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" Trichoderma harzianum Rifai,spec. nov. - In malti 
agaro,.coloniae rapide crescentes, floccosae, zonatae, 
reverso incolorato. Mycelium ex hyphis septatis,ra- 
mosis, hyalinis, 1,5-12 JJ diam. compositum. Chlamy- 
dosporae, globosae, hyalinae, intercalares, 6-12 JJ 
diam. Conidiophora regulariter ramosissima, dendroi- 
deae. Phialides 5-7 x 3 - 3,5 p ,ampulliformes. Phialo- 
sporae in muco aggregatae, subglobosae vel breviter 
obovoidae, laeves, virides, 2,8 - 3,2 x 2,5 - 2,8 p. 
Habitat in terra...." 

M.A. RIFAI ,1969 

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

A. SASSON, 



à MARKOS et B KANDIO 
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ck ABDEL , A LEO et & MAURICE 
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RESUMEN 

CRECIMIENTO DE IR;lGtlQPEBlrlB klBBZIak#&l POR FERMENTACION EN 
MED10 SOLIDO :FISIOLOGIA, ’ ESPORULACION Y PRODUCCION DE 
CELLULASAS. 

El desarrol lo de 10s honqos fi lamento505 sobre 
sustratos 501 idos j ueqa u n pape1 importante en numerosas 
area como son el medio ambient&, la a1 imentacion Y la 
microbioloqia industrial. Su importancia se acrecenta con la 
intensif icacion de la5 investiqaciones con respect0 a laç 
bioconverciones y a la valorisacian de 10s sub-productos 
aqricolas liqnocellulosicos. 

Este estudio fue llevado a cabo con el fin de conocer 
la f isioloqia del microorqaniamo y las posibilidades de 
control de la5 fermentaciones en med i o sollido en vias de 
valorioar 10.5 sub-productos aqricolas liqnocelulosicoç para. 
la productibn de metabolitos de alto valor aqreqado como par 
ejemplo la5 celulasas. 

Una tecnica original fue adaptada para el cultiva de 
un honqo filamentoso celulolitico sobre çustrato sblido y el 
control de su desarrollo aerobio en la fase de multiplicaci&n 
veqetativa. Esta tecnica mw simple perm i te mari tener 
conditions favorables a la largo de la incubaci& y conduce a 
u n a invasion de toda la masa del sustrato liqnocelulosico por 
el micelio del honqo. 

Un estudio prel iminar no5 permitii, selecccionar, 
entre cepas de honqos filamentosos celuloliticos de nuestra 
coleccik8n, u n a cepa de Ic.khnd~ma hauiibwrn presentando 
caracteristicas .satisfactorias en la aptica de una produccidn 
de celulasas par fermentation en medio sol ido. Esta cepa 
produce cari t i dades importantes de celulasas , y posee un 
crecimiento apical elevado (1,2 mm/h), permitiendole invadir 
10s sustratos. rapidamente, y produce cantidades muy elevadas 
de conidiosporas en la superficie. Ademk, 1, haz.iam es 
u n antaqonista poderoso c 0 il respecto a un cierto numero de 
honqos fi topatbqeno5. Recientemente, se describib una serie 
de peptidos nuevos, presen tes en la conidiosporas de L 
l2.xziarusm Y~ pou- 10 tanto, el poder antibiotico pudo ser 
verif icado. Era pue5 i n teresan te d i sponer de datas prec i soc; 
sobre la bioloqia y la fisioloqia de este prometedor 
orqan i smo. 

El estudio de la’fisioloqia del crecimiento demonstrd 
que Idtatziaram es un microorqanismo protbtrofo de un qran 
f lexibi 1 idad de adaptation , capaz .de desarol larse sobre 
tond i c i ones extremas ( pH: 2 a 8 ; temperatura de 10 a 35’C ; 
sa1 inidad de 0 a 80 q de NaCl/l).Adembs la utilisation de un 
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medio de cultiva sintktico permi tih demostrar que es una 
cepa prot&trof a que asimi la bien el ni trato, la urea, las 
sales de amonio y poco menoç el nitri to. De la misma rnanera 
y 105 siguientes amucares: D-glucasa, D-f ucosa, Lactosa, 
D-ribosa, xi losa, ce1 lobioça, qa.lactosa, sacarosa, alrnidon, 
celulosa y manitol se utilizan como, unica fuente de carbone y 
de enerqia para este microorqanismo. * 

El @studio de la fiçioloqia de la eçporulacihn ,en 
relacibn a la produccibn cuantitativa de conidiosporas, 
permitib definir las tond i c i ones del rned i o ambiente y de 
optimimar la composition de3 medio de cultiva para la 
production masiva de conidiosporas. 

Un nuevo procedimiento de producci6n de conidiosporas 
de hongos fi lamentosos ha sida mejorado no çolamente par 1, 
hxziarrilam aino que tambien para un qran numero de cepas de 
honqos fi lamentosos. Este procedimiento preçenta la ventaja 
del cultiva e r-l superf i c i e sobre rnedio solidif icado con la 
utilizacihn de un fermentador de discos rotativos particular, 
cuyo principio de utilinacihn fue fundarnentalmente modificado 
con el fin de obtener una gran superficie de esporulacibn. 

En el fermentador de discos 10 optima de produccibn 
de con id i oçporas de L, brztiwm fue obtenido despues de 7 
dias de i ncubac ion con 7,3 X 1611 conidiosporas producidas. 
Esto corresponde a un rendimiento de esporulaci& 
part i tu 1 arme-n te elevado de 3,5 X lO*rO conidiosporas 
producidaç por qramo de suçtrato m 

El metodo de fermentation ‘en medio solide esta basado 
en e1 acondicionarniento del suçtrato insoluble ,uniformemente 
inoculado Pop una suspension de conidiosporaç de honqoç 
f ilamentosos,af in de llevar el medio de cultiva solido a una 
humedad initial de cultiva de 72%. La inf luencia de la 
temperatura, de la humedad I de la aireacihn, del pH y de la 
inoculacihn sobre la evolucihn del crecimiento, fue 
determinado de manera a definir las condiciones optimas de 
i ncubac ion = 

Los estudios microscopicos perrni t i eron mostrar el 
desarrollo se-lectivo del micel io del mi smo hongo I e n 
condiciones no estrictamente asepticas como las que f ueron 
adoptadas. Asi mismo, la utilizacidn de diversos sustratoç 
1 iqnoceluloçicos ( paja Y çalvado de t r i go S desechos de 
remolachas bagamo 1 t-l05 permitia general izar este modo de 
cultiva en el COII j UntO de 105 sub-productos 
lignocelulosicos. 

La cinetica comparada de biosintesis de las celulasaç 
en med i o solide y e n medio liquido no muestra diferencias 
siqnificativas a nivel de 10s rendimientoç de produccic5n para 
estaç enzimas. Esto es totalemente alentador y nos autoriza a 
con-riderar la produccihn - de celulasas de 1, harrziaum par 
fermentation en medio sciiido. 



13 

La aplicacicin de 105 reçultadoç y de 105 
conocimientos adquiridoç a 10 largo de este eçtudio permiti8 
def inir un nuevo procedimiento de fermentaci& en rned i o 
çbl ido para la valorizacih de çuçtratoç 1 ignoceluloçicos. 
Este procedimiento comprende cinco etapaç : 

l- Pretratamiento del çuçtrato (molido y tratamiento 
termico) 

2- Inoculaci6n con u n a suspension de conidiosporaç , 
dej ando una humedad de 72 X 

3- Fermentation aerobia con un f lUj0 continuo de aire 
humedo a traves de la masa del producto durante 48 h 

4- Extraccibn de celulaçaç y de rnetobolitoç solubles por 
preçion del produc to f ermen tado, obteniendo de eçta manera 
una fraction soluble (FS) y una fraction insoluble (FI) 

5- Condicionamiento de 2 fraccioneç : por evaporaci& de 
la FS se obt i ene las celulaçaç y 105 metabolitoç bajo la 
forma de polvo çeco. Par ençilaje de la FI se estabiliza este 
çub-producto. 

Los resultadoç obten i dos en 01 laborator io f ueron 
conf i rmadoç por las conclusiones de 10s eçtudioç realizadoç a, 
nivel pi loto experimenta! ut i 1 i zando un nuevo f errnentador 
estatico de tipo zymotiç c;n una eçcala de extrapolacihn de 
1/2500 segun el procedimiento anteriormente deçcrito. 

Sub-productoç aqricolaç como la paja de 10s cerealeç, 
bagaro S caçcara de remol acha pueden çer utiliradoç como 
çustrato para 
fermentation 

la produccibn de ielulasas. Deçpueç de 48 h de 
sobre est05 çu5trato5, hw una produccih 

promedio de 20.000 UI de actividad Carboxymetilceluloça y de 
2.000 ,UI de actividad Pape 1 Filtra por 100 q de sustrato 
çeco. El producto fermentado es prensado , recuperandoçe el 80 
% de la fraccihn soluble conteniendo eçta las enzimaç y los 
metabolitoç en una çolucih concen t rada. 

Qtras poçibi 1 idadeç de aplicacih de 105 
conocimientoç adquiridoç en el trançcurso de este trabajo se 
eçtan actualmente eçtudiando, concretarnente en 10 que respeta 
a la produccicftn de metabolitos de a1 to valor aqreqado 
(enzimaç, ant ibiot icoç) L a5i como el crecimiento de 
microorqaniçmoç sobre çoporte celulosico. 
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AD§TRACT 

THE GRCJWTH OF TRICHODERMA HARZIANUM IN SOLID STATE 
FERMENTATION f PHYSIOLCGY, SPORULATION AND CELLULASES 
PRODUCTION 

The culture of filamentous funqi on solid substrates 
plays an important POL@ i n var i ou5 applications such as5 
ecology, nutrition and induçtrial microbioloqy. Moreover, the 
intensive reçearch 011 bioconverçion of 1 iqnoceî luloçic 
agricultural waçtes in order to i ncreaçe their value ha5 
increased its importance. 

This work emphae i ses on the microorqaniçm qrowth 
phyçioloqy and solid-state-fermentation (SSF) in order to 
produce metabol i te5 1 ike ce1 lulaçe,5s. 

A new technic iç presen ted to çtudy the qrowth of 
filamentous funqi on çolid çuçtPate5. The simplicity of the 
method qiveç excellent non çteri le incubation conditions and 
allowç a total development of the mycel ium a1 1 over the 
çubçtrate. 

TO beqin, a screeninq proceçç lead us to the 
selection of t he strain tiirihn&rma halzziaum for the 
fol lowinq characteriçticç: cellulaçeç production apical 
qrowth and hiqh yield of conidioçpores.Furthermore: because 
1, b,arzLqêurn is a 5tronq antaqoniçt in front of few 
phytopathoqeneouç funqi, it iç a150 used a5 bioloqical 
agent. This study showed that 1, fsactiam is a prototrophuç 
f unqi capable of qrowth in extreme conditions ! 2<pH<8 s 10” 
C<Temperature<35 o C and 0 q of NaC1/1<80 1. Can use different 
ni troqen and carbon sources for qrowth. 

Environmental conditions and optimal culture mediurn 
f 0 r hiqh yield 5pore production was set and a new spore 
production proceçs had been el aborated not only for II, 
hazianum but a150 for ot her5 f i 1 amen tous f unqi . Thiç 
procesç i 5 baçed on t he çurperf i c i a1 qrowth on sol id 
substrats with a new rotative disc reactor. 

The be5t resul tç were obtai ned af ter 7 dayç 
i ncubat ion in thi5 reactor: 7.3 x 10 “il spores were produced 
and a v e r y hiqht çporulation yield factor (3.25 x 10 “10 
5p. /q. carbonate-d 5ub5trate) waç obtained. 

Thiç SSF method dependç on çubçtrate pretreatment I 
homoqeneouç 1 y inoculated with a spore suspension containinq 
sa1 ts. In-f luence of temperature, humidi ty, aerat ion, pH and 
inoculation w e r e determi ned .to describe the optimal qrowth 
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conditions for SSF. 

Microscopic observations have shown selective qrowinq 
of mycel ium, even when non-açept ic conditions were used. 
Several subçtrateç were teçted ( çtraw and a bran o,f corn, 
baqaççe, whi te beet waçteç 1, in the aim to extend thiç 
procesç on 1 iqnocel luloçic aqricul tural waçteç. 

Kinetics of cellulaçeç biosynthesis do not show 
differences between sol id and liquid cultures reqardinq the 
enzymes production yield factor. Thiç encouraqinq result Will 
support T. harzianum cellulaseç production in SSF. 

Know 1 edqe and resultç obtained durinq thiç work have 
lead to a new SSF process in 5 steps: 

l- Subçtrate pretreatment (cuttinq, thermal treatment) 

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

3- Aerobic fermentation 9 circulation of humidif ied air 
durinq 48 h 

4- Ce1 lulaçe and metabolite extraction by pressing the 
final product 

5- Final treatment of the 2 fractions: by evaporatinq the 
soluble one a dry powder iç obtained; by çilaqe stabilisation 
of the insoluble fraction. 

Laboratory reçu1 tç were conf i rmed by pilot çcale 
çtudieç uçing a new static reac tor (Zymotiç) with a 2500 
t imeç scal inq-up. After 48 h proceçsinq, cellulase production 
raise 20,000 IU of Cellulaçe Carboxymethyl Activity and 2,000 
IU of Filter Paper Activity per 100 q of dry çuçtrate. By a 
simple mecanic pressing of the product recovery of 80% of the 
enzymatic activity and metaboliteç iç obtai ned in a hiqh 
concentrated solution. 

Ether applications are under i nveçt i’qat ion concern i nq 
metabolite production of intereçt (enzymes, antibiotics) and 
microorqanism qrowth on celluloçic supports. 
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II CROISSANCE DE IBJ.GHPDERH~ H,WZSIAHIlU PAR FERMENTATION EN 
MILIEU SOLIDE : PHYSIOLOGIE, SPORULATION ET PRODUCTION DE 
CELLULASES” . 

RESUME 

._ 

L’&tape 1 imi tante pour les applications possibles de 
valorisation biotechnoloqiques des substrats agricoles 
cellulosiques (pailles de c&r&ales, pulpes de betteraves, 
baqaççe...) est l’hydrolyse chimique ou enzymatique de la 
ce1 lulose en sucres simples. Nos recherches ont été orientees 
vers la production de cellulaseç d’un champignon filamenteux 
cellulolytique Wic;hs&ema hxfimwn cultivé sur différents 
substrats. liqnocellulosiqueç par fermentation en milieu 
solide. L’ Qtude de la physiologie de la croissance et de la 
çporulation de IL h.auiarrLarn nous a permis de définir des 
conditions et des milieux de culture optima pour ce 
microorganisme. De mï2me l’utilisation d’un dispositif 
d’incubation simple nous a permis de suivre le dkveloppement 
de 1, baerziarrurn et d’etudier au laboratoire la production de 
cellulaçeç suY” divers substrats liqnocelluloçiques (paille et 
son de bl&, pulpe de betterave, baqaççel en milieu solide. 
Pour l’extrapolation des reçu1 tats au n i veau -Pilote 
expérimental nous avons mis ELU point deux nouveaux 
fermenteurs pour la cu%ture en milieu solide : 

- un f ermenteur B disques de 4,4 litres pour la 
production d’inoculum. 

Un f ermenteur çtat i que. de 100 litres pour la 
production de cellulaçeç. 

Ce travail a permis d’elaborer un nouveau procéde de 
production et d’extraction de cellulaçes de L haeziilrn!.km par 
culture en milieu solide statique. De plus trois brevets 
d’invention ont été deposes à l’ANVAR. 
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INTRODUCkN 

La cellulose, constituant majeur de tous les véqetaux, 
repreçente une ressource potentielle naturelle en sucres bien 
connue. Sa décomposition biologique en elements simples par 
les cellulaçes devrait permettre l’amelioration .3 moyen terme 
des problémeç graves tels que : l’alimentation, l’#nerqie et 
la pollution de l’environnement. 

Le5 probl Pmes demoqraphiques, la desertif ication et 
les crises économi que5 liees aux @changes internationaux 
conduisent de plus en plus fréquemment .% des famines graves 
difficilement surmontables. L’exemple actuel de l’Ethiopie en 
est une illustration. Certes, beaucoup d’efforts ont eté 
faits pour accroitre les rendements de céreales et developper 
de mei 1 leurs procedeç pour l’agriculture. Cependant, de 
l’avis des experts, ces proqres necessaires ne seront pas 
suffisants pour les prochaine5 anneeç. Les biotechnoloqies, 
si elles sont bien, compr i ses et si les efforts sont bie-n 
orientés vers les probl Pmes d’alimentation et de sante, 
peuvent contribuer B resoudre les problemeç de pénurie’ 
alimentaire et d’approvi5ionnement en énergie dans les pays 
les moins favorises . Associ&es aux proqres de l’agriculture, 
elles peuvent favoriser significativement les conditions du 
developpement de ces pays ( SASSON I 1984). La production 
d’aliments fermentes enrichis en protéines (AFEP) par culture 
de champignons filamenteux est un exemple de recherche qui se 
situe dans cette perspective (SENEZ, 1979). 

Apres la crise énerqetique de 1973 un vif intéret des 
pouvoirs pub1 ics ç’e5t porte sur les ressources 
renouvelables. A ce titre, la cellulose fut naturellement au 
centre des recherches pour la production de carburants de 
substitution (methane, alcools1 et meme pour etudier de 
nouvel les filiereç de production de molécules chimiques a 
partir de la ce1 luloçe, la “ce1 lulochimie” ou “carbochimie” 
@tant préçentee comme une alternative a la petrochimie dans 
la fabrication de nouveaux biopolymereç, biosolvantç et 
biodetérqentçISASS0N, 1983). 

De nombreux symposium internationaux sur le thème de 
la degradation de la cellulose par les microorganismes (USA, 
FINLANDE, INDE, FRANCE 1 ont permis de faire le point 
r-équl ierement sur 1’ avancement des travaux realisés dans ce 
domaine. Des progrès significatifs ont et& realiçes en ce qui 
concerne la sélection des microorqanismeç cellulolytiqueç, 
les mutations qenét i que5 pour l’obtention de souches 
hyperproductrices et les conditions de culture des 
microorqaniçmeç impliques. Cependant tous ces travaux n’ont 
pas encore abouti a la production de cellulases en quantité 
industrielle (REESE, 1976, MONTENECOURT et EVELEIGHT, 1977, 
WARZYWODA et Coll. 1983). 
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D*une maniPre q&nQrale, il est surprenant de constater 
que la valorisation biologique de la cellulose et des 
substrats liqnocellulosiques aie 

est dÛ 
regu encore peu 

d’applications. Cela r-n partie a la n&céssit& 
d’hydrolyser les 1 iaiçons qlucidiqueç ( ,p -1,4), processus 
lent et difficile $ realiser. Il faut noter toutefois que la 
grande majorité de ces &tudes a &t& r&alis&e en cultures 
1 iquides dans lesquelles le substrat cellulosique n’est pas 
5oluble. Ces cul tureç en milieu liquide prkentent 
l’inconvenient de di àuer con5idérablement le5 enzymes 
cellulolytiques çynth&tis&eç par le microorganisme i de ce 
fait l’attaque de la cellulose non çolubiliske paf+ les 
enzymes çpéc if i que5 diluées n’e5t pa5 efficace. Par contre, 
les cultures sur 5ubçtrat solide pourraient présenter des 
avantages interessants. Etant donné que les champignons 
filamenteux se développent au contact du substrat, les 
enzymes excrCt&eç 5e trouvent concentrées sur le substrat 
lui-meme, qu’elles peuvent hydrolyser beaucoup plus 
efficacement. En retour les 5uc:reç libérés pourront &tre 
mobi 1 içkç rapidement par le microorqaniçme pour son 
développement (RAIMBAULT, 1980) = Le 5ystGme de culture en 
milieu solide paf-ait donc mieux adapt& a la culture de 
microorqaniçme~ cellulolytiques. sur de tels substrats 
insolubles. 

AprPs une étude nous ayant conduit I la ç&l&ction 
d’une souche d’un champignon cellulolytique I Irirhndnrma 
haeriaaum ) et l’&tude de ça physiologie de croissance et de 
ça çporulation, nous avons donc entrepris des recherches 
visant 21 adapter la culture en milieu solide de ce champignon 
filamenteux cellulolytique sur de la baqaççe de canne B sucre 
comme çubçtrat liqnocelluloçique en vue de la production de 
cellulases dans de-î conditions économiquement rentables. 

Dans le cadre de recherche5 portant sur 
l’enrichissement en protbines de. substrats amylacéç, une 
nouvel 112 technique de culture d’ BEtpe..&J.l~ tigar en milieu 
solide avait Cté mise au point par RAIMBAULT et ALAZARD en 
1980. Cette technique, appliquée aux substrats 
liqnocelluloçiqueç, pourrait étre utili5&e dans le domaine de 
la bioconversion des rkiduç agroinduçtriel5 cellulosiques 
tels que les pu 1 peç de betterave, la baqaçse de canne à 
çucrel Ie son ou la paille de bl& pour la production 
d’ a1 iments f ourraqerç, d’enzyme5 ou même de m&taboà i tes 
fongiques à haute valeur ajoutes. 

Irirhnd_Êrma harzianum qui. est le microorqani.sme 
retenu pour notre Etude, est un champignon filamenteux 
cellulolytique d’un grand interet potentiel ; il produit des 
quantit&s importantes de ce1 lulaçeç, ça croissance apicale 
est élevhe et ->a sporulation est abondante et aiçke. Il a été 
dém0ntr-C que cette souche n’est pas toxique en alimentation 
animale (MUINDI et HANS§EN~ 1981 a). Ce microorganisme, a 
cause de ses effets antagonistes puissants, commence B &tre 



19 

utilisé en lutte biologique - contre différentes eçpeces de 
champignons phytopathoqènes (DUDOS et Coll. 1983). Il produit 
e n outre des antibiotiques nouveaux contenus dans la spore 
(BACHET et Coll. 1983). Il etait donc intéressant de disposer 
de renseignements prkis sur la biologie et la physiologie de 
cet organisme prometteur. 

Ayant obtenu des renseignements sur la physiologie de 
ça croissance et de ça sparulation nous avons orienté nos 
recherches vers son utilisation pour la valorisation 
biotechnoloqique de d iverç substrats liqnocelluloçiques tel 
que la baqaçse de canne a sucre, en vue d’améliorer les 
ressources f ourraqeres dans la r-éqion d’Amérique. Centrale et 
Caraibes. En effet, dans ces régions tropicales, la 
production de fourrages est largement déficitaire au cours de 
la saison çeche (CELANIE, 19821. La carence des élevages j 
laitiers en f ourraqeç conduit a l’importation d’une grande 
partie de la production de lait pendant cette période. La 
fermentation en milieu solide et l’ensilaqe pourraient 
permettre d’améliorer la diqeçtibilite des sous-produits 
liqnocelluloçiqueç abondants dans ces régions (baqasçe, 
rafles de mais) qr-âce B l’action des ce1 lulases d’un 
champignon et &. l’acidif ication lactique. 

Apres une présentation qenerale concernant la nature 
et la disponibilite de 1 a baqaççe de canne & sucre, nous 
rappeleronç les principales connaissances biblioqraphiques 
sur les microorqanismeç cellulolytiqueç, les cellulaçeç ainsi 
que les fermentations des substrats celluloçiques. Nous 
decr i ronç ençui te notre étude de .sélection de souches 
cellulolytiques qui nous a conduit &. choisir cette souche de 
L, Uuianwn pour realiser la suite de nos ‘recherches. Les 
etudeç physiologiques sur la croissance et la çporulation de 
ce microorqaniçme sont alors exposées. Elles nous permettront 
d’optimiser les conditions de culture et de la sporulation. 
Pour la production des spores nécessaires à. notre Etude, nous 
avons mis au point et experimenté un nouveau type de 
sporulateur. Pour adapter la technique de culture en milieu 
solide à divers substrats liqnocelluloçiqueç nous avons suivi 
l’évolution des principaux parametreç de croissance et en 
particulier la production de ce1 lulaçeç. L’utilisation de 
differents apparei 1s de culture pour milieu solide, agite ou 
statique, nous a permis de produire des cellulases non 
seulement en colonnes B l’échelle du laboratoire mais 
egalement en r-éacteurç a l’échelle pilote experimentale. 
Cette etude debouche finalement sur la description d’une 
nouvel le technique de production et d’extraction d’enzymes ou 
de metabol i tes skr8t&ç par des champignons filamenteux 
cultivés en milieu solide. 
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CHAPITRE 1 - GENERALITES 

Parmi les sous-produits liqnocelluloçiqueç disponibles 
en grande quantite, la baqaçse représente un potentiel 
particulierement important pour les régions tropicales. Notre 
effort a donc porté essentiellement vers des solutions 
permettant de valoriser ce reçidu agricole liqnocelluloçique 
par des terhniqueç biologiques. 

Il nous a paru ‘important dans unpremier temps de 
présenter les potentialiteç que repreçente la baqasse de 
canne a sucre, les perspectives et les diff icultes 
rencontrees pour ça valorisation biotechnoloqique. Par la 
suite, nous ferons le point sur les differenteç catégories de 
microorqanismeç cellulolytiqueç susceptibles d’étre utilisés; 
Une pr-éçentat ion qénerale des connaissances concernant les 
mecan i smeç d’action et la nature des cellulaçeç nous 
permettra alors de mieux appréhender les prob 1 Pmes 
d’hydroly5e de ce substrat carbone naturel. Enfin nous ferons 
le point sur les diverses techniques de fermentations en 
milieu solide susceptibles d’etre mises en oeuvre pour la 
valorisation des résidus liqnocelluloçiques. 

1.1. LA BASASSE DE CANNE A SUCRE. 

La theorie actuel le, la plus qenéralement adm i se 
propose le Saxhawm rnk.&xm comme espéce botanique de 
depart et la Nouvelle Guinée ainsi que les îles voisines 
comme centre d’origine. 

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

Christophe COLOMB, à son second voyage, a fait planter 
des boutures de canne provenant des Pleç Canaries en 
Repub 1 i que Dominicaine. Cette culture s’est alors développée 
entre 1500 et 1600 dans la plupart des zones tropicales de 
1’ Amer i que (Antilles, Mexique, Br-éçi 1, Pérou...), et fut 
pendant longtemps la principale richesse agricole de ces 
pays. 

La canne CI sucre n’étant limitee que par le froid ou 
l’altitude, ça culture est tres largement pratiquée dans les 
zones tropicales et subtropicales comme le montre la fig. 1. 
C’est ainsi que la limite Nord englobe Madere, le Sud-Est de 
l’Espagne, la Haute Egypte, le Sud de l’Iran, le Pakistan, 
l’Inde du Canqe, la Chine du Sud, Formose, 1’Ile japonaise de 
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RàCtU KitNl, les Iles Hawai, le Mexique, le Sud de la Louisiane 
et de la Floride. La limite Sud contient la province de Natal 
en Afrique du Sud 3 Madagascar, la Réunion et 1’Ple Maurice, 
le Queensland en Australie, les Iles Fidji, la côte 
Péruvienne, la province de Tucumarr en Argentine et le Nord de 
I’Éttat du Parana au &-kil (FAUCCINNIER et BASSEREAU ; 1970) = 
Les principaux pays producteurs sont actuellement le Br&sil, 
l’Inde, Cuba, puis le Plexique, la Chine, les Philippines, 
1 ‘Austral ia, l’Afrique du Sud 9 Hawai, la Rkpubl ique 
Dominicaine et Formose. 

--- - - -. - 

5 

-m---e I- - - ---em-- 

Fig. J : Localisation des cultures de canne "a sucre dans le monde e 
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Ainsi que nous venons de le voir le Brkil se place en 
tete des pays producteurs de canne à sucre. La fabrication 
artisanale du sucre &tai t très prospère il y a encore 
quel que5 dizaines d’ann&eç, mais a peu & peu disparu à partir 
de 1970. Actuel lement la production de sucre représente une 
activita industrielle tr-èç bien organ i S&e. Depuis la crise 
pétrolike et ses cons&quenceç économiques qui ont sécoué ce 
pays pendant cette pkiode, le gouvernement Brési 1 ien a 
d&velopp& un programme de production de carburant de 
substitution a partir du sucre de canne. Les autori t& 
Br&çiliennes ont ainsi cr&e en 1975 le programme alcool 
(Proalcool), qui vise à. remplacer progressivement la quasi 
total i t& de 1’ essence par de l’alcool carburant (éthanol) 
(SASSON ; 1984). 

Le choix 5’ est port& sur la production d’alcool a 
partir de la canne à sucre car le Brki 1 avait déjà a cette 
&poque une technologie et des infrastructures importantes 
dans le domaine des sucreries et disposait de quantitk 
exchdentaireç de sucre importantes. Les équipements ont alors 
&té compl&t&s par des installations de fermentations et de 
distillation integréeç aux complexes sucriers d&ja existants. 

Le gouvernement a programm& une production de 10,7 
milliards de litres d’alcool pour l’ann&e 1985. Il faudrait, 
pour atteindre cet objectif traiter 5.500.000 ha de canne a 
sucres ce qui représente 1 7% de la surface du Brésil et une 
production annuelle de 126.C100.0OC1 T de canne à sucre ICERRI, 
1983). 

La production industrielle d’alcool au Br&il est 
assur&e soit dans des distilleries integrbes aux sucreries 
(Fig. 2.1 soit dans des distilleries autonomes (Fig. $1. 
Cette production offre des quanti t&s considerables de 
sous-produits en particulier des vinasses qui vont rapidement 
poser des problhmes graves de pollution. Pour une production 
de 10,7 millions de m3 d’alcool prévue pour 1985, découleront 
140 millions de m3 de vinasses, et 9.450.000 T de bagasse 
excédentaire. 

La production de la canne a sucre en Martinique a été 
de 200.000 T pour 1984. Cette canne est deçtinge 
principalement aux 13 distilleries de Rhum et à la fabrique 
de sucre du GALLION) . Cette derniPre a effectivement trait& 
56.0CK1 T en 1982 et 93.000 T de canne & sucre en 1983. 

Sur la fig. 3 nous avons reproduit le schéma de 
sous-produits de canne en Martinique ROSEMAIN, 1983). AprPç 
passage de la canne dans les moulins, on obtient 30% de 
bagaççe par rapport au tonnage de canne broyée. Une partie de 
cette bagasse est brul&e en chaudiPre pour produire de la 
vapeur qui sert à fabriquer I’&ctricit& dans les grosses 
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DISTILLERIE AN':E%E 

Canne ë SUC?~ (1 T) 
1 

ItOULIN 

J(US agassr 

b 
clarification 

Tourtenllx de 
Filtration clarifi.8 

(30 Kg) 

(550 Kg! 

I 
c----- 

Papier et Chaud&e 
cellulose 

Svûporation 
Cristallisation 

4 
autres 
usages 
dont 
a.gricolee 

1 
Cdndl-eâ 
(7.5 Kd 

H-L 
NBlaSS.2 SUClW 
(35 Kg) (90 Kg) 

+--T- I 
Alcool protéine Aliment 

.-----a 
Autres 

.(136 1) 

'Fig. 2 : Produits obtenues par tonne de canne à sucre en distillerie 
annexe au BrrSsil ; valeurs moyennes (BACCHI).. 

DISTILLERIE AUTONUME 

Carne à sucre (1 T). 

1 

. Eau de lava@ 
(6 m3) 

MOULIN 
&--.------~'---.----4-...-, 

Jus $HT) Bagasse (250 F$i 

1 1 
Traitement Chaudiërss 

1 1 
Fermentation Cendres (6 Kg) 

1 
Distillation 

Al.&ii vinasse 

Fig. 2': Produits obtenus par tonne de canne à sucre en distillerie 
autonome au Brésil. Valeurs moyennes (BACCHI, 1963). 
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unités ou -& entrainer les moulins. La bagasse ainsi brulee 
permet aux usines d’économiser le fuel. 

On peut considérer que pour l’ensemble des unit& de 
production en Martinique, l’excbdent global de bagasse varie 
entre 15 % et 30 %g ce qui reprksente lS.OOù T de bagasse par 
an (ROSEMAIN, 1933). 

CANNE A SUCRE 
200 000 TONNES 

/\w 
BAGASSE VINASSES FONDS DE CUVE 

60 000 T. 200 000 T . 4000 T. 

4 4 
42 000 T. à 10 000 à 
50 000 Y. = 18 000 T. 
Bagasse utilisée Bagasse 
comme combustible Excédentaire 

1 

I 8 000 à 
10 000 Tep 

VapeAtricité 31000 Tep 
Chaleur l 

4. 
Non utilisé 

1 
Rejet direct 

ou 
Epandage 

I = 

ou 
Epandage 

1 
650 à 
900 Tep. 

'. I 
Non utilisé 

Fig. 3 : Schéma de sous produits de canne à sucre en MARTINIQUE 
(ROSEMAIN 1983). 
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La bagasçe est le rkidu de l’extraction CU la presse 
du jUS de la canne broy&a dans des moulins. Sur le Tableau 1 
rl0u-â avons indiqu9 la composition moyenne de la bagaçss. La 
cellulose erl est le principal constituant, suivie par les 
hemicelluloses et la lignirie. Elle constitue de ce fait un 
r&sidu lignocellulosique qu i peut Qtre utilisé pour la 
fabrication de panneaux de fibres agglom&r&es ou en pâte B 
papier pour la fabrication de cartons d’emballages. Elle peut 
@galement &tre utilisée comme substrat pour des 
biotransformations. 

TAELEACI 1. Composition moyenne de le bagasse 2 

---- --- -~_---__- -v---e. ) I 
t ? 

I 
CELLULOsa HEMICELLULOSZS LIGNIHE 

,' 
( ) 

t 
! ---- -p---:p ~-----~-----.L--~--- -_-- 
! 

I 
) 

( 38 34 11 i 
( i 
I ) 
i J m--e 

La transformation chimique des produits 
lignocelluloçiques a &t&-Explor&e par GOLDSTEIN (19761, Tout 
d’abord, la transfsrmation des produits lignocellulosiques 
par voie physique n&c&ssi te dos procQd&s drastique= h trPs 
haute température (10C10~ Cl at de fcwtes pressions pour 
obtenir des produits t@ls que MQthanol 5 Ammonium, 
Hydrocarbures aliphatiques, Huiles et Gaz. Ces produits sont 
obtenus Par pyrolyses par liqu&fac,tion ou encore par 
gaz&if ication. 

Par hydrolyse acide chimique, la c~llulocze 1ibPre du 
glucose qui paf-- transformation chimique & haute température 
fournit de l’hydroxym&thyl furfural qui sert de pr&curscur & 
de nombreuses synthPses chimiques dont l’acide IWulinique 
est un exemple. 

De m&meI les hemicellulases par hydrolyse acide, 
1 ib&rent du mannose et du xylose. Ls Mannose par fermentation 
produit de l’éthanol alors que 10 xyloc3e par traitement acide 
59 tranc9forme en furfural. EnGin la 1 ignins peut être 
transform& en ph&nol puis an Benz&ne par voie chimique. 

l.. 2. LE§ CHAMPIGNONS FILAMENTEUX CELLULOLYTIBUES. 

Auc>s i bien dans le5 5015; w= dans le5 sédiments 
marins, de très nombreux microorganismes (Bacteries, 
Champignons, ActinomycPtes) participent à la dégradation des 
débris cellulosiques contribuant h la formation de l’humus ou 
a la minéralisation de la matigre organique (PICHON et de 
EARJAC Y 1958 f BIANCHI g 1971). Dans le rumen les batteries 
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anaerobies cellulolytiques procurent à 1’ animal une grande 
partie de son énergie alimentaire et des protéines dont il a 
besoin (THIVEND et Coll.; 1980). 

Parmi le5 microorganismes les plus utilisés dans les 
etudes sur la ce1 lulolyse, on trouve de nombreux champignons 
filamenteux. Leur r6le dans l’hydrolyse de la cellulose a et& 
étudié et developpe dans diverse5 revues. de synthese (WOOD, 
1970 ; GHOSE, 1977 ; SENARI et NARKKANEN, 1977 et NANDELS 
1982). Des travaux moins nombreux ont été consacr&s aux 
batteries cellulolytiques mesophi leç et thermophiles 
(RANASANY, 1980 ; HITCHER, 1978 ; AIT et Coll, 1981). Peu de 
travaux concernent la decomposition de la cellulose par les 
Actinomycetes (CRAWFORD, 1978 ; SU et PAULAVICIUS, 1975 ; 
DAIGNEAULT-SYLVESTRE et KLUEPFEL, 1979 ; HAGERDAL et Coll. 
1978). Nous developperons essentiellement les principaux 
genres de champignons cellulolytiques. 

1.2.1. Le genr= Bs~rillra~ 

AU cour5 d’une étude precédente nous avons demontré 
w= dans le genre Bsp,.g~.i.l.tiri quelques espèces sont capables 
de produire des cellulases parmi lesquelles & peyza , & 
y.w.A.stiu 
production de 

8, as!d.e&u , & tli3.w et 8, ~g,nfii. . Cette 
cellulases reste cependant faible et limitbe a 

des condition5 particuliéres de culture ~ROUSSOS, 1981). 

D’autres especes d’ &p.wgi.l&r comme B, fwreus et & 
fidm.i.stis ,sont capables de se developper sur la cellulose 
microcristalline en produisant des quantites importante5 de 

/-glucosidase (D’SOUZA et VOLFOVA, 1982 ; WASE et VAID, 1983 ; . 
STEWART et Coll. 1983). 

< 

Le5 cellulases produite5 par des esfiéces d’ 
f%p~rsi.llua sont géneralement riches en endo- p-glucanases et 

/$glucosidases, mais pauvres en exo- k -glucosidases. De ce 
fait, EIllE?S ont Une ac‘t i on limitee Sur la cellulose 
microcristalline. On trouve cependant dans le commerce des 
cellulases d’ 8, aiig!x commercialisées par Miles (Elkhart, 
Indiana, U.S.A. 1. 

1.2.2. Le genre Cha&nmi.um, 

Les deux espèce5 cellulolytiques les plus souvent 
utilisées sont C& fhwmQQhi.le et CA rtiUlyUum 
.L’influence de la temperature sur la croissance et la 
production de cellulases par C, fkmnphi.&l a bté etudiee 
par ERIKSEN et GOKSWR (1976). L’hydrolyse de la cellulose en 
sucres simples par le complexe enzymatique extracellulaire de 
G r;elluitiSi.sum a été decrit par FAHNRICH et IRRGANG (1982 
a et b). 

C’est c, seL~ln4Liudm qui est le plus souvent 
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utilise pour la bioconversion des substrats 
lignocellulosiques bruts tels w= la sciure de bois, la 
bagasse etc. 2. Les fermentations de ces substrats inocul&s 
avec !Z, rtiUPrnPYfrPcum 5~ deroulent generalement en milieu 
solide (PANMENT et Coll. 1978, ULMER et Coll. 5 1981 i ROUSSOS 
et SEDHA, 1983). 

1.2.3. Le genre S;a~oz&rciti~, 

Le genre Spwa%rktium est l’anamorphe (forme asexu&e) 
dU genre ehi$lllmwb&e qui représente la forme tél&omorphe. 
Deux especes ont &t& particulierement Qtudiees f 

SQQLRB%Ekbrn ihmm8hiifL anamorphe de e, 
icJm3nQQhUh 

Sw~ti&hurn pubi~rou,ktium anamorphe de JZ!& 
ShwwamL 

Toutebj CBS o-sp$ces attaquent le bois et sont appel&es 
A CB titre “poU~P%tUPe blanche du boisp”, Depui5 plusieurs 
anîr&es Uy1cp &quYpe de chercheurs Suédois dirige@ par K. E. 
ERLKSSON a etudig une souche de EL jatduwdaafurn et l’on 
d i spose maintenant de nombreux renseignements sur le 
proce5çus de dbgradation de substrats lignocellulosiques par 
cette souche (ERLKSSON et HANP, 1978 ; ERIKSSON, 1978 ; AYERS 
et Coll. 1986 g DESHPANDE et Coll. 1978 ; EK et ERIKSSON, 
1978 ; ERIKSSON et PETTERSSON, .a975 ; ANDER et Coll. 1983). 
L@ “comp1eixe” enzymatique de cet te souche comprend des 
endo-glucanase5, exo-glucanases, glucosidases, xyîanases, 
lactonases, g 1 ucose oxidase, cellobiose oxidase, cellobiose 
quinone oxido rbductase, catalaçe, 1accase, p&roxfdase ainsi 
w= des enzyme5 de degradation de la lignine en monomPres. Ce 
microorganisme a &t& proposé &galement pour Ia production de 
Prot&i ne5 d’CWganiame5 Unicellulaires à partir de substrats 
lignocellulosiques (THOMKE et Coll. k9BQ). Cependant L4, 
rsid.x~UenUrn n*a Pas et& util.is& dans de5 etudes sur la 
production de etzllu%ases en vue de la saccharification de la 
cekluPo5e. 

La souche S, ~fh~~rnnphi~ a et& uti 1 isee pour 1’ &tude 
de la regulation de la biosynthese des cellulases (induction 

r&pressionl dans Ie cas des espkes thermophiles 
(CANEVASCINl et Coll. 1979, COUDRAY et Col1 m 1982). 

1.2.4. Le genre IriEhndwma , 

Contpair-ement au genre sPtuz~~sh~am~ l= genre 
Ierir;b&ma appartient au grand ensemble des champignons 
imparfaits ( EM-i ~m~~f~tii 1 (RIFAI, 19691. Ces espbces 
sont fréquemment Utilis&es dans les processus d’hydrolyse de 
Pa cellulose. El les produisent en effet des quant i t 8% 
importantes d’ exoenzymess capables d’hydrolyser compl&tement 
Ya celfuloçe en glucose. Les eçpeces suivante5 : IL I-wzXi 
(OGAWA et Coll., 1982 ; TALLEN et ANDREOTTI, 1982 i NANDELS, 
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19821, 1, yi.ti@ (GONG et Coll., 1977 ; WEBER et GRIFFIN, 
1973) ; HALLIWELL et VINCENT, 19811, L psf2.udn~~ingi.i 
(HARRER et Coll., 19831, L In~ibrtràlu;hi.à.tr (SIDHU et 
SANDHU, 1980) ainsi que L~b,a~ia~rn (ROUSSOS et RAIMBAULT, 
19821 sont les WSpiXES les plus Utilis&es pour 1’9tude du 
mécanisme du complexe enzymatique ainsi que pour la 
production de cellulaçeç. 

Il existe une certaine confusion dans la littérature CI 
propos de la nomenclature de L xi~2.sl.e~ cette espèce se 
rencontre actuellement çouç l’appellation L ~a&, 11 faut 
cependant preciçer que cette denomination n’est valable que 
pour 1.a souche 1, yirlsia @Maa, qui a subi de nombreuses 
mutations (MANDELS, 1982). 

Lt25 diffêrentç mutants obtenus a partir de IL ybide 
BMBa produisent des quantites importantes de cellulases, mais 
la composition ainsi .we les propr i etes du complexe . 
enzymatique & 1’ eqard des substrats celluloçiques sont 
simi laires. De m&me les proportions relative5 d’endo et 
exo-qlucanases ne changent pas. Toutes les souches de L 
l23zx.i produisent de. faibles quantites de cellulasas 
constitutives. Les manipulations q9net i queç visent a la 
production de cellulases constitutives. Cependant, pour 
l’ensemble des espPce5 de Lri&hnhma 5 la bioçyntheçe des 
Cellulases est r&qulée par le contrale d’induction-répression 
decrit dans un chapitre çuivant. L’ intensite de cette 
requlation est fonction de la souche ainsi que des conditions 
de cul tut-e (MONTENECGURT et Coll. 1981 ; PURQUIE et 
VANDECASTELLE, 1984). 

Des cellulases de IL r-xi 5ont commercialisees par 
NGVG ENZYME ( L raBai BM 9414 - Copenhaquen - DANMARK). 
Le5 preparat ions de ces celluïaçeç contiennent d’autres 
carbohydrolaçes : xylanaçeç, mannaçeç etc... 

Lors des @tudes precedenteç sur 1’ hydrolyse de la 
celluloçe par les moi5iççure5, nous avons pu sélectionner, 
dans un premier temps, 4 souches appartenant toutes au qenre 
IJkiLhRdEma a 
aueauitida et 1, 

savoi r 1, e-si. , Ll~nsikan~rn, IL 
hacziàrrum a Par la 5uite en fonction d’un 

certain nombre de critères (croissance apicale, çporulation, 
production de cellulases), nous avons retenu parmi ce5 
souches L tijzztiruarn (RGUSSGS, 1981 ; RGUSSGS et RAIMBAULT, 
1982 a et b). 

Les ce1 lulases de 1, hauianum., sont synthétisées 
pendant les premiéres heures de croissance et restent a 
l’interieur des cellule5 mycel ienne-i. ces enzymes sont 
ençui te excreteeç dans le milieu de culture ou 1 eur 
concentration augmente en fonction du temps. Cette souche est 
donc parfaitement bien adaptée pour la production de 
cellulases par fermentation en milieu solide. (ROUSSCG et 

SEDHA, 1983 i ROUSSOS et Coll. 1984). 
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1 m 3. LES CELLULASES 

11 n”existe pas une enzyme unique capable de deqrader 
completement la C@l au1oçe brute jUStqU’h ses. compoçants 
ultimes, cellobiose et glucose. En fait9 la plus simple 
definition des celîulaçes consiste en Uil complexe 
polyenmymatique qui attaque la cellulose et la transforme en 
sucre-r simples capables de traverser la paroi cellulaire. 
§elun cette d&f inition, 10 çyçt &me enzymatique complet 
nPexiste que chez relativement peu d’organismes i les mieux 
connus parmi les champignons filamenteux sont 1es qenreç 
B§Qmtiuku 9 iAks&amiurn E~~~U~ Sperntitibrn et 

(ERIKSSGN et HAMP S 1978 5 IKEhA et Coll. 1973 a 
et b e SIMBS6N et MARSH, 1964 ; BHATAWADEKAR$ 1981 5 OGAWA et 
co31. 6982 5 COUDRAY et Coll. 1982) et les CletiridJ.~m parmi 
les bactéries anaerobies IGIULIANO et Coll. 1983 f KUWDU et 
Coll. 1983 ‘P AIT et Coll. 1979). 

Pour L ll.i.riti 1e comp$exe cellulasique a @té 
fractionne en quatre csmposants par PETTERSSON en 1975 qui a 
uti3iç& diff &rentecB methodeç de chromatoqraphie, Deux de ces 
composants 5ont des endoqlucanases i les autres sont une 
exoqlucanase et une p -qIucoçidase. 

Plu5 rkcemment 5 d’autres auteurs (HALLIWELL et GREFFIN 
1978 P LONG et Coll. 1979 i GHOSE et BISARIA, 1979 ; WEBER et 
Coll. 1980, FLIESS et SCHUGERL, 1983) en utilisant des tamis 
mo%éculaires, des resineç echangeuses d’ions, ou par 
electrofocusinq, snt obtenu seulement trois composants 
enzymatiques pour Ic eaes.& . : 

1) Endo-l-1,4 Glucanaçe = Carboxymtithyà cellulase (ACMC). 
NO. 3.2.1.4, ou (EG : Cx) 

2) EAO- p-1$4-Glucanase = Cellobiohydrolaçe 
NO. 3.2.1.91 ou (CBH : Cl, 

3) $ -Glucoçidase ou cellobiase 
No. 3.2.1.21 

La caracthrisation de cc-5 enzymes a tlt& décri te par 
plusieurs auteurs et une çynthPçe de ces travaux a Cte faite 
par MANDELÇ (1982). 
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Prenant en considération les résultats expérimentaux, 
PETTERSSON (1975) pense qu’il existe une synergie entre les 
differentes enzymes impliquées dans la déqradation de la 
cellulose. L’exoqlucanase est la seule enzyme qui peut 
deqrader la cellulose cristalline et la transformer jusqu’à 

80 % en qlucoçe. Il semble donc logique, comme l’a proposé 
PETTERSSON, de donner A cette enzyme un raie prepondérant 
dans le schéma de la deqradat ion totale de la cellulose 
native par L titi&2 (Tableau 111. 

TABLEAU II. : Le mécanisme de la dégradation enzymatique de 
la cellulose selon PETTERSSON (1975) pour 
i. viaide.. 

( Endoglucanase ) 
( 1. Ceilulose native l Cellulose * 
( Exoglucanase ; 
( 2. Cellulose * l Cellobiose 1 
( 
( 3. Cellobiose 

B- glucosidase 
w 2 Glucoses 

F---------------------------- 
i 

( Cellulose* : Obtenueà partir de la cellulose native par ) 
action de l'endoglucanase dans les régions ) 
non cristallines des fibres de cellulose. ) 

MONTENECOURT et EVELEIGH (1979) en se basant sur 
l’hypothèse de PETTERSSON (19751 selon laquelle les enzymes 
reaqisçent successivement pour dégrader complètement la 
cellulose, ont propose un schéma des differenteç étapes de la 
cellulosyse (Fig. 41 1 ce modele a et& élaboré en tenant 
compte d’un certain nombre de travaux anterieurç qui ont et& 
fait5 i ndependamment sur des cellulaseç fonqiques (ERIKSSON 
et PETTERSSON ; 1975. HALLIWELL et GRIFFIN, 1973 ; WGGD et Mc 
GRAE, 1975). 

Dans un premier temps, les endoqlucanases sont 
supposees attaquer la cellulose microcristalline, creant des 
failles dans les chaînes lineaires de la cellulose. L’action 
des endoql ucanaseç est suivie par 1 ‘attaque des 
cellobiohydrolases en ces points de rupture qui libérent du 
cellobioçe. L’action continue et Combin&e des endoqlucanases 
et cellobiohydrolaseç entraine la conversion complète de la 
cellulose en cellobioçe et petits oliqoçaccharideç. La 

f-qlucoçidase agit 5ur le ce1 lobioçe et les petits 
oliqoçaccharideç pour liberer le glucose. L’action synérqique 
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de toutes le5 enzymes impliquées dans ce phénomène est 
n&c&sçaire pour r&al iser l’hydrolyse effective de la 
cellulose cristalline. ~MONTENECOURT et EUELEIGH, 1979) S 

LES CELLIJLA§ES 

FIBRES DE CELLULOSE 

Regione 

=morphe= 

A. Endo-fbglucanase (EG: C,) 

2- 

B. Cellsbiokydrolase (CBH: Cl 1 

e. EG/CBH 

8. . 
B -@Iueosidase 

p1 
w 0 Glucose 

Fig. 4 : Représentation schématique des différentes étapes de la 

cellulolyse selon MONTENECOURT et EVELEIGH ( 1979 ) . 
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Le fonctionnement de5 enzyme5 cellulolytiques témoigne 
d’une interdependance complexe qui n’est d’ailleurs pas 
encore totalement élucidée. Le schéma de la Fig. 5 résume les 
connaissances actuel les (GONG et TSAO, 1979 ; ROSS et Coll. 
1983) a 

Il est maintenant admis que la synthese des enzymes de 
dégradation de la cellulo5e est contr6lee par un, 5ystPme 
inducteur-r&presseur (LOEWENBERG, 1984). Cela 5ignifie que le 
complexe cellulasique est naturellement réprime par un 
r&pr&(sseur qui bloque la transcription des g&nes de structure 
de ces enzymes. Les inducteurs ont pour rile de lever cette 
repression. Cependant, plusieurs auteurs s’accordent à pen5er 
qu’il existe au55 i une faible quantite de cellulases 
constitutives (MANDELS et REESE, 1960 ; ROUSSOS et RAIMBAULT, 
1982 bl dont la t-glucosidase (GHOSE, 1977). la regulation 
de5 enzymes cellulasiques s’effectue A trois niveaux : 

Cellulose nûtive 

/ Endaglucanases - e--- - - 

1 
Cellulose modifiée 

Ccll&biose 

,8 - glucosidase --+ 

1 

6-m 

filtrat de culture Membrane 

.-.-- 

Fig. 5 : Schéma simplifié de la production r0gulk et de. 1'0~ 

- Transport Actif 
-. 

-Transport Actif 

* cellobiose . . . . . . . . . . . 

Cytoplasme 
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- Induction-répression du syst+me enzymatique qui est 
naturellement r&prim& par le glucose. La r&preçsion de la 
5ynthÈise des callulaseç est IisvQe par le5 inducteurs, 
substrat ou non s tels que la cell.ulo5e ou le thiocellobioçe. 
(PIISIZAWA @t Coll. 1971 ; STERNBERG et MANDELS, 1979) i les 
oligosaccharides cit&s induisent en génêral la bio5ynthPse de 

e glucosidase (LOEWENBERG, 1984). 

Répression catabol i que exercbe par le glucose, 
produit final de la reaction, qui bloque principalement la 
syn t h&se de l’enzyme constitutive p-glucoçidase IGHOSE, 1977 
s CONG et Coll. 1977 ; MANDELS et Coll. 1975 j I\JISIZAlrJA et 
Coll. 1972 : CANEVASCINI et Coll. 1979 j WOODWARD et ARNOLD, 
1981 f FERCHAK et PYE, 1983). 

- R&troinhibition qu i 5’exerce A plusieurs niveaux ; 
le glucose inhibe l’activitg dia la p-glucosidaçe et des 
endoglucanases. Le cellobiose, açsoc i 12 aux cellodextrines, 
inhibe lesi endo et exoglucanases (C+HOSE, 1977 ; MONTENECOURT 
et Coll. 3.981). 

1.4. LES FERMENTATIONS EN MILIEU SOLIDE DES SUBSTRATS 
CELLULOSIQUES. 

Le terme “fermentation en milieu solide” en Anglai5 
“sol id state fermentation” dtssigne toute fermentation dans 
laquelle le substrat npeçt pas liquide. RAIMBAULT (1980) 
avait d &f i n i ainsi le5 milieux 501 ides en opposition aux 
milieux liquides et pgteux “comme @tant ceux pour lesquels le 
substrat n’ est pas liquide et possède une granulom&trie et 
une structure Organis&e. Les substrats solides peuvent donc 
&tre des produits vCgétaux fragmentés dans lesquels l’eau se 
trouve sous forme d%eau de constitution, d’eau libre et d’eau 
li&e par deç forces de differenteç natures. En aucun cas 
l’eau ne doit occuper la totalité des espaces libres et ne 
doit s’écouler librement. 

L’utilisation des fermentations en milieu solide n’est 
pas récente et de nombreuses fermentations alimentaires sont 
basées 5 u r Ce principe et ont étc% pratiquées 
traditionnellement dépuiç trPç longtemps en Europe (fromages, 
champignons comestibles) ou en Extréme Orient (Koj i, Miço, 
Çake Y Tempech, Ontjom, Raj il. Actuellement divers procéd05 de 
fermentation en milieu 501 ide sont utilises au niveau 
commercial e n Extrême 0 r i e n t (Heçseltine, 1965) ou de 
mBtabo1 i tes de champignons filamenteux. Sur le Tableau III, 
nous avons ~eport9 le5 enzyme5 produites industriellement par 
fermentation en milieu solide. 

Les fermentations en milieu solide présentent un 
certain nombre d’ avantages par rapport aux fermentations en 
milieu 1 iquide que LAMBERT et MEERS (1983) ont rêçum& de la 
faFon suivante : 
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1. L’aération est plus facile a travers les espaces du 
substrat granuleux ; l’agitation du substrat lorsqu’elle 
intervient, est discontinue. 

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

- de rêduire le volume des fermenteurs 
- d’éviter les effluentç à traiter 
- d’economiçer des réactifs lors de la récupération 

des metabolites. 
- d’éviter les contaminations bactériennes gr%ce & une 

faible humidité 
d’eviter parfois de stériliser le substrat 

(RAIMBAULT et GERMON, 19761. 

3. Les milieux de culture sont tres simples (ceréales, 
lignocelluloses additionnees de quelques sels mineraux). 

TABLEAU III : Enzymes fongiques produites par fermentation en milieu solide. 

( Cellulase 
( 
! 
( Pectinase 
( 
( 
( Protgesc 

Înichodeama viCde : KIUCHI et TANAKA (1975) 

A~peagilLu~ nipea : BECKHOBN et Coll. (1965) 

AdpeqdL.h oayaae. : YOSHIDA et ICHISH ,IMA (1964) 

---w-P- : 

I 
Enzyme Microorganisme Référence 

I 

I 

----------i-~~~ --- w-.-------F--------------~ 

( CL- :mylaoe A4penpiCLu.4 oqi‘pze : CANNSL et MOO-YOUNG (198Oi 

i p---e --: -----_ 

j 

,; 

Le principe de la méthode de culture en milieu solide 
developpée par RAIMBAULT et ALAZARD (19801 est base sur “la 
distribution homogène d’un inoculum de spores pt des sels 
mi n&raux nec&ïsaireç à la croissance du mycelium dans la 
masse du substrat amylace mi5 sou5 une forme adéquate 
permettant le maintien des conditions aérobies. La 
preparation d’un substrat granulaire poreux avec un pH et une 
teneur en eau détermines et essentielle pour obtenir une 
croissance rapide et homogPne dans toute la masse du 
substrat. Cette structure granulaire permet au flux d’air 
humidifié de traverser aisement la masse du produit pendant 
toute la durée de l’incubation, ce qui permet d’apporter 
1’ oxygène nécessaire a la croissance du mycélium, tout en 

t-vitant la dessiccation du produit”. 



l-l Equipement pour le fermenteur agité type KOJI 
l-2 Cuve mobile du fermenteur 
1-3 Moteur d'avancement de la cuve 
1-4 Système d'agitation du produit 
l-5 Système de chargement et de déchargement 
l-6 Table de contrôle 

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

Figure 6 m Schéma d'un fermenteur industriel pour la préparation de KOJI 

( FUJIWARA BREWING MACH. IND. -. Japon ) 
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La production de cellulacies de 1, yirida cultivé en 
milieu solide a été dâcrite par TOYAMA (1976). Pour cela, le 
procédé Koj i a été adapté pour permettre la culture de 1& 
xi2isl.e sur un milieu solide composé essentiellement de paille 
de riz et de germes de bl&. Un appareil automatique a chambre 
rotative a ét& mis au point, la culture statique 512 fait en 
couche de 10 cm de hauteur. 

1.4.1.1 Le proc&d& Koji 

A l’origine, le procêd& Koji consistait en une culture 
de moisissures 8, nJ?JxaE: ou A& s.Qyae. sur grains de riz, de 
soja ou de bl& prealablement chauffes & la vapeur pour 
produire des a1 iments ferment& (Sak&, Miso, sauce de 
soja...). Traditionnellement ce procéd& étant statique, le 
substrat inocul& était réparti .sur une @paisseut- de 4 à 10 cm 
dans des paniers de bambous tressk, places dans’ une chambre 
d’incubation a 25-30 o C ; les plateaux 9taient dispos& sur 
plusieurs etages espaces de 10 cm pour permettre l’aeration 
du produit. L’agitation et le malaxage des produits se 
faisait manuellement. 

Les principales applications industrielle du procédé 
Koj i I outre la production d’aliments fermentes dkjà citk, 
visent essentiellement à produire des enzymes (amylases, 
cellulases, protQases) et des m&tabol i tes tels’ que des 
mycotoxines (AIDOO et Coll. 1982) ou des acides organiques 
(RAIMBAULT, 19801. 

Il y a dix ans TtiYAMA (1976) a décrit un procéd& 
automatique pour la préparation de Koji en vue de produire 
des cellulases. La technique consistait à cultiver 1, I-w-i 
sur un milieu solide compos&s essentiellement d’un melange de 
paille de riz et de son de riz (ou de blé), dans un rapport 
de 812 ; l’incubation B 25-30 “C durait 4 jours. La masse du 
produit ferment& était extraite dans 3 volumes d’eau ce qui 
fournissait une solution contenant une forte activité 
cellulasique. 

Récemment la soci&t& Japonaise FUJIWARA a d&velopp& et 
commercialis& une s&rie de f si-menteurs Koj i entièrement 
automatis&. Le chargement, l’agitation et le dechargement 
des fermenteurs se faisant automatiquement. Les cuves des 
fermenteurs en inox permettent de réa1 iser tolltes les 
op&rat ions de conditionnement du substrat (cuisson, 
homog&n&isation, stkrilisation), de fermentation (agitation, 
rggulation des paramPtres de croissance) ainsi que la 
r&cup&ration du produit fermenté dans le meme appareil. Sur 
la Fig. 6 on a reproduit le sch9ma sommaire de cet appareil. 
La cuve fixe est de forme cylindrique de 2 à 5 m de diametre 
a double fond perfore pour l’aération du produit, la hauteur 
totale de la cuve étant de 2,5 m et la hauteur utile de 1,5 
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Figure 

1 Cuve du fermenteur 

2 Double-fond perfofi 

3 Sonde de tempf?rature 

4 Sonde de pH 

4 Barboteur 

6 Rherve d’ur&e 

7 Spray de refroidissement 

8 Pompe L debit variable 

9 Wrln de la sonde pH 

7 . Schéma du fermenteur agité équipé de ses accessoires , mis au 
point G 1'IRCHA et construit par LOISELET-France . 

( selon DESCHA%lPS et coll. 1980 ). 
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m . Un systeme d’agitation rotatif se déplaçant tout autour de 
la cuve permet d’agiter le produit. L’air conditionne par 
ailleurs est introduit par le fond de la cuve et assure 
l’apport d ’ oxygéne et les &Changes gazeux au cours de la 
croissance. 

1.4.1.2. Le procede ORSTOM - IRCHA. 

Le dispositif de culture en colonne reactionnelle 
5’ êtant revevé difficilement extrapolable, .2t cau5e de la 
grande quantite de calories à évacuer (RAIMBAULT 1980) g un 
nouveau f ermenteur pour milieux solides a et& mis au point à 
1’IRCHA (MEYER et DESCHAMPS, 1979). Ce fermenteur est un 
mélangeur de type pétrin de boulangerie de 1.200 1 constitué 
d ’ une cuve circulaire tournant 1 ibrement autour d’un axe 
vertical et equ i pé d’un bras d’agitation à trois doigts. La 
cuve est équipee d’un double fond permettant l’introductrion 
d’air par l’intermediaire, de trous perces dans le fond de la 
cuve. Les differentes etapes de cuisson, d’inoculation, 
d’homogeneisation et de fermentation sont r-éalisées dans le 
meme appareil. Le schéma de principe de ce fermenteur est 
representé sur la Fig. 7. 

Au cours de la fermentation qui dure environ 30 h, le 
contrôle de la croissance du microorganisme est assure par 
les regulations suivantes : temperature, aération, pH et 
humidité. L’agitation Command&e du produit permet une 
homogéneisation régulière et évite le dessèchement en 
surf ace. Ce procede a et& utilise pour l’enrichissement en 
proteines de différents substrats amylacés tels que manioc, 
pomme de terre, Pulpe de féculerie de pomme de terre, 
bananes, en vue d’obtenir des aliments pour bétail. Il a été 
utilise egalement par la fermentation de la paille de bl9 
(ASTHER, 1982). Apres 30 h de culture le produit fermente est 
à 63 % d’humidite et contient en moyenne 20 % de proteines et 
25 - 30 46 de sucres residuels (DESCHAMPS et Coll. 19801, la 
bioconversion des carbohydrates en proteines @tant de 20 - 25 
% (SENEZ s 19781, L’ inconvenient du systeme pétrin r-éside 
essentiellement dans les difficultes, d’extrapolation à grande 
Qchel le compte tenu notamment de la nature des substrats 
utilises. 

1.4.1.3. Le procede INRA - DIJON. 

A la Station de Senie Microbiologie de I’INRA - DIJON 
une variante de ce type de fermenteur a et& conçue en vue de 
l’enrichissement en protéines des pulpes de betteraves par 
fermentation en milieu 501 id?. L’inoculation du substrat se 
fait avec du mycelium de 1, a1Wm (DURAND, 19831. 

Le f ermenteur est de forme parallelépipedique ( 2m de 
long sur 0,8 m de large). La partie inférieure de la cuve 
comporte deux p 1 aques perforées maintenant le substrat et 
permettant une ahration homogene. Un chariot muni d’un 
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1. Preparation de l’inoculun 

2. Cuve 

3. P&eur d’avancement du chariot 

4. Chariot 

5. HoPeurs des retourneuri 

6. Rampe de spray 

7. Sonde d’oxygenc 

8. Sonde de pH 

9. Sonde de temperature 

10. Sonde de tcmflraturc et d’humidit4 (sortit 
d’air 

11. = 
m (entree d’air) 

12. Cepteurs de contrainte cn compression 

13. Humidificateur 

14. Mesure du debit d’air 

15. Ventilateur 

16. Batterie froide de. l’enceinte de climatisa- 
Plon 

17. Battcric chaude l 

. 

lt. Filtre I tir 
I . 

Sl,S2,S3 Apport de diffi!rcntcs solutions 

Figure 8 . Schéma du fermenteur agité muni de ses accessoires, mis au 
point 5 l'INRA-DIJON et construit par NORDON-France 
(selon DURAND ; 1983 1. 
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retourneur à trois helices parcourt la longueur du fermenteur 
en 30 mim environ. Sur le chariot sont fixes des asperseurs 
permettant l’addition de solutions en cours de culture par 
l’intermédiaire d’electrovannes, L’ensemble du r&acteur 
repose sur quatre capteurs de contrainte en compressiion 
assurant la messure en continu de la mas5e. La capacite 
totale du r&acteur permet de travailler sur une tonne de 
substrat (20 % de MS) sur une hauteur de 1 mPtre (Fig. 8). 

Differents capteurs sont implantés dans la masse de la 
culture et sur le circuit d’aeration pour permettre les 
mesures en continu de l’air A l’entrée et en sortie ; debit 
d’air entrant ; perte de charge ; temp&rature de la masse 
totale dans le temps et analyse des gaz en sortie (oxygene 
conEiom&, CO2 produit) S Toutes ses mesures sont collectées sur 
ordinateur. Le logiciel de commande des differents 
actionneurs permet de contrôler la fermentation en agissant 
sur : 1’ avance du chariot, le retourneur, la régulation du 

PH, la température et l’humidité de l’air et le débit de 
l’aspersion. Ce fermenteur est un prototype conçu pour être 
extrapolable industriellement. 

?: Zymotis 
2: couvercle 
3: Radiateur 
5 et 6: CirccJt d’eau 
7: Aaz~pe d’aé>zîtion 
3: Vanna manuelle d’aération 

13: CUtiimt3tre 
14: Barboteur d’eau 

-Y ‘4 - 

0 15 

L 16 

7 

17 
18 

i 
fig. 9 : Schéma du Zymotfs.~quipé de ses annexes . 



En Indonesie les fermentations en mil ieu sol ide des 
qrai nes de soja ISU de riz ainsi que les tourteaux d’arachide 
!nnt couramment prat i qu&es pour la fabrication des produits 
d&stinés Éa la consommation humaine. Suivant le substrat et 
IFS souches utilisés le precédQ est diffbrent. Il ns existe 
p- moine de 24 aliment5 dif+&r-ants ainsi obtenus par 
fermentation traditionnelle ~SAONO, 1984). 
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Lors des étude-i réa1 is&es; par Raimbaul t et Germon 
(1976) pour %a mise au point d’une technique de culture en 

milieu solide statique en vue de l’enrichissement en 
prot&ines des substrats amylac&s comestibles, il a éte 
démontré que l’un des principaux facteurs 1 imitant5 pour 
l’extrapolation de ce proc&d& était l’elimination des 
calories d&qaq&es au cours de la croissance du 
microorganisme. Un nouveau f ermenteur équipé avec des 
@changeurs thermiques a &t& mis au point pour la fermentation 
en milieu solide des. substrats agricoles. La prkence des 
radiateurs permet le contrôlle et la regulation d’une 
temp&rature optimale pcsur la croissance du microorganisme 
(PREBOIS et Coll. 1985) = Le .vo 1 urne compr i s entre deux 
rad i atours dQtérmine un compartiment b&n&f iciant d’une 
aération autonrsme, assurant ainsi une bonne oxygénation du 
milieu de culture. LEL r-éactrsur istant constitu& d”une 
succession de compartiments i ce f ermenteur est de type 
modulaire compact et extrapolable dans les trois dimmensions 
(Fig. 9) a SO!I principe d’utilisation sera dkveloppé dans le 
chapitre MatGriel. et M&thodes. 

1 e 5. CONCLUSION. 

La b i ornasse ccl luîosique constituée par les r&sidus 
agricoles (paille de c&r&a1es, tiges de mais) et par les 
sous-produits de l’industrie agrsalimentaire (pulpes de 
betterave, baqasse 1 repr&sente une r&serve consid&rabàe ds 
SliCPeS fermentescibles. Contrairement aux râsidus agricoles 
qui sont dispers&= dans les champs de production, les 
sous-produits de 1’ industrie aqroal imentaire sont concentrés 
sur les sites de produrtion. Pour la bagasse en particulier 
il y a des tcwlnaqen importants d’exchdents pouvant &tre 
valoris&à par voie biotechnologique dans le site méme de leur 
accumulation. 

L@!S principaux programmes actuels de valorisation 
biotechnoloqique de ces r&sidus par fermentation en milieu 
liquide (Mat ick ou TFP) n’ont pas encore franchi 1s stade 
pilote experimental et rencontrent entre autres inconvenients 
Ut-If3 limitation de contactslsubstrat microorganisme ainsi 
qu’une forte viscosité des milieux de culture. 



43 

CE+ derniéres ann&es, un essor important des 
fermentations en milieu solide a abouti .& la mise au point de 
nouveaux procédés pour la production de biomasse ou de 
m&tabol i tes fongiques a partir de substrats amy 1 ac es ou 
cellulosiques. Les applications industrielles des 
fermentations en milieu solide, limitées auparavant .3 la 
production d’enzymes, vont sans doute s’etendre & d’autres 
metabol i tes ainsi qu’à la production d’AFEP avant la fin de 
cette décennie. 

Les microorganisme impliques dans Ci25 nouveaux 
proc&dQs de fermentation en milieu solide, agités ou 
statiques, sont essentiellement des champiqnons filamenteux. 
Cet i est dû principalement à. deux raisons : Tout d’abord leur 
mode de multiplication v9qetat ive par développement apical 
1 eur permet de coloniser rapidement des surfaces importantes. 
D’autre part les moisissures 5e developpent mieux que les 
bactéries sur des substrats dont l’humidite est faible. 

Le retard important pris par rapport aux fermentations 
en milieu 1 iquide etait dû essentiellement au manque de 
méthodologie de culture (fermenteurs) ainsi qu’ a 1’ absence 
d’informations sur la .physioloqie de la croissance de 
moisi55ures. 

Notre travail a consisté dans un premier temps a 
etudier la physiologie de la croissance ainsi que la 
physiologie de la sporulation d’un champignon filamenteux 
cellulolytique( T-~irlzndel-rma ha.~z.ia~m 1. Sur la base de ce5 

r-C-su1 tats nous avons ensuite etudie le d&veloppement du 
microorganisme 5ur divers substrats cellulosique5 par 
fermentation en milieu solide en utilisant la mêthode de 
cul turc en colonne miçe au point par RAIMBAULT (19801 au 
niveau laboratoire et differents types de fermenteurs par la 
production de cellulases au niveau pilote expérimental. 
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CHAPITRE II - MATERIEL ET METHODES 

2.1.SCREENING DES SOUCHES CELLULOLYTIBUES. 

La 1 iste des champignons filamenteux testés pour leur 
activitb cellulasique est Port&e sur le Tableau IV. Il s’agit 
de SO~C hes provenant de collestions internationales et de 
souches 5auvaqes v-J@ nous avons isolées à partir de 
differents echantillons de sols ou de débris véqetaux. 

Les souches ont eté repiquées requlierement tous les 
six mois sur le milieu “Bacto-malt-aqar” (Difco. ref. 0241. 
El les sont incubees pend.ant 7 jours a 29’C et peuvent alors 
&tre conservees à 4°C pendant environ 6 mois. 

La presence de cellulases a @té test& sur des 
cultures obtenues 5ur milieu gelas& de MANDELS et WEBER 
(19891, contenant 0,75 % de ce1 lulose microcristalline 
“Avicel’. Le réactif iodo-iodure (solution de luqoll est 
utilise pour mettre en evidence la zone d’hydrolyse de la 
cellulose qui apparait autour de la colonie, 

TABLEAU IV :Collection et provenance des souchea de champignons fllamentsuxutilisCs 
pour cette Ctuds (ATCC : Amerfcan Type Culture Collection ; CCR : Czechom’n 
lovak Collection of Wicroorganlsmx). 

PPJNEHNKE n- w.sTM 

hTcc 26921 Af 21 

ATCC 21217 An 22 

ccnr - 566 c 23 
CCnF - 521 AV 2Y 

ccnr - 522 A” 25 

ccnr - 560 A 10 

cor - 166 c 3 

CcnF-172 c 1( 

ccnr.- W” c . 

ccnr - 167 C 1U 

ccw - 197 C 19 

CCIIF - 198 C 20 

ccm - 591 C 21 

CcnF - 541 C 29 

cctr - 470 C 29 

ccnr - 57s c 30 

CcnT - S61 E SI 

ccnr - SI0 C 58 

ccnr - SO‘ c 3. 

- 

- 

PmwlrnQ 

CCnT - .w 

mlr - SI0 

ccnr - SS0 

car - 620 

axr - CII 

sol. SLnLgal 

I . 

” . 

. . 

” . . . 

” . 

. . 

. . 

. . 

. . 

” . 

. . 

I -” 

. . 
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Le dosage des cellulases a c-té effectue 5UY des 
cultures de 66 h en milieu liquide a 1 X de cellulose selon 
la méthode standardisee par MANDELS et COI1 (19761. Les 
cul turcs des differentes souche5 ont et& réalis&es dans des 
fioles con i que5 (B@IC0 glass Inc. r&f. 2.5101 de 300 ma 
contenant chacune 100 ml de milieu de culture, Les fioles ont 
bté i nocu 1 ées avec L!!?e quantité connue de conidiospores et 
i ncubees a 29 O C sur agitateur-. Les dosages suivants ont eté 
effectués apres homoqeneisation des cultures à l’ultra-turrax 
: Activite CarboxymethyI Cellulose (ACMC) et Activité Papier 
Filtre (APF) seîon MANDELS et Col1 (1976) I sucres Reducteurs 
(SRI ~~1On MILLER (1959) s sucres Totaux (ST) selon DUBOIS et 
Col 1. (19561 et Protéines (P) selon LOWRY et Coll. (1961). 

La mesure de la croissance apicale a eté realisee 
selon la technique de RYAN et Coll. (19431 sur les trois 
milieux suivants : milieu “Mal t-aqar-Dif cc)” s milieu de 
MANDELS et WEBER (1969) contenant 0,75 % de cellulose et 
milieu de Cmapek et Dox dans lequel on a remplace le 
saccharose par du glucose. 

Le5 conidiospores ont &-té obtenues & partir de 
cul turcs SUY u n milieu liquide de Cmapek et Dox modifie. Ce 
milieu a et& reparti en fioles coniques de 125 ml, contenant 
26 ml de milieu. L’inoculation a e-te realisee avec 3 . lO”7 
conidiospores/q de substrat et les cultures ont 9té 
maintenues i9. 29 ’ C sans agitation pendant 16 j OUI-S. Les 
cultures ont &té ensui te homoqenéisées et convenablement 
diluées et les conidiospores comptees sur ce1 lule de 
Mal assez. Les résultats sont exprimes en nombre de 
conidiospores produites par gramme de substrat carbone 
présent initialement dans 1e milieu de culture (1s) et en 
nombre de conidiospores par ml de milieu de culture (PS). 

2.2.DESCRIPTION DE§ IR.K,&pP[~~~ . 

La deçcription des caracteres morphologiques des 
souches de 1tititi-m a et& fai,te & partir de cultures de 7 
j 0UVS & 29’C sur Malt-aqar. La croissance apicale du mycelium 
a et& mesurée comme decrit precedement (Cf. 2.1). 

Pour 1’ étude de la physiologie et du metabolisme des 
kaL;h~d~jzm~ on a utilise un milieu de culture entièrement 
synthétique dont la composition est dont-tee sur le Tableau V. 
La solution de vitamines et la source de carbone sont 
steri 1 isees par filtration sur filtre Milli.pore (0,45~+ 1 ; 
le milieu minéral est autoclave .& 110°C pendant 30 min. 



47 

TABLEAU V : Composition du Milieu Minéral de base (MME) 
utilisé pour la description des caractéres physiologiques et 
nutritionnels de lkirhn&rma, (milieu No. 1). 

(l'lH412 SO4 1300 9 
Ur&e 0530 9 
KH2 PO4 1,30 g 
Na2 HP04 0512 9 
Mg SO4 0930 9 
Ca Cl2 0930 9 
Source de Carbone 2900 9 

Solution d’oligoélements (3t) 1,OO ml 
Solution de vitamines i*Jt) 1,OO ml 
Eau diçtillee qsp. 1000 ml 

PH 596 

t*) Solution d’oligoeléments : FeS04,7H20 : 5,O g ; Mn 
S04,H20 : 1,6 9 ; Zn S04,7H201 1,4 g ; CaC12 : 2,O g ; Eau 
distillée : 1000 ml. 

t**1 Solution de vitamines : Biotine : 20 mg ; Ac. folique 
: 20 mg ; Pyridoxine-HC1 : 100 mg ; Thiamine-HC1 : 50 mg ; 
Ribof lavine : 50 mg 3 Vitamine B,l2 : 1 mg ; Ac. p. 
aminobénzoique : 50 mg ; Ac. lipoique : 50 mg ; Eau distillée 
: 1000 ml. 

Le milieu synthétique est reparti dans des fioles 
coniques de 125 ml (Delco ref. 2510) à raison de 50 ml / 
fiole. Nous avons utilise 2 g de glucose comme source de 
carbone pour l’étude de la croissance de L harzianum en 
fonction du pH (1 h 101, de la température (20 à 40°C), et de 
la concentration en NaCl (1 a 100 g/l). 

Pour la détermination des coefficients de croissance 
de L harrianram (taux et rendement de croissance) le milieu 
No. 1 a également et9 utilisé avec une concentration de 5 g/l 
de glucose. Les cul turcs sont réaliséks dans un fer-menteur 
Biolafitte (paragraphe 2.5). 

Le caractére de prototrophie a et& d&f ini sur le 
milieu synthétique contenant du gluc05e, depourvu de 
vitamines. Les substrats carbonés suivants ont été testés en 
présence de vitamines : D-arabinose, L-arabinose, D-fucose, 
L-fucose-, D-ribose, k -D-fructose ; cellobiose, galactose, 
maltoSe, mannitol, Carboxymethyl-cellulose (CMC), glucose, 
xylose, lactose, saccharose, cellulose, amidon et cellulose 
microcristalline. L'inoculation des milieux de culture se 
fait avec une suspension de conidies (3. lO”7 conidiospores/g 
de sucre). 
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La temperature d'incubation est de 29OC pour 
l'ensemble des souches, Les cultures ont Qté agitkes cji 200 
tours/min. Apres rSB heures d'incubation, les cultures sont 
homog&n&is&es CE. l'ultra-turrax puis centrifug&es A 6.000 
t/ming pendant 15 min. Les culots sont repris et lav&s deux 
fois à l’eau distill&e (fig. f.0) n Dans le5 culots ainsi 
lavés9 0 rl dose les prott-ines au Technicon selon la technique 
de L6WRY et Coll. (19511. Les sucres rgducteurs residuels 
ainsi que les activitk amylasiques et Carboxymét hy 1 
Cel3ulasiques (ACMC) sont dos& dans le surnageant au moyen 
du Technicon selon la mkthode de PARK et JOHNSON 11949). 

Pour doser les activit&s amylasiques, & 1 ml du 
surnageant on aj OUtE 4 ml d'une solution tampon Citfnate 
Phosphate 0,65 I”E pH = 4,s renfermant 1 "i d'amidon. On incube 
& 5Q°C pendant 15 min. p on ar=rhte la réaction par un 
traitement de 5 min & lQO°C et on dose les sucres r-éducteurs 
par Ia m&thode de PARK et JOHNSON (6949). IALAZARD, 1979). 

TABLEAU VI : Composition des diffïkents milieux de culture utiliab mIa 
production de conidiospores de T. hangianm. 

t Composition des Milieux de sporulation (g/l) i 
(-----------------I_ ----- ------) 
( : 
( : 
( MiEeux : 

Farine : 
Manioc : 

KH$04 ; (NH,)$O4 ; Ut-Ce i ka=- i PH 1 
( e--:----* .------: ------ -:-- :----:----- j 

: 1: 1 : 
: 

I2: 5: 

: 3 : +o i 
: 

I4 : 15 i 
: 

i 5 : 20 : 

i 6 : 25 i 

I 7 : 33 i 

I 8 : 40 : 

I 9 i 50 i 

I 10 : 100 : 

0,04 : 
: 

0.20 : 

0,40 : 

0.57 : 
: 

0.80 : 

1,oo : 
: 

1.33 : 
: 

1.60 : 

2.00 : 
: 

4.00 : 

0.08 

0,40 

0.80 

1.14 

1.60 

2.00 

2.66 

3,20 

4.00 

a,@3 

: 0,02 
: 
: .O.lO 

: 
: 15 : 5.6 

: 0.20 

: 0.29 

: 0.40 

: 0,50 
: 
: 0.66 

: 0,80 

: 1,O-a 

: 2,00 

: 15 : 5.6 

: 15 : 596 i 
: 

: 15 : 5,6 i 

: 16 : 5.6 ; 
: 
: 15 : 5,6 i 

: 15 : 5,6 i 
: 

: 15 : 5,6 ; 
: 

: 15 : 5.6 ; 
: : 
: 15 : 5.6 
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2.3. CONIDIOGENESE DE L, ktfBZUM&l . 

2.3.1. fli1iwyI sk prnsU&inn 

- Ea E~l~nrn~~~e~ 

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

Sur le Tab 1 eau VI.1 on a reporté la composition des 
milieux de culture qui ont et& uti 1 is&s pour 1’ étude 
cinétique de la production de conidiospores en fonction du 
temps. Le fermenteur contenant 1 litre du milieu de culture a 
&té autoclave à, 1lO’C pendant 45 min. 

TABLEAU VII: Composition des diffhente milieux de culture utilisés pour l'étude de la 
product$on.de conidiospores de en erlen et en fez-menteur b disques. 

Compostion des Milieux de eporulation (g/l) 

i : : : : : i 
(Hilie"X : A : 8 : C : D : E : F : G : H 
c --:--- :---"-:----:-------:------:-----:----- :------- : 
t 
(nanioc : 100 : 

: 
jKH$04 i 4 : 

( wH,)$O4 : 8 : 

: UrCe i 2 i 
: 

I CaCl2 : 0 : 
( : 
(Agar : 20 : 

! 

40 : 

2 : 

4 : 

1: 

0 : 

15 : 

: 
20 : 40 : 

1:1: 
: 

4 : 2 : 

1:l: 

0 : 0 : 
, 

15 : 15 : 

: 
40 : 

: 
1 : 

1: 

1: 

0 : 

15 : 

: 
40 : 

: 
0,5 : 

: 
0.5 : 

: 
1: 

0 : 

15 : 

40 : 40 

4 : 2 ; 

8 : 4 ; 
: 

2 :1 i 
0 : 1 ) 

15 : 15 
: i 

[ Eau (ml) : 1000 :looo :1ow :1ooo : 1000 : 1000 :1ooo :lGQo 
( : : : 
( *H : 5,6 : 5,6 : 5.0 : 5,6 : 5.6 : 5,6 :. 5,6 : 5.6 ) 
1 : .z : 
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Le fermenteur A disques que nous avons utilist- est 
décrit sur la Figure 11. Il a 6th équipé de 35 disques de 5 
cm de diam&tre developpant une surface utile de 4.966 cm2. 
Les disques sont constitués de deux grilles d"acier de 2 mm 
d'épaisseur et de maille de 4 mm. L’espacement entre les 
disques a &t& de 16 mm. Le fonctionnement de ce fermenteur a 
été décrit par ailleurs (RA%PlBAULT et ROUSSOS i 1985) et a 
fait l'objet d’un d&pot de brevet en France No. 85.08555. 

1 : Cuve 5 : Support de l-'axe 

2: Platine 6 : Entrée haute de la cuve 

3: Axe 7: Sortie basse de la cuve 

4 : Disques 8 : Entrées et sorties fixes 

Fig. 11 Schéma détaillé du fermenteur à disques 
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Sauf indication contraire, les milieux g&los9s ont 8té 
inocul&s dans la masse. Pour cela, les milieux préalablement 
stéri 1 is&s ont bté r&f roidis à 40°C et inoculés avec une 
suspension de conidiospores de 1, harliaum de concentration 
connue. Nous avons toujours utilisê une concentration de 3 . 
lO”7 conidies par gramme de substrat carbone (RCNJSSOS et 
RAIMBAULT 1982). Le milieu a &té agit& pour obtenir une 
inoculation homoghne. Pendant que le milieu inocul& était 
encore en surfusion, nous avons pr&levé des échanti 1 lons 
d’environ 25 9 des milieux de culture du fermenteur et les 
avons introduit atéri lement dans des erlens 
préalablement 

de 250 ml, 
st&ri 1 is&5. Il restait environ 600 ml de milieu 

dans le f ermenteur. 

Les erlens contenant le milieu de culture inoculh ont 
tsté i ncub&s B la température ambiante dans une piPce non 
Climatis&e et a la lumière du jour. Les var i at ions 
nycthémérales de temp&rature pendant la période de 
l’exp&rimentation, 9taient comprises entre 22 et 29’C. 

TABLEAU 'IX : Composition des milieux utilisés pour la culture et la 

production de cellulases de Ï. han,pLanum. 

( : : 1 
( : MILIEUX : 
( Composition :-------------------------------: Fermentation 

I 
: Fermentation solide : 
:--------------a----------------- . ! 

: 
en g. : : : : liquide 

: 1 : 2 : 3 : i 

t 
---------------:-----------:---------:---------. m-----.w-_-------- 

: : : : ; 
( (NH&SO4 : 9,70 : 4,85 : 3,23 : 0,975 
( : : : : ; 
( Urée : 2,40 : 1,20 : 0,80 : 0,238 

: KH2P04 
: : : : ; 
: 5,00 : 2,50 : 1,67 : 0,500 

( : : : : ; 
( Ragasse : 80,OO : SO,00 : 80,OO : 8,000 

I 's 
: : : : ! 

on de blé : 20,oo : 20,oo : 20,oo : 
( 

2,000 
: : : : ; 

( Eau ml : 117 : 107 : 106 : 1000 ml 
( : : : : ; 

PH : 414 : 4,4 : 4,4 : 596 
: : : : 
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Pour les cultures en erlen, il n’y a pas eu d’aération 
forcée. Par contre, les cultures 1-n fermenteur ont Épt& aérke5 
pendant la période d’incubation par un faux d’air stérile, 
humidif i& par barbotage. Le dt-bit d’abration sauf indication 
contraire a &t& maintenu constant 4 100 l/h. 

Apk+s 8, 13 ou 13 jours d”incubation, on a r&colt& les 
spores en introduisant dans àe fat-menteur 2 litres d’eau 
additionnée de tween SQ (1 ml) et en maintenant uns rotation 
rapide des disques pendant 10 min. La suspension de spores a 
&t& ensuite rnécup&r&a pour compter 19 nombre de conidiospores 
par la m&thode de comptage microscopique direct apr -2s 
dilution. 

Dans le cas des erlensr Ies cultures ont Gté arr&t&es 
aprPs 3, 5, 7, 12, 14, 26 et 25 jours et on a introduit 100 
ml d’eau additionnge de tween 80 (CI,1 ml). A l’aide d’un 
bareau aimanté et par agitation magnétique pendant 10 min., 
leE# conidiospores produites en- surf ace ont bté mises en 
5uspençion dans laquelle on a réa1 iccé le comptage 
microscopique direct aprPs dilution. 

f%pr&s la r&col te des conidiaspores de 1, harziaum 
celles-ci ont bt& conservées de deux mani Pres : humides ou 
sèches. La premit-re con5iste Cn conserver les suçpensions au 
rkfrigérateur à + 4OC pendant plusieurs semaines. La seconde 
fait w= 1 & l’utilisation d’un rstavapor pour l’évaporation 
de l’Eau sous vide à différentes températures (de +30 A +60” 
Cl. Pour faciliter la rkupération et maintenir un taux élevé 
de viabilite des conidiospores ainsi s&ch&es, un support 
insoluble et préalablement stérilisé (bagasse 15g/l) a &té 
incorporé dans la suspension de conidioçpores avant îe 
séchage (ROUSSOS et Coll. 1985). 

Les différents essais de séchage ont été réalisés le 
mCme jour avec 100 ml d’une suspension de conidiespores pour 
chaque essai. 

Les conidioçpores s&ch&es au rotavapor ont 9t9 remises 
en suspension dans une solution aqueuse contenant du tween 80 
(0, d Xl et agitkes pour obtenir une suspension homogène. 
Plusieurs dilutions ont ét& r&alis&es A partir de CES 

suspensions. Pour vérifier la viabiàite des conidiospores 
après s&c hage 9 nous avons inoculé avec 0,2 ml des suspensions 
dilutions ainsi obtenues, des boTtes de Pbtri contenant le 
milieu de DOUGLAS et Coll. 1979 (Tableau VMI. L’incubation 
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des cul tut-es h 29 O C a ’ dur-é une semaine avec des lectures 
quotidiennes. 

Milieu mintral 

STERILISATION 

INOCULATION I 
r 

3 x 106 Sporolcrlcn - Surpension - Milieu pild 
de *pores 

INCUBATION 

Fig. 10 : Schéma représentant les différentes étapes 
expérimentales pour l'étude des caractères 
biochimiques et nutrionnels. 
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La cinktique de germination des conidiosporeç a étal 
r-éal is&e en milieu liquide agité à 29OC sur un milieu 
synthbtique (tableau VI .Des observations au microscope ont 
étê r&al is&es sur des pré1Pvements r&guliers afin d’btablir 
le pourcentage de germination. Nouç avons consid&r& qu’une 
conidiospore avait germQ lorsqus la taille du tube germinatif 
était supkrieure ou @gale au diamètre lc plus grand de la 
conidiospore IFROSARD et OERTLI, 1982). 

TABLEAU VIII S Composition du milieu de culture utilisé 
peur la mesure de viabilitk des conidiospores de 1, hauianum 

glucoçe 5 9 
Peplone 5 9 

Mg SO4 055 9 
KH2P04 1 9 
Rose ds Bengal 25 mg 
Agar 15 9 
Eau 1000 ml 

PH 556 

Le milieu est stérilis& à 110°C pendant 30 min puis 
distribu& en bo%tes de Pktri. 

2.4.FERMENPATLONS EN MILIEUX LIQUIDES. 

Un fermenteur Biolafitte (Poissy, France) de 2 litres 
contenant 1.250 ml du milieu 1 iquidc de MANDELS et WEBER 
(1969) additionne de 3 ml d’huile de colza (agent antimousse) 
et st&rilisé A 1 1 autoclave & 110°C pendant 45 min., a ét& 
inocul& avec une suspension de conidiosporeç A raison de 3 X 
10A7 conidiospores/g de substtiat carbon&. Pendant la 
fermentation, la temp&rature a. ét& maintenue a 29O C, 
l’ahration A 10 l/h st l’agitat,ion h 500 tours/min i le pH 
n’a pas &té r&gul&, mais sa valeur a éte notée a chaque 
khantillonage. 

Pour la production de cal lulases de 1L harziaum 
cultive sur pulpes de betterave par fermentation en mi 1 ieu 
1 iquide nous avons utilisé un milieu de culture différent de 
CSlUi de MANBELS et WEBER (1969) . La composition de ce milieu 
est donn&e sur le Tableau IX. 

llesure des paramgtres : aux temps choisis, on a fait 
des prélèvements de 10 ml dans le fermenteur. L’&volution de 
1’ inoculum a été suivie par observation au microscope, apr-Ps 
coloration au bleu cotton. Les pr&lPvements ont été conservés 
EIU cong&lateur puis analysés apr&i décong&lation ct broyage a 
l’ultra-Turrax. 
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2.5. FERMENTATION EN MILIEU SOLIDE. 

2.5.1. En colonne. 

Les cultures ont &t& r&alisées dans les dispositifs de 
colonnes décrits par RAIMBAULT et ALAZARD (1980) (photos 1 et 
2) e n utilisant la bagasse séchke, le son de blé, les pulpes 
de betterave ou u ri mélange de bagaçse (@CI g) et son de bl& 
(20 g) comme substrats solides. La composition de la solution 
minérale est donnt-e dans le Tableau IX. 

Le prétrai tement a &t&‘r&alisé de la façon suivante : 
à 100 g de substrat Sec finement broyk, on a ajouté la 
solution minérale pour amener l’humidité du produit à ~CI % ; 
aprP5 homogén&isation on a autoclav& .& 110°C pendant 1 h. Le 
substrat prgtraité est alors inoculk avec une suspension 
concentrée de conidioçpores de façon a obtenir une 
concentration finale de 3 . 10*7 conidiosporeç/g de substrat 
poids sec et une humidité totale d’environ 70 %. 

Le milieu de culture solide ainsi obtenu est reparti 
dans le5 incubateurs & raison de 18 g par colonne, et incube 
dans un bain-marie thermostat& & 29°C. Chaque incubateur a 
&tQ a&r-é par de l’air saturé d’eau a raison de 5 I/h. 

Le produit contenu dans chaque incubateur a été pesé 
(poids total humide). Le contenu des colonnes a ME- dilac&r& 
a l’aide d’une spatule et homogénéis& ; un khantillon de 2,5 
9 a &té prélevê et place dans un erlen de 150 ml et 
immhdiatement cong&lé pour analyses ultérieures. Le reste de 
l’khantillon a servi à la mesure du poids sec et pour les 
obçervat ions microscopiques afin d’apprécier l’évolution 
morphologique de l’inoculum en fonction du temps. 

2.5.2. En zymotis (du Grec = fermenteur). 

Un ,Biofermenteur Statique (Zymotis) pour la culture de 
champignons filamenteux en milieu solide sur substrats 
amylacQ5 a étê mis au point préc&demment pour des produits 
amy 1 ac Éis (PREBOIS et Col 1. 1985). Ce zymotis, d’un volume 
utile d’environ 100 litres, a et& utilisé pour la production 
de cellulases de 1, harzi.murn au niveau pilote. Les 
paramètres ont été calcul& par extrapolation des résultats 
de la fermentation de la bagasse en colonne. 

Le zymotiç est décrit sur la figure 9, il est 
const i tu& d’une cuve parall&l&pipédique contenant dix plaques 
de refrigération. 

Le remplissage du Zymotis se fait Éin garnissant chaque 
compartiment avec le substrat prbtraitb et conditionné. Le 
substrat est progressivement et régulièrement tasst- lors de 
son introduction dans le Zymotiç. Le fermenteur a été testé a 
des capacités de 4 8 10 et 12 Kg de substrat [rnt-lange de 
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fi , colon card6 

I /fi 22mm 

I 
disque papier fiho 

Y *----” laine de verra 

‘epPc air 
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b - 

c - 

d- 
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baqasse et de son de blé). 

La température du circuit d’eau a @té régl&e A 29OC 
pendant les 15 premipres heures ; après cette pet--iode elle a 
ét& régl&e à 27oc. Le débit d’air dans chaque compartiment a 
bté fixé à. 300 l/h/Kg de substrat sec pendant les 16 
premi Pres heures de fermentation. Il a &té ensuite fix& & 600 
l/h/Sc;g de substrat. Une télésonde de temp&rature, placée au 
sein du produit, a permis de mesurer et de contrôler en 
c 0 ri t i nu l’&volution de l’échauffement du produit. Un tuyau 
souple introduit à l’interieur du couvercle du Zymotis 
raccordé à un analyseur de CO2 a permis de mesure+ en 
permanence le pourcentage de CO2 dans l’air de sortie du 
f ermen teur = 

Au cours de la fermentation des échanti 1 ions du 
produit ont @té pr&levésj et traités selon le protocole décrit 
sur la fig. 12. 

[Contenu d'un incubtiteurr 

l 

.-b Poids Total Humide 

1 Produit homogénisé 1 -k 5g à 10 g (observation mi- 

l 

croscopique) 

1 2,5 g d'échantillon 1 .-+ ]Etuve à 105QC 24 h! 

1 1 
100 ml d'eau Poids sec 

I 

Ultra-Turrax 
2 mim. - 20 000 t/mim. w.Mesure de pH 

dilutions (% ;1/5 ;1/15 ; l/lOO) 

Polybroyeur (Potter) 

F- --- 
'-~'~~~'~~' iRéducteurjPro!éinepCeTl?lases * Sucres Totaux 

(ACMC ; APF) 
Fig. 12 : Schéma protocole de traitement et analyses des échantil- 

lons de bagasse fermentée. 
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2.6. EXTRACTION ET CONSERVATION DE LA FRACTION 

La totalité du produit fermente est r-écuperée en fin 
de fermentation F apres une homogenéisation par malaxage, il 
est reparti en lots de 500 CJ dans des sacs de polyéthylene 
Manches. La totalite des fractions ainsi confectionnees est 
alors traitee & la presse hydraulique dans les quelques 
heures qui suivent l'arret de la fermentation. 

La preaçe que nous avons utilisee a et& gracieusement 
mise h notre disposition par le Directeur du Centre Technique 
de la Canne et du Sucre (CTCS) de la Martinique. Il s'agit 
d'une presse hydraulique de fabrication française IPINETTE 
EMSDECAU S. A. 71 CHALON / SAONE) de type 45 T (Photo No. 2). 
Cette presse est couramment Utilis&e dans les sucreries pour 
déterminer la concentration. en saccharose de la canne &. sucre 
broyee. Elle peut exercer une pression maximale de 250 Dar 
pendant que 1 ques minutes. La dur-t-e de pressage peut Qtre 
reglee automatiquement par un chronomètre incorporé. Le 
produit .Zk presser est placé dans une cellule de pressage 
ouverte de 20 cm de diametre et munie de nombreux orifices de 
1 mm de diamétre. 

Le produit fermente (500 9) placé h l’intérieur de la 
cellule a été presse pendant 2 mn.30 1 220 Bar ou plus 
generalement pendant 1 mm à 230 Bar-. Nous avons obtenu ainsi 
deux fractions. La fraction soluble (jU5) contenant les 
cellulases ainsi que les proteines solubles et le5 sels 
minéraux residuels (FS) 1 la fraction insoluble composee 
essentiellement par le substrat non utilise ainsi que par le 
mycélium (FI). 

La fraction soluble a eté directement récupéree dans 
u I-1 récipient de 20 litres * Apres élimination des particules 
solides par filtration, le volume total a @té mesuré. Cette 
fraction liquide a alors et& conservee soit par refrigération 
à + 4Oc, soit par congelation, soit par lyophylisation. 

La lyophylisation a &t& réa1 is&e dans un appareil 
DURA DRING Ca deux plateaux d'une capacité d’élimination de 
3,s 1 d’eau par cycle de fonctionnement. Afin de diminuer la 
durée de la lyophilisation nous avons toujours introduit la 
solution dejB congelee. Chaque cycle de lyophilisation a éte 
réalise avec 3.5 1 de la F.S. pendant B jours. La poudre 
sèche a éte placee dans des r-écipients à fermeture etanche 
et conservée au réfrigérateur. 
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Phofo 3 : Vue géné/raAe de Aa pn_eme hyclzaulique en 

p_onc2.ionnemen? . 

Photo 4 : Vue panfielle de Ia p/re44e hydmulique. 

a = Pi&on c = Manomètre 

b = Cuve d = ChmnomèAze 
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2.7. ENSILAGE DE LA FRACTION INSOLUBLE. 

La fraction insoluble du produit obtenu apr es 
extraction des cellulases par preçsags du produit fermenté, 
contenait 55 % de matiere çPche. Pour les études d’ensilage 
noue! avons ramene la matiere seche iM.S.1 aux environs de 45 
et 35 % par addition d’eau avant la fermeture des silos. Les 
différents conservateurs etudiés ont et& : 

- La Melasse de canne a sucre (à 5 g O/OOl. 
- L’ “Ençi pron” qui est un Mélange d’acide et de formol 

(B 3 et 4 g 0100). 
- Le “protéinor” qui est un Bioconservateur à base de 

ferments lactiques (à 2 ; 3 et 4 9 O/OOl. 
- Le “A. I.V. ” qui est un mélange d’acide chlorhydrique 

concentre (7 volumes) et d’aride sulfurique concentre (1 
volume1 ta 10 g 01001. 

Le conservateur a êté dilué avec la quantite d’eau 
nécessaire puis ajouté au reçidu de preçsage dans un 
melangeur petrin pendant 5 mn. Le produit est alors ensache 
et conçerv& pendant plusieurs mois puis analysé. 

l-ËiKEI;.AGE 
-1 Conservation 5 mois 

IDESILACEI 
:; 

1 
-Détermination Eventuelle des déchets 

I~~M~CENEISATIOI~ PAR XGLANGE 1 

A J 1 
Matière sèche Pressage Matière Azotée Totale 

(M.S) 
4 

(MT) 

JUS 

Figure 13 : Représentation schématique des différente8 étapes de traitement des échantillons d’ensilage 
pour les analyses chimiques. 



61 

Un bilan matiGre a &t& rkalisé par pesée des quantités 
ensil&es et des quantités désilées aprPs 5 mois. Les analyses 
ch imi ques réa1 isées au Laboratoire de Zootechnie de I’INRA 
Ruade 1 oupe sur les produits frais et les produits conservk 
pendant 5 mois sont donn&es sur le schéma de la fig. 13. 

2.8. ANALYSES ET EXPRESSION DES RESULTATS. 

Le5 numérations des bact&ries Totales, des champignons 
totaux et de champignons cellulolytiques ont êté r&alis&es A 
partir d’une suspension homogPne de 5 g de Bagasse dans 200 
ml d’eau stérile. Plusieurs dilutions ont été r&alis&es. A 
partir de chaque dilution 0,2 ml ont été étalés a la surface 
de boites de P&tri contenant le5 diff krents’ mi 1 ieux de 
culture ; des lectures ont &t& faites pendant 6 jours. Les 
rksultats ont ét& exprimk en nombre de germes par gramme de 
bagasse poids sec. 

Milieux de comptages des différentes microflores. 

a) Bactbries Totales : 

Bacto peptone 10 g ; Glucose 5 g ; Extrait de levure 3 
9 i Agar 15 g i Eau 1000 ml ; pH 7,2. 

b) Microflore Fongique Totale. 

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

cl Champignons Cellulolytiques. Nous avons utilisé le 
milieu de MANDELS et WEBER. (lP691 

Le5 diffkents milieux ont bté stkrilisés 30 min. A 
il0 O c. Pour les 2 derniers milieux on a ajout& 10 ml/1 de 
Streptomycine 8 80 U apr&s stérilisation. Les milieux ont &té 
ensuite repartis en Boîtes de PQtri. 

Deux ml d’une suspension homogene de conidiospores 
sont convenablement di lu& afin d’obtenir entrg 30-60 
conidiospores par unité de comptage d’un h&matimPtre type 
Mal assez. Le comptage a &té r&alis& en calculant le nombre 
moyen (n) a partir de 20 unités de comptage. Le nombre de 
conidiospores contenus par ml d’une suspens i on ( N 1 est 
ensuite calculé en utilisant la formule suivante : 
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PJ = n e F , lO”5 

- PJ nombre de conidioçpores /ml de la suspension 
initiale 

- n nombre moyen de conidioçporeç dans 1 cellule de 
comptage 

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

Nous avons exprim9 les r&,ultats de deux façons : Tout 
d’abord, nous avons donn& le nombre total de conidioçpores 
produites par incubateur (erlen ou fermenteur). Ce r&ultat 
est suivi de l’indice de sporulation (a 1 qui représente le 
nombre de conidiospores produites par gramme de substrat 
Carbon& initialement prkent dans. le milieu de culture. 

Les khantillons (2.5 g Poids humide) trait& selon le 
protocole d&crit sur la fig. 12 sont d&cong&l&s, On ajoute 
100 ml d’eau distill&o i la suspension est homogénéis&e P 
l’ultra-Turrax pendant 1 min ; le pH est alors mesuré. A 
partir de cette suspension, différentes dilutions (1/2, 115, 
I/l5 ou l/lOO) ont ét9 réalisees en vue d’effectuer les 
dosages suivants : 

- Sucres r&ducteurç au DNS selon Miller (19591 : Sous 
l’action de la chaleur l’acide 3,5 - dinitrosalicylique est 
r&dui t en acide 3- amino - 5- nitrosalicylique tandis que les 
groupements carboxy 1 es des sucres sont tranaf orm&s en 
aldghydes. Une couleur jaune-brun se d&veloppe. La lecture se 
fait à 575 nm. Le glucose est utilise comme standard. 

- Sucres Totaux à 1’ ant hrone selon DUBOIS et Coll. 
(1956) e Par chauffage en milieu acide, les sucres donnent des 
dérivks du furfural qui réagit avec l’antranol en équilibre 
avec 10 anthrone pour donner un composC bleu vert. La lecture 
se fait 2 625 nm. Le glucose est utilis6 comme standard. 

- Prot&ines au Folin selon LOWRY et Col1 (1951). AprPs 
mise en solution des protbinee; par chauffage en milieu 
alcalin, on les dose avec le réactifs de Folin-Ciocalteu. La 
coloration bleue obtenue est le rksultat d’une reaction de 
Biuret ( f 0rma.t ion d’un complexe pourpre entre les liaisons 
peptidiques et les ions cuivriques en milieu alcalin) et de 
la réduction du rt-actif phosphomolybdique et 
phosphotungstique par la tyrosine, le tryptophane et la 
cyst&ine. L’albumine du çerum de bovin est Utilis&e comme 
standard. 

activités cellulasiques selon MANDELS et Coll. 
(1976) * sous l’action des ce1 lulases, la cellulose soluble 
(Carboxyméthyl-cellulose) ou ce1 lulose insoluble (Papier 
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Filtre) en prbsence d’une solution tampon de citrate 0,05 M A 
PH 4,8 et A 50°C est hydrolyçée en sucres simples. Les sucres 
reducteurs ainsi liberés apres 30 min. (ACMC) ou apreç 60 min 
(APF) sont doses au DNS selon la méthode de MILLER (1459). 

Les résultats ont et& exprimes en heures pour le 
temps, en uni tés pH pour le pH, en % pour l’humidité et le 
poids sec ; les bilans de matieres ont et& exprimés en g pour 
100 g de substrat poids sec initial. Les Activités 
Enzymatiques ont étb données en Unit& Internationales (UIl. 

Une Unit& Internationale de ACMC ou de APF correspond 
a la quantité d’enzymes nécessaires pour 1 iberer une 
micromole de glucose par mi nute dans une solution tampon 
Citrate-phosphate 0,05 M, pH = 4,8 & 1 % de carboxymethyl 
cal lulose ou contenant une bande de papier Watman No. 1 (1 cm 
X 5 CM = 50 mg), $ 50°C . 
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CHAPITRE IIE - CHOIX DE L’ORGANISME 

3.1. INTRODUCTION. 

Parmi les moisissures cellulolytiqueç ( 8.&eKaatià , 
As~~giUdi , Ghatinmium , Eubsal-ium g Llrenfhnciurn 
Eetirii_lium Irirhndetma 
genre Irirhnkna les' 

&!zQiei&hw 1 les’ espéces d: 
sont plus frbquemment Utilis&es pour 

1' hydrolyse de la ce1 lulose et des produ i ts 
1 ignocel luloçiques (GALLE et Coll. 1978 ; GHOSE et SAHAI, 
1979 ; REESE et MAGUIRE, 1971). Au cours de leur croissance 
ces espèces produisent des quantités importantes d’exoenrymeç 
capables d ’ hydro 1 yser complPtement la cellulose en glucose 
( STERNSERG, 1976 ; STERNBERG et DORVAL, 1979). 

Avant d’appliquer la technique de culture en milieu 
solide mise au point par RAIMBAULT et ALAZARD en 1980, nous 
allons faire le choix d’une souche parmi l’ensemble des 
souches de champignons filamenteux cellulolitiques les plus 
eff irienteç de notre collection afin de sélktionner la 
meilleure. 

3,2. Screening des souches. 

L’objectif de cette @tude a &té de sélktionner les 
souches de moisissures cellulol.ytiques les mieux adaptées au 
proct-dé de fermentation en milieu solide des substrats 
lignacelluloçiques, A cet effet on a plus ParticuliPrement 
étudié : 

la production des cellulaçes indispensables pour 
transformer la cellulose en sucres assimilables par la 
moisissure 

la vi tesse d’élongation apicale qui représente 
l’aptitude a explorer l’environnement et enfin 

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

3.2.1. Hydrolyse qualitative de la cellulose en 
mi 1 ieu g&los&. 

Nous avons testé la croissance de l’ensemble des 
souches de champignons filamenteux de notre collection sur un 
milieu sélktif (MANDELS et WEBER 1969) gt-loçé en utilisant 
la cellulose Avicel ou la Carboxyméthyl Cellulose comme 
unique source de carbone et d’&n&rgie. 

Le Tableau X montre que les souches sauvages isolêes 
dans notre laboratoire hydrolyçent toutes la cellulose assez 
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TABLEAU'X : Wcreening " des souches cellulolytiques en milieu gélosé. 

( ROUSSOS et RAIMBAULT ; 1982 a ). 

Souche 
11" 

1‘1 1 
‘l-l 2 
Tr i 
Tr 5 
Tr G 
Ff ï 
Ao 8 
Tk 9 
As 10 
Ar Il 
hr 12 
Th 15 
A 10 

ChlC 
CI1 

tube 

ChIC 
21 hollc 
+1ugo1 

c+ 
e-l- 
e+ 
c+ 
C+ 
C-l- 
c* 
Ct- 
e* 
e-t: 
e* 
ef 
c+ 
c+ 

Cellulose 
en bolLe 

+ + * * 
+++ 
$ 
2 f 

+$+ 

-II- 
e+ c 3 
e+ c ’ 
Ci 
c+ : ,i 
et- (2 il 
c+ c l! 
c* c 2( 
e+ 
e* e S’ 
e- c 21 
C-t c 3( 
c* 

II 
c 3; 

e++ C 38 
3 e + 11 C 3! 

- 

( 

1 

- - 

- 

CMC 
:n bolte 
+1ugo1 

e+ 
e+ 
e+ 
e-t 
e+ 
e-t 
e+ 
c+ 
e-t 
c+ 
e+ 
c+ 
e+ 
e+ 

- 

CellulosC 
en bofle 

+++ 

+++ 
++ 

: 

:z 

+:i-+ 

-z+ 

+++ 

Zellulose 
en bofle. 
+1ugo1 

e++ 
e+ 
c+ 
et 
e+ 
e+ 
e++ 
c++ 
e++ 
e+ 
c+ 
e+ 
e-t 
e++ 

Cullurc de 3 jours a 290 C, sur milieu dc Alandels cl ‘R’ehcr. Suhstral cellulose 6 Avicel 1 0; 
CAIC. Cullure positive = + ; culture ntZgative - - ; importance de la zone d’hydrolyse e +. 

TABLEAU XI : ttScreenitig des souches cellulolytiques en milieu liquide 

agité (ROUSSOS et RAIMBAULT ; 1982 a ). 

Souches PH 
APF 
Ul/l 

Sucres 
.AChlC l0lal.n Protéines 

Ul/l kV1 mg/1 

T. longibronclainlum no Tl 9 3.40 44 918 4,io 820 

T. uiridc 11” Tv 3 6.00 11 82 7,50 580 
-- 

T. rcesri n0Tr 4 4,35 40 740 4,110 1 240 

T. rrcsci noTr 5 3.45 75 1 229 3.80 720 
-a 

T. rcesci n*Tr 6 G,O5 12 GG 7,70 580 

T. ourpwiride n’ Ta S3 5.95 54 9GO 5,oo 1380 

A. oryxre no Ao 8 6.10 12 257 8,00 780 

T. koningi nOTk 9 6,80 6 56 7,60 560 

A. soloni nn.4s 10 6.10 10 84 7.80 5GO 

T. hocionum ne Th 15 3.55 80 s 315 4.00 1 080 
- 

Cullure sur milieu de bfandcls el Weber ê 1 y0 de rellulose. Inoculation avec une SuspenSiOn 
de spores. Culture agitCc ZI 290 C pendant GG h. 
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Dans le milieu de MANDELS et WEBER, la cellulose est 
l’unique source de carbone et d’énergie mais la peptone et 
l’extrait de levure, presents en faible quantitt-, apportent 
drs facteurs de croissance qui favorisent la yermination des 
spores. Par ai 1 leurs, dans le milieu de Czape-k et Dox nous 
avon5 remplact- le saccharose par du glucose, car nous avions 
constaté que contrairement au rjlucose le saccharose n’est pas 
assimil& par toutes les souches que naus avons test&esrn 

Dans le Tab I eau XII nous avonç noté les vitesses 
d’ Plonqation apicale fexprimêes en mmlh) pour chacune des 
souches cultiv&s sur les 3 milieux indiques. Lés valeurs 
portées dans ce tableau reprksentent 1 a mOyenrJe horai r-e 
obtenue aprPs une culture de 240 h B 2TeC. On peut constater 
4upen rf-gle gbnérale les souches de ItishnslJlulma sont 
caract&risées par une croissance apicale I+~&V&, voisine de 1 
IYVfI/!‘-J9 environ 5 foi5 plus élavCe qu~p celle des souches d’ 
&mmsiitia (6,20 mm/h). 

3.2.3. Production de canidiospores. 

La sporulation a Qt ê &tud i ée en milieu liquide non 
agi t8. Dans le Tableau XIII les souches ont êté classées 
suivant 1 eur performance à la sporulation. On constate que 
sur glucose les souches de IUrhndemm sont de bonnes 
productrices. de conidiospores. La souche Ia plus performante 
est II, hartianum (Th 15). Cette souche produit 100 fois plus 
de conidiospores que L L~ES& (QN 4414) (Tableau XIV). 

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

v 

Koll~bre Nombre Xombre Sombre 
Souche de Souche de de 

no spores/ml no spores/ml SpO’CS/gSI’S 

gSPS = gr:uumc de substrat en poids sec. 
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3.3.1. SélWtion h partir des résultats obtenus. 

Le premier passage de notre collection de champignons 
filamenteux cellulolytiqueç sur un milieu çéléctif nous a 
permis de classer les souches en fonction de leur aptitude a 
croi tre sur ct n substrat cellulosique. Cependant la r&ponçe 
obtenue n’est pas qua1 i tat ive. Dans un deuxi Pme temps, rJouS 
avons donc mesur& quantitativement les APF et ACMC produites, 
les protéines synthétisées et le substrat carbone consommé 
afin de Pr&iser les capacités des différentes çouches. 

Toutefois ce5 résultats n’OrJt qu’une valeur indicative 
car toutes les soucheç ont 9tê testees selon des conditions 
standard, les conditions optimales pour chacurre d’elle; 
n ’ ayant w= @té d&t&rminées. Ce ” çcreen i ng” nous autorise 
toute-F 0i-i a s&léctionner les 5ouches qui nous apparaissent 
les plus perf ormanteç pour ia dggradation de la cellulose et 
la production des cellulases. En particulier la souche de 1, 
haeziaaum d@tgrade la cellulose jUSCJU’h 60% avec urJ rendement 
pondéra1 de croissance de 18 %$ ce qui est tout B fait 
satisfaisant et comparable a celui obtenu par d’autres 
auteurs (GHOSE et SAHAI S 19791, Pou~ la mesure des APF et 
ACMC nous avons utilisé la m&thode la plus simple et la plus 
couramment employ&e dans de nombreux laboratoires (MANDELS et 
Coll. 1976) rn Le5 activith cellulasiques sont exprimées en 
UI. Nous avons adopte cette çtrat&gie afin de pouvoir 
comparer facilement nos rt-sultats avec ceux de la 
littérature. 

La vi teççe de la croissance apicale d’un champignon 
filamenteux est un caract&re stable, qui caractérise chaque 
espPce de Champignon filamenteux (SMITH et BERRY, 19751. 
Plusieurs mesures ont Gt& r&al isées pour ver-if ier cette 
hypOth&Çe. Le5 r&çultats que nouç avons obtenus étaient 
toujours du m&me ordre de grandeur. cette vi tesse 
d’élongation parait d’ailleurs peu inf luenc&e par la 
compoçi tion du milieu de culture, quoique pour les souches de 
Itrkhnderma les valeurs obtenues B partir de cultures sur 
milieu riche soient toujours sensiblement çupér i eures à 
ce1 les obtenues à partir de cultures sur milieu synthetique 
plus pauvre . Il faut cependant noter que la croissance 
apicale n’est w= f orc&merJt en corrblation avec le taux de 
croissance de 1 ‘organisme et avec la production de biomasse 
mycél ienne. A cet effet la fréquence de branchement est un 
facteur capital, mais elle est fortemerJt influenc&e par la 
composition du milieu et les condit ions d’ incubation. 
Contrairement aux souches de lki.chndel-ma celles d’ 
fi.speL9z1~~ sont Caractéris&es par un myc&lium tkPs dense et, 
malgré leur croissance apicale 5 fois plus lente, elles 
poçs&dent des taux de croi5çance plus elev&c, lorsqu’elles 
sont cultivées sur glucose. 
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Pour inoculer un substsfiat solide en vue de la 
croissance homogPne d’une souche de champignon filamenteux, 
il est rJ&cessai re d’introduire une quantité de 2 A 4 X lO”7 
spores/g de substrat sec IRAIMBAULT et ALAZARD, 1980). La 
poçsibilite d’obtenir aisément un nombre é1eve de spores 
constitue donc un facteur important dans le choix de 
l’organisme sel &ct iorJrJ&. Pour cette raison nous n’avons pas 
retenu la souche de 1, tieaei qui produit 200 fois moins de 
conidiospores que 1, h.antia~~m, (Tableau XIV 1. 

TABLEAU XIV : Sporulation des différentes espèces de TCchodeßmacultivées 
dans les mêmes conditions de milieu et d'environnement. 

: 
Nom de l'esp&ce : Nb. ae spores/ml 

. Rendement de 

~----------~-- : 
i Sporulation * 

----d-l---ll----_-~--~~----~---~-~~-~ 
; 

( Ïaichodeama haagianum : 6,5 X XI7 3,25 X 101’ 

( : ; 
( ÏLchodeama vi/ride 7,2 X 106 3,60 X 10’ 

( ; 
i Ïnichodenma longibaanchiatwn 5,0 x 105 2,50X106 ) 

( Ïaichodeama /reeAei 5,o x 105 2,50 X 10’ ; 
( 
( Ïnichodeama koningii 4,o x 105 2,00 x loa ; 
( : 
( Ïn.ichodenma auaeovbzide 4,o x 10 5 

2,00 x loa 
1 

( 
( Ïaichodenma hamafum 2,0 x 10= 1,oo x loa 

; 

( ; 

I 

-----------------------P ----------SI------- -------- 
1 

* Rendement de sporulation : Nb. de spores produites par grammede substrat) 
Carboné initialement présent dans le milieu de culture. 

; ----------c-------------------------------------------------- 

3.3.2. Selection sur la base de la litterature. 

En. plus des rt-sultats décrits concernant les 
perf ormanceç de la souche, un certain nombre de cri ter-es 
d’ordre general nous a condu i t & choisir une souche de IIL 
hac.zianum a 

Une souche de 1, hwz.i.ian~m a d&j A i-te utilisée pour 
l’enrichissement en protéines de la farine de manioc par 
fermentation en milieu liquide (MUINDI et HANSSEN i 1981 a). 
AprPs 60 h de culture en milieu liquide, la biomasse r-écoltée 
contenait 38 % de prot&irJes brutes. Sur le Tableau XV, nous 
avons donné la composition en aminoacides des proteiries 
brutes contenues dans les tubCrculeç de manioc et la farine 
de manioc f erment&e. 

La valeur nutritive de la Biomasse de 1, BaczianLbm a 
egalement éttf? evaluee. Le coefficient de digéçtibilite pour 
les protéines bru t es a été de 66 % et de 81 X pour les 
am i rJcJac i des, D’ autre part le produit f@tvJ?ent& a &t& LltiliSé 
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dans des rations a1 imentaires de poulets avec succès 
(MUINDI et HANSSEN ; 1981 b). 

TABLEAU XV : Composition en aminoacides des Protéines Brutes (P. B.) 
contenues dans les tubercules de manioc (T. M.) et les 
tubercules de manioc fermentés (TMF) avec Ïtichocfe/una 
/zanyaBumselon MUINDI et HANSSEN (1981). 

: g Aminoacides/lOO g SPS 

Aminoacides 
:-------------------------- 
: 

TM : 
(-----------------------------------:----- __--- ----: 

i 

AMINOACIDES ESSENTIELS. 

Tryptophane 
Lysine 
Méthionine 
% Cystine 
Thréonine 
Isoleucine 
Leucine 
Valine 
Phenylalanine, 
Tyrosine 
Histidine 
Arginine 
TOTAL 

AMINOACIDES NON ESSENTIELS. 

Alanine 
Acide aspartique 
Acide glutamique 
Proline 
Glycine 
Serine 
Hydroxyproline 
'TOTAL 

TOTAL AMINOACIDES 

: 
: 
: 
: 
: 

: 

: 

: 

: 

: 
: 
: 

: 
: 
: 

: 
: 
: 

: 
: 

: 
: 

0,Ol : 
0,08 
0,02 : 
0,04 : 
0,07 : 
0,oa 
0,12 
0,09 : 
0,07 : 
0,04 
0.05 
0.00 
0,75 

: 
0,12 
0,15 
0,26 : 
0,oa 
0,07 :' 
0,oa 
0.03 : 
0,79 

: 
1,54 

0,40 
1,50 
0,30 
0,50 
1.40 
1,40 
2,00 
1,60 
1,20 
0,90 
0,90 
1,60 

13,70 

1,70 
2,50 
3,lO 
1,30 
1,30 
1,30 
0,04 

11.24 

24,94 

“Parmi les antagonistes vedettes qui régnent dans les 
sols sature-r en microflore Qquilibrée pour le milieu et le 
biotope, outre batteries et fusariums, on rencontre presque 
toujours Une esp&ce du genre Ititindwma , l’un des rares 
parmi 
qu’il 

les @lus du demi siècle, A n’avoir pas d&çu les espoirs 
portait. Mais il aura fallu vingt ans et des preuves 

t-t-pét&es pour que Jztihn&rma fasse taire ses derniers 
detracteurs scientifiques. Car c’est un antagoniste actif, 
polyvalent, d’une grande souplesse d’adaptation, .A croissance 
rapide, suphieurement armis. Si bien que même hors de son 
biotope d’élktion, il conserve des propri&tés étonnantes en 
traitement des maladies des organes a& iens des plantes, 
rivalisant d’efficacité avec les fangicides...“J. PONCHET 



72 

(1983). 

En 1983 le 24eme Colloque de la Societé Francaise de 
Phytopathologie a &t & orgart i se par I’IMR& B 1’ initiative. du 
groupe de travail SUP les Iri~h~~~~ma et a trait& des 
antagonist-s micaobiens (Bordeaux, 24-28 Mai 19831. De 
nombi-euses communicatior!s ant &k9 pr&sentéeEi traitant des 
antibiotiqiies vo1ati as de 1, l5.azztiwm g du mode d"action de 
ces antibiotiques vis-h-vis des champignons phytopathogenes, 
de 1’inf.luence des facteurs physiologiques sur les aptitudes 
antagonistes des I&j&hEt&emE& sur la production des 
biopesticides .3. base de LlaQrz~znum contre diverses 
maladies des p~i?J.t?t@~ tel les que Extoriose de la vigne, 
maaladie du Plomb, Fusar-iose de l’oeillet, pourriture grise de 
Ia vigne 
Ptitisdwms' 

graphiose de 17 orme . ..Parmi les esp&ces de 
Utilis&es en lutte biologique ~~lIarz~~Ee~w33 est 

de loin la plus uti1is.ee. Ceci est principalement dG & son 
spectre polyvalent d'antagoniste vis-h-vis des diff&srents 
champignons phytopathog&nes, ainsi qu'a sa grande soupleçse 
d'adaptation physiologique. 

II a &t& clairement démontré par OLIVIER et GERMAIN 
(19831 que E, v~J~JI@ et E, h,wz&awn produisent des gaz qui 
peuvent inhiber & distance ceptaines phases du dkveloppement 
des champignons phytopathogPnes. Pour cela un dispositif 
d"étude en circuit ferm& a le& utilis& (fig. 14 1. Ce 
dispositif fait appel $ une double filtration des gaz dans un 
circuit ferm&. Ut?EE pompe assure la circulation des gaz dans 
le circuit. Dans le dispositif il y a d'un cQt& l'antagoniste 
( ~j-&mderma 1 et de l'autre cEit& Ia cible ( &z~Zi!=krn 1 sur 
des milieux de CUE turc appropri&s. L'effet antagoniste est 
nettement augment& loi-squs ILLr;htisma est cultivé c8Uf-- 

substrat cellulosique (paille ou feuilles mortesIS et varie 
suivant 1a duree d' incubation lainsi qu$en fonction de la 
temp&rature. 

Eui utilisant diffkrents dispositifs experimentaux ( 
fig. 14 l5 il a i-t& possible de mettre.en évidence une action 
fongistatique exerc&e 3. distance Par plusieurç isolats de 
a&hn&ma &.~r- des champignons cibles comme Blsiatiwti F 
itzk&LbKli 
et GERi%iN, 

Eni;uUs ctism et D.sr&ri~urn &-sxhxLh~ (OLIVIER 
l.983) m 

Le eonstituant essentiel des sclerotes de l3, IZ.~.IZSS!SS 
est le B - (1-3 é 1-b) glucane (ou cin&r--Bane) (DUBOURDIEU, 
1982). Ce polysaçcharide peut @tu-e hydrolyse Par E@S 
glucanases de type exo- P - (l-3) m Certaines especes de 
I~tiedarm peuvent hydrolyser par voie enzymatique le 
gaucane de L ~~UXSZZA . Une p -- (l-3) glucanase active sur 
Ie ci néréanis a &te isolée d'une preparat ion enmymat i que 
industrielle (Novozym 116) issue de IrF~hndgnla , (DUBOURDIEU 
1983). Cette e%O- B- (i-3) glucanase hydrolyse Ie cin&&ane 
en glucose et gentiobiosef une #? -glucosidase degrade ensuite 
l@ gentiobiose en glucose. Alors que les activites exo- 4 - 
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(i-6) - glucanase et endo p - (l-3) -glucanase bgalement 
prbsentes dans la préparation Enzymatique, sont sans action 
sur le cinéréane. 

Un mkanisma pour le mycoparasitisme a ét& récemment 
propos& (CHET et ELAD ; 1983). Tout d’abord l’antagoniste 
Icitindeemai sp approche par chimiotropisme le myc&lium de 
l’hôte t3hiznrbai.à salani a Ensui te l’attachement au 
champignon hôte se fait soit par des crochets soit par des 
enroulements du mycO1 ium. La rfkonnaissance est apparemment 
dûe B la présence de lectines sur le myc&lium des champignons 
pathogènes qui se lient & des sucres spécifiques pr-ésents sur 
les parois cellulaires de I..cishndmxm l L’addition de 
galactose et du glucose dans le milieu empéche ce phénom&ne. 
Dans un troisième temps et J orsque cette intéraction 
survient, I, haarrziaum excrète une p -1,3 glucanase et une 
chitinase provoquant une 1 yse partiel le des parois 
cellulaires de RL anlani et SLlwnf;Uam esk1fsi.i et permettant 
a l’antagoniste de pénetrer les ce1 lules hôtes et de 
corisommer leur cytoplasme. De la m&me façon l’antagoniste est 
capable de p&n&trer les scl&rotes de S, en1füi et de lyser 
ainsi leur contenu (CHET et ELAD, 1983). 

Tube 

lame de verre .gBlosée 
avec spores de fhd~-!.bdn. 

Filtre retenant les 
éventuelles spores. 

Figure 14 : Dispositif d'étude en circuit fermé selon OLIVIER et GERMAIN (1983) 
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LES recherchec, des produ,its responsables de l'action 
h distance de InhwtianuIB ont parmi de mettre en &vidence 
la p~~&§e-nce dans les spores d’une s&rie de p&ptidec; nouveaux 
dont .I”action antibiotique a pu &tre Vérifi&e ( ‘BACHET et 
Col 1 s 19%3 1. Ceç pépt ides nouveaux ont Hz& nommés 
TRPGHORZIANINES. Le5 caractéristiques principales de CES 
péptides sourt P@s suivantes : a 

- Forme brute : C9 Hi49 N23 024 
- Poids Moléculaire : 194%. 
- Un g~rsupe acétyl terminal. 
- Dix acides amin&-s + 8 m&thylalanines. 
- un Rminoalcoo~ terminal : 1s tryptophanol ou le 

phf&i9ylèilëWlif-ll2l. 

D’autre part il est c 0 ri n u que le-s IreiKb 
ppoduisent des antibietiques nouveaux tels que Trichopolywe I 
@t 11, %sonitri.$es, (FUJITA et Co%l. 1981 i OMUDA et Co1P. 
1982) s Cependant: Cc-9 antibiotiques w”orlt Pas êt& encclre 
commePciaïEs&. 

La Emci&t~ BEIWE (Sigtuna-Su&deI commeaciàlise un 
pinsdu i t cn granuI+&s i base des &QZBQ&Z~BX+A et depuis 16 ans le 
produit -est utilisi- avec succ&cj contpc les maladies du plomb 
de-ci, arbres fruitiers (F?3%CARF), 19833) ainsi que depuis 1979 
contre la graphiose de 1 ‘oi”rne cauç&o par Gni-~%n~ti~ 
(RECARB, 1983 b),. Ce produit a fit& hamologu& en Grande 

Bretagne en 1982. fk est util,ic,& pour la prot&ctien des 
plaies de taille des arbres fruitiers. Son utilisation est 
CC#l9Ç@ill&E &ga$emhent pour dea applications pr&ventives, par 
iwertion defa pa&parations solides dans 1e trenc de I’ëwbre. 
La Soci&t& OR%AN IIYJeçIe - France) a brevet& (Pl. 124388,EP) et 
a obtenu E’autspisatisn de distribution pour expérimentation 
d’une prgparation PHLOR P B act:ivit& biopesticide CE base de 
spores de I, brziar&krra pcwr 1s traitement de la graphiose de 
1 *orme. Ce produit est ef f icace vis-a-vis de nombpeuseç 
souches de champignons phytopathoy&nes tels quia Sizk~&&~i~ 
ou &E&.Q~&&s (SXJS[f?IIE et Co3î. 1,983). 
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3.4. DESCRIPTION MORPHQLOGIBUE DE IL ti5BZI5tUU . 

La croissance apicale du mycflium sur malt agar est de 
1,225 mm/h. s u r ce m&me milieu de culture les colonies de 1, 
harziàrrum sont initialement blanches et deviennent vertes aux 
endroi tç ou il y a des conidieç. Sur boîte de Pétri inoculée 
au Centre on observe au cours de la tiulture de IL hzz.imram , 
la formation de zones concentriques vertes typiques. De m&me 
en tubes de Ryan sur diffkrents mi lieux de culture i 1 y a 
formation de zones frontales vertes induites par l’exposition 
de la culture & la lumière du jour. Ce ph&nom~ne de format ion 
de zones concentriques de çporulation a d&jB été décrit pour 
1, Yirida (ELLISON et Coll. ; 1981). Ces zones concentr i que5 
de çporu 1 at ion sont formées par L, yiei@ lorsque le milieu 
de culture(PDA1 contient de la glycine ou du (NH412S04. 

En milieu liquide agit& il n’y a pas de formation de 
“pel lets”. Le myc&lium est mucilagineux. Aussi bien pour les 
cul turcs 1 i quideç qu ’ en culture de surface, il y a 
produc t i on d’un arôme typique (odeur de noix de coco). 
Plusieurs auteurs ont not& cette caractbriçtique en 
l’appelant arôme “coconut li (RIFAI, 1969 ; OKUDA et Coll. 
1982). 

Le5 conidiophores ne sont pas tu-& &laborQç, ils sont 
dispos& en touffes SOUS forme pyramidale, Fig. 15. Les 
phial ides sont incurvbes, 1 eu r taille est variable suivant 
1 eur disposition (5-8 y- X 3-4 y 1. Les conidies sont 
globuleuses, ,léyPrement ovoideç (3 px 2,cf,y) pigmentées en 
vert. Leur surf ace est lisse ; c’est d’ailleurs une des 
caract&riçtiques eçsent iel les pour différencier cette espéce 
de L, yia& pour laquelle la surface des conidioçporeç est 
l&yèrement .Tugueuse. Les chlamydoçpores sont prCçente5 
un i quemen t 5ur des culture5 âybeç. Le nombre de conidieç 
produites en milieu 1 iquide non agité contenant du glucose 
est de 3525 x lO*lO conidieç/y de glucose initialement 
pr&sent dans le milieu. 

224% 
Figure .15 : Morphologie des conidiophores et des 

Conidiopores de 7. hcq~rnm. 
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3.5. CONCLUSION. 

3U.r la base des rêsul tats obtenus concernant 
l’aptitude 2k croitre çur ce1 lulose microcristalline et B 
synthétiser des quantit&ç importantes d’enzyme5 cellulasiqueç 
(APF et ACMC 1 9 nous avons pu sélktionner, parmi les 38 
5oucheç de champignons filamenteux cellulolytiques de notre 
collection, 4 souche5 appartenant toutes au genre kirhedrema 
. L rw.sni 
LrzienLam, 

1, 
To:teç 

àwsihran~hia&um s 1, àu~Q3&%&2 et 1, 
C@S souches pos5sPden t u n e vi teççe de 

croiç5ance apicale sensiblement identique. Par contre, la 
mesure de l’aptitude à la sporulation montre que IL 
harziarrum produit environ 200 fois plus de conidiosporeç que 
les 3 autres. 

Pour les fermentations en milieu solide des substrats 
liynocellulosiqueç, il est important de sélectionner un 
microoryani5me caract&ris$ par une çporulation abondante. 1, 
hxziaaum a 9té sklktionné pour l’&tude de valorisation des 
substrats liynocellulosiques par fermentation e n milieu 
solide en raison de cette caractkriçtique et en fonction de 
ses utilisations potentielles en lutte biologique. 

La souche de 1, hacziauut CCP1 F-470 produit des 
quanti tés élev&es de cellulaçes (APF : 80 UI/l i ACMC : 1. 
315 UI/lf $ posç&de une croissance apicale 91evée (1 mm/h) et 
sporule abondamment avec u n rendement de çporulation bien 
supérieur aux autres souche5 cellulolytiques (3,25 X iO^lO 
con id iosporeç/ y de çubçtrat 1 . 

La biomasçe de 1, harziaaaum n>est pas toxique et a 
d&j A &t& Utilis&e pour la production d’Alimentç Fermentés 
Enric.his en Protgineç (AFEP) a partir de farine de manioc. Le 
produit fermenté a @té utilise dans des rations alimentaires 
de poulets avec succès (MUINDI et HANSSEN i 1981 b). 

1, brziswm est un antagoniste microbien puissant. Il 
est utilise en lutte biologique contre de nombreuses maladies 
des plantes telles que l’excoriose de la vigne, la maladie du 
plomb, la fuçarioçe de l’oeillet, la pourriture griçe,la 
yraphiose de 1 ’ orme. Récemment on a mis en &vidence la 
pr&scnce d ’ une ç&rie de peptides nouveaux ~TRICHORZIANINES) 
dans les conidioçporeç de 1, harziaaum Y dont l’activité 
antibiotique a pu &tre vQrifi&e (BACHET et Coll. 19831. 

L’optimisation des conditions de culture de 1, 
harzianum par fermentation en milieu solide peut ainsi &tre 
orientée n 0 n seulement vers la production de cellulases mais 
au55 i vers l’enrichiçsement~ en prot&ineç mycél ienneç de 
substrats liynocellulosiqueç. De même l’optimisation des 
tond i t ions de spot-u 1 at i on peut aboutir à la produc t i on 
massive d’ inoculum ou à la production rnaççive de substances 
antibiotiques utilisées en lutte bioloqique. 
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CHAPTTRE IV - PHYSIOLOGIE DE LA CROISSANCE 

4. 1. INTRODUCTION. 

Dans la vie d’un champignon imparfait il y a 
principalement quatre @tapes physiologiques importantes qui 
sont la dormante, la germination, la multiplication 
véyetative et la conidioy&tPse (Fig. 16). 

La conidiospore est en dormante lorçqu’elle ne germe 
pas et rekte dans son &tat initial. Cette dormarice peut ètre 
de deux types : constitutionnelle ou environementale (ALLEN, 
1965). 

Chez le5 Icitindwma (champignons imparfaits) la 
condioçpore ou conidie reprQsente la forme de reproduction 
açexu&e. La définition que SUSSMAN (1965) a donné de la 
conidioçpore est la suivante ‘: “Toute période de vie ralentie 
ou d’interruption r&vérsible du développement de l’oryaniçme 
i la caract&riçtique fondamentale de la conidioçpore est 
d’&tre un individu en potentialité, cette potentialité &tarit 
report&e dans le temps par la dormante”. 

Nous a1 loriç exami rier dans ce chapitre la physiologie 
de la‘ croissance de I, keziamm et plus particulièrement la 
germination des conidiosporeç ainsi que la multiplication 
v&y&tative du myc91 ium cultivé sur diffbrentç mi 1 ieux de 
culture. La physiologie de la conidioy&nèçe sera traitêe dans 
les chapi treç çu i van tç (chap. V et VI). La dormante qui est 
l’étape de conservation et de dispersion dans le temps des 
cbampi ynoriç sera briPvement trait&e & la fin du chapitre VI. 

4.2. LES ETAPES PHYSIOLOGIQUES DE LA CROISSANCE. 

La germination est la somme des proce5çus et des 
changements qui interviennent lors de la reprise du 
développement de la forme en dormante et ça transformation en 
une structure différente (ALLEN, 1965). C’est aussi le 
premier stade irr&verçible qui est observable comme étant 
diff&rent de l’organisme en dormante le jugement pouvant se 
faire sur des crit&reç morphologiques, cytologiques, 
physiologiques ou biochimiqueç (SUSSMAN ; 1965) ., 

Pour l’&tude de la germination des conidioçpores de I, 
harziawm ,rious avons utiliç& un Milieu Minéral de Base (MMB) 
dont la composition f iyure sur le Tableau V et diff&enteç 
sources de Carbone (2 9/1). Les cultures ont été agitées et 
i ncubêeç à 2PaC. La cingtique de germination des 
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Déscription Etapes Morphologie 
Physiologiques 

CONSERVATION Conidiospores : Forme de conservation à longue 
dur&e , servent d'inoculum pour les fermenta- 
tion en milieu solide. 

Apparition d'un tube 'germinatif après 11 heures 
d'incubation dans des conditions optimales de 
croissance. 

GERMINATION 

30, - 
Multiplication active du mycélium développant 

de nombreuses ramifications. Le mycélium est 
cloisonné. La durée de cette étape est fonction 
des conùitions ainsi que dela composition des 
milieux de culture. En général elle dure 40 h. 

MULTIPLICATION 
VEGETATIVE 

Formation de conidiophores , phialides , et 
libération de conidiospores , conidies. Cette 
étape est sous le contrôle étroit de phëno- 
mènes d'induction-inhibition cxercésprincipa- 
lement par la composition du milieu de cultu- 
re. Cette étape dure plusieures semaines. 

CONIDIOGENESE 

Figure 16 . Principales étapes physiologiques de T.harzianum en fonction de l'aspect 
morphologique de son développement sur substrat solide dans des conditions 
de culture optimisées. 
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conidiospores a été suivie par observation directe au 
microscope sur des parties a1 iquotes prélevées toutes les 
deux heures. Le5 résultats ont été donnk en % d e 
con i d i ospores qerm&es. La germination des conidiospores a été 
mesur &e en se basant sur un cr i t &re morphologique : Une 
con i d i ospore a qerm& lorsque le tube germinatif a atteint une 
longueur &Tale au diamPtre le plus large de la conidipspore 
(FRCGSAED et OERTLI, 1982). 

Dans le5 tond i t i on5 ainsi définies la germination de 
1, haxiarum sur des sucres simples (Glucose, Fructose, 
Galactose) commence apr-Ps 9 heures de culture pour se 
terminer apu-& 14 heures (Fig. 17). Apres cette période, 
toutes les con id i ospores présentent ü n tube germinatif de 
1 ongueur variable mais supérieur au diamètre de la spore. 
Pour certaines, le mycél ium pr&sente déjA des ce1 lules 
cloisonnkes. 

Pour des cul turcs sur disaccharides (Saccharose, 
Lactose, Cellobiose, Maltose) la germination commence apr&s 9 
heures également. Cependant on observe un ralentissement de 
la germination aprPs 14 heures. Ce ralentissement parait 
dépendre du type de 1 iaison ( d-1,4 ou /3-lY4) reliant le 
dimPre. AprPs 14 heures de culture sur saccharose, liaison 

d-1,4, le taux de germination est de 90 % alors que sur 
lactose et cellobiose (liaison B -1,4) il est seulement de 70 
% (Fig. 171. 

Ce ph&nom&ne de ralentissement du taux de germination 
des conidiospores par les liaisons qlucidiques du type P-134 
est accentu& dans le cas’ de cultures sur polysaccharides. 
Alors w= sur amidon (polymPre du glucose par des liaisons 

o(-1,6) la cinétique de germination des conidiospores est tu-k 
rapide et simmilaire A celle obtenue sur glucose. La 
germination sur Carboxymethyl-cellulose et sur cellulose 
microcristal 1 ine (polymPres du glurose par- des 1 iaisons 

1 -1,4) est considérablement retard&e. Le taux de germination 
est deux fois plus rapide su‘r Carboxym&thyl-cellulose que sur 
cellulocje. AprPs 14 heures de culture sur Amidon, le taux de 
germination est de 100 %, alors qu’il est de 45 % pour la CMC 
et seulement de 20 % pour les cultures sur ce1 lulose 
microcristal 1 i ne, insoluble dans le milieu de culture (Fig. 
18). 

Cette étude démontre clairement que la germination des 
conidiospores de IiL. hauiamm d&marre en rPgle génkale aprPs 
9 h de cul türe qui est le temps n&c&ssaire pour lever la 
dorrnance. La vitesse de germination d&pend alors de la nature 
du substrat Carbone. Les conidiospores contiennent des 
enzymes t amy 1 ases, #?--glucosidase5, endo- et exo-cellulases) 
permettant 1’ hydrolyse du substrat en sucres simples et 
assurant la germination. Cet i est vérif i& par l’expérience 
rapportée au paragraphe 4.7.4. 

Sur des substrats cellulosique6 naturels (bagasse, son 
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de blé ou m&lanqe de ces deux substrats), la germination est 
beaucoup plus rapide que ce1 le observée sur les produits 
cellulosiques purif ié5 (CMC et cellulose) (Fig. 18). En 
particulier sur son de blé, sur mélange de son de ble plu5 
baqasse et également sur me1 ange de farine de manioc plus 
baqasse aprP5 12 h de culture, toutes les conidiospores ont 
qerrné. On a observé que la courbe de qerm i r1at i on des 
con id i ospores cultive-es su r baqasse étai,t identique à celle 
obtenue SÜF saccharose. Ce qui laisse penser que le 
saccharose residuel de la baqasse pourrait f avor i ser 1 a 
qerrn i nat ion. Par la suite, nous avons utilisé un melange de 
son de ble et du produit cellulosique etudie dans un rapport 

‘de (2/8). 

Cette étape comprend en r&alité plusieurs parties. 
Nous n ’ exam i rierot- que la plus importante correspondant à la 
phase de multiplication de type exponentiel du mycél ium 
lorsqu’ i 1 devéloppe de nombreuses ramifications et aboutit A 
une production importante de biomasse. 

La détermination des parametres de croissance pour les 
champignons fi lamenteux est plus difficile que pour les 
bactéries 0-ü les levures. Le principal obstacle vient de la 
difficulté d’une mesure indirecte des densites des cultures 
par néphélométrie. Le mycelium s’aqqlornere et forme souvent 
des “pel lets” dans le milieu de culture empêchant la mesure 
précise de la densi te de5 cultures. Plusieurs auteurs 
envisagent l’utilisation de5 agents chimique5 pour empêcher 
cette format ion et mesurer directement la Densité Optique 
(DO) des cultures. 

Pour 1, hauianum il y a rarement formation de 
“pellets” ; de plus il a ete rkemment dbmontrk que 
l’evolution de la DO était directement proportionnelle a la 
b i ornasse f Orm&e pour IL, lLEBSi=.i (THEODOROU et Coll. 1983). 
Nous avons utilise la mt-thode proposée par ces auteurs pour 
me5urer le taux de croissance ainsi que les rendements de 
croissance pour L harr&fium . 

Les cul turcs ont &IL& réalisees er1 fermenteur de 2 1 
sur le MMB autoclave puis filtre et de nouveau çterilisé, 
afin d’obtenir ü n mi 1 ieu parfaitement 1 impide. Les lectures 
des densités ont et& faites au colorimetre en mesurant la DO 
s. 530 nm. Sur le5 échantillons prélevés toutes les 2 heures 
flous avons directement mesuré le pH et la DO. Par la suite 
ce5 échant i 1 lons ont Ote centrifugés ; dans le surnageant on 
a mesure 1 a quantité de substrat résiduel ; dans le culot, 
r e p r i 5 d e u x fois dans de l’eau distillée, on a dose le poids 
sec de la biornasse ainsi que la quantité de proteines. 

Pour les calcul5 des rendements de croissance (RI, 
(quantité de b i omasse synthétisée par q de substrat 
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Tableau XVI: Croissance de T,harzianum su'4: le MME! contenant 1% de 
substrat carbone et 0,l M de tampon Phosphate. Les 
rendements de croissance représentent le poids de bio- 
masse formee ( g ) par gramme de substrat consommé, 

I Source de carbone 

Glucose 

Amidon 

Fig. 

5 

0,s 

0,05 

Croissance spécifique/ H 

DO Poids sec 

0,22 0,2L 

t 

0,18 0,19 

Rendements de 

croissance 

6 

19 : Culture de T.harzianum sur glucose en fermentation agitée 
a. 29OC. Evolution des principaux paramétres : pH ( O-O ); 
Protdines ( W-W ); DO ( A-A ) et Poids sec ( A-A ). 
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réel lement utilisé) r?OUS avons uti 
(19421. 

lis9 la formu le de MONOD 

(SO - Ç) 
y = ------- 

ix - X0) 

‘{ = Quanti t& de sucre consomm& pour synthétiser un g de 
biomasse (inverse du rendement) 

x0 = Concentration de la biornasse (Temps 01 
X = concentration de la biomasse (Temps t) 
SO = concentration du substrat (temps 01 ; 
S = concentration du substrat [temps t), 
R = 1/y = rendement pondéra1 de croissance. 

L’expérience résum&e sut- la Fig. 19 montre qu’il 
existe u n e corresp’ondance 1 ingaire entre les unit& de 
Densité Optique et les unités pondérales de biomasse pour la 
culture de L hatzianum'. Nous avons représenté sur la m&me 
figure l’kwolution du pH, du substrat carbon& ainsi que la . 
quantité de proteines mycéliennes. 

Sur le Tab 1 eau XVI on a repporte les rendements de 
croissance sur divers substrats solubles, Ces rendements sont 
élevés et proches de ceux obtenus par L ~a=& (THEODOROU 
et Coll, 1983). 

La conidiog&nPse consistq en une succession 
d’ év&nernents internes A la cellule myc61ien‘ne (prolifération 
du Réticulum endoplasmique et des vacuoles) aboutissant à la 
formation de conidiophores, la production et la libération de 
conidiospores ou conidies. (LARPENT, 1972 ; FEVRE et Coll. 
1975) * En fait la conidiog&n&se des champignons filamenteux 
est u n proce5sus t r- P5 complexe. Dans le chapitre V nous 
étud Serons 1 a physiologie de la sporuiation de 1, BaezFsawrn 
et plu5 particulik~ement 1’ i nf luence de la composition du 
milieu de culture sur la production quantitative de conidies. 

4.3. PROTOTROPHIE. 

XL harzinaum cultive en milieu synthétique sans 
vitamine (MME) s utilise totalement 1e glucose aprPs 66 h de 
cul turc agitée à 29°C. (Tableau XVII). C’est donc une souche 
prototrophe qui n’exige pas de facteurs de croissance pour 
son dbvéloppement. 
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4.4. TOLERANCE A LA TEMPERATURE. 

Le5 kkhadarma sont des champignons filamenteux 
mesoph i 1 es tol&rants & de basses températures (voisines de 10” 
Ci mais 1 eur myc&lium est trPs sensible a des tempbratures 
super ieures a 3o”c (JC). Pour la production de cellulases, la 
temperature optimum de la fermentation dépend principalement 
de la c;ouc he utilis&. El le est de 29 ’ C pour II yifi& 
(STERNERG I 1976) ; de 25-27OC pour L Eg,=& (POURGIJIE et 

VANDECASTEELE i 1984) de29-30°C pour 1, har.ziiamm (ROUSSOS, 
1981 ; DESCHAMPS et Coll. 1985). 

TABLEAU XVII :lRilisaticmdessuxes p~'i.~men~~agitéeà29OC~dant66h.,sur 
milieuti&ldeBsseà2g,/ldes&&ra~. 

Glu3xs+Vilzn. : 

D-Arabirme : 
: 

D-Flwxse 

L-lbxse 

D. Ribcsa 

p-D-bkse : 

Ckllobiose 

K3ltc6e : 

: 

hi&n 

CSllLïiaSe 

r63mitol : 

0 

: 0 
: 

1.642 
: 
: 385 
: 
: 0 

0 

0 

: 0 
: 
: 2x1049 

: 0 

0 

: 2x935 

0 

0 

: 503 

: 0 

2l2 

217 

34 

235 

250 

318 

215 

181 

0 

239 

270 

17 

276 

251 

119 

265 

73 

70 

0 

75 

70 

333 

90 

63 

a 

lco 

5x3 

90 

63 

149 

675 

0 

ll4 

107 

0 

325 

39 

xl.2 

510 

ll2 

0 

850 

303 

375 

493 

148) 

44 

6m 
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4.S.TQLERANCE A LA SALINITE. 

La croissance de L, brz.&nLhm sur le MME contenant du 
glucose et des concentrat ion5 de NaCl comprises entre 0 et 
lc10 g/l, a été suivie pendant 66 h de culture en rnilieu 
liquide A 29°C. Les r&sultats obtenus sont donnés sut- le 
Tableau XVIII. On constate que cette souche tolere des 
concentrat ion5 e-levées, j usqu’ 2% 80 g/l de NaCl. La totalite 
du substrat est consommée pour des concentrations inferieures 
A 50 g/l de NaCl. On notera que les valeurs du pH apres 66 h. 
de culture sort t inferieures à 3 pour les cultures contenant 
entre 20 et 40 g/l de NaCl. Il s’agit là d’un ph&nornPne tr-pc; 
particulier qui semble lié à la concentration de NaCl. A ces 
concentrations le NaC 1 peut exercer un pouvoir mutagPne sur 
le microorganisme en particulier sur la conidiogénèse de IL 
hal-riarrum = Nous verrons dans le chapitre de sporulation 
(5.5.3) qu’a partir de ces concentrations de NaCl il y a une 
formation de mutants blancs B la surface des boîtes de Pétri 
accompagn&e d ’ une chute de rendement de sporul at ion. Cela 
pW.lt &tre dû egalement a une variation du métabolisme lié a 
la sporulation. De toute fagot-1 l’explication ne semble pas 
claire et necessiterait de développer des @tudes spécifiques 
pour expl iquer ce phenomene. 

TABLEAU XVIII : Croissance de 1. han&anum en fonction des 
milieux de culture contenant du glucose. 

: 

--------------__7-----------~~---~~~~~~-~ 
: : 1 

(Ni Cl) : : pH : Prothines : Utilisation ) 

I 
: Croissance : : surnageant: du Substrat ) 

g/l : : final : mg/1 : 49 
i I-------~-------------~--------~--------~-----------) 

I 
0 i-+-k : 6,27 : 42 100 

: : : ; 

I 
1 i-4-f : 6‘14 : 41 97 

: : : : ! 

I 
5 +-l-i : 5,a7 : 16 97 

: : ; 

I 
10 : +++ : 5,38 : 14 97 

: : ; 

I 
20 : +++ : 2,70 : ia 97 1 

: 

I 
30 +++ : 2,5a : 27 97 ; 

: : 

I 
40 +++ : 2,19 : 45 : 97 ; 

: 

I 
50 : +++ : 3,53 : 15 a4 i 

: 

I 
60 : +++ : 5,lO : 11 : 79 i 

: : 1 

I 
70 : ++ : 5,22 : : 79 

: : : ; 

I 
au : + : 5,15 : : 59 1 

: : 

I 
90 : 5,09 : 0 ; 

: : : 
( 100 : - : 5,oo : : 0 ; 
( -~-L---------i,---,----,- ) ---m----------e 
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4.0. TOLERANCE AU PH. 

NOUS avonS concstaté que la souche de 1, harr-kkxak&se eçt 
capable de se d éve 1 oppet- Sur 1~:s milieux trPs arides. Pour 
des valeurs initiales. de pH de 1,s on observe une croissance 
avec utilisation de 84 % de glucose. Pour des valeurs de pH 
supkieures à 2 et irïf&iieureS .3 9 5V le développement norma! 
de 1, mrzumm aboutit a l’utilisation complète de la Source 
de carbone. (Tableau XIX). LES vz:leu~s 1imiteS de pH initial 
pour la germination et la multiplication v&-gétative de 1, 
harziar?um sont comprises entre 1,s pour le5 milieux acides et 
9,s pour les milieux alcalins. 

D’Ui?E mat-i i @t-e générale on &Serve que le métabolisme 
de la croissance de 1, &%rzj_ah&rn conduit .3 une alralinisation 
du milieu, ce qui n’est pas tOUjOUrs le cas en particulier 
avec 8, izigEte qui condu i t a une acidification du milieu ! 
RAIMEAULT, 1980). 

TABLEAU XIX : Croissance de Ï.haa&wm en fonction du pH des milieux de culture con- 
tenant du glucose. Conditions de culture agitées en erlenmeyer à 29°C 
pendant 84 heures . 

: : : : Dia&re : PH : ProGines : UtilisatiCn 
I : Croissmce : de Pellets : culot : cilsumrilt ) 

initial hd final M/l : % 
( -: : ; 

I 1 : : : : :. 13 0 0 ! 

I : L5 ++ : ND 9 84 ! 
I : 1 2 +l+ 3.31 101 99 

I : ; 3 +i+ 2,4 6,14 83 : 93 

I 4 : : ; -H-i 24 627 79 99 

( : : ; 

I 5 +H 539 6,31 83 99 ; 

I 6 +H. 496 6,353 74 : 99 : ; 

I 7 : : +l+ 2,5 6,41 66 99 : ; 

I 8 +l+ 6,lO 649 94 93 : : : ; 

I 9 : * : : 1,3 7,18 65 93 : ; 

I 995 * : L3 7,53 10 82 : ; 
10,o 8,7. 0 0 

: 



4.7. BIOCHIMIE ET tWTRITIOi’1. 

Le mi lieu mirera1 qui a été utilise pour les études de 
croissance de 1, haeri..awm en prototrophie eh présence de 2 
g/l de glucose, peut egalement servir de milieu minera1 de 
base ( MMB 1 pour 1’ &tude de l’assimilation de différentes 

sources de carbone. Nous avoiss cependant choisi d’ajouter une 
solution de vitamines qui apporte les facteurs de croissance 
i t-sd ispensables pour les microorganismes auxotrophes. Ce même 
MME auquel ori a substitue le Sulfate d’ammonium et l’ur&e par 
u l-1 e aut.re source d’azote, a et& utilisé pour l’ktude de 
l’assimilation des d if f k-entes sources d’azote, au cours de 
la croissance de L ht-rtiwm, 

Nous avons utilisé ut: milieu de culture entierement 
synthétique avec les sources d’ azote suivantes- : Nitrate, 
Nitrite, Amman i aque, Urée ainsi qu’un mél aurge urée plus 

Sulfate d ’ Ammour i um. Les meilleures cultures ont été obtenues 
sur le melange d’ur&e et de sulfate d’ammonium. Les sels 
d ’ ammo n i urn ainsi que 1 ’ arnmon i ac et l’uree sont tt-+s bien 
utilisés par 1, hamiammL 11 faut noter que le pH final est 
proche de la neutral i te 1 orsque 1 ‘unique source d’Azote 

prbsente est sous forme de Nitrate, Nitrite, Urée ou d’un 
me1 ange Urée + Sulfate d’ammohiurn. Au contraire, orI constate 
une forte aridif ication (pH 2,70) lorsque la source d’azote 
est l’ammoniaque ou u t-l sel d’ammohium (Tableau XX). Nous 
avons choisi d’utiliser par la suite le mélange d’uree et de 
sulfate d’ammonium. 

TABLEAU xx : Utilisation de diff&.mtes sou-ces d'lizote par T.hw en 

culture agitée 6"r glucose H 29'C,pendant 66 h. 

: Sucres - : Activités 
Source d'Azote PH ; Résiduels ; Protéines : 

mg/1 41 
: Amylasiques 

: : : mg/gluc/l 
(----- ----- ---:---------:--- ---. .--- : --- 
( 

j 
: : : : 

( Nitrate : 6.65 : 0 : 141 : 
! 

0 ! 
: : ) ( : : : 

I Nitrite 
j 

: 6.30 : 1.170 : 104 : 0 ) 
) 

I urée 
: 
: 6.30 

( Ur& +Ammonium Sulfate: 6.60 

I 

.- 

( Ammoniaque : 2,70 

t 
( Ammonium Chlorure : 2,70 

I 
: 

( Ammnium Phosphate : 2.90 
( : 

: : i 
0 211 145 1 

: 
0 : 217 : 107 

: i 

0 : 166 100 ; 

:. ; 

0 175 
145 

,' 

0 : 191 : 60 i 
1 

i Amonium Sulfate : 2,70 0 165 95 
: 1 
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L’assimilation du nitrate par IL harzianum se fait 
grâce 2 la biosynthèse de nitrate reductase-. De meme le 
nitrite etant également assirni le3 cette souche synthétise une 
nitrite-réductase. Il faut hoter que la culture sur riitrite 
est certes plus lente, mais le nitrite a la concentration 
utilisee n’inhibe pas la croissance de 1, haziaiumr 

T ha=tiwm se developpe bien sur les sucres suivants 
m e GlUCG, D-Fucose, L-FutoseS Lactose, D, Ribose, Xylose, 
Cellobiose, Galactose, Saccharose 3 Amidon, Marini tol et 
Cellulose. Par contre il n’utilise pas les sucres suivants : 
D-Arabinose, 

B 
-D-Fructose et Maltose. {Tableau XVII). 

LE§ rendements de product ion de protéines ont &t& 
differents suivawt la nature des sucres utilises. En 
particulier sur Lactose, Saccharose et Galactose OI? a obtenu 
des ret-dements relativement eleves alors que sur Cellulose et 
Xylose les rendements de production de protéines ont et& plus 
faibles. 

Les activités amy 1 as i ques présentes dans 1e 
surhaqeaht oh t éte importantes pour les cultures çur Amidon. 
Cependant oh a decele URB activité amylasique moyenne sur les 
substrats suivants : Cellobiose, Mannitol, D. Ribose et 
Saccharose. De ce fait le meilleur inducteur de l’amylase est 
certes l’Amidon, mais le Cellobiose, le Manhitol, le D. 
Ri base ainsi que le Saccharose peuvent également declencher 
la biosynthese de cette enzyme. 

Les cellulases ont t-té produites essentiellement à 
partir des cul turcs sur cellulose. Cependant une activité 
cellulasique sensible a Qt& détectée sur Lactose, Amidon et 
Cellobiose. 

Eh ut i 1 isaht la methode mise au point préc&demrnent 
(ROUSSOS 5 19821 pour la description des champ i rJrlot-is 
imparfaits, nous avons estimé quantitativement l’utilisation 
des sucres c omrne ut-i i que source de carbone et d’&ergie et 
mesur& le taux d’assimilation de differentes sources d’azote 
par 1, h.auhfium, Pour cela nous avohs dos& 1 es 5utres 
residuels a i h 5 i que les activités enzymat i ques dans le 
surnageant et les protéines dans le culot des cultures. 

Le milieu synth&t i que de Czapek n’a pas et& employé 
car le nitrate qui est la source d’azote, t-s’est pas utilise 
par 1”ensemble des champignons imparfaits. D’autre part nous 
t-l 7 av0>1s pas utilise le milieu de Crapek modifie par DAEINETT 
et GJELLMAN f 1978) Y ce milieu conte-nant de la L-Asparagine A 2 
9/l comme source d’Azote ; à cette concentration, 
1 * Asparag i rie peut être utilisee aussi bien comme source de 
Carbone que d’ Azote. Pour ces raisons rIou avons rnis au point 
le MME qui t-1 e prkente pas ces ir~cor~vet-lierits et qui peut 
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Le MMB contenant de la cellulose (2 g/l) a été utilisé 
dans cette @tude ; le pH initial a &t& ajus;tb à des valeurs 
entre 2 et 9 avant autoclavage. 

sur 1S Tableau XXI on a reporté les résultats 
concernant la croissance de 1, htzianLarn f l’utilisation du 
substrat, la production de ce1 lulases, la concentration erJ 

protéines dans le surnageant ainsi que le pH final aprés 84 
heures de culture agitée h 29OC. 

D a f-J 5 tous les ca5 11 t-1 e crois5à:~;ce positive a été 
Observ&e pour des pH initiaux variant de pH = 2 à pH = 9. La 
production de cellula~es est beaucoup pi:25 élevée lorsque le 
PH i ri i t i a, 1 est acide, avec tiri maximum pour ut-J pH = 5. Pour 
des pli initiaux supér ieurs à 6, la quantité de cellulasec; 
chute LPPS for temerst $ de mCme que l’utilisation du substrat. 
(Tableau XXVII). Ces rksultats indiquent que II hàrziarium se 
dheloppe, bien sur des milieux t r. PS acides et w= les 
ce1 lulases sont produites préf krentiel lement err mi 1 ieu. acide. 

TABLEAU XXI :croissanceet~tim deCellulasesde~~ mfcnctimdupHinitialdesmili~de 
culb mtemntdelacellulc6e. Chlbmsàagitées à29°Cpendant64heurs. 

( : : 1 
PH : PH : FYoté.ins : Utilisaticn : -tialcle 1 

: Q-i.asance : : surnageant : du5akdra.t : cellulaaes 
I initial : : final : !m/l : % : UIAcMc/l ; 

I 2 + 587 : : : ; 83 
93,5 

194 

( : : ; 
( 3 : * : 537 Il 9895 192 

I 
; 

4 : ++ 596 15 9990 : 192 
I. ; 5 +t 5.7 : 15 

98.0 
: 248 

I : : : : ; 6 ++ 59 13 : 
SO 

: m 

( : : i 
I 7 ++ 6,7 14 =W : 37 : : 

; 

I 8 ++ 63 15 %O z : : : : : : : ; 
( 9 + : 796 10 ND : 0 1 
( : 1 
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Nous avons uti 1 ict- riez cozidiosnores de 1, ktàezdanum 
1 av&zs trois fois dans de l’eau distilli-e stbrile et remises 
en suspens i 3ri dans de l’eau aprPs centrifugation. De même des 
con i d i ospores noy! 1 av&ss ont et& utilisks h trais 
concentrations diffkrentes (2,3 A iCt*& - 2.3 x 1 OA8 
conidiospores / 9 de substrat 1 V Pour l’inoculation LIN milie!-! 
entihement svnth&t i que d &pnu rvu de nept.otw et d’eyt-sit de 
Ievurcs a 15th utilis& contetl=vrt -$FI g/! de cc! !‘.!lc?SC 
microcristal line (ROLISSOS et RAIPlFAl.li-T 19-2 b). 

Les rhsultats dgmoytrent que les conidiospores lavées 
ont perdu Iellr facuIt+ de qermer (Tableau XXII), L’examen 
rr>ict-oscnpi que réW&le qu’i 1 n ’ y a pas eu de germination des 
crtyfd i OsFores ctnur 1Pà trois essais réa1 isés avec des 
concentrations dEb 2,3 x io*s - 2,3 x iO”7 et 2,3 x 10”6 
condiospores la,\r~es / 9 de cellulose. Il existerait donc dans 
les spores un ou des facteurs de germination, solubles dans 
l’eau qu i disparaissent dans les eaux de lavage. Il 
semblerait que Ces facteurs soient li&s &. l’attaque de la 
cellulose car des conidicepores 1 av&es et remises dans un 
milieu de CU 1 turc contenant du glucose germent normalement. 
Cependant ‘nous n’ avons pas PU mesurer do quantitgs 
importantes de cellulases dans les suspensi on5 de 
conidiospores. 

TABLEAU. XXII : Influence du lavage des conidiospores de Ï.ha@anm suti la 
production de cellulases. Cultures agitées sur milieu de Mandels 
et Weber (1969) à 29OC pendant 90 h. 

Inoculum :Conidiospores non lavées : Conidiospores lavées 

( 
Nb. de spores 2.3 X 

:-------------------------:-------------------------- 
: : : 

.( : 10~ : 107 : 108 : 10~ : 10~ : 10~ 
i-----------------------:--------:--------:--------:--------:--------:--------) 
i : 1 : 5,05 : 3,75 : 3,20 : 5.80 : 6,05 : 5,80 ) 

: : 1 
( Sucres Réducteurs : 1. : 1. : ( mg/1 10 ; 10 : ; 10 10 : 

( : 
( APF UI/l : 37 : 57 : 67 : 0 : 0: 0 

( : 
I ACMC UI/l : 770 : 937 : 1067 : : 0 : 0 : 0 

i 
) 

( Cellulose Residuelle : g 8 : 8 5 : 6 7 : 
" 

1. : 
. , 

1. : 1. 
: . 

: 1 

i Protéines du Mycé- : : ( lium mg/1 350 500 : . i 680 ; 100 : 100 375 : ; 

I : : 
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4.8. CODIFICATION DES CARACTERES. 

La description de II h.arzirjnum a et& realisee sur la 
base d ‘un certain nombre de caracteres morphologiques, 
physiologiques, biochimiques et nutritionnels (RCIUSSQS i 1982 
cl * Afin d’etablir un fichier informatise pour la recherche 
automat i que des differentes ~,ouches de champignons 
f i 1 amenteux) ainsi que pour une éventuelle classification de 
ces souc.t-Jes 3 nous avons réa1 isé Une codification des 
caracteres etudiés : 

Parmi les carat ter-es morphologiques, la croissance 
apicale est donnée en mm / h S la taille des conidies et des 
pkial ides est mesurée en y q le nombre de conidies produites 
par gramme de substrat carbone initialement present dans le 
milieu de c 1-t 1 t u r e est donné en log 10, 1 ‘arrangemerJt .des 
conidies peut et r-e EL t-I amas5 en chaînes ou en conidies 
isolées. La forme des conidieç peut être globuleuse, ovale ou 
a.rrondie, leur surf ace peut etre 1 isse OU 1 egerement 
ruquause. Les phialides peuvent être droites ou incurvées. La 
présence de metules, vesiculcs, stipes pour les conidiophores 
est cjiqnalee par oui ou non T de meme que la forma,tion de 
pe11ets pour les cultures en milieu 1 iquide agité. Nous avons 
egalement tenu compte d u typa de conidiophores, pyramidal 
pour le5 IcLrhnderma type 
AiaaesiUui et ty9e PaniLil.l.i!Am 

aspergillaire DOIJ J--’ les 
avec les différents stades 

(1, II. III et IV) de bifurcation pour les F&iri.lJi~m, 

Les caractères- phys i o 1 og i ques, biochimiques et 
nutritionnels ont ensuite et& ainsi définis : a chaque 
caract&-e correspondent quatre niveaux de réponse 
quantitative (1 à 4) permettant l’influence de chaque 
caractère sur la quantite de protéines présentes dans le 
culot, la quanti te des 5ucres résiduels presents dans le 
surnageant, la quantite d’amylases et cellulases. Un exemple 
de codification de CE-S réponses est donné sur le Tableau 
XXIII. 

419. FICHIER D’IDENTIFICATION RAPIDE DE 1, HBRZIBl!MH . 

sut- les Tableaux XXIII nous avons donnne la lecture 
d’une fiche de 1, harzisum, Chaque fiche renferme en outre 
des rubriques indexees (caracteres portant une astérisque) 
permettant u n e recherche rapide des principaux caractères du ! 
microorganisme. 

4.10. CONCLUÇION. 

Au cours de ce chapitre on a vu les caracteristiques 
génerales de la physiologie de la croissance et sa division 
e t-l trois étapes successives pour Lhaeziaaum : on a &tudié 
e n particulier la qerm i nat i on des conidiospores et ses 
rapports avec !a srource de carbone. Il apparait que les 
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Trichoderma 

MORPHflLUG J. E 
Croi&s.Apicale * 
Conidies Nb. % 
donidies Arrang. 
Coni'di es Forme 
Conidies Surface 
Conidies Taille 
Phialides Forme 
Phialides Taille 
llétu1e 
Waicul e Tail le 
Stipe Taille 
Cellule Podale 
Conidiophore 
Pelleta t 

PHYSIOLOGIE 

pH 4 X 
pH 5 
pH 4 
Temp.20”C. 
Temp. 25°C. 
Temp.SO”C. 1 
Temp.XS”C. 
Temp. 40*C. 

SOLIKCE CARBONE 
Proto. Glucose & 
Vi tam. glucose 
D-Arabi noçe 
L-Arabi noçe 
D-Fucoie 
L-Fucose 
iactose 
D-Ribose 
Xylose 
b-D-Fructose 
Cellobiose 
Galactose 
Haltose 
SacchAt-ose d 
Amidon 8 
Cellulose t 
CMC-Cellulo5e 
Manni ta1 

SOURCE AZOTE 
Nitrate Gadinß 
Nitrite Sodium X 
Ammoniaque 
Urée 
Ammonium-Cl. 
Ammonium-Phoc,. 

harti anum 

-_-------- 
3 4 2 2 

_--------- 
__------.--- 
5 4 2 2 
---r------ 

2 411 
2 211 
-r .A 4 3 1 
3 4 ^ 1 
3 4 21 
3 411 

Th 015 CCM F-47D 

Codification des caractères __--_--------------------- 

PRO : Protéines du culot en mg 

o- 49 = 1 
50-149 = 2 

150-249 = 3 
250-349 = 4 

suc : Sucres du surnageant en mg 

2000-1750 = 1 
1749-1000 = 2 

999- 500 = 3 
499- 014 

AMY : Amylases en. mg/1 de glucose 
libérés après 5 min à 50aC 

o- 99 = 1 
100- 249 = 2 
250- 999 = 3 
sup.1000 = 4 

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

o- 49 = 1 
50- 149 = 2 

150- 749 = 3 
sup. 750 a 4 

TABLEAU MIII: Lecture de la fiche de la souche Ï. ha.amm . 
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1 iaiçons a!ucosidi que5 
-‘de 

B -1,4 i nf 1 uencent rortement la 
ci 0Ctique germination. Cependant l’utilisation d’un 
FI&! ange ce1 lulose-amidot-% ou de susbstrats ce1 lulosiques 
tlature 1 s permet d’obtenir upe qermination alus rapide et plus 
ut-ri forme. 

La mesure directe de la Densité Optique des cultures a 
permi 5 de reconnaitre facilement les phases de multiplication 
végetat i ve du myc&sl i um (laterice, germination, phase 
exponentiel le, :=alentissement et phase stationnaire) m De. même 
il a &té montré pour 1, haerianum qu’il existe une bonne 
corrélation entre la Densité Optique et la biomasse for-m&. 

1, haerianum est une souche prot?!rophe se développant 
à des temp&ratures comprises entre ~CI->b’C. Ce microorganisme 
tolPre des val eur5 de pi-i acides (2-9 et de salinité élev&e 
(0 B 80 q/l de NaC 1 t pour sa croissance. La synthèse de 
ce1 lulasee est nettement plus élevée dans des milieux de 
culture acides. 

De plus, ce champignon utilise une vaste gamme de 
sucres comme source de carbone et d’&n&rqie, ainsi qu’une 
variété importante de 5e15 mi n&raux azoté5 y compris le 
nitrite. 

Les caractéres morphologiques, physiologiques et 
biochimiques ont ét& codifiés afin d’établir un fichier 
d’identification papide de 1, haLlnzJ,anLbmL 

Ces. différents enseignements r~ous permettent de mieux 
connaître la physiologie de cet organisme7 de connaftre ses 
capac i t&s et ses limiteç de croissance de façon à définir les 
conditions de culture optimales (pli, salinité, temperature, 
n a t ii r e des sources de carbone et d’azote) q Cette @tude nous a 
permis de conf i rmer les bonnes performances de notre souche 
de 1, h.arzFaYrum 3 par rapport aux autres espèces de 
Lrrichnskrma en vue de la dégradation de la cellulose et de la 
production de ce-l lu.lases. 
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CHAPITRE V - PHYSIOLOGIE DE LA SPORULATION 

5.1. INTRODUCTION. 

La conidiogénése est Une étape physiologique tr&à 
importante pour le5 champignons imparf ai t5. Cette &tape 
correspond a la formation et a la libération de 
conidiospores, formes de résistance et de reproduction de ces 
microorganismes. 

Il est adm i s que son dklenchement est induit par un 
facteur limitant qui disparait du milieu de culture, lorsque 
le myc91 ium est âgé. La nature de ce facteur est tLT-‘Ps 
variable. On suppose que l’epuisement de la source de Carbone 
ou d’Azote est genéralement ce facteur 1 imitant. Cependant 
il n e faut pas oublier les autres facteurs physicochimiques 
capables de dklencher la conidiogénèse tels que pH, COZ, 
OxygPne 5 Température, Humidité ou l’apparition de métabolites 
secondaires. 

Un d &VE.! oppemer-3 t normal d u mycél i um et une bonne 
conidiogénPse, sont des conditions préalables L la production 
importante de conidiospores. Le nombre de conidiospores 
produites par un champignon filamenteux est principalement 
fonction de la quanti té de la source de carbone et d’azote 
présente dans le milieu de culture. C’est ainsi que lorsqu’on 
change la nature ou la quantité de la source de carbone ou 
d’ azote du milieu de CU 1 ture optimisé pour Bs~rsiiha i 
tibcIlar1.5 , on observe une diminution de production de 
conidiospores (MARTINELLI, 1976). Le même phénom&ne a la& 
observé pour 8, nr;hmau.s ; Eusari~ mRti.l-ifnrm~ , S~hmyxa 
tifitis et SU&aidium f;k~&~ma IVEZINA et Coll. 1965). 

L’effet d’induction-inhibition de la conidiogénPse d’ 
& niw=r a Qté mis en âvidence par GALBRAITH et SMITH (1969). 
De même l’induction du rythme endogène de sporulation chez & 
Di.s2r est influencée par le rapport glucose/pota5sium et par 
les oligo&l&ments présents dans le milieu de culture 
(JEREBZOFF et ail., 1976). 

Les sels minéraux, à une concentration &levêe, peuvent 
avoir des effets oppos&s sur la croissance et la 
conidiogénPse des champignons filamenteux (GINDRAT, 1977 ; 
ÇLAYMAN et TATUM, ‘1964 ; LILLY, 1965). De même l’aération et 
l’humidité inf 1uencen.t la production quantitative de 
conidiospores chez Ehs.itili.um rnruadwJ;i (MAHEVA et col 
1984). 

Cependant un &quilibre entre la cpmposition du milieu 
de cu 1 ture et les conditions physicochimiques de 
l’environnement doit être d&f ini pour chaque esp&ce. Car un 
milieu de culture optimisé pour la production de 
conidiospores d’une espke peut ne pas être idéal pour une 
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autre (VEZINA et Coll. 1965). 

L-étude de 3a conidiogénèse de 1, hatziaaum que nous 
avons real isee a port& sur la production quantitative de 
conidiospores produites pour cette souche cellulolytique, sur 
la physiologie de la sporulation de II bàjziz&km en fonction 
du temps d’incubation, de la pr&sence de sels minéraux dans 
le5 milieux de culture et sur la concentration de la source 
de carbone ou d’Azote des milieux de culture. 

5.2. INFLUENCE DU PIODE D’INOCULATION. 

Avant d’ entreprendre cette étude, il a et& nécessaire 
de standardiser le mode d’inoculation des milieux de culture. 
Pour cela, nous avons experimenté deux méthodes 
d’inoculation. 

Pour la mt-thode d ’ i nocu 1 at ion dans la masse, une 
quanti té determinee d’une suspension de conidioçpores (3 X 
10*7 spores / g de substrat carbone) a et& introduite dans 
les er lens contenant le milieu de culture G maintenu en 
surf usion a 508C. AprPs inoculation, les milieux ont été 
homogenbises et refroidis rapidement pour permettre la 
solidification. Afin d’obtenir ainsi une inoculation homogene 
dans la masse du milieu de culture solidifié. 

TABLEAU XXIV: Production comparée de conidiospores de Ï.ha/Lgmm en fonction 
du mode d'inoculation en surface ou dans la Masse du milieu de 
culture G en erlen. Les résultats sont exprimés en Nombre (X 10') 
de cocidiospores produites par erlen et par gramme de substrat 
(n 1. 

: : : RAPPORT ) 
TEMPS : SURFACE : MASSE : MASSE / ) 

( :-----------------------:-----'----------------~---: SURFACE ) 

;---- Jours __---__; _---- erlen ------:-----------: : Q :-----------:-----------:----------- , erlen : 52 : SE ; 
I5 : : 3,29 : : 4,51 : : 5,00 : : 7,04 : : l;, 56 1 

I7 : : 4,00 : : 5,48 : : 5,63 : : 7,71 : : 1,41 ; 

.I 9 : : 5,19 : : 7,ll : : 6,27 : : 8,25 : : 1,16 1 

I 12 : : 4,57 : : 6,26 : : 5,08 : : 7,15 : : 1,14 i 

I 14 : : , 2,96 : : 4,05 : : 5,40 : : 6,92 : : 1,71 ; 

I 20 : : 5,53 : : 7,58 : : 7,70 : : 10,27 : : 1,35 ; 1 

( : : : : : 
I 25 : : 4,72 : : 6,47 : : 8,20 : : 10,51 : : 1,62 

; 
1 

( 30 : 6,17 : 8,46 : 8,45 : 10,83 : 1,28 ) 
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POUU- 1 a méthode d’inoculation en surface, nous avons 
d&pos& Une quantité détkrmi n&e (1 ml) d’une suspension de 
conidiospores h la surf ace du milieu G déja solidifié. A 
l’aide d’un &taloir, nous avons alors r-épart i cette 
suspension à la surf ace du mi 1-ieu pour obtenir Une 
distribution uniforme. 

Le Tab 1 eau XXIV rapporte la production comparée de 
conidiospores de 1, hat-rtiruam en fonction du mode 
d’inoculation (et-l surf ace ou dans la masse du milieu G). On 
doit noter que l’homog&n&ité des rksultats est bien meilleure 
dans le cas de l’inoculation dans la masse, alors que pour 
l’inoculation en 5urf ace, la variabilité des mesures est bien 
plus &lev&e. 

L’ indice de sporulation pour l’inoculation dans la 
masse est tl3Ujours supérieur à celui obtenu pour 
l’inoculation en 5urf ace. D’ai 1 leurs, les rapports des 
indices de sporulation ( 52 1 MASSE / SURFACE, montrent qu’en 
moyenne il y à 30 % de conidiospores en plus 1 orsque 
l’inoculation se fait dans la masse du milieu de culture. 

Nous avons donc choi5i, pour la suite de cette étude, 
d’inoculer dans la masse tous les milieux de CU1 ture 
utilisés. 

5.3. INFLUENCE DE LA BUANTITE DE LA ‘SOURCE DE CARBONE. 

La composition des differents milieux de culture 
utilises lors de cette étude, est donnêe dans le Tableau VI. 
Nous avons utilisé la farine de marsioc comme substrat carboné 
a 10 concentrations variant de 1 à 100 g / 1. Il faut 
mentionner que le rapport source de Carbone / sels minéraux, 
a ht& .maintenu constant pour les diffbrentes concentrations 
de la source de Carbone. 

Les num&rat ions de conidiospores de 1, haerrianum 
produites en fonction de la quantité croissante de la source 
de carbone ont été r9alisées sur des cultures âgees de 7 et 
15 jours. 

Le Tableau XXV montre l’évolution de cette production. 
Tout d’abord, pour les cultures ag&es de 7 jours, les valeurs 
obtenues sont faibles et varient de 0,80 B 10,3 x 10A9 
spores, alor5 que la concentration en substrat varie de 1 à 
300 g/l. En outre les variations de l’indice de sporulation 
est trPs importante. Les meilleurs rendements sont obtenus 
avec des concentrations faibles en substrat, ce qui confirme 
1’ hypothêse de l’inhibition de la conidiogénke par des 
concentration5 &lev&es en source de Carbone. Ceci est v&rifié 
si l’on compare les indices de sporulation obtenus avec des 
concentration5 faibles de sub5trat (1 A ic) g) & ceux obtenus 
pour des concentrations supérieures (15 CI 100 g / 1). 

Par contre, après 15 jours de culture, la production 



I 
: : 

: Nb. spores aprè's 7 j. : Nb. spores après 15 j. : ; 
( Manioc : Manioc : x 109 x 109 : $yyy" ) 

I 
: :-----------------------:----------------------: 

g/l : g/erlen : erlen : g/manioc : erlen : g/manioc : 52 7j. 
; 

; 
52 R : ). 

-----:-----------i-----------:-----------i -----------: ----- ------) : 

( 

I 

1 : 0,03 : 0,80 : 26,66 : 0,58 : 19,33 : 0,73 ; 
: 

( 5 : 0,13 : 1,69 : 13,oo : 3,43 : 26,38 : 2,03 ; 

( : 

10 0,25 : 4,05 : 16,20 : 5,42 : 21,68 : 1,34 ; 

I 15 : : 
0,38 : 2,66 : 7.00 : 6,92 : 18,21 : 2,60 ; 

I 20 0,50 : 2,31 : 4,62 : 11,4@ : 22,80 : 4,94 ; 
: 

I 25 0,63 : 3,75 : 5.95 : 13,oo : 20,63 : 3,47 i 

I 33 0,83 : 5,81 : 7,oo : 15,oo : 18,07 : 2,58 ! 
1 

( 40 l,oo : 9,12 : 9,12 : 18,40 ..: 18,40 : 2,02 ) 

( 
f 50 : 1,25 : 10,30 : 8,24 : 20,50 : 16.40 : 1,99 1 

( : 

100 : 2,50 : 3,36 : 1,34 : 18,40 : 7,36 : 5,49 i 

: 1 
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de conidiospores par erlen est plus stabi 1 isée et suit 
l’accroissement du substrat, exception faite pour la derniere 
valeur de celui-ci (100 911). D’ai 1 leurs, la valeur de 
1’ indice de sporu 1 at ion obtenu pour 100 g de substrat est 
nettement diffhrente des autres. 

Sur ce m&me Tableau XXV 0t-1 a repporté également le 
rapport de l’indice de sporulation obtenu apr&s 15 jours de 
cul tut-e sur celui de 7 jours. En regle générale, aprPs 15 
jours de culture, le nombre de conidiospores est doublé pour 
les concentrations de 5, 15, 33, 40 et 50 gll de substrat. 
Pour 1ES concentrations faibles (1 911) le substrat devient 
facteur limitant trPs rapidement, et l’indice de sporulation 
obtenu apr&s 15 jours est infbrieur a celui obtenu apr&s 7 
jours. De m&me, pour des concentrations elevees en substrat 
(100 9/1), 1’ indice de sporulation reste faible, même apr+s 
15 jours de CU1 turc. A cette concentration, le rendement de 
sporulation obtenu est le plus faible pour liensemble des 
milieux de cul turc i ceci indique une forte inhibition de la 
conidiogénèse de I, harziarudm à partir de cette 
concentration, 

Nous aV(3n5 donc Chois+i pour la suite de nos travaux 
d”uti1ise-r un milieu de culture contenant 40 g/l de farine de 
manioc, A cette concentration, le nombre total de 
con id i ospores produites aprPs 15 jours d’incubation est le 
plus élev9, avec un indice de sporudation êgalement élevé. 

TABLEAU xv: production comparge de conidiospores de Ï.ha/rfia?zLun en fonction de la 
quantité croissante de la source de carbone pour une culture en erlen de 
7 et 15 jours. 



5.4. INFLUENCE DE LA QUANTITE DE LA SOURCE D'AZOTE. 

La compk i t ion des diff9rents milieux de cuj ture 
utilis&s pour cette étude est donne@ dans le Tableau VII. 
Nous avons utilisrl 6 milieux différents (G, B, H, D, E et FI, 
dans lesquels la source d’Azote a étQ un mklange d’urée et de 
(NH4 12504 B des concentrations différentes. Cependant le 
mi 1 ieu H ne diffPre du milieu 33, que par l’addition de 1 g/l 
de CaC12. Pour l’ensemble de ces milieux, la concentration de 
la source Carbon&e a &té maintenue constante (40 g/l). 

Les numêrat ions de conidiospo+es de 1, harzianum 
produites en fonction de la quanti tb d’ Azote, ont fsté 
r&alisées à partir de cultures âg&es de 7 et 20 jours. 

Les relations qui existent entre la composition 
chimique du milieu de culture et les rendements de 
sporulation obtenus apr Pc; 7 et 20 jours de culture en erlen 
de 1, hxziawm sont Port&es sur le Tableau XXVI. 

TABLEAU XXVI : Production comparée de conidiospores de 
Ï. han.pLanun en fonction de la quantité dé- 
croissante de la source d'Azote pour des 
cultures en erlen de 7 et 20 jours. 

______________---___-------------------------------------- 
( : 

I 

. Rapport ' 
Ir,ilieux I 

: Indice de sporulation X 109 spores ------------------------------------- 
C/N : 7jours 

: 20 jours 1 
--------------------- I---------~----------~---------------i 

G : 7,lO : 7,71 : 10,27 
: : : 

( B : 14,20 : 7,38 : 24,40 1 

I H : : 14,20 : : 26,20 : : 28,30 ; 
( : : : 1 

I D : : 20,90 : : 14,80 : : 20,90 
\ 

; 

I E': : 27,36 : : 7,18 : : 20,oo ; 
( F : 32,53 : 0,16 : 11,80 1 
( : : : 1 ------------e-e -----------------_--------------------------e 
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Lorsque dans les milieux de culture la concentration 
de Ia source de Carbone est maintenue stable et que l’on fait 
varier la concentration de la source d’Azote, on constate que 
la sporulation est inf luencee par la concentration de la 
source d’Amote. Lorsque cette concentration est tres faible, 
la sporulation est inhibée pendant 16 jours environ; par 
contre, pour des concentrations élevées en Azote, l’indice de 
sporulation reste le plu5 faible meme apr &5 20 jours de 
culture. 

Nous avons constat& précédemment que les faibles 
concentrations en carbone induisent une sporulation precoce 
pour 1, haz.iamgn, Par contre, les concentrations élevbes en 
Carbone, inhibent la conidiogeneçe pendant le57 premiers 
jours. Nous observons ici, que le phénomene inverse se 
produit pour les concentrations d’ Azote, Lorsque celles-ci 
-Pont f aibaes, la conidiogenése est inhibée pendant 16 jours; 
par contres pour des concentrations blevbes en Azote, on 
obtient assez rapidement une production de conidio5pores, les 
indices de sporulation restant faibles. Il y aurait donc une 
inhibition partiel le exercée par des concentrations Qlevées 
en Azote sur la çporulation de Le h.arzkwum, 

A ce stade de 1’ etude, nous pouvons constater que 
lorsque l@S valeurs du rapport molaire C/N du milieu de 
CU1 turc sont comprises entre 14,2 et 2090 on n’observe pas de 
differences importantes les valeurs de 1 9 indice de 
sporulation. En dehors de ces valeurs du rapport C/H, un 
phenomi-ne d’induction-inhibition se manifeste, provoque par 
la source d’Azote comme cela a, ét& déjh décrit pour la 
conidiogénèse d’ BP ni&= (GALBRAITH et SMITH ; 19691. 

On constate egalement que lorsque le rapport molaire 
C/N du milieu de culture est égal à 14,20 on obtient les 
Valeur§ lE?S plucs Blev&es de l’indice de sporulation. Nous 
avons donc utilise par la suite, un rapport molaire C/N de 
14,2 pour la composition des mi 1 ieux de culture pour la 
production de conidiospores de 1, hà~ziamun en quantitês 
elevéeei. 

5.5. CINETIQUE DE PRODUCTION DE CONIDIOSPORES. 

Pour cette étude nous avons utilisé les milieux de 
cu3 ture A, B, C, D, E, F et G, dont la composition est portée 
SUI^ le Tableau VII. Les rnésultats obtenus sont présentés sous 
forme d’histogrammes sur le5 figure5 20 et 21. 

Avant de commenter te!5 resul tats, i 1 convient de 
preciser que les quantités des milieux de culture béaient 
variables suivant les erlen5 et que les r-ésultats seront 
presentés 9ou5 deux forme5 : la première colonne des figures 
correspond au nombre total de conidiospores produites par 
erlen au temps choi5i ; elle e5t suivie de l’indice de 
sporulation ( 5? 1 pour chaque détermination. 
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Le5 numérations de conidiospores de 1, hatriaaum 
produites en fonction du temps ont été r&alis&es .S partir des 
cultures Sg&es de 3 a 30 jours. Cependant sur les figures 
suivantes, nouci avons port& uniquement les résultats relatif5 
aux numérations obtenues jusqu'au 20Pme jour de culture car 
apr-Ps cette période, un seuil était atteint pour la plupart 
des cultures. 

Si l’on compare la cirrgtique de production des 
conidiospores de 1, h?LLiiartw cul.tiv& sur les milieux A et C 
(Figure 20) 9 on constate que lorsque la çource de Carbone est 
disponible en quantité pléthorique (100 g/l), le processus de 
conidiog&nPse est inhibé pendant lec; premiers jours de 
culture (3, 5, 7 et 9 jours). Le phbnom&we inverse se produit 
lorsque la m&me source de Carbone est fournie en quantite 
limitae. En effet, apr&s 3 jours de culture sur le milieu C 
(20 g)p la conidioghêse a déj& &t& induite. AprPs 5 jours de 
croissance de Xe hxfiamum sur les milieux A et C, l’indice 
de sperulation (Q 1 pour le milieu c’est 20 fois suphieur & 
celui du milieu A. De!s valeurs maximales pour 1”indice de 
sporulation sont aapidement atteintes aprPs 7 jours poup le 
milieu c alors que pour le milieu A, il faut attendre 
plusieurs semaines. 

Il semble que la concentration du substrat utilisk 
comme source de Carbone influence fortement la conidiog&nPse 
de 1, hXZiUU m Lorsque cette concentration est faible, il 
Y a induction précoce de la conidioghèse. Les conidiospores 
sont produites d&s les premiers jours de culture. Il en est 
de m&me pour I”indice de sporulation. La production maximum 
de conidiospores est atteinte à la fin de la premiPre semaine 
de culture. Par contre lorsque la concentration du substrat 
est pléthorique, on observe u Il e inhibition de la 
conidioghèse pendant la même pgriode ; après une semaine de 
culture, il apparai t Ut-le induction tardive de la 
conidiogénèse qui s'exprime par une production croissante de 
conidiospores & partir du 72?me jour. L’indice de sporulation 
maximum est atteint au dela de 30 jour-s de culture. 

Par conséquent, il suffit de faire varier la 
concentration de Ia source de Carbone du milieu de culture, 
entre ces deux valeurs, pour clbten ir K-lOll seulement Ut-Ii? 
conidiogénèse pr&zoce ou tardive’, mais également Une 
production massive de conidiospores de 1, haniaaum = 

Cette hypothèse est conf i rmt-e par les rkultats 
obtenus 5ur le Plilieu B, dont la composition est 
intermédiaire entre celle des Plilieux A et 6. On constate en 
effet une conidiog&nPse précoce obtenue après 5 jours de 
culture, Uni3 production de conidiospores croissante et 
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l’indice de sporulation qui varie linéairement a partir du 
7Pme jour pour atteindre des valeurs maximales à partir du 
14Pme jour (Fig. 20). 

Comme noLlYs 1’ avons decrit precédemment, 
concentration d” azote influence la conidiogénèse de ? 
h.a~iaurn, Nous avons donc suivi la cinetique de production 
de conidiospores de Ii, haczianum, 5ur diffhents milieux de 
culture dont Ie rapport C/PI varie de 7 & 32. 

Lorsque la concentration en Azote du milieu de culture 
est élevee avec un rapport C/I\1 compris entre 7 et 17 (Mi lieux 
A, B, C fig. 20) la conidiogenese est principalement 
inf luencee par la source de Carbone. Cependant, lorsque la 
quantité de substrat carbone est maintenue fixe et que l’on 
fait varier la concentration de l’azote total disponible dans 
le milieu de culture (B, B, E et FI F on observe deux 
phbnomenes (Fig. 20 et 21) : 

- Une baisse sensible de la production de conidiospores 
qui suit la diminution de la concentration de 1’Azote total 
disponible dans le milieu de culture. C’est le cas notamment 
pour les milieux D et E dont %e rapport C/N e5t 
respectivement de 20,8 et 27,3. 

- L’indice de sporulation atteint son maximum le 12Qme 
jour pour le milieu D et le 206me jour pour le milieu E. 
Quand %a concentration d'Azote contenue dans un milieu de 
culture diminue, on observe un phénomene d’inhibition de la 
conidiogfhése, 

Ce phénomene est egalement confirme par les résultats 
obtenus avec le milieu F (fig. 211. En effet, lorsque dans un 
milieu de culture la quantite de la source de Carbone est 
@levée et la concentration d'Azote est très faible trapport 
C/PI 32,5), on constate une inhibition de la conidiogenese. 
Cette inhibition dure environ 15 jours (fig. $1. Après cette 
période, la production massive de conidiospores se produit en 
l’espace de quelques jours. 

Il est important de signaler que le5 quantités‘ de 
conidiospores produites apres 25 et 30 jours de culture sur 
les milieux B, D, E et F, sont trhs voisines. Pour ces quatre 
milieux, l’indice de sporulation est proche de 20 X lO”9 
spores / gramme de substrat Carbone initial. 
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NOUS pouvons f ormu ! er 1 ’ hypothése suivante PDU Y 
expliquer 1’ influence de l’azote sur- le déclenchement de ia 
5porulatjon : 

Lorsque dans ti Yl mi! ieu de c u 1 t u r e , 1 a source de 
Carbone est présente .S uyie coricentrat ion mûyenne (40 911) et 
que dans ce mi 1 ieu la concentration d’,4zote total disponible 
est trP5 faible, la conidiogérièse est inhibée pendant 
plusieurs semaines . L’Azote disponible serait d’abord utilisé 
pour la croissance exclusive du mycél iurn. La con id i 0génPse 
interviendrait trPs tardivement avec uti 1 isatio5 d’u’ne grande 
partie de 1’Azote assimilé par le m;/c&lium. 

Lorsque 1’Azote est fourni e i-8 quantit& pl9thOrique 
dans le milieu de culture, la conid iogénke n’est pas 
inhibée, par contre l’indice de 5porulation max 1 mum est 
atteint tu-es rapidement. Les valeurs de cet indice sont 
cependant faibles et rester1 t stables en fonction du temps 
(fig. 22). 

Pour &tud i, er l’influence .de trois sel5 (f(Cl,NaCl et 
CaC12) sur la 5porulation de Xi, hxgiaum on a utilise le 
milieu B auquel des concentrations croissantes en sels ont 
&té ajoutées. Les cultures ont St& ri+alisées en erlen avec 
des concentrations en sels variant de 0 -3 50 g/l. 

Le Tab 1 eau XXVI 1 regroupe les résultats. obtenus lors 
de 1’ étude de la production de conidiospores de L, )%wLiarr!,&rn 
en fonction de la concentrat ion croissante en Chlorure de 
Sodium. 

Il apparai t que le5 faibles concentrations en NaCl (5 
et 10 g/l) n’influencent pas considérablement la sporufatlon. 
Alors qu’ h partir de 20 9/1 de NaCl, concentration critique, 
la production de conidiospores est inhib&e pendant 3 jours. 
C 7 est également a cette concentration que le p3 us grand 
nombre de “mutants blancs” apparaissent & la sut-face C;E-5 
cultures. 
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L' étude cinktique de la production de conidiospores en 
fonction de la salinité a montrk la prkence de conidiospores 
dans tous le& milieux mais à de5 temps variable5 
d ' i ncubat ion. Cette production apparait tardivement (aprh 10 
j our5 de culture) pour le5 concentration5 élev&es en NaCl (40 
g/l) et reste trP5 faible. Les indices de sporulation sont 
faibles et stables en fonction du temps pour des 
concentratior~s tslevées en NaCl . Ces m&mes indices augmentent 
en fonction du temps pour des concentrations faibles en NaCl. 

on note également un changement de couleur de la 
culture avec des concentrations klevtle5 en NaCl. Pour les 
faibles concentrations de NaCl (10-30 g/l) les cultures sont 
vertes. Pour des concentrations plus blevâes la couleur 
devient jaune. On n'a pas utilisé des concentrations de NaCl 
plu5 fortes car A partir de 80 g/l de NaCl il n'y a pas de 
germination de l’inoculum. 

TABLEAU XXVII : Effets de la concentration de NaCl sur la sporulation de Ï.ha&unm 
cultivé sur le milieu B + NaCl en erlen. Les résultats expriment l'in- 
dice de sporulation (X 109 conidiospores). 

Concentration de (NaCl) en g/l 

I 

Temps : _----- __--_____--____----~~~~~~~~~~~~-- __-______-___-__-------------- 

( jours i 
: ; 

5 (__________: ____ 0 ____; _________ 20 : 30 :___lO__--i___-_-___:_____ ----; 40 : 50 . ---------: 
( 

------^--) ; 

I 3 : 6,45 : 4.75 : 0 : 0 : 0 : 0 : 0 i 

I 5 : 15,25 : 15,12 : 7,50 : 5,27 : 2,65 : 0 : 0 ; 
I 7 : 19,75 : 17,37 : : 13.12 : 9,25 : 5,44 : 0 : : 0 1 

( 10 : 31,25 : 23,05 : 14,12 : 4.63 : 4,75 : 3,56 : 2,Ol ; 

I 12 : 23,35 : 30,62 : 19,37 : 7,62 : 5.62 : 6,05 : 1,31 1 1 

I 17 I 31,50 : 25,75 : 30,62 : 14,06 : 10.31 : 7,05 : 1,93 i 

42,50 : 32,25 : 30,05 : 16,12 : 11,34 : 6,21 : 1.71 
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L’effet ‘*anti5porulant”S terme 
6It’lDRAT 

déjB employé par 
(1977) p des ions K+ pr&ents A concentration élev&e 

dans les milieux de culture a ét& vérifié egalement pour des 
cultures de IL hauA.aum - Sur le Tableau XXVIII on a porté 
les résultats d’une @tude cinétique sur les effets de la 
concentration de KG1 sur la sporulation de 1, haZ1aamL Ce 
microorganisme se comporte exactement de la m@me façon que 
sur les mi 1 ieux contenant du NaCl. La concentration critique 
est de 20 g/l. A cette concentration il y a apparition de 
trPs nombreux mutants blancs accompagnés d’une diminution de 
la sporulation pour des concentrations plus @levées. (ROUSSOS 
et Cola. 1985) 

Les sels de NaCl ou de KCi agissent de la merne maniPre 
n0t-l seulement pour L hrrtiruam mais également pour 1, album, 
On a vu que pour Q &.hrn lorsque KPJ03 est pr&sent dans le 
milieu de culture a 2% 911, la production de conidiospores 
@St 100 fois moins élevée que ce1 le obtenue avec 10 g/l 
(MLCHOUD 1983). 

TABLSAU XXVIII: Effets de la concentration de KCl sur la sporulation de 1 fian&mm 
cultiv6 sur le milieu B + KCl en erlen. Les résultats expriment Ilin- 
dite de $porulation (X 10' conidiospores). 

( : 1 
Temps : Concentration de (KCl) en g/l. 

:--------------------------------------------------------------------- 

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

I 3 : : 10,25 : 7,75 : 6,06 : 0 : :o :o : : 0 >’ 

I 5 : 16,37 : 15,12 : : 12,62 : : 7,00 : 3,25 : 0 : : 0 ; 
( : : 1 

I 7 : : 28,12. : 22,00 : 22,00 : 8,37 : 5,62 : 0,86 : 0,03 1 1 
( 10 : 33,62 : 38,37 : 29,62 : l.3,87 : 9,25 : : 1 2,37 0,34 

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

I 17 : 41,37 : 37,25 : 32,75 : : 18,OO : 18.25 : 4,69 : 1,56 ) 

20 : 38,37 : 41.12 : 32,12 : 10,75 : 6,75 : 4,39 : 1,l ; 
: : 1 
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On vient’ de constater que les sels de NaCI et de KCI 
incorpor& dans les milieux de culture, m&me &. faible 
concentration (5 g/l), influencent la sporulation‘ de 1, 
hiarztinudm en diminuant les rendements de sporulation. 

Le milieu de base qui a été utilise contient du KHZP04 
(2 g/l) pour apporter principalement du Phosphore nt-céssaire 
au développement du microorganisme et assurer l’effet tampon. 
Cependant 1 a présence de faibles quantités d’ions K+ diminue 
les rendements de sporulation. Afin d’annuler cet effet 
“antisporulant”, on a exp&rimenté diffdrentes concentrations 
de CaC12 additionnées au milieu de base (milieu B). 

On remarque que le Chlorure de Calcium influence la 
sporu 1 at ion de man i Pre tout à fait différente de ce1 le 
Observ&e pour les chlorures de Potassium et de Sod ium 
(Tableau XXIV). 

Tout d’abord les faibles concentrations de CaC12 (1 ; 
2,5 et 5 g/l) favorisent la sporulation. Pour des 
concentrations élevée5 (20 et 30 g/l de CaC121, il y a une 
diminution de la production de conidiospores de I, harziiàruam 
et un changement de couleur des cultures qui virent du vert 
au jaune. 

TABLEAU XXIX : Effets de la concentration de CaC12 dans un milieu de culture sur la sporu- 
la'tion de Ï.&I,T&~~ en fonction du temps. Les résultats expriment l'indice 
de sporulation (X 10g conidiospores). 

1 
Temps : Concentration de CaC12 dans le milieu de culture (en g/l) 1 

( d'incubation :----------------------------------------------------------------- 

t 
: : 1 

11,99 : 1220 12.93 : 3 35 2,OO : 
(______ 3 ________; __________: ____ 1-___ i--------+---1 ---- i-- ---- -+2:'-:2y 
( : 1 

( 1 
: 38,54 : 32.99 : 

( 
( 10 : 34,24 : 43,20 : 43.82 : 33,ll : 39.65 : 12,31 : 4.80 1 
(------------: ----------:---------:---------:---------:---------:--------:-------) 

1 
14 : 38,17 : 57,18 : 50,08 : 42,57 : 27,13 : 24,32 : 12.59 ) 

(--------------:- -----__ --:---------: ------ ---:---------: ---------:---------:------s-) 
: . : 1 

38,12 : 29,21 
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Les mei 1 leurs rendements de sporulation ont été 
obtenus avec Uile concentration de 2,s g/l de CaC12. Pour 
cette concen t rat i on Ot? a obtenu une augmentation des 
rendements de sporulation proche de 75 X apres 20 jours de 
cul turc. L’indice de sporulation est tres @levé et’ proche de 
6,25 X lO”10 conidiospores produites par gramme de substrat 
(ROUSSOS et Coll. 1985). 

Si 1’ on compare ces résultats avec ceux précédemment 
obtenus en milieu liquide non agité pour différentes souches 
de champignons filamenteux cultivés sur glucose CR’UUSSOS et 
RAIMBAULT 1982a) on constate que le rendement de sporulation 
pour 1, hnuianum est amélioré de 80 %. D’autre part cette 
souche cellulolytique produit environ 200 fois plus de spores 
que 1, eesei = 

Il @St difficile de comparer les résultats de 
sporulation Obtenu§ pour L beriibruarn avec ceux de la 

1 i ttérature. Tout d’abord, la totalite des études rencontrées 
dans la 1 i ttkrature ont éte qualitatives et basees 
principalement sur la couleur des cultures pour exprimer la 
sporulation (verte pour les Ickhalazrna (GINDRAT i 1974) 
noire pour &sp..ersiGl&i aber GALBRAITH et SMITH 3 1969). 
D’autre part, il est faux de comparer les rendements de 
sporulation obtenus sur differents milieux de culture pour un 
genre, par exemple Lrkh~éema avec ceux d’un autre genre, 
par exemple JX2sk3.U~~ En effet chaque champignon 
9 i lamenteux se comporte diffgremment vis-&-vis de la pression 
osmotique d’un milieu de cu 3 ture qui est fonction 
principalement de la nature et la concentration du substrat 
ainsi que des sels mineraux, sans parler des conditions de 
culture et de l’environnement. 

Leç effets des concentrations elevees de sels sur la 
croissance, la sporulation et la pigmentation de differentes 
especes de I~l&~&ema ont été étudies par SINDRAT (1977). En 
milieux gQlocs&s contenant du I\JaCl (5 % = 856 mM) l’ensemble 
des souches presente une croissance apicale ralentie, une 
sporulation redui te et une absence de coloration typique du 
recto des colonies. La concentration “albinisante” de NaCl ou 
de KCl dans le milieu varie selon les souches. Chez 
Ititindsma sp (souche intermediaire entre 1, harrianum et IL 
Yird& ) 9 une concentration en CaC12 de 90 .& 270 mM annule 
l’effet antisporulant de 856 mM de NaCl et stimule la 
coni.diation en milieu sans NaCI. Puisqu’une concentration de 
856 mM de FJaC 1 aba i sse le potentiel osmotique des milieux 
utilisés de -192 a -41 bars, l’effet du CaC12 a bté étudié 
chez Ici&.~&ma sp. Apres 3-4 jours, la croissance maximale 
est observée entre -192 et -10 bars. ELIe est réduite de 
moitie Ir. environ -30 bars, et nul le verç -90 bars. La, 
pigmentation est absente à -32 bars (NaCI) ou -41 bars (KCl) a 
Pigmentation et sporulation sont intenses en milieu ajusté à 
-31 bars avec du CaC12. Ruant au Sodium, il est toxique a 
haute concentration (GINDRAT, 1977). 
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L;effet d’induction. de la sporulation chez e rrnk&.Lam 
par Ca++ a d+jA été démontré par PITT et POOLE en 1981. Ces 
auteurs ont mi5 en Widence le ph&nomène d’induction de la 
sporulation de L ukakum lorsque la source d’Azote est le 
NaN03 I6,O q/l) et que le milieu contient du KH2P04 (1,s 911) 
et du CaC12 (10 m Moles Ca++). A cette concentration en ions 
Ca++ 1’ indice de sporula ion pour e aaQ&um est 20 fois 
sup&rieur A celui obtenu sur un milieu d&pourvu de CaC12. 

La sporulation d’un certain nombre de champiqnons 

appartenarJt au groupe d' Azgetsillus glasui ( & shnYà_Liar.i 
8, àmsk~lndami F e, EWXJZ. et A, rtiti 1, en fonction de la 

Lression osmotique a &t& étudi&e par CURRAN (19711. La 
production tie Cl&istOtheCiUm, formes de reproduction sexu&e, 
est g&n&ralement inhibee par Une pression osmotique 
super i eure fit 450 bars, qui peut Ctre obtenue par 
l’utilisation de Glucose, Sucrose, Chlorure de Potassium ou 
chlorure de Sod i um dans le milieu de culture. :-a production 
des tetes conidiennes est augmentée pour 8, shaalhri et & .-iLt/ 
ck2udiad. var. ir&axndA.us lorsque la pression osmotique 
est sup&r ieure B 150 bars ; ceci n’est pas valable pour les 
espPces d’ 8, amri~1nsiam.i , &mar&nii ) &r.eprtns ou & cub.~r 
(CURRAM ; 1971). 

5.15. CCINCLUSICIN. 

L’Mude de la conidiogénése de L h.aL;rj.anLsm 5 cultiv& 
en erlen sur diff&rents milieux de culture a base de farine 
de manioc, a permis d’examiner le5 principaux param&tres 
capables d’influencer la production massive de conidiospores. 

Ces paramètres ont &t& étudi&s séparément, afin 
d ’ appr &c i er l’effet- de chacun d’eux kur la sporulation de L 
harriaum, 

Tous 1PE. paramètres considkrés jouent un rôle 
important au niveau de la germination des conidiospores,et 
les variations Observ&es ref l&tent l’importance de ce5 
facteurs non seulement sur la conidiogknèse mais également 
sur la croissance v&g&tative du champignon. 

Il a été montr& que la production de conidiospores est 
augmentée’ de 50 46 lorsque la méthode d’inoculation dans la 
masse du milieu de culture est prat i qu&e par rapport a 
l’inoculation en surface de memes milieux. 

La concentration de la source de Carbone priSsente dans 
les milieux de culture est le paramPtre qui influence le plus 
la production de conidiospores 4 chez L harziau-m i-l d été 
demontré que le nombre total de conidiospores produites est 
directement proportionnel .3 la concentration de la source de 
carbone (farine de marJioC). Lorsque les valeurs de celles-ci 
sont i rJf &r i eUres a 50 911, la production de conidiospores se 
fait avec des rendements élevés. Au contraire, lorsque les 
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concentration5 en substrat carbone sont supérieures ou egales 
a 50 911, même si le nombre total de conidiospores produites 
reste supérieur, le5 rendements de sporulation commencent B 
diminuer. 

L@ nombre de conidiospores produites n’est pas 
proportionnel =1 la quantité d’Azote présente dans les milieux 
de culture, mais la concentration d’azote influence quand 
méms la régulation de la conidiogénese de L lsirrhriram, 
L’ Mude cinétique de la production des conidiospares de L, 
lrlaztinum a r&W@l& 1’ ex i stence de phénoménes 
d’induction-inhibition exercés par la concentration en azote. 
Pour de faibles concentrations en azote, la conidiogenese est 
inhibee pendant 1s joura. Pour des concentrations élevees en 
Azote les rendements de spot-u 1 at ion obtenus sont plus 
faibles. Les mei 1 leurs indices de sporulations sont obtenus 
avec un rappûrt C./N proche de 14. 

Des phenomenes d” induction-inhibition exerc&ci par la 
concentration de la source de carbone ont &t& mis en 
Cvidence. Pour des concentrations faibles ~PI Carbone, on note 
Ut-le induction prkcoce de la conidiogenese alors que pour des 
concentrations QlevQes en Carbone on observe une inhibition 
de la production de conidiospores pendant plusieurs jours. 

Le5 sels minéraux en g9n&ral (NaCI 9 KCl et C~(C121 A 
des concentrations QleVbEs5 (20-76 g/l) inhäbent la 
sporulation, alors que pour des concentrations plus faibles 
on observe l’effet opposé. LE!Z ions K+ et Na+ incorporés 
dans le milieu de culture provoquent une diminution de Ia 
pression osmotique et de ce fait inhibent la sporulation. A 
faible concentration 6es ions Ca++ (1 A 10 g/l) augmentent le 
potentiel osmotique et exercent un effet inducteur sur la 
sporulation. Le§ meilleurs rendements de sporulation ont eté 
obtenus pour une concentration de 2,s g/l de CaC.12 (Milieu H, 
fig. 22). 
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CHAPITRE VI - PRODUCTION D’INOCULUM EN FERMENTEUR A 
DISQUES 

6.1. 1 NTRODUCT 1 QN, 

L’utilisation croissante de champignons filamenteux 
dans des domaines aussi variés que les fermentations 
alimentaires, 1’ industrie pharmaceutique et la bioindustrie 
(production de b i ornasse g d’enzymes ou de molkules 
biologiques par bioçynthése ou hémisynthPse1 nkéssi te de 
disposer de quantités importantes de conidiosporeç. 

ces conidiosporeç constituent le dkpart de toutes ces 
applications puisqu’elles servent de forme de conservation ou 
au démarrage de l’opération. Elles interviennent de façon 
mass i ve dans le procQssu5 lui-m&me soit en tant qu’inoculum 
soit en tant w= spores e 11 es-m&mes pour réa1 içer le5 
transformations de bioconversion Souhait&es (VEZINA et Coll. 
1968). 

Diff &-rentes techniques sont connues pour produire ces 
conidiospores. La plus ancienne consiste & cultiver le 
microorganisme h la surface d’un milieu gélosé, en boîte de 
Pétri au laboratoire, ou en fioles de Roux pour les 
applications pratiques. 

La technique de production de conidiospores en 
plateaux fait appel à la culture du champignon sur des 
substrats v&gétaux te15 W@ son de bl&, paille et divers 
produits ou résidus amylacés dispos& en couche.de quelques 
centimPtres d’ Epaisseur et placés dans des étuves 
d’ incubation (VEZINA ; 1975). 

Plus rkemment on a démontre la possibilité de 
produire des conidiospores de champignons filamenteux dans 
des cultures 1 iquideç en utilisant des f ermenteurs 
stéri 1 isables et extrapolables industriellement (BRODERICK et 
~01.1982). Il s’agit sans doute d’un progrPs t-gel, mais cela 
n est possible que dans des conditions particulières et avec 
un nombre limité de champignons. D’autre part la suspension 
recueillie contient non seulement les conidiospores, mais 
ggalement, une quantité de métabol i tes et tous les débris 
cellulaires qui peuvent &tre génants par la suite. 

Parmi les nombreux dispositifs de fermenteurs qui ont 
été propos& pour la culture des microorganismes en milieu 
liquide, on trouve des fermenteurs B disques rotatifs (MEANS 
et col 1. 1962, ALERMAN et col. 1983) dont le principe 
d’utiliçafion est bas& essentiellement sur la rotation 
permanente de disques tout au long de l’incubation et qui 
plongent alternativement dans le milieu nutritif liquide et 
dans 1’ atmosphPre. 
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Pour la présente etude nous avons uti I ise un nouveau 
procéde de production massive de conidiospores de 1, 
harriaiwm . Ce procede allie l’avantage de la culture de 
surf ace sur un milieu solidifié B l’utilisation d’un 
f ermenteur a disques rotatifs particulier (RAIMBAULT et 
RIYJSSOS 1985). Le principe d’utilisation de ce fermenteur à 
disques permet d’obtenir une tres grande surf ace de 
sporulation, une répartition homogene du milieu de culture 
stérilisé’ dans le f ermenteur g une aération regulée tout au 
1 ong de la croissance de L hrauiawrn 9 une recolte. aisée de 
conidiospores Pal- simple 1 avage des surf aces. La B i ornasse 
mycel ienne reste emprisonnée dans le milieu solidifie. Toutes 
les opérations se font dans le meme appareil, assurant ainsi 
une simplicit# d’utilisation et une asepsie stricte. 

Avant de presenter les r-ésultats obtenus, nous allons 
rappeler br i evemen t les particularités de cet appareil, afin 
de mieux comprendre le5 dif f erences qui apparaisçent au 
niveau des résultats. 

Dans chaque fermenteur la quantite de milieu de 
culture est variable. Elle est comprise entre 500 et 600 g de 
milieu par fermenteur. 

La duree d’incubation des diff#rentes cultures a et& 
géneralement de 8 jours, exception faite pour les milieux A 
(15 jours) et C (18 jours). 

Le f ermenteur ainsi charge avec le milieu de culture 
approprié et inoculé dans la masse a et& place dans une piece 
F-lOy1 climatisée a proximitg des er lens qui ont servi pour 
1’ etude d’optimisation. Contrairement aux erlens, le 
f ermenteur $ disque a et& aeré tout au long de la culture, 
gr &ce 2~ un balayage force par- un flux d’air 5téri le, 
humidifie par barbotage. Le débit d’aération a et& maintenu 
constant & 100 l/h. 

TCJUS les milieux de cul,ture, dont la composition 
figure au Tableau VII, ont éte utilises pour cette etude de 
production de conidiosporeç de 1, hazi.amm dans un 
fermenteur &. disques. 

6.2. INFLUENCE DE LA CQNCENTRATION DU SUBSTRAT. 

Le nombre total de con i ,d i ospores de L haiuianum 
obtenues dans le fermenteur a disques a et& de 57, 44 et 15,5 
X 10.*18 pour 100, 40 et 20 g de farine de manioc présents 
dans les milieux A, B et C respectivement (fig.. 231. 

Cette production élevée de conidiospores a été obtenue 
avec des rendements différents. En effet, les valeurs des 
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indices de sporulation 52. ont csté de 11,4, 18,6 et 15,5 A 
10*9) pour les milieux respectifs A, B et C (fig. 24). 

Maigre les effets d’induction-répression dûs 
principalement B Ia concentration de la source de Carbone, la 
production globale de conidiospores de 1, hwzi.aLam dans un 
f ermenteur % disques est proportionnel le a la quantité de 
substrat carbone du milieu de culture. 

8.3. Influence de la concentration de la source 
d’A+ote. 

Pour cette Qtude nous avons utilisé les milieux B, D, 
ES F et 3, dont la composition a 9th donne-e au Tableau VIL. 
La production globale de conidiospores de IL hràrofiànurn par 
fermenteur est importante avec des valeurs tres proches. Ces 
vaIeurs sont compr i ses entre 33 et 44 X 10^1(5 conidiospores 
pour les 5 miSieux (fig. 23). Les indices de sporulation % 
obtenus sur ces milieux imposent Ya meme remarque (fig. 24) I 
ces indices sont e n eff@t caractérisés par des valeurs 
Bl~~vées~ de 15,7 $ 18,8 X lO”9 conidiospores produiteç par 
gramme de farine de manioc. 

SElOF? ces r&suEtats, i â semb 1 e W@ lorsque IL 
butiiuam est cultive dans un fermenteur % disques, sur des 
milieux differents, le nombre ci 0 conidiospores produ i tes 
apr es 8 jours d’incubation soit etroitement lie à la quantité: 
de la source de Carbone initialement présente. 

LorsquEo la quantite de 1.a source de Carbone est 
identique pour les milieux B, D, E, F et G et lorsque pour 
C@E# memes milieux la quantite de la source d’Azote varie de 1 
a 6, les indices de sporulation obtenus ( R 1 ne reflètent 
pas cette evolution. 

Il faut remarquer que les effets d’inhibition dûs a 
des concentrations elevees d’Azote (milieu (9) existent, mais 
il5 sont tres attenués. ûe m@me, les effets d’inhibition das 
L des concentrations tr&s faibles d’Azote (milieu F1 qui ont 
ht& observés ont disparu pour 1,es cultures en fer-menteur 21 
disques. . Pour le milieu F, en effet, la production est de 33 
X 10AIO conidiospores / f ermenteur avec u n indice de 
sporulation !S comparable a celui du milieu B. Cependant, le 
milieu B contient 3 fois plus d’Azote. 

Pour tenter de donner une explication & ce phénomeneg 
On peut dire que l’aération des milieux de culture aucours 
de la croissance .de L, ~,~~~D,JJIJ~ soit le seul parametre qui 
différencie les cultures en erlen de celles rbalisées dans le 
fermenteur B disques. En effet, lorsque l’es cultures sont 
aérées dans le f ermenteur B disques, le developpement du 
mycel ium est beaucoup plus rapj.de. Cette croissance rapide 
masquerait les effets d’induction-inhibition qui ont été 
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observes lors des cultures en erlen. Nous venons de voir que 
ces phenomenes . d’inhibition existent mais i 1s sont trP5 
attenués (Milieu G fig. 24). 

6.4. INFLUENCE DE L ’ AERAT 1 ON. 

Pour les exper iences precédentes, les cultures de 1, 
harziamm dans un fermenteur a disques, ont r&gu une aération 
fixe de 100 l/h. Afin d’etudier l’influence de l’aeration sur 
la production de conidioçpores de 1, &&rianw ,les cultures 
ont et& realiçees dans un fermenteur a disques de 4,4 litres, 
avec un debit d’aeration allant de CI B 100 litres/heure. Ce 
debit permet le renouvellement de l’air du fermenteur de 0 A 
25 fois par heure. 

Les cultures ont 9tts incubées a la température du 
Laboratoire 115-20 O C) pendant 6 jours. Les résultats sont 
portés sur le. Tableau XXX. 

Les cul turcs’ n’ayant pas regu d’aération n’ont pas 
produit de conidiospores, ce qui est tout a fait normal @tant 
donne que 1, hariànram est un microorganisme aérobie stricte. 
L’optimum de production de conidiospores est obtenu avec une 
a&ration de 20 -l/h correspondant à 5 fois le renouvellement 
de l’air du f ermenteur par heure. Il est interessant de 
constater egalement que pour une aeration plus importante du 
f ermenteur, 1 e’s rendements de sporulation diminuent. Cette 
diminution est inversement proportionnelle au dCbit de 
l’aération des cultures. Nous pensons que la diminution des 
rendements de sporulation pour une aération importante des 
cul turcs serait principalement dfie A la dilution du taux de 
CO2 pu-&-sent dans le fermenteur. 

TABLWI Xxx : Influence de l'aération BUT la production de conidioeporcs de T.hanbinnrsn:Les cultures ont &Ai 
faites dans un fermenteur a disques de 4 litres contenant 600 g du milieu H, a la température du 
Laboratoire (15-F!O*C) pendant 6 jours. 

: 
Mration : Nb. de Renouvellements:' PRODUCTION DE CONIDIOSPORES 

( : :----------------------------- ----- 1 
( litna / heures : de l'air du fermenteur: : Indice de-Sporulation : 2) 

I 

Nb. Total Nb. de spores / cm 
!R 1 

: ) 

------:------------------- :---------------:---------:----------- 
( : : : ; 

I 0 : 0 : 0 : 0 0 ; 

( 4 
I 

1 6.07 X 1011 2,53 x 1010 i 1.22 x 108 i 
20 5 8,67 x 1011 i 3.61 X lOIo i 1.75 x 106 

( ; 

: 40 10 :- 7.30 x 1011 i 3.25 X 1010 i 1.47 x 108 i 

( 70 
I 

: 17.5 6,66 x 1011 i 2.78 X 101' i 1.35 x 108 ; 
100 : 25 : 6,25 X 1011 i 2.60 X 101' i 1,26 X 108 

( 
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6.5. CINETIQUE DE PRODUCTION DES CONIDIOSF’DRES. 

L’ktude de la physiologie de la sporulation de IL 
hizuz.hwdm en erlen et ensuite en fermenteur à disques nous a 
perm i 9 d’apprécier 1’ influence des principaux facteurs sur la 
production de conidiospores. Cette êtude serait incomplPte si 
on ne rapportait PAS B la suite la synthase des conditions 
optimales retenues ainsi que la cinétique de production des 
conidiospores en fermenteur .% disques. 

Tout d’abord Le Tableau XXX1 résume les conditions 
optimales de CU1 turc retenues pour la production de 
conidisspores de 1, hztiaLhIll dans un feu-menteur CI disques 
(Composition et quantitb du milieu de culture par fermenteur, 
inoculation, incubation, aérat ion 1 ainsi que les rendements 
de production de conidiospores. Le fermenteur &quip& de 35 
disques espacés de 110 mm est charg& avec 600 ml de milieu de 
culture. Apres stérilisation, inoculation et rkpartition du 
milieu chaque disque est chargk avec environs 17 9 de milieu 
de culture unifor=m&ment inocul&. L’incubation se fait & la 
temperature du laboratoire 120-25O Cl 9 Les .cultures sont 
a&r&sc; avec un d&bit de 40 l/h d’air humide. Ce débit 
d’akration permet de renouveler 10 fois le volume d’air du 
fermenteur par heure. 

Sur les figures 25 et 26 on a repr&enté les 
cin&tiques de production de conidiospor?s de L hanheudm 
cu1tiv9 BUY‘ le milieu optimis& (Hilieu H) dans le fermenteur 
& disques en fonction du temps. A partir du 4&me jour de 
culture, des quantitks tu-r% importantes de conidioapores sont 
produites (3 x 10Ail) I Cette production Qvolue 1 inéairement 
POUP atteindre les valeurs maximales aprnPs le ris&me jour. A 
partir du S&me jour, on note une diminution réguli&re de 
cette production (Fig. 251. 

Las indices de sporulation port& sur la Fig. 26 
montrent que le5 me-i 1 leurs rendements de production de 
conidiospores de 1, hsrtiànum sont obtenus le 7Pme jour de 
culture. Au total il y a une production de 7,3 X lO*li 
conidiospores par f ermenteur 9 ce qui correspond & 1,47 X 1OA8 
conidioapores produites par cm2. 
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.TABL!W XXX-I : Conditions optimales pour la production de conidiospores de 

~.han&mm dans un fermenteur à disques de 4 litres. 

COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE. 

Farine de Manioc 

KHPO4 

(NHLJ)~SQLI 

Urée 

CaC12 

Agar 

Eau 

PB 

40 g 

2iz 

4g 

lg 

lg 

15 g 

1000 ml 

5,6 

QUANTITE DE MILIEU PAR FERMENTEUR DE 4 LITRES : 600 ml. 

STERILISATION : Autoclavage 40 min. à 11QPC 

INOCULATION : 6 X 108 conidiospores de T. harzianum. 

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

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

NOMBRE TOTAL DES SPORES : 8.67 X lO= conidiospores/fermenteur 

RENDEMENT DE SPORULATION : 3,61 X 1010 conidiospores/g 

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

Le5 mét hodeç claççiqueç de conservation des 
conidiospores de champignons filamenteux (congélation a -18°C 
i dans 1’ azote liquide a -196 "C ; lyophilisation) sont 
couramment Utilis&es dans le Laboratoire pour la prkervation 
des microorganismes de collection (BUTLER, 1980 ; TOMMERUP et 
KIDBY, 1979 ; DAHMEN et Coll. 1983). Cependant toutes ces 
m&thodes ç’appl i quent à des quant i t&s trPs faibles de 
conidiospores et nécéssitent un investissement important en 
appareillage ou en fonctionnement. 

Pour ces raisons nous avons exp&rimenté une nouvelle 
mkthode de conservation par séchage sous vide d’une 
suspension de .conidiospores, en utilisant un rotavapor. Afin 
de faciliter la rkupérat ion des conidioçpores s&ch&es qui 
restent collées contre les parois du recipient, nous avons 
également utilisé un support insoluble dans l’eau. 

Pour l'ensemble des khantillonç nous avons utiliç& le 
m&me vide ainsi que la m&me ‘vitesse de rotation de l’axe du 
rotavapor. Les températures du bain marie pour l'&vaporation 
de l’eau ont ét& de +30, +40, +50 et +bO"C. Les rkultats 
obtenus lors du traitement au rotavapor de 100 ml d'une 
suspension contenant 12,69 x 10*9 conidiospores de 1, 
hariziatuam ont été rapporté dans le Tableau XxX11. 

TABLEAU XXX11 : Traitement au Rotavepor B disférentes temp$rstures de 100 ml d'une ~"II-' 
pension contenant 12,69 X 10 conldiosporss du T.han&anwn. LC support 

utilisC a 6tC de la bagasse de canne finement broyée et préalablement 
steri1isée (1,5 x P.V.) 

i : TempCrature : 
( sch:n- : 

Support 
: Temps Eva- : Poids de : Conidiosporea : 

du i poration 
' g/lOOml : 

: l'Cchen- : l-CCUP6dS 
X dm 

( ti11on : Bein-Marie : min. : ti11ol-l sec : x 109 
i RCcupbration 

i s40 
( 
( SS0 
1 
( S60 

I c30 

I c40 
( 
( c50 
i 

( C60 
f 
( TCmoin 
( 

40.C : 0 : 46 

50'C : 0 : 43 

60.C 0 36 

30DC 1.5 : 65 
: 

40.C 1.5 : 42 

50.C : 1.5 : 49 

60°C i 1,s i 36 
: 

0 

: 0,1279 

: 0.1216 

: 0,122S 

: 1,7072 

: 1.4230 

: 1.3530 

: 1.4660 

: 100ml 

2.66 

6.99 

9,62 

10,60 

7.42 

5.97 

9,45 

12,69 

: 21.10 1 

: 55.47 i 

: : 76.34 ; 

64.28 i 

: 58.92 ; 
1 

: 47.30 ; 
75,00 1 

: 100,00 ; 
1 
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Fig. Schéma de différentes étapes de séchage - 

Production de conidiospores 
dans un fermenteur à dis- 
ques. 

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

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

Suspension de conidiospores 
séchées (eau + tween 80) 

Dilutions 10 
-2 - 10-6 

Inoculation, culture et numé- 
ration de conidiospores 
viables. 

et de contrôle de viabili- 
té de conidiospores de Ï. hapeyianum séchées dans un rotavapeur. 
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Le taux de rkuptkation des conidioçporeç çéch&eç est 
&lcSVB. En moyenne il est de 51 % pour les échanttillons sans 
support et de 66 % pour les échan>illons contenant 1,5 g de 
bagaççe de canne. Il apparait clairement que l’utilisation 
d’un support augmente de 30 % les rendements de rkupkration 
des conidieç. 

Pour ç’aç5Urer que cette mrlthode de conservation ne 
dgtériore pas le5 conidioçporeç de L, h.arzi.aaum nous avons 
vérif i& leur viabi 1 ité le lendemain du skhage. Sur le 
Tableau xxx111 sont port& les rkultats de numgration des 
colonies de I, buiaaum apparues sur le milieu de DOUGLAS et 
Col 1. (1979) apr-Pç 6 jours d’incubation de 0,2 ml des 
suspensions dilutions de diff&entç lots de conidioçporeç 
ç&ch&eç. Le temoin que nous avons utilisé est la suspension 
initiale de conidiosporeç et n’a subi aucun traitement. Pour 
le calcul du pourcentage de germination des conidioçporeç, 
nous prendrons comme r&f&rence ce temoin. 

On constate que lorsque la temp&rature du bain-marie 
augmente pendant le çkhage, la viabilité des conidioçporeç 
diminue. Cependant la prbçence du support dans la suspension 
de conidioçpores am&liore significativement les rendements de 
viabilite. En particulier pour le séchage des conidioçporeç a 
50 0 C le rapport de viabilit& de celles ç&ch&es en prbçence du 
support sur celles dbpourvues de support est voisin de 25. 

Cette méthode de conservation par skhage sous vide a 
la température de. +40” C permet de maintenir 40 % de 
conidioçporeç viables. Toutefois pour amQ1 iorer 1ElÇ 
rendements de récupbrat ion ainsi que les rendements de 
viabilit& des conidioçporeç conservées de cette façon il 

TABLEAU XxX111: ViebilitC de conidiosports s0chbes au rotavapor. DC. parties l liquote8, de 
difrérents lots de conidiospores sCchCes ont CtC remisaen suspenslon dans 
50ml (SM). Aprés une ~Crie de dilutions, 0.2 ml de chaque dilution ont &t& 
&tal&s B le surface d'une boSte de p&tri contenant le milieu de DOUGLAS st 
Co11.(1979). Les chiffres qui apperaisscnt dans ce tableau représentent 10 
nombre de colonies qui est en corrilation avec le % de spore‘ viables. 

( 
---------- ------------------------------'--------- 

: : : 

: 
: 

Echantillon : T6moin : SANS SUPPORT : AVEC SUPPORT i 

I 
: : : -r----------------- -----e------m 

f 

: SO0 : S50 : S60 ' c30 
-------------------i----l- -L- : 

; CO0 ' C50 ' CO0 4 
-:--a- 1 

( Nb de colonies X 106, 
: : : : : : : : 
: : : : : : < : 

( pour 50 ml d; SM 
;, 

: 200 : 37.5 : 3.95 : 2.25 : 60 : 77.5 : 40 : 11.5 ) 
( 
( Poidssec de spores g,SOmli 

: : : : : : : 1 
(10 ml) : 0.026 : 0.024 : 0.025: 0.171 :0,142 :0,135 : 0,147 ) 

( 
( Poids des lots de spores; 

: : ,: : : 1 
: : : : : : : 1 

( s*ch&es : - : 0.126 :.0,.122 : 0,123 : 1.707 :1,423 :1.353 :1,466 ) 
( : : : : : : : : 
; ;fa;Wfm~;;i;b;;9 après ; : : : : : ; 

200 : 16.7 : 1.62 : 1,12 : 60 : 77.5 : 40 : 11,5 1 
( : : : : : * : 1 
( % viabilité : 100 : 9,35 : 0.61 : 0.56 : 40' : 36.75 : 20 : 5,75 ) 
( : t : l 
( -- ------- --L---------L---:-----:-~L---: ___- ::- 
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apparait @vident d’optimiser les conditions d’utilisation 
du support. De mésme i 1 est nécéççaire de r-baliser un 9 
cinétique de viabilité des conidiospores ainsi séchées aprPç 
plusieurs mois de conservation. 

L’inoculation des différents substrats en milieu 
solide s’opPre avec des suspensions concentrées de 
conidiospores. Afin d’utiliser toujours des conidickpores en 
bon E+tat et ais&ment maniable, nous avons r&colt.& les 
conidiospores du f ermenteur ai disques le j OUO” m&me de 
l’inqculation. La moiti& seulement des conidioçpores ainsi 
produites est Utilis&e pour l’inoculation du subçtrat B 
fermenter en zymotis i on envisage de secher au rotavapor la 
pgrtie restante en présence d'un support. 

6.7. Conclusion. 

A la suite de cette Etude, nous avons dtfini un milieu 
et des conditions de culture optimums pour produire dans un 
fermenteur & disques Ie maximum de conidiosporeç de 1, 
krziawm dans un minimum de temps avec des rendements de 
sporulation particuli$rement é1evOs. La çynthke de ces 
conditions ainsi que les résultats obtenus sont portés sur le 
Tab 1 eau, XXXE . El a @té montre que l’ai-ration des cultures de 
1, haeziawm e-n fermenteur a disques9 avec de l’air stérile 
et humide, est un facteur tr&s important qui favorise le 
développement du myc&lium ainsi qu'une çporulation précoce et 
abondante. L'étude cinetique de la çporulation de L 
bu&num cultivé en fer-menteur ck disques a fait apparaitre 
WC- les rendements optimums de production de conidiospores 
sont obtenus apr-Ps 6 ou 7 jourcp alors que pour les cultures 
non at-rQezi en er$en, les meilleurs rendements sont obtenus 
apr&s 26 jours d’incubation. 

Au total il une production de 8,67 X 1O”ll 
conidiospores de L, 'h,àLrkn par fesrmenteur apr&ç 6 jours 
d’incubation (4 la temperature du laboratoire (15 - 22’C). 
L’indice de sporulation (QI a &-té de 3,61 x 10AIO 
conidioçpores / g de substrat initialement pr-éçent dans le 
milieu de cul turc, ce qu i correspond & 1,75 x iO^8 
conidiospores formées par cm2. Le poids d'u,ne conidiospore de 
IA .harbanum @tant de 1 X 10 - 11 g, le rendement Pond&ra1 
global rapporté au substrat carboné (poids de’ spores / 9) est 
très &levQ et proche de 36 %. 

Un@ nouvelle technique de conservation par séchage des 
suspensions de conidiospores a été mise au point en utilisant 
u n rotavapor. Il a été démontrlé que l’utilisation d'un 
support (de la bagasse de canne A sucre ‘finement broyée) 
am&l iore nettement les rendements de récupération et de 
viabi 1 itt- des conidioçpores çkhées par cette méthode. 
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CHAPITRE VII - CROISSANCE DE 1, HBBZJkWlU EN MILIEU 
SOLIDE 

7.1. 1 NTRODUCT 1 ON. 

Le terme “fermentation en milieu solide” a @te utilisé 
par RAIMBAULT (19801 pour dbsigner “toute fermentation dans 
laquelle le subs,trat n’est pas 1 iquide”. Ce terme est la 
traduction des expressions “Sol id-state fermentation” ou 
“Sol id-substrat fermentation” employée5 par différents 
auteurs anglophones (HESSELTINE, 1972 ; TENGERDY et coll., 

1984 ; AIDOO et Coll., 1982 ; MOO-YOUNG et Coll., 1983). 

Selon ces auteurs, la fermentation en milieu solide se 
rapporte strictement à la croissance et au m&tabolisme de 
microorganismes cultivés sur des substrats insolubles. Il y a 
Ut-iE! certaine confu5ion avec l’ancienne terminologie de 
“cuI tut-e en çurf ace” qui peut s’appliquer & des substrats 
sol ides (gélosés ou non 1 et liquides et se rf2f @t-e 
principalement au mode de culture. En pratique, les 
fermentations en milieu solide concernent les cultures de 
microorganismes 5ur des substrats insolubles humidif i&ç, 
caractérisk par Ut-I9 absence de tout liquide sou5 forme 
1 ibre. L’eau, indispensable pour la croissance du 
microorganisme, 5e trouve sous forme adçorbk ou complexée a 
l’interieur de la matrice sol id@. L’humiditb des substrats. 
inocul&s depend de 1Wdy” pouvoir d’absorption i pour le5 
substrats amylac&s, l’humidit& optimum est de 55 % environ i 
pour leç substrats cellulosiques elle avoisine les 75 X. 

Rkemment, une technique fiable de culture en milieu 
solide a bté mise au point qui permet 1’ étude du 
d&veloppement s&l&tif du mycél ium sur un milieu solide 
amylack au niveau du laboratoire (RAIMBAULT et GERMON, 19715 ; 
ALAZARD, 1979 ; RAIMBAULT, 1980 ; RAIMBAULT et ALAZARD, 
1980).Cette technique est basée sur le prkconditionnement du 
substrat solide sous forme granulaire poreuse gelatinisée, 
uniformément inoculé avec Ul?E suspension de spores d’ 8, 
U3s contenant aussi les sels mineraux. Gt-%Ke Si un 
dispositif d’incubationtrPs simple, et A des conditions 
si-lktives de croissance pour A, nigs z il a &t& poçsible de 
contr81er lt?S principaux paramétrss qui influencent le 
d&veloppement du mycél ium en milieu solide dans des 
conditions non stériles. En fin de fermentation, le produit 
obtenu contient 20 46 de Protéines et 25 % de sucres résiduels 
(RAIMBAULT ; 1980) 

L’adaptation de cette technique de fermentation en 
milieu solide aux substrats cellulosiques a donne des 
r&çultats prometteurs (ROUSSOS, 1981 ; GIULIANO, 1982 ; 
ROUSSOS et SEDHA s 1983 ; ROUSSOS et HANNIBAL, 19841, Nous 
d&velopperons dans ce chapitre l’optimisation des conditions 
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de cul tur-e de L har.ziarum en milieu solide ainsi que la 
fermentation de divers substrats cellulosiques au niveau du 
Laboratoire. 

7.2. OPTIMISATION DES CONDITIONS DE ‘CULTURE EN 
COLONNE. 

Un m&lange de paille et de son de ba& (Rousses, 19811, 
a +t9 utilise pour la cul turc de IL, hA=isàruarn en mi 1 i eu 
solide. Les param&tres suivants ont ét& plus 
particulièrement étudi&ç é 

- composition du substrat :i un mklange de paille et de 
son de blé utilise dans les proportions 80/20. Le son de blé 
est ajout&! à. la paille pour apporter une source d’azote 
proteinique supplementaire pour le champignon ainsi qu”une 
source de Carbone (amidon) f aci lement assimilable par le 
microorganisme, permettant une germination homogPne de 
l’inoculum (ROUSSOS et Coll. 19851 

- la quantitg d’inoculum qui permet la germination de 
la total i t& des conidioçpores et pour laquelle la production 
de cellulaçes est optimale, se situe aux environs de 3 X lO”7 
sporer/g de Substrat Poids Sec (ROUSSOS et RAIMBAULT 1982 b-1 

- le conditionnement du substrat : cette @tude qui 
concerne l’influence de divers prétraitements de r9çidus 
lignocelluloçiqueç on vue de leur future utilisation pour les 
fermentations en milieu solide a &tL& réa.1 içée en 
collaboration avec WIDAUD (1981). 

Le5 rl%ul tatç obtenus ont permis de définir les 
conditions essentielles de mise en oeuvre de la fermentation 
en milieu solide des substrats lignocelluloçiqueç: 

utilisation d”un substrat broy& d’une taille 
infk-ieure ài 1 mm. 

- traitement du substrat en milieu impr&gn&, de fason 
a augmenter l’accessibilit& de la cellulose aux cellulases et 
a éviter les pertes importantes de matiGre qui peuvent Qtre 
une source de pollution. 

- traitement du substrat impr&gn& avec une solution 
minérales. Ce traitement peut &tre uniquement thermique ( 110” 
C pendant 30 min) en absence ou en prkence de soude 4 1 X . 
Dans ce cas il faut par la suite neutraliser et ajuster le pH 
it la valeur adkquate apr Pç autoclavage (VIDAUD et Coll. 
1982) e 

Les autres paramétres choisis sont les suivants : 

- Humidit# du substrat inoculé : 70 % 
- pH initial . . 630 
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- tempbrature d’ incubation : 29OC 

- d&bit d’air : 7 1 / h / incubateur. 

Dans ces condit ions, les r&sultats obtenus avec un 
melange de paille et de son de blé ont été (ROUSSOS, 1981) : 

1770 UI d’APF / 100 9 SPS et 17.280 UI d’ACMC / 100 g 
SPS. 

Afin d’optimiser la production de cellulases de 1, 
harrtiwm cultivé en milieu solide sur un mélange identique, . 
GIULIANO (1982) a &tud i Q l’influence des principaux 
paramPtres de la croissance (humidité initiale du substrat, 
tempgrature, pH initial du milieu de culture). 

La teneur en eau du substrat joue un rôle capital lors 
de la fermentation en milieu solide car qu’elle influe de 
façon directe la germination de l’inoculum et la croissance 
du- mycélium mais également la porosit& du substrat, elle-méme 
liée & la diffusion de l’air. 

Les humiditbs suivantes ont ét& test9es : 55 X, 67 %, 
74 % et 80 %, les autres parametres étant fixes pour a pH 
5,8, aération 7 l/h et température & 30°C. 

Les résultats sont report& sur la Fig. 271. L’optimum 
d’humiditb initiale du substrat se situe aux alentours de 74 
%. Lorsque l’humidite initiale du substrat est faible (55 - 
65 % d’eau) 5 la germ i nat ion des conidiospores est trPs 
tardive. Elle ne se réa1 ise dans de bonnes conditions que 
lorsque l’humidité du produit atteint des valeurs voisines de 
70 % pour les produits Iignocellulosiques. En consequence, 
la production de cellulases est trPs tardive sur des 
substrats dont 1’humiditÉi initiale est inférieure a 65 %. Au 
contraire, avec un substrat trop humide (80 % d’eau et plus), 
la germination de conidiospores d&marre rapidement, mais la 
sporulation est précoce. Il semblerait donc que 1’ exc&s 
d’humidite du substrat constitue un environnement Peu 
favorable au développement mycélien. En particulier à ce taux 
&lev& d ’ ‘hum i d i t é , l’eau occupe une grande partie des espaces 
1 ibres, espaces réservês au passaqe de l’air et aux échanges 
gazeux. Le facteur limitant serait donc dans ce cas, le 
transfert d’oxygéne. 
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La souche que nous avons Utilis&e est u n 
microorganisme mesoph i 1 e; elle se développe =I partir de 10°C 
(ROUSSOS et Coll. 1985) mais ne supporte pas des temperatures 

supérieures a 3s”c. Les temphratures de 25 C, 30°C et 35°C 
ont été testées par la production de cellulases en milieu 
solide (Fig. 27). Les conditions de culture choisies ont ét& 
les suivantes : humiditb initiale du substrat 74 %, pH = 5,8 
i aération : 7 1111. 

La température correspondant aux activités 
cellulasiques optimales est de 30°C. Cette température est 
trPs proche de ce1 le Utilis&e pour la production de 
cellulases par différentes souches de Ieishndecma (STERNEERG, 
1976, PURMIE et Col1 1984, ROUSSOS et Coll. 1982 b). 
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Figure 27: Cinétiques de production de celluleses de T./uza&anun cultive en milieu solide sur paille et son 
de bl& en fonction de l'humidité initiale du substrat inocul&, de la temp&ature d'incubation ainsi 
que du ph initial des milieux de culture. les r&sul.tats représentent la production de cellulases , 
( ACMC x 1000 UI / 1CQ SPS 1. 
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Contrairement aux bactéries, le5 champignons 
fi lamenteux se développent sur des milieux de culture acides 
plutôt que sur des milieux alcalins. En particulier 1, 
hxzianum est capable de produire des cultures abondantes sur 
des milieux liquides tres acides (pH = 21 et de produire des 
cellulases sur ce5 milieux acides contenant de la cellulose 
(cf. 4.7.3). Il est donc important de travailler dans. des 

condit ions de pH limites afin d’éliminer les eventuels 
contaminant5 bactériens, tout en operant dans des conditions 
favorables pour la croissance et non stériles. 

Pour cette expérience l’humidite initiale du substrat 
a bté de 74 96, l’aération de 7 l/h, la température de 30’C et 
les pH suivants ont bté testes : 3,l ; 3,6 i 4,s ; 5,8 et 
6,2. Pour obtenir les différentes valeurs du pH initial, on a 
fait varier le pH de la solution minérale. Il faut signaler 
que la paille de ble et, en géneral I les substrats 
lignocellulosiques sont caractérises par un pouvoir tampon 
91eve. 

Le5 resul tats ont montré qu’a pH 3,i et 3,6 le 
champignon ne se développe pas. Les tonidiospores ne germent 

pas apres 66 h. Par contre il a e-te démontré (Fig. 34) que 
le pH optimum pour la production de cellulases est 5,8. 
IDESCHAMPS et Coll. 1985). 

Ces résultats ne sont pas en contradiction avec ceux 
obtenus pour les cultures en milieu liquide avec des valeurs 
de pH plus faibles. En effet on a remarqué (ROUSSOS et 
HANN 1 BAL 1984) en mesurant le pH d’un jus d’extrait obtenu 

par préssage du produit lignocellulosique fermenté, que les 
valeurs btaient inférieures de 1 à 1,5 unités pH a celles 
obtenues sur les échanti 1 Ions traites dans les conditions 
standards. En r-éalite le champignon ne s’est jamais développé 
sur des substrats dont le ,pH reel a eté voisin de 2. 

Lors des études precedentes sur 1’ hydrolyse de la 
ce1 lulose’ par des moisissures (ROUSSOS, 1981) et la 
production de cellulases de IL hàrziaaw cultivé sur bagasse 
(ROUSSOS et SEDHA, 1983) nous avions utilisé les mémes 
concentrations en sels (Sulfate d’ammonium, Uree, Phosphate 
monopotassique) que ce1 les de la solution minérale Utilis&e 
i-r RAIMBAULT et ALAZARD (1981) pour la culture d’ 8, aigeL 
sur farine de manioc. Il nous a semblé important d’étudier si 
la quantite de sels (17 g pour 100 g de substrat) n’était pas 
trop importante. Nous avons donc utilisé des dilutions au 112 
et au 113 de cette solution minérale (Tableau IX). Pour cette 
expér i ence l’humidite initiale du substrat a été de 70 %, 
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l’a&-ation de 7 l/R, 
proche de 5,80. 

la température de 29°C et le pH initial 

Les résultats obtenus (Tableau X%IV) démontrent qu’ i 1 
Y a une chute importante de la production de cellulases 
lorsque la concentration en sels minéraux diminue. La faible 
concentration en sels mineraux du milieu de culture affecte 
principalement 
observations au 

la croissance active du mycélium. En effet des 
microscope 

l’inoculum a 
ont r&v&l& que la germination de 

ét& identique pour 
dkveloppement du 

les trois cultures,. comme le 
mycél ium Mai t normal 

heures. 
pendant 

Par contre, 
quelques 

la conidiogénhe a Gt& rapidement induite 
pour la 
la 

dilution A/3 et plus tardivement pcrur la dilution de 
solution minérale A/2. Des conidiospores ont 6th liberees 

dans le milieu avant 44 h pour les deux dilutions. Il 
apparai t qu’il nDest Pas conseil16 de diluer la solution 
min&rale ceci pour deux raisons 
maintenir 

principales : il faut 
une production #levée de ce1 lulases; i 1 faut 

retarder la sporulation. 

TABLEAU XXXIV: Evolution du pH et de la production de cellulases au cours de la 
croissance de Ï. haq~ianm en milieu solide (colonne), sur un 
mélange de bagasse et de son de blé en utilisant la solution miné- 
rale A ainsi que deux dilutions de celle-ci A/2 et A/3. 
Les ACMC sont exprimëes en UI/lOO g SPS. 

( 1 

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

:---------------------:---------------------:-------------------- 
( Heures : : : : ; 

pH : pH : PH 
i---- _______: ________ -~:-zE-~i ______---- :2MC-i-- -------- :-=-, ; 
( 

I 0 : 5,80 : 0 : 6,lO : 0 : 5,70 : 0 ; 
( 
I 6 : 5.85 : 0 : 6,04 : 0 : 5,20 : 0 ; 

( : i 

I 20 : 5.56 : 50 : 5,ao : 0 : 4,72 : 722 ; 
I 24 : 4,86 : 124 : : 5,22 : : 0 : 4,12 : 3.559 1 ) 

( : 
I : 4,50 : 3.162 : 5,12 : : 6.467 : '4,46 : 2.704 

i 
30 ) 

( : : : : : 
I 

i 
44 : : 6,26 : 17.464 : 4,80 : 8.556 : 4.76 : 3.250 ) 

( : -- 1 
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7.3. CULTURE SUR DIVERS SUBSTRATS LIGNOCELLULOSIQUES. 

Ayant défini les conditions essentielles de mise en 
oeuvre de la fermentation en milieu solide de la paille de 
blé selon la methode. de RAIMBAULT et ALAZARD (1981) nous 
avons par la suite etudié divers substrats lignocellulosiques 
(paille, son de ble, pulpes de betterave, bagasse 1 pour 
suivre la croissance de 1, hàrriaurn sur ces substrats. Cette 
êtude nous a permis de généraliser la culture en milieu 
solide à 1’ ensemb 1 e des substrats lignocellulosiques et 
d’etendre ainsi les applications de cette technique. 

7.3.l.CROISSANCE SUR PAILLE ET SON DE BLE. 

La croissance de L kl-rzj.,aruam cultive sur un melange 
de paille et de son de blé a et& suivie pendant 70 h en 
utilisant, comme conditions de culture, les parametres 
précédemment optimisés (humidite : 74 Ya ; température : 30°C 
et pH = 5,81. 

Les résultats (fig. 28) montrent que le .maximum 
d’activite cellulasique est obtenu apres 66 h de culture et 
s’eleve .% 1.810 UI d’APF et 19.800 UI (I’ACMC / 100 g SPS. 

Le pretraitement du substrat ajuste a 50 Y. d’humidité 
avec la solution Minerale, est realisé par autoclavage a 110’ 
C pendant 45 min. Ceci permet d’eliminer un grand nombre de 
microorganismes presents initialement sur la’paille et le son 
de blé. L’inoculation homogene et abondante du substrat avec 
3 x 10^7 spores / 9 SPS favorise le developpement 
préférentiel de la souche mbme si les differentes operations 
ne se font pas sterilement. C’est ainsi que? ‘1 ors des 
observations microscopiques, on ne décele pas la presence de 
contaminants d’origine bactérienne. Nous n’avons d’ailleurs 
jamais observé de contamination du produit fermenté par 
d’autres champignons filamenteux que celui qui a et& inocule. 

TABLEAU xxxv : Composition moyenne des pulpe8 do betteravem 

I 

------------------------ ----m---------- 

MstiCre sèche 20 x 

i 
dont Cendres 5% 

Matières volatiles 95 x ; 

; 
1 -1 ~~--_--------_------------------------- 
( 

- -_---- --__e-’ 
1 

Analyse ClCmentaire Analyse Organique 
(rapportCe A le matiérc sPche) : .(rapportCe i la matiere sèche) 

I 
---------------------,I-,- _ ----.---- 

: 
( Carbone 40% : Cellulose 20 * 
( Phosphore 0.37 x : Hemicellulosi 15 s 
( Azote 1,80 * : Sucres simples 30 * 
( CO - 22 : Pectincs 10 * 

I 
: ProtClnes 10 % 
: Lipides '\ 8% 

( 

. 

( _---~ 1 ----- 
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La germination des conidiospores est termine-e aprPs 17 
h de cul turc. La croissance active du mycklium aboutit 21 la 
formation d’un myc&l ium foisonnant colonisant 
préfkrentiellement le son de blé. Assez rapidement, aprPs 45 
h de culture, il y a apparition de formes de reproduction 
asexuées (phialides) qui liberent des conidiospores dans le 
milieu apr-Ps 60 h de fermentation. Ceci est dû, sans doute, à 
1’ épuisement du substrat facilement assimilable. La formation 
des phial ides peut être retardée par un prétraitement du 
substrat plus drastique (ROUSSOS et SEDHA, 1983). 

* , , _ ,‘* 
36 48 60 72 Temps (h) 

Figure 26 : Cin&tique de production de$ellulsses de T./az&nwn 
cultive en milieu solide sur un mélange de paille et de 
son de blb. Les résultats expriment les activités cel- 
lulssiques : les ACMC x 1OfX UI ( 8-a ) et 

les APF x 1COUI (A-A) 
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L’utilisation de S+ot-i de bl& sans prétraitement comme 
substrat pour la croissance de 1, hàctiaw en fermentation 
solide, n ’ a pas donné une culture abondante. Au contraire, 
u n e. microflore bactkrienne s’est assez rapidement dkvelpppée 
provoquant 1 a 1 yse d u myc&lium. A la suite de ces 
observations nous aven 5 envisagé un prétraitement du son de 
blé en imprggnation avec la solution minhrale a 11O’C pendant 
4s min. Des problPmes de texture et de densité de ce substrat 
nous 0 n t amen& C; utiliser une humidite initiale plus faible 
(60 %) rn Les autr?s paramétres ont et&: pH : 6r0, temphrature 
. i 29O C, a&rat i ori : 7 l/h/colonne . 

Sur la fig. 29 nous avons report& les résultats 
obtenus EL n f ermentat ion solide pendant 60 heures. 
1 ‘observation b. microscopique r&vPle une germination homogéne 
et rapide des conidiospores. Aprés 24 h de culture, le 
myc é 1 i 3m commence à envahir le substrat. La croissance rapide 
du r+:yr 61 i ctm qu i d&veloppe de trkl nombreux branchements 
about i t z a une prise en masse du substrat fermenté aprés 40 h 
de cul turc. 

LE+ activités cellulasiques sont 1 ibkées dans le 
milieu après 24 h. Les quant i t &s de ce1 lulases produites 
aprPs 4S h de culture sont faibles : 6.100 :II ACMC et 2.067 
UI APF. Le rapport ACMC/APF est de 3. On constate donc que la 
quantité des enzymes et leur nature sont diffgrentes de 
ce1 les obtenues à partir d’un mélange de paille et de son de 
blé. CE+ qui est taut a fait normal étant donné que le 
m icroorgan i srne utilise pr&f&rentiellement 1 ‘amidon que la 
ce1 lulose d’autre part le glucose inhibe la biosynthèse des 
ce1 lulases. 

La teneur initiale en prot&ines du son de blçl est de 
21591 g/lOO g SPS. Apf=Ps SO h de fermentation en mil.ieu 
solide, ce taux passe .3 32,44 g de prott-ines pour 100 g SPS 
au départ. Ce r&su 1 tat entraine u rl certain nombre de 
commet-i t a i res l 

Tout d’abord le prétraitement à la chaleur du substrat 
a provoque 1 a destruction d ’ une grande partie de la 
m i c r D f 1 0 r e bac t ér i enne naturellement présente dans le son de 
bl& ; 1.’ hydratation du substrat sous préssion a température 
@levée a t-t& un if orme 5 permettant ainsi la répartition 
homagbne de ld solut ion minérale :1 l’intérieur des 
tapi 1 laires. La gélatinisation de l’amidon a été favoriske, 
ainsi~ que l’accessibilité de la ce1 lulose en augmentant par 
ce trai ternent les zones amorphes de la cellulose, facilitant 
a i ti s i 1 ’ ac t ion des endog 1 ucanases. 

Le microorganisme r e n c 0 n t r a n t alors des tond i t i ans 
favorables poutr sa croissance, se développe en ut i 1 isant 
siSf kenciel lernent les sucres par rapport aux proteines. Un 
peut parler d an s c r cas d’un enrichissement du substrat en 
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protéines mycél ienne5. cet enrichissement est important cap 
le taux de prot&ines passe de 21,Fl 9 2~ 32,49 g/iOO 9 de SPS 
Etp!-&S 48 heures de cc!1 tu.-e. Cependant la mesure des protéines 
par la m&thOde de LOWRY et Col 1. (1951) yte dOt-#tie j3dS des 
r-&SU1 tats tres exacts. Divers composé5 du son de bl& peuverlt 
inter--f érer et fausset- les arlalyses. Plusieurs mesures ont 
dOrtC été rtSa1 iSée5 sur des &~harJtillOrJ~ au temps zero, 

Pal- contre la production de cellulases est faible 
principalement par suite des phénom&nes d’ inhibition exercés 
par le glucose, principal produit de l’hydrolyse de ‘l’amidon. 
Il serait donc pr&f &Fable d’utiliser ce procéd& pour un 
enrichissement e YJ protéines du son de blé plutst que pour la 
production de ce1 lulases. 

0 

6 

10 20 30 40 50 Temps (h) 

i 

Figure 29: Croissance de ï.,ia&aam cultivé Sur S&I de blé 
en milieu solide. pH ( O-O ) ; ProtéinSS ( e-c ) ; 
ACMC x 1000 UI ( .-a ) et APF x 100 UI ( A-A 1. 
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La France f i-jure parmi les grandes puissances 
suer i Pres. Ses sucreries sont a1 imentées avec des betteraves 
e n m&tr-.opole et de la canne dans les zones tropicales. .lIans 
les r&gions d il Nord, la cu 1 ture de la betterave sucriPre 
tient !a premi Pr-e place des cu 1 tures industriel les. Les 
sous-produits sorl t diversement utilisés : le5 rne 1 asses 
servent a la fabrication de levures et de mgtabolites ; les 
pu 1 pes sous produit 501 ide riche eut ce1 lulose, sont uti 1 is&es 

aprPs ensi lage ou skhaqe, pour- 1 a nutrition des animaux 
digastriques. El les 5on t ajoutées en faibles quantités dans 
leur rat i 5n5 a1 imentai res. L’utilisation de ce sous-produit 
comme substrat pour la croissance de champignons filamenteux 
ce3 lulolytiques pourrait amener de nouveaux débouch&s. La 
composition mo.yenne des pulpes de betterave est donnk au 
Tab 1 eau xxxv * La cellulose, les hemicelluloses ainsi que les 
silci’es simples représentent 65 % du poids sec. Les pectines, 
les , ûrot hi ries - et les 1 ipides sont également pr&sents en 
quanti t&s plUS faibles ; les pu 1 pes sont 
1 ignine. 
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dépourvues de 

Figure 30 : Croissance de T.hmz@mti cultivé en milieu solide 
sur cassette de betterave. Protéines ( .-a ) ;pH (O-O) 
ACMC x 1000 III ( l -m ) et APF x 100 UI ( A-A) . 
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Nous avons étud i é l’utili5ation des pulpes de 
betterave plat- cul turc de 1, beriamrn en milieu liquide et 
solide (ROUSSOS et Coll. 2983) . SLlF la f i’g. SÜ SOtAJt port& 
les résultats concernant l’évolution du pH, des protéines, 
des sticres Totaux et des activités celluiasiques au cours de 
la croissance de 1, tiatiaurn en milieu solide. 

Les variations du pH ne sont pas tri-s importantes. Sa 
lente remontée en début de croissance est principalement d&e 
à l’hydrolyse de l’ur&e tandis que sa diminution pendant la 
phase de croissance active d u mycél iurn est provoqu9e par 
l’assimilation des ions NH4+ entrainant l’accumulation de5 
ions H+ CSTERNEERG 19?6) . Lors d’urre étude sur la production 
de cellulases vi- L br;ztinLam cultivh sur cellulose 
microcristalline e k-1 f ermerltat ion 1 iquide, il avait &+Lé 
observé qu’ une diminution rapide du pH provoque UrJ arrêt de 
la croi5sance du mycél iurn ; les auteurs avaient proposé de 
réguler le pH au cours de la fermentation f ROUSSOS et 
RAIMEAULT, 1982 b). Dans le cas présent i 1 n ’ est Pas 
n&c&saire de ré+~ler le pH car la pulpe de betterave exerce 
un effet tampon (fig. 30). 

Ces pulpes de betterave paraissent &?tre un excellent 
substrat pour la croissance de L brziawm ,qui se développe 
en utilisant pr&f erentiel lernent les sucres et norl pas les 
protbines. En effet, en f i n de fermentation, la teneur en 
sucres diminue de 50 % et celle des protgines a augmente de 9 
Y 0. En outre, grke au pouvoir tampon des pulpes, il n’est pas 
nkéssaire de r-éguler Ie pH pendant toute la durQe des 
cultures. Le produit f ermentk erlrichi en proteines et e t-1 
tel lulases pourrait donc (4tre uti lis& pour= la production de 
cellulases (CONTRERAS et Coll. 1982 ; ROUSSOS et Coll. 1983) 
mais kjalement en a1 irnental t ion animale (MUINDI et HANSSEN5 
1981 b). 

Le procédé INRA-DI JOi.1 développé en vue tic 
1 ‘enrichissemerlt en protéines des pulpes de betterave par 
fermentation e rJ milieu solide repose SUT I’UtiliSatiOrJ des 
pulpes brutes sorties de l’usine sans aucun prétraitement, à 
20 % de matigre 5Pche (DURAND, 1993;. AprPs 50 h de cultüre 
de L &&&m ,le substrat est enrichi a environ 18-20 % de 
protéines. Cependant comme le substrat n e subi t aucun 
pr&trai tement 5 U rJ e microf lore abondante 5 7 y développe 
favorisée par une humidit& tr&s Elevée. Ce procédé INRA-DIJON 
est c 0 ri f r 0 n t é au probl+me du développement des COntaminarJts 

(PEPE, 1984). Le m.ycél iurn de 1, album uti 1 is& pour 
ensemencer le f ermenteur , est pr-odu i t sur un’mi 1 ieu dépourvu 
de Cellulose. Il en rkulte une phase de latente importarIte 
nkéssaire a la syntkiPse et B 1 ’ e x c r e t i o n d es enzymes 
tel lulolytiques par le mycélium au cours de la fermentation. 
Cette latente, qui d u r e e n v i r 0 n 20 h, favorise le 
d&veloppement des contami rJarJts repr&sent& ’ e5Serltiel 1erJIerJt 
pst- des bactbries et des levures= La popülatiorl de cette 
microf lore c o t-1 t am i f’r an t e est de l’ordre de lù”5 bactéries et 
de 1~3~4 levures par gramme de.pulpe à la sortie de l’usine. 
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L ’ &tude de 1 ’ i !-If lxdetjce de+ fac teut-s de 1' environnement 
(temptrature, t-:uT.idit&, pH) nous a permis d’obtenir de 
P 0 v, b y. e u. >: t- enski griemen ts concet- narj t la conduite de la 
f e P m 1.3 :-f t s. C i 0 ;zr e t-1 mi 1 ieu solide 5 il r substrats 
lignoccllulasiques. A p at-. t i r des ces .résultats, on a 
dttPrmi t-j& les c 0 n d i t i 0 t-l 5 optimales de f errlwrltat iarl pour la 
croissance de 1, bai-zianum sur mélange de pai 1 le et de son de 
bl&. CeSI c o t-1 d i t i on s ont ét& retenues pour l'expérimentation 
sur les autres substrats utilisés. 

Les rtsü1tats obte:-Jus font apparaitre w= 
l'enrichissement e fi prOt&i rles des pulpes de betterave ou du 
son de blé est possible par fermentation erJ milieu solide en 
ut i 1 isant 1, hùE;Li~~~mL Le produit ‘obtenu après 50 h de 
f ermeri tat ion c 0 n t i 8 n t plus de 30 % de proteines mais 
également des cellulases e ri quanti tés importantes, ce qui 
pourrai t herttiie 1 1 erllerlt etre mis 3, profit en alimentation 
animale. 

La ct-oi ssar~ce de 1, harziauum sur le5 substrats 
li:~nocellulosiques, bagasse et paille de blé, aboutit apr&s 
50 h à la prodtic.tion de quantitk importantes de cellulases. 
Cependant i 1 a ét& difficile de mesurer les quatiti t&s de 
protlinec, biosvntkétisées . car le dosage des protéines au 
Biuret t-k ' a pas et& possible par suite d'interfhences avec 
des substances corJtsrJUeS dans la paille et dans la bagasse. 
f\ious nous sommes donc intéreSs&, urJiqUemerJt à la production 
de cellulases de IL, hartiaw produites en culture solide sur 
bagasse de CarIne à sucre et paille de blé. 

Les résultats obtenus riOUS am&rJerJt A faire les 
remarques su i vantes : 

- On Korlstate que la production maximale de cellulases 
est obtenue entre 48 et 60 h de culture. 

- ~‘&VOlUtiOrJ dti pH est en relatiori avec la croissarlce 

du m icroorganisme et la production des cellulases. Aux 
valeurs. rfIirJirJE% de pH correspond le début de biosynthése et de 
libération de cellulases. il semble donc irJ>portant de mesurer 
ce paramètre af irJ de suivre indirectement la CrOiSSarJCe et de 
tontreler !a pt-oduc t i on des cellulases de 1, harziarum en 
milieu solide. 

La diminution du pH, au cours de la culture erJ milieu 
Solide-. est compensée par le pouvoir tampon élevé du substrat 
et la composition de la so1ütiot-1 mirJ&rale. Il ri'est donc pas 
nkessaire de réguler le pH ati cours de ce procéd&. ‘ 
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2 d , 1. IMTRODUCIION. 

ia b i oconver-si on de 1 a ce1 lulose off f-e une a1 ternat ive 
itmJt&r’eSSarite pour la Val Or’ i Sat i Of-J des déchets urbains et 
agroindtistr iels, e n f Otii~~JiSSarJt des c a r b u r a t-1 t s de 
substitution, des protéines microbiennes ou des métabolites a 
haute valeur ajouC9e tels que enzymes et antibiotiques. 

Cependant 1 a rentabi 1 i té économique de toutes ces 
t r a t-r s f o r M a t i 0 n s biologiques est &troi tement liée à la 
p r o d u c t i on de ceiluiases ainsi que les technologies 
enzymat i ques de 1 a saccharification de la cellulose. Pour 
donner u n ordre de grandeur , dans les différents procéd&s 
d’hydrolyse des déchets cellulosiques pour la production de 
glucose, le coût de production des cellulases représente a 
ltii seul ZX peu pi-k 50 % du tout total (PEREZ et Coll. 1980). 
Four cette raison des efforts importants ont été r-éalisks en 
r e c h e r c h e pour réduire le prix de revient des cellulases, en 
particulier en s&l&ctionnant des mutants hyperproducteurs de 
cellulases ( MONTENECOURT et EVELEIGH, 1979 i PURQUIE et 
‘JANDECASTEELE , 1984 1. 

Nou5 avons utilise la technique de f ermerltat ion en 
mi 1 ieu solide pour la CU 1 ture de L tirziawm sur divers 
substrats rel lulosiques pour la mise au point d’un nouveau 
proc&dé de production et d’extk--action de cellulases 
biosynthétis&es par ce champignon filamenteux au cours de sa 
CroisSarJCe. 

8.2. PRODUCTION DE CELLULASES AU LABORATOIRE. 

La bagasse brute a été Utilis&e h la sortie de l’usine 
P O L r’ 1 E produc t ion de cellulases de 1, h~ziarium au 
Laboratoi t--e. Aussi b i e n pour ISS fermentations en milieu 
1 iqi;ide qu ’ erJ milieu solide il y a eu une prolifération 
i rn p ci r t a n t e des bactéries natirr=el lement présen tes dans la 
bagasse = L’ inoculurn néréssitant 16 kJeureS de 1atenCe devient 
alOt- peci compétitif devant le nombre important de bactéries 
et la fermentation ri ’ est plus rontf-alée. Il a &t& ainSi 

yJ$cxz-sai p’e d’évaluer la microf lore hétérotrophe aérobie de la 
bs:qasse. 

Le d Bnombremen t des bactéries hétérotrophes aérobies, 
,C; e -= t h arn p i 9 n 0 ri s rellu;ulyti’ques ainsi que de la rnicroflore 
f on3 i que totale a ét& r&alisé CI partir de la bagasse fraîche 
(2i la sortie des moulins/ et de la bagasse ayant stjourn& erJ 

t as pendant 15 jOUrS ci l’extérieur de l’usine. Les résultats 
So!it rapportés dans le Tab Zeau ><XX?II. 
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La population de bactéries hétérotrophes aérobies 
domi ne largement tel le des champignons. Elle est de l’ordre 
de 2,6 x 10*45 pour 
f raiche pour lpl X 

,Ohq C~‘Iam~‘~~~~n5ParnpS~~m~~dej~~~~s~~ 

stockage de la bagasse 3. l’extérieur de l’usine, les 
populations sont beaucoup plus importantes et atteignent les 
valeurs suivantes : 1,9 x lO”6 bactéries pour 9,9 X lO”9 
champignons. Les populations de champignons cellulolytiques 
ont tlgalement suivi cette &VOlUtiorJ. Le nombre de bactéries a 
été multiplié par 700 fois, celui des champignons totaux par 
900. C’est: cependant la popu 1 at ion des Champignons 
Cellulolytiques qui A le plus prolif&r& (2.269). 

L’humidité semb 1 e le facteur essentiellement 
responsable de cette prolifération. Cette humidité, faible au 
de-part (44,4 Xl, s’blève 21 59,cj X apr&s 15 jours de stockage. 

Ce§ rQsultats démontrent qu’il existe une population 
microbienne COntami rJarJte importante dans la bagasse f raiche. 
Cette population augmente trPs vite en fonction du temps de 
stockage et de l’humidité. Il est indispensable de tenir 
compte de cette microflore et de son évolution. 

Pour Ii mise au point de notre procéd& de pr-oduction 
et d’extraction des cellulases de L U1=rmtin&rn S nous avons 
utilisg de la bagasse fraiche comme matière première. Cette 
bagasse a &t& s&chée pour son stockage f elle a subi un 
prgtrai tement pendant 45 min avant d’btre inoculée avec des 
conidiospores de 1, hzfi=Mm, 

T&3L,EAU XXXVI : Microflore hétérotrophe aérobie de la bagasse fraîche 
(5 la sortie des moulins) et de la bagasse stockée en 
tas pendant 15 jours à l'extérieur de l'usine. 

i * BACTERIES : CHAMPIGNONS 
( :--------------------------- 

. Totales i Totaux 

'--------------------------'-------------:-------------:-------------~ 
f 
i Nombre par g Poids Sec ( de Bagasse fraîche ; 2,63 X 106 i 10,8 X 103 ; 2,66 X 10 3) ) 

f _____ --- ______________ ----:-----~.-..-.- . .._ :---- ______. __-_: _______ ---. ..- 1 
i : ) 
( Nombre par g Poids Sec : 9 6 6 
( Stockée 1.88 x 10 : 9.90 x 10 : 5.90 x 10 1 

de Bagasse : : 1 
(------------- -------r----:-------------:-------------:------------- 
( 
( Humidité de La bagasse Fraîche : 44,4 % 1 
( ____________________---------------------------------------- _------ 

: H 
i 

umidité de la bagasse Stockée : 59,6 % 
( 
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Le5 CU1 turcs ont ht& réalisées pendant 68 heures dans 
Un fermenteur BIOLAFITTE de 2 litres contenant 1.250 ml du 
milieu de CU 1 ture dont la composition est donnes au Tableau 
IX. LELS conditions de culture sont décrites dans le chapitre 
Matériel et Mgthodes. 

Le5 rkult’ati concernant l’&volution du pH et des 
activités cellulasiques au cours de la croissance de L 
Urztiwrn cultive sur bagasse en milieu liquide sont discrits 
A la fig. 32. 

Le PH, n’&tant pas r&gul& au cours de la fermentation, 
a diminue à partir de la 15ème heure jusqu’a une valeur 
minimale de 3,6, apr PS 28 h de culture, il s’est ensuite 
stabi 1 is9. Cette faible valeur du pH ne semble pas affecter 
la croissance de ce microorganisme. 

Les cellulases sont produites et 1 ib&r-ées dans le 
milieu de culture aprP5 30 h. Cette production augmente . 
lingairement.. En fin de. fermentation il y a eu production de 
: 1.517 UI APF/100 g SPS d’Activit& Papier Filtre (APFI ; 
11.988 UI ACMC/lOO g SPS d’Activit& Carboxym&thyl Cellulose 
(ACI’IC). 

15 

A0 Temps (h) 

Figure 32 : Cinitique de production de cellulases de T.hm+m 
cultivé en silieu liquide sur mélange de bagassc et de 
son de blé. Evolution du pH ( O-O 1; des ACWC x lOOO( m-m) 
et des APT x 100 ( .-. 1. 
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Ces valeurs 50.n t plus faibles que celles obtenues en 
fermentation e ri milieu liquide A partir de tel lulose 
microcristalline ( F?aussas et RAZMBVJLT, 19821S de paille de 
blé f ROUSSOS 9 1981) ou de pulpes de betterave (ROUSSOS et 
Coll. 1983) e Un pretraitement de la bagasse a la soude (1 %) 
et un chauffage à 120°C pendant 1 heure améliore nettement 
cette production (ROUSSOS et SEDHA, 1923). 

Les résultats obtenus au cours de la croissance de L 
haiuiawm cultivé en colonne sur ut5 mélange de bagasse et de 
son de blC ont été wportés dans le Tableau XX%VII; la 
fermentation a duri- l58 h. La production de cellulases a été 
trPs importante. Elle: augmente en fonction-, du temps pour 
atteindre Ui-l max i mum aprPs 48 h. Les Ce1 lulases sont 
biosynthétiskes au cours de la croissance active du mycélium. 
Elles sont libérées .?A 1”extérieur de la cellule myc&lienne au 
fur et à mesure de leur production qui atteint son seuil 
maximum lorsque les premières phialides apparaissent sur le 
mycel Hum (50 h). La quantité des ACMC reste easuite stable 
alors que celle des APF diminue l&gPrement. 

La f ermentat iour doit donc &tre arr$t&e apyP-P 48 h et 
lt?S celluia5es extraites de. l’ensemble du produit ferment&. A 
Ce moment il n’y a pas encore production de conidiospores. 
D’autre part, les cellulases SES trouvant A l’extkrieur de la 
cellule, il ne semb 1 e pas nkessaire de r-ompre la paroi du 
mycél ium pour récup&rer les enzymes [F?OUSSOS et RAIMBAULT, 
1982). 

TABl,EAU XXXVII : CinBtiqus d'ovoluticn de différents paramètres (pH. humiditc?, cellulsses) 
au cours de la croinsnnce de Caichodamnc han.@utum en milieu solide 
( en colonne ) 

_-__---- ------ m---e 
7- 

-- 

( 
i Temps i ; Poids. total ; % j 2 ; 

Activité 
_____I---_--------__-- 

( Echantillon : : pH : i Papier Filtre j CKC 

I 
i heures i ; colonne j humidit6 i Poids sec : 'JI/lOO 2. : 01/100 ic 

( 
SPS SPS 

t 
--,pli _-__ 2-i _---__ Le-----i ----- -- :-~_-~---i,---,------ 

: : 
i 0 

i .1 

( 2 

I 3’ 

I 4 

( 
[ 5 

! 6 

I 
7 

0 

: 20 

: 24 

: 26 

: 44 

: 46 

: 52 

: 68 

: 5.m: 
: : 
: 5.33: 
: : 
: 4,s: 
: : 
: 4,s: 
: : 
: 6,26: 
: : 
: 6.3: 
. :.: 
: t3,z-l: 
: : 
: 6,P.S: 
: : 

20.0 

20.0 

19.8 

19.9 

20.0 

20.2 

19.8 

19.9 

: 68,3 

: 70,7 

: 71.0 

: 71.4 

: 72,6 

. 73.5 

: 72,7 

: 73,9 

: 31.7 : 29 

: 29,3 : 220 

: 29.0 : 145 

: 213.6 : 408 

: 27.2 : 1 466 

: 26.5 : 1 644 

: 27,3 : 1 570 

: 26,l : 1 340 

675 

; 
639 

î 
2 214 i 

1 
17 SF39 : 

1 
20 SC? 1 

21 c-52 I 
j 

21 036 

SPS x Substrat Po:ds Sec APF=ActivitbPep:erFlltre ACMC= Activit6 CarboxyM.Gthyl Ce::ulase 
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8.2.4. Ea mifiw snlisk atiti, 

A part i’r des résultats expérimentaux obtenus au 
Laboratoire, nous avons vérifié l’extrapolation de la 
techn i que de fermentation en milieu solide statique en 
col onne était possible en’ utilisant un fermenteur agité de 
capacité plus grande. Pour cela nous avons utilisé un 
m&langeur de type petrin de bou 1 angér i e de 15 litres. Ce 
materie a &t& modifie et adapte pour la fermentation en 
milieu solide (DESCHAMPS et Col 1, 1980) par la mise en place 
d’un double fond permettant l’introduction d’air par 
1’ i nterméd i ai re des orifices, de 0,s mm de diamPtre, perces 
dans le fond de la cuve. Nous avons utilise les conditions de 
CU 1 ture suivantes : Substrat : mklange de paille et de son de 
bl& 600 g de mat i Pre sPche ; Pu;&trai tement : substrat 
impr&gné avec la solution minérale et autoclavk à 110°C 
pendant 45 min ; Humidite initiale : 72 % ; AQration : 25 
llhlfermenteur avec de l’air saturé en eau ; Agitation : 
Toutes les heures pendant 2 min ; Température : 22Oc 
(tempkrature ambiante) . 

L’&volution des diffkrents paramètres est reportée 5ur 

la fig. 33. Le valeur du pH reste stable pendant les 50 
premi &res heures, puis diminue l&gèrement. Le pouvoir tampon 
du substrat permet d’éviter l’utilisation d’un syst&me de 
r&gulation du pH. L’observation microscopique révPle que 90 % 
des conidiospores ont germé apr PS 20 h de culture ; le 
myr91 i um commence & envahir le substrat apr& 40 h. Cependant 
l’&lévation de la température au sein du produit, dûe au 
metabolisme de la croissance de 1, huz.iam , n est pas 
importante. Les calories produites sont rapidement éliminées 
lors de l’agitation. Par contre, l’humidite du produit 
diminue de 71,7 % & 67,3 % apr$s 90 h. Cette perte d’humidité 
est dûe à l’&vaporation de l’eau en surf ace du produit 
f errnent&. Il est donc conseill& d’utiliser un couvercle afin 
d’éviter une contamination extbrieure et de diminuer 
1’ bvaporat ion en surf ace. 

La 1 ibgration des cellulases dans le mi 1 ieu déute 
aprés 2CI t-l . La production de cellulases est plus lente en 
petrin qu’ en colonne. Cet i semble du principalement à la 
tempkature d’incubation plus basse (22’C) qu’en colonne (29” 
C)? et qui provoque un ralentissement de la germination et de 
la croissance de 1, harriaruam l Le taux maximum de production 
est atteint apr-Ps 80 h de culture. Les valeurs obtenues sont 
sensiblement supérieures A celles de la fermentaion en milieu 
solide statique de la paille et son de blé. Pour 100 g SPS ou 
a obtenu une production de 25.630 UI ACMC et 2.490 UI APF ; 
le rapport ACMC/A,PF est voisin de 10. 

Ces r&sul tats d ém o n t r e n t qu’il est tout à fait 
possible d’augmenter les rendements de production de 
cellulases e n utilisant un procfd& de fermentation en rnilieu 
solide agi té à basse température ; cependant le taux de 
produc t ion max i mum de cellulases n’est obtenu qu’aprPs 80 h 
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de culture. La fermentation en mi 1 ieu 501 ide agité de 
produits lignocelluiosiques dans ces conditions non stériles 
a abouti A un enrichissement de 10 % du produit en protéines. 
Le5 sucres Totaux contenus dans le substrat ont diminué de 26 
% aprQs 90 h de fermentation [Fig. 33). 

En uti â isant le f ermen teur agi té contenant 30 fois 
plus de substrat que les colonnes, qui ont 5ervi à optimiser 
les tond i t i or-15 de cul tut-e des divers substrats 
lignocellulosiques par fermentation 8 FI milieu salide, on a 
montrk que l’extrapolation de ce proc&dé @tait possible au 
niveau pilote exp&r imental . NCIUB avons par la suite 
extrapol& %a culture en colonne d”un facteur de %XI fois avec 
UPI fer-menteur agit& de type Petrin et d’un facteur de 2.500 
fois9 avec url fermenteur statique de type Zymotic;. 
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fi.wre 33 : Culture de i.fum$anunsur mélange de paille et de 60n de 
blé en milieu solide agit6 ( pétrin de 12 litres.).pB(O-0) 
Protéines ( .-* 1 ; Sucres Totaux ( o-o ) ; Cellulases : 
ACMCxlDOOUI (m-m) etAPFx100UI (A-A) e 
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La fermentation en milieu liquide agité a été réalisée 
dans l-1 n f e r m 8 ri t eu r RICILAFITTE de 2 litres et la culture en 
milieu solide en colonne seltir! la technique déj.3 décrite. 

La compo5ition du milieu de culture, la solution 
minérale et Its substrat, ont été identiques dans les deux 
cas. Les pulpes de betterave ont ét& utilisées comme substrat 
de fermentation. Les conditions de cul tut-e (inoculation, 
température d’incubation, aération, pH initial) htaient 
identiques. 3eu 1 e l’humidité d il produit (99 YD pour les 
fermentations 1 iquides, 70 % pour les cultures solides) Btait 
dif f @rente. 

Sur la fig. 34 ont a report& les résultats obtenus. La 
phase de latente, correspondant a la germination des 
conidiospores, est lkgèrement plus courte pour les cultures 

milieu 
ZIZ la 

1 iquide. Ce qui implique par la suite un decalage 
croissance de J a b h entre les deux modes de culture. 

L’ évolution du pH est identique dans les deux cas. On observe 
CI n e 1 égPre augmentation au d&but de la fermentation, ensuite 
une chute rapide au cours de la croissance active et enfin 
u ri e remontée du pH en fin de fermentation. Dans les deux cas 
les valeurs maxima deç activités cellulasiques correspondent 
aux valeurs minima de pH. 
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Figure 34 : Culture de ï.haz+zunn sur r&k%? de betterave. Production comperéc de cellulases en 
milieu liquide et en milJeu solide. Les résultats expriment l'&volutlon du pH ( O-O ) ; 
et des cellulases : ACMC x 1000 UI ( .-m ) et APF X 100 UI ( A-* 1. 
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L’ étude comparative de la cinttique d’apparition et de 
production de cellulases en milieux solide et liquide ne fait 
w= apparal tre de différences importantes concernant 3 es 
quantités d’ enzymes synthétisées. Toutefois, e n rni i ieu 
1 iquide la gerrn i nat i on des conidiospores ainsi que la 
product ion des protéines et des cellulases se font avec 
que 1 ques h e u r e s d ’ avance (ROUSSIS et Coll. 19831. Les 
tel lulases apparaissent dans le mi 1 ieu apr Ps 24 h de 
fermentation. Les valeurs maximales sont atteintes après 50 
et 60 h de culture. La nature des cellulases parait .identique 
si l’on considère que le rapport Activité 
Coarboxym&thylcellulose / Activité Papier Filtre est voisin 
de 10 dans les deux cas. Les cellulases obtenues B partir de 
la cul turc e t-1 milieu solide paraissent moins sensibles A 
l’action dea protéases car e n f i n d e croissance, 1 eur 
production pr&sente un palier a1 ors qu’elle chute 
sensiblement en milieu liquide (ROUSSOS et Coll. 1983). 

Le bilan global de production de cellulases pour 100 g 
SPÇ initial ekt de 2.OcIO UI APF et 22.000 UI ACMC pour une 
culture en milieu solide et 2.200 UI APF et 24.000 U% ACMC 
pour une culture en milieu liquide. Ces résultats démontrent 
que la production de cellulases de I, b=iànum en milieu 
solide peut Gtre réa1 is&e avec de bons rendernentç tout au 
moins lorsque cette souche est Cultiv&e sur pulpes de 
betterave. 

8.3. PRODUCTLOt’l DE CELLULASES AU NIVEAU PILOTE. 

La fermentation en milieu solide agité de la paille de 
blé additionnée de son de bl& a &+CI+ réa1 isée dans un 
fermenteur type Petrin de 65 litres ( ASTHER 1982) . Nous 
rapportons ici brièvement les résultats obtenus : 

AU cours de aa croissance de L hrrrsiaruam cultivé sur 
mélange de paille et son de bl& dans un feu-menteur agit& il 
a @té possible de suivre 1 Y évolution des paramètres suivants 
. 

La qermi nat ion des conid iospores commence aprés 8 h 
d’incubation. Les premiPre5 ramifications du mycél ium 
apparaissent des la 18Èfme heure. C’est &. partir de ce moment 
que les différents paramètres suivis évoluent d’une maniPre 
siqnif icative. Pour sa croissance active, le microorganisme 
utilise les sucres réducteurs contenus dans le substrat ainsi 
que les sels mi nkraux azotés. Cet i provoque une d imi nut ion 
r-égul iPre des sucres et une chute de la vaaeur du pH (Fig. 
35). 
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Il faut r-i D t e r qlie IL barsz.i,aum utilise d’abord les 
Sucre5 faci lement assimilables l sucres réducteurs, amidon, 
hemicel lulazes) ; il y a ensuite biosynthèse et libération 
des ce~ iLtia5es dans le mi 1 ieu pour l’hydrolyse de la 
ce1 lulo’se en sucres simpl$s. L’optimum de production des 
cellulases est atteint aprPs 65 h. 

La production de biomasse a Hé estim&e par le do’sage 
des acides amin& totaux selon la mgthode de MOLRAÇCH (1967) 
et l?Oll pas par la mbthode de LOWRY et Coll. (19511, car les 
r&sul tats obtenus avec ce1 le-ci sont incohérents et 
difficilement interprétables (ASTHER, 1982). La quantitci 
totale d’acides amines au début de la fermentation a 9t0 de 
6,5 % ÇPS ce qu i correspond & la valeur obtenue avec, le 
dosage de l’azote total par la méthode de Kjeldhal. Au cours 
de la croissance active du mycblium, la teneur en aminoacides 
du produ i t fermenté augmente régul iPrement pour atteindre 
11,5 % SPS aprPs 25 h de fermentation. Cette valeur se 
maintient constante par la suite (Fig. 35). 

50 Temps (h) 

PH 
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5 

Figure 35 : Cinétique de production. au niveau pilote expéri- 
mental ( Pétrin de 65 1 ) defcellulases de i-.ha/rfi- 
mm cultivé en milieu solide agité sur un mélange 
de paille et son de bl6. Humidité ( CI-CI ); pH ( O-O ) 

Aminoacides ( 0-0 1; ACMC x 1000 UI ( m-m’) et 

APF x 100 UI ( A-A ) . 
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Sur Ia mCme f iguu-e on peut également observer 
1’ bvolution de l’humidite du substrat. une diminution se 
produ i t au cours de la phase de latente. Pendant cette 
p&riodes, la quantité d’eau &vapor&e n’a pas &tê totalement 
Compens&e par l’eau apportée par aspersion au cours des 
cycles d’agitation. Lorsque la croissance démarre, les cycles 
de refroidissement deviennent plus rapprochQç et 1’ humidite 
augmente pCNt- atteindre 72 % en fin de fermentation. Les 
cycles de refroidissement forcé ont été réguI& par la 
commande du point de consigne de la température à partir de 
la 25Pme h jusql.l’à la SOPme h de fermentation. 

La biosynthèse des ce1 lulases, en particulier des 
endo-cellulases (ACMC) se fait avec beaucoup de retard (50 h) 
pour les cultures en f ermenteur agi t9 par rapport aux 
cultures en colonne. AprPs 65 h de fermentation on obtient : 
1000 U% d’APF/lOO g SPS ; 14500 UI d’ACMC/100 g SPS. 

Le bilan de la fér-mentation de 3,75 Kg du m&lakge de 
paille et son de blé par L, I~E&c&w dans un fermenteur 
agité est le suivant : 

- enrichissement en protbine du sub$trat 5,1 46 
- utilisation des sucres totaux 40 X. 

Un nouveau type de f ermenteur statique de grande 
capac i t& (fymotisl a et& utilis& pour la CU1 turc de L 
tirc9iamm sur bagasse mélangée a du son de bl6 en milieu 
solide. Ut-)@ demande de brevet d’invention a Qt& d&pos&e par 
I’IRCHA à 1’ ANVAR (PREEOIS et ClZll. 1985). Les premi &res 
expérimentations ont &t& r&a1 is&es pour 1 ‘enrichissement en 
Protbines des pulpes de pomme de terre, rkidu de fQcul&rie, 
e rl utilisant une souche de L nignr . Ce m&me fermenteur a 
@té utilis9 en Plartinique pour la production de cellulases de 
If, hxmimm cultive sur bagasse. 

La bagasse a ht& broyée & l’aide d’un broyeur à 
marteaux puis séchéeg. Toutes le expkriences ont été réalisées 
avec le m&me lot de substrat, et les sels mineraux (sulfate 
d’ammonium et Ur&e) sont des produits industriels utilisés 
pour la prgparation d”engrais. La solution minerale a ét& 
préparée avec de l’eau du robinet. 

L” inoculum provenait d’une culture de 7 jours sur 
farine de manioc de IA hazrianurn dans un fermenteur à 
disques. 

L@ préconditionnement d u substrat a. Ilté réalis& sur 
des lots de 4 Kg SPS. LE- substrat prétraite et inoculé & 72 % 
d’humiditb a été introduit dans le fermenteur. Une faible 
quanti tt- de substrat inoculé a servi pour la preparation des 
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colonnes, afin de comparer -la croissance de 1, harz&nwn dans 
les d.eux types de fermenteurs en milieu solide statique. 

Sur le Tableau XXXVIII on a compare la production de 
cellulases de L, harzbn&m cultive sur melange de bagasse et 
de son de ble en colonne et en Zymotis. Le Zymotis a éte 
chargé avec des quantités croissantes de substrat 
un i f .ormémen t inocule. La repartition du substrat a été 
identique dans les differents compartiments du fermenteur.En 
fonction de la quantité totale de produit introduite dans le 
fermenteur, la hauteur du produit variait de 18 cm (14 Kg 
poids humide) &. 54 cm (43 Kg poids humide). 

GlQ ; : : : : : i 
am% : 16cm : 6.23 : 89 : 1.938 : l3.354 : 6,s : 89,s : l.8oB : la36 ) 

I 
: : : : 1 

=JQ f Jj, i 6,33 i 69,g i 1032 i li?.Fa6 i 5,s i RO i 1450 f l3164 ! 
; &‘33,6% : . * . . : : : : 
I 35.7Kg: scm ; 573 i 723 : 1344 ; 12.803 i 5,m i R,2 i 1.275 i ; 

(an%; 
. l2.5BL ) 

: : : 8 : 

sEm ; 571 ; R, ; m ; 
: : : : ! 

7.016 : 5.n : R,6 : 560 : 7.lEe ) 
: : : : 1 

Les résultats obtenus après 48 h de fermentation en 
milieu solide ne montrent pas de différence significative 
entre les deux types de fermentateurs. Bien au contraire, le 
développement du microorganisme ainsi que la production de 
ce1 lulases sont identiques. Pourtant les rendements. de 
production de cellulases sont legerement plus faibles que 
ceux obtenus precédemment en colonne (1.605 UI APF et 20.443 
UI ACMC cf. 7.3.41. Cette diminution peut etre dÛe au 
changement de prétraitement du substrat. Pour l’experience 
precedente (cf. 7.3.4.) 100 g de substrat ont éte autoclaves 
pendant 45 min. a 110 C, alors que pour les fermentations au 
n i veau pilote, 4.0 Kg n’ont éte autoclaves que pendant 3 
heures. Cette hypothese est conf i rmee par les r-é-su1 tats 
obtenus avec la charge de 41,4 Kg de substrat dans le 
fermenteur. En effet, dans ce cas le substrat n’a été 
autoclave que pendant 2 heures et les rendements de 
produc t ion de cellulases sont nettement inférieurs. On aurait 
Pu attribuer cette diminution -% l’effet de la hauteur du 
substrat dans le f et-menteur. Mais cette hypothése n’est pas 
valable car les resultats de production de cellulases en 
colonnes :rCal iséeç para1 lélement au zymotis avec le meme 
substrat, sont egalement faibles et similaires 21 ceux obtenus 
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e n zyrnot is. Le pretrai tement d u substrat est donc tres 
important pour la croissance du microorganisme. Afin de 
diminuer le temps du traitement thermique pour des quant itbs 
importantes de bagasse, on peut envisager de coupler ce 
traitement avec u n traitement alcalin (NaOH a 1 %l et 
acidifier par la suite le milieu de CU 1 turc avant son 
inoculation. 

Sur la fig. 36 on peut observer l’evolution des 
principaux paramètres (Humidité, pH, production de 
ceilulases) au cours de la croissance respective de 1, 
brzawm en colonne et en Zymotis. Le Zymotis a et& charge 
avec 35,7 Kg de substrat à. 72 % d’humidite initiale occupant 
u n e hauteur de 45 cm dans les differents compartiments. Les 
colonnes contenaient 18 g du meme substrat inocule, sur une 
hauteur de 18 cm. 

La germination des conidiospores est plus rapide en 
Zymo t i s quFen colonne. Cette constatation est valable pour 
les fermentations dont la hauteur du substrat dans le Zymotis 
est super ieure Cc B8 cm. De même, 1 a température du produit 
fermente augmente assez rapidement et en que 1 ques heures 
atteint 46 O c 1 orsque la hauteur du produit dans le Zymotis 
est superieure a 18 cm. Nous avons donc augmenté le debit 
d'air et connect& 1e syst&ms de refroidissement. 

ZYMOTIS 
PH 

0 10 20 30 40 t(h) 0 10 20 30 40 t(h) 

Figure 36 : Production comparée de cellulases de ï.ho~&onrrm cultivé sur.un mélange de bagasse et de 
son de bld en milieu aolidc statique en colonne et en Zymotis.' pH ( O-o ); Humiditi (O-0 ) 
Activités cellulasiques : ACMC x 1000 UI ( B-S 1 et APF x 100 UI ( .-A 1 . 
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L'ahration du produit a &t# de 400 l/h/compartiment au 
cours des 13 .premi Pres heures, puis de 800 l/h/compartiment 
par la suite pour les cultures en Zymotis. 

En di-but de fermentation le produit est rechauf f é 
pendant 14 h et sa température maintenue à 29°C. Par la suite 
l’élimination des calories excedentaires est obtenue par le 
système de refroidissement. Une température de 26’ C du 
liquide de refroidissement permet le maintient de la 
température optimale du produit dans le fermenteur A 29°C. 

L’apparition des cellulases dans le milieu de culture 
correspond aux valeurs minimales du pH pour les cultures en 
colonne. On constate un retard de 3 heures dans la culture en 
zymot is. 

C’est aprPs 48 heures de culture de IL harzianm sur 
bagasse que la production des cellulases est la plus élevEse 
(Fig. 36). C’est donc & ce moment que la fermentation en 
Zymot i s est stoppée et que le produit fermenté est press& 
afin de récupérer les cellulases on obtient alors 1.344 UI 
APF et 12.803 UI ACMC/lOO g SPS. 

Le bilan global de production de ce1 lulases de ‘f, 
buiamm en Zymotis charg& avec 4, 8c~tt;~ Kg de svbstrat 
est rapport& 5ur le Tab 1 eau XXXIX. production est 
directement proportionnelle A la quantité de substrat et la 
hauteur du produit dans le fer-menteur n’affecte pas cette 
produc t ion. Ces rêsultats prometteurs permettent d’envisager 
l’utilisation de ce nouveau biofermenteur pour la 
fermentation des substrats lignocellul~siques et en 
particulier pour la production de cellulases de IL ha~iaruam 

TABLEAU XXXIX : Bilan do production du celluli~oc de T. l1an3iu,run, 
en Zymotie chargé avec 4 ; 8 et 10 Kg de aubstret 
poids sec. 

( 
------ --.------_____---___--_--~-- 

Production de cellulooes 
UI/Zymotie 

SPS le Zymotia -- ----------m 

( APF ACIC 
! ,-s---~~~.~-.---L------- -a-:---- ------ :-.------ 

; 

I 
A Kg 18 cm 76.320 532.300 

( 
( fl Kz 36 cm 62.560 1.002.c0c 

I 
( 10 Kg 45 cm 134.400 1.280.303 
( 

1 
, -----..------2--~~-~~~~~~~~L ---- ~ ----L- ----- - - --__ -- ! 
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8.4.EXTRACTIQN DES CELLUL&ES ET DES METABOLITES 
SOLUBLES. 

Pour La réa1 isation de ce travail, on s’est inspiré 
des recherches faites par SEBO (1975) sur la séparation du 
p 1 asma cellulaire des éléments structuraux des ce1 lules 
végetales. 

C’est donc apres 48 h de CU 1 ture que le produit 
f ermentk est t-&-parti en lots de 500 g. Ces lots sont ensuite 
press& A l’aide d’une presse hydraulique afin d’extraire les 
ce1 lulases. Globalement, & partir d’un lot de 500 g de 
produ i t fermenté humide on obtient, aprPs 2 mn 30 de pressage 
à 220 bar, une fraction insoluble de 210 g contenant 120 g de 
mat i ere seche et une fraction soluble de 290 ml contenant la 
plus grande partie des cellulases. La fraction insoluble est 
reprise dans 290 ml d”eau et presst-e à nouveau, ce qui 
fournit une fraction insoluble de 210 g contenant 109,7 g de 
Mat i Pr-e Skhe et une seconde fraction soluble de 290 ml. Les 
bilans correspondants sont rapportés sur leç Figures 37 et 
38. 

Produit ferment8 à 28,3 % MS 

lère Extraction Pressage à 220 bar 
durée 2'30" 

l" Fraction insoluble 
210 e 

1" Fraction soluble 
290 ml I 

Lavage dela fraction 
insoluble Addition de 290 ml d'eau 

15oog Produit lavé à 28,3 % MS 

2bme Extraction Pressage à 220 bar, durée 2'30" 

2O Fraction insoluble 
210 g à 61,8 % MS 

2O Fraction soluble 
290 ml 

Fig. 37 : Extraction de cellulases avec une presse hydraulique. 
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Tout d’abord, lors du premier pressage on extrait 67S5 
96 dés cellulases. 
r&hydrat&e perinet 

Le second pressage de la fraction insoluble 
d’extraire le5 SO # de cellulases 

résiduel les. Au total, 93,s % des cellulases produites au 
cours de la fermentation en milieu solide de la bagasse oht 
ét& récuper&es. De plus ces enzymes sont prkentes dans une 
solution hautement concentré&. Sur le Tableau XX%X on donne 
le5 concentrations des cellulases présentes dans les deux 
fraction5 solubles obtenues apr-95 pressage. Pour la Premiere 
fraction soluble on obtient 82,O UI ACMC/ml et 5,6 UI APF/ml 
et dans la deux i Pme fraction 26,fi UI ACMC/ml et 2,49 UI 
APF/ml. Les cellulases de la deuxi+me fraction solublq sont 
donc 3 fois plus diluées. 

500 g du produit fermenté à 28,3 % MS 

1120 g MS +.68,5 ml d'eau1 1 Extraction :80% d'eau 

Lavagede lafraction' 

! 

290 ml d'eau 
insoluble Agitation 

1120 e: MS + 358.5 ml d'eau/ 

2éme Extraction 

1109,7g MS + 

- 290 ml 2O Fraction soluble 

Fig.38 : Bilan pondéraldes différentes fractions obtenues au cours 
de l'extraction de cellulases avec une prestie hydraulique. 
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8.5. ~CIWDIT%ONNEMENT DES CELLULASES. 

La fraction soluble directement recuperee B la sortie 
de la presse a éte filtree afin d’elimindr les particules 
sol ides en suspension et on. a ajoute du Merthiolate de Sodium 
(1. g/l) pour permettre sa conservation au rkfrigbrateur B +4 
C pendant plusieurs semaines sans perte d*activite (STENDERG, 
1976) s 

La p$u!s grande partie de la fraction soluble a et& 
congel &e Be jour meme de l’extraction. Elle a @té par la 
sui te lyophi 1 isee. Le conditionnement par du concentré 
d’ enzymes Par lyophilisation parait étre le meilleur choix. 
OUtr@ 1 a conservat ion de ces enzymes sans pertes d’activité 
(Tab 1 @au XXXX) on realise une concentration supplementaire de 
13 fois pour la Premiere fraction soluble et de 28 fois pour 
la deuxieme fraction soluble. 

TABLEAU xxxx : Quantitç de eelbulasea pr&aentes dans les deux ffections solubles evant et aprés lyophiliaation pour 

500 g du produit fermenté b 28,3 X MS. 

( Quantité : Poids : Activités Enzymatiques (cellulases) 
1 :-m-----------m--- -------------c---- 

I ml 
; UI ACMC/ml i UI APF/ml i 

UI ACMC : * UI APF j 
g Totales : Totales 1 

----------------: ---- :--------:--------- :-- _-_-- :- __-- -:---) 

1 
1 

( 
( AVANT LYOPHILISATION : 

I 
.: 

1' Fraction soluble 

I 2. Fraction soluble 

I 
( APRES LYOPHILISATION : 

290 62 : 5,61 : 23.780 : 1.626 
:. 

290 26,6 : 2,49 7,720 : 722 
: 

( : : : 

I l* Fraction soluble 250 : 16,5 : l.llO/g : Wg : 20.535 : 1.165 1 
( 2* Fraction soluble 250 6,87 : 750/g : 52/g : 6.723 : 461 1 
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3.6. ENSILAG-E DE LA FRACT 1. ON INSOLUBLE . 

L’ ensi 1 aqe est une m&thode de conservation des 
fourrages qu i favori se l'action d ’ u ne catégorie de 
rii i croorqan i smes ana&rob i es appartenant au grand groupe des 
bactkies lactiques. Ces ferments lactiques conduisent, qr’ke 
à des modifications biochimiques, à. la formation d’un produit 
qui conserve toute sa valeur alimentaire, tout en gardant son 
état physique initiial. 

Le terme d’ensilaqe déçiqne aussi bien la technique de 
conservation que le produit obtenu (BESSE, 1969). 

Au cours de ce procéd& de conservat ion par voie 
humide, il est important de favoriser le développement des 
bact&ries lactiques et surtout d’empkher la croissance des 
autres m i c roor qan i smes , en particulier des bactéries a&robies 
ou des bacti-ries anaérobies sporulées butyriques. Potir cela 
il faut &liminer 1’oxyqPne de la masse du produit et créer un 
mi 1 ieu acide. 

Dif f &rentes techniques peuvent Wzre Utilis&es pour 
am&l i orer 1 a qualit des ensi laqes (CELANIE, 1982). E.1 les 
concernent l’addition d’adjuvant au fourrage à ensiler. D’une 
maniPre générale on les regroupe en trois catbgories : 

- les acide; 
- les bactériostatiques 
- les stimulants de la fermentation lactique. 

Durant Ce5 derni&res dbcennies, l’erisi lage a connu un 
d&veloppement important qr%ce a l’extention des cultures du 
mais, dans les pw= tempêr&s. Par contre, i 1 a bté peu 
prat i qu& en milieu tropical. Quelques essais infructueux sont 
pour une part a l’origine de ce manque d’intér.&t. Pourtant, 
dan5 ces rggions tropicales, une 5aison pluvieuse, 
1 ’ h i vernage S succ&de une saison sèche, au cours de laquelle 
la production de fourrage est largement déficitaire et la 
techn f que d*ensi laqe pourrait alors être tr&s bénéf i que. 
H&cemmeri t une étude de l’évolution microbiologique et des 
caractk~istiques fermentai re5 des ensilaqes de canne & sucre 
et de sorqho e ut climat tropical humide, a été réalisée par 
CELANIE ‘11982) w De cette &tude, il ressort que le sorgho 
corist i tue le meilleur support au dkveloppement de l’activité 
lactique. Quant A la canne A sucre, bien qu’elle prt-sente une 
b 0 n 3 e aptitude a 1 ‘ensi laqe, elle ri e remplit pas le5 
Lor:d i t i ans favorables A la mise en place d’une conservation 
stabi 1 is&e. Cet i est d$ principalement A la fermentation du 
saecIrarose par les 1 evures qui produisent un9 irnportarite 
qria?rtitS d’alcool. 

bi 0 t r’ e Otiide a porté sur l’ensilaqe de la fraction 
insoluble de la bagasse fermentée. Ce substrat est pauvre en 
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SUI- les Tab 1 eaux xxxx 1 1 et X><XX111 SD n t t-’ eportés 
que 1 que5 préci 5 i S r-1 s concernant 1 a coi-if éctim des silos à 
partir de la F.I. pour obtenir une mat i C-re sPche %JO~ si r-ie de 
35 et 45 % Ye5pec t i vemen t . sur ce5 Tab 1 eaux riau avons 
me n t i 0 t-1 t-1 é 1”origine de la F-I., la riature a i & S i que la 
concentration d u corlservateur, 1 a qcant i té de la F.I. 
introduite dans le mblangeur, la quantité d’eau contenant le 
conservateur qui a. été ajoutée 2. la F.I. pour ramener 

l'humidit& du produit A conserver aux envi r-oris de 65 et 55 Xv 
Avant la fermeture des silos, u n e partie a1 iquqte a été 
prélevhe pour mesurer la matik-e shche. 

Deux 5ér ies d'ensilage .ont ét& rêalisées en utilisant 
quatre conservateurs differents (Prot&inor, ENS 1 PRON I 
Mélasse, A.I.V.) : une série à 35 X de MS et l’autre à 45 % 
de MS ont Qté faites afin de pouvoir comparer l'influence de 
l'humidité sur la qualité de l'ensilage. 

L’ouverture des silos est intervenue aprPs 6 mois de 
conservation. Nous avons pesé les quantités d&silbes. Sur le 
Tab 1 eau XXXXIV on a notb le bilan pGtïd&ral de l'ensembie de 
16 ensilages réalisés A partir de5 F-1. Pour les 8 premiers 
la .M.S. avant ensilage a été ramenée aux alentours de 35 % 
alors que pour les 8 derniers elle a et& proche de 43 %. Ofi 
observe u n e perte normale en poids, envi rok-i 15 % pour 
l’ensemble des ensilage5. 

TABLEAU XXXXII : Confection des silos A partir de le Fraction Insoluble (F-1.) de le baeasse 
fermentCe pour obtenir une Matiàre S&che voisine de 35 X . 

i : : : QuantitC : Quantltb : Poids : Matigre : i 
( Echmntillon : : : : : : : Dete demies ) 
( : T.1. : Conservatsurrs : Produit : Eau : total : Ç&chs : 
I Ne : : 
i 
f 

: 
: i(F.1.) Kg ; 1 . Kg ; * : en eg1os 1 

: 1 
i--------------I---------:--------------~----------:----------~-------~---------~-----------~ 
I : 
i 1 ~: : 266 : PROT. 2 % : 3.1 : 189 : : 6,l : : 32.7 :' 26/5/64 1 i 

: 2 : 260 : PROT. 3 % : 3,l : 1.9 : 5.1 : 32.6 : : 28/5/84 1 ) 

I 3 : 268 : PROT. 4 X : 3.1 : le9 : : 5,x : 30.6 : 20/5/04 1 ) 
( : : : 1 
I 4 : 266 : ENSI. 3 % : 3,l : 1.9 : 5,l : 30.2 -: 28/5/84 ) 

I 5‘ : : 268 : ENSI. 4 2: : 3.1 : 1,s : : 5,1 : : 33.0 : 28/5/04 ; 1 
.I 6 : : 277 : A.I.V.10 X : 3.1 : 2,0 : 6.2 : : 34.1 : : 13/6/84 ) 

( 7 : 287 : MELA. 50% : 3.1 : 2.0 : 5.1 : 36.2 : 20/6/64 
i : 1 
I 6 : 267 : : TCmoi8-8 : 3.1 : 2.0 : 5.1 : 31,6 : : 20/6/6'4 1 

i 
-.-.---A 
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sucres libres mais enrichi en Azote. Sa composition chimique 
est donc différente de la composition de la canne A sucre 
brute. Nous avons test9 principalement 4 conservateurs 
d’ensilage, pour obten i r une bonne conservation, en 
protégeant plus particulikement la fraction protéique de ce 
sous-produit provenant d’une fermentation en milieu solide de 
la bagasse. 

Pour l’en,silage de la Fraction Insoluble (F;I.) 
obtenue aprPs extraction des ce1 lulases de 1 a bagasse 
fermentbe en zymotis, il ét a.i t nkessaire de disposer de 
quantites importantes de F.I. La charge maximale du zymotis 
n e dgpassant pas 12 Kg SPS, nou5 avons ét& amen& 3. utiliser 
ce f et-menteur quat r-e fois pour obtenir une quantite 
suffisante de la F.I. a conserver. 

Le produit A ensiler (F.1.) provient donc de quatre 
fermentations diffgrentes (258, 268, 277 et 287). De m(lme, la 
confection des silos a étal r-éalis&es dans la journ&e au cours 
de laquelle le produit fermenté Ptait tr.ait& (par un. seul 
prCssage à. 230 bar pendant 1 min) pour separer les cellulases 
de la F.I. Les’valeurs moyennes de MatiPre S&che (M.S.1 des 
F.,I. obtenues sont proches de 53,8 %. De ce fait une quankit0 
non négligeable de la fraction soluble IF.S.1 reste sur la 
F.I. Cette F.S. rkiduelle contient en particulier 25 # des 
cellulases produites au cours de la fermentation de la 
bagasse par L hia~tiruam, (Tableau XXXXI). 

TABLEAU xXxX1 : Csrectbrietiquee de la fraction insoluble et de le fraction soluble 
résiduelle obtenues & partir de 5000 de produit f'crment&evanteneilege. 

: : 
: FRACTION IJ~SOLUBLE : FRACTION SOLUBLE R&siduelle 

: ------___w : --m-m- 

Tempe de 
---_ 

: : : 
( Produit : Fer;=z;;zion : Qwmtit6. : htiart : Quetditb : pH : ccliulrme. I u1/100gF1 
( Fementd : 0 : sacbc x : IlIl : : APF I ACNC : 
( : : : : : 
1 ___-:-----------:-------:------:-------:-----:---------:--- 
I : : : : 
i : : i 

258 : 61 : 201.0 : 53.2 : 94.0 : 6.23: 206 3091 
: : : : t 

268 : 60 : 211,5 : 52.4 : 100.7 : 5.90; 301 : 3409 
( . : : : : 1 : : : : i 

277 : A8 : 215.0 : 54.0 : 98.9 : 5.45: 164 1928 
: : : : : : : : : : : 

287 : 48 : 214,0 : 55,7 : 94.8 : 5.46: 272 : 3289 
: : : 
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Cependant cette perte a Hl+ plus importante pour les 
ensi lages çecs Par rapport aux autres qui ont ht9 plus 
humides. Lorsque les ensilages ont ét& contamines en surface, 
la partie Contamin&e a et& el iminee avant 1’ homogéneisat ion 
du produit pour le prélevement est des echantillons. Pour le 
calcul des pertes totales, nous avons inclus les dechets 
ainsi (II imines. 

En considérant les pertes totales, on constate que les 
valeurs obtenues sont trPs proches pour l’ensemble des 
ensi Iagec; & l’exception du No, 12 pour lequel on ob’serve une 
perte de 46 X. Pour les ensilages fourragers, une perte de 
10-15 % est tout 24 fait normale, 

Les analyses chimiques ont et& faites au laboratoire 
de Zootechnie de 1’ LNRA-GUADELOUPE sur les produits desi les 
apr&s 6 mois de conservation 3 la tempkrature ambiante 
(Mai-Octobre 1984). 

Lors de 1 -ouverture des silos, le merne processus 
experimental (figure 131 a &tÊa applique 21 l’ensemble des 
ençilageç. (4n a eçt imee la quantité des déchets avant 
homog&nQisat ion du produit conwrvé. sur des echantillons 
representatifs, la matiere skhe (M.S.1 ainsi que la Maéiere 
Azot&e Totale (PIFET) ont été detérminees. Environ 106 g du 
produit ençi l& ont et& ppessl-s. Le pH a &t& mesure i 1’Amote 
soPubàe (Nl-43) $ l’acide 1 ac t i que ainsi que les acides gras 
vo3atils (AGV). ont esté de-termines sur des échantiIlons du jus 

de pressage additionnes d’un stabilisateur chimique. 

TABLEAU XXXXIII :Confection des silos B partir de le Fr'action Insoluble (FI) de 1s bagasse 
Ferment&e pour obtenir une Matière Séche (MS) voisine de 45 %. 

( 
--- _____________ -- --:- -------1----- ----~-------~------ M ---- I_F : 

( 
(Echantillon i 

: : Quantit6 ; QuantitC i Poids : Mati*ra : 
: : : : : Dste mise ) 

' NS 

: F.I. : Conservateurs : Produit : Eau : total : S6che : 
': : : 

en silos i 
: (F.IJ Kg : 1 : Kg : x : 

I------------i---------~--------------:----------:----------~-------:----------~-----------) 1 

( : : 

I 
: : : : : : : '1 

9 : I.§[P : PROT. 2 % :' 3.9 : 1.1 : 5.1 : 41.5 : 24/6/84 ) 

: 10 
: : : : 1 

: 258 : PROT. 3 % : 3.9 : 1,x : 5.0 : 41,6 : 24/5/04 ) 

: 11 

: 

: zsa : PROT. 4 X : 3.9 : 1.1 : 5.1 : 41.6 : 24/5/84 ; 

: 

: : : : : 

.12 : a77 : ENSI. 3 X : 3.9 : 1.1 : 5,s : 41,9 : 13/6/84 i 

: 13 
: : : 
: 277 : ENSI. 4 % : 3.9 : 1.1 : 5,l : 43.4 : 13/6/84 ; 

( : : : : 

: 

14 : 277 : A.1.V. xl * : 3’9 : n1.1 : 5.1 : 42,9 : 13/6/84 I 

: : : : t 1 

( 15 : 287 : MELA. 50% : 4,0 : 1.0 : 5,0 : 46.2 : 20/6/84 1 

: 16 
: : 
: 287 : T&Z7l0in : 4,Q : 1.1 : 5.5 : 44.9 : 20/6/84 ; 

t : : : 

( : : : : : ; 

( : :___--i-------------~---_____------ 
: ‘: 1 ____-___-____--__--_---- - --__-- 
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sur le Tab 1 eay y.* x.1 \.* ,.* v ‘i ,.‘X, ...# I-, sont reportés le5 résultats 
d ’ ana 1 uses chimiques réa1 isées sur des échant i 1 ions 
représeritatiJ5 lors de 1 ‘ouverture des si 10s. Noue; écartons 
de la discussion l’échantl llon ~JO. 12 correspondant S. la F. 1. 
277 additionnée d ’ Ensi ~rnn a 3 % pour lequel les résultats 
sont abhérents aussf bik:-, pour la MAT particul itrement élevrle 
que DOtlr la cortcentr-at ion e Y, &l @ment5 nutritif<. Ce5 
résultats sot-tt- la cet-lstauerlce d’une perte de MatiPre SPche 
importante. Pour,les autre5 erfsi lages, les valeurs de pH sont 
assez voisi ne5 et fluctuent entre 4, 10 et 4345. De m&me le 
pou~~ce~-:tage d’Azote Total est compris entre 12-15 % de MS. 
Ces va 1 eurs sont tout 3. fait normales pour les ensilages. Il 
est j rit éressan t de f-.emar quetr que la concer~tt~ation d’Azote 
soluble, r&lat ivement faible, n e représente que 10 % de 
1’Azote Total. Cet i n’est pas très important car 1 ‘azote 
solitble d o n n e r a trPs rapidement de l’ammoniac dans le rumen. 
?a r cnntre 1 ‘Azote fixé sera dégradé plus lentement dans le 
rumen pour d o n n e r également de 1 ‘ammot~iac. Nous n’avons pas 
pi1 dktkminer la “fermentécibilité” c’est a dire la vitesse 
de dbyradation de 1’Azote f ix& dans le rumen. 

TABLEAU XXXXIV : Bilan matière avant et après cnsila~e de la Fraction Insoluble (F.I.) obtenue par pressape 
de la begasss fermentée en ZymOtiS. 

( 
-------- --------------------------------------------------------- --- 

: 1 : j 
No. 

H.S. : Poids Sec : M.S. : Poids Sec : Pertes : Pertes Tot*las y ) 
( DCpart : DCpert : D&aileSe : Final en : compris DCc.hets 1 

Ensilaga : x : Kg x Kl2 * * 
: 

( : : : 
( 
-------~----------T-----l-----:-----------:--------------T---------------------------- 

; 
: 

1 
: 

2 

32.7 : 1,635 : 

1,625 

12,7 

7.5 

3 : 
: 

4 

5 

32,5 

30,6 : 

30,2 

1,530 

1.510 : 

29.60 

31.55 

27,40 

26,92 

28,00 

1.428 

1.504 

1.431 

1.292 

1,568 

6.5 

: 
33.0 : 1.650 : 

14,4 

500 

16.5 

10.1 

7.3 

15.8 

5.6 

28.96 

28.61 

38,28 

37.57 

38.34 

27,86 

36.13 

39,56 

40.57 

42.62 

1,406 

1,371 

1,766 

1,728 

1.739 

1,347 

1.818 

1.698 

1.974 

2,240 

6 34.1 : 

36,2 : 
: 

31.8 
: 

Al.5 

22.3 

: 15,5 
: 
: 13,9 

17.0 

16.4 

7 1,810 

1,622 

2.075 

22.8 

16.4 

14.0 

17,7 

lB,6 

41.0 

17.5 

16.0 

15.1 

9.9 

s 
: 

9 t 
: 

10 : 41,6 : 2,060 

41.6 2.080 : 

2.095 

: 
11 

12 : 

13 

14 

: 35.7 41,9 

43.4 

42.9 

: 
16,2 

: 
11.5 

14,6 

2.170 

2,145 

15 46.2 2.310 : 

16 44.9 2,469 
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La production d’acide L.actique a ItÉ- imoo-tant.e gc?ii" 

les F.I. additionnees de Mélasse (échantil 10~s Ho. 7 et Vc. 
15) * Cependant 1 a prtsence de 5accharoc.e favorise égalemert 
la production de quantités n CJ rl n&gligeables d’alcool. Des 
résultats simi laires ont été obtenus avec de la carine à sucre 
ensilee (CELANIE, 1982). NOUS n ’ avons w= remarqué p 0 u r 
l’acide lactique produit, u t-i e nette d if f érence avec les 
divers conservateurs utiliçés. EQ particulier l’utilisation 
du Protéinor qu i est un bioconservateur à base de fewreritr 
lactiques, n’a Pas donné de mei 1 1 eurs r&sul ta.ts. CJUCS les 
autres conservateu.rs. 

Il faut noter cependant que la F.S. erfsilée se 
conserve normalement. Parmi les divers conservateurs 
utilis&s9 il n’y a pas de différence siqnificative au u:ivetl~ 
de Pa produc t i on d’AGV et d”acide lactique. De plus 1’Amote 
f ix& représente 90 % de 1’Azote Total. 

TABLEAU xxxxv : RCsultsts des snelYees chimiques r&allsCes à l'ouverture dec cn~ilsges aprè~ 6 moi@de 
conservation. 

AZOTE : Acide : : Acide 

I 
No. : ACV : : Alcools : J '---------~----------------'--. 

( PH : t-4.6.1. i 
A. SOLUBLE : Acétique : : Lactique ; 

( Ensllape : ---~~~w-~~~~: g.%WS : : pXMS : 

I 
%NS i ; 

x NS : X NIP : : g'9:ns : : g%Hâ J 
( ::---- 
t 
--v-v -i ______ iw-------.y ---- ---7- ---__--_* 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

4.21 

4.10 

4.25 

4,3-l 

4.45 

ND 

A.15 

ND 

4.40 

A.47 

4.39 

A.40 

5.50 

4.12 

4.40 

A.11 

IA,6 

13.5 

ND 

14.7 

ND 

ND 

15.5 

ND 

11.7 

11,4 

13,2 

17.1 

12.1 

13.9 

12.6 

12,9 

: 

1.62 

ND 

ND 

1.79 

ND 

ND 

2.21 

ND 

ND 

ND 

ND 

2,67 

ND 

1,3¶ 

ND 

ND 

: 

11,o 

ND 

ND 

12.2 

ND 

ND 

14.2 

ND 

ND 

ND 

ND 

15,6 

ND 

10.0 

ND 

ND 

: 

5.66 

5.42 

12.98 

12.76 

7,17 

4.76 

4,49 

12.19 

11,67 

6.18 

2,14 

1.30 

1.32 

3.26 

2.47 

AZ,9 

37.0 

36.0 

29,6 

30,4 

9.57 

6.24 

6.93 

5.65 

8.04 

5.18 

3.73 

2.14 

3.96 

48,47 

8.59 

5.74 

5.60 

4.65 

6.92 

4,14 

3.08 

1,83 

3.37 

A.24 

: 

29.93 

1.75 

0.32 

0.50 

0.80 

0.52 

0.81 

0.00 

19.04 

1.34 

:- 
: 
: 

49.55 

46.41 

35.63 

33.23 

35.38 

45.31 

12.00 

5.50 

AZ,77 

37,29 
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Le procedé de fermentation en milieu solide, applique 
aux substrats lignocellulosiques, donne des résultats 
particulierement int&ressants pour la culture de champignons 
fi lamenteux cellulolytiques pour .la production de cellulases. 
AU laboratoire tous les substrats lignocellulosiques (qui ont 
@té experimentés (paille de ble, son de ble, pulpes de 
betterave, bagasse de canne A sucre) ont donnk des résultats 
positifs avec 1, hkA,an!dbm , 

L’ étude comparée des fermentations en milieu liquide 
et en milieu solide de pulpes de betterave avec L hàrzianum 
ne fait pas apparaitre de différences significatives au 
niveau de la production des cellulases. 

L’analyse de la microf lare h&t&rotrophe abrob i e 
naturel le de la bagasse a montr& l’existence d’une microflore 
trPs importante, de l’ordre de 2,s millions de bactéries par 
gramme de bagasse poids sec. Afin de maitriser la croissance 
préferentielle de L hiaczbnum et en meme temps appliquer un 
prétraitement A la ce1 lulose contenue dans la bagasse, le 
substrat a et& autoclave a 130°C avant l’inoculation avec des 
conidiospores de L h.arzi.awm . 

A partir des resultats obtenus en colonne au 
laboratoire, le passage au niveau pilote expérimental a &t& 
r-éal isé en utilisant un nouveau fermenteur statique(Zymotis1. 
L’ @tude en parallele de la croissance de IL haczianumen 
colonne et en Zymotis ne fait pas apparaitre de difference 
significative au niveau de la production des izellulases. Cela 
confirme l’eff icacite du Zymotis ainsi que la validith de 
l’extrapolation. 

- 
L’utilisation du Zymot i s par la fermentation dela 

bagasse de canne 3. sucre a permis la production d’une 
quanti te importante de produit ferment&. Afin de r&cup&e,r 
les enzymes et les m&tabol ites pr&ents dans le produit 
fermente une nouvel le methode d’extraction a été mise au 
point. Par pressage 8 230 bar on extrait environs 80 X de 
ce1 lulases. La portion insoluble est Conserv&e par ensilage 
pendant plusieurs mois et constitue un fourrage d’une qualité 
moyenne. 

Ces resul tats tres prometteurs nous autorisent a 
envisager la valorisation biotechnologique non seulement de 
1 a bagasse mais egalement d’un grand nombre’ de substrats 
lignocel lulosiques par la production de fourrages mais 
aussi de métabolites fongiques à haute valeur ajoutee. 

En partirulier 1 a. cu 1 tut-e de microorganismes sur 
support ce1 lulosique nar fermentation en milieu solide ouvre 
de nombreuses perspectives d’utilisation de ce proc&dé. 
L’addition d ’ inducteurs BO ? ub 1 es dans le milieu de culture, 
absorbé sur le support. permetra d’elargir la gamme d’enzymes 
et de metabolites obtenus par fermentation en milieu solide. 
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CCINCLUSICINS GENERALES 

L’hydrolyse de la cellulose par les moisissures est’un 
processus complexe qui exige la participation d’au moins 
trois types d’enzymes (Cellulases) : 

- l’endo - g - 1,4 - glucanase 
- l’exo - B - 1,4 - glucanase 
- la k - i,4 glucosidase (cellobiase) 

Les cellulases sont des enzymes adaptatives. Leur 
biosynthese est controlée par un mecan i sme 
inducteur-represseur, elle est induite par le cellobiose et 
le sophorose et 21 un degr-é moindre par le lactose. Le 
meilleur inducteur pour la production de cellulasés par 
Idchndsm est la tel lulose. Le glucose reprime la synthèse 
des ce1 lulases. 

L’efficacité de l’hydrolyse enzymatique de la 
cellulose depend largement de son accessibilité aux 

enzymes extracel lulaires secretees par les moisissures. 
Le contact direct entre ces enzymes et le substrat 
cellulosique est une condition essentielle de l’hydrolyse. 
Comme la cellulose est un substrat insoluble et de structure 
complexe qui ne peut pas p&n&trer dans la cellule, ce contact 
ne peut se real iser qu’apres diffusion 
l’exterieur du mykelium. 

des enzymes a 

Les cultures en milieu 1 iquide priSsentent 
l’inconvenient de diluer considérablement les enzymes 
cellulolytiques synthetisees par le microorganisme et de 
limiter les contacts entre les substrats insolubles et ce 
microorganisme. L’attaque de la cellulose non soluble par les 
enzymes spécifiques dilubes n’est donc pas efficace. Dan.s ces 
conditions, les cultures en milieu solide pourraient 
presenter des avantages intéressants puis.que le champignon 
filamenteux se développe au coptact du substrat. Les enzymes 
excrétees directement sur le substrat vont pouvo i r 
l’hydrolyser avec plus d’eff icacite. En retour les sucres 
réducteurs 1 ibérés au cours de l’hydrolyse du substrat 
insoluble pourront etre mobilises rapidement par le 
microorganisme pour son developpement. Le système de culture 
en milieu solide parait donc plus apte pour la croissance de 
microorganismes adaptes à des tels substrats insolubles. 

Dans le cas des substrats lignocellulosiques (paille 
des C&&ales, bagasse) , les hemicelluloses. et la lignine 
forment une matrice entourant la cellulose, la masquant ainsi 
des enzymes cellulolytiques. Les différents prétraitements 
physico-chimiques appl i ques à ces substrats aboutissent A la 
rupture des 1 iaisons lignine-cellulose-hemicelluloses et a 
l’augmentation des zones amorphes de la chaine glucidique. La 
diffusion des enzymes est ainsi améliorée et les points 
d’attaque des cellulases sont augmentes. 
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L” étude de l’influence de divers pr&trai tements 
physico-chimiques appliqués 5~ des résidus lignocellulosiques 
a permis de d&f inir les conditions de mise en oeuvre de la 
fermentation en milieu solide de ces substrats : 

Utilisation du substrat broy& d’une taille 
-inf&rieure & 2,5 mm. 

- Traitement du substrat en milieu imprégné et non 
pas @k-l suspension dans Un@ solution alcaline, de facon A 
éviter les pertes importantes de mat i &re, Par ai 1 leurs 
source de pollution. 

- Traitement du substrat B 50 % d’humidité, par la 
chaleur % 110 C pendant 30 min. 

Une &tude pr&liminaire nous a permis de sklectionner, 
parmi les souches de champignons filamenteux cellulolytiques 
de notre collection, Ut-l@ souche de I~ritindeema hacziaum 
prksentant des caract&ristiques’ satisfaisantes pour la 
production de cellulases L partir des substrats cellulosiques 
par fermentation en milieu solide. Cette souche produit des 
quanti tes élevées de cellulases, poss&de une croissance 
apicale rapide (f,2 mm/h) 9 peut coloniser des substrats 
sol ides assez rapidement et produit des quantitks importantes 
de conidiospores (3,5 X 10*60 conidiospoPes/g de substrat). 
De P~US~ 1, hatimm est un antagoniste puissant vis-&-vi5 
d’un certain nombre de champignons phytopathogènes, i 1 
produit des enzymes spC-c if i ques ( B- 6,3 glucanases) 
capables d’hydrolyse+ la paroi cellulaire des sclérotes 
(formes de r&sistance) de champignons phytopathogPnes. 

LF&tude de %a physiologie de la croissance a mis en 
êvidence que 1, iaa~tiaylw est un microorganisme prototrobhe, 
d*une grande souplesse d’adaptation, capable de se developper 
dans des conditions extr&mes (pH : 2 a Ee i température de 10 
a 35 c”; c9alinEtO de 6 & 86 g de NaCl/lI. 

L’utilisation d’un milieu de cuE turc enti&rement 
synthbtique nous a pet-mis de d#montrer que L brmi,amrn est 
Un microc8rganisme prototrophe assimilant bien le nitrate, 
1*ur&S, 1’ ammon i aque B Ieç sels d’ammonium et plus faiblement 
le nitrfte. De meme, les Glucose, D-Fucose g Lactose, D. 
Ribose, Xylose, Cellobiose, Galactose, Saccharose, Amidon, 
C@llulose, Mannitol sont utilisé5 comme unique source de 
carbone et d’&n&rgie. 

Les principales @tapes physiologiques de la croissance 
de 1, kwztiwrn sont la germination des conidiospores, Ea 
multiplication vég&tative du mycbl ium, la sporulation ou 
conidiog&n&se et la dcwmancc. La germination des 
conidiospores de L, hak-;ttiruarn commence avec l’apparition du 
tube germinatif apr@s 8 heures de culture. La cin&tique de 
germination est directement influencée pati la nature du 
substrat carbone du milieu de culture. En particulier cette 
cinétique est nettement ralentie lorsque If, hxzi.mw est 
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cultive sur cellulose microcristalline (liaisons glucidiques 
-1,4). Au cours de la multiplication v&g&tative, le mycélium 
d&veloppe de trPs nombreuses ramifications. La durée de cette 
&tape est fonction des conditions ainsi que de la composition 
dOs milieux de culture. En gén&ral elle dure 40 heures. 

L’utilisation de champignons filamenteux pour la 
valorisation des substrats agricoles par fermentation en 
milieu solide, n,écessi te en premier lieu de disposer!de 
quantités importantes de spores. L’ &tude de la physiologie 
de la sporulation de II, hàrzianum a permis de comprendre 
comment les différents facteurs (efivironnement, composition 
du milieu de culture, mode d’inoculation, temps d’incubation) 
influencent la production de conidiospores et de définir les 
conditions optimales de production de conidiospores. 

Il a ét& démontr-é que le mode d’ inoculation, la 
concentration de la source de carbone et d’azote, les sels 
NaC 1 , KCl et CaC12, l’aération des cultures, la dur9e 
d’incubation sont les principaux facteurs qui influencent 
quantitativement la production de conidiospores de L 
haarzianum l De m&me la lumi&re favorise le développement de 
la couleur ver te caractkistique de ces conidiospores. La 
composition optimale du milieu de sporulation a ét& définie. 
La production maximale de conidiospores est obtenue apr&s 20 
jours de culture en erlen sans akration, avec un rendement de 
5,O X lO^lO conidiospores/g de farine de manioc. 

Un procéde nouveau‘ a et& mis au point pour la 
production de spores de champignons filamenteux en utilisant 
un nouveau dispositif. Ce procéd& allie l’avantage de la 
culture de surf ace sur un milieu solidifié, a l’utilisation 
d’un fermenteur a disques rotatifs particulier dont le 
principe d’utilisation a &t& fondamentalement modif i& de 
f acon & obtenir une grande surf ace de sporulation et A 
permettre de r&col ter aisement les spores par simple lavage 
des disques. La biomasse mychlienne reste emprisonnée dans le 
milieu solidif i9, toutes les 0pQrat ions peuvent Cstre 
r&al isées dans le m@me appareil stkilisable, assurant une 
grand simplicite d’utilisation et une asepsie stricte. 

Dans ce fermenteur A disques, le maximum de production 
de conidiospores de L butiruam a été obtenu aprPs 7 jours 
d’incubation avec 7,3 X lO*ll conidiospores produites ce qui 
correspond & un rendement de 3,25 X 1O”lO conidiospoPes/g de 
farine de manioc, initialement prkente dans le milieu de 
culture. Le poids d’une conidiospore de 1, hmzi.aum étant de 
1 x 10-11 g, le rendement pondéra1 global rapporté au 
substrat carboné (poids des conidiospores / g) est très tllevé 
et proche de 36 %. 

Une nouvel le technique de conservation par séchage a 
+40 c sous vide des conidiospores a @te experimentée en 
utilisant un rotavapor. Il a été dkmontré que l’utilisation 
d’un support inerte (bagasse ’ finement broyQe et st&rile) 



168 

amel iore nettement les rendements de récuperation et de 
viabilite des conidiospores sechees par cette methode. 

La méthode de fermentation en milieu solide est basée 
sur le conditionnement du substrat insoluble uniformement 
inocule par des spores de champignons filamenteux apportées 
dans la solution minérale contenant de l’urée, KH2P04 et 
(NH4 1 2Ç04. L’humidite du milieu de culture est elevee sans 
que pour autant il y ait d’eau en exces (teneur en eau entre 
70 et 74 %). 

L’utilisation de substrats tels qu*un mélange de 
bagasse et de son de ble de paille de blé et de son de blé 
ou le5 pulpes de betterave, fournit des resu1tats 
particuli&rement interessants. I, hau,i.anurn se developpe trPs 
bien sur C@S substrats pretrai tes, meme dans des conditions 
de fermentation non asept i que5. La production de celiulases 
est e1evee, sensiblement @gale pour les trois substrats 
&tud i es. Pour 600 g de substrat poids sec on obtient apres 48 
h de fermentation, une production de 2,000 UI d’ktivite 
Papier Filtre et 20.000 UI d’ktivite Carboxymethyl 
cellulose, Eh outre, grQace au pouvoir tampon I-levé de la 
paille, de 1 a bagasse ou des pulpes de betterave, il rl>est 
F@a5 indispensable de reguler le pH pendant toute la dures de 
la fermentation 3 le d&weloppement relativement lent de 1, 
bnrztinum sur ces substrats ne provoque pas d’ echauf f c-ment 
trop Empov-tant de la masse et les calories peuvent etre assez 
faciPemenè Q1imineeso 

La cinétique Compar&e de biosynthèse des cellulases en 
milieu solide et en milieu liquide ne montre pas de 
differences significatives au niveau des rendements ,de 
production des différentes enzymes p Ceci est tout a! fait 
encourageant et nous permet d’envisager la production de 
cellulases de L harz&mm par fermentation en milieu solide. 

Le proeede de producti.on de cellulases par 1, 
hal-xtial~8m que nous avons decrit comprend cinq étapes. 

Precondi tionnement du substrat par broyage et 
traitement thermique. 

- Inoculation avec une suspension de conidiospores, le 
produit etant ameni- 1 72 % d’humidite. 

- Fermentation aerob i e statique avec paeisage continu 
.d’un flux d’air humidif i& B travers la masse du produit 
pendant 4& h. 

- Extraction des ce1 lulases par pressage du produit 
fermente. 

Conditionnement des deux fractions obtenues : 
evaporation de la fraction soluble permettant d’obtenir les 
ce1 lulase5 sou5 forme de poudre 5Pche9 ‘ensilage de la 
fraction insoluble pour stabiliser le sous-produit et 
permettre son utilisation éventuelle en alimentation animale. 
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Nous avons enfin verif ie que l’extrapolation de la 
technique de fermentation solide statique est 
expérimentalement possible grace A l’utilisation d’un 
f ermenteur statique (rymotisl a l’échelle pilote de 20-50 Kg 
de capacite. 

Le Zymotis est un nouveau biofermenteur statique pour 
la culture de microorganismes en milieu solide. L’aeration 
des cultures se fait par le bas de la cuve, assurant ainsi 
une bonne oxygenation du milieu. La regulation de la 
temperature s’opere par une serie d’echangeurs thermiques 
transférant les calories et delimitant des compartiments de 
fermentation. La cuve du fer-menteur est munie d’un couvercle 
mobile permettant la récupération et l’analyse des gaz en 
sortie de 1 ‘apparei 1 ; l’ensemble etant isole du milieu 
ambiant permet d’eviter les r i sques importants de 
contamination et de realiser des bilans de fermentation assez 
precis. 

Le zymotis une fois chargé peut contenir 50 Kg de 
substrat ce1 lulosique a 72 % d’humidité, ce qui reprkente 
2.500 colonnes de laboratoire, donc une extrapolation tres 
significative au niveau experimental. 

Pour une fermentation en nymotis de 12 Kg poids sec 
d’un melange de bagasse et de son de ble, nous avons obtenu 
apres 48 h de culture de 1, hàrlianÿm une productionglobale 
de : 

164.520 UI d’ktivité Papier Filtre 
- 1.623.240 UI d’ktivite Carboxymethyl-cellulose. 

La conservation par ensilage de la Fraction Insoluble 
(F.I.1 obtenue apres extraction des cellulases produites par 

1, han.iàxum au cours de la fermentation en milieu solide de 
la bagasse a montre que cette F.I. se conserve normalement. 
Les 4 conservateur5 d’ensilage utilis&s ont donne des 
rt-su1 tats similaires en protegeant particulierement la 
fraction proteique et en stabilisant l’ensilage. Il n’y a pas 
eu, au cours de la conservation, de perte importante en poids 
de mat i Pre seche, le pH a et& maintenu acide avec une 
production normale, pour les produits lignocellulosiques, 
d’acide lactique. La concentration d’azote soluble represente 
10 % de l’azote Total ce qui confirme la bonne protection de 
la f rac’tion protéique au cours de la conservation par 
ensi lage. 

Ces resultats sont tres prometteurs ; ils autorisent A 
envi sager l’utilisation de L, hanianurn pour la production 
mass i ve de cellulases. Par ailleurs, la production massive de 
conidiospores de 1, harziawm en condition contr8lées peut 
conduire A des applications pratiques dans le domaine de la 
lutte biologique contre les phytoparasites des cultures, mai5 
également pour l’extraction et la purification de nouveaux 
antibiotiques, les Trichorzianines, presents dans les 
conidiospores. de ce champignon filamenteux. 
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EVALUATION ECONOMIQUE DU PROCEDE ORSTOM DE 

PRODUCTION DE CELLULASES EN ZYMOTIS. 

PRECONDITIONNEMENT DE LA BAGASE --__--____---___--------------- --_---__-_----_---_----~~~--~-- 

Paille 
Bagasse 
Son de blé 
Sulfate d'Ammonimum 
KH2P04 
Urée 
Kg total PS 
Eau 
Kg M. humide 

INOCULATION ----------- _--_------- 

14 litres SUS~. spores 

KgM.H à 

FERMENTATION EN ZYMOTIS 48 h --_---_-_----__-------- ----------------------- 

Mélangeur 
15 min/50t/min 

Autoclavage 4h/110°C 

Mélageur 10 min/50T/min 
10 KW electricité 

Melangeur + aspersion 
15 min/50t/min 
% sporulateur 

72% 

Chargement 
Aération-Humidification 
Refroidissement - Rechauffement 
Mesure de CO2 

PRESSAGE LYOPHILISATION --_---___----___------- ----------------------- 

Pressage 

Lyophilisation 

MATERIEL UTILISE _~---_--------_- ---------------- 

Autoclave 
Broyeur 
Mélangeur 

2 Sporulateurs 
1 Zymotis 
1 Presse hydraulique 
1 Atomisateur 
1 Bâtiment 
1 Vehicule 

230 bar/lh '2: Tf,re, FS 

2,3 Kg poudre sèche 

6F 
6F 
4F 

6F 

1F 
20 F 

37 F 

20 F' 

120 F 

50 F 

200 F 

100.000 F 
5.000 F 

15.000 F 
25.000 F 
90.000 F 
30.000 F 
50.000 F 
50.000 F 
40.000 F 

405.000 F 
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Fonctionnement utilisés 
Personnel 

1 technicien lO.OOOF/mois 
Administration 
Amortissement 
Divers 

TOTAL 

Coût de Revient 

4.000 F 1.600.000 UI d'ACML 
1 UI ACMC revient à 0,0025 F 
1 UI APF revient à 0,025 F 

357 F 

1.250 F 
1.250 F 
1.000 F 

143 F 

4.000 F 

4.0,OO F 
pour 1.600.000 

UI 
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