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LUTANTS D'ASPERGILLUS IIGER

Depuis nlusieurs décades les Aspergillus niger sont

z

utilisés industriellement pour la production de l'acide
citrigue. Cette production s'effectue en général avec
un rendenent de 75 & 80 %.

Les producteurs d'acide citrique utilisent plusieurs

souches Ad'Aspergillus niger. Des recherches se pour-

sulvent pour obtenir des souches capables de produire
cet acide organigue avec un plus grand rendement.

Nous avons pensé gu'en provoquant des mutations
sous l'influence des rayons ultra-violets dans les
cultures d'Aspergillus niger, on pourrait éventuellement

arriver a isoler des souches produisant l'acide citrigue
avec un rendement meilleur.
HNous avons coumencé nos recherches avec une souche

d'Asyergillus niger ¢ui se trouvait déja depuis de

-

longues années dans notre collection. HNoug 1'avons

obtenu du "Centraal Schiwcelbureau" a Baarn en Hollande.
La culture fut d'abord purifide par la techaigue des

"monospores". Des morceazux Ge powmues de terre, stérilisés

en tubes & essais, sont ensemencés avec des conidies de

la souche d'Aspergillus niger. Apres une culture ce

quelques jours & 28° C le mycéliuw est couvert de conidies
noirétres. Avec une anse en platine nous enlevons un
grand nombre de conidies cgul sont ensuite mises en sus-
pension dens de la gélatine a base de mofit de Dbieére.

Sur un couvre-objet, nous disposons alors une digaine

de petites gouttes de cette suspension. Sous le micros-—
cope nous examinons chague goutte. Celles yui contien-
nent plus gqu'une seule conidie sont touchées avec un fil
en platine chauffé au rouge. lNous gardons donc seulement
les gouttes contenant une seule conidie. Les couvres-—
objets sont retournés sur un anneau en verre et mises



en culture dans une grande boilte de Pétri humidifide &
l'intérieur. Apreés 12 heures de culture & 28° C chaque
goutte est & nouveau contrblée sous le microscope. Les
gouttes contenant une conidie viable possédent maintenant
ur mycélium bien dense.

Avec un morceau de sureau stérile nous enlevons une goutte
centenant le mycélium d'une conidie germée et nous la dé-
posons sur une gélose & base dc molt de hiere, stérilisde
en tubes a essais.

De cette fagon nous obtenons un clone apreés quelgues jours
de culture a 28° C.

Pour provoguer des wuutations dans cette culture, obte-
nue par la technigue des monospores, nous avouns opéré de la
fagon suivante:
lous avons enseuence des morceaux Ge poules de terre. sté-
rilisés en tubes & essals, avec des conidies d'Aspergillus

niger. Apres 5 jours de culture & 28° C le mycélium avait
produit de grandes gquantités de conidies. Ces coniaies
sont miges en suspension dans 100 ml d'eau stérile. Apres
filtration & travers un coton stérile, pour écarter des
débris de mycélium, la suspension des conidies est trans-
vasée dans une boite de Pétri 4 raison de 5 ml par boilte.
Cette suspension est soumise aux rayons ultra-violets.
Dans w.e armcire nous avons fixé azu plafond une
lanpe germicidale a rayons ultra-violets de 30 watt
(TUV Philips). ILa longueur d'ondes des rayons est de
2537 R. TLes boltes de Pétri contenant la suspension des
conidies sont placées exactement & 100 cm de distance de
la lampe. De cette fagon les conidies regoivent une
énergie de radistion de 24 microwatt/cm2.
Apres des tenps d'exposition de 5 & 130 wminutes,
une soutte de la suspension des conidies fut diluée dans
de l'eau stérile. DPlusieurs dilutions sont zinsi pra-
I

iguées. De chague dilution 1 ml est tranevasé dans une
boite de Pétri et mélangé avec de la gélose & base de
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nofit de biére, stérilisée et tenue & 45° C.

Les boites sont mises en culture & 28° C. Aprés 24 &
48 heures de culture, les colonies sont déja bien développées.
A 1l'oeil nu il est possivle de différencier les colonles gqui
ont un autre aspect que celles de la culture meére. ILes
colonies d'apparences différentes sont repiquées et mises en
culture sur la gélose & tase de mofit de biere, stérilisée
et inclinée en tubes & essais.

Chague culture, ainsi obtenue, est ensuite soumise & la
technigue des monospores. De cette fagon il est possible
d'obtenir des mutants d'Aspergillus niger provogués par les

rayons ulitra-violets.
Nous avons pu isoler apres irradiation 14 souches 4!

Aspergillus niger d'asparence différente de la souche wmére.

Les photos en couleur prises de chague wutant montrent
bien que les souches obtenues se laissent facilement diffé-
rencier de la culture meére.

Les différences worphologiques se présentent le mieux
en utilisant plusieurs milieux de culture. A cette fin
nous avons utilisé:

- la gélose & base de molt de biére.

- le milieu de Sabouraud (Difco)

~ le pain séché et humidifié apres avec la solution

nutritive de Raulin.

- un milieu synthétique liguide contenant : saccharose

200 g; phosphate d'a.moniague 4 g; nitrate de potasse
1 g3 nitrate d'ammoniaque 2 g; sulfate de magnésium
0,5 g; chlorure de calecium 0,2 g; sulfate de zinc
0,04 g; sulfate ferreux 0,01 g; sulfate de cuivre
0,02 g; sulfate de manganése 0,003 g; eau distillée
1000 ml.

ous pensons gue les photos en couleur yue noue pré-
sentons mettent bien en évidence les différences entre les
mutants sur les uwilieux de culture utilisés.
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Apres 1'étude morphologigue nous somies passés & 1!
étude biochimique des différents nutants.
In cultivent les mutants d'Aspergillus niger nous nous

sonileg apergu gue les conidies produites coastituent un
danger perimwanent pour les cultures environnantes, surtout
quand on dcit enlever le mycélium pour é€tuaier la composi-
tion du milieu nutritif.

de 1'Aspergillus niger est fonction de la guantité de cuivre

présente dans le wmilieu de culture. En examinant le milieu
utilisé par ce chercheur nous constatons qu'il contient une
assez forte proportion de manganése 0,7 mg/l. Aprés de
multiples expériences nous avons constaté que la sporulation
des Aspergillus niger était en effet fonction de la guantité

de cuivre présente dans le milieu, & condition gque le
manganese soit également présent. In supprimant le manganése
et en utilisant des sels minéraux purs, nous avons obtenu des
mycélium exeupts de conidies. De cebte fagon le danger de 1la
diffusion des conildies dans l'atmosphére du laboratoire fut
écarté. Nous avons obtenu les mémes effets en wilieux de
culwure & pH 6,0 et 2,8,

Les photogs en couleur prises de ces cultures montrent
nettement 1'effet du manganése sur la sporulation des
Aspergillus niger.

Nous avons ensulte exa.iné le comportement biochimique
de chague souche. Le milieu & base de saccharose mais 1ibfe
de toute trace de menganése fut partagé en fioles d'Erlen-—
meyer & raison de 100 ml par Brlenmeyer. Aprés ensemence-—
ment avec desg conidies obtenues de cultures sur pain huui-
difié, les fioles étaient placées & 28° C.

Les analyses chimigues suilvantes ont été effectuées
apres 30 jours de croissance.

- pH final.
- production d'acides, exprimée en graumes égquivalents sur
le contenu liguide de deux filoles.



- production d'acide oxalique, exprimée en grammes €quivalents

sur le contenu liquide de deux fioles.

- poids sec du mycélium présent sur le milieu liquide de deux

fioles.
Le tableau que nous reproduisons ci-joint wmontre bien:

1) que la souche originelle est un producteur moyen d'acide
citrique.

2) gque la production d'acide citrique des mutants ane différe
pas beaucoup de celle de la souche originelle. Noug n'
avons donc pas réussi & produire des mutants capables de
produire plus d'acide citrigue gue la souche meére.

3) gue la production d'acide oxalique est presque nulle pour
toutes les scuches.

4) que le pH final pour toutes les souches se situe vers 1,60.

5) qu'une nette différence se nanifeste dans la production du
nycélivm. Une trés grande différence se présente entre le
poids sec du mycélium de la souche originelle et la souche
15,

Les mémes résultats ont été obtenues sur le méme milieu
nutritif mais enrichi avec 0,003 g de sulfate de manganese
par litre.

Fous avons ensuite exaniné la composition en acides
aminés du mycélium des différentes souches, cultivées sur le
méme milieu nutritif. Par la technique de la chromatographie
bidimensionelle sur papier nous avons déterwiné la présence
des acides aminés suivants: acide aspartique - glycine -
acide glutaminigue - tyrosine - méthionine - leucine -
proline -~ lysine - histidine - thréonine - glucosamine -
sérine - arginine -~ acide X-amino-butyrigue.

L'acide ¥-amino-butyrique était totalewment absent dans
le mycélium de la souche I 15.

Les photos en couleur indiquent 1l'emplacement des diffé-—
rents acides aminés sur les chromatogramues. L'absence
totale d'acide Klamino—butyrique dens le mycélium du mutant
I 15 est trés remarquable, vu la grande difficulté avec la-



quelle cette souche se développe sur tous les milieux de
culture utilisés.

Cette trouvaille nous = amené & l'essai suivant: su
milieu nubritif Géja mentiomnné nous avons ajouté respective-
ment 50, 200 et 400 mg de 1l'acide Klamino—butyrique par litre.
Une forte croissance se manifeste dGe la part de la souche M 15
sur ces milieux en comparaison avec une croissance treées médi-
ocre sur le milieu ne contenant pas cet acide aminé. Nous
pouvonsg donc conclure de cet essal gue la souche I 15 n'est
pas capable de synthétisé cet acide aminé & partir des sels
d'ammonium. Cette capacité était pourtant bien propre & la
souche mere.

Cette étude nous a révélé qu'il est possible de produire
des mutations chez les Aspergillus niger sous l'actiorn des

rayons ultra-violets. Les souches mutées obtenues sont
rlutdt des dégénérescences. Aucune souche ne produit pas
plus d'acide citrigue gue la souche originelle. La souche
¥ 15 est une tres bon exemple de cette dégénérescence.

L'isolement des souches, apres irradiation avec des
rayons ultra-violets des conidies de la souche originelle,
s'est effectué en septembre 1959. Depuis lors les souches
ont eté cultivées par repiquage mensuelle. La stabilité
Ges souches aussi bien au point de vue morphoclogique gue
physiologique est toale.

e S e S e o o . i, e S

(1) Imlder, E.G. 1938 Over de Betekenis van Koper voor de
Groei van Planten en MicroSrganisnmen.
Dissertatie. VWageningen, Holland.
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