, la conidiogénése est plus rapidement

initialisée pour les températures €ievées avec un rendement pratiquement similaire.

Tableau 4.8 .- Production de conidies par Claviceps purpurea sur milieu MAFS
pendant 14 jours.

Tem(;zécr';uure Nb. de spores/ml * Début de lzggrr;i)diogénésc
24 5,6 x 106 6
26 6,1 x 107 5
30 1,2x 107 4

Milieu de récupération : eau stérile + tween 80

Résultats et Discussion
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Ceci nous semble intéressant pour la production en masse de spores pour les procédés de
FMS, car dans ces procédés une inoculation importante est indispensable afin d'assurer la
prédominance de la souche sélectionnée et en méme temps réduire les risques de contaminations
(RAIMBAULT, 1980 ; ORIOL et coll., 1988). Dans le cas de C. fusiformis, I'inoculation des
cultures est obtenue par une préculture avec une concentration de biomasse PS d'environ 10-20 g/l
(c.f. 3.2.3). La 1aille de I'inoculum est un paramétre qui influence directement la croissance et la
production d'alcaloides.

4.4.2- Effet de la quantité d'inoculum de C. fusiformis

Nous avons étudié l'effet d'un inoculum liquide de C. fusiformis, sur le démarrage de la
fermentation et la production d'alcaloides, ainsi que pour déterminer la taille optimale de
l'inoculum. A partir d'une préculture de C. fusiformis contenant environ 10 g de biomasse seéche
par litre, nous avons inoculé 100 m! de milieu de production avec 10, 15 et 20 % (v/v) de la
préculture, Afin de tester l'effet de la taille de l'inoculum sur I'évolution de la biomasse et la

production d'alcaloides, nous avons dosé ces parametres au cours du temps.

On observe sur les fig. 4.13A que le démarrage de la fermentation est directement li€ a la
taille de l'inoculum. De méme sur la fig. 4.13B on constate un effet différent de la quantité
d'inoculum sur la production d'alcaloides. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 4.9.
On observe un rendement de production (Yp/x) proche de 8,46 mg par g de biomasse PS pour
une inoculation de 15 %. Une faible production d'alcaloides a €té obtenue avec 10 % d'inoculation.
Nous avons estimé approximativement les taux de croissance spécifique a partir du logarithme de

la biomasse en fonction du temps (Fig. 4.14).

Le taux de croissance reste pratiquement constant pour des tailles d'inoculum de 10 et 15 %
alors qu'il est multipli€ par deux avec une inoculation de 20 %. Toutefois, on a constaté dans

ce cas que la phase stanonnaire de croissance débute wes Ot : ceci peut

s'expliquer par I'épuisement rapide de nutriments dans le milieu de culwre.

En ce qui concerne la biosynthése d'alcaloides, on note qu'un taux d'inoculation de 10 % ne
permet pas d'obtenir une production élevée d'alcaloides (Fig. 4.13B). Une inoculation tes
imporntante entraine €galement un retard dans la biosynthese des alcaloides. 11 apparait donc
clairement qu'une taille d'inoculum de 15 % est préférable. Ce taux moyen d'inoculation permet de

réduire la phase de latence tout en favorisant une production rapide d'alcaloides.

L'ensemble des résultats obtenus nous ont permis de mieux cemer les principaux parametres
de la culture saprophytique de C. purpurea et C. fusiformis. En particulier, nous avons mis en
évidence l'effet de la température et de la source de carbone sur la production massive de

conidiophores de C. purpurea.
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Fig. 4.13.- Effet de la taille de I'inoculum sur I'évolution de la biomasse (A), et sur la production
d'alcaloides (B), au cours de la croissance de C. fusiformis cultivé en milieu liquide a 25°C.
Taille de l'inoculum : 10 % ; 15 % et 20 %.
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Tableau 4.9 .- Effet de la taille de I'inoculum sur les parametres caractérisant le déroulement de la
culture de C. fusiformis cultivé en milieu liquide 4 26 °C pendant 15 jours.

Taille de “Sucres totaux
I'inoculum Biomasse ") Alcaloides Totaux Y p/x consommeés
% viv &/ jour'! mg/ mg/g %

10 17%0,5 0,6 53+0,5 3,11 38,75
15 3005 0,6 246+ 0,1 8,46 46,25
20 33+0,5 1,2 195+ 0,1 6,08 71,25

Inoculum & 10 g/l ; pH final voisin de 6,5

47 3 n2 ]
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Fig. 4.14 .- Effet de la taille de I'inoculum sur l'activité spécifique de croissance (1) de C.
Susiformis cultivé en milieu liquide. Les activités spécifiques p I, p2 et u3 correspondent a des
tailles d'inoculum de 10, 15, et 20 % respectivernent.

4.5- Etude physiologique de la croissance de Claviceps en milieu liquide

Une étude concernant l'optimisation de la production de métabolites secondaires chez les
champignons filamenteux semble difficilement envisageable sans connaitre et comparer les
cinénques de croissance et de production des métabolites recherchés. Ainsi, l'objectif de notre
étude a concené la physiologie de la croissance mycélienne des souches séleconnées. A cet
effet, différents parametres ont fait l'objet d'un suivi au cours de cultures en milieu liquide agité a
26°C pendant 15 jours : biomasse, synthése d'alcaloides, consommation de sucres, phosphate

inorganique et pH.
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Initialement, les milicux de culture pour C. purpureaet C. fusiformis contenaient
respectivement 240 g/l et 200 g/l de saccharose. La source d'azote était constituée d'un mélange
d'urée et de sulfate d'ammonium, avec un rapport C/N de 40 et 32 respectivement (la composition

de la solution minérale est décrite au § 3.2.5).

4.5.1- Physiologie de la croissance et de la production d'alcaloides par C. purpurea

Les cinétiques de croissance ¢t de production d'alcaloides par C. purpurea sont représentées
sur la fig. 4.15. A partir de 1'évolution de la biomasse, estimée par le poids sec (PS), on a mis en
évidence les principales phases de la croissance mycélienne de C. purpurea : une phase de
germination (0-48 h), une phase de croissance rapide (48-168 h) et une phase stationnaire qui
commence 2 la 2168Me heure. Le poids sec maximum atteint 30 g/1 aprés 216 heures de culture et

reste relativement stable jusqu'a la fin de la culture.

La synthése d'alcaloides commence a 60 h, pour se poursuivre de fagon exponentielle jusqu'a
170 h environ. A partir de la 2168™m¢ heure, on observe une diminution de la biosynthése. A la
fin de la fermentation, on peut noter que la production d'alcaloides rapportée 2 la biomasse
produite, atteint une valeur de 6,23 mg/g biomasse PS. Ceci correspond pour C. purpurea, a une

production totale de 203 mg/l pendant les 15 jours de fermentation.

Par ailleurs, la limitaion en phosphate est en rapport étroit avec le développement du
champignon et la syntheése d'alcaloides. En effet, la biosynthése des alcaloides commence lorsque
le phosphate inorganique devient limitant dans le milieu de culture. On constate une

intensification de la production quand celui-ci a é1é complétement épuisé (5¢Me jour de culture).

11 est important de remarquer que la quantité de phosphate présent dans le milieu doit étre
suffisante pour une croissance €quilibrée durant la premiére phase, afin d'obtenir une quantité
€lévée de biomasse. Cependant, aprés cette période, le phosphate doit étre limitant pour
promouvoir la biosynthése des alcaloides. La limitation du phosphate en présence d'un exces
d'autres nutriments provoque une phase de transition, caractérisée par une croissance lente du
mycélium et l'accumulation intracellulaire de métabolites de réserve tels que lipides (SERRANO
et coll,, 1992), polysaccharides (TABER, 1967 ; VORISEK et coll.,, 1974), etc... Ceci peut se
traduire par une augmentation du poids sec de la biomasse, parallelement & la biosynthése des

alcaloides.

L'accumulation de lipides en fin de fermentation a été d'environ 12 % par rapport au poids
sec de la biomasse et confirme les résultats obtenus par d'autres auteurs (MANTLE et coll., 1969 ;
DESAI et REHACEK, 1982 ; SHAH et DESA]J, 1988).
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Fig. 4.15 .- Evolution des différents parametres de fermentation au cours de la croissance de
C. purpurea en milieu liquide pendant 15 jours a 26°C. A. Biosynthése des alcaloides, évolution
de la biomasse en PS, des lipides et du phosphore inorganique ; B. Evolution des sucres totaux et

du pH.
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En ce qui conceme l'évolution des sucres, on remarque une consommation lente qui
s'accompagne d'une 1égere diminuton du pH durant les premitres 100 heures de culture. On
observe que la vitesse de consommation se ralentit 2 partir de la 168¢M¢ heure, au moment ot la
vitesse de croissance diminue considérablement (phase stationnaire). La consommation totale de
sucres correspond A peu prés & 50 % de la quannté de sucres initialement présents dans le milieu
(fig. 4.15.B).

4.5.2- Physiologie de la croissance et de la production d'alcaloides par C. fusiformis (HA)

Les différentes cinétiques obtenues sont représentées sur les fig. 4.16 (A et B). Le cycle asexué
de croissance de C. fusiformis est constitué d'une phase exponentielle de 72 4 120 h, puis d'une
phase de croissance linéaire aboutissant & une phase stationnaire apres 216 h de culture. La
biomasse (PS) atteint une valeur d'environ 29 g/l en fin de culture. Au début de la fermentation, la
consommation des sucres est lente (25 % a 168 h). Elle est associée a une 1égere acidification du
moilieu de culture (pH 4,8). Cette consommation devient ensuite plus rapide et coincide avec la
phase de croissance linéaire du microorganisme. Enfin, pendant la phase stationnaire de
croissance, on observe un ralentissement de la consommation des sucres. La consommation totale
de substrat carboné a été d'environ 50 % (Fig. 4.16B). Contrairement a C. purpurea, l'utilisation
du phosphate inorganique par C. fusiformis est plus lente. C'est seulement apres 240 h, qu'on note
un épuisement total de celui-ci dans le milieu de culture, alors que cet épuisement apparait apres

120 h pour C. purpurea.

L'augmentation parallele des concentrations de biomasse et d'alcaloides dans le milieu
suggere l'existence d'une étroite corrélatdon entre la croissance du microorganisme et la
biosynthése des alcaloides. La limitaton du phosphate dans le milieu est également corrélée a une

augmentation de la teneur en alcaloides effective des le troisieme jour de culture.

Comme pour la plupart des cas de production de métabolites secondaires par les
champignons filamenteux, la fermentation comporte deux étapes. La premitre concemne une
croissance rapide accompagnée d'une chute importante de la teneur en phosphate inorganique en
début de cultre. Durant la deuxi¢éme phase, la biomasse continue a augmenter, mais cette
augmentation est essentiellement die a I'accumulation de subtances de réserve. A ce propos, nous
avons dos¢ les lipides présents dans la biomasse, une accumulation de lipides d'environ 7 % a été
enregistrée en fin de fermentation. Ceci explique I'augmentation paralléle de la biomasse liée a la
biosyntheése des alcaloides (DESAI et REHACEK, 1982 ; SHAH et DESAI, 1988).

En fin de fermentation, la production d'alcaloides rapportée a la biomasse produite, atteint
une valeur d'environ 8,57 mg/g de biomasse (PS). Ceci correspond pour C. fusiformis, & une

production totale de 247 mg/1 pendant les 15 jours de culture.
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Fig. 4.16.- Evolution des différents parametres de fermentation au cours de la croissance de C.

fusiformis en milieu liquide pendant 15 jours 2 26°C. A. Biosynthése des alcaloides, évolution de
la biomasse, des lipides et du phosphore inorganique ; B. Evolution des sucres totaux et du pH.
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4.6- Conclusion

La sélection de souches de Claviceps a partir de notre collection a permis de retenir les deux
meilleures especes : C. purpurea et C. fusiformis. L'étude des facteurs primordiaux pour la
croissance des champignons et la biosynthése des alcaloides, nous a permis de metwre en évidence
l'influence des sources d'azote et de carbone et du rapport C/N. Ainsi, les meilleures sources
d'azote et de carbone sont respectivement les sels d'ammonium et le saccharose, le mannitol et le

sorbitol.

Au cours de cette étude, nous nous sommes apergus que la formation des alcaloides
s'accompagne d'une différenciaion mycélienne et de la formation d'un pigment violet ou/et

marron.

L'étude de la sporulaton de C. purpurea sur milieux naturels nous a permis d'obtenir une
quantité élevée de spores dans un milieu de culture a base de farine de seigle et d'extrait de malt a

26°C en 14 jours d'incubation.

La taille de I'inoculum est un facteur important pour la culture de C. fusiformis. En effet, le
démarrage de la fermentation est d'autant plus retardé que la taille de l'inoculum est faible. Une

inoculation de 15 % (v/v) de préculture semble étre optimale pour la biosynthése des alcaloides.

Finalement, 1'étude cinétique de la consommation des principaux nutriments et de la
biosynthése des alcaloides nous a permis de metme en évidence le role du phosphate comme
eventuel facteur limitant de la croissance et de la formaton des alcaloides. Nous avons, d'autre
part, constaté que la syntheése d'alcaloides commence au bout du troisiéme jour d'incubation et par

la suite, augmente parallelement avec la production de biomasse et I'accumulation de lipides.

Les connaissances acquises sur les facteurs essentiels qui influencent la croissance des
Claviceps et la biosynthése optimale d'alcaloides en milieu liquide, nous ont fourni les bases
scientifiques nécessaires pour 1'adapration des souches sélectionnées a la culture en milieu solide.

Cette étude fera I'objet des chapitres suivants.

Résultats et Discussion
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5. CROISSANCE DE C. PURPUREA SUR SUBSTRAT AMYLACE
Introduction

Les Claviceps sont des parasites de graminées et céréales. lls sont capables de se
développer 2 lintérieur de l'ovaire de fleurs de la plante hote, ou la source de nutriments est
essentiellement de nature amylacée. lls se développent par conséquent sur un substrat solide. De
ce fait, la technique de FMS peut éme mise en ceuvre pour la culture saprophytique de

ces champignons.

A partir de ces considérations, nous avons envisagé une approche totalement différente qui
consiste & utiliser la technique de fermentation en milieu solide comme méthode de production de
ces métabolites. Pour ce faire, nous avons di tenir compte des caractéristiques du développement
parasitique du champignon, ainsi que des caractéristiques inhérentes & la fermentation en milieu
solide. Nous avons entrepris, dans un premier temps, i'étude de la croissance et du métabolisme de

Claviceps sur des substrats amylacés.

Pour établir les mécanismes et les parametres de la croissance de nos souches en FMS, il é1ait
également indispensable de connaitre les condinons optimales de culture. A cet effet, nous avons

étudié l'influence des facteurs environnementaux et nuriionnels.

Nous avons étudié la croissance de Claviceps purpurea sur différents milieux de culture a

base de substrats naturels, assurant a la fois la fonction de support et la source de nutriments.

Nous nous sommes enfin également intéressés aux traitements de ces substrats afin de
déterminer la taille optimale des particules du substrat, ainsi que le type de cuisson lui assurant

une meilleure digestibilité.

5.1- Influence des facteurs de I'environnement
5.1.1- Influence de la teneur en eau

Dans la nature, la plupart des microorganismes sont capables de se développer sur des
substrats solides, mais seuls les champignons filamenteux peuvent croitre sur des substrats a de
faibles humidités (KARANTH, 1991). En FMS, la teneur en eau joue un role capital, par son
influence directe sur la croissance et sur la porosité du substrat. Celle-ci influence directement la
diffusion de l'air A l'intérieur de la matrice solide (ORIOL, 1987 ; ORIOL et coll., 1988).
L'importance de l'eau sur le métabolisme des microorganismes a été mise en évidence par de

nombreux auteurs (c.f. § 2.3.4).
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De ce fait, nous avons €té amenés a €tudier V'effet de I'humidité inidale sur la croissance de
C. purpurea. Cette €tude a €t¢€ réalisée en utlisant comme substrat solide les grains de seigle
concassés et condidonnés selon le traitement et les conditions décrites précédemment (c.f. 3.3.2).
Les teneurs en eau testées ont €té les suivantes : 40, 50 et 60 %. Au cours de cette étude, nous
avons suivi la cinétique de croissance du champignon en continu par la détermination du CQ2
produit.

Les valeurs de la production totale d'alcaloides et des différents parameéwes de la
fermentation sont rassemblées dans le tableau 5.1 et la fig. 5.1. Les résuliats de la production
d'alcaloides, de la biomasse et d'autres parametres de fermentation montrent que l'optimum de la
teneur en eau initiale se situe 2 50 %. La production d'alcaloides mésurée dans ces conditions est
d'environ 37 mg/100 g MSI. Cette valeur est nettement supérieure & celles obtenues avec des

teneurs en eau du substrat de 40 et 60 %.

Lorsque I'humidité initiale est de 40 %, la phase de germination est trés longue suivie d'un
ralentissement de la production du CO2. Le taux d'alcaloides obtenu dans ces conditions est faible.
Au contraire, avec des teneurs en eau supérieures 2 60 %, la phase de germination des conidies est
plus rapide, mais on observe une sporulation précoce. En particulier, on remarque qu'a ce taux
d’humidité, l'eau a détruit la structure poreuse du substrat, ce qui conduit a la formation d'une pite.
Par conséquent, la diffusion de l'air est limitée & l'intérieur de la masse solide entrainant une crois-

sance hétérogeéne et une faible production d'alcaloides.

Par ailleurs, on note une consommatdon de sucres plus élevée pour un taux d'humidité de 50
% suivie d'une production plus élevée en alcaloides. D'autre part, on observe une augmentation de
I'humidificaton du substrat d'environ 9% au cours de l'incubation, qui peut étre die 2 la libération
d'eau au cours de la respiration du champignon et I'hydrolyse de I'amidon. Les différents résultats
obtenus confirment limportance de l'humidité des milieux de culture sur les actvités

métaboliques de C. purpurea. Une teneur en eau de 50 % a été appliquée pour la suite des études.
5.1.2- Le contréle du pH

En FMS, le pH du milieu de culture est un facteur essentel dans le déroulement de la
fermentation. Toutefois, I'nétérogénéité et la faible teneur en eau du milieu de culture sont des
obstacles pour la déterminadon directe du pH. De plus, il s'agit d'une culture de type statque dans
laquelle aucune agitation ne peut étre réalisée. Du fait de l'importance du pH sur les
différentes activités métaboliques des microorganismes, plusieurs solutions ont €té proposées.
Ainsi, Ia régulation du pH peut &tre réalisée en agissant sur les valeurs de pH initial ou en utlisant
des mélanges salins (sulfate d'ammonium et urée) qui permettent de maintenir le pH dans une

plage favorable pour le développement des microorganismes (RAIMBAULT, 1980).
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Tableau 5.1.- Influence de 'humidit€ initiale sur différents parametres de la FMS de C. purpurea

cultivé sur grains de seigle concassés a 26°C pendant 200 h.

Sucres pH cO2
Teneur en eau %| consommés | Alcaloides | Biomasse | Y x/s final dégagé
initiale finale |g/100 g MSI [mg/100 ¢ MSI| g/ g MSI ml /g MSI
1 40 48,6 21,1 I,1 0,05 024 5.3 43,7
2 50 63,2 52,8 37,7 0,13 0,25 49 145,8
3 60 68,1 413 10,3 L 0,09 0,22 L 5.6 L 110,2
Effet de 1a teneur en eau
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Fig. 5.1.- Effet de la teneur en eau sur la production du CO2 au cours de la FMS de Claviceps
purpurea sur grains de seigle concassés a 26°C. Teneurs initiales en eau : 40 % (1) ; 50 % (2) et

60 %
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Afin de pouvoir réguler le pH dans la culture solide de Claviceps, nous avons utilisé la
derniére technique. Pour cela, nous avons évalu€ les proportions de sulfate d'ammonium ct d'urée,
les plus appropriées pour la croissance de C. purpurea. L'étude a éi¢ réalisée avec unc
teneur constante en azote et des proportions décroissantes en sulfate d'ammonium (Tableau 5.2),
en utlisant la méme soluton saline et les conditions de travail décrites précédemment (c.f. §

33.2).

Tableau 5.2 .- Effet du sulfate d'ammonium sur le pH et la production d'alcaloides
apres 200 heures de fermentation (pH initial 5.5, Humidité 50 % a 26°C).

% N-Sulfate % N-Urée pH final alcaloides CO2 dégagé
mg/100 gMS! ml/g MSI
100 0 4 1,04 87,74
80 20 48 18,79 136,8
70 30 5 39,15 185,48
60 40 5,7 37.49 191,86
50 50 6 30,42 144,21

Azote total = 2,7 g pour 100 g de grains concassés

Ces résultats montrent une acidification du milieu de culture lorsque le sulfate d'ammonium
est l'unique source d'azote. Cette acidification, provoquée par la libération des ions H* et SO4-,
diminue au fur et 2 mesure que le pourcentage en urée augmente. Ceci permet de maintenir le pH
proche des conditions de croissance opnmale. Toutefois, un pourcentage supérieur 2 40 % d'urée
conduit 2 une alcalinisation du milieu qui peut favoriser les contaminations (Fig. 5.2). Il semble
que l'addition de 30 a2 40 % d'azote fourni par I'urée est plus favorable pour la croissance de C.
purpurea, ainsi que pour la biosynthése des alcaloides. Pour la suite de nos études, on utlisera le

rapport sulfate d'ammonium-urée de 70-30.
5.1.3- Effet du taux d'inoculation

En FMS, l'inoculaton homogéne dans la masse du substrat est un facteur important pour la
réussite d'une fermentation. Il est donc indispensable de déterminer le taux d'inoculation optimum
pour accélérer le démarrage de la fermentation et assurer la prédominance de notre souche, de
fagon a €viter une éventuelle contamination. Afin de déterminer la quantité optimale d'inoculum,
nous avons suivi I'évolutdon de la croissance par la production de CO2 au cours de la culture de C.
purpurea i différents taux d'inoculation : 2 x 108, 2 x 107 et 2 x 108 spores/g SPS. Les
conditions de travail sont celles décrites précédemment (c.f.§3.3.2) et sélectionnées dans les

derniéres études (c.f. 5.2.1 et 5.2.2).
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Fig. 5.2 .- Effet des mélanges sulfate d' ammonium-urée sur la formation de CO2 (A) et 1'évolution
du pH (B) au cours de la croissance de C. purpurea cultivé sur grains de seigle concassés, & 26°C.
Les numéros 1, 2, 3, 4 et 5, correspondent respectivement aux pourcentages d'azote-sulfate/azote total
de 100 %, 80 %, 70 %, 60 % et 50 %.
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Selon les résultats rapportés sur la fig. 5.3, on constate que pour une concentration de spores
de 2 x 108 g/SPS, la croissance démarre plus rapidement. Cependant, la formation de CO2
atteint plus rapidement son maximum. Pour les taux d'inoculation de 2 x 1006 et 2 x 107 spores/g
SPS, les cinétiques de croissance en début de fermentation sont assez similaires. Néanmoins, la
production de CO2 est nettement plus forte pour un taux d'inoculation de 2 x 107 spores/g SPS.
Pour cette inoculation, il y a eu une production d'alcaloides élevée de I'ordre de 43 mg/100 g MSI
(Tableau 5.3).

Tableau 5.3 .- Effet du taux d'inoculaton sur la production d'alcaloides et la croissance
apres 200 heures de fermentation (pH 5.5, Humidité 50 % ; 26°C).

Taux d'inoculation B Phase de latence alcaloides CO2 dégagé
h-1 h mg/100 gMSI ml/g MSI
2x 106 0,08 15 29,5 228,4
2x 107 0,09 16 439 312,2
2x 108 0,12 13 26,4 272,3

Par ailleurs, des observations microscopiques du produit final révélent qu'une proportion
assez importante de spores n'a pas germé pour une inoculation de 2 x 108 spores/g SPS. Pour des
inoculations inférieures, cette proportion est weés faible. Des études réalis€ées avec une souche
d'Aspergillus niger montrent que des phénomenes d'inhibition de la germination se présentent
lorsque le taux d'inoculation est supérieur 4 108 spores par g de matériel solide (ORIOL, 1987 ;
BARRIOS-GONZALEZ et coll., 1989).

On observe que la phase de latence diminue au fur et 4 mesure que le taux
d'inoculation augmente. Le taux de croissance spécifique (calculé en fonction du Lin de la
production de CO?) reste constant pour des inoculations de 2 x 106 et 2 x 107 spores/g SPS avec
une valeur d'environ 0,09 h*!. Avec une inoculation de 2 x 108 spores/g SPS, | est égal 2 0,12 h-}
(Fig. 5.4).

Des taux d'inoculation optima de 106 2 107 spores/g ont été décrits pour la farine de manioc
(RAIMBAULT, 1980 ; SOCCOL, 1992) et pour un autre support solide (ORIOL, 1987). Ainsi, la
concentration de spores la plus favorable 4 la croissance de C. purpurea est de 2 x 107 spores/g

SPS. Cette concentration a donc été adoptée pour la suite de nos études.

Résuliass et Discussion
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Fig. 5.3 Effet du taux d'inoculation sur la formation de CO?2 au cours de la croissance de Claviceps
purpurea cultivé sur grains de seigle concassés, a 26°C. Les numéros 1, 2 et 3 correspondent

respectivement aux taux d'inoculation suivants (spores/g de Substrat) : 2 x 105, 2 x 107 et 2 x 108,

Ln CO2

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps (heures)

Fig. 5.4 Effet dutaux d'inoculation sur lactivité spécifique (1) de C. purpurea calculé a partir
du Ln CO2. Les numéros 1, 2 et 3 correspondent respectivement aux taux d'inoculation

suivants (spores /g de Substrat) : 2x 109;2x 107 et 2 x 108
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5.2- Définition des facteurs essentiels pour la croissance de C. purpurea

D'apres les travaux précédents, les conditions physico-chimiques et environnementales
semblent agir directement sur la production des métabolites secondaires. Ainsi, la combinaison et
la qualité des sources carbonées et azotées, et leur rapport quantitatif, ont un role fondamental
dans le métabolisme des souches de Claviceps. Les sucres lentement métabolisables comme le
saccharose et le maltose, semblent étre les plus favorables pour la producdon d'alcaloides
(PUC et SOCIC, 1977 ; KOBEL et SANGLIER, 1986 ; FLIEGER et coll., 1988).

VINING (1970), REHACEK et MALIK (1971), ROBBERS et coll. (1972) et ERGE et coll.
(1984) ont montré que l'addition de précurseurs tels que le ryptophane favorise la biosynthése des
alcaloides. D'autres facteurs peuvent également affecterla quantit€ et la qualité des
métabolites finaux synthétisés, comme l'aération (MILICIC, 1989), la source d'azote minérale
(DESAIl et coll., 1986a), l'acide cimique (TABER, 1967 ; GLUND et coll., 1979) et l'addition de
surfactants qui stimulent la production d'alcaloides (DESAI et coll., 1986b ; MATOSIC et coll,,
1988). Le phosphate inorganique joue également un rdle trés important dans la biosynthese des
alcaloides car il inhibe les enzymes responsables de la formaton des alcaloides (ROBBERS et
coll., 1972 ; KRUPINSKY et coll,, 1976 ; VAIDYA et DESAI 1982 ; LOHMEYER, et coll.,
1990).

L'objectif de cette étude a €t ainsi de mettre en évidence l'influence simultanée de différents
facteurs sur la biosynthése des alcaloides par C. purpurea. Pour cela, nous avons fait appel 2 la
méthodologie des plans d'expériences. Cette méthodologie, trés simple d'utilisation, nous a paru
utile pour la détermination de l'effet d'un grand nombre de facteurs.

La méthode de planification expérimentale permet de réaliser un criblage d'un grand nombre
de facteurs, de déterminer l'influence simultanée des paramétres retenus et d'optimiser une ou
plusieurs réponses expérimentales en effectuant un minimum d'expériences (CHERUY et coll,,
1989).

Au début d'une étude d'optimisation, ou de la détermination de l'effet de nombreux facteurs, il
est souvent indispensable de considérer de nombreux paramétres dans un plan d'expérience. Le
nombre de combinaisons d'un plan factoriel complet devient si considérable qu'il est impossible
d'en exécuter I'ensemble (SANGLIER, 1977). 1l est donc nécessaire d'utiliser des plans qui, avec
un nombre restreint de combinaisons, permettent de déterminer les effets principaux. Pour cela, on
peut aussi bien utiliser les matrices dHADAMARD que des factoriels fractionnaires (cas
particuliers des matrices dHADAMARD) qui permettent d'obtenir avec un nombre minimum
d'essais, le plus grand nombre d'informations.

Une matrice factorielle fractionnée, 2K-P (o k est est le nombre de facteurs et 2P le nombre de
blocs dans lesquels le plan factoriel complet a €€ divisé), a €t€ mise en ceuvre afin de mettre en
évidence les facteurs ayant un effet sur la fermentation. Néanmoins, les interactions entre facteurs
restent confondues (DE MEO et coll,, 1985).
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Au cours de cette €tude, nous avons testé l'influence de différents composés du milieun de
culture, additionnés 2 100 g MS de substrat amylacé. Ces composés ont été considérés comme
éant des facteurs affectant la production d'alcaloides. Les conditions de travail sont celles
décrites précédemment  (§3.3.2). L'aération des milieux de culture a également €ié

considérée comme un facteurs influent.

Ainsi, sept facteurs on été éudiés dans un plan factonel fracuonnaire : l'aération, le
phosphate inorganique, l'acide citrique, le saccharose, l'addition de tween 80, de tryptophane et
d'une source d'azote minérale. Cette derniére a été apportée sous forme de sulfate d'ammonium et
d'urée avec un rapport de 70/30 (p/p). Ces 7 facteurs sélectionnés et leurs correspondants
en valeurs réelles sont rapportés dans le tableau 5.3. La matrice d'expénences avec les valeurs
codées est représentée dans le tableau 5.4. Les résultats obtenus avec le plan 274 apres 200 h de

culture, sont regroupés dans le tableau 5.5.

A partir des réponses obtenues sur la producton d'alcaloides totaux, la formation de CO2 et
de biomasse, le rendement Y p/x et le spectre d'alcaloides pour les différentes expériences, V'effet

des facteurs a été exprimé sous la forme d'un polynome (DE MEO et coll., 1985).
Y= bo + 2biXi

ol Y est la réponse mesurée, bo est un terme indépendant, bi représente les coefficients

correspondant aux différents facteurs testés (Xi) et i est I'indice pour ces facteurs.

Afin d'évaluer les effets des différents facteurs sur les réponses, une transformation des
polyndmes est nécessaire. Cetie transformation considére les rapports aux gradients normalisés
des Y (HIMMELBLAU, 1969).

vy
NV Yl

Le rapport est donné par :

ol V Y est le gradient de Y et Il V Yl est la taille du vecteur V Y. Le calcul est le suivant :

vy
— ShiY _
AT e

D'autre part, les effets relatifs des facteurs sur la production d'alcaloides totaux, la production
de CO2, le pH final de la cultre, ainsi que le pourcentage d'alcaloides individuels rapportés aux
alcaloides totaux (ergonovine, ergotamine, lysergol et autres alcaloides DAL) sont décrits sur la
fig. 5.5. L'effet de la composition des milieux de culwre sur la producdon de CO2 au cours des

fermentations est représent€ sur la fig. 5.6.
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Tableau 5.3.- Matrice d'expériences avec valeurs codées des différents facteurs

Niveau des facteurs n°®

Expérience No. X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7
1 -1 - 1 ] 1 1 -1
2 1 -1 -1 1 -1 1 1
3 1 1 -1 1 1 -1 1
4 1 1 -1 1 -1 -1 -1
5 -1 -1 1 1 -1 -1 1
6 1 -1 -1 1 1 -1 -1
7 1 1 1 1 -1 1 -1
8 1 1 1 1 1 1 1
Tableau 5.4.- Correspondance entre niveaux codés et niveaux réels (factoriel 27-4)
N cls des [
Facteurs Unité -1 +1
X1= KH2PO4 % 0,5 1
X3= Tryptophane %o 0 0,1
X4 = Tween 80 % 0 |
X5= Aératon ml/min/col 20 60
X6 = Saccharose % 0 20
X7= Acide citrique % 0 1.5

60 g MS/colonne ; Humidité 50%

Tableau 5.5.- Résultats expérimentaux obtenus avec e plan d'expérience 27-4 & 200 h de fermentation)

Milieu| Alcaloides | CO2 dégagé | giomasce |Y p/x| pH % d'alcaloides toux Autres
totaux 37 jours alcaloid:

n°  |mg/100 gMSI| mt/gMSI  |p/100g MSImg/g Ergotamine Ergonovine Lysergol DAL
1 6,3 89,5 13,0 05 | 59 00 404 13 583
2 30,5 113,1 13,0 2,3 6,5 0,0 40,0 1.7 582
3 8,7 220,3 28,0 0,3 6,3 0,0 36,7 29.5 33,7
4 53,3 157,6 25,0 2,1 5,1 19 51,7 104 30.1
5 49,6 2114 25,0 2,0 6,3 3.1 383 03 58.2
6 19,5 117,0 21,0 0,9 5.7 1,0 452 23 48,6
7 652 123,6 14,0 47 5,4 5.1 57.1 21 349
8 L 12,5 83,3 17,0 07 | 64 00 389 98 L 512

=,
=

: Dérivés de I'Acide Lysergique
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Discussion

Dans l'espace expérimental considéré, on remarque que le tryptophane et l'aération présentent
des effets wes significatifs. Le premier favorise la biosynthése d'alcaloides par son réle de
précurseur et le deuxieme présente un effet négatif sur la production d'alcaloides totaux et sur le
spectre des alcaloides produits. On constate qu'une aération élevée est nécessaire 2 la formation de
lysergol et d'autres alcaloides DAL. Une aération plus faible est requise pour la production

d'ergonovine et d'ergotamine (Fig. 5.5).

Une aération trop élevée ou trop faible affecte notablement la production qualitative et
quantitative d'alcaloides (MILICIC et coll., 1989). D'aumre part, il est confimé que les sels
d'ammonium favorisent la production d'alcaloides. Dans la littérature, les sels d'ammonium sont

trés utilisés pour la culture submergée de la plupart des souches de Claviceps.

Dans le domaine expérimental considéré, le phosphate inorganique a présenté une influence
négative sur les réponses étudiées, a I'exception de la biosynthése de I'ergonovine. Ceci peut étre
dd a la présence de tryptophane dans le milieu de culture qui surmonte linhibition par le
phosphate des enzymes responsables de la synthése des alcaloides (Fig. 5.5A). Contrairement aux
résultats attendus, la biosynthese du lysergol semble étre moins influencée par 'addition de wypto-
phane et de phosphate inorganique, ainsi que la présence de tween 80 et de saccharose. Pour
l'ergotamine et l'ergonovine, le tryptophane a un effet significatif (Fig. 5.5C et D). On distingue
également que la composition du milieu peut influencer la proportion des alcaloides produits.
Ainsi, on observe des effets négatifs sur la formation de I'ergotamine et 'ergonovine (Fig. 5.5) dis
a la présence de l'acide citrique, du tween 80 et de I'aération. Par contre pour la formation d'autres
alcaloides DAL (dérivés de I'acide lysergique), ces facteurs montrent un effet positif a 'exception
de la source d'azote minérale. En ce qui concerne le rendement Y p/x, on observe que celui-ci est
affecté positivement par le saccharose, le tryptophane et I'azote minéral et négativement par l'aéra-

tion, le tween 80, l'acide citrique et le phosphate inorganique (Fig. 5.5B).

Par ailleurs, les cinétiques de production de CO2 au cours des fermentations, présentent une
phase de latence trés large qui semble liée & la composition du milieu de culture. Ceci peut éme di
a l'augmentation de la pression osmotique du milieu de culture provoquée par l'addition du
saccharose, ce qui conduit 2 un ralentissement de }a vitesse de croissance et par conséquent 2 une
faible production de CO2. En effet, les cultures relatves aux expériences 1, 2, 7, et 8 présentent
une phase de latence d'environ 60 h, quand le saccharose est présent. En l'absence du saccharose,
les autres expériences ont une phase de latence d'environ 45 h seulement (Fig. 5.6). On constate
qu'une producton d'alcaloides élevée n'est pas forcément corrélée 2 la croissance et a la
production de CO2, mais qu'elle dépend de la composition du milieu de culture utilisé et des

conditions environnementales.

Résultats et Discussion



uowssNISI( 12 SISy

Facteurs

Acidecitrique
Saccharose |

Aération
Tween J

‘Tryptophane

Azote minéral

KH2PO4

-0,87

-1,5

Facteurs _

Acidecitrique
Saccharose
Aération
Tween
Tryptophane
Azote minéral

KH2PO4

-1,8

T ! !
-1,0 -0,5 0,0

Alcaloides

0,5
Totaux

Ergonovine
M Ergotamine

-0,59
-0
-0,65
-0,59
1,04
* ©
T T l L T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5

Facteurs

Acidecitrique -0,362
Saccharose
Aération -0,804
Tween -0,554
Tryptophane |
Azote minéral |
KH2PO4
-1,5  -1,0
Facteurs
Acidecitrique Autesalcaloides (()l',:;i
Saccharose W Lysergol
Aération | 0,39
Tween |
Tryptophane 0,77
Azote minéral 0,82 0,63
KH2PO4 .0,5
! T T T T
-1, -1,0 .0,5 0,0 0,5 1,0

Fig. 5.5 - Représentation graphique de l'effet de différents facteurs sur :

A- AlralAYAac tnranv -

N: Randamant Vn/v -

C et D+ Alnalaidec individuelc

* Autres alcaloides DAL



9>

Effet de la composition du milieu de culture
300 -

250
200

150 5

CO2 mY/g MSI

100 -

Qe & ©

50 4

Y ™ T — -

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temps (heures)

CO2 mi/g MSI
o
[

100 W
50 -
0 y — -1 T -t T —
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temps (heures)

Fig. 5.5 .- Effet de la composition de différents milieux de cuiture sur 'évolution du CO2 au
cours de la croissance de C. purpurea sur substrat amylacé. Les numéros (1 2 8)
correspondent aux compositions des milieux de culture données dans les tableaux 5.4 et 5.5.
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11 est confirmé le role du wyptophane comme précurseur dans la biosynthése des alcaloides
(ROBBERS et coll,, 1978), ainsi que l'influence du phosphate inorganique, de la source de
carbone ct de I'aération. Finalement, les résultats obtenus lors de cette étude nous ont permis de
définir un milieu optimum pour la culwre de C. purpurea sur substrat amylacé. Pour cela nous
avons considéré comme milieu de base, le milieu de culture de l'expérience numéro 7, en prennant
en compte les influences négatives des facteurs, avec une diminution de la concenmation du
phosphate a 0,5 %, du saccharose a 5 %, de l'acide citrique 2 0,5 % et sans addition de tween 80 ;
les autres facteurs sont utlis€s dans le niveau +1 (c.f. Tableau 5.4). La solution minérale et les

conditions de travail sont décrites précédemment (§3.3.2).

5.3- Cinétique de la croissance de C. purpurea sur substrat amylacé

A partir des résultats obtenus précédemment, nous avons réalis€ une étude cinétique pour
mieux comprendre I'évolution des différents parametres au cours de la croissance de Claviceps

purpurea en FMS. Les résultats sont rapportés sur la fig. 5.7.

En FMS, contrairement aux cinétiques obtenues en culture submergée, on remarque que le
rapport entre la biosynthése des alcaloides et a formation de biomasse est moins étroit. En effet,
la biosynthese des alcaloides a lieu aprés la phase de croissance rapide et s'intensifie & partir de la
144tme heyre de culture, au moment ol la biomasse atieint sa valeur maximale (13, 5 g/100 g
MSI). On observe également que I'évolution des lipides suit une cinénque similaire a celle de la
biomasse, avec une valeur maximale proche de 9 %. L'ensemble s'accompagne d'une chute
rapide de la teneur en phosphates durant les premiéres 72 h de culture. La consommation totale de
sucres en fin de culture a été d'environ 69 %, avec une libération des sucres réducteurs d'environ

10 %. Le pH reste pratiquement constant tout au long de la fermentation.

D'apreés ces résultats, la croissance de C. purpurea présente donc deux phases. La
premiére phase correspond 2 la germination des conidies suivie d'une croissance rapide avec
accumulation de lipides. On observe une utilisation rapide du phosphate inorganique et une lente
consommation des sucres. La deuxiéme phase, qui commence aprés la 72¢M¢ heure, est
caractérisée par la diminution de la vitesse de croissance et le déclenchement de la biosyntheése des
alcaloides. Celleci est corrélée & une faible teneur en phosphate inorganique dans le milieu de
culture. La teneur maximale en alcaloides totaux a ét€ d'environ 69 mg/ 100 g MSI. Le rendement
de production (Yp/x), trés variable au cours de la culture, a atteint une valeur maximale de 7 mg /g
de biomasse en fin de fermentation. Pour le rendement d'utilisation du substrat {Yx/s), la valeur
finale calculée est égale 2 0,14 + 0,008.
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Fig. 5.7 .- Evolution des différents paramétres de fermentation au cours de la croissance de C.
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Par ailleurs, il est important de noter que I'évolution de la consommation d'O2 et de la
production du CO2, nous a permis de suivre en continu les activités métaboliques au cours de la
fermentation. On observe une production maximale de CO2 aux alentours de 100 h de
fermentation. Le coefficient respiratoire (QR) reste constant dans la premiére partie €1 commence
4 diminuer vers la 25(BM¢ heure de culture, atteignant une valeur approximative de 0,6. Ce
changement coincide avec la diminutionde la teneur en lipides. D'aprés TABER (1985),
l'utilisation des lipides comme source de carbone peut provoquer une diminuton du

coefficient respiratoire aux alentours de 0,75.

Le développement de C. purpurea sur des substrats amylacés a été étudié par McCREA
(1931). Nos travaux confirment que les céréales sont un excellent substrat pour la croissance de
C. purpurea. Toutefois, la quantité d'alcaloides obtenue est similaire A celle rouvée en milieu
submergé pour la méme souche (c.f.§ 4.5.1). Aussi, dans le but d'améliorer la production d'alca-

loides, nous avons étudié la croissance sur différents substrats solides.

5.4- Effet du milieu de culture sur la production d'alcaloides en FMS

I est important de remarquer qdc dans les conditions de développement naturel, Claviceps a
accés & une quantté importante d'eau provenant de l'environnement de la plante hote. Ceci nous 2
conduit & proposer I'utilisation de matériaux lignocellulosiques ou de substrats solides ayant une
capacit¢ de rétention d'eau €levée. A cet effet, nous avons cultivé C. purpurea sur différents
milicux solides 2 26°C pendant 10 jours (Tableau 5.5). Pour tous les milieux de culture, le
prétraitement des différents substrats, apres addition de 50 % de la solution minérale, a été réalisé
par autoclavage 2 121°C pendant 30 min. Cette opératdon permet d'éliminer un grand nombre de
microorganismes présents initialement sur ces matériaux, sachant que le procédé de FMS est
réalis€ en conditions non stériles. Dans le cas de l'utilisation de mélanges, le substrat amylacé
apporte la source de carbone sous forme d'amidon et le matériel lignocellulosique peut avoir aussi

bien la foncdon de support pour la culture que d'absorbant d'un milieu liquide synthétique.

Dans cette étude, nous avons utilis€ la bagasse de canne a sucre, maténel
lignocellulosique capable d'absorber environ 5 a 6 fois son poids en cau. L'addition de la bagasse
permet d'augmenter 'humidit€ initiale des milieux de culture dans lesquels la source de carbone
est un substrat amylacé (ORIOL, 1987). Ce matériel lignocellulosique a déja été utilisé comme
support de fermentation par imprégnation de milieux synthétiques pour I'étude du métabolisme de
champignons et la production de métabolites (ROUSSOS, 1985 ; ORIOL, 1987 ; DUFOUR, 1990
; TREJO-HERNANDEZ et coll., 1991 ; SAUCEDO-CASTANEDA, 1991).
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Afin de pouvoir comparer le métabolisme en FmS et FMS, nous avons utilisé la
bagasse imprégnée avec deux milieux de culture, MI et MII. Le milieu MI est celui proposé par
BANKS et coll. (1974) avec la solution d'oligoéléments décrite précédemment (§ 3.2.5). Le milieu
MII (c.f. § 3.2.5) a é1é proposé par KOBEL et SANGLIER (1986).

Tableau 5.5 .- Compositon des milieux de culture pour la croissance de
C. purpurea en FMS 2 26°C pendant 200 h.

n° Milieu Humidité initiale %
1* Semoule de blé 60

2% Son de blé 70

3% Grains de blé + 5 % de bagasse 60

Grains de seigle+ son de

4% blé+bagasse (50+30+20) 70
5 ** Bagasse imprégnée MI (c.f. 32.4) 70

6 Bagasse imprégnée MII 70

Aération : 60 ml/min/colonne ; Taux d'inoculation 2 x 107 spores/g S. carboné
* Solution minérale (c.f. 3.3.2)
** en g/l : Saccharose 200 ; Sulfate dammonium 11,8 ; urée 1,7 et KH2PO4 0.25.

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau 5.6. L'évolution du CO2 au cours de ces
cultures est représentée sur la fig. 5.8. Cette analyse nous a permis de caractériser la croissance de
C. purpurea sur ces différents substrats de culture en milieu solide. On observe que les milieux
contenant de la semoule de blé et du son de blé (1, 2, 3 et 4 ; fig. 5.6) présentent une production de
CO2 tres élevée par rapport aux autres cultures. Cette production de CO2 est corrélée avec une
forte augmentation de la biomasse, mais avec une faible biosynthese d'alcaloides. On constate
également que la production d'alcaloides la plus élevée a été obienue sur les milieux synthétiques I
et I absorbés sur bagasse, avec des rendements (Yp/x) respectifs de 4,0 et 4,4 mg d'alcaloides
totaux/g de biomasse PS. La consommation de sucres a été d'environ 60 a 80 %, indiquant que le
substrat n'a pas €ét€ le facteur limitant de la croissance. 1l est imporntant de noter que le pH en fin
de fermentadion est trop acide et loin de sa valeur optimale pour la production d'alcaloides. En

culture submergée, les valeurs de pH optima sont aux alentours de 5.2- 5.5 (c.f. chapitre 4).

On constate une production d'alcaloides totaux similaire pour les différents milieux de
culture. Néanmoins, l'analyse de l'extrait de fermentation par HPLC, nous a permis de déceler des
différences de productdon entre les divers alcaloides produits (Tableau 5.7). Ainsi, l'ergonovine
constitue environ 32 4 90 % des alcaloides totaux dans les milieux a base de seigle. Dans le milieu
a base de bl¢, la proportion d'ergonovine a été de 47 a 93 % avec des pourcentages en lysergol e

d'autres alcaloides DAL d'environ 7 a 50 %, respectivement.
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Tableau 5.6.- Résultats obtenus lors de la croissance de C. purpurea en FMS sur différents
milicux de culture solides & 26°C pendant 200 heures.

. Q2 dégagé . Sucres ;
Milieu 2 7 jours H Biomasse consommeés ~ Alcaloides Yp/x pH
N° mi/gMSI  hl  g/100g MSI % mg/100g MSI  mg/g
1 406,6 0,10 31+0,5 87,6 25,3 0.8 2,7
2 4283 0.13 3508 76,1 15,5 0.4 39
3 265,3 0,09 40+£0,5 86,1 28,7 0,7 2,6
4 352,7 0,12 22+06 83,6 30,8 1,4 2,6
5 2194 0,07 1005 62,9 38,1 4,0 2,3
6 2479 0,15 10207 66,5 43,6 4,4 2,3
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Fig. 5.6 .- Effet de l'utilisation des différents substrats solides sur la formation de CO2 au cours de
la FMS de C. purpurea suivie pendant 7 jours. Les numéros (1- 6) correspondent respectivement
aux milieux de culture : 1, 2,3,4, Set6(cf. §5.).
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Tableau 5.7 .- Spectre d'alcaloides produits lors de la culture de C. purpurea
sur différents milieux de culture solides 4 26 °C pendant 200 heures

Autres
Alcaloides alcaloides
Milieu totaux Ergotamine  Ergonovine Lysergol DAL
mg/ 100g MSI % d'alcaloides totaux

1 25,3 0,0 523 29,7 18,0
2 15,5 0,0 61,0 0,5 38,5
3 28,7 0,0 473 41,6 11,1
4 30,8 0,0 72,0 2,6 25,4
5 38,1 0,0 90,2 5,2 4,6
6 43,6 35,5 35,5 1,5 27,5
7 37,7 0,5 93,9 52 04

Milieux 1-6 (c.f.Tableau 5.5) ; 7 = Grains dc blé concassés

En outre, un specte d'alcaloides différent a pu étre observé avec l'utilisation de la bagasse de
canne & sucre imprégnée du milieu synthétique II contenant du saccharose comme source de
carbone. L'ergotamine représentait environ 35 % des alcaloides totaux dans ce milieu de culture.
Ceci nous a permis de montrer l'effet de la composition du milieu sur le spectre de
production d'alcaloides ; ces différences de spectre sont essentiellement liées au milieu de culture
utilisé (tableau 5.5) (TREJO-HERNANDEZ et coll., 1992a,b).

Il est 2 noter que l'ergotamine et l'ergonovine sont les alcaloides les plus estimés
commercialement pour leurs actions pharmacologiques. Toutefois, les autres alcaloides DAL sont
intéressants car ils servent de base pour la production de nouveaux alcaloides par semi-

synthese chimique (Chapitre 2.1).

5.5- Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons constaté que les substrats amylacés constituent une
excellente source de carbone pour la croissance de C. purpurea. En effet, une croissance rapide et
une production d'alcaloides importante ont été enregistrées lors de la culture de cette souche sur
grains de seigle concassés. L'étude des facteurs environnementaux nous a permis d'obtenir de
nombreuses informations concernant le développement de C. purpurea en milieu solide sur un
substrat amylacé. La sensibilit€ de la souche a I'humidité initiale du substrat, 1'influence du pH et
l'auto-régulation de celui-ci par l'addition d'un mélange salin, ainsi que la nécessité d'une
inoculation massive ont été d'une grande importance pour la croissance et la production

d'alcaloides par C. purpurea.

Selon les résultats obtenus lors de I'étude nutritionnelle, on a mis en évidence I'influence de

Résultats et Discussion



AV

différents facteurs sur la production d'alcaloides totaux et la formation de CO2. Celle-ci a pu éue
suivie par l'analyse en continu des gaz par CPG. On a pu distinguer l'effet du tryptophane comme
précurseur dans la biosynthese des alcaloides, ainsi que I'influence de la source d'azote minéral sur
la production d'alcaloides (KYBAL, 1973, 1974).

L'application de la méthodologie de contrdle de la FMS, basée sur l'analyse des gaz, nous a
permis de suivre en continu le déroulement de la fermentation d'une manidre fiable, L'analyse
respirometrique pendant la culture permet de connaitre 1'état physiologique de cette culture 2 tout
instant, sans prélévement ni perturbation du milieu. De plus, la respirométrie permet également de
caractériser la croissance d'une souche par rapport a la composidon du milieu de culture et aux
conditions environnementales. D'autre part, nous avons pu constater une influence s importante

des activités respiratoires sur la croissance et la production d'alcaloides.

L'utilisadon de bagasse de canne a sucre comme support solide, favorise notablement la
culture de C. purpurea sur différents mélanges de substrats et permet de travailler avec des
teneurs en eau variables. La diffusion des gaz est également nettement améliorée, ce qui se traduit
par une croissance plus élevée. Selon les études réalisées par McCREA (1931), une

humidité élevée est indispensable pour 'obtention d'une croissance typique de C. purpurea.

Dans ces condidons, la biosynthése d'alcaloides est différente selon le milieu. En
particulier, les analyses réalisées a partir des €chantillons de fermentation nous ont permis de
déceler des différences qualitatives et quantitatives au niveau du spectre d'alcaloides produit selon
le milieu de culture utlisé. Ainsi, on a pu remarquer une production élevée d'ergonovine avec des
pourcentages supérieurs 3 72 % d'alcaloides totaux sur un milieu a base de grains de blé, tandis
qu'un pourcentage d'ergotamine d'environ 35 % d'alcaloides totaux était obtenu sur milieu de
culture synthéique contenant du saccharose comme source de carbone et imprégné sur de la

bagasse de canne 2 sucre.

Ces résultats semblent originaux et la technique de culture sur support imprégné offre de
nouvelles perspectives pour I'étude de la physiologie et du métabolisme des espéces de Claviceps.
Nous avons particuliérement mis en évidence le rdle de 1'aération, de I'humidité et de la source de
carbone sur la croissance ainsi que l'effet précurseur du tryptophane pour la biosynthése des
alcaloides chez C. purpurea.

L'application de la technique de FMS avec support imprégné pour la production
d'alcaloides par C. purpurea a fait I'objet des études rapportées dans le chapitre suivant.
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Photo 5.1.- Claviceps purpurea cultivé sur substrat amylacé durant 5 jours.
Microscopie électronique 2 balayage (x1000).

Photo 5.2.-Claviceps purpurea cultivé sur substrat amylacé durant 5 jours.
Microscopie électronique a balayage (x2000) (c.c. Annexe B).
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6. BIOSYNTHESE D'ALCALOIDES PAR CLAVICEPS PURPUREA
SUR SUPPORT IMPREGNE

Introduction

La croissance de Claviceps sur le seigle ou d'autres céréales dans la nature
correspondrait aux conditions d'une culture en milieu solide. D'apres les résultats obtenus sur la
croissance de C. purpurea sur substrats amylacés (c.f. chapitre 5), nous nous sommes apergus que
l'addition d'un matériel lignocellulosique 2 forte rétention d'ean permettait de travailler a des

teneurs en eau supérieures aux optima €établis pour des matériaux amylacés.

11 nous a donc paru intéressant d'appliquer cette technique sur support imprégné. Elle nous
permet d'utiliser un substrat a l'état dissous directement absorbable sur une matrice solide
nutritionnellement inerte. La bagasse de canne a sucre, utilisée comme support inerte, permet de
travailler avec des substrats solubles de composition déterminée. Ceci permet d'une part, de
choisir des substrats simples non limitants pour la croissance, et d'autre par, de faciliter I'étude de
l'influence de chaque constituant sur le métabolisme du microorganisme. Cette technique
présente des avantages vis a vis de ['utilisation de substrats insolubles qui par leur complexité, ne
permettent pas d'évaluer efficacement l'influence de chaque nutriment. Ainsi, cette méthodologie

nous a permis d'étudier le métabolisme et la croissance de C. purpurea selon quatre étapes :

- L'érude du profil fermentaire pour connaitre 1'évolution des différents paramétres au cours

de 1a culture de C. purpurea en FMS sur support imprégné.

- Le criblage a4 l'aide de plans d'expériences des principaux facteurs nutritionnels et

environnementaux influengant la production d'alcaloides.

- L'émde selon un plan factoriel fractionnaire de l'effet des facteurs essentiels sur la

production d'alcaloides et sur le rendement en alcaloides rapporté a la biomasse.

- Une étude cinétique de la production d'alcaloides sur le milieu de culture proposé.
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6.1- Profil fermentaire au cours de la culture sur support imprégné

Pour I'étude cinétique de C. purpurea sur support imprégné, nous avons utilisé le milieu
d'imprégnation décrit précédemment (c.f. § 3.2.4). Les conditions de culture ont €té les suivantes :
70 % d'humidité, inoculum de 2 x 107 spores/g support, pH 5,2, température d'incubation de 26°C
et durée de la fermentation de 15 jours (TREJO-HERNANDEZ et coll., 1992a).

Les résultats de l'étude cinétique sont regroup€s dans la fig. 6.1. La biomasse de C.
purpurea a é1€ suivie par le dosage de la glucosamine. Cette méthode est la mieux adaptée pour la
détermination de la biomasse en culture solide, car elle permet de doser quantitativement et sans
interférences, la chitine (polymeére de glucosamine) présente dans la paroi cellulaire du
champignon (§ 3.7.1). Nous avons pu ainsi suivre l'évolution de la biomasse et mettre en
évidence plusieurs phases de croissance. En particulier, nous avons observé une phase de
croissance rapide 2 partir de 24 h d'incubation, puis une diminution nette de la teneur en biomasse
apres 140 h. La valeur maximale de la biomasse estimée par la glucosamine a €té voisine de 10
g/100 g MSIL.

On a pu également constater que la biosynthése des aicaloides démarre aprés 60 h, lorsque 1a
teneur en phosphate inorganique diminue de 70 % environ. Cette production d'alcaloides atteint un
maximum lorsque le phosphate inorganique est totalement assimilé. VAIDYA et DESAI (1982)
ont montré qu'une concentration élevée de phosphate dans le milieu de culture peut inhiber le
complexe enzymatique nécessaire 2 la production d'alcaloides, mais la présence de phosphate est

nécessaire 3 la croissance du champignon.

Nous avons constaté également une accumulation de lipides aux premitres heures de la
croissance (environ 6 %), puis une diminution de ceux-ci, corrélée a la production d'alcaloides. Le
méme phénomene a €galement été observé avec une autre souche de C. purpurea 129, lorsque le
nitrate d'ammonium est utilis€ comme source d'azote (DESAI et REHACEK, 1982). KREN et
coll. (1984) ont considéré que la producton de lipides, et plus particulierement la synthése de
l'acide ricinoléique est un indicateur biochimique de la différenciation morphologique et
biochimique du mycélium. Cependant, ils n'ont pas trouvé de corrélaton avec la synthése des

alcaloides.

Par ailleurs, on a observé que I'numidité augmente 1égérement entre la 482Me et |a 72¢me
heure de fermentation pour se stabiliser autour de 77 %. Cette augmentation de 'humidité au cours
de la croissance est essentiellement diie 2 la libération d'eau par respiration du microorganisme.
On a donc confirmé que la bagasse est capable d'adsorber davantage d'eau que la quantité
initialement introduite (rapport maximum eau/bagasse p/p d'environ 6), (figure 6.1B). Une
consommation de sucres totaux d'environ 62 % a €té notée en fin de fermentation.
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Fig. 6.1.- Evolution de différents parametres de fermentation au cours de la croissance de C.

purpurea sur support imprégné. Inoculum 2 x 107 spores/g support ; pH 5,5, Humidité 70 %. A -
Evolution de la production d'alcaloides, de 1a biomasse, des lipides, et du KH2PO4 ; B : Evolution
de sucres totaux, du pH, de la teneur en eau et du Yp/x ; C: Evolution des gaz.
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Le pH de la fermentation reste presque constant tout au long de la culture, avec des valeurs
proches de 5,6. Le suivi du métabolisme respiratoire réalisé par l'analyse en continu de O2 et du
CO2 a permis d'identifier deux différentes phases au cours de la fermentation : une phase de
croissance caractérisée par un coefficient respiratoire (QR) proche de ['unité, qu'on retrouve
généralement lors de la respiration du glucose par les microorganismes, et une phase stationnaire
avec un QR plus faible d'environ 0,7, qui est attribué & la respiraton des lipides. Une valeur
inférieure 3 l'unité a été obtenue par TABER (1985) lors de l'utilisation de lipides dans le

développement du sclérote de Claviceps purpurea.

D'apres cette étude cinénque, il semble donc que le comportement de C. purpurea en FMS
sur support imprégné est similaire & celui rencontré pour la croissance sur substrats amylacés. 11
est également confirmé que 1'épuisement du phosphate est corrélé 4 la formation d'alcaloides. La
production d'alcaloides obtenue sur support solide imprégné est bien inférieure a ce qu'on obtent
sur les substrats amylacés. Toutefois, le rendement en alcaloides (21 mg d'alcaloides/g de
biomasse PS) est nettement supérieur pour le méme temps d'incubation. Ceci peut s'expliquer par

une diminution de la biomasse de C. purp ¢ 1v s° 150*™€ heure de fermentation.

Dans le but d'améliorer la producton d'alcaloides et de déterminer l'influence de différents
facteurs nutritionnels, nous avons réalisé une étude de leurs effets en utilisant la méthodologie des
plans d'expériences. Cette démarche nous a permis de réaliser un criblage des facteurs et de

connaitre leur influence globale sur le métabolisme de C. purpurea cultivé sur support imprégné.

6.2- Criblage des facteurs intervenant dans la production d'alcaloides

A partir des résultats obtenus lors de 1'étude nutritionnelle sur substrat amylacé (5.5), nous
avons pu mettre en évidence les effets de différents facteurs sur la production d'alcaloides. Ainsi,
le tryptophane, l'acide citrique, le phosphate, le saccharose et la source d'azote ont présenté des
effets significatifs sur la production d'alcaloides. C'est pourquoi il a été indispensable de les
inclure dans les facteurs pouvant influencer la biosynthése des alcaloides de C. purpurea sur
support imprégné. Afin de compléter cette étude, nous avons également pris en considération
d'autres facteurs importants. Pour cela, nous nous sommes aidés des travaux rapportés a ce sujet

dans la littérature, ainsi que de nos résultats obtenus jusqu‘a présent.

Nous avons inclus dans cette étude de nouveaux facteurs nutritionnels comme le suifate de
magnésium, le nitrate de calcium, I'oxalate d'ammonium et des précurseurs d'alcaloides comme les
acides aminés (valine et proline). KOBEL et SANGLIER (1978) ont en effet, rapporté que
I'addition d'acides aminés peut influencer la proportion des alcaloides produits. La régulation de la
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production d'alcaloides de type ergotoxine peut étre induite par l'addition de valine (PUC et coll,,
1987). De méme, la proline et la valine (c.f.§ 2.1) font partie des aminoacides que 1'on rencontre

dans la structure tripeptidique des alcaloides de type ergopeptidique.

Les facteurs sélectionnés ont donc été les suivanis : la nature de la source de carbone
naturelle (farine de seigle) ou synthétique (saccharose) ; la nature de la source d'azote (sulfate
d'ammonium-+urée et oxalate d'ammonium+urée) ; le phosphate inorganique ; I'acide citrique ; le
tween 80 ; trois acides aminés : le tryptophang, la valine et la proline ; l'aération. Ces facteurs ont
ét¢ érudiés simultanément avec la méthodologie des plans dexpériences. A cet effet, une
matrice CHADAMARD avec onze facteurs (N=12 expériences) a été utilisée. La matrice
d'expériences est représentée dans le tableau 6.1. Les onze facteurs ont €té étudiés a 2 niveaux (c.f.

tableau 6.2).

Les résultats obtenus sur la production d'alcaloides totaux, la production de CO2, e
rendement en alcaloides rapportés A la biomasse (Y p/x), le pH et Ia distribution des alcaloides
produits sont rapportés dans les tableaux 6.3 et 6.4. L'évolutiondu CO2 tout au long de la
fermentation est présentée sur la fig. 6.2. Les réponses obtenues ont €t€ transformées selon la

méthode de normalisation des coefficients décrite précédemment (§ 5.3) (Fig. 6.3 et 6.4).
Discussion

Dans cette étude, on constate que les parametres de croissance et de production d'alcaloides de
C. purpurea évoluent différemment en fonction des milieux testés. Le champignon a pu se
développer dans tous le milieux proposés, mais la production d'alcaloides obtenue a été trés
variable (Tableau 6.3). De plus, les taux de croissance spécifique ( p) calculés A partir du Ln de la
production de CO?2, présentent des valeurs qui vont de 0.01 2 0.06 h™! pour 4 milieux et de 0,1 &
0,17 h-1 pour les autres milieux. Ceci démontre I'effet wes marquant de la composition des

milieux de culture sur ces réponses.

Le pH final des différents milieux a été tres variable (4,86 a 8,56). Ce phénomeéne peut étre
arribué aux différentes interactions entre les nutriments. L'utilisation des sources azotées et l'effet
régulateur de I'acide citrique sur le pH, peuvent étre responsables des variations importantes du pH
final et par voie de conséquence, de celles enregistrées sur la croissance et la production d'alca-
loides. La production d'alcaloides totaux se situe entre 2,5 et 25 mg/100 g MSI a 120 h de
fermentation. C'est le milieu de culture n°10 qui a donné la production la plus intéressante, ainsi

que le rendement le plus élevé.
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Tableau 6.1.- Matrice d'expériences avec valeurs codées des différents facteurs

Expérience Niveau des facteurs n®
n° X1 X2 X3 X4 Xs X6 X7 X8 X9 X10 X11
I I I -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 )
2 -1 I 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 )
3 1 -1 1 1 1 1 1 1 -1 -1 -1
4 -1 I -1 1 1 1 1 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 1
6 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1
7 I -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 1
8 1 I -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 1
9 I I I -1 1 1 1 -1 1 1 -1
10 -1 I I 1 1 1 -1 1 -1 1 1
11 I -1 I 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1
12 -1 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Tableau 6.2.- Correspondance entre niveaux codés et niveaux réels

Niveaux réels des facteurs
Facteurs Unité -1 +1
Source de carbone Saccharose  Farine de seigle
X1=  Farine de seigle ; Saccharose g/l 200 200
Source d'azote Oxalate-NH3  Sulfate-NH3
= Oxalate-NH3; Sulfate-NH3 g 2,5 azote total 2,5 azote total
= KH2PO4 g1 0,5 1
X4= MgSO4-7H20 N 0,25 0,625
XS= Ca(NO3)2 N 1 2,5
X6=  Ac. Citrique N 5 10
X7=  Tween 80 gl 5 10
X8=  Valine mM/1 25 50
X9 =  Proline mM/1 25 50
X10=  Tryptophane gl 0,5 1
X11= Aéradon 1/h/60 g support p 4
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Tableau 6.3.- Résultats expérimentaux obtenus avec matrice dHADAMARD (N=12)
pendant 120 heures de fermentation

Milieu CO2 formé v Alcaloides . Yp/x
No. Totaux Biomasse pH final

mi / g MSI 'l mg/100gMSI /100 gMSI  mg/g

1 23,7 0,01 0,0 2,5 0,0 7,75
2 70,4 0,10 3,0 7,1 0.4 5,12
3 33,6 0,04 0,0 4,2 00 8,56
4 74,1 0,15 53 4,5 1,2 4,89
5 82,0 0,10 2,8 7.3 0,4 6,07
6 759 0,10 25 7.5 0,3 7.91
7 46,8 0,17 6,2 5.4 1,2 8,14
8 28,5 0,01 0,0 2,7 0,0 6.53
9 45,9 0,13 37 39 1.0 5,54
10 769 0,14 259 54 4,8 4,99
11 78,2 0,14 7.8 6,2 1,3 7,91
12 80,3 0,06 0,0 7.2 0,0 6,28

Tableau 6.4.- Specue d'alcaloides produits lors de la croissance de C. purpurea cultivé sur
différents milieux (Matrice FHADAMARD N=12)
spectre d'alcaloides, % d'alcaloides totaux

Milieu No. Autres alcaloides

Ergotamine Ergonovine Lysergol DAL
1 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 48,3 2,3 49,4
3 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,5 32,5 7.5 59,5
5 4,6 27,6 17.4 50,4
6 0,0 36,5 0,0 63,5
7 0,0 38,6 11,0 50,4
8 0.0 0,0 0,0 0,0
9 0,0 19,4 18,9 61,7
10 0,7 334 9,7 56,2
11 0,0 51,3 11,1 37,7
12 0,0 0,0 0,0 0,0
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Fig. 6.2 .- Effet de la composition de différents milieux de culture sur I'évolution du CO2 au
cours de la culture de C. purpurea sur support imprégné. Les numéros (1 2 12) correspondent
aux compositions des milieux de culture données dans les tableaux 6.3 et 6.4.
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Alcaloides Totaux

Arr |

Tryp
Prolin |
Valine |
Tween |
Ac.citr | -
Ca(NO3)2 |
MgSO4 |
KH2ZPO4 |
Oxal-Sulf-NH3 |
Sacch-Farin |
-1,0

Facteurs

"
Tryp |
Prolin |
Valine |
Tween |
Ac. cir
Ca(NO3)2 1
MgSO04 |
KH2PO4 |
Oxal-Sulf-NH3 1
Sacch-Farin

-0,5 0,0 0,5 1,0
bi
Y p/x

-1,0

@ Facteurs

T

-0,5 0,0 0,5 1,0
bi
Biomasse
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MgSO4 |
KH2PO4 |
Oxal-Sulf-NH3 1
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-1,5

0,5 0,0 0,5 1,0
bi

-1,0

Fig. 6.3 .- Analyse graphique des effets des facteurs sur A : la production d'alcaloides totaux ;

B :Y p/x ; C: formation de la biomasse.
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@ Facteurs

Ergotamine

Air | Alr |

Tryp | Tryp |

Prolin | Prolin |
Valine | Valine

Tween | Tween |

Ac. citr | Ac.citr |

Ca(NO3)2 | Ca(N03)2 |

MgSO4 | MgSO4 |

KH2PO4 | KH2PO4 |
Oxal-Sulf-NH3 | Oxal-Sulf-NH3

Sacch-Farin Sacch-Farin | -
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,
bi bi
Lysergol Autres alcaloides DAL

® Facteurs

@ Facteurs

Air | Alr |
Tryp | 0,47 Tryp |
Prolin | 0,41 Protin |
Valine | Valine |
Tween | Tween |
Ac.citr ] Ac.citr |
Ca(NO3)2 | 0,27 Ca(N0O3)2 |
MgSO4 | MgS04 |
KH2PO4 | 0,52 KH2PO4 |
Oxal-Sulf-NH3 Oxal-Sulf-NH3 |}
Sacch-Farin — Sacch-Farin |

-1,0 0,5 1,0 -1,0 -0, 0,0 0,5 1,

bi

Fig. 6.4 .- Analyse graphique des effets des facteurs sur la formation d'alcaloides individuels.
D: Ergonovine ; E : Ergotamine ; F : Lysergol et G : Autres alcaloides DAL.
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En ce qui concerne la distibuton des différents alcaloides produits, on distingue des
différences significatives de spectres en fonction du milieu utilisé (tableau 6.4) . On observe que
la compositon du milieu liquide imprégné influence directement l'obtention d'un alcaloide
recherché. C'est ainsi que l'ergotamine n'est produite que sur les milieux 4, 10 et 5. Ce demier est
nettement plus performant avec une proportion de 4,6 % d'ergotamine par rapport aux alcaloides
totaux. On note également que le milieu 6 ne permet pas de synthése de lysergol. Enfin,
I'ergonovine et d'autres alcaloides sont présents en quantités importantes dans presque tous les
milieux de culrure. L'ergonovine et d'autres alcaloides DAL représentent respectivement de 19 %
250 % et 372 60 % des alcaloides totaux.

Les graphiques d'analyse (fig. 6.3) des effets des 1] facteurs considérés, révelent l'influence
positive de 6 facteurs sur ia production d’alcaloides : l'aération, le tryptophane, le sulfate de
magnésium, le sulfate d'ammonium, le phosphate inorganique et le saccharose. Ces mémes
facteurs ont €galement une influence positive sur le rendement en alcaloides rapporté a la
biomasse. Pour la biomasse, les facteurs qui présentent une forte influence sont l'aéranon, la
proline, le tween, le nitrate de calcium et le phosphate inorganique. On constate que l'oxalate
d'ammonium et le saccharose sont utilisés préférentiellement par rapport au sulfate d'ammonium

et & la farine de seigle, respectivement.

Par ailleurs, 1'addition des acides aminés a un effet plus marqué sur les alcaloides individuels
(fig. 6.4). En effet, on constate que ic t-vptophane, la proline et la valine ont un effet significatif
sur la formation de l'ergotamine, du lysergol et d'autres alcaloides. Pour 'ergonovine, une
influence peu significative a été observée avec le tryptophane et la proline ; seule la valine a un
effet négatif sur la formation de cet alcaloide. Les sources d'azote et de carbone utilisées
préférentiellement ont €1€ respectivement le sulfate d'ammonium et le saccharose. D'autre part,
l'acide citrique présente un effet fortement négatif sur la formation des alcaloides individuels. En

outre, l'aération influence fortement la biosynthése de l'ergonovine et d'autres alcaloides DAL.

Nous venons donc de mettre en évidence les effets des facteurs étudiés en constatant que le
saccharose, l'aération, I'additon d'acides aminés affectent significativement la biosynthése des
alcaloides. Contrairement 2 des études réalisées en FSm (GLUND et coll, 1979 ;
PAZOUTOVA et REHACEK, 1981), l'acide citrique affecte négativement la formation des
alcaloides de C. purpurea 1029¢ en FMS. Ces résultats confirment les résultats obtenus lors de

I'étude nutriionelle sur substrat amylacé.
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L'influence positive du saccharose a déja été décrite. Ce sucre a, en effet été utilisé comme
source de carbone dans la culture de la plupart des souches de Claviceps pour la producton d'al-
caloides. Il constitue la principale source de carbone pour le développement de Claviceps sous en
conditions naturelles (CORBETT et coll,, 1974).

L'aération a également €1é considérée comme un facteur trés important pour la culture de ces
souches. Elle peut influencer directement le spectre d'alcaloides produits (MILICIC et coll., 1989).
D'autre part, l'effet stimulateur des acides aminés (valine, proline et autres) sur la biosynthése
d'alcaloides du type peptidique a fait l'objet de nombreuses études (KOBEL et SANGLIER,
1978 ; BEACCO et coll,, 1978 ; SPALLA et MINGHETTI, 1989). Le tryptophane présente la
double fonction d'inducteur et de précurseur de la biosynthese d'alcaloides (GROGER et coll,,
1960 ; TYLER, 1961; VINING, 1970 ; ROBBERS et coll., 1972).

De notre étude, nous avons retenu l'influence prépondérante du tryptophane, de I'aération , du
phosphate inorganique, du pH initial et du sulfate d'ammonium. En ce qui conceme la nature de la
source de carbone, nous avons observé que pour la production d'alcaloides, le saccharose avait un
effet plus significatdf que la farine de seigle. Un deuxigme plan d'experiences factorel

fractionnaire a €té réalisé, pour déterminer les effets principaux des différents facteurs essentiels.

6.3- Etude des facteurs essentiels sur la production et le rendement Y p/x

A partir des résultats obtenus dans 1'étude précédente, de nouvelles expériences ont été mises
en place, afin de controler l'influence du saccharose et de la farine de seigle, du tryptophane, du
phosphate inorganique, du sulfate d'ammonium, du pH et de 'aération. Pour cela, un plan factoriel
271 a 1€ réalisé (c.f.5.3). Le domaine expérimental considéré pour cette étude et la matrice
d'expériences sont exposés dans les tableaux 6.5 et 6.6.

Les résultats concernant la production d'alcaloides totaux, le rendement Y p/x et la biomasse,
ainsi que d'autres parametres de la fermentation de C. purpurea sont reportés dans le tableau 6.7.
Les cinétiques du CO2 sont représentées dans la fig. 6.5. D'apres les résultats expérimentaux, nous
pouvons distinguer une production d'alcaloides allant de 0,4 a2 77 mg/100 g MSI avec des
rendements Y p/x qui varient de 0,1 jusqu'a 7.8 mg /g de biomasse séche (tableau 6.7).

Différents profils de production de CO2 omt €té observés, en fonction du milieu de culture
udlisé (fig. 6.5).
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Tableau 6.5 .- Matrice d'expériences avec valeurs codées des différents facteurs

Niveau des facteurs n°
Expérience No. X1 X2 X3 X4 XS X6 X7
1

. ‘ » '
—_ e e e e e e
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1
1
1
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Tableau 6.6 .- Correspondance entre niveaux codés et niveaux réels

N ols des [

Facteurs Unité -1 +1
X1= Farine de seigle gl 20 40
X2= Saccharose g/ 100 200
X3= Tryptophane gl 0,6 1,2
X4=  sulfate dammonium+urée (azote total*) gl 80/20 70/30
X5=  KH2PO4 gl 1 2
X6= pH 52 6
X7= Aération ml/min/colonne 40 80

60 g MS/colonne ; Humidité 70 % ; * 2,7 g/l

Tableau 6.7.- Résultats expérimentaux obtenus avec le plan d'expérience 274 (2 200 h de fermentation)

Alcaloides CO2 dégagé
Milieu totaux 2 5 jours Biomasse Y p/x pH final

n° mg/100 gMSI | mUgMSI __|g/100g MS} mg/g

1 2,5 839 114 0,2 4.8
2 04 90,4 12,1 0,0 5.8
3 14,9 121,0 14,2 11 5.1
4 23,8 84,1 10,9 22 6.1
5 772 11,8 9.9 18 53
6 19,8 73,0 7,2 2,8 59
7 46,5 91,2 11,5 4.0 4.9
8 30,4 523 53 57 5.6
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Effet de la compaosition du milieu de culture

125 ¢ @

100
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25

Temps (heures)
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Fig. 6. 5.- Effet de la composition de différents milicux de culture sur I'évolution du CO2 au cours

de la croissance de C. purpurea sur support imprégné (Plan factoriel 27-1). Les numéros (1 2 8)
correspondent aux compositions des milieux de culture données dans les tableaux 6.5 et 6.6.
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Discussion

On remarque que dans les milieux ol les concentrations en saccharose et farine de seigle
étaient élevées (niveau + 1), la biomasse du champignon a ét€ plus faible. On constate également
que la phase de latence a été plus longue dans ce cas (expériences 8 et 4). Par contre, dans les
milieux ol la concentration de saccharose et de farine a été faible (niveau -1), la biomasse a été
plus importante (expériences 5 et 3). Il est a noter que le milieu de l'expérience 5 présente une

production d'alcaloides élevée.

A partir de l'analyse graphique des effets, nous pouvons constater l'influence positive de
quatre facteurs importants sur la production d‘alcaloides totaux : l'aération, la combinaison sulfate
d'ammonium-urée, le tryptophane et le saccharose (fig. 6.6A). Ces facteurs ont été également

positifs pour le rendement en alcaloides Y p/x (fig. 6.6B).

Des effets négatifs ont été observés avec le pH initial, le phosphate inorganique et la farine
de seigle. Le phosphate inorganique en concentration €levée, a un effet néganf sur la biosynthése
des alcaloides en inhibant des enzymes responsables de la synthese de ces alcaloides (WAART et
TABER, 1960 ; ROBBERS et coll, 1972). On remarque qu'un pH initial de 5,2 est plus
favorable au rendement et 2 la production d'alcaloides qu'un pH de 6. Par ailleurs, 1'additon de

farine de seigle présente un effet négatif sur les réponses étudiées.

Il est & remarquer que presque tous les facteurs étudiés présentent un effet négatif sur la
formation de biomasse, dans le domaine expérimental considéré. On constate que les conditions
de culture favorables 2 la production d'alcaloides ne sont pas nécessairement les meilleures pour la
formation de la biomasse (Fig. 6.6C). En fonction des résultats obtenus, la composition du milieu
de culture la plus favorable pour la production d'alcaloides a pu étre établie en considérant les

effets des différents facteurs. Ainsi, le milieu suivant dont la composition est donnée en g/l, peut

étre proposé :
Saccharose 200
Tryptophane I
KH2PO4, 0,625
MgSO4 0,625,
(NH4)2SO4-urée : 70/30 (azote total 2,5)
Sels minéraux complémentaires (c.f. 3.2.4)
pH 5,2
Aération 60 ml/min/colonne
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Afration
pHi J -0,3
KH2PO4 J -0,43
SulfateNH3 +Urée J
Tryptophane
saccharose |

Farine de seigle -0,35

1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Alcaloides Totaux
Facteurs

Adration |
pHi

KH2PC4 ]

SulfateNH3 +Urée |
Tryptophane
saccharose

Farine de seigle

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Facteurs

Aération

pHi W

KH2PO4 j

SuifateNH3 +Urée |
Tryptophane

saccharose 0,06

©

0,5 1,0

Farine de seigle

Biomasse

Fig. 6.6 .- Analyse graphique des effets des facteurs sur : A Production d'alcaloides totaux ;
B: Y p/x et C: Formation de biomasse. Résultats obtenus avec le plan factoriel fractionnaire 2 74,
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6.4- Cinétique de production d'alcaloides par C. purpurea sur support

imprégné

Afin de constater si les niveaux des variables réelles préconisées sont proches de la réalité,
une expérience de contrdle a ét€ réalisée dans les mémes conditions de culture en FMS. Pour cela,
une étde cinétique de 'évolution de la production d'alcaloides, de la formation de la biomasse et
du rendement en alcaloides a été menée dans les conditions préconisées en 6.3. Les résultats sont

reportés sur la fig. 6.7.

-0~ Alcaloides -e- Biomasse -D- Y p/x

100 - 5 25
20 2
75 122
» b
== oo
s2 C)
&= 15 8
ob ==
8o 50 4 &
28
RS 0 g
F g
== E
25 4 2
5
/ / b
0 Qe D1 =CE — — 0

0 50 100 150 200
Temps (heures)

Fig. 6.7 .- Evolution cinétique de différents parametres de la croissance de C. purpurea en FMS

sur support imprégné. Conditions : pH 5.2, Humidité 70 % , aération de 60 ml/min/60 g MH a
26°C. Evolution de la production d'alcaloides, de la formation de biomasse et du rendement Y p/x.

La culture de C. purpurea en FMS sur support imprégné, a permis d'obtenir avec le milieu
proposé une production d'alcaloides totaux d'environ 96,7 mg/100 g MSI et une biomasse
d'environ 4,1 g/100 g MS], soit un rendement en alcaloides d'environ 23 mg /g de biomasse PS. Le
rendement obtenu avec ce milieu de culture est supérieur & ceux obtenus pour la culture de C.
purpurea sur substrat amylacé et A celui obtenu en FSm pour le méme temps d'incubation. Ces
résultats sont donc encourageants, et montrent que la culture sur support imprégné permet
d'obtenir une production élevée d'alcaloides de nature intéressante par les souches de Claviceps. 11
est confirmé que celles-ci sont trés sensibles aux variations de la composition du milieu de culture

et au systéme de culture utilisé (KOBEL et coll., 1962 ; SPALLA, 1969 ; BREUEL et coll., 1982).
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6.5- Conclusion

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous avons étudié les différents parametres de
fermentation de C. purpurea, cultivé en FMS sur support imprégné. Ceci nous a permis de
constater que la production d'alcaloides est corrélée & une croissance lente, accompagnée de
I'accumulation de lipides. L'ensemble des changements biochimiques de la culture, ont été liés a
une chute rapide de la concentration de phosphate inorganique. En effet, le ralentissement de la
croissance semble comélé 2 l'appauvrissement du milieu en phosphate inorganique, et la
biosynthése d'alcaloides a lieu lorsque ce demier est totalement épuisé. Ce comportement a été
également observé lors de la croissance de C. pwrpurea sur substrat amylacé. Cependant, un
rendement nettement supéricur a €€ obtenu lors de la croissance de C. purpurea sur support pour
le méme temps d'incubation (environ 21 mg d'alcaloides/g de biomasse séche 2 360 h de

fermentation).

L'étude des facteurs nutritionnels et environnementaux nous a permis de déterminer les
facteurs principaux qui ont une forte influence sur la production et le rendement en alcaloides.
Ainsi, pour cette premiére étude, nous avons mis en évidence l'influence du tryptophane (comme
inducteur de la ' sy 'toe), de la source d'azote, de la source de carbone, de l'aération, l'effet
stimulateur des acides aminés ainsi que l'effet negatif du phosphate inorganique. En outre, cente
étude nous a permis de confirmer l'influence des facteurs nutritionnels et physico-chimiques sur le
spectre d'alcaloides produits. En effet, la qualité et la quantit¢ des alcaloides changent en
fonction de la composition du milieu de culture liquide imprégné et des conditions de culture.

Les résultats obtenus dans la deuxitme émde confirment les connaissances sur la
physiologie de la culture de C. purpurea en FMS. Ainsi, le saccharose, I'aération, le phosphate
inorganique et le tryptophane ont été les principaux facteurs déterminants de la production
d'alcaloides et du rendement en alcaloides (Y p/x).

Ces résultats nous ont permis de proposer un nouveau milieu pour la culture de C. purpurea
sur support. La culture de cette souche dans ce milicu a confirmé les résultats précédants. Une
production d'alcaloides totaux d'environ 96 mg /100 g MSI et un rendement d'environ 23 mg d'al-
caloides/g de biomasse séche ont €t€ obtenus aprés 200 h de fermentation. Ceci correspond bien 2
une productivité de 2,7 mg d'alcaloides /g de biomasse séchefjour en FMS, soit plus de trois fois
supéricure 2 celle obtenue en FSm (environ 0,7) .

Nos résultats sur la production d'alcaloides par C. purpurea 1029c montrent que la
fermentation en milieu solide avec comme support la bagasse de canne 2 sucre, offre des
alternatives intéressantes pour la production d'alcaloides.

Ces résuitats sont trés encourageants, mais dépendent également de la souche érudiée. C'est
pourquoi nous avons décidé d'étudier une autre espece productrice d'alcaloides : C. fusiformis.
Comme C. fusiformis ne produit pas de conidies, nous avons €t€ amenés 2 modifier 1€gérement le
procédé de culture de FMS sur support imprégné.
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7. BIOSYNTHESE D'ALCALOIDES PAR C. FUSIFORMIS EN FMS

Introduction

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés 2 la croissance de C. fusiformis en milieu
solide. A cet effet, des études ont €té entreprises afin d'adapter la culture de cette souche sur des
substrats amylacés et sur des supports imprégnés. Dans le premier cas, les résultats obtenus pour
la croissance du champignon sont négatifs. Malgré les efforts réalisés, nous nous sommes apergus
que les substrats amylacés ne permettent qu'une croissance lente de C. fusiformis, favorisant par
la méme les contaminations par d'autres microorganismes. Ainsi, I'étude de cette souche en FMS
n'a été réalisée que sur support imprégné. Une étude cinétique en FMS sur bagasse de canne 2
sucre a permis de mieux connaitre l'évolution des différents paramétres de la croissance de C.
fusiformis. Des érudes concernant [a source de carbone et le niveau d'aération ont été réalisées

afin d'optimiser le développement de C. fusiformis.

Par la suite, nous avons étudié l'influence de la teneur en saccharose et en phosphate
inorganique, du tryptophane et de 1'aération sur le déroulement de la fermentation, en utilisant la

méthodologie des plans d'expériences.

7.1- Etude cinétique de la croissance de C. fusiformis en FMS

Pour cette étude cinétique, nous avons utilis€ le milieu d'imprégnation décnit par BANKS et
coll. (1974) avec une solution minérale décrite précédemment (c.f.3.2.4). Les conditions de culture
ont été les suivantes : inoculum 2 x 107 spores/g support ; pH 5,5 ; humidité 70 % ; température
d'incubation 26°C et durée de fermentaton 10 jours. Les résultats de l'étude cinétique sont

rapportés sur la fig. 7.1.

Contrairement aux résultats obtenus au cours de I'étude cinétique en culture submergée, on
observe en FMS que la corrélation entre la biosynthése d'alcaloides et la formation de la biomasse
(estimée par le dosage de la glucosamine) est moins étroite qu'en culture submergée (c.f.4.5.2).
En effet, il existe un décalage entre la biosynthése d'alcaloides et la croissance du champignon ; la
premitre a lieu aprés la phase de croissance rapide et atteint un maximum vers la 2408™M€ heure de
fermentation, alors que la deuxiéme atteint son maximum vers la 1688me heure (7 g/100g MSI).
Ceci s'accompagne d'une accumuladon de lipides d'environ 6 % avec une cinétique similaire 2

celle de la biomasse.
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Fig. 7.1 .- Evolution de différents parametres de fermentation au cours de la croissance de

C. fusiformis sur support imprégné. Inoculum 2 x 107 spores/g support ; pH 5,5, Humidité 70 %.
A : Evolution de la production d'alcaloides, de la biomasse, des lipides, et du KH2PO4 ; B :
Evolution des sucres totaux, du pH, et du Yp/x ; C : Evolution des gaz.
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En fin de fermentation, la production d'alcaloides rapportée a la biomasse produite atteint une
valeur d'environ 18,02 mg/g de biomasse et une production totale de 127 mg/100 g MSI en 13
jours de culture. Sur le plan de la productivité, le rendement Y p/x est environ deux fois plus
élevé en FMS qu'en FSm. On notera que C. purpurea présentait presque la méme producuvité en
FMS qu'en FSm.

Quant a I'évoludon du phosphate inorganique, on observe une diminution rapide pendant les
premiéres heures de fermentation, et un épuisement total vers la 1682M¢ heure, corrélé a une
diminudon de la vitesse de croissance. En culture submergée, ce n'est qu'aprés 240 h qu'on note
un épuisement total du phosphate inorganique dans le milieu de culmure. Cependant, la formation

d'alcaloides en FMS et en FSm commence quand la teneur en phosphate devient limitante.

La consommation des sucres est lente et s'accompagne d'une légere acidification du milieu
dans les premieres heures de ferrnentation. En fin de culture, seuls 40 % des sucres ont été cons-
ommeés (valeur inférieure 2 celle observée pour la culture en milieu submergé). Le pH évolue ici
aussi différemment : au début de la fermentation, il reste quasiment constant, puis il
diminue lentement pour atteindre une valeur finale de 4. Cette acidification du milieu peut éwe

évitée en augmentant la quantité d'urée dans le milieu de culture.

L'évolution du CO2 et de O2 est différente de celle observée pour C. purpurea en FMS. Au
début de la fermentadon, des cinétques similaires sont observées pour la producton de CO2 et
pour la consommaton de 02 avec un coefficient respiratoire proche de 1. Ensuite, on
remarque que la consommation de O2 est supérieure & la production de CO2, indiquant un
déséquilibre de la croissance qui se traduit par une diminution nette du coefficient respiratoire
(proche de 0,5).

Par la suite, des études concernant le choix de la source de carbone et de l'aération ont été
réalisées afin d'établir les meilleures conditions de culture et d'optimiser la compositdon du milieu

de base pour la culture de C. fusiformis.

7.2- Effet de Ia source de carbone et de I'aération

Les travaux précédents ont montré I'importance de la source de carbone et de l'aération sur le
métabolisme de C. purpurea 1029, Ceci nous a amenés a érudier ces paramétres pour C.
fusiformis. La concentraton des différentes sources de carbone a éié fixée a 100 g/l avec un
rapport C/N de 40, favorable pour la production d'alcaloides en FmS. Pour chaque essai, deux
niveaux d'aération ont été testés : 20 et 40 ml/min/colonne (contenant 60 g de milieu solide MH).
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D'aprds les résultats obtenus (c.f. Tableau 7.1), C. fusiformis est capable de produire des
alcaloides en utlisant les différentes sources de carbone testées, mais c'est sur le saccharose qu'on

obtient le meilleur rendement en alcaloides rapporté€s a ia biomasse produite (soit environ 16,9

mg/g).

Le saccharose semble également correspondre 2 la source de carbone la plus favorable pour
la production d'alcaloides de C. fusiformis.ll serait métabolis€ suivant Ja séquence
glycolytique ou suivant les réactions du cycle oxydatif des pentoses (REHACEK et SAJDL,
1990). D'aumre part, on constate l'importance de l'aération sur la croissance et sur la production

d'alcaloides. Une aération de 40 ml/min/colonne semble étre la plus favorable.

Par ailleurs, 1'évolution du CO2 durant la fermentation nous a permis de caractériser la
croissance sur ces différentes sources de carbone. Ainsi, on observe que pour le mannitol et
glycérol+glucose, la quantité d'air introduite affecte fortement la production de CO2 (une faible
aération conduisant 4 une faible production de CQO2), alors que pour le saccharose et 1'amidon, la

production de CO2 est presque identique quelque soient les niveaux d'aération.

Ainsi, pour les émdes postéricures, nous avons retenu le saccharose comme source de
carbone et une aération de 40 mi/min/colonne.

Tableau 7.1 .- Effet de la source de carbone et de l'aération sur la production d'alcaloides
par C. fusiformis en milieu solide imprégné a 26°C pendant 13 jours.

Source de carbone Substrat Aération Alcaloides Y p/x —I CO2 formé
g/l mUmin/colonne* | mg/ 100g MSI | mg/g | ml/g MSI**
1 Mannitol (1) 100 40 50,4 9,1 92,7
20 35,7 7,7 66,5
2 Saccharose(2) 100 40 73,5 16,9 1144
20 62,6 14,3 117,8
3 Amidon soluble 100 40 39,6 59 40,3
20 31,6 4,1 519
4 Glucose + glycérol | (70+30) 100 40 284 53 85,6
20 14,6 4,6 21,6

1. (DESAl et coll, 1983 ; GABERC-POREKAR et coll., 1987); 2. (ERGE et coll, 1984)
* 60 g MH/ colonne (c.f. 3.5.5) ; ** & 7 jours d'incubation
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Fig. 7.2 - Effet de I'aération sur la formation de CO2 au cours de la croissance de C. fusiformis
sur bagasse imprégnée avec différentes sources de carbone. Les numéros 1,2,3 et 4
correspondent au mannitol, saccharose, amidon soluble et glucose+glycérol, respectivement.

A :20 et B : 40 ml/min/colonne (60 g de MH) ; Humidité 70 % ; pH 5, 2 a 26°C pendant 7 jours.
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7.3- Définition des facteurs essentiels pour la production d'alcaloides par
C. fusiformis

Les résultats précédents ont démontré |'importance du saccharose, du phosphate
inorganique et du tryptophane sur la biosynthése des alcaloides. De méme, nous avons remarqué

I'influence de I'aération lors de la culture de souches de Claviceps en FMS (Chapitres 5 et 6).

Les effets de ces facteurs sur la production d'alcaloides par C. fusiformis et le rendement en
alcaloides rapporté 2 la biomasse (Y p/x) seront éwudiés simultanément en utlisant la
méthodologie des plans d'expériences. La croissance microbienne étant considérée comme une
réponse complémentaire, 1'objectif de cette étude a consisté 2 établir les effets de chaque facteur

conwrdlé dans le domaine expérimental considéré.

Pour cette étude, un plan centré composé rotatif a été utilisé (BOX et WILSON, 1951). Ce
plan d'expérimentation comporte 5 niveaux pour chaque facteur. Les niveaux des facteurs ont été
choisis en considérant les résultats précédemment obtenus pour C. purpurea et C. fusiformis.
Les niveaux sont codés : -2,-1,0, +1, et +2 pour lesquels le centre O représente la concentration

en milieu de base (c.f. 3.2.4).

Dans les tableaux 7.2 et 7.3 sont représentés respectivement la correspondance des niveaux
codés et réels et la matrice d'expérience pour un plan composé rotatif avec quatre facteurs
controlés. Les résultats expérimentaux sur la production d'alcaloides totaux, le rendement Y p/x et
la production de biomasse de C. fusiformis sont préseniés dans ie tableau 7.4. L'effet des facteurs

est ainsi modélisé sous la forme du polyndme de second degré

Y = bo + Tbix; + Thiixi2 + X bjjxij +e

réponse

terme constant (centre)

variables expérimentales (codées)

coefficients des termes linéaires

cocfficients des termes quadratiques
coefficients des termes d'interaction de 147 ordre
erreur expérimentale ou résidu

I L | [ A O

avec,
Y
bo
Xi
by
bii
b

Grace a ce modeie, les effets des facteurs sur les réponses et les niveaux optimaux des divers
facteurs étudiés peuvent étre déterminés (dérivées des facteurs x; par rapport 2 Y). Le calcul des
coefficients ainsi que l'analyse statistique a partir des résultats obtenus du plan cenwré composé,
ont éié effectués sur un ordinateur de type PC-compatible 2 l'aide du logiciel NEMROD (New
Efficient for Research using Optimal Design) mis au point par la Société L.P.R.A.L, Aix-en
Provence, France (MATHIEU et PHAN TAN LUU, 1982).

Résuliats et Discussion



1238

Tableau 7.2 .- Correspondance entre les niveaux codés et réels des facteurs étudiés

Niveaux codés des facteurs

Facteur Concentrations expérimentales (g/l)

-2 -1 0 1 2
X,= Saccharose 150 175 200 225 250
X,=KH2P0O4 0,2 0,6 1 1,4 1.8
X,= Tryptophane 0,2 0,4 0,6 0,8 1
X = Aération * 20 30 40 50 60

* mlmn/colonne ; Colonne : 60 g MH

Tableau 7.3 .- Structure du plan centré composé pour 1'étude de 4 facteurs controlés.

Niveaux codés des facteurs
Combinaisons X, X, X, X,
(Nr.)
1 - - - -
2 + - - -
3 - + - - -
4 ¥ ¥ - - -
s - - + - 2
6 + - + - £
7 - + + - &
8 + + + - fu
9 - - . + &
10 + - - +
11 - + - +
12 + + - +
13 - - + +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +
17 -2 0 0 0
18 2 0 0 0 »
19 0 -2 0 0 3
20 0 2 0 0 c: E
21 0 0 2 0 < &
22 0 0 2 0 £
23 0 0 0 2 &~
24 0 0 0 2
254 36 0 0 0 0

Point central répété
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Tableau 7.4 .- Résultats obtenus au cours de la croissance de C. fusiformis (Plan centré compos€)

Alcaloides Y p/x Biomasse
EXP. N° mg/100 g MSI mg d'alcaloides /g Biomasse g/100g MS

Y1 Y2 Y3
1 42,80 6,37 6,72
2 68,92 61,05 1,13
3 16,31 6,62 2,46
4 98.58 31,22 3,16
5 112,25 104,71 1,07
6 105,25 37,46 2,81
7 5392 12,24 4,40
8 95.25 102,75 0,93
9 60.51 36,02 1,68
10 74,65 46,86 1.59
11 60,15 i 14,94 4,03
12 95,69 57,99 1,65
13 53,23 87.49 0,61
14 101,25 69,92 145
15 67.36 13,06 5.16
16 102,36 38,83 2,64
17 82,36 52,64 1.56
18 90,06 34,54 2,61
19 45.56 36,15 1,26
20 14,30 9,06 1.58
21 4025 19,16 2,10
22 105,25 165,11 0,64
23 63,26 29,50 2,14
24 24.56 9,69 2.54
25 56,20 2191 2,57
26 52,20 24,19 2,16
27 51.50 25,58 2,01
28 55,61 26,85 2,07
29 51,60 28,07 1,84
30 53,20 28,06 190
31 54,80 31,80 1,72
32 51,20 19,97 2,56
33 57.20 23,65 2,42
34 51,32 28,48 1,80
35 54,10 21,34 2,54
36 51,30 20,23 2,54

Résultats et Discussion
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7.3.1- Analyse de la variance
D'apres les analyses de la variance obtenues pour les réponses Y1 (alcaloides totaux) et Y2

(rendement Y p/x), il en résulte un rapport F (rapport entre le carré moyen de régression et le carré
moyen résidu) de 4,43 (P <0,01) et 4,29 (P < 0,01) respectivement (ci-dessous).

Réponse Y1

Source de variadon | Somme de carrés | Degrés liberté | Carré moyen | Rapport F P
Régression 16614,49 14 1186,749 443 < 0,01
Résidu 5625,069 21 267,8604
Total 22239,56 35

Coefficient de Regression multiple (R2;  0,7471

Réponse Y2

Source de variation | Somme de carrés | Degrés liberté | Carré moyen | Rapport F P
Régression 27858,39 14 1989,885 4,29 < 0,01
Résidu 9740,484 21 463,826
Total 37598,87 35

Coefficient de Regression multiple (R2)  0,7409

La comparaison, en terme de rapport F, permet de tester la validité du modele. Si ce
rapport n'est pas significatif, c'est-a-dire ne dépasse pas une valeur seuil théorique en fonction des
degrés de liberté et du seuil de probabilité choisi, la conclusion sera que les erreurs autour du
modele sont de la méme grandeur que celles dans 1'évaluation de chaque point. Le modele est
alors adéquat. Toutefois, pour notre travail nous avons fixé P < 0,001 et pour une meilleure adé-
quation du modele, nous avons décidé d'éliminer quelques expériences. Pour cela, nous avons
considéré la normée, qui est définie comme le rapport entre la différence (Yexp.- Ycal.) et 1'écan
type de l'estimation. Les valeurs de la normée dépassant l'unité sont donc celles o 1'écart di au

modele est plus important que la variance expérimentale.

Résultats et Discussion
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Ceci peut aussi &me représent€ par les graphiques de résidusen fonction des réponses
calculées & pardr du modele (Fig. 7.3).
calculés par les modtles, sont considérées par la suite comme des expériences supplémentaires
(Tableau 7.6 et 7.7) .

Les expériences ayant des résidus trés éloignés de ceux

7.3.2- Analyse statistique

Aprés supression de 5 expériences présentant un grand écart par rapport au modele réjeté,
'analyse de la variance de chaque réponse étudiée montre une meilleure adéquation du modele
(ci-dessous), En effet, les nouveaux rapports F calculés représentent des seuils de probabilité infé-

rieurs 4 0,001. Le modeéle est cette fois-ci validé.

Réponse Y1

Source de variation | Somme des carrés | Degrés liberté | Carré moyen | Rapport F P
Régression 16592,7 14 1185,193 30,21 < 0,001
Résidu 627,7159 16 39,23224
Total 17220,42 30

Coefficient de Régression muitple (R2)  0,9635

Ecart-type de l'estimation : 6,263

Réponse Y2

Source de variation | Somme des carrés | Degrés liberté | Carré moyen | Rapport F P
Régression 18791,86 14 1342,27 25,32 < 0,001
Résidu 848,167 16 53,01044

Total 19640,03 30

Coefficient de Régression muldple (RZ)  0,9568

Ecart-type de l'estimation : 7,280

Résultats et Discussion
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Fig. 7.3.- Etude graphique de résidus en fonction des réponses calculées & partir du modéle. A :
Alcaloides totaux et B : Rendement Y p/x. Les numéros A et B correspondent aux expériences
éliminées.
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Le tableau 7.5 donne les coefficients calculés pour chaque réponse expérimentale apres

suppression des expériences signalées (c.f. Fig. 7.3).

Tableau 7.5 .- Coefficients des réponses €tudi€es calculés pour un modéle quadratique.

Alcaloides Y p/x
Coefficients du modele mg/100 g MSI mg alcaloides/ g
Facteurs Y1 Y2
Terme constant
bo 53,54 (***) 25,01(***)
Termes linéaires

bl Saccharose 12,12 (***) 55 (>10 %)

b2 KH2PO4 -5,4 (*%) -4,63 (%)

b3 Tryptophane 14,21 (**) 25,31 (***)

b4 Aération 37(* -3,28 (<10 %)

Termes quadratiques

b1l Sac-sac 13,35 (***) 4,64 (**)
b22 PO4-PO4 -5,85 (***) -0,6 (>10 %)
b33 Try-Try 4,84 (**%) 20,39 (***)
b44 Air-Air 44 (*) -1,35 (>10 %)
Termes d'interactions

b12 Sac-PO4 4.6 (*) 10,07 (***)
b13 Sac-TRy -0,17 >10 %) -3,7 (>10 %)
bl4 Sac-Air 0,32 (>10 %) -8.,4 (**)
b23 PO4-Try 1,74 (>10 %) 4,67 ((<10 %)
b24 PO4-Air 11,45 (***) -10,87 (***)
b34 Try-Alr -11,83 (***) -18,62 (***)

Expériences éliminées : Y1 (4, 14, 18,24, 32); Y2(2,6.7,21,22)
Probabilité :*=<5% ;**=<1/100; *** = < 1/1000
1

La comparaison entre les résultats calcul€s par le modéle et ceux observés est reportée dans
les tableaux 7.6 et 7.7. On constate que les points calculés selon le modele ne sont pas trés cartés
(cf. Yexp-Ycalc.) des résuitats expérimentaux. Une analyse des effets individuels des

différents facteurs €tudi€s est donc possible.
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Tableau 7.6 .- Comparaison des résultats calculés selon le modéle quadratique
avec les résultats observés

o Alcaloides
Milieu mg/100 g MSI
n° Y expérimental Y calculé (Yexp. - Ycalc.) Normée
1 42,80 51,79 -9,00 -1,44
2 68,92 63,54 5,37 0.86
3 16,31 8,07 8,24 1,32
s 112,25 103,55 8,69 1,39
6 105,25 114,59 -9,35 -1,49
7 53,92 61,12 -7,21 -1,15
8 95,25 90,91 4,34 0,69
9 60,51 56,60 3,91 0.62
10 74,65 75,32 -0,67 -0,11
11 60,15 58,68 1,47 0,23
12 95.69 96,13 -0,45 -0,07
13 53,23 61,10 -7,88 -1,26
15 67,36 64,48 2,87 0,46
16 102,36 101,24 1,12 0.18
17 82,36 82,72 -0,37 -0,06
19 45,56 40,91 4,64 0,74
20 14,30 19.30 -5,01 -0,80
21 40,25 44,50 -4,25 -0,68
22 105,25 101,36 3,89 0,62
23 63,26 63,62 -0,37 -0,06
25 56.20 53,54 2,65 0,42
26 52,20 53,54 -1,35 -022
27 51,50 53,54 -2,05 -0,33
28 55.61 53,54 2,06 0,33
29 51,60 53.54 -1,95 -0,31
30 53,20 53,54 -0,35 -0,06
31 54,80 53,54 1,25 0,20
33 57,20 53,54 3,65 0,58
34 51,32 53,54 -2,23 -0,36
35 54,10 53.54 0,55 0,09
36 51,30 53,54 2,25 0,36
Expériences supplémentaires

4 98,80 38,55 60,02 9,58
14 101,25 79.11 22,13 3,53
18 90,06 131,12 -41,16 -6,57
24 24,56 78,76 -54,20 -8,65
32 51,20 53,54 -2,35 -0,37

Normée : rapport (Yexp.-Ycal.) et I'écart type de 'estimation.

Résultars et Discussion



Tableau 7.7 .- Comparaison des résultats calculés selon le modele quadratique

avec les résultats observés

Y p/x
Milieu mg/g
n° Y expérimental Y calculé (Yexp.-Ycalc.) Normée
1 6,37 3,22 3,14 043
3 6,62 12,49 -5,87 -0,81
4 31,22 31.81 -0,60 -0,08
5 104,71 115,46 -10,75 -148
8 102,75 95,33 7,42 1,02
9 36,02 46,29 -10,28 -1,41
10 46,86 44,00 2,86 0,39
11 14,94 12,08 2,86 0,39
12 57,99 50,09 7,89 1,08
13 87,49 84,03 3,46 0,48
14 69,92 66,90 3,01 041
15 13,06 1591 -2,86 -0,39
16 38,83 39,11 -0,28 -0,04
17 52,64 42,48 10,15 1.3
18 34,54 44,69 -10,15 -1,39
19 36,15 31,87 4,28 0.59
20 9.06 13,33 -4,28 -0.59
23 29.50 26,16 3,33 046
24 9,69 13,02 -3,33 -0,46
25 2191 25,01 -3,10 -043
26 24,19 25,01 -0,82 -0,11
27 25,58 25,01 0,57 0,08
28 26,85 25,01 1,84 025
29 28,07 25,01 3,06 042
30 28,06 25,01 3,05 0,42
31 31,80 25,01 6,79 093
32 1997 25,01 -5.04 -0,69
33 23,65 25,01 -1,36 -0,19
34 28,48 25,01 347 0,48
35 21,34 25,01 -3,67 -0.50
36 20,23 25,01 -4,78 -0,66
Expériences supplémentaires

2 61,05 17,76 43,29 5,95
6 37,46 79,64 -42,18 -5,79
7 12,24 90,82 -78,59 -10,79
21 19,16 55.96 -36,80 -5.05
22 L 165,11 157,20 7,90 1,09

Normée : rapport (Yexp.-Ycal.) et I'écart type de I'estimation.

Résulats et Discussion



136

7.3.3- Analyse des effets individuels des facteurs

Afin de visualiser linfluence des facteurs sur la production dalcaloides totaux et le
rendement Y p/x, des graphiques de réponses individuelles ont été établis. Ces graphiques
correspondent 2 une représentation classique de la réponse en fonction de la concentration en

nutriment.

Ainsi, la courbe de l'influence d'un facteur conardlé sur une réponse peut éme déterminée par
le modéle quadratque, les autres facteurs €tants fixés 4 un niveau constant (dans notre cas : au
niveau central 0). La fig. 7.4 reporte les influences des facteurs sur les différentes réponses. Le
ryptophane et le saccharose semblent étre les facteurs les plus importants. Par conte, le

phosphate et I'aération présentent des effets moins significatifs.

Y1
-:;7 150 B Saccharuse
< 1 ¢ KHIPOM
125 8 Tryptophane
oo ¢ Aération
& 100
2 3 ¢
E 75 N
& so0
RSN
g 25 {
«
0
-2 -1 0 1 P
Y2
200 B Saccharose
* KH2PO4
! 8 Tryptophane
= 150 Ao Aéranon
&
E
\:_ 100 /
o
50 :\\ /
= =
0 4 L
-2 -1 0 1 2

Niveaux codés des facteurs

Fig. 7.4 .- Graphiques des effets individuels centrés sur les réponses Y1 (Alcaloides totaux) et Y2
(rendement Y p/x).
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7.3.4- Recherche du chemin optimal

Apres validatdon du modele, le logiciel peut, grice 3 un algorithme de type "Simplex”,
évoluer pas 2 pas vers une maximisation de la réponse, dans le domaine expérimental considéré.
Pour cela , il construit un Simplex qui recherche les différentes combinaisons donnant la réponse
fa plus éievée, en établissant le chemin opumal pour chaque réponse. L'évolution des réponses en

foncdon du choix des niveaux des facteurs (chemin optimal) est représentée sur la fig. 7.5.

X1
~ 9] ® succharose
2,0 " ¢ KH2PO4
\g 8 Trypophane
§ 1,0 \\ ﬂ;— ©  Aération
% 0,0 - v —
= o
g —
> -1,0
-2,0
0 30 60 90 120 150
Alcaloides (mg/100 g MSI)
Y2
? ] B Saccharosc
% *  KHZPO4
5 1 " Trypiwphane
-§ )/ ©  Adgation
2 01> -
T ——
5
> -1
-2 -
0 40 80 120 160
Y p/x (mglg)

Fig. 7.5 .- Graphiques de recherche du chemin optimal pour la maximisation des réponses.
Y1 : Alcaloides et Y2: Y p/x.
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Il est A noter que les combinaisons faites pour le logiciel ne représentent pas toutes les
combinaisons possibles, ni les meilleures, mais elles permettent d'établir une direction pour la
réponse en considérant les niveaux des facteurs. En fonction des réponses calculées par le logiciel
a partir du modele, nous pouvons ainsi connaitre les valeurs réelles des facteurs pour les points

représentés (Fig. 7.5).

Y caiculée. Y1=140,i8mg/100g MSI | Y2=16425mg/g
Variable Variable
Facteur Codée réelie Codée réelle
Saccharose 1,99 249,75 -0,23 194,38
KH2PO4 0,11 1,04 -0,27 0,89
Tryptophane 0,55 0,71 1,88 0,98
Aération 0,08 40,83 -0,57 34,33

A partir de ces données on constate que les valeurs des variables réelles proposées sont
différentes pour le maximun de chaque réponse. Ceci nous conduit & établir un compromis parmi
les facteurs qui ont une forte influence et les autres qui demeurent constants, de maniére a
maximiser la ou les réponses prioritaires, La méthode du chemin optimal met en évidence
I'importance des facteurs tryptophane, saccharose et air confirmant ainsi les résultats obtenus lors
de I'analyse des effets individuels. Ce chemin optimal nous a donc permis de déterminer les effets
des facteurs les plus importants pour chaque réponse et de fixer les valeurs constantes des

variables codées 2 utiliser pour construire les courbes d'isoréponse.
7.3.5- Analyse graphique de surfaces d'isoréponse

Les courbes d'isoréponse sont construites en fonction de 2 facteurs (xi, xj), les autres étant
maintenus constants. Dans les fig. 7.6 et 7.7 sont représentées les courbes d'isoréponse. Le
couple tryptophane-saccharose a €té analysé en maintenant constants les autres facteurs (x2 au

niveau (0) et x4 au niveau (-2)).

A partir des graphiques d'isoréponse, il est possible de faire une analyse des principales
influences des facteurs sur les différentes réponses, bien que les réponses maximales ne soient pas

au centre du domaine expérimental.
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Fig. 76~ Effet du tryptophane et du saccharose sur la production d'alcaloides (mg/100 g MSI).
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La fig. 7.6 considere l'effet du yptophane et du saccharose simultanément . Elle indique
clairement la direction 2 suivre pour maximiser la production d'alcaloides. Dans le cas présent,
une augmentation de ces facteurs (tryptophane 4 1 g/l (+2) et saccharose 3 250 g/1 (+2)) nous

permettrait de resituer le domaine nécessaire 2 la détermination des optima.

En ce qui concerne le rendement d'alcaloides totaux rapportés a la biomasse (Y p/x), l'effet le
plus important est donné par le tryptophane (Fig. 7.7). Le saccharose peut étre favorable au
rendement en alcaloides entre 150 et 250 g/l, avec une concentration de 1 g/l de tryptophane.
Toutefois ces considérations sont rapportées au domaine expérimental érudié. 11 serait nécessaire,
& partir de cette analyse, d'établir un nouveau domaine d'étude de maniere 2 éviter des erreurs dans

la détermination des optima.
Discussion

Il est bien connu que la biosynthése d'alcaloides est sous le contdle de l'information
génétique (KOBEL et coll,, 1962 ; SPALLA, 1969). Toutefois, ce processus peut étre influencé par
des facteurs physicr =< ~t chi "ques, comme nous avons pu le montrer lors de 1'étude des effets de
la composition du milieu de culture et de I'aération (c.f chap. 7.3). Au cours de la présente étude,
nous avons constaté une stimulationde la production par l'addition de L-tryptophane et de
saccharose. L'effet sumulateur du L-tryptophane n'est pas un phénomene général pour toutes les
souches de Claviceps. Dans le cas de C. paspali (GROGER et TYLER, 1963) et de C. purpurea
(ERGE et coll., 1987), la production d'alcaloides diminue quand le tryptophane est addidonné au
milieu de culture. Par contre, le tryptophane induit la biosynthése d'alcaloides au cours de la
culture de Claviceps SD 58 (ERGE et coll., 1984 ; REHACEK et SAJDL, 1990).

TEUSCHER (1964) a montré que le mycélium de Claviceps est capable d'assimiler le
tryptophane du milieu et qu'une corrélation existe entre {a capacité de production des alcaloides par
la souche d'alcaloides et sa capacité a transporter activement le tryptophane. Selon VINING
(1970), le L-tryptophane augmenterait la production d'alcaloides par la souche de Claviceps HLX
123, en favorisant le développement dun sysiéme enzymatique plus actf, lié au
métabolisme secondaire (BULOCK et POWELL, 1965).

Par ailleurs, il a été constaté que durant la croissance rapide du champignon, le tryptophane
s'accumule dans le mycélium, mais l'induction des enzymes responsables de la biosynthése des
alcaloides se déclenche lorsque le phosphate inorganique est totalement épuisé du milieu de culture
(MATOSIC et coll., 1983 ; ERGE et coll,, 1984 ; REHACEK et SAJDL, 1990). Toutefois,
I'addition du tryptophane surmonte l'inhibition par le phosphate, de ces enzymes responsables de la
biosynthese des alcaloides ( ROBBERS et coll., 1972, 1978).
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Lors de cente étude, nous avons observé que le phosphate inorganique ne présentait pas
d'effet significatif sur la production, mais qu'une concentration faible favorisait la producton et le
rendement en alcaloides. En outre, l'aération doit étre minimale pour obtenir une production élévée

d'alcaloides, mais suffisante pour permetire la croissance de C. fusiformis.

En ce qui concerne le métabolisme du saccharose par C. fusiformis, ce sucre, présent dans le
milieu en concentration élevée, est lentement métabolisé et entraine une faible croissance qui peut
étre die & la pression osmotique du milieu de culture. Toutefois, l'influence des facteurs €tudiés,
révélée lors de la culture de C. fusiformis en FMS, semble confirmer les données physiologiques

connues pour Claviceps sp. cultivé en milieu submergé (SPALLA et coll,, 1978).

D'aprés les résultats obtenus, des concentrations é€lévées en saccharoseet en
tryptophane permettraient d'augmenter la production d'alcaloides et le rendement Y p/x. C'est
pourquoi nous proposons d'utiliser le milieu de base suivant pour la production d'alcaloides par C.
fusiformis : saccharose 250 g/l, wyptophane 1 g/l, phosphate inorganique 1 g/l. Combiné a une
aérarion de 20 ml/min/colonne, ce milieu devrait permettre d'obtenir d'aprés notre modele, une
concentration en alcaloides proche de 234,5 mg/100 g de MSI et un rendement en alcaloides

d'environ 271,2 mg/g de biomasse PS.

Une expérience de contrdle destinée a vérifier le modele défini, a €€ réalisée. A cet effet,
nous avons fixé les valeurs des variables codées comme suit : saccharose (+1) ; phosphate
inorganique (-1) ; tryptophane (+2) et aératon (-2) ; la solution minérale a été décrite
précédemment (§3.2.4). Dans ces conditions, la production et le rendement en alcaloides seraient
théoriquement de 197 mg d'alcaloides /100 g de MSI et de 210 mg/ g de biomasse PS,
respectivement. L'expérience nous a permis d'obtenir une production de 208 mg/100 g MSI et un

rendement de 187 mg/g de biomasse PS, ces résuliats confirmant ainsi la validité du modéle

proposé.

7.4- Conclusion

L'étude des différents parameétres de croissance de C. fusiformis nous a permis de faire une
comparaison entre sa croissance en FMS et en FSm. En FMS, le rendement en alcaloides rapportés
a la biomasse est deux fois supérieur a celui observé en FSm. De méme, on a remarqué qu'en FMS

la croissance et la biosynthese des alcaloides présentaient un rapport moins étroit qu'en FSm.

L'étude de la source de carbone et de I'intensité de I'aération au cours de la fermentation, nous
ont permis de fixer les conditions optimales pour la culture de cette souche. Toutefois, la

démarche classique d%tude de ces facteurs ne permet pas de connaitre leurs effets
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simultanés sur la production d'alcaloides. Mais la méthodologie des plans d'expériences nous a
permis de mettre en évidence les influences prépondérantes du tryptophane et du saccharose sur
la production d'alcaloides et ie rendement Y p/x. L'aération présente également un effet significatif

sur le rendement.

Ainsi, le saccharose peut étre utilis€ en concentrations allant de 150 & 250 g/1, le wyptophane
a2 1g/ et l'aératdon peut éwe comprise entre 20 et 40 ml/min par colonne ; ces valeurs

dépendant de la réponse souhaitée mais également de la rentabilité du procédé.

Grice 2 l'application du plan centré composé et du modéle quadratique, nous avons essayé
de mettre en évidence les variables critiques et leurs interactions, et de considérer ainsi ce systéme
dans une partie de sa complexité, bien que ces modeles demeurent des approximations empiriques

plus au moins adaptées pour la description de phénomenes biologiques assez complexes.
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Photo 7.1 C. fusiformis cultivé sur substrat amylacé durant 7 jours.
Microscopice Clectronique 2 balayage (x2000).

Photo "..2. (. iusiformis culiivé sur bagasse imy .y 1€e durant” * urs.
Miicroscopic Clectronique a balayare (x2000) (c.f. Ao B).

Résu'a: 1 D
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8. COMPARAISON DES PERFORMANCES DE LA FMS ET DE LA FSm
POUR LA PRODUCTION D'ALCALOIDES

A titre comparatif, nous avons rassemblé¢ sur le Tableau 8.1 les résultats obtenus lors de la

culture de C. purpurea et de C. fusiformis en FMS et en FSm.

Tableau 8.1 .- Comparaison des différents parametres de fermentation de C. purpurea
et C. fusiformis en FMS et FSm 200 heures de culture 4 26°C, pH 5.2.

Paramétre Milieu submergé  Milieu solide imprégné
A B A B
Substrat consommé, g/l 127,10 98,20 112,71 97,50
Biomasse, g/ 31,10 29,54 17,57 4,75
Alcaloides totaux, mg/l 203,10 236,20 414,43 891,86
Rendement Y x/s, g/g de substrat consommé 0,24 0,30 0,16 0,05
Rendement Y p/x, mg/g biomasse séche 6,54 7,99 23,58 187,76
Rendement Y p/s, mg/g de substrat consommé 1,60 2,41 3,67 9,14

A : C. purpurea 1029c : B : C. fusiformis ATCC 26019.
Saccharose initial : 200 g/1 pour C. purpurea et 225 g/l pour C. fusiformis

La production d'alcaloides par ces souches est nettement plus élevée en FMS. En effet, on
reléve des productions en alcaloides par FMS deux fois supérieures pour C. purpurea et quatre
fois supérieures pour C. fusiformis par rapport a celles obtenues en FSm. Un autre avantage de la
FMS réside dans l'obtention de produits plus concentrés, comme c'est le cas pour de nombreux
métabolites fongiques (LONSANE et coll., 1985 ; RAIMBAULT et coll., 1989).

Par ailleurs, nous avons remarqué que la croissance de ces souches en culture solide a été
plus faible qu'en culture submergée. Cependant, le rendement en alcaloides totaux exprimé par
rapport 2 la biomasse a €té plus élevé en FMS, d'un facteur de 3 pour C. purpurea et d'un facteur
de 10 pour C. fusiformis. Ceci peut étre dii a l'interaction substrat/microorganisme/support qui
rend le systtme intéressant pour la biosynthése de métabolites secondaires, mais limite la
production de biomasse. On peut supposer que la biomasse s'est fixée au support, ce qui a
empéché sa récupération totale. De toute maniére la production globale d'alcaloides est bien

supérieure en milieu solide qu'en milieu liquide.

En ce qui conceme la consommation de substrat, nous avons constaté qu'elle a été
sensiblement identique pour les deux souches, quelque soit le type de fermentation. Par
conséquent, le rendement en alcaloides rapporté au substrat consommé a €té plus élevé en FMS
qu'en FSm (Tableau 8.1).
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Les résuitats obtenus montrent que la technique de FMS semble &tre plus intéressante pour
les 2 souches sur le plan de la productivité, que la technique de FSm. On peut envisager
d'utiliser ce systéme de fermentation pour la synthese d'autres métabolites secondaires ou pour la

bioconversion de molécules.

Par ailleurs, les résultats obtenus indiquent des changements significatifs dans le specte des
alcaloides produits lors de la culture de ces souches en FMS par rapport a la FSm (fig. 8.1). En
effet, 'ergonovine et l'ergotamine sont synthétisées en quantités supérieures lorsque les souches
sont cultivées en FMS. Par conwe, la proportion de lysergol est plus faible en FMS pour C.

purpureq.

Cette différence de comportement en fonction des conditions de culture a déja éié
rapportée par BREUEL et coll. (1982) qui ont constaté que le spectre d'alcaloides produits est non
seulement une conséquence du génotype de la souche €rdi€e, mais qu'il dépend également des

conditions environnementales et nutritionneiles utilisées.

1007
1
80 4

% d'alcaloides tofaux

T - /]
g - Y

Ergonovine Lysergol Ergotamine Autres alcaloides DAL

Fig. 8.1.- Spectre d'alcaloides obtenus lors de la culture de C. purpurea (A) et C. fusiformis (B)
en FMS et FSm. Conditions (c.f. tableau 8.1).
DAL : Dérivés de I'acide lysergique

Des changements de spectre peuvent €tre provoqués par des traitements mutagéniques
(KOBEL et SANGLIER, 1973 ; MARNATI et coll., 1975). De méme, il a é1é demontré que les
substrats utilisés, ainsi que l'addition d'acides aminés ou d'analogues dans le milieu, peuvent
altérer la distribution et le spectre des alcaloides synthétisés (BEACCO et coll., 1978 ; KOBEL et
SANGLIER, 1978).
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La technique de FMS est donc une alternative avantageuse pour la production d'alcaloides de
l'ergot. En effet, la production d'alcaloides et les rendements de croissance obtenus temoignent de
la performance de ce type de fermentation pour la culture de souches de C. purpurea et de C.
fusiformis. En outre, les différences dans le profil des alcaloides, mises en évidence lors de ces
cultures par FMS ou FSm, démontrent I'importance de la technique de culture sur les activités

métaboliques des microorganismes.
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9. CONCLUSION

L'analyse bibliographique nous a permis de souligner l'importance des alcaloides de
l'ergot du seigle en pharmacologie et en médecine. Notre étude nous a conduits & appliquer la
FMS 2 la culture de souches de Claviceps pour la production des alcaloides de l'ergot. La
fermentation en milieu solide est proche des conditions naturelles de développement de ce
champignon. Des lors, il convient d'utiliser cette technique pour sa culture. Cette approche s'inscrit
dans le cadre de la valorisation biotechnologique de sous-produits tropicaux par FMS, pour
l'obtention de métabolites fongiques 2 haute valeur ajoutée. L'ensemble travaux décrits dans ce
mémoire sont originaux. En effet, tous les travaux sur la production d'alcaloides ont été réalisés
jusqu'a présent soit en culture parasitaire au champ, soit en fermentation submergée (FSm).

La production des alcaloides par ce microorganisme dépend directement des
conditions environnementales mais aussi de la composition du milieu de culture. Des lors, nous
avons axé nos travaux sur l'amélioration et l'optimisation de ces paramétres. Au terme de cette
étude, il nous a été possible de caractériser la biosynthese des alcaloides et la croissance de C.
purpurea et de C. fusiformis aussi bien en FSm qu'en FMS.

Dans un premier temps, notre recherche s'est focalisée sur I'étude de la culture des souches en
milieu gélosé et en milieu liquide. Cette connaissance acquise, il nous a alors été possible
d'adapter ces souches 2 la culture en milieu solide en prenant nous aidant de plans d'expériences et
de divers outils statistiques.

Une croissance élevée et une production en alcaloides (comparable 4 celle retrouvée en FSm)
ont ét€ obtenues dans ces conditions. Toutefois, la nature du substrat influengait largement le
spectre des alcaloides produits. Par ailleurs, le tryptophane, la source d'azote minéral et I'aération
avaient un effet significatif sur la biosynthése des alcaloides, les activités respiratoires et la
croissance.

La bagasse de canne 2 sucre a été choisie comme support solide d'imprégnation, en raison de
son grand pouvoir de rétention d'eau (environ cing fois son poids). D'autre part, le fait de pouvoir
imprégner un milieu de culture de composition connue nous a permis de réaliser un criblage aisé
de différents facteurs influengant la production d'alcaloides (nutriments et conditions culturales).

L'influence prépondérante du tryptophane, du saccharose, du phosphate inorganique et de
l'aération sur la biosynthese quantitative et qualitative des alcaloides a été constatée. Plus
précisément, l'effet du wyptophane comme précurseur de la biosynthése d'alcaloides, a éié
largement confirmé au cours de nos études. De méme, l'effet stimulateur du saccharose et
I'effet positif de 'aération sur la production ont pu étre établis en FMS sur support imprégné.

Griice 2 l'application de plans d'expérience et a l'aide de la méthodologie des surfaces de
réponses, nous avons pu montrer l'effet de différents facteurs. Dans ce méme contexte, nous avons
validé un modele quadratique et proposé un nouveau domaine d'étude dans la perspective d'une
optimisation postérieure.

Conclusion
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Les différentes conditions de culture en milieu solide pour la croissance de C. purpurea ct
C. fusiformis, permettent d'assurer unrendement global de production d'alcaloides d'environ
24 ct 188 mg d'alcaloides/g de biomasse, respectivement. Nous avons également pu démontrer que
le changement de la composition en alcaloides produits par les Claviceps est directement li€ 3 1a
composition du milicu et 2 la technique de culture utilisée (TREJO-HERNANDEZ et coll.,
1992a-b).

Des études sur l'amélioration des conditions de culture restent nécessaires afin d'optimiser le
procédé. L'intérét de ce wravail est d'abord de suggerer que les méthodes employées permettaient
de définir a validité des facteurs pris en compte pour optimiser la production. Les plus importants
ont été analysés. I1 serait judicieux d'étudier aussi d'autres facteurs également importants pour
affiner ce travail.

Les perpectives de ces travaux sont fort nombreuses. Elles suggerent tout un ensemble de
recherches sur de nouvelles souches de champignons filamenteux hyperproductrices d'alcaloides
en FMS. Ce procédé est sous-évalué industricllement, pourtant les rendements obtenus en FMS
par rapport 2 la fermentation en milicu submergé sont meilleurs. Cette technique ouvrent donc des
alternatives pour la biosynthése de métabolites secondaires.

La méthodologie dévéloppée pour le suivi de la fermentation par I'analyse du flux gazeux est
un outil fondamentalement important pour le choix des conditions de culture et pour le suivi en
ligne des FMS. A terme, il permettrait d'étudier l'influence des échanges gazeux sur l'orientation
du métabolisme secondaire en milieu solide. Une étude plus approfondie du métabolisme et des
signaux induisant cette modification serait & considérer.

La caractérisation des enzymes intervenant dans la biosynthése d'alcaloides ainsi que
T'utilisation des marqueurs radioactifs dans l'incorporation des différents précurseurs des
alcaloides permetrait de micux connaitre les voies métaboliques impliquées. De méme,
T'identification des principales molécules synthétisées par la spectrophotométric atomique de
masse serait une approche riche en enseignements pour I'élaboration d'un meilleur procédé de

production.

Enfin, I'application d'un tel procédé€ a une échelle industrielle représenterait un bon moyen de
valorisation de la bagasse de canne & sucre, résidu de la transformation de ce produit important au
Mexique ct dans d'autres pays tropicaux, en l'utilisant comme support de culture pour la
productioxn de métabolites & haute valeur ajoutée.

Les résultats obtenus sont originaux ¢t présentent des perspectives intéressantes pour
I'application de la FMS 2 des souches fortement productrices d'alcaloides (TREJO-HERNANDEZ
et coll., 1992c-¢).

Conclusions générales
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Tablesm 1 .- Résultats obtenus lors de la croissance de différents souches de Claviceps. Analyse enzymati

ue avec |'utilisation des galeries API-Enzyme.

Miroargasisme Claviccps pwrperes Qlaviceps puspufi Qlaviceps microciphsis
Préculture Culture Préculture Culture Préculture Culture
Eazyme Sumnageant  Culot |Surnageant Culot [Surnageant Cufot [Surnageant Culot [ Sumageant Culot  [Surnageant  Culot
Lecture Lecture | Lecture  Lecture | Lecture Lecture | Lecture  Lecture Lecture Lecture Lecture Lecture

Phosphatase alcaline 5 5 5 2 5 4 1 1 5 3 5 1
Estérase (C 4) 1 2 1 2 - 1 2 3 - - 2 1
Estérase (C 8) 2 2 2 2 2 3 3 2 2 2 3 1
Lipase (C 14) - - - - - 1 - - - 1 1 -
Leucine arylamidase 3 - 5 - 2 1 4 - - - 5 1
Vatine arylamidase 1 - 3 - - - - - - - ] -
Cystine arylamidase - - - - - - . - - R .
Trypsine - - - - - - - - - -

@ Chymotrypsine 3 - - - - - - - - - .
Phosphatase acide 5 4 5 4 5 5 5 3 5+ 5 5 1
Naphtol-AS-BI-phosphohydrofase 5 s 5 ] 5 5 3 - 5+ 5 5 1
0 Galactosidase 4 - - 2 3 - - - .
B --Galactosidase 2 - - - 4 3 1 1 . R R
B —Glucuronidase - - - - - - - - - - . -
a —Glucosidase 3 - 1 3 - - - - - - .
f-Glucosidase 1 - 4 - 3 3 1 2 1 1 -
N-Acétyl-p glucosaminidase 4 - 1 - 4 3 1 1 4 5 1
@ —- Mannosidase 2 - 1 - - - - - 2 - 1 -

o—Fucosidase




Tablesw 2 .- Résultats obtenus lors de la croissance de différents souches de Claviceps. Analyse enzymatique avec l'utilisation des galeries API-Enzyme.

Microargasisme Clyvicryw fuviformis (LDH) Qlaviceps fasiforssis (HA) Claviceys fasiforseis (ITCRISAT)
Préculture Cufture Preculture Culture Préculture Culture
Eszyme Surnageant  Culot [Surnageant Culot {Surnsgeant Culot [Surnsgeant Culot ]Svmageant  Culot |Sumageant  Culo
Lecture Lecture Lecture  Lecture Lecture Lecture | Lecture Lecture Lecture Lecture Lecture Lecture

Phosphatase alcaline S S 4 1 S s 3 4 s 4 4 1

Estérase (C 4) - - 1 1 1 2 1 3 - 2 3

Estérase (C 8) - 1 1 2 1 2 - 1 1 - 1 2

Lipase (C 14) - - - - - 1 - - - - - -

Leucine arylamidase 1 3 - - - 4 - s -

Valine arylamidase - - - - - - - - - 1

Cystine arylamidase - - - - - - -

Trypsine - - - - - - - - - - -

@ Chymotrypsine - - - - - - - - - R

Phosphatase acide s 4 4 3 5 2 4 - s s 4 s

Naphtol-AS-Bl-phosphohydrolase 4 4 4 3 L 1 - 1 s 4 4 4

o~ Galactosidase . - - 1 - - - - .

B -Galactosidase - 1 1 1 4 1 - - 1 1

P —Glucuronidase - - - - - - - - .

@ - Glucosidase - . - - 1 - - . . .

p-Glucosidase - 1 1 - 5 - - 1 3 1 1

N-Acétyl-B glucosaminidase 3 5 4 s 4 - - - 3 4 4 4

a - Mannosidase
o—Fucosidase
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Techniques de fixation pour la microscopie électronique a balayage

Les échantillons destinés & 1a microscopie électronique doivent étre fixés dans le but d'éviter
toute déformation des structures suite & la déshydratation nécessaire pour obtenir une métallisation
homogene. Tous les échantillons doivent &tre traités simultanément. Pour établir une cinétique de
croissance il est donc nécessaire de prévoir des inoculations échelonnées dans le temps, afin de
pouvoir en disposer au méme moment. Deux techniques de fixation différentes ont ét€ utilisées :
I'une au formaldéhyde et 1'autre au glutarald€hyde (BLAHA et PARIS, 1987).

« Fixation au formaldéhyde

La composition du fixateur est la suivante : Aldéhyde formique (FAA) & 40 %, 10 ml ;
Acide acétique pur ; 10 ml et éthanol pur ; 85 ml Les échantilions sont introduits dans des petits
paniers grillagés et immergés dans le fixateur FAA pendant 12 h sous vide dans une petite
enceinte close (dessiccateur branché sur une trompe & vide), afin d'éliminer les bulles d'air de la
bagasse et faciliter la penétration du fixateur au sein de I'échantilion.

Les paniers sont passés dans quatre bains successifs d'éthanol 2 80 %, d'une demi-
heure chacun. Le vide est réabli entre chaque changement de bain. Les paniers s€joumnent ensuite
dans 2 bains successifs d'alcool 2 95 % et 2 bains d'éthanol absolu. Les échantillons sont conservés
dans de l'alcool absolu jusqua la métallisation qui est réaliséc au Laboratoire de Microscopic
Electronique a I'Université Montpellier IT Sciences et Techniques du Languedoc (UM II).

« Fixation au glutaraldéhyde

La composition du fixateur est la suivante : Glutaraldéhyde & 25 % ; 1 ml ; Tampon
cacodylate, 4 ml et eau distillée, 1 ml. Le glutaraldéhyde utilisé est du glutaraldéhyde trés pur
(grade I) & 25 % en solution aqueusc pour la microscopie €lectronique (SIGMA G-5882). Le
tampon cacodylate est préparé avec 1'acide cacodylique 2 16 g/1 2 pH 7,5.

Les échantillons sont placés dans des petits paniers grillagés et immergés dans le fixateur
pendant 12 h, sous vide. Le bain de fixateur est renouvelé 2 fois & une demi-heure d'intervalle avec
mise sous vide ; puis ils sont rincés dans 2 bains de tampon cacodylate (avec mise sous vide de 10
min entre chaque bain). Les échantillons sont ensuite portés 12 h sous vide dans du tampon
cacodylate. Une fois fixés, on procede 2 la phase de déshydratation. Les échantilions sont
transférés dans des bains successifs d'alcool de concentrations croissantes 10, 20, 40, 60, 80, 95 %
et enfin dans de I'éthano! absolu. Pour chaque concentration, 2 bains avec mise sous vide d'une
demie-heure, sont réalis€s. Quelle que soit la méthode utilis€e, les échantillons sont conservés
dans de l'alcool absolu jusqu'd la métallisation 2 l'or.



La métallisation des structures est réalisée aprés élimination totale de I'alcool. Pour ce faire, les pe-
tits paniers contenant les échantillons sont introduits dans un appareil & déshydratation par la méthode du
point critique (Balzers). Du CO2 liquide recouvre les échantillons et remplace totalement 1'alcool. Le
COz est dégazé 2 pression atmosphérique et les échantillons desséchés sont préts pour la métallisation.
Ceux-ci sont déposés sur du ruban adhésif double face et montés sur des plots disposés dans un appareil
3 pulvérisation cathodique. Une fine pellicule d'or d'environ 200-250 Angstroms est vaporisée pour
rendre les préparations conductibles (Polaron, Model E 5000).

Les échantillons sont alors préts pour l'observation au microscope électronique 2 balayage.
L'examen par balayage a €té effectué & l'aide d'un microscope €iectronique JEOL J.S.M.35. Les analyses
ont été cffectuées griice 2 la collaboration de M. ROSSI et MLDATAS de 'UMI1.



RESUMEN

El estudio del crecimiento y de la produccién de los alcaloides del cornezuelo del
centeno de dos cepas de Claviceps (C. purpurea y C. fusiformis) fue realizado en cultivo en
medio s6lido y en cultivo en medio sumergido. La biosfntesis de los alcaloides fue
estudiada en funcién de las condiciones y de la composicién del medio del cultivo. Los
factores estudiados presentaron un efecto importante tanto en la biosintesis de los
alcaloides como sobre el rendimiento de produccién y sobre lIa proporcién de los alcaloides

producidos.

El andlisis de los gases de la fermentacién se revel6 como una herramienta importante
para evaluar de la adaptacién de las cepas en medio s6lido. Esta tecnica permitié
establecer las diferentes condiciones de cultivo en FMS y de evaluar en continuo la evolucién
de la fermentaci6n por medio del andlisis del CO2 producido.

La metodologfa de disciio experimental, nos permitié determinar la influence de los
diferentes factores ambientales y nutricionales estudiados. Asf, la fuente de carbono, la
fuente de nitrogeno, la areacién, la concentracién de fosfato inorganico y la adicién de
precursores (triptofano, valina y prolina) fueron los factores que presentaron los efectos mis
significativos sobre la biosfntesis de los alcaloides. Por una parte, se confirm6 la importancia
del triptofano como precusor y el efecto favorable de la concentracién elevada de la sacarosa
en ¢l medio de cultivo en la biosintesis de los alcaloides. Por otra parte, se demostr6 que la
proporcién de los diferentes alcaloides producidos estd directamente relacionada con la
composicién del medio, asi como a la tecnica de cultivo utilizada.

El rendimiento en alcaloides totales con respecto a la biomasa fue mds elevado en
cultivo en medio sélido que en medio sumergido de un factor 3 por C. purpurea (23,58 mg/ g
de biomasa peso seco) y de 10 por C. fusiformis (187,76 mg/ g de biomasa peso seco)
después de 200 horas de cultivo. La fermentacién en medio sélido (FMS) sobre bagazo de
cafa impregnado se revel6 interesante en el estudio de metabolitos secundarios de alto valor
agregado. En efecto, se observé que la produccién en alcaloides en FMS es dos veces mids
elevada para C. purpurea (414,43 mgfl) y 4 veces més elevada para C. fusiformis con
respecto a los resultados obtenidosen cultivo en medio sumergido. Estos resultados
constituyen una contribucién a la produccién de los alcaloides de conerzuelo del centeno por
via biotecnologica y a la valorizacién de los subproductos tropicales por medio de la
fermentacién en medio sélido.



ABSTRACT

The study of the growth and the production of ergot alkaloids by Claviceps purpurea and
Claviceps fusiformis cultured in liquid (SmF) and solid state fermentation (SSF), was the main
objective of this work. Different growth conditions were tested in order to evaluate the alkaloids
biosynthesis by Claviceps sp. These parameters influenced the production yields and the profile of
alkaloids produced.

Gas analysis (CO2 and O2) of solid state cultures was the prefered method of evaluating the
microbial growth. This procedure determined the best conditions for the culture development and
continuous monitoring of fungal growth.

The influence of different culture parameters on the alkaloid biosynthesis by Claviceps sp.
were evaluated by the experimental design methodology. The main parameters affecting alkaloid
production were the nature of carbon and nitrogen sources, the acration rate, the inorganic
phosphate concentration and the presence of precursors (tryptophan, valine, proline). In panicular,
the role of wryptophan as precursor of the alkaloid biosynthesis was confirmed, as well as the
stimulant effect of the sucrose content in the culture medium. Indeed, it was demostrated that the
variations observed on the spectra of alkaloids were directly related to the culture medium
composition and to the culture system used (solid and liquid).

The alkaloid productivity of both strains was found to be higher in SSF than in SmF ; for C.
purpurea and C. fusiformis the alkaloid content was 3 times (23.58 mg/g of biomasse DW) and
10 times (187.76 mg/g of biomasse DW), respectively. The SSF on impregnated support produced
interesting high value secondary metabolites. It was observed that alkaloid production on SSF was
2 times higher on C. purpurea (414.43 mg/l) and 4 times higher on C. fusiformis (891.86 mg/)
compared to those obtained on SmF, These results constitute a contribution to the biotechnological
processes of ergot alkaloids using tropical by-products by the means of SSF systems.



RESUME

Dans le cadre de ce travail, nous avons comparé la croissance et la production d'alcaloides de
l'ergot du seigle par Claviceps purpurea et Claviceps fusiformis en cultures en milieu solide
(FMS) et en milieu submerge (FSm). L'étude de la biosynthése d'alcaloides par ces souches a été
réalisée en variant les conditions environnementales et la composition du milieu de culture, Ces
facteurs se sont révélés trés importants lors de la biosynthese d'alcaloides, aussi bien sur les
rendements de production que sur le profil d'alcaloides produits.

- L'analyse des gaz a constitue un outil performant pour évaluer l'adaptation des souches 2 la
culture en milien solide. Cette technique nous a permis d'établir les conditions de culture en FMS
et de suivre en continu I'évolution de la croissance en fonction du CO2 dégagé.

L'utilisation de la méthodologie des plans d'expériences, nous a permis de préciser I'influence
des différents facteurs étudiés. Ainsi, la source de carbone, la source d'azote, l'aération, le
phosphate inorganique et l'addition de précurseurs (tryptophane, valine, proline) se sont
révélés comme les facteurs principaux ayant des effets prépondérants sur la biosynthése d'alca-
loides. En particulier, l¢ role du tryptophane comme précurseur de la biosynthése d'alcaloides a été
amplement confirmé, de méme que l'effet stimulateur du saccharose. 11 a été clairement mis en
¢évidence que les variations observées dans le spectre d'alcaloides produits sont directement liées &
la composition du milieu de culture et a Ja technique de culture utilisée.

Le rendement en alcaloides totaux exprimé par rapport a la biomasse est plus élevé en
fermentation en milieu solide qu'en milieu submergé, d'un facteur 3 pour C. purpurea (23,58
mg/g de biomasse PS) et 10 pour C. fusiformis (187,76 mg/g de biomasse PS) apres 200 heures
de culture.

La culture en FMS sur support imprégné s'est avérée trés intéressante pour la production de
métabolites secondaires A haute valeur ajoutée. On a en effet observé des productions en
alcaloides par FMS deux fois plus élevées pour C. purpurea (414,43 mg/l) et quatre fois pour C.
Jusiformis (891,86 mg/l) que celles obtenues en culture submergée. Ces résultats constituent donc
une contribution 2 l'amélioration de la production des alcaloides de I'ergot du seigle par
biotechnologie et A 1a valorisation des sous-produits tropicaux par le biais de la FMS.

MOTS CLEFS : Claviceps purpurea, Claviceps fusiformis, alcaloides de l'ergot du seigle ;
fermentation en milieu solide (FMS) ; support solide inerte ; bagasse de canne 2 sucre ; substrats
amylacés ; caractéristiques de croissance.





