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Depuis g l u s i e u r s  àécaaes l e s  Aspergil lus n i ~  son t  - 
u t i l i s é s  in6.ustr iel lenent  pour l a  production de 1 ' ac ide  
c i t r i q u e .  Ce t te  production s t  eff ectue en général  avec 
un rendenent de 75 à 80 $. 
Les producteurs C i t  acide  c i t r i q u e  u t i i i s e n t  p lus ieurs  
souches d lAsperg i l lus  - nj.ger. Ces recherches s e  pour- 
suivent  pour o b t e n i r  des souches capables de produire 
c e t  acide organique avec tm plus grand randement. 

Nous avons pensa qulen provoquant des au t a t i ons  

sous 1 ' inf luence aes rayons u l t r a - v i o l e t s  dans l e s  
cu l tu res  dl Aspergif l u s  giger, on pour ra i t  éventuellement 
a r r i v e r  à i s o l e r  des soucnes produisant l ' a c i d e  c i t r i q u e  . 
avec i.yi rendenent n e i l l e u r .  ' M. 

'7  

IJous avo~ia co~liaencé nos recherches avec une souche Y ' 

dlAspergi l lus  n i g e r  qui s e  t rouva i t  dé ja depuis de 

l o r i g ~ e s  dans n o t r e  co l lec t ion .  ITous 1 avons 
obtenu du t tCextraal  S c h i ~ ~ e l h r e a u ~ ~  a Baam en ilollande. 

La cu l tu re  f u t  C l  abord p l ~ r i Î i 6 e  pa r  l a  technique des 
l t u~nospores l l e  Des xorcecux 6e L~or:~cs de t e r r e ,  s t é r i l i s é s  
en tubes à essai-s,  son t  erisenencés evec des conidies de 
l a  souche d Aspergi l lus  n iger .  kpr&s une cu l tu re  de - . . 

I 

quelques jours B 2B0 C l e  mycéliuu e s t  couvert de conidies  ; 
no i r â t r e s .  Avec m e  avlse en p l a t i n e  nous e n l e v ~ n s  un 
grand n o ~ b r e  de conidies  y u i  sont  ensu i te  a i s e s  en sus- 
pension dans de l a  gélatine à base de uoQt de bière .  
Sur un couvre-objet, nous disposons a l o r s  une dizaine rd 

. .i de p e t i t e s  gout tes  de c e t t e  suspension. Sous l e  n icros-  
cope nous exminona chaque goutte .  Ce l les  q u i  contien- 

nent  plus qu'une seu l e  conidie sont touchées avec un f i l  

en p l a t i ne  chauffé au rouge. Nous gardons donc seuleinent 
l e s  gouttes  contenant une seu l e  conigie.  L e s  couvres- 
o b j e t s  sont  re tournés  s u r  un anneau en verre  e t  n i s e s  



en c u l t u r e  d a i s  me g r m d e  b o î t e  de P é t r i  h m i a i f i é e  à 
l f i r i t é r i e u r .  Après 12 heures de c u l t u r e  h 2 8 O  C chaque 
gout te  e s t  2 nouveau. coa t rô lée  sous l e  ~ i c r o s c o p e .  Les 
gout tes  contencsslt un.? conid ie  v i a b l e  sossè&.ent n a i n t e n a n t  
ur 1;1yc6liua bien dense. 
Avec un morceaz de sureau s t é r i l e  xous erllevons une g o u t t e  
ccntenazt  l e  nyc4liwn d iune  con id ie  gernée e t  nous l a  dé- 

posons s u r  une  gé losn  à b m e  de moQt de % i è r e ,  s t é r i l i s é e  
en tubes à e s s a i s .  
De c e t t e  façon nous obtenons un clone a2rèç quelques jours  
de c u l t ~ r e  à 280 C. 

Pour provoquer des ALLutat lons dais c e t t e  c u l t u r e ,  obte-  
nue p e r  l a  teclmique des ï zonos~ores ,  ilous ~ v o a s  opéré de l a  
f a ç o ~  s u i v a ~ t e o  

rilisGs en t ~ b e s  .% essa i s ,  avec des conid ies  u t A s p e r g i i l u s  
n ige r .  Après 5 jours  de c a l t u r e  5. 280 C l e  ~ , ~ r c é l i w  a v a i t  
produi t  Ce o r a i d e s  i ~ u z ï l t i t é s  de conid ies .  Ces con iu ies  
sont  ~ i s c s  en sus2enuion dans 100 ul d 'eau  s t é r i l e .  Après 

f i l t r a t i o n  .L t r a v e r s  un coton s t é r i l e ,  pour & c a r t e r  Ces 
i é b r i s  de n i g c é l i m ,  l a  suspension des con id ies  e s t  trms- 
vasée dans une b o î t e  Ce P é t r i  i r a i s o n  de 5 cd. p a r  b o î t e .  
Cet te  suspension e s t  souc i se  aux rayons u l t r a - v i o l e t s .  

Dans ul,e armoire  nous avons fixé zu s l a fond  .me 
1a::pe ge,ylsi:icldale à r ~ q o n u  u1t ; ra-violets  de 30 watt  
(TVV P h i l i p s ) .  L a  longueur d 'ondes des rayons e s t  de 

2537 1. L2s b o î t e s  Cie P B t r i  con tena i t  l a  suspens+-on des 

conid ies  s o n t  placees exactenent  à 103 cm de d i s t a n c e  de 
l a  laripe. De c e t t e  rfaçoal les coiiidies reçoi-relit une 

2 énergie  de r a d i a t i o n  de 24 ~ ~ i c r o w a t t / c u  . 
kpres  Ces t c ~ ~ p s  d l e : ï s o s ~ t i o n  d e  5 à l3O ulx;utes, 

une , o u t t e  de 12- s ~ s i , 2 n s i o n  c e s  con id ies  f u t  d i l u é e  dais 
de l t e i i u  s t é r i l e .  P l u s i e u r s  6 i lu t io t ; s  son t  2ilisi prz-  
A ~ic;uées. De chaque dil,uViorr 1 -1 e s t  t r m ~ v c t s é  dans une 

b o î t e  Ge P é t r i  e t  ~ 6 l a . n g 6  avec Le l a  gé lose  bzse de 



a o û t  de b i h r e ,  s t é r i l i s 6 e  e t  tenue à 4S0 C. 

Les b o î t e s  s o n t  d s e s  en c u l t u r e  2 8 O  C .  Après 24 
48 heures  de c u l t u r e ,  l e s  co lon ies  sont  déjà bien d6velop2ées. 
A l ' o e i l  nu il e s t  p o s s i c l e  de d i f f ~ r e n c i e r  l e s  co lonies  q u i  
ont  un a u t r e  aspect  que c e l l e s  u e  l a  c u l t u r e  ~ S r e .  Les 
colo1:ies d t  apparences d i f f  Grentes s a n t  r e p i q u j e s  e t  mises en 
c u l t u r e  s u r  l a  gé lose  à t a s e  de noût  de b i è r e ,  s t é r i l i s é e  
e t  i n c l i n e e  en tubes  à e s s a i s .  

Chaque c u l t u r e ,  a i n s i  obtenue, e s t  e n s ~ i t e  soumise l a  
technique des nonos2ores. Ge c e i t e  façon il e s t  p o s s i b l e  
d ' o b t e n i r  des ~'c:tmts d ' A s p e r g i l l u s  n i g e r  2 r o v o ~ u é s  par  l e s  
rayons u l t r a - v i o l e t s .  

Kous avons pu i s o l e r  hprks i r ~ u G i a t i o n  13 soucnes d t  
Asperk i l lus  i:ig:er Ztz2,:r,rezce d i f f é r e n t e  de l u  souche ;ère. 

Les pnatos  en cou leur  s r i ~ e s  de chaque ~ u t a ~ t  noncrent 
bien que l e s  souches obtenues s e  l a i s s e n *  f ~ c i l e ~ v n t  d i f f é -  
r e z c i e r  Cie l a  c u l t ~ r e  r ~ è r e .  

Les d i f f é r e n c e s  ~ o r p h o l o g i q u e s  s e  p r é s e n t e n t  l e  ~ i e u x  
en u t i l i s a n t  r l u s i e u r s  n i l i e u x  de c u l t u r e .  A ce tve  fj.n 

nous avons u t i l i s e :  
- l a  g é l o s e  à base 6e noût de  b ikre .  
- l e  c i i i e u  de Sebouraud ( 3 i f c o )  
- l e  pa in  séché  e t  h u a i d i f i 6  agrès  avec l a  s o l u t i o n  

n u t r i t i v e  de Raulin.  
- un z i l i e u  s y a t h é t i q u e  l i q u i d e  contenant  : saccharose 

200 g ;  phosphate OtaLA.noniacjue 4 g; ni t ra-ke  de po tasse  
1 g; n i t r a t e  d t  amnoniaque 2 g; s u l f a t e  de nagnésium 
0 , 5  g; ch lo ru re  Cie czlciuil. O,2 g ;  s u l f a t e  de zinc 
0 , 0 4  gg s u l f a t e  f e r r e u x  0,01 g ;  s u l f a t e  de cu iv re  
0,02 g; s u l f a t e  de i .zmganèse 0,003 g ;  eau d i s t i l l é e  
IO00 mz. 

Kous pensons bue les sho tos  en couleur  que noue pré- 
sen toas  z e t t e n t  bieir eE évicence l e s  d i f f é r e n c e s  e n t r e  l e s  
nt*5mts s u r  l e s  ,iilieux. Cie e ~ l t u s e  u t i l i s e s .  



Apres l l é t u C e  ~orphologiciue nous s o u e s  passés  à 1' 
étude  biociiiraique des d i f f é r e n t s  riiu-t;ants, 

XII c u l t i v a n t  ler;  rautants d'xs- -- ~l iges?  nous nous - 
soriiLies aperçu que l e s  con id ies  p rouu i t e s  corzsti tuent wï 
danger p e ~ m a e n t  pour l e s  c u l t u r e s  envi ronnantes ,  s u r t o u t  
quand on d o i t  e n l e v e r  l e  i i ,ycélim pour é t u u i e r  l a  coaposi- 
t i o n  du in i l ieu  n u t r i t i f .  
mous savoris par les é tudes  de I2vlder -- ---- ( 1 )  que l a  s p o r u l a t i o n  ------ 
de l ' A s p e r g i l l u s  - n i g e r  - e s t  fonc t ion  de l a  q u z l t i t é  de c u i v r e  
p r é s e n t e  dwis Le ,d i l i eu  de c u l t u r e .  3n exaainant  l e  a i l i e u  
u t i l i s é  p a r  ce chercheur  nous c o n s t a t o r ~ s  q u ' i l  c o n t i e n t  une 
assez  f o r t e  propor t ion  de a a n g a è s e  0 , 7  m d l .  Après de 

m u l t i p l e s  exp5riences nous avons c o n s t a t é  que l a  s p o r u l a t i o n  
des - A s ~ e r g i l l u s  -- n i g e r  é t a i t  en e f f e t  f o n c t i o n  de l a  q u a n t i t é  
de cu iv re  p résen te  U a s  l e  n i i i e u ,  à condi t ion  que l e  
rnmganks, s o i t  é g a l e ~ e n t  p résen t .  Xn supprimant l e  nanganèse 
e t  en u t i l i s m t  des s e l s  ~ i n é r a u x  purs ,  r o u s  cvons obtenu des  
mycélium exedpts de conid ies .  De c e t t e  façon l e  danger de l a  

d i f f u s i o n  des coniGies dans l l a t n o s ~ h è r e  du l a b o r a t o i r e  f u t  
é c a r t é .  Eous avons obtenu l e s  ~ ~ ê m e s  e f f e t s  en z i l i e u x  de 
cul-cure à pH 6 , O  e t  2,8. 

Les photos en couleur  p r i s e s  Ge ces c u l t u r e s  non t ren t  
n e t t e n e n t  l ' e f f e t  du ~axlyaakse s u r  l e  s j+orulat ion des 

As-nergil lus n i f ie r .  r :  

Mous avoiis e n s k i t e  exa..ina l e  couport e ~ e n t  b i c c l - i i ~ ~ i q u e  
de c h q u e  souche. Le a i l l e u  à Suse ûe saccharose   ais L i b r e  

de t o u t e  t r a c e  de i a m v m ê s e  t2 Î u t  par tagé  en f i o l e s  d lEr len -  
meyer à r a i son  de 100 ml p a r  Srlenueyer .  Après ensemence- 
ment avec des con id ies  obtenues de c u l t u r e s  s u s  pain h m i -  
d i f i é ,  l e s  Î i o l e s  & t a i e n t  p lacées  à 280 C ,  

L e s  ~anâlyses  c h i l ~ i q u e s  su ivan tes  ont  é t 6  e f fec tuées  
aprbs 30 jours  de c r o i s s a c e ,  
- pIi f i n a l .  
- product ion d ' a c i d e s ,  expr iuée  en graimes équ iva len t s  s u r  

l e  contenu l i q u i d e  de ceux f i o l e s .  



- product ion d ' a c i c e  oxal ique ,  expriliiée en g r a m e s  équ iva len t s  
s u r  l e  contenu l i q u i d e  de deux f i o l e s .  

- poids  s e c  du mycélium présen t  s u r  l e  m i l i e u  l i q u i d e  de deux 
f i o l e s .  

Le t a b l e a u  que nous reproduisons c i - j o i n t  iaontre bien: 
1 ) que l a  souclie origineLLe e s t  un producteur  noyen d ' a c i d e  

c i t r i q u e .  
2 )  que l a  r>roduction d ' a c i d e  c i t r i q u e  des n u t a n t s   te d i f f è r e  

pas beaucoup de c e l l e  de l a  souche o r i g i n e l l e .  Nous n t  

avons donc pas d u s s i  à p r o d ~ i r e  des i ~ u t a n t s  capables  de 
,ùroûilire p l u s  d ' a c i d e  c i t r i q u e  cLue l a  souche xè re .  

3)  cue l û  groduct ion d ' a c i d e  oxal iyue  e s t  presque n u l l e  govr  
t o u t e s  l ~ s  scuches. 

4 )  que l e  pii f i i i a l  pour t o ~ t e s  les souches s e  s i t u e  vers  1,60. 

5)  qu 'une n e t t e  d i f f é rence  s e  : , a i i f e s t e  6a1s 18 2roduction du 
riycélicï*. Cne tres grande d i f f é r e n c e  s e  p r é s e n t e  encre l e  
poids  s e c  du mycélium Ge l a  souche o r i g i n e l l e  e t  l a  souche 
11 

Les mêmes r é s u l t a t s  ont  é t é  obtenues s u r  l e  a ê ~ e  m i l i e u  
n u t r i t i f  mis  e n r i c h i  avec 0,003 g cie s u l f a t e  de nanganèse 
pur l i t r e .  

Rous avons ensu.ite exa i~ iné  l a  co~npoçi t ion en ac ides  
aiiiinés du riycé2-ium des 6 i f férente . s  souches,  c u l t i v é e s  s u r  l e  
riiêm~ n i l i e u  n u t r i t i f .  Par  l a  technique de l a  chromatographie 
bidil-ens i o n e l l e  s u r  p a p i e r  nous avons déteridiné l a  présence 
des z c i d e s  a ~ i n é s  s u i v a n t s :  ac ide  aspa r t ique  - g lyc ine  - 
acide glutitifiinique - tgros i f ie  - raéthionine - l e u c i n e  - 
p r o l i n e  - l y s i n e  - h i s t i d i n e  - thréonine  - g l u e o s m i n e  - 
s e r i n e  - a r g i n i n e  - ac ide  y-mino-butyriciue 

L a c i d e  r-aaino-butyrique é t a i t  totaleiilznt absent  d a i s  
l e  nycéliurn de 1û souche IL  15, 

Les photos en couleur  indiquent  1' eus laceuent  des d i f f  é- 
r e n t s  ac ides  a ~ ~ i n e s  s u r  l e s  c h r o n a t o g r m e s  . L l absence 
t o t a l e  d 1  ac ide  g-aïdino-butyrique dcsrs l e  nycéliw;! du nutant  
l!i 15 e s t  t r è s  r e n a r ~ u a b l e ,  vu l a  grande d i f f i c u l t é  avec la- 



quel le  c e t t e  soucl-ie s e  développe s u r  tous l e s  mil ieux de 

cu l tu re  u t i l i s é s .  

Ce t te  t r o u v a i l l e  nous a mené 2 l ' e s s a i  s u i v a t :  au 
. x  

mil ieu s u t r i . t i f  üé  jà nentiorulé nous avons a jou té  respective-. 
rnellt 50 , 200 e t  400 ng de l t  acide 2/-mino-butyrique par l i t r e .  
Une f o r t e  croissance s e  manifeste de l a  pa r t  de l a  souche IVi 15  
sur ces r i l i e u x  en couparaison avec une croissance t r è s  nédi- 

, .  

ocre s u r  l e  mi l ieu  ne contenant pas c e t  acide aminé. Nous 
pouvons donc conclure de c e t  e s s a i  que l a  souche ILI 15 n ' e s t  
pas capable de syn thé t i s é  c e t  ac ide  aminé à p a r t i r  des sels 
d4aslïloniwlz. Ce t te  capaci té  é t a i t  pourtant  bien propre à l a  
souche a è r e .  

Ce t te  étude nous a révél6 q u ' i l  e s t  poss ib le  de produiro . 4 
des mutations chez l e s  Aspergil lus n i g e r  sous 1 'act ion des 
rayons u l t r a - v i o l e t s .  Les souches ~ u t é e s  obtenues sont  

p lu t6 t  des dég6nérescences, Aucune souche ne  produit  pas 
plus d ' ac ide  c i t r i q u e  que l a  souche o r i g i n e l l e .  L a  souche 
N 15 e s t  une t r è s  bon exemple de c e t t e  dégénérescence. 

L t i so l enen t  des souches, après i r r a d i a t i o n  avec des 
rayons u l t r a - v i o l e t s  des conidies de l a  souche o r i g i n e l l e ,  
s ' e s t  e f fec tué  en septembre 1959. Depuis l o r s  l e s  souches 
ont é t é  cu l t i vées  par  repiquage mensuelle. L a  s t a b i l i t é  
Ges souches aus s i  bien au point  de vue morpflologi~ue que 

physiologique es% toa l e .  

(!) Kulder, E.G. 1938 Over de Betekenis van Koper voor de 
Groei van Planten en llicroorganisnen. 
D l s s e r t a t i e .  Wageningen, Holland. 




