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La cellulose est la substance organique la plus abondante dans 

I la nature puisqu'elle est le constituant majeur de la plupart des végétaux. 

I Le bois en contient 40 à 50 % tandis que le coton en est composé de 90 %. 

I La production annuelle mondiale est d'environ 100 billions de tonnes. 

I C'est pourquoi elle est utilisée dans de nombreux domaines tels que la 

1 fabrication du papier, textiles, explosifs, revêtements, bois de construc- 

tion et même dan; l'industrie alimentaire. 

Pour l'homme, la cellulos~ n'est pas seulement une matière 

l première pour les industries mais aussi un élément indispensable à son 

I alimentation. Dans la nature d'autres organismes l'utilisent ; en effet, 

I c'est un polyholoside pouvant constituer une substance nutritive. Ces 

I organismes sont des invertébrés, des insectes, des végétaux, des champignons 

I supérieurs et surtout des microorganismes (bactéries et champignons impar- 

I faits). Les ruminants assimilent une partie de la cellulose grâce à la 

présence de bactéries cellulolytiques dans le rumen. 

I 

La dégradation biologique de la cellulose est certainement la 

I plus importante réaction d'hydrolyse existant dans la nature. Elle joue un 

l rôle essentiel dans le cycle du carbone. Selon GHOSE (29), 95 billions de 

tonnes de CD2 sont libérés dans l'atmosphère chaque année. COIJLING a calcu- 

lé que si le mécanisme de cette réaction était bloqué, toute vie cesserait 

sur terre dans les vingt ans qui suivent (16). 

Cependant, malgré cette nécessité, la dégradation de la cellulose 

par les microorganismes n'en est pas moins parfois gênante. Ceux-ci s'atta- 

quent non seulement A la cellulose native (bois vert et coton) mais aussi 

aux produits cellulosiques utilisés par l'homme. 

Aux ETATS-UNIS, les résidus cellulosiques urbains sont d'environ 

un kg par personne et par jour. Les résidus agricoles sont évalués A 6 à 10 

fois ce poids. C'est pourquoi, on a songé A incorporer ces déchêts cellulo- 

siques dans l'alimentation du bétail. 



Cependant, l'utilisation de la cellulose est augmentée lors- 

qu'elle est hydrolysée en son monomère : le glucose. Celui-ci peut servir 

alors à différentes productions comme des protéines d'origine bactérien- 

nes, d'ethanol, d'hydrocarbures... Ceci explique les nombreux travaux 

réalisés sur la dégradation de la cellulose. Celle-ci peut se faire de 

deux façons : 

soit par une hydrolyse acide 

soit par dégradation biologique par les microorganismes. 

L'hydrolyse acide est la méthode la plus ancienne. DUNNING et 

LA THROP (22) procèdent de la façon suivante : les résidus, apres séchage 

et broyage sont mis au contact d'acide sulfurique concentré pendant un 

temps très court. Puis l'hydrolyse se poursuit en milieu acide faible 

( ~ $ 3 0 ~  8 %) et A la température de 120° C. Cependant, cette technique est 

assez onéreuse et n'est rentable qu'en période de crise (première et deuxiè- 

me guerres mondiales). 

La seconde méthode a l'avantage d'être peu coQteuse et permet 

l d'autre part la récupération du microorganisme qui peut présenter une 

valeur nutritive. Les microorganismes cellulolytiques sont nombreux dans 

la nature. On peut les classer en quatre catégories : 

- les microorganismes aérobies mésophiles 
- les microorg~ismes anaérobies m4sophiles 
- les microorganismes aérobies thermophiles 
- les microorganismes anaérobies thermophiles. 

Tous les microorganismes ne possèdent pas le même pouvoir de 

dégradation de la cellulose. Parmi les plus actifs, deux champignons impar- 

faits Trichoderma viride et Myrotheciq verrucoria sont les plus cités et 

étudiés. Certaines bactéries anaérobies mésophiles possèdent également une 

forte activité cellulolytique. Ce sont essentiellement les bactéries du 

rumen et celles de la terre. Cependant, peu de travaux utilisent ces micro- 

organismes pour la dégradation de la cellulose. Cela est surtout dQ aux 



nombreuses difficultés rencontrées lors-de leur culture : ce sont des 

bactéries anaérobies strictes ayant de nombreuses exigences ainsi qu'une 

croissance lente. 

Nous avons orienté nos recherches sur les bactéries du rumen. 

Malgré les difficultés précédemment citées, notre choix a été dicté par 

deux raisons. Les bactéries du rumen sont responsables de la dégradation 

des aliments cellulosiques ingérés par les ruminants et permettent ainsi 

le développement de ces animaux. Ceci suppose que les enzymes celluloly- 

tiques, les cellulases, secrétées par ces bactéries possèdent une forte 

activité d'hydrolyse de la cellulose insoluble. 

La seconde raison concerne les conditions d'obtention de ces 

microorganismes. Ceux-ci sont présents en grand nombre et espéce dans 

l'appareil digestif de nombreux animaux, essentiellement les ruminants. 

Leur obtention est réalisée sans difficulté majeure a partir de prélè- 
vement de liquide de rumen. 

L'étude de l'activité cellulolytique des bactéries du rumen de 

boeuf s'est déroulée en plusieurs étapes. Dans un premier temps, nous 

avons décrit le rumen et sa microbiologie et en particulier les bactéries 

cellulolytiques. Puis, nous nous sommes attachés à mesurer cette activité 

lors de conditions d'expérience "in vitron. Pour cela, il nous a fallu 

définir notre méthode de dosage de la cellulolyse, ainsi que les différents 

paramètres l'influençant. 

Comme certains facteurs modifient considérablement l'activité 

cellulolytique du liquide de rumen, il nous a semblé judicieux de réaliser 

des cultures de bactéries du rumen en milieu liquide. Cette deuxième &tape 

nécessite de proposer un milieu de culture adapté plus particulièrement 

aux microorganismes cellulolytiques ; ce milieu devant satisfaire à leurs. 

exigences, tout en restant peu complexes . Les bactéries du rumen étant 



tuées par l'oxygéne, il nous a fallu également définir les conditions pour 

avoir une anaérobiose la plus totale lors des cultures. 

Finalement, nous avons essayé d'obtenir par différentes techni- 

ques, physiques, chimiques ou enzymatiques, les enzymes responsables de la 

cellulolyse et nous nous sommes limités 21 décrire leurs principales carac- 

téristiques (ph, température.. .) . 





Depuis plus de deux siécles, de nombreuses recherches ont été 

entreprises pour étudier la digestion des ruminants. Les premiers travaux 

remontent à 1685, date à laquelle PEYER (71) montra que 1 'estomac de ces 

animaux était le siège d'une fermentation. Un siècle plus tard, 

SPALLANZANI décrivit l'appareil digestif du boeuf. HAUBNER en 1855, par 

des analyses quantitatives d'aliments et d'excréments, mit en évidence 

la disparition d'une quantité importante de cellulose lors de la diges- 

tion, L'hypothèse d'une dégradation de la cellulose par des sucs diges- 

tifs présents dans l'estomac des ruminants, fut alors émise. 

Ce n'est que depuis le début du XXO siècle que de nombreux 

travaux ont peymis de comprendre et de décrire le mécanisme de la 

digestion ainsi que de mettre en évidence la présence de microorganis- 

mes dans le rumen. La dégradation de la cellulose n'est pas le fait de 

sucs digestifs mais est due à l'activité cellulolytique de certaines 

espèce bactériennes, 

a) Description ---------- 

L'estomac des ruminants est composé de quatre poches bien dis- 

tinctes communiquant entre elles. Nous distinguons le réseau ou reti- 

culum, la panse ou rumen, le feuillet ou omasum et la caillette ou 

obomasum. 

Le rumen est la partie la plus vaste de l'estomac. En moyenne, il 

atteint une quinzaine de litres chez le mcuton. Chez le boeuf ce chiffre 

peut être multiplié par 20 et le rumen représente alors près de 1/7 du 

poids total. Cela explique l'importante quantité d'aliments et d'eau 

pouvant être absorbés par ces animaux. 

Les aliments ingérés sont mastiqués pendant un temps trés court 

puis façonnés par la salive en une "masse'' ou "bol1* (le poids moyen d'un 

bol est d'environ 100 g) . Celui-ci est alors mené jusqu'au rumen par de 



puissantes contractions pe'ristaltiques de l'oesophage. Arrivés A ce 

niveau, les aliments sont soumis à une intense fermentation pendant 

vingt-quatre heures environ. 

Intérieurement, le rumen est divisé en parties plus ou moins 

distinctes pzr plusieurs piliers musculaires. Au contraire de la face 

externe du rumen qui est lisse et blanchâtre, la face interne est 

couverte de protubérances en forme de papilles. Celles-ci sont de 

forme variable, de 1 à 10 mm de diamètre A 3 a 10 mm de longueur. 
Elles permettent d'augmenter la surface en contact avec le liquide de 

rumen et d'accroître ainsi les phénomènes d'absorption. 

La découverte de protozoaires par GRUBY et DELAFOND (34) en 1943, 

fut la première preuve de l'existence de microerganismes dans le rumen. 

VON TAPPEINER (1 884) montra que la dégradation de la cellulose dans 

l'estomac des rwninants était inhibée lorsqu'on y ajoutait des antisep- 

tiques. Les différentes tentatives d'isolement de bactéries restPrent 

longtenips vaines. Ce n'est qu'en 1948 que SIJPESTEIJN (79) isola les 

principales bactéries responsables de la cellulolyse. 

Depuis, de nombreux travaux ont permis d'établir un inventaire des 

différentes espèces bactériennes présentes dans le rumen ainsi que les 

relations existant entre ces microorganismes et l'animal hôte. 
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b) La Symbiose ---------- 

La présence de cette flore et faune dans l'estomac des ruminants 

et des non ruminants, fait intervenir la notion de Symbiose. Les rela- 

tions d'interdépendance entre l'animal hôte et les microorganismes ont 

été définies par HUNGATE (48). Avec lui, nous pouvons distinguer deux 

types de symbiose. 

La première est celle qui existe entre la population microbienne 

totale et l'hôte. La régulation des conditions écologiques nécessaires 

à la survie des microorganismes est-assurée uniquement par l'animal 

hôte. Ces conditions écologiques sont chez le bueif : 

- un ph voisin de 6,8. La régulation de l'acidité du rumen est 
assurée par le pouvoir tampon de la salive ainsi que par l'absorption 

au niveau de la paroi de la panse, des acides formés. 

- une atmosphère dépourvue d'oxygène. L'anaérobiose est préservée 

par les différents sphincters oesophagiens du larynx, du diaphragme et 

du cardia. 

- une température constante de 3g0 faisant intervenir la thermo- 

régulation de l'animal. 

Ces relations dtinterdépenciance nécessaires aussi bien A l'animal 

qu'aux microorganismes se poursuivent à un autre niveau. En effet, il 

faut aussi noter une symbiose entre les différentes espèces bactériennes. 

Certaines dépendent d'autres bactéries pour leurs nutriments primaires 

tels que sucres ou facteurs de croissance (vitamines, acides gras vola- 

tils.. .). 

cl La microbiolosie du rumen 

De nombreuses tentatives d'étude et d'isolement des microorganis- 

mes du rumen ont été réalisées. Ce n'est que vers 1950 que ces recherches 



ont été couronnées de succès. Devant l'ampleur de ce travail, il a fallu 

définir certains critères permettant d'établir l'appartenance d'une sou- 

che ou d'une espèce & la flore authentique et permanente du rumen. 

DOETSCH et ROBINSON (20) ont proposé les critères suivants : 

- Critére numérique : L'organisme isolé doit avoir une bonne crois- 
sance dans le rumen. 

- Critère écologique : Il faut vérifier s'il y a correspondance 
entre les exigences de l'organisme et les conditions de vie dans le 

rumen. 

. 
En observant au microscope une goutte de liquide de ru&en, nous 

apercevons une multitude de formes aussi bien chez les protozoaires, 

que chez les bactéries. Devant l'importance de cette faune et flore, 

nous nous limiterons à citer les grands groupes de microorganismes. Nous 

réserverons le chapitre suivant h l'étude plus approfondie des bactéries 

cellulolyt iques du rumen. 

1 . Les bactéries 
Au lieu d'une classification suivant le type morphologique des es- 

pèces, les bactéries du rumen ont été rmg0es suivant leur critère bio- 

chimique. 

L'alimentation des ruminants est essentiellement composée d'herbe, 

, de paille et de fourrage, Ces matières contiennent une forte proportion 

de cellulose, de l'amidon et peu de protéines. Au niveau des espaces 
'bactériennes nous retrouvons cette distribution. 

C'est ainsi que les bactéries cellulolytiques sont très nombreuses 

(environ 90 % de la population bactérienne), A côté de celles-ci, nous 

notons la présence de quelques souches amylolytiques (strep tococcus 

bovis BactéroTdes amylophilus, Bacterordes ruminicola, Selenomonas 
-9 

ruminant iwn.. .) et peu de bactéries protéolytiques. D' autres espèces 

utilisent les produits de dégradation libérés ainsi que les différents 



métabolites produits, Parmi celles-ci cifons : 

. les bactéries utilisant des sucres : Lactobacillus lactis, 
Lactobacillus brevis... 

. les bactéries utilisant les acides : genre Selenomonas 

. les bactéries lipolytiques : Anaerovibrio lipolytica 

. les bactéries methanogéniques : Methanobactérium ruminantiwn 
2. Les protozoaires 

La plupart des protozoaires du rumen sont ciliés. Cependant quel- 

ques espèces de petits flagellés sont régulièrement observées. 

On distingue deux grands groupes de ciliés : les Holotriches et 

les Entodiniomorphes. 

Parmi les Holotriches nous trouvons Isotricha prostoma et Dasy- 

tricha rwninantiwn. 

Les Entodiniomorphe peuvent être classés en quatre sous-groupes : 

. les Entodinium : Entodinium caudatum 

. les Diplodiniwn : Diplodinium neglectwn 

. les Epidinium : Epidinium ecaudatum 

. les Ophryoscolex 
Différents travaux (CLEVELAND 1926, AKKADA (1) 1963) montrèrent 

que certains Entodiniomorphes sont capables de digérer la cellulose. 

Cependant leur activité est pratiquement négligeable devant celle des 

bactéries cellulolytiques. De plus, les tentatives de culture des pro- 

tozoaires du rumen ont montré que leur taux de survie est pratiquement 

nul après 8 heures de culture "in vitro". De ce fait, nous nous limite- 

ront dans l'étude de l'activité cellulolytique du rumen à celle des 

bactéries dégradant la cellulose. 



II. LES BACTERIES CELLULOLYTIQUES 

a) Généralités ---------- 

Pendant de nombreuses années, la culture des bactéries cellulo- 

lytiques du rumen a été vouée à l'échec. Aucune formule de milieu de 

culture ne savait reproduire les conditions de celui-ci. Ce n 'est 

qu'après l'incorporation de liquide de rumen dans les milieux que l'on 

a pu les isoler. 

- .  

Les bactéries cellulolytique~ sont des bactéries anaérobies 

strictes, se développant à,un ph légèrement acide compris entre 5,5 et 

7 et à une température voisine de 3 g 0 .  Leur nombre varie entre 106 et 

8 10 par millilitre et ceci suivant les conditions utilisées pour le dé- 

nombrement. Elles montrent une vaste dispersion géographique (Europ6, 

Afrique du Sud, Etats unis) ainsi qu'une large possibilité d'adaptation 

à des espèces de ruminants et non ruminants (porc et lapin, HALL (35) 

1952) . 
Selon leur morphologie, elles sont class6es en deux grands 

groupes les formes bacillaires et les cocci. 

b) Les formes bacillaires ..................... 

Trois bactéries sont abondantes. Ce sont Bactéroides succinoge~es, 

Butyrivibrio fibrisolvens et Clostridium lochheadii. Les autres esphces 

sont plus rarement trouvées. 

- Bacteroides succinogenes 

Isolée en 7947 par HUNGATE (45), on la trouve en grande quantité 
8 dans le rumen (0,5. 10 bactéries par ml), 

C'est une cellule gram négatif de 0,3 à 0,4 /U de diamètre et de 
1 à 2 )1 de long. 



- Butyrivibrio fibrisolvens (WUNGATE (46) 1950, BRYANT et SMALL 

(10) 1956) 

La forme des cellules varie suivant l'espèce. Le diamètre est de 

0,4 à 0,8 p et la longueur est comprise entre 1,5 à 3 . k 
Les cellules sont gram négatif et possèdent un flagelle polaire 

mobile. 

- Clostridium lochheadt: 

Decouverte en 1957 par HUNGATÈ (47), la cellule végétative est 
1 

gram positif. Elle mesure 0,7 sur 7 p  tandis que la forme clostridiale 

de 1,2 à 1 , 7 p  sur 7 p  , et la spore 1 - 1.5 x 2 à 3 p  . Cette bactérie 
i 

attaque très rapidement la cellulose. 

- Clostridium longisporum HUNGATE (47) 1957 

Dorme des colonies colorées en orange. 

Les cellules végétatives, gram positif, sont très longues : 1~ x 7 

à 15 p . La forte clostridiale mesure de 2 21 3 \J de diamètre et les spores 

de 1 p x 3 A 6 p  . Les cellules possèdent des cils péritriches. 
- Cillobacteriun cellulosolvens BRYANT (1  1) 1958 

Ce batonnet, gram positif, possède des cils péritriches. 

Il produit de l'acide lactique. 

- Acetigenic rod 

Cellule incurvée digérant lentement mais complètement la cellulose. 

- Cellulomonos fini 

Isolé au Japon par HIGUCHI (41) en 1962. Ce microorganisme semble- 

rait jouer un rôle dans la digestion de la cellule. 



c) Les cocci cellulolytiques ......................... 

l Ces bactéries identifiées au microscope par HENNEBEXG en 1922 

constituent un très grand groupe : 84 % des bactéries cellulolytiques 

(KIST~\ER, 54, 1964). 

- Ruminococcus f lavef aciens SIJPESTEIJN (80 )  1 951 et HUfJGATE 

(47) 1957 

Ces cellules de 0,8 à 0,9p de diamètre forment de courtes chaî- 

nes et sont gram positif. Lorsqu'on les cultive sur un milieu cellulosé, 

il y a production d'un pigment jaune. 

- Rwninococcus albus HWGATE (47) 1957 

I Ces cellules produisent des colonies blanches. Elles sont isolées ! 
ou par 2. Leur taille est d'environ 0,8 à 2 y de diamètre. Leur colora- 
tion de gram est plutôt négative. 

Les Ruminococci sont tués par l'oxygène. La digestion de la 

cellulose est rapide avec la plupart des espèces cependarit avec certaines 

variétés, elle est parfois difficilement perceptible. 



Fermentation des substrats carbonés par les bactéries 

ce llulolytiques . D'après GIESECKE (28) 

+ : fermente le sucre 
1 - : ne fermente pas le sucre 



Besoins des différentes especes cellulolytiques. Deiprès GIESECKE.(28) 

Légende : E essentiel pour la croissance 

E + essentiel et stimule la croissance 

E - essentiel ou non 

+ stimule la croissance 

+ - stimule ou non la croissance 

- non nécessaire pour la croissance 



III. LES EXZYMES CYLLULOLYTIQUES 

a) Généralités ----------- 

En 1886, BARY nota que la moisissure Pcriza selerotiwn secré- 

tait des enzymes qui dissolvaient la cellulose. Deux ans plus tard, 

MARSHALL-WARD observe que le tissu macéré de la moisissure Botrytis 

a une forte activité de décomposition envers la cellulose. Cependant, 

ce n'est qu'en 1906 que SEILLIERE démontra une action lente du jus 

hépatopancréatique d'escargot sur la cellulose native et une action 

plus rapide sur la cellulose régenérée. 

Les principaux organismes producteurs d'enzymes cellulolytiques 

sont surtout des bactéries et des moisissures. Une partie de ceux-ci 

est répertoriee dans l'ouvrage de J.A. et M.M. GASCOIGNE (27). 

Le tableau 1 rassemble les principaux microorganismes cellulo- 

lytiques ; nous nous apercevons que la répartition de ceux-ci est très 

vaste dans le monde vivant. 

Les cellulases ou 8 - 1,4 - glucan 4 - glucanohydrolases 

(E. C. 3. 2. 1. 4.) produites par les microorganismes sont utilisées 

de 3 façons : 

1) Comme agents morphogéniques qui lysent les parois cellulo- 

siques des cellules : exemple : cellulases de plantes, de champignons. 

2) Comme agents' d'invasion : permettent la pénétration d'un 

microorganisme pathogène dans une plante hôte. 

3) Comme agents de digestion de la cellulose pour son utili- 

sation comme source de carbone. 



Basidiornycétes -------------- 

Irpex l a c t e u s  

Merulius lacrymans 

Polyporus v e r s i c o l o r  

Polyporus sulf'ureus 

Saprolegnia 

Mon sporulées ------------- 

C e l l v i b r i o  fu lvus  

Ruminococcus 

BacteroPder, 

Myxobactériales --------------- 

Sporocytophaga 

Cytophaga 

Tableau 1 

Ascomycètes ----------- 

Chaetorniwn globoswn 

Chaetorniwn i n d i c m  

Neuroçpora c rassa  

Chmpignons impar fa i t s  --------------------- 

Myrotheciwn v e r r u c a r i a  

Trichoderrna v i r i d e  

Aspergi l lus  n i g e r  

Sporulées --------- 

Actinornycétales ---_-l_______l_ 

Streptomyces 

Cellulomonas 

Micrornonospora 

Principaux microorganismes c e l l u l o l y t i q u e s  



b) Mécanisme d ' action des cellulases ................................. 

Ce n'est que depuis une vingtaine d'années que d'importants 

travaux sont poursuivis, surtout à l'étrsnoer, en vue d'élucider le 

mécanisme de la cellulolyse, Cependant, malgré les efforts fournis 

en ce sens, le processus reste encore pal connu, 

Trois grwds problèmes, dont m. seul est actuellement résolu 

dominent l'ensemble des recherches : 

- Théorie oxydative ou hydrolytique de la dégradation de la 
cellulose, 

- Multiplicite ou unicité enzymatique, 

- Attaque de la cellulose en bout de chaînes ou au "has~rd". 

Théorie oxydative ou hydrolytique 

Alors qu'm début de l'étude de l'action des cellulases on 

interprétait leur action comme une dégradation oxydative, il est 

maintena-qt prouvé que nous avons à faire à une hydrolyse de la cel- 

lülose. VOODIQIN et STUART démontrèrent la présence de glucose après 

dégradation. 

2. Multiplicite ou unicité enzjmatique 

Les Gtudes de Myrothecium verrucaria effectuées par WHITAKER 

et coll. (90, 91) sont A l'origine d'une vive controverse quant au 

mécanisme de l'attaque cellulolytique et au nombre des enzymes impli- 

qués dans la dégradation. Ils réussissent en effet, à isoler une 

enzyme unique qui s'est revélée homogène par électrophorèse et ultra- 

filtration et suggèrent l'hypothèse d'une cellulnse unique, responsable 



de l'hydrolyse des substrats cellulosiques. 

I Cette théorie de l'unicité des cellulases s'oppose aux résul- 

tats de nombreux travaux qui ont abouti à vérifier la présence de plu- 

sieurs cellulases dans les filtrats de culture de ce même Myrotheciwn 

verrucaria. Les auteurs ont alors suggéré que cette apparente multipli- 

cite des cellulases serait da, en réalité à une formation de complexes 

entre l'enzyme uriique et plusieurs polysaccharides différents. 

Néanmoins, la pluralite des'cellulases semble être, à l'heure 

actuelle bien établie. REESE (74) se base sur le fait que les possibi- 

lités d'hydrolyse par les microorganismes, de celluloses modifiées 

solubles (exemple : carbxymethyl cellulose) sont plus étendues que . 

lors de la dégradation de la cellulose native, corme le coton, pour 

admettre l'existence de plusieurs enzymes impliquées dans la cellulo- 

lyse cornTe 1 ' indique la figure 1 . 

Sans adopter une telle multiplicite, la plupart des chercheurs 

admettent XJ moins la présence de deux enzymes. Selon SELSY (77) il y 

aurait : 

- une enzyme A,  labile, nécessaire à la dégradation du coton 

absorbé fortement par celui-ci mais désorbé par les alcalis ou une 

solution d'un dérivé cellulosique. 

- une enzyme B stable agissant sur les dérivés de la cellulose 
et ne dkgradant le coton que de fa~on limitée. MERLE (66) de son côte 

l propose le schéma suivant : I 
Cellulose F Cellulose El Cellulose de E2 Esp5ces 
native Hydratée ' basse masse ' solubles 

- 
th! rir 100 O00 



Cel lu lose  n a t i v e  

Cel lu lose  modifiée : 

longues chaînes de 

1-4 anhydro D - glucose . l 
I Cx probablement 

Cel lu loses  cx 4 mtl l t i enzpa t ique  
) Cellobiose 

Dégradées 

glucose 

p. glucosidase 

- - 
c e l l o b i a ç e  

F icure  1 : ?!!tca~isnie de d é g r a d a t i o ~  d e  l a  c e l l u l o s e .  

D'aprPs REEÇE (74) 

Réac' L I O ~  ' 

e x o c e l l u l a i r e  

Réaction 

Endocellul a i r e  



F : serait un facteur de gonflement de la cellulose et provo- 

querait la désorganisation des zones cristallines 

El : transformerait la cellulose haute masse en cellulose basse , 

masse. El serait analogue au facteur Cl de REESE 

E2 : cette enzyme modifie les celluloses basses masses en 

espèces solubles 

Eg : transforme les espèces solubles en glucose 

Les nombreux mécanismes de dégradation de la cellulose proposés i 
par les auteurs montrent bien la complexité de ce sujet et les données 

actuelles du problème n'ont pas varié malgré les études plus poussées 

entreprises. 

3, Attaque de la cellulose en bout de chaîne ou au hasard 

Certains auteurs admettent une attaque de la cellulose en bout 

des chaînes moléculaires avec libération des cellobioses, tandis que 

WHITAKER (90) travaillant sur des cellodextrines conclut à une coupure 

au hasard le long de la chahe. 

D'autres auteurs comme SELSY (77) penchent pour une solution 

moyenne, les deux modes d'attaque ayant: lieu simultanément en des 

régions très localisées. 1 

D'autre part, le mode de coupure des molécules de cellulose est 

également sujet A controverses : selon A. S. PERLIN certaines endo-glu- 

cosanases ne sont pas spécifiques de la liaison P 1->4 mais du groupe- I 
ment réducteur libéré, ce qu'il a pu montrer en utilisant différents 

substrats possédant en particulier des liaisons 1->3 et k p 1->il 
alternées, 1 

Ainsi ces divers problèmes restent très controversés et sont 

eneore mal connus, 



c) Importance industrielle des cellulases ...................................... 

Les recherches fondamentales entreprises sur les cellulases ont 

permis l'application de certains résultats A des domaines divers tels 

que la physiologie végétale, l'agronomie, la pharmacie et les industries 

de fermentation, d'alimentation, des textiles, du papier, etc.,. 

Nous pouvons distinguer deux aspects dans la recherche appliquée 

sur la dégradation biologique de la cellulose : 

1 ) la préservation des matékiaux cellulosiques 

2) utilisation en tant que source d'énergie 

1, Préservation des matériaux cellulosiques 

Chaque année, des pertes importantes, dues aux microorganismes 

cellulolytiques sont constatées, aussi bien sur la plante elle-même, 

que sur les matériaux cellulosiques commerciaux, tels que le bois de 

construction, le papier ou les textiles, Pour lutter contre cette des- 

truction, différentes méthodes sont utilisées : 

- Modification de la molicule de cellulose 

Divers procédés préconisent d'enduire les matériaux cellulosi- 

ques d'une couche de cire, d'huile ou de gomme afin d'en retarder l'at- 

taque biologique, Les peintures et les vernis ne peuvent être considérés 

comme protecteurs que s'ils contiennent des agents toxiques. 

- Agents toxiques 

Une liste très longue de composés considérés comme inhibiteurs 

des cellulases a été établie, Cependant, le choix des inhibiteurs reste 

encore empirique car il dépend du substrat et de l'état dans lequel il 

se trouve . 



2. Utilisation des cellulases comme source d'énergie 

Le Japon est un important producteur de cellulases. Celles-ci 

servent à différentes applications comme la "saccharification des dé- 

chets cellulosiques, la dégradation des aliments crus, l'alimentation 

aussi animale qu'humaine. 

- "Saccharification" des déchets cellulosiques 

Ce terme impopre est surtout utilisé en industrie, Il repré- 

sente la transformation des résidus-cellulosiques en produits solubles 

(cellobiose , glucose.. . ) . 

La fermentation des substances naturelles, dans le but d'obtenir 

des solutions sucrées, des solvants, des antibiotiques ou même certains 

gaz, est trés répandue. Les déchets de bois et résiclus agricoles (pail- 

les, cosses d'arachides, rafles de ma~s, . .) pourraient être "sacchari- 

fiés" . 
La saccharification par les acides conccntrés exigeant une trop 

grande dépense d'énergie et posant des problèmes techniques, ne peut 

entrer en conpétition avec la dégradation par les cellulases. A u x  Etats- 

Unis, les déchets cellulosiques (journaux) sont convertis en glucose 

selon le schéma représenté par la figure2 

Cependant plusieurs difficultés apparaissent : 

- lors de l'hydrolyse de la cellulose, le glucose libéré est un 
facteur limitant et freine une dégradation poussée, Par ailleurs, une 

grande partie du glucose libéré est consommé par le mycelium pour assu- 

rer ses besoins en carbone. 

- de plus, certains déchets tels que la sciure et les cosses de 
riz sont très peu dégradées. Aussi faut-il parfois associer un traitement 

préalable aux acides et aux alcalis. 



r és  

1 àvage 

broyage 

glucose proteines ethanol residus res idus 

sol ides 

Fig.2: Conversion des d é c h e t s  c e l l u l o s i q u e s  en g lucose  p a r  les  c e l l u l a s e s  

de Trichoderrna v i r i d e .  D1aprPs Chernical e t  Engineer ing Xews.  

Mai 1974. 



Corne l'attaque de la celluloçe pûr les cellulases est peu 

significative, l'zttaque directe par les nicroorganisrnes est plus géné- 

rz.lem~~t envisagée. Le myce3iun récolté peut être utilisé comxte complé- 

ment dans la nourriture de la volaille, tandis que les solutions sucrées 

provenant de la saccharification servent de milieu de culture pour les 

levures, 

- Dégradation des aliments crus 

Les enzymes purifiés agissent sur toute sorte de plante en 

détruisant les parois cellulaires, .provoquant ainsi un ramollissement 

permettant : 

. la préparation de protoplastes pouvant ainsi permettre la 
fisior, de 2 plantes différentes incapables de s'hybridernaturellenent. 

. un accroissement du taux d'extraction de certaines subçtan- 
ces conm les protéines, l'anidon, les médicaments, les huiles, les jus 

de fruits et l'agar-agar à partir des algues. 

. une mise en conserve des carottes 

. un épluchase enzymatique des oranges 
- Les cellülases dans la digestion animale et humaine 

L'inclusion de cellulases dans la nourriture des volailles et 

des souris, donne un accroissement marqué du poids et une meilleure uti- 

lisation de la cellulose. 

D'autre part, les cellulases digèrent la paroi des levures qui 

sont ensuite assimilées par les animaux. 

De même chez l'homme des cellulases sous forme de plaquettes sont 

administrées dans les cas d'insuffisance pancréatique. 
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IV. L 'ACTIVITE CELLULOLYTIQUE 'IN VITRO" DU ZWEN 

Itous avons vu précédemment que les aliments et en particulier la 

cellulose étaient dégradés par les bactéries du rwr,en. Cette dégradation 

est très intense. 
6' 

Plusieurs auteurs ont essayé d'étudier l'activité cellulolytique 

"in vitro". HALLZELL (37) en 1957, -entreprit de déterminer les condi- 

tions optimales pour doser de façon correcte et reproductible llhydro- 

lyse de la cellulose par les microorganismes du rumen. 

Les résultats obtenus varient suivant la technique utilisée par les 

auteurs. De ce fait, nous décrivons notre méthode d'étude de l'activité 

cellulolytique avant de commenter les différents facteurs l'influençant. 

A. HATERICL ET 1;ETHODES 
--c----------------- 

1) L e  prélèvement du liquide du rumen 

Différentes méthodes ont été proposées pour prélever du liquide de 

rumen. Celui-ci est recueilli soit à partir S'animaux vivarits (utilisation 

de fistule ou sonde stomacale) soit à partir d'animaux tués. 

Nos prélèvements ont été effectués aux abattoirs de la ville de 

Lille. Nous avons travaillé sur le rumen de boeuf ou de vache et nous 

avons opéré de la façon suivante : 

L'animal est tué puis dépecé. L'appareil digestif est mené par un 

tapis roulant jusqu'à une salle appelée llcochell. Là, le rwnen est vidé du 

liquide et des débrits végétaux puis nettoyé. C'est A ce moment que nous -- - 
effectuons les prélèvements. 



Avant toute prise de liquide de rumen, nous devons nous assurer 

de deux choses. La première est que le rumen ne soit pas perforé par 

un coup de couteau lors du dépeçage. Ceci doit être observé avec soin. 

En effet, si l'anaérobiose n'est pas conservée dans le rumen, les bac- 

téries cellulolytiques sont tuées par l'oxygène de l'air. La seconde 

précaution concerne le contenu de la panse. En général, les animaux ne 
" 

sont pas alimentés en eau et nourriture pendant les heures précédant 

l'abattage. De ce fait, la phase liquide du rumen (80 à 90 % du contenu 

d'une panse en temps normal) risque d'être trop peu abondante et ainsi 

de ne pas  permettre.^ prélèvement çuffisant. Cela est vérifié en tâtant 

le rumen. 

Quand ces deux conditions sont remplies, la paroi du rumen est 

entaillée sur une longueur de 4 à 5 centimètres. L'ouverture d'un bocal 

de conserve (1,5 à 2 litres), rempli de gaz carbonique, est placée contre 

l'entaille de manière recueillir le liquide et les débris végétaux. 

Une fois rempli, le bocal est rapidement fermé. 

Le prélèvement doit être effectué rapidement et en une seule opé- 

ration de façon à éviter le pluç possible tout contact avec l'axygéne de 

l'air. De plus, il est préférable de ne faire qu'un seul prélèvement par 

panse. 

Cette technique utilisée pour recueillir le liquide de rumen pose 

le probléme du site de l'échantillonnage. En effet, le rumen est partiel- 

lement cloisonné par des piliers musculaires. Ainsi le brassage interne 

des aliments ne permet pas d'avoir un contenu parfaitement homogène. A 

ce propos HUNGATE (48) note que "le mélange da aux contractions du rumen 

est insuffisant pour contrarier les facteurs responsables de la stratifi- 

cation des ingesta et deç différences mesurables dans les contenus de 

rumen prélevés à divers emplacements ont été démontrées". Cependant, 

avant tous nos prélèvements, le rumen est agité plusieurs fois. Nous 

pouvons espérer ainsi une homogénéisation suffisante de son contenu et 

obtenir ainsi des échantillons représentatifs de la flore du rumen. 



Par rapport au prélèvement sur &nimal vivant, cette technique 

n'offre pas les m&mes avantages. Par f istulation ou. fubage stomacal, 

il est possible d'opérer sur le même animal sans préjudice pour son 

équilibre physiologique. De plus, il est possible de modifier son 

alimentation ainsi que de l'abreuver avant les prélèvements ; la 

nature des aliments joue un rôle important sur l'évolution des flores 

dans le rumen. Autre avantage de la sonde stomacale, il est possible 

d'effectuer d.e nombreux prélèvements journaliers ou hebdomadaires de 

liquide de rumen, Aux abattoirs, par contre, deux jours par semaine 

sont réservés à l'abattage des bovins. 

Malgré ces désavantages, la technique de prélèvement sur animal 

tué nous a permis d'étudier dans de bonnes conditions l'activité cel- 

lulolytique "in vitro" du m e n .  

2) Dosage de l'activité cellulolytFque 

a - Principe -------- 

Le liquide de runen est filtré à l'abri de l'air sur six 

épaisseurs de gaze chirurgicale de façon à éliminer les plus grosses 

pa.rticules d'ingesta, 

50 milligrammes de poudre de cellvlose sont introduits dans 

un tube de 750 x 15 m fermant hermétiquement. On y ajoute 5 ml d9ut;c 

solution tampon de bicarbonate de sodium et de sels, saturoe en CO*, 

Avant et après addition de ce tm.pon, on purge le tube d'air par un 

faible couraat de gaz carbonique pendmt une dizaine de secondes de 

façon à assurer une m.aSrobiose la plus totale possible, On ensemence 

alors par 2 ml du filtrat de liquiOe de rumen. L'incubation se fait à 

3q0 pendant 48 heures. 

b - Dosage de la cellulose résiduelle ................................. 

Du fait de l'insolubilité de la cellulose dans les milieux 



aqueux, le dosage de la cellulose est assez délicat. Plusieurs auteurs 

ont essayé de mettre au point une technique permettant d'obtenir des 

resultats cohérents et re?roductibles. 

B3!-!3.R e? SGi>:ID (3) proposent de suivre la dégradation bac- 

térienne de la cellulose par la production de CO2 dans les cultures. 

Ces auteurs réussissent A établir m e  bonne corrélation entre ces deux 

paramètres. D'autres mbthodes se basent sur la solubilité de la cellulo- 

se dans différents solvants : EDVARDS (23) propose le mélange tri- 

éthylène-glycol-IICL. Cette réaction s'effectue i 121° SOUTHGATE (84) 

VAN SOEST (87) utilisent de l'acide sulfurique 12 N 2i 140° pendant 

10 minutes. MORRISON (65) préconise le mélange de bromure daacétyl 

dans l'acide acétique. 

Les méthodes chimiques dosant les sucres réducteurs ou les 

sucres totüux solubles ne peuvent être appliquées lors de l'étude de 

l'activité cellulolytique des bactéries di-I rw;l.en. En effet, les pro- 

duits de dégradation de la cellulose sont aussitôt utilisés par les 

microorganismes. 

Le dosage de la cellulose se fait le plus courament par 

gravimétrie. ?lusieiars techniques ont été proposées. Parmi leur nor?.bre, 

deux se sont im~osées à notre choix par leur simplici?é et leur rela- 

tive précision. Ce sont celles de CITfiPFTON et FIAYIJARD (18) et HRLLI>!ELL 

(37) 

- Méthode de CEAMPTON et MAYNARD 

A une quantité de cellulose comprise entre 10 et 30 mg, on 

ajoute 5 ml d'acide acétique et 0,5 ml d'acide nitrique. Le mélange 

est mit à bouillir à reflux pendant 20 minutes. Après refroidissement, 

on ajoute 5 ml d'éthanol et on centrifuge 10 minutes à 3 000 g. Le 

culot est lavé par 5 ml de benzène chaud et on centrifuge à nouveau. 

Après un nouveau lavage par de l'éthanol absolu et chaud, le résidu est 

mis à sécher 3 100° pendant 24 heures puis pesé. 



Cette mSthode tres simple et donnant de bons résultats est cepen- 

dant assez lonpe de réalisation et ne permet le dosage que de faibles 

quantités de cellulose, 

- Méthode d ' HALLKWELL 

flous avons utilisé cette "eh:iiqu.e pour doser le pouvoir cellulo- 

lytique des bactéries du rurnen, Après incubation, nous dosons la cellulose 

résiduelle de la façon suivmte : 

.Le contenu der tubes à essais, c'est-à-dire cellulose, tampon, bac- 

teries est filtr6 sur verre fritté no 3 (taille dos pores : de 15 à 40 Y ) *  
Le rS-,id.d est lzvé successive;nc::t par 5 ml d'àciùe chl-orhydrique 3,8 N, 

5 ml d'wmoniaq-de 0,7 X, 5 rcl ùc Teepol XL 1 P .  3n Irmsge pzr  20 ml C'eau 

distillée est effectué entre chaque solvsnt. Lc résidü est alors séché A 

10O0 pendant une nirit puis pesé. 

Cette techniq~e est trds rapide car elle nCcesçite que peu de ma- 

~ipulotion, Ellc Fermet ainsi de r4aliser en série un grand nombre de 

dosases. De plus, l'erreur de mesure cormise ne dépasse pas 5 7:. Les cau- 

ses d'erreur sont essentiellement dues aux pesées car des tubes contenant 

la cellulose et le lmpon sauf les microorganismes ne montrent aEcune 

perte de poids en cellulose ct ceci même aprPs 7 jours d'incubation 2i 3 7 O .  

De plus, en opérant dans les conditions sinrilaires que ci-dessus, aucune 

croissance microbienne n'a pu être révélée par coloration de Gran. 

3) Les substrats cellul.oçiqueç 

Lii cellulose, substance blanche, fibreuse  es^ une rnacroi;!olécule non 

ranifiée dont les cléments sont des résidus de R. D. glucopyronoçe 

CH? Clil 

B - D glucopyranose = glucose 

OH 

3 



Il y a é l imina t ion  d'une molécule d 'eau e n t r e  un groupernent 

hydroxyle semi-acetalique du carbone 1 e t  un groupement hydroxyle 

a lcool ique  por t6  par  1.e carbone 4. L a  c e l l u l e  est donc un poly (1 4 4 )  

4 - D glucopyranose, de forne  brute  (cg Hl0 C l 5 )  . Le degré de polymé- 

r i s a t i o n  e s t  en  moyenne v o i s i n  de 3 000. L'étude aux rayons X a  montré 

que l a  c e l l u l o s e  posçPde une s t r u c t u r e  c rks ta l l i . ne  dont l e s  ma i l l e s  

son t  cons t i t a6es  pa r  des groupes ce l lobiose .  

L a  c e l l u l o s e  n ' e s t  jamais obtenue pure,  e l l e  con t i en t  tou jours  

de l a  l i s n i n e .  On i ' a p p e l l e d  c e l l u l o s e ,  inso lub le  dans l e s  a l c a l i s  a 
8 %. Des procédés de p u r i f i c a t i o n  ont permis d 'ob ten i r  deux autres 

formes : 12 p e t  8 c e i l u l o s e .  La p c c l i u l o s e  e s t  so luble  dans l e s  alca-  

l i s  mais p r é c i p i t e  l o r s  d'u-ne a c i d i f l c a t i a n .  Son degré de polymérisation 

e s t  d 'environ 200. C ' e s t  donc une c e l l u l o s e  dégradée de même que l a  

forme 8 qu.i e s t  essent ie l lement  i~is ' :émicel lulosc de degré de polyméri- 

s a t i o n  v o i s i n  de IO. E l l e  e s t  so luble  l o r s  de l ' a c i d i f i c a t i o n .  

Les études de l ' a c t i v i t é  c e l l u l o l y t i q u e  des microorg,mismes 

du rumen ont  montré des d i f fé rences  su ivan t  l a  n a t u r e  du s u b s t r a t  

c e l l u l o s j  que. 

DifFérentes formes de c e l l u l o s e  ont donc été u t i l i s é e s .  C e  

son t  : 

- l a  poudre de c e l l u l o s e  Whatman CC 31 sans  cendre pour 

chromatographie 

- l a  c e l l u l o s e  p r é c i p i t é e  

- l e s  f i b r e s  de coton t r a i t é e s  ou non 

- l ' hydroce l lu lose  

- pap ie r  f i l t r e  Whatman no 3 moulu 

- l a  cel lophane 

C e s  s u b s t r a t s  ont  é t é  prépareç se lon les techniques de HLCSSATE 

1942 (441, 1950 (45) et  SUGDEN 1953 (86). 



La c e l l u l o s e  p r é c i p i t é e  est obtenue à p a r t i r  de poudre de ce l -  

l u l o s e  t r a i t é e  par  H3W4 à 90 X ,  2 heures à 4O pu i s  l avée  e t  sechi-e. 

. Les f i b r e s  de coton ont  é t é  p u r i f i é e s  de l a  façon suivante  : 

e x t r a c t i o n  au Soxhlet par  de l ' e t h a o l  absolu pendant 8 heures,  p u i s  

pa r  N a 0 8  1 % sous atrnoçphSre d 'azote  (8 heures) .  Après lavage par  de  

l ' e a u  chaude pu i s  f r o i d e  e t  d e  l ' a c i d e  acé t ique  1 î:, l e  r é s i d u  e s t  cécho 

à l ' a i r .  

. A p a r t i r  des f i b r e s  de coton pur i f iGes ,  on prépare  d'hydrocel- 

l u lose .  Pour c e l a ,  l e s  f i 3 r e s  sont  trempées dails NC1 11 N (75 volumes) 

pendCant 42 heures A 20°. Après ce t r a i t ement ,  e l l e s  son t  lavées ,  f i l t r é e s  

s u r  v e r r e  E r i t t é  no 3 e t  s6chées. 

L a  cel lophane,  dér ivé  i n d u s t r i e l  de l a  c e l l u l o s e  sous forme de 

xanthate ,  e s t  refidue dans l e  co;n,mrce. 

Nous nous sommes appliqüés à déterminer l e s  p a r a ~ é t r ê s  influen- 

çant l ' a c t i v i t é  c e l l u l o l y t i q u e  de l a  microflore du r m e n ,  

Nous avons é t u d i é  l a  c e l l u l o l y s e  en fonct ion  de l a  concentra t lon  

en s u b s t r a t  a i n s i  cjué de s a  na tu re ,  du t,mpon, du volume dtençemeiicement 

e t  du temps d ' incubation.  

L a  dégradation de l a  c e l l u l o s e  e s t  exprimée en pourcentage d'hy- 

d ro lyse  ( c e l l u l o l y s e )  c 'est-à-dire l a  d i f f é rence  d e  poids e n t r e  l a  

c e l l u l o s e  i n i t i a l e  e t  l a  c e l l u l o s e  r é s i d u e l l e ,  mul t ip l i ée  p a r  un cer-  

t a i n  f a c t e u r  pour o b t e n i r  un r é s u l t a t  en pourcentage. 



- Concentration en c e l l u l o s e  

Différents essais ont :>t? r é a l i s é s  en f a i s a n t  c r o î t r e  l a  concen- 

t s a t i o n  ei? poudre de c e l l u l o s e  Vhatrnan. La  f i g u r e  (2 )  rcprbsentc  l e s  l 

r é s u l t a t s  obter:us. I 
Poilr dc faibles concentra t ions  en cel lulor ,e  20 e t  40 mg, l e  

pourcentage dc d$cjr%dztion e s t  t r l s  élevC-, rcspective;nent 6e l f o r d ? c  1 
de 1û0 % et 53 ;:. Ensuite, la courbt. d - c r o i t  6.' f açon  exponen t i e l l e  l 
pour a t t e i n d r e  u?t palier de 20 :<: ?.e c c l l u l o l j c e  pour des conccntra- 1 

I 
t i o n s  su-périeures 350 ng de c e l l u l o s e  e t  c e c i  apr&s 48 h dfincub;.=- l 

L e s  cxpérie~ccs sü ivan tes  seroc: réal is6cs  avec 100 n g  de 

celI.ulosc . 
- Nature de l a  c e l l ü l o s e  

S-~ l iv~r i t  l a  r>tiz:.c de l;i zcllalcr ,e,  l e  poilrce.ntayr d 'hydralyse 

du s u b s t r a t  pzr  l e s  bactiries celiulaljti<u~s du rxr.en varie. 

L e  tableau ( 2 )  rssume l e s  différents r é s u l t a t s  obtcn!xç après  

48 h d ' incubat ion  à 3 9 O .  

Çubs trai:  
c ~ l l u l o s i q u e  

F ib res  de coton non t r a i t é e s  

Fibre5  ciz coton trait&:? 

Poudre de cel luloçe 

l a p i e r  f i l t r c s  Whatmafi 

Hydrocellulose 

Cellophane 

:i de 
c e l l u l o l y s e  l 

Ta53 ca:x (2) : Var ia t ion  de l ' xc? :v lt  l- çeIli1lo3 y tiqiüe cin fonct.ion 





L e  p o i ~ r c e n t a g ~  de cellia.lol yse est fonc t ion  du dcgi.6 de pulynéri-  

ça t ion  d e  l a  ce l lu lose .  h'ous avans vu que l a  cel lulos 'c  est un coinposO 

de l a  forrre (cg Plus  l a  longueur de l a  chaîne ougnente, p l u s  

l e s  enchaînements de rés idus  de ce l lob iose  forvarit l a  m a i l l e  de l a  ce l -  

l u l o s e  ont tendance à s ' a s s o c i e r  par  des l j a i s o n s  du type h y d r o g t ~ e  e t  

' J m  d e r  Wa~lls in tc rcn t6na i res .  D e  ce  f a i t ,  l e s  l iaksons  covaI.ente5 de 

l a  molCcuLe ne sonr p lus  access ib les  aux enzymes e t  molfcules d 'eau 

capaùl-e dc l e s  couper. 

Ainsi ,  plus l a  c e l l u l o s e  est désrzdee e t  hydratCc, (seme c a r -  

boxyniéthyl c e l l u l o s e ,  hydroxy ethyl cel lu lose . .  .) p l u s  l e  poi~rcer.tage de 

c e l l u l o l y ç e  s e r a  élevé. A l ' i n v e r s e ,  une c e l l u l o s e  faiblement oz non 

hydratee s e r a  beaucvoup p lus  d i f f ic i lement  dbgradée ,  C 'es t  l e  cas d e s  
- f i b r e s  de coton, s z p l e r  f i l t r e ,  t~ : r e  ces extr$:nci, une cr- l luloçe pc:: 

dGgrad0e mis foriere:it  h;drsi ée exemple : c e l l u l o s e  p r k c i p i t é e ,  c e l -  

lophane., . , s e r 2  rnoyec::exent hydrolysée. 

D e  p lus ,  une c e l l u l o s e  ser- p lus  ou imins  dOcjrs3d6r suivant l a  

su r face  cil ccntact  avc:c les  e:l:<y,i..ss, KIT;G 1 5 ~ )  a ?;or.it& q7:e po>-i;-cen- 
\ / 

. , .  tar;c de d?gr.~. l~: ic !~ e-;",~e fc::ctioyl l;nc:::-<re 12 s:iyfzce 2- coi.- t ect 

de l a  c e l l u l o s e .  C ' e s t  a i c s i  qu'une poudre de c e l i u l o s e  de trss f a i b l e  
. . ç r z n u l o ~ c e t r i e  sera p l u s  foxxte:nei.t désrac!éc que du p a p i e r  f i l t r e  C O I I ~ S  

en p e t i t s  morceaux bien que l n  ~ a t u r c  de l a  c c l l u l o ~ e  s o i t  iclentique. 

2)  In f?  üencc ' &LI T a ~ p o n  

La s o l u t i o n  taxpon joue un r ô l e  important dans l ' é t u d e  de l 'ac- 

t i v i t é  c e l l u l o l y t i q i ~ c  des bzc t f r i e s  du rurnen. En e f f e t ,  e l l e  d o i t  l e  

plus p o s s i b l e  r éc r6e r  l e s  condi t ions  du ruinen ( p ~ ,  é q u i l i b r e  ioni-e.. .) 

?Tous rf ss~nlirotls lez + ~.a~.;::ux de W.\frLl?,:ZbL (37, 3 2 )  c=oncc:-.r-s:?t l a  

composi t ic :~  e t  nous étudierocs son inf luence  sur  l a  ce l lu lo lyçe .  



- .  Proposé p a r  ELCI??: (2.4) en 1139, 12, ccrn,-,csr;tzori du T;+:pon a éti. 

re-me par i3ALiI;'SLL CI 1057. Exle c s t  l a  siriv3r;te : 

On f a i t  barboter  GIA gaz carbr>niqi;e jusqu 'à  cornplGte d i ç p a r i t l o i z  

d'ira précipi:& de phocp2ate de cai.ciuni d l  ca lc ique  Cd!P04, so lzb le  dans 

une eau c;atvrt?e en CO2. Le pII d e  ce tampon e s t  a l o r s  de  0,8, pH uzelo- 

sue c e l u i  du l i q u i d e  d e  r uwz .  

- 1r:f luence des coas t i t u w ~ t s  cle c e  t a ~ - o n  

Les tsx?atu: de iiAI,UI$DLT, cint ::;nntrti. l'effe? b&l:Sfj.gue ou fi:21f:ri- 

Gue de  c e r t z i z s  ions de  l a  s o l u t i o n  ta.~po-c sur  l a  ce l7u lo lyse  des bac- 

t é r i e s  du rxnea. 

L e  tableau 3 r 6 s u q e  l e s  dj.fc5re:its r é s u l t a t s .  hlouç nous aperce- 

vons que l e  s u l f a t e  de magnésium et  l e  phosphate d'a;nrnosium d i  m o n i -  

que sont  e s s e n t i e l s  pour l ' a c t i v i t 6  ce l lu lo1yt ;qut .  D e  mSme, l e  bicar- 

bonate de sodium e t  1.e CO2 ne peuvent ê t r e  r e ~ p l a c é s  par LUI mélange 

de KH2P04 c idaGR + azote à pK 6 ' 8 ,  C r r t s i n s  s e l s  ( K C ~  e t  cac12) s e m -  

b l e n t  n 'avoi r  aucune in f luence  sur  l a  c e l l u l o l y s e .  

Cependant en m u l t i p l i a n t  pa r  20 l a  concentra t ion  du ch lo ru re  d e  
C+ calcium, l ' a c t i v i t é  c e l l u l o l y t i q u e  est inhiSSe. L e s  ions C a  à f o r t e  

concentra t ion  c h e l a t e r a i e n t  l e s  enzymes m-tiques mais i nh ibe ra ien t  

a u s s i  l e s  bsr t t ' r ies .  



Tableau 3 EFFET DE I,A COMTOSITIC;? DU Tt'iPFOT.1 SICARBOXfiTE - CO2 - 
SELS S t R  LA CELLULOLYSE DES Bkr3TERIES DU RIJtEM. 

D ' AFRY S !II:.LL IWELL 

Uolubilisation de 
la cellulose 

Témoin : N 3 9 C 3 3  - CO3 + KCl 4. - 

i D!pP04 + KgS04 + ( i : ! ~ ~ ) ~  BT04 

Ténoin sôns KC1 

Témoin sans ( K H ~ ) ~  HPC4 

Témoin sans i-:gSOo 

NaHC03 t- M$S04 -t. (RH&)? . - IIP04 

P?dfC03 4- tfgS04 

NaGfi + Ki12P04 + azote  rcmpl?çent : 

rrd1vo3 - CO:, 

Témoin + NâpS 0,03 % concentration f i n a l e  

Témoin i- CarJ12 co:lceiltratio:; x 30 

Ténoin + 0,013 M acide' acétique 
con cent ratio^^ finale pH 6,8 

- I.léthode de dosage de la solubiliçation de la cellulose 

- 50 mg de poudre de cellulose 
- 7 ml de Tmpon 

- 1 ml de liquide de rumen filtré 

Incubation à 3 9 O  pendant 40 h 

Dosage de la cellulose solubilisée par gravimétrie 



L'addi t ion  d'un a g e n t  r é d u c t e u r ~ c o ~ r ~ ~ ! r  l e  s u l f u r e  de sodivln 

n ' e s t  pas indispensable du niornent que l a  s o l u t i o n  tmiipor: soit 

sa tu r6e  en COs. 

Nous avons é t u d i e  7 3  v a r i a t i o n  de l ' z c t i v i t t  r e l l u l . ~ l y t i q u e  

des bacteries din ruinen en Jor1ctio.2 d u  -~o?u%r de T s n p o i  Kc-<iiQ3 - 5ei.r: - 
Ca3. L a  c o ~ c e n t r a t i o n  t n  c e l l ~ l o ç e  es+  d e  :CO 2 2  p u r  ?:-i~be. LC volume 

dtensc--1e2cencnt es t  de  i? cl de l iqu"_de de rz.:*cc:.-r! f rn l cheaes t  pr6lev6. 

Le poufcent age de d Z : ~ r a d a t  i on  de l a  cellulose c ro i t  cri fcnc: ion  

du v o l m e  de  Taxyon a jout6  e t  cec i  J u s ~ u ' ~  5 m l .  Pour c e t t e  quan t i t é ,  

neus airors l e  rn~xj .~ ;~?!  d e  c c l l u l o l y i e  ( 7 2  91) fic. ( 3 ) .  Passe ce volume, 

l e  talai: d 'hydrolyse c k ~ t e  ? -6s rrpic?i:i:cnt pour êt  m'e p r a t  S.qu.i,-;i.rnt nt11 

lorsque  l a  c o n c e n t r a t i o l :  es1 T?,nipor! e s t  de 20 ml,, C e  r b s u l t s t  peut: 

s ' exp l iquer  par l e  ph6i."ri-'ir:e de ll<iil~r.t ion". Si: eYfct, l a  cii.tlir'osc- inso.- 

l u b l e  se dépose daris Le E3c6 du tube ,  tx1di.s Gue l e s  2 m l  de 1.j.c.uide 

2e rwnen sont  d i l u e s  dans le tanpoy. De  plus,  l e  rapi :or t  6er; v o l u r c j  

eitc.crrer).cer:f.YC t.3;;'p~)n p p ~ i  .:v-:7pr cc.r:.3j.r;:: ici.?, ~3.qrln 1-e C:+.+ 

pr4crde~u; i ; i z t? ,  2 Stre 6-s Iy!?ibite;.:-s d c  l a  ce:lt~lo].l-sc. 

Nous you7.ranc ro ter  un f a i b i e  pcurcent-le dc dPgrà2ztion l o r s  

de l ' abscencc  ou ta~por. Les bac te r i e s  ét,-int en coctzc t  d i r e c t  avec f a  

c e l l u l o s e  peuvez~t l a  dégr arler . Cependaqt certains  s e l s  son t  indispefi- 

sables aussi bien à leur s u r v i e  qu'A l e u r  a c t i v i t e .  Ceci explique 

d ' a i l l e u r s  l a  ne t t e  augnentation de l a  d6gr;dotjon de l a  celluLoce 

lorsqu 'àn  ajoute 1 m l  de  Tanipon. 

Bous avons conservé un volume de 5 m l  en Tampon XnHCG3 - Se l s  - 
CO2 pII 6 '8  pour l a  s u i t e  deç expériences. 





3) Influence du temp s d ' i .nci~bj  t i.09 

L a  courbe r c p r 6 s e n t ; ~ t  l e  pourcentage de c e l l u l o l y s e  en fonc t ion  

du tenps d ' incubation ( f i g .  4) nous mantre que l a  v i t e s s e  de s o l u b i l i -  

s a t i o ~ ~  de l a  c e l l u l o s e  va r ie ,  Pendant l e s  premiéres heures ,  l a  c e l l u l o -  

l y s e  est f a i b l e ,  enviroir 2"J: au b3s.t d e  24 heures. Ensui te  l a  pente de 

l a  courbe avgr~cnte rapidclient t r a d u i s ~ v r t  une f o r t e  uc jnenta t ion  de l a  

dCgradaticn : p l u s  de 80 % rie c ~ l l u ~ o r e  cst solubi1ic;Se au 4 O  jour 

d '  i r~cubzt ion .  Pendant l e s  heures suivantes l a  courbe tend vers  une 

asymptote vo i s ine  des  100 ;i. 

L a  f aib1.e a c t i v i t é  c i?  l u l o l y t  ique observee pet~dant  le.; premières 

heures semblerai t  due CU tcaps  d ' a d a p t ~ t i ~ n  d e s  b a c t b r i e s  au s u b s t r a t  

e t  de synthése d'enzymes c c l l u l o l y t i q u c s .  En e f f e t ,  peu d ' au teurs  si- 

gnalent  l a  précencc d 'enz~r*tes  l i b r e s  d m 3  le liq1:idr de rwn:.r?.. Ee p l u s ,  

l c  tarzx de croi.;sar.ce der, t2c t i ' r i c s  zr,;-:'croSies e r t  très f a i b l e ,  Ce 

n ' e s?  qu'au bout de 2 à 3 j o u ~ s  ?ce l e  maxinuv de c r o i s s ~ c c c  est d t t e i - t .  

Ces 60-nées s e ~ b l e - t  ê t r e  e. zccord z:cc les r é s 7 ~ l t a t s  obtenus. 

Selon E:!,LI,I?!CLL e t  -iRYXJT (40), s e u l s  cmlrjut 3 rnFcroo ig~ i i  cmsç  

scralcnt c i î p ~ b l c  d.? s o l u S l l i î e r  ccz?2etcrrczt l a  celli;lor,e ixcol';tlc. 

Payrr,i czxi-ci, c l t c n s  Fz.,:t~?rcid~_i. y-~:.---l.i..>.rir.-i; w z--f=,  Eg-~i",>:2--:us 

f l . a v e f a c i e ~ s  P3 1 et ? ~ J ~ ~ : - I ~ ~ c ~ c c ~ ; s  Z ~ ~ , I S  1-59. Ces souches ont ét5 iso-  

l 6 e s  à 2ar t j . r  du  runei c!c 5.:rii:r̂ . D1a1.rtres esp&ce.; bact6rienrzes p a r  

exrnple : R. a l b x  7 e t  2. f î . z ~ i = ~ f x i c ~ ~ s  C.?? ne montrent .que peu d ' a c t i -  

v i t é  s u r  l a  poudre de cel lv-lose e t  c e c i  malgré l e  tenps d ' incubat icn .  





L 'ac t iv i t t "  cel1ufolylic;rre v a r i e  e3 fo:lctiun dg contenu  du l i q u i -  

de  d c  runen. Cont rz i remcnt  3 ce qu- I.'oi: c r o y 3 i t f  l a  q u a n t i t é  e t  l e  

pourcentage d e s  d i f férent -es  espèces  f l u z t v c n t  s u i v a n t  p 1 u s i e u . r ~  f x t e u r s .  

C e s  f a c t e u r s  co!:cerccnt la q u a l i t é  de s  a l i ~ c n t s  et l a  p é r i o d e  s u i v a n t  

1 ' a l i . n ~ ~ n t a t i o n .  

D e  p l u s ,  l ' ? . c t i v i t f  c e l l u l c l y t i q u e  d'un pr5lCvernent v a s i e  dcns 

l e  temps, 

L e  t a b l e a u  4 rfsu-ne les t ravaux  de  p l u s i e u r s  au t eu r s .  Les c;r.imaxx 

f i s tu lCis  on t  é t é  sowiiis -3 dps r é g i n e s  a l i m e n t a i r e s  d i f f é r e n t s .  Cuivant 

l a  n a t u r e  ce l l= l lo s ique  de l ' a l i n c r i t  , l e  pourcrr.tase de c o c c i  varie.  

C e r t a i n e s  espèces  ( ~ a c t 6 r o l d c s ~  CI o s t r i d i u z )  peuvent ê t r e  i n e x i s t a ? t e s ,  

C 'es t  l e  caç d l c ~ i m ; i ü x  n o u r r l s  de  p a i l l e  l u s  u r c e  ou d e  l u z e r ~ e ,  

, . La fis. 5 n31.1~ T . , ~ s ~ ~ E I  13 varLa?5on d e  1 2  p,?piiLetio?~ bac*,-2r:cnze 

au cciurs du tezps.  Le noc:Sre d e  b a c t k i e s  f l ? ~ c t u e  s v . i i r , ~ ~ t  l 'eaü e t  les 

a l i x e z t s  appor tés  à Lfr?ni::izl. Ceci sef'iZit dû 5 UA?: d i l i i t i o n  des bac?&- 

ries p a r  les in r j e s t a  (EFY>.ITT e t  riSDIXS3~il &). 

- "Vie i l l i sçement"  du l i q u i d e  de  rGnen 

Du l i q u i d e  d e  riAnerl ô é t é  p ré l evé  s u i v s n t  l a  techriique decrite 

préc6demen t .  P l u s i e u r s  S c h s n t i l l o n s  son t  conservés  à 4O e t  3g0. A 

d i f f é r e n t s  moments, 2 m l  s ~ n t  p r é l e v é s  et: servenr  à dose r  l ' a c t i v ï t é  

c e l l u l o l y t i q u e .  Les r é s u l t a t s  obtenus s o n t  r e p r é s e n t é s  p a r  l a  f i s u r e  6. 



Tableau 4 Influence de la nourriture sur les bactéries cellulolytiques. 

Nombre de 2 E 3 
w 6 tu 

bactérieslm1 

x log Expérience 1 : L'animal est 
nourri de céréales 

6 

4 

2 

heures 

Expérience 2 : L'animal est 

1 nourri de foin 

3 

1 1 1 I I I 1  t heures -'- 
5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 

Figure 5 : Variation de la flore totale du rumen au cours du temps 
et en fonction de la nourriture. 

d'après BRYANT et ROBINSON 1961 (8) 



Nous voyons que l ' a c t i v i t 6  c e l l u l o l y t i q u e  du l i q u i d e  du rurnen ne 

peut e t r e  conservée à p a r t i r  de prélèvciwnt. E l l e  diminue de p lus  de  

50 % au bout de 4 jours  e t  c s t  pra t iqucxent  n u l l e  au SOC jour  l o r s  de 

l ' expér ience  de conservation à 4 O .  

Lorsque l e  prélèvement est gard6 2 390, l a  d ix inu t ion  de l a  

c e l l u l o l y s e  p u r  l e s  b a c t é r i e s  du ru~::ea est p lus  l e n t e ,  Cepe~dan t ,  e l l e  

e s t  vo i s ine  des  10 7L l e  vingtièzie Jour,  Ceci n ' e s t  pas da à un manque 

de s u b s t r a t  n i  une mauvaise arrnérobiosc d m s  l e  bocal de pr6~.$vemeat 

(on observe en effet  de su rp ress ion) ,  mais p l u t ô t  à me accunulat ion 

de gaz e t  de métab1i:es toxiqu.eç pour l e s  bac té r i e s .  Signalons F e  

l ' é r u c t a t i o n  e s t  une phase importante de l a  d iges t ion  chez l e s  ru-minants, 

un animal ne pollvant p lus  é r u c t e r  meurt au bout de quelques heures, 



Nous avons vu que l a  microbj-ologie du rizï.,en e s t  t r è s  r i c h e  

auss i  b ien  en quan t i tks  6e b a c t é r i e s  et d e  protozoai res ,  qu'er, nombre 

d1esp5ces. Une f o r t e  propor t ion  de b a c t é r i e s  sont  capables de degrader 

l a  c e l l u l o s e ,  Parmi c e l l e s - c i ,  3 souches s c n t  couranment i s o l é e s ,  Ce 

son t  Rminococcu~  f l ave fac ienç ,  Kvx~inococcus albus e t  Bactéroîdes 

s u c c i n o ~ e n e s ,  La bac té r io log ie  du runien e s t  de ce f a i t  t r è s  con-lexe. 

De plus  c e  sont  les b a c t e r i e s  a?aérob?es s t r i c t e s  ùyact donc de nom- 

breuses exioences e t  v ivan t  en symbiose a u s s i  hier1 avec lla?zimal-hôte 

qu 'ent re  e l l e s ,  

Les b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s  jouent un r o l e  i rnportmt d a ~ s  

La d iges t ion  des a l i x e n t s  i ~ g 6 r é . s  par  l 'animal.  E?I ; .p  pe rne t t en t  l a  

dégradation de l a  c e l l u l o s e  en 6 i f f é r e n t s  métaboli tes .  Cev-x-ci sont  u t i -  

l i s é s  par  l e s  autres  micr~organismes  cui  syn thé t i sen t  des  composés 

(ac ides  z i r i~és ,  ac ides  gras  v o l a t i l s ,  vitamines.. .) indispensables  à l a  

c ro i s sance  de l ' an imal .  La c c l l u l o l y s e  est t r è s  importante "in vivo", 

D e s  au teurs  ectimcnt que 50 p des , ~ l i ; n e n t s  insér<>s  s o ~ t  dégrzdés en  

24 lieures. 

Nous avons essayé de d3çer c e l l e - c i  " in  v i t ro" :  Les d i f f é -  

r e n t e s  expériences r é a l i s é e s  ont  montré quc l e s  bactér ies  c e l l u l o l y t i -  

ques son t  a c t i v e s  sur Ciiff6rentcs forrneç de c e l l u l o s e s  insolubles .  Pour 

cette é tude ,  nous avons essayé de reproduire  l e  p lus  p o s s i b l e  l e s  czrac-  

t é r i s t i q u e s  du rumen, Pour c e l a ,  l e s  e s s a i s  de c e l l u l o l y s e  se f o n t  en 

pr6sence d'une s o l u t i o n  minérale tampon de coxposi.tion v o i s i n e  de c e l l e  

de l a  s a l i v e  des ruminants et de même pi! que l e  l i q u i d e  de rmen. L'incu- 

ba t ion  se f a i t  à l a  température de l ' an imzl  (environ 3 9 O  chez l e  boeuf). 

L e s  r é s u l t a t s  obtenus ont  m:)r,:ré l ' importance de l ' a c t i v i t é  c e l l u l o l y t i -  

que des b a c t é r i e s  " i n  v i t r o "  : 100 mg de poudre de  c e l l u l o s e  sont  

déorad&ç en 7 jours. 



Il e s t  pratiquement ircipossible d ' é t a b l i r  une cornparaison 

entre l a  c e l l u l o l y s e  " in  vivo" e t  c e l l e  " i n  v i t r o "  du f a i t  de l a  d i f -  

f é rence  des s u b s t r a t s  cellulosiques a i n s i  que des condi t ions  p a r t i c u f i l -  

r e s  d'étude. En e f f e t ,  il y d uxe modificat icr ,  de l a  rn ic~ob io log ie  : on 

observe une d i s p a r i t i o n  des protozoai res  l o r s  des expér i t cces  " in  v i t r o " .  

D e  p lus  l ' a c ' c u ~ i ~ l a t i o u i  des n6tzr ;o l i tcs  p e ~ ~ t  ir:iki.ber l a  degl~adiltion d e  

l a  c e l l u l o s e .  Ccp~ndani- ,  2cs essain de cültüïs en cont inze  C e s  bact5ries 

ce l lu lo l j r t Iques  du r u i e n  ont  montré que l ' ac t iv i tc i .  S t a i t  conservée pcn- 

dant p l u s i e u r s  heures. 

D e s  ex2ériences menées en  l a b o r a t o i r e  s u r  d e s  dnirnaux f is t i~-  

l é s  ont  montré que l ' a c t i v i t é  ce l lu lo l .y t ique  du l i q u i d e  de rumen v a r i e  

en fonc t ion  de p l u s i e u r s  pararnétres. L a  na tu re  des al iments i n f l u e  s u r  

l a  composition de l a  popula t ion  t a ï t 6 r i e n n e  : chez  u? aninal  nourri  à 

base de luzerne,  Le pourcentase de Fmiaococcus e s t  supér ieur  à c e l ~ i  

obscrvS chez un z n j n a l  r-ourri de fo ln .  La  v i t c r s o  de dél radnt ion  de La 

cel l inlose n l é t c r t  pas l a  mSnr se lon 1-5 espéceç, r,9us :ro:lveror,s air.?: 

des d i f fé rences  daiis l ' a c t i v i t é  c c l l ~ l o l y t i q u e  du r m e n  se lon  l a  pér iode  

de l ' a ~ n é e .  D e  p lus ,  nous jvons vil que Ici pc>p:ilztion bacterienrîe f l u c t u e  

suivant  l e  n o m n t  d e  l a  jourfiée. 

Naus a>-ons mofitré cve 1 1 a c t i v l t 6  ce 'L luL~ly t ique  '"II v i i r o "  

est fonct ion  de l a  n s t u r e  du s u b s t r u t  a i n s i  que des condi t ions  opéra- 

t o i r e s  de dosage : concen t ra t ion  en c e l l u l o s e ,  nature e t  concentra t ion  

du tampon, durée d ' incubat ion .  Ceci explique l e s  d i f f é r e n c e s  entre les 

r é s u l t a t s  pub l i é s  pc r  les au teurs ,  Cependant 51 est à r e t e n i r  que, rnal.gz-é 

les d i f f i c u l t é s  opérô to i res ,  1 ' a c t i v i t e  cel.l.ulolyt iqiic des b a c t é r i e s  dix 

rumen est considérable  et n o r i t e  son é tude .  





Les résultats précédents ont -montré que l'activité celluloly- 

tique du rumen est considérable. Cependant, lfextract.ion des enzymes 

cellulolytiques à partir du liquide de rumen n'est guère pensable pour 

plusieurs raisons. La première est d'ordre matériel. En effet, aux abat- 

toirs malgré un abattage relativement important de ruminants, peu de 

panses conviennent aux conditions de prélèvement préalablement citées, 

De plus, d'autres problémes se poseraient : transport des panses, délai 

du transport... Nous avons vu aussi qu'il existe des variations dans la 

population bactérienne suivant le moment de la journée. 

La deuxième raison est d'ordre économique. Pour certains au- 

teurs, les enzymes cellulolytiques ne sont pas excrétés dans le liquide 

de rumen mais restent fixer aux bactéries. D'autres auteurs trouvent une 

activité cellulasique libre mais très faible. Ceci amène donc à casser 

les cellules par des méthodes physiques ou chimiques assez longues et 

délicates pour extraire les enzymes cellulolytiques. 

Différents travaux ont montré que ces enzymes cellulolytiques 

étaient libérés dans le milieu de culture de bactéries du rumen. Malgré 

les difficultés inhérentes à la culture de bactéries anaérobies strictes, 

il semble plus avantageux d'étudier l'activité cellulolytique des bacté- 

ries du rumen cultivées in vitro* Pour cela,il a fallu résoudre certains 

problémes comme l'anaérobiose, le choix d'un milieu pour la croissance de 

ces bactéries ayant de nombreuses exigences. 



CULTURE DES BACTERIES CELLULOLYTIQUES DU RUMEN 

Nous avons vu précédemment que les bactéries cellulolytiques 

du rumen sont tuées par l'oxygène même A très faible concentration. La 

culture de tels organismes pose de multiples problèmes au niveau de la 

verrerie (récipients fermant hermétiquement) et de aussi de composition 

du milieu de croissance. 

Nous avons donc di3 dans un premier temps tester la verrerie 

utilisée et déterminer les conditions de son utilisation. Dans un deu- 

xième temps, nous avons essayé de cultiver les bactéries cellulolytiques 

en milieu liquide, Pour cela, nous avons sélectionné un milieu adéquat 

répondant aux exigences de ces microorganismes, Finalement,nous étudions 

l'activité cellulolytique de ces cultures en définissant certains para- 

mètres. 

a) L'anaérobiose ------------- 

Nous avons utilisé des flacons de culture du type "fiole à trans- 

fusion". 11 en existe de différentes tailles : 560 ml, 330 et 150 ml. 

Ces récipients sont fermés par un bouchon en caoutchouc muni d'une 

virole de serrage. 

11 s'est avéré indispensable de vérifier l'étanchéité de ces bou- 

chons ainsi que d'étudier les conditions nécessaires pour obtenir une 

anaérobiose la plus totale possible dans les flacons. 

1. Le gaz carbonique 

La nature du gaz assurant l'anaérobiose varie selon les auteurs. 

Certains utilisent ltazote,d'autres le COs ou l'hydrogène. Quelques 

expériences ont été réalisées sous atmosphère d'un mélange gazeux gaz 

carbonique - azote et azote-hydrogène et ceci en des proportions varia- 
bles. 

Pour notre part, nous nous sommes servis du CO2 vendu dans le 

commerce sous forme de bouteilles. Celui-ci a été utilisé brut sans 



élimination des traces d'oxygsne par passage sur du cuivre à 400° ; Le 

taux d'oxygène présent étant inférieur à 0,l %. Nous avons ajouté entre 

le détendeur de la buteille et l'aiguille de sortie, un tube de verre 

rempli de coton cardé stérile. Le CO2 est envoyé dans le flacon par 

l'intermédiaire d'une aiguille (~lite 150 mm 15/10) munie d'un débimètre. 

2. L'anaérobiose dans les fioles de culture 

Il nous a semblé important de dér£inir le temps nécessaire pour 

remplir une fiole de culture en C02. Le gaz carbonique est envoyé à 

différentes pressions dans des fioles de taille différente. Nous mesurons 

le pourcentage d'oxygène résiduel par l'intermédiaire d'une électrode 

reliée à un galvanométre (appareil analyseur d'oxygéne Fieldlab ~eckman) . 
La figure 7 nous montre le temps nécessaire pour vider un flacon 

d'air et ainsi d'oxygène. Quelque soit le volume de la fiole ou le débit 

de CO2 envoyé, les courbes présentent des similitudes. Dans un premier 

stade, le pourcentage d'oxygène résiduel décroît très rapidement et ceci 

pendant un laps de temps très court (moins de m e  minute). Le deuxième 

stade représente une stabilisation du taux d'oxygène présent dans la 

fiole . 
Pour un flacon de 150 ml, il est préférable d'envoyer le CO2 sous 

une faible pression (0,2 Bar débimètre position 1) sinon il se forme des 

tourbillons au niveau de I'ouverture faisant pénétrer ainsi de l'air. 

C'est le cas pour une pression de CO2 de 0,4 bar débimètre position 1, 

le pourcentage d'oxygène résiduel se stabilise à 4,5 % et ceci malgré 

la durée de l'opération. Pour les flacons de 330 et 560 ml,le taux 

d'oxygène est négligeable au bout de 2 minutes quand le gaz carbonique 

est envoyé sous une pression de 0,4 bar débimètre position 1. 

Il est donc possible en réglant la pression du gaz carbonique sui- 

vant le volume du flacon, de faire régner une anaérobiose convenable dans 

les fioles de culture. Le taux d'oxygène résiduel est alors très faible 

moins de 0,3 %. Dans la panse de boeuf,ltoxygène est prksent à une 

concentration voisine de 0,5 %, 



% d 'Oxygène 

flacon 150 ml 0,4 B débit 1 

Flacon 330 ml 0,4 B débit 1 

flacon 560 ml 0,4 B débit 1 

flacon 150 ml 0,2 B débit 1 

ernps 

en minutes 
Figure 7 : 

ETUDE DE5 CONDITIONS OPERATOIRES POUR L E  REMPLISSAGE EN 

CO2 DES FIOLES DE CULTURE 



Il nous a semblé intéressant de faire l'opération i~verse c'est- 

à-dire de mesurer le temps nécessaire pour remplacer.le CO2 par l'air 

ambiant. Pour cela des flacons 150 et 330 ml sont remplis de CO2 envoyé 

A une pression convenable pendant quatre minutes, puis laissés ouverts. 

A différents temps, on mesure l'oxygène présent par la méthode décrite 

précédemment. La figure 8 rassemble les résultats obtenus, 

Il faut plus de 20 minutes pour que la teneur en Oxygène atteigne 

le seuil des 21 %, Cependant il ne suffit que d'une minute pour avoir 

1 % d'oxygène présent dans la fiole. Cela montre donc les précautions 

à prendre lors des cultures. Nous opérerons sous courant de gaz carbo- 

nique sitôt l'ouverture d'un flacon et ceci jusqu'à sa fermeture de 

façon à limiter le plus possible tout contact des bactéries avec l'air. 

3. L'étanchéité des bouchons 

La qualité des bouchons est indispensable pour préserver l'anaéro- 

biose pendant les cultures. Des flacons de 150 ml sont remplis de gaz 

carbonique puis immédiatement fermés par un bouchon en caoutchouc muni 

d'une virole se visant sur le goulot. Ceux-ci sont alors laissés dans 

une étuve A 3g0 pendant différents temps, Passé ce délai, le flacon est 

ouvert et nous mesurons le pourcentage d'oxygène présent. 

Le tableau 5 nous montre les résultats obtenus. Nous nous aper- 

cevons que le pourcentage d'oxygène présent dans les flacons n'augmente 

pas au cours du temps. Nous pouvons donc conclure à une bonne étanchéité 

de ces bouchons et utiliser ce type de verrerie pour les cultures en 

milieu liquide des bactéries cellulolytiques du rumen. 

Tableau 5 

flacon ouvert 
après : 

1 jour 

2 jours 

5 jours 

7 jours 

15 jours 

L 

% d'oxygène 
résiduel 

. 0,3 

094 

0,4 

0 ,  5 

0.3 



Temps 
en minutes 

Figure 8 : MESURE DE L A  "REGENERATION" EN OXYGENE 



b) Le milieu de culture .................... 

Généralités sur le milieu de culture des bactéries anaérobies 

Le potentiel d'oxydo réduction est la notion importante régissant 

le développement des bactéries anaérobies. Il est caractérisé par le 

symbole rH et traduit l'état réduit ou oxydé du milieu ambiant. L'équili- 

bre du système réduit-oxydé est situé à une valeur rH située entre 10 et 

12. A u  dessous de cette valeur, le miiieu est réduit, les doubles liaisons 

se trouvent saturées par des atomes d'hydrogène et les électrons perdent 
+++ une charge positive : Fe devient F'e++. A u  dessus, le milieu est oxydé. 

Seul le premier cas est favorable A la croissance des anaérobies. 

Les rH sont obtenus par : 

. l'utilisation de milieux contenant des oxydo-réducteurs à l'état 

réduit soit des réducteurs 

. les cultures en profondeur 

. augmentation de la consistance des milieux 

. la culture en présence de fragments d'organes tels le foie, la 
cervelle, le rein... 

. l'apport d'un important volume d'une culture antérieure de la 

souche a cultiver 

Le rH comme le pH se mesure soit par potentiométrie soit par les 

indicateurs colorés. Ceux-ci se décolorent sous 1eur.forme réduite. 

- Les agents réducteurs 

Les principaux agents réducteurs utilisés pour la culture des 

anaérobies sont : 



. le chlorhydrate de cystéine 

. la réductone 

. le sulfite de sodium 
le thioglycolate de sodium 

L'état réduit s'obtient en évacuant l'air dissous et ambiant soit 

par des procédés physiques (vide, regénération) soit par des procédés 

chimiques (procédé de Mac INTOSH et FILDES, pyrogallol alcalin). 

- Les indicateurs d'oxydo-réduction 

Parmi les indicateurs d'oxydo-réduction,la résazurine est la plus 

employée. C'est un produit bleu qui est réduit en deux étapes : 

résazurine résorufine dihydrorésorufine 
bleue > rose / incolore 

Elle est employée 21 une concentration finale de 0,0001 %. 

Le bleu de méthyléne, le carmin indigo, le benzylviologène ont 

également été utilisés comme indicateurs dtoxydo-réduction cependant ils 

sont généralement toxiques aux concentrations nécessaires pour donner une 

coloration détectable. 

- La régénération des milieux 

Tout milieu dont la surface est en contact avec l'atmosphère renferme 

.de l'air dissous. Il est oxydé et ne convient plus au développement des 

anaérobies. La régénération consiste à chasser l'air dissous par chauffage 

au bain-marie bouillant pendant au moins 20 minutes. Ceci n'est possible 

que pour les solutions thermostables. Avant que le milieu de culture ne 

refroidisse, il importe de remplacer l'air encore présent dans le récipient 

par du gaz carbonique. 

2, Sélection d'un milieu de culture pour les bactéries cellulolyti- 

ques du rumen 

Les premiers essais de culture des bactéries cellulolytiques ont 



longtemps étaient voués .3 l'échec, ces échecs étant essentiellement dus 

au manque de connaissance des exigences de ces microorg'anismes. IlUNGATE 

(48) a proposé alors deux types de milieux : ceux simulant l'habitat et 

ceux d'enrichissement. 

BRYANT et BURKEY (5, 1953), HUNGATE (47, 1957), BRYANT et ROBINSON 

(8, 1961). BRYANT (4, 1963) proposent des milieux simulant l'habitat par 

addition de liquide de rumen ou de certains de ses composés A une solu- 

tion de sels et de carbohydrates. Parmi ceux-ci, le milieu le plus sou- 

vent utilisé est celui décrit par HUNGATE (45). BRYANT et BURKEY orit pu 

ainsi dénombrer la population bactérienne totale et isoler les principa- 

les espèces. 

Les milieux permettant l'enrichissement en certaines catégories de 

bactéries ne sont généralement que des variantes du milieu de HUNGATE. 

En effet, lors de la recherche spécifique des bactéries amylolytiques, 

la source carbonée est assurée uniquement par de l'amidon (GILCHRIST et 

K I S T N E R  (30, 1962) ; G I E S E C K E  (28, 1966). Pour les microorganismes cel- 

lulolytiques,on utilise la cellulose en poudre ou tout autre forme de 

cellulose. RAVERDY (72, 1972) a fait l'inventaire des milieux cités dans 

la littérature et a établi leurs principales caractéristiques. 

Nous nous sommes intéressés à la sélection d'un milieu de culture 

permettant la croissance des bactéries cellulolytiques du rumen ainsi que 

d'obtenir une activité cellulolytique "in vitrou la plus proche possible 

de celle du rumen étudiée précédemment. Pour cela, nous avons dQ tester 

plusieurs milieux, choisir celui donnant les meilleurs résultats et fina- 

lement essayer de le modifier pour optimiser l'activité cellulol~tique. 

- Les milieux testés 

La composition des milieux de culture des bactéries cellulolytiques 

varie suivant l'objet de l'étude : production de cellulases KING et SMITH 

(50), HALLIWELL (38), KHRISHNAMURTI et K I T T S  (56), dénombrement des bacté- 

ries FING (51 ) , WILSON et BRIGGS (92). KISTNER (53). BRYANT et ROBINSON 

(8)] ou étude physiologique [HONGATE (46), coccis cellulolytiques ; 



BRYANT et DOETSH (7) BacteroPdes succinogènes ; DEHORITY (19) Rwnino- 

coccus) . 
Nous avons testé quatre milieux de culture. Ce sont : 

! . le milieu de HUNGATE à base de sels inorganiques, de liquide 1 

de rumen ; l'agent réducteur est le chlorhydrate de cysteine et le 

pH est tamponné à la valeur de 6,8 par la combinaison bicarbonate de 

sodium - CO2. 

. le milieu d'enrichissement utilisé par KRISHf.?AFiüRTI et KITTS 
qualitativement semblable &'celui de HUNGATE. 

. le milieu dtHALLIWELL et BRYANT à base de liquide de rumen et 

carbonate de sodium. 

. le milieu-Tampon dtHALLIWELL utilisé lors des dosages d'activité 
cellulolytique. 

Le tableau 6 indique la composition de ces quatre milieux. 

La source carbonée est partout la même : poudre de cellulose 

Whatman mais à des concentrations variables. Seul le milieu tampon 

l dtHALLLWELL ne comprend pas de liquide de rumen filtré. La nature des 1 
sels est sensiblement la même et tend à reproduire la composition de 

la salive des ruminants (MC DOUGALL, 62). 

Composition minérale de la salive de boeuf. D'après Mc DOUGALL (62) 1948 



Tableau 6 : Composition des milieux testés pour un volume final de 100 ml. l 



Ces milieux sont autoclavés A 115O pendant 20 minutes. Juste 

après l'ouverture de la porte de l'autoclave, les flacons sont purgés 

d'air par un faible courant de gaz carbonique. Après refroidissement, 

on ensemence à raison de 20 % par du liquide de rumen fraîchement pré- 

levé. L'incubation se fait en étuve à 3g0 sans agitation. 

- Résultats 
Les résultats cités ici concernent l'activité cellulolytique des 

milieux en fonction du ternps de culture. Pour cette étude nous avons 

pratiqué de la façon précédemment décrite (partie 1, IV, 2) c'est-à- 

dire : qu'à différents moments, nous prélevons 2 millilitres de culture 

en respectant le plus possible l'anaérobiose. Sur ceux-ci,nous dosons 

la cellulolyse ; le substrat est de la poudre de cellulose Whaéman 

(100 mg) et nous opérons en milieu tampon bicarbonate - CO2 - sels à 

pH 6,8 (5 ml). L' incubation se fait à 3 9 O  pendant 48 heures. 

Le tableau 7 rassemble les résultats obtenus. Nous nous apercevons 

que le taux de cellulolyse varie de deux façons : 

en fonction de la nature du milieu 

et selon le temps de culture 

Le taux de cellulolyse est plus élevé lorsque nous cultivons les 

microorganismes du rumen sur le milieu de HüNGATE. Celui-ci, faisant 

incorporer du liquide de rumen, semble donc reproduire au mieux les 

conditions écologiques existant dans le rumen. Les résultats obtenus 

avec les autres milieux à base de liquide de rumen (KRISHNAMURTI et 

KITTS, HALLSWELL et BRYANT) sont net tement inférieurs. Suivant la composi- 

tion de ceux-ci (tableau 6) il semblerait que le bicarbonate de sodium 

soit responsable de cette faible activité cellulolytique. Si le milieu de 

HUNGATE contient 4 g/l, le milieu III en a 3 fois plus, tandis que dans 

le milieu IV, le carbonate de calcium remplace NaHC03. Cependant il est 

à noter que dans la salive des ruminants la concentration en bicarbonate 

est très élevée environ 10 g/litre. 

Quant au milieu tampon de HALLIWELL nous observons qu'une faible 

activité durant toute la culture du fait de l'abscence de liquide de 



rumen. 

Cultivés sur milieu de HüNGATE, les bactéries cellulolytiques mon- 

trent une variation de leur activité en fonction du temps de culture. Si 

celle-ci est faible durant les premières heures, cela est essentiellement 

da à la dilutioc dans le milieu. Il pourrait également y avoir un temps 

de latence, Au bout de 48 à 72 heures, nous obtenons lloptimum de cellu- 

lolyse 45 9 9 .  

Ensuite l'activité cellulolytique diminue rapidement pour être 

pratiquement nulle en fin de culture. 

Tableau 7 

Temps 
de culture 

8 heures 

18 " 

42 

48 " 

72 

8 5 11 

102 " 

115 " 

- Conclusion 

Nous venons de voir qu'il est possible de cultiver in vitro les 

bactéries cellulolytiques du rwnen en conservant leur activite. Ceci 

n'est possible qu'en observant une anaérobiose la plus totale possible 

dans les fioles de culture mais aussi en utilisant un milieu dont la 

Milieu 
1 

16,2 

27 6 

2994 

32,1 

39,9 

3796 

12 , 4 

596 

Milieu 
II 

13,2 

2O,1 

15,2 

897 

695 

3,2 

297 

3,5 

Milieu 
II 1 

11,6 

1897 

21,6 

23,4 

18,2 

1593 

7r4 

2,1 

Milieu 
IV 

17 , 2 

1699 

28,3 

25,2 

1491 

7,9 

3,1 

- 
- 



composition reproduit les conditions existant dans le rwnen. 

Nous avons sélectionné un milieu dit d'enrichissement : c'est le 

milieu de HüNGATE 21 base de liquide de rumen, sels inorganiques et 

cellulose représentant en principe la seule source de carbone. 

c) L 'Activité cellulolytique des cultures ................................... 

Avant de poursuivre toute étude sur Les cultures des bactéries 

cellulolytiques, il nous a semblé indispensable de doser leur pouvoir 

de dégradation de la cellulose dans les conditions optimales. Pour cela, 

nous étudierons l'influence de différents paramètres susceptibles de 

modifier le taux de cellulolyse des cultures. 

1. Matériel et méthodes 

Nous avons décrit précédemment les conditions opératoires pour 

le dosage de l'activité cellulolytique. Nous reprenons cette technique 

en remplaçant les 2 ml de liquide de rumen par 2 ml d'une culture bac- 

térienne de 72 heures. 

2. Influence de différents paramètres 

- Concentration en cellulose 

Plusieurs tubes contenant différentes concentrations en poudre de 

cellulose (Whatman) et 5 ml de tampon HALLIWELL pH 6,8 sont ensemencé's 

par 2 ml d'une culture bactérienne de 72 heures sur milieu de HUNGATE. 

Aprés 48 heures d'incubation, la cellulose résiduelle est mesurée sui- 

vant la méthode déjà décrite. 

La courbe représentant la quantité de cellulose solubilisée en 

fonction de la quantité de substrat (figure 9) montre que la cellulo- 

lyse est pratiquement proportionnelle juscutà 90 mg de cellulose ; puis 

celle-ci atteint un palier traduisant ainsi la saturation en substrat. 

Les essais suivants seront réalisés en présence de 50 mg de subs- 

trat cellulosique. 



- Concentrat ion en tampon 

La composition du tampon a été décrite précédemment et nous avons 

vu l'influence de ses constituants sur l'activité cellulolytique in 

vitro du liquide de rumen. 

La figure 10 représentant le pourcentage de cellulose solubilisée 

(cellulolyse) en fonction de la quantité du tampon ajoutée dans les tubes 

montre un optimum pour un volume de 5 ml. Pour de faibles concentrations 

en tampan, l'activité cellulolytique est assez élevée : 44 % pour 1 ml 

contre 60 % pour 5 ml. Ceci semble être dB à l'apport des 2 ml de cultu- 

re ; les bactéries pourraient continuer a croître et digerer'la cellulose. 
Cependant l'apport de tampon est nécessaire, en son abscence le pourcen- 

tage de cellulose solubilisé est très faible (9 %). 

Pour une concentration supérieure à 5 ml, le taux de cellulolyse 

diminue rapidement. Cependant pour des volumes de 15 à 20 ml de tampon 

on détecte encore une activité non négligeable : 15 à 18 %. 

3. Conclus ioils 

Cette étude nous a permis de voir l'influence de la concentration 

en cellulose et tampon sur l'activité cellulolytique des cultures des 

bactéries cellulolytiques du rumen. Pour la suite des travaux,il sera 

préférable de $oser cette activité sur 50 mg de substrat cellulosique et 

. en présence de 5 ml de tampon HALLIWELL. 

Nous pouvons rapprocher ces résultats de ceux obtenus lors de 

l'étude de l'activité cellulolytique du liquide de riunen. Nous trouvons 

plusieurs ressemblances. L'optimum de cellulolyse est atteint dans les 

2 expériences pour une concentration de 5 ml de tampon. Au dessus de ce 

volume, l'activité diminue rapidement. 

De même l'influence du temps d'incubation est pratiquement la 

même ; nous notons dans les deux cas des vitesses de dégradation dif- 

férentes et pratiquement toute la cellulose est solubilisée au bout de 

sept jours. 
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Une différence importante se situé au niveau de l'influence de la 

concentration en cellulose. Si pour le liquide de rumen nous travaillons 

sur 100 mg de substrat, pour l'activité cellulolytique des cultures de 

bactéries du rumen cette concentration est divisée par 2. Cependant il 

faut tenir compte de plusieurs données : lors des cultures sur milieu de 

HüNGATE, nous enrichissons la population bactérienne en bactéries cellu- 

lolytiques au détriment de certaines espèces. Nous avons étudié dans la 

première partie le phénomène de symbiose existant aussi bien entre l'ani- 

mal - hôte et les bactéries elles-mêmes. Il y aurait de ce fait une in- 
fluence au niveau du métabolisme des bactéries cellulolytiques eC donc 

sur leur activité envers la cellulose. 

D'autre part, nous ensemençons les milieux de culture par 20 % de 

liquide de rumen d'où une dilution au 1/5 de l'activité. Ce n'est qu'après 

2 à 3 jours de culture que nous obtenons un taux de dégradation sensible- 

ment supérieur à celui du liquide de rumen fraîchement prélevé. Ce délai 

correspond au temps nécessaire pour obtenir l'optimum de croissance des 

bactéries anaérobies. 

Les travaux de nombreux auteurs (WARNER 1956, 88 ; RUFENER et 

NELSON 1963, 76 ; SLYTER et NELSON 1964, 82 ; HOBSON 1965, 42 ; SLYTER, 

BRYANT et WOLIN 1966, 83) ont montré qu'il est possible de cultiver les 

bactéries du rumen in vitro tout en conservant les différentes activités 

m6taboliques. Nous avons vu, pour notre part, que la culture des microor- 

ganismes cellulolytiques est également réalisable par l'utilisation d'un 

milieu adéquat, Celui proposé par HUNGATE satisfait les nombreuses exi- 

gences nécessaires à leur croissance. 

Les travaux précédents ont mis en évidence l'influence de la compo- 

sition du milieu de culture sur la cellulolyse, Il nous a semblé intéres- 

sant d'essayer d'optimiser celle-ci ; nos travaux se sont prolongés dans 

deux directions : nous étudierons l'influence de certains constituants du 



milieu de culture de HUNGATE soit au niveau de leur concentration soit au 

niveau de La forme sous laquelle ils y sont apportés, puis nous tenterons 

d'établir les différents paramètres affectant la culture des bactéries 

cellulolytiques du rumen, 

II, ESSAIS D'OPTIMISATION DE LA CELLULOLYSE : Modifications du milieu de - 
culture 

Cette première voie de recherches pour optimiser la celluloly- 

se lors des cultures de bactéries cellulolytiques du rwnen in vitro concer- 

ne la composition du milieu de culture. En effet, HüNGATE a proposé ce 

milieu il y a plus de quinze ans, Depuis, de nombreux travaux ont permis 

de mieux conna2tre les différentes exigences des espèces, De plus le 

milieu de HUNGATE est non spécifique des bactéries cellulohytiques ; il 

a été conçu pour la numération de la population bactérienne totale, La 

source carbonée était un mélange de glucose et de cellobiose ; le milieu 

gelosé s'appelle alors Rumen Glucose-Cellobiose-Agar (R.G.c.A.), Comme 

la plupart des enzymes cellulolytiques sont des enzymes inductibles le 

mélange de sucres est remplacé par de la poudre de cellulose. Nous avons 

vu dans un chapitre précédent que la cellulose n'est jamais obtenu pure 

d'oh le milieu proposé par HUNGATE permet en plus la croissance d'autres 

microorganismes que ceux cellulolytiques, 

Il serait également intéressant de remplacer le liquide de 

rumen entrant dans la composition du milieu par un produit facilement 

disponible, de façon à supprimer les variations de qualités du liquide 

de rumen. 

Les essais de modification du milieu de HUNGATE ont porté 

sur trois points : 

- Remplacement de la source carbonée ou azotée 
- Addition au milieu de différents composés 
- Essai de substitution du liquide de rumen 



a) Influence de la source carbonée ou azotée ........................................ 

Chez de nombreux champignons (REESE, 75 ; LEVINSON, 58 ; KLTSAIN, 

49) et bactéries (YAMANE, 93 ; NISIZAWA, 68) les enzymes responsables 

de la cellulolyse, les cellulases, sont des enzymes inductibles c'est- 

&-dire que la nature de la source carbonée joue un rôle important au 

niveau de leur production. Nous avons réalisé différents essais en 

modifiant la source carbonée en la remplaçant par un autre sucre ou un 

mélange. 

D'autre part, plusieurs auteurs ont mis en évidence ltin£luence 

de la source azotée sur la croissance des bactéries. Nous avons donc 

essayé de modifier la forme sous laquelle sont apportes les ions % 
ainsi que de les remplacer. 

1, Matériel et Méthode 

Les essais sont réalisés dans des fioles à transfusion contenant 

40 ml de milieu de base dont la composition est donné-plus loin, Dif- 

férents sucres ou composés azotés sont ajoutés. Après dissolution,on 

fait buller du gaz carbonique jusau'à complète décoloration de l'in- 

dicateur d'anaérobiose, la résazurine et on ferme hermétiquement les 

fioles A l'aide dfun bouchon de caoutchouc muni d'une virole. On sté- 

rilise à 105O pendant 15 minutes et on laisse le milieu refroidir 

jusque 50-60°. A nouveau, on fait passer un courant de CO2 pendant 1 à 

2 minutes. Le milieu est alors prêt à être ensemencé par 10 ml de liqui- 

de de rumen fraîchement prélevé selon la technique décrite précédemment. 

Après 3 jours de culture à 39O, 2 ml sont prélevéset servent à 

déterminer l'activité cellulolytique. Rappelons les conditions de 

dosage : nous opérons sur 50 mg de poudre de cellulose en présence de 

5 ml de tampon bicarbonate - CO2 - sels pH 6.8 - la cellulose résiduelle 
après 48 h d'incubation est mesurée par gravimétrie. 

La composition du milieu de base varie selon le type de l'expérience. 

Ainsi pour l'étude de l'influence de la nature de la source carbonée, le 

milieu de base est : 



Pour 100 ml 15 ml solution I ( K ~ H  PO4 à 0,3 %) 

15 ml solution III 

0,1 ml résazurine à 0,1 % 

40 ml de liquide de rumen 

2 ml cystéine à 3 % 

8 ml bicarbonate de sodium à 6 % 

20 ml d'eau 

Pour l'étude de l'influence de la nature de la sousce azotée, il a 

été le suivant : 

Pour 100 ml 15 ml solution 1 (K~HPO~ A 0,3 %) . 

15 ml solution II? modifiée sans sulfate d'ammo- 
nium 

0,l ml résazurine à 0,1 % 

40 ml de liquide de rumen 

2 ml cystéine à 3 % 

8 ml NaHC03 a 6 % 

20 ml d'eau 

1 solution II : KH2P04 093 % 

(~~4)2 S04 096 % 
NaCl 096 % 

M W 4  Of06 % 
CaC12 0906 % 

2. Influence de la source carbonée 

Nous avons remplacé la cellulose utilisée par HUNGATE dans son milieu 

d'enrichissement en bactéries cellulolytique par des monosaccharides, di- 

saccharides... et même par des mélange de sucres. 

- Résultats 

Les figures 11 a, b, c, rassemblent les différents essais réalisés 

ainsi que le pourcentage de cellulolyse obtenu. 



. Influence de différents sucres 
Nous nous apercevons, dans la première série d'expérience que le 

pourcentage de cellulolyse varie selon la nature du sucre. Parmi les 

neuf sucres testés, seul le lactose jouerait le même rôle d'inducteur des 

enzymes cellulolytiques que la cellulose (respectivement 59 et 65 % de 
B 1-4 cellulolyse). A l'inverse, le glucose et le cellobiose (glc -y glc) 

semblent être des inhibiteurs de la production de cellulase et ceci à 

concentration moyenne 0,5 % (20 et 8,5 % de cellulolyse). Le fait de 

repasser sur milieu cellulosé lors du dosage de l'activité cellulolytique 

semblerait ne pouvoir lever cette inhibition dans un délai de 48 heures 

(durée de l'expérience). Ces résultats sont retrouvés lorsqu'on addition- 

ne en plus de la cellulose 1 'un de ces deux sucres (essais 10 et 11 ). 

Les autres sucres testés (saccharose, maltose, dextrine. ..) ne 

permettent d'obtenir que des taux de cellulolyse relativement faibles. 

La carboxy methyl cellulose soluble ne semble pas être le substrat idéal 

du fait de sa nature de cellulose modifiée. De ce fait, elle ne pourrait 

induire tous les enzymes intervenant dans la dégradation d'une cellulose 

vraie insoluble (poudre de cellulose par exemple). 

. Effet du lactose sur la culture des bactéries cellulolytiques 
Nous venons de voir que pratiquement seul le lactose peut remplacer 

la cellulose ccmrne source carbonée pour la culture des bactéries cellulo- 

. lytiques. Nous nous sommes intéressés à l'influence de la concentration en 

lactose ; le tableau 9 et la courbe (fig. 17, b) rassemblent les résultats 

de cellulolyse obtenus par des cultures de 72 h sur ce sucre. 

Nous voyons que la courbe présente un maximum pour une concentration 

en lactose comprise entre 0,1 % et 0,3 %. Au dessus de cette valeur, le 

lactose semble être un inhibiteur de l'activité cellulolytique des bacté- 

ries du rumen. 

Danç un deuxième temps, nous avons étudié l'influence du mélange 

cellulose lactose et ceci à différentes concentrations (tableau 9 essais 

no 18 à 21 ) . Nous constatons que le taux de dégradation de cellulose 



Tableau 8 : Etude de l'influence de la source carbonée sur 

l'activité cellulolytique des cultures de bactéries 

du rumen . 



augmente pour une concentration en lactose de 0,25 %. Si on augmente 

cette valeur la cellulolyse diminue malgré la pr6sence.de cellulose. 

- . Conclusions 
L'étude de l'influence de la nature de la source carbonée à montré 

que selon le sucre utilisé dans le milieu de culture, l'activité cellu- 

lolytique observée après 72 H de culture varie considérablement. Il sem- 

ble évident que pour cultiver des microorganismes cellulolytiqueç il est 

préférable d'utiliser comme substrat carboné la cellulose. Cependant, 

divers travaux sur les champignons ont mis en évidence l'influence d'au- 

tres sucres sur la production de cellulase par exemple : cellobiose, 

lactose, sophorose (MANDELS et REESE, 60 ; NISIZAWA et SUZUKS, 68). Cette 

influence est bénéfique suivant la concentration à laquelle le sucre est 

utilisé, Si le glucose est un represseur de la synthèse de cellulase chez 

Trichoderma viride (NISIZAWA et SUZUKI) même à dose très faible, d'autres 

sucres peuvent jouer le mAeme rôle. 

FUSEE et LEATfIERWOOD (1 972, 26) ont montré que lorsque la concentra- 

tration en cellobiose augmente, la croissance de deux bactéries celluloly- 

tiques du rumen : Rwninococcus albus - et Rwninococcus flavefaciens, est 
plus élevée ; cependant la production de cellulase diminue. D'après ces 

auteurs, il n'y aurait aucune inhibition par le cellobiose ajouté soit au 

milieu d'essai enzymatique soit au milieu de culture contenant de faibles 

concentrations de carboxy methyl cellulose. 11 y aurait en fait, une dimi- 

nution de l'activité spécifique c'est-à-dire de l'activité enzymatique en 

fonction de la croissance., 

Les différentes expériences réalisées nous ont donc permis de mon- 

trer l'influence de la nature de la source carbonée sur la cellulolyse. 

Certains sucres comme le glucose, cellobiose sont des llinhibiteurçll'de la 

synthèse des enzymes cellulolytiques et ceci à la concentration de 0,5 %. 

D' autres comme le lactose, la dextrine semblent être des "act ivateurç" . 
Cependant leur rôle exact au niveau de.la synthèse des cellulases est 

difficile à définir, Deux fait peuvent se produire lors de la culture : 

soit que les sucres sont difficilement assimilables par les bactéries, 



Tableau 9 : Influence de l a  concentration en lactose e t  du mélange 

lactose - cel lulose sur l a  cellulolyse observée après 

3 jours de culture.  
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d'oh une croissance faible et par conséquent la production enzymes est 

peu élevée, soit que les sucres sont assimilkes mais inhibent d'une 

fason ou d'une autre la synthèse de cellulases malgré un taux de crois- 

sance élevé. Ce dernier cas s'applique essentiellement au glucose : 

effet glucose (EPPS et GALE, 25 ; MONOD, 64) ou répression catabolite 

(NEIDKARDT, 67). C f  est pourquoi nous parlerons d'inhibiteurs et activa- 

teurs sous toutes réserves 

3. Influence de la source azotée. 

Nous avons dans un premier temps apporté au milieu de culture les 

ions NP sous une autre forme que sulfate tout en respectant la concen- 
4 

tration initiale. Puis, au vu des résultats, nous avons étudié l'influ- 

ence de la concentration en sulfate d'ammonium. Enfin, des tentatives 

ont été réalisées pour lui substituer d'autres sources azotées. 

- Résultats 

Les tableaux (1 0-1 1-1 2) rassemtlènt les aifférents résultats obte- 

nus. 

. Remplacement des ions sulfate 
Nous voyons dans cette première série d'expériences que la forme 

+ sous laquelle sont apportés les ions NH influence la cellulolyse, Il 
4 

semble préférable d'incorporer du sulfate d'ammonium ou du phosphate 

d'ammonium dans le milieu de KUNGATE pour conserver une activité cellulo- 

lytique élevée. 

Le bicarbonate d'ammonium, seul, diminue assez fortement la cellu- 

lolyse (environ 50 %). On peut rapprocher ce résultat de celui observk 

lors de la sélection des milieux de culture. Nous avions vu que le bicar- 

bonate pourrait influencer négativement l'activité de cellulolyse à des 

doses supérieures à 4 g/litre. 



. Influence de la concentration en sulfate d'ammoniwn 
Nous avons fait varier la concentration en sulfate d'ammonium de 

0,09 % a 1 %. L'activité cellulolytique observée après 3 jours de culture 

montre l'influence de la concentration en ( N H ~ ) ~  S04. L'optimum de cel- 

lulolyse est atteint pour une valeur de O,? %. Au dessus, nous notons une 

diminution du pourcentage de cellulolyse. Ceci peut être expliciter de 

deux façons : la premi.ère est que le sulfate d'ammonium est généralement 

pour les bactéries un facteur de croissance et un facteur limitant, à 

partir d'une certaine concentration il pourrait être inhibiteur, La deu- 

xième concerne le pH des cultures, Nous avons constaté dans cette étude 

une variation de pH assez importante lors d'une concentration en sulfate 

d'ammonium de 1 % ; ceci pourrait être dû aux ions SO--. 
4 

. Influence de la nature de la source azotée 
Nous avons remplacé dans le milieu de culture, le sulfate d'ammonium 

par 3 composés organiques ou inorganiques, Ce sont le nitrate de potassiwn, 

l'urée et le glutathion formé de 3 résidus d'acides aminés glycocolle - 
cystéine - acide glutamique. 

Les résultats obtenus (tableau 12) montrent que ces composés ne per- 

mettent pas d'améliorer la cellulolyse et qu'il est préférable de conserver 

comme source d'azote le sulfate d'ammonium A la concentration de 0,09 %, 

- Conclusions 
Nous venons de voir l'influence de la nature de la source azotée 

ainsi que de la concentration en sulfate d'ammonium sur le taux de cellu- 

lolyse observé après 3 jours de culture. Les résultats obtenus ont montré 

qu'il est préférable d'incorporer au milieu de culture du sulfate d'am- 

monium jusqu'à une certaine concentration. 

L'optimum de cellulolyse est obtenu pour 0,5 % de (MI ) SO Cepen- 
4 2 4' 

dant la différence d'activité est relativement peu élevée entre cette 

concentration et celle du témoin (0,09 %). 



Tableau 10 : Remplacement du s u l f a t e  d'ammonium 

Tableau 11 : Influence de l a  concentrat ion en (NH ) SO 
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Nous avons vu également l'importance de la forme sous laquelle les 
+ ions NH sont apportés dans le milieu : l'activité cellulolytique varie 4 

selon la nature du sel d'ammonium. Finalement, le glutathion, l'urée ou 

le nitrate de potassium ne permettent pas d'obtenir un taux de cellulo- 

lyse aussi élevé que celui du témoin c'est-à-dire le milieu de HüNGATE 

non modifié. 

Comme dans le cas de l'étude de l'influence de la source carbonée, 

il est difficile de dire à quel niveau se fait l'action "inhibitricen 

de certains composés azotés. La composition du milieu de culture ne per- 

met pas en effet, de mesurer la croissance par mesure de densité optique 

ni par mesure du DNA bactérien. On ne sait donc pas si cette' action se 

situe au niveau de la croissance bactérienne ou au niveau de la produc- 

tion d'enzymes cellulolytiques, Remarquons seulement que le sulfate 

d'ammoniwn, facteur de croissance ainsi que facteur limitant chez de 

nombreuses bactéries, permet d'obtenir le taux le plus élevé de cellulo- 

lyse pour des cultures de 72 heures, 

b) Addition de différents produits au milieu de HUNGATE .................................................... 

Suivant les résultats précédents, nous avons essayé d'optimiser 

l'activité cellulolytique des cultures de bactéries du rumen en addi- 

tionnant différents produits au milieu de croissance. 

1. Matériel et Méthodes 

Dans des flacons de culture de 150 ml, contenant 40 ml du milieu 
l de HUNGATE cellulosé à 0.75 %, nous ajoutons différents composés : ex- 

trait de levures, peptones, acides aminés, vitamines acides gras volatils.,. 

Après stérilisation à 10TO pendant 10 minutes les essais sont ensemencés 

par 10 ml de liquide de rumen fraîchement prélevé. L'anaérobiose a été 

réalisée suivant les conditions précédemment décrites, 

Les produits ajoutés sont : 



- Extrait de levures : DIFCO. Autolysat de levures fraîches 
- Hydrolysat de caséine GIRARD - MOUNIER - VITRIUM hydrolyse 
enzymatique de la caséine du lait 

- Peptone ST BIO-KAR Polypeptone trypsique. La polypeptone est 

un mélange de Trypticase et de Thiotone : peptone pepsique de 

viande 

- Corn Steep : produit atomisé du liquide de macération de ma@s 
- Trypticase DIFCO : peptone trypsime de caséine 
- Casamino-acids DIFCO : hydrolyse acide de caséine purifiée 
contenant 10 % d'azote total et 14 % de NaCl contenant tous les 

acides aminés sauf le Tryptophane 

- Mélange 1 d'acides aminés (AA, ) : 

Alanine Glycocolle Valine Proline 

Arginine Histidine Cys ine Sérine 

Aspartique Leucine Nethionine Thréonine 

Glutamique Isoleucine Phenyl alanine Tryp tophane 

Chaque acide aminé est ajouté à la concentration de 0,1 %. 

- Mélange 2 d'acides ( A A ~ )  

Valine Leucine Isoleucine 

Proline Alanine Methionine 

Chaque acide aminé est ajouté A la concentration de 0,l %. 

- Mélange d'acides gras volatils (volatil Fatty Acids : v.F.A.) 
VFA, CH3C00H 133 mg 

ac isovalérique 6,6 mg 

ac valérique 8 mg 

eau qsp 100 ml 

CH3COOH 17 ml 

ac propionique . 6 ml 

ac butyrique 4 ml 

ac isobutyrique 1 ml 

ac valérique 1 ml 

ac isovalérique 1 ml 

0.31 ml de ce mélange est dilué dans 100 ml d'eau. 

- Vitamine H : biotine à 0,2 % dans l'eau. 



2. Résultats et conclusions 

Le tableau 13 et la figure 12 rassemblent les résultats obtenus. 

Nous voyons crue la plupart des composés ajoutés au milieu de 

culture semblent favoriser l'activité cellulolytique des cultures. Cette 

augmentation de la cellulolyse est cependant relativement faible 10 à 

20 % environ. Le Corn Steep semble être l'un des meilleurs l'activateurN 

de l'activité des bactéries cellulolytiques. 

Le produit Casamino-acids et le mélange 1 d'acides aminés dimi- 

nuent de façon appréciable le taux de cellulolyse. Il est à noter la , 

similitude au point de vue qualitatif de ces deux composés : la présence 

dtacides aminés. Il est possible qu'en présence de liquide de rumen, 

certains amino-acides inhibent soit la croissance des bactéries, soit la 

production d'enzymes. 

11 est trPs difficile dans ces conditions d'expliciter les résul- 

tats obtenus. Nous n'avons pas tenté d'approfondir ce sujet mais plutôt 

étudier l'influence de tel ou tel produit sur l'activité cellulolytique 

des cultures par l'intermédiaire du milieu de croissance. 

c) Essais de substitution du liquide de rumen .......................................... 

Avant de commencer cette étude, nous pouvions nous poser trois 

questions : la première est : pourquoi avoir incorporé du liquide de 

rumen dans les milieux de culture ? Ensuite nous nous sommes demandés 

pourquoi essayer de substituer ce composant ? La troisième question est 

par quel composé ou mélange de composés pouvons-nous remplacer le liquide 

de rumen ? Voyons les réponses et argumentations. 

Les microorganismes du rumen requiérent de nombreuses substances 

pour leur croissance ; ces exigences sont telles qu'en l'abscence d'un 

composé, leur développement est pratiquement nul. Ces facteurs de crois- 

sance sont évidemment présents dans le liquide de rumen. DOETSCH (21) 



Tableau 13 : Addition de divers composés au Milieu de HUNGATE 
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a montré que le taux de respiration de suspensions lavées de bactéries 

du rumen augmente considérablement quand on ajoute à ce substrat du 

liquide de rumen filtré. D'autres auteurs BURROUGHS (1 950-1 951, 12-1 3) 

HUNGATE (1 950, 46), HUHTANEN (1 952, 43), Mc NEILL (1 954, 63) ont égale- 

ment montré que des facteurs présents dans le liquide de rumen et jus- 

qu'alors non identifiés stimulaient l'activité cellulolytique des micro- 

organismes du rumen. Ces résultats expliquent donc pourquoi leur auteurs 

incorporent du liquide de rumen filtré à leur milieu. Cette incorporation 

se fait d'ailleurs à des concentrations différentes : YANN (1 968, 61) 

introduit 10 % de liquide de rumen, BRYANT et ROBINSON (1961, 8) 20 % 

MINGATE (1957, 47) et KISTNER (1960, 53) 30 %, BRYANT et BURKEY (1953, 5) 

Nous avons essayé de substituer à cette incorporation de liquide 

de rumen un autre composé. En effet, nous avons vu dans la première partie 

les variations de la population bactérienne du rumen selon le moment de 

la journée ainsi qu'en fonction de l'époque de l'année. Ceci suggère donc 

une variabilité de la qualité du liquide de rumen d'oh une influence au 

niveau des milieux de culture. De plus la manipulation de ce constituant 

est très délicate. RAVERDY (72) a montré 1 'influence de la manipulation 

du liquide de rumen sur la croissance des bactéries. Ainsi un milieu au 

liquide de rumen filtré en aérobiose n'autorise qu'ne faible croissance 

malgré une régénération au bain-marie bouillant. De plus, le pourcentage 

d'incorporation est trop élevé ; pour une étude en fermenteur de 20 li- 

tres, il faudrait 8 litres de liquide de rumen soit dans les conditions 

' de prélèvement le contenu d'une panse de boeuf. 

Depuis quelques années, des progrès importants ont ét6 accomplis 

dans la physiologie des bactéries du rumen. C'est ainsi que différents 

travaux ont permis de démontrer l'importance de certaines vitamines du 

groupe B, des purines et de l'uracile (BENTLEY, JOHNSON 1954, 2) des 

acides gras volatils de l'urée et de l'ammoniac ainsi que de certains 

acides aminés tels que la valine, leucine, isoleucine, proline, alanine 

et methionine (BRYANT et ROBINSON 1 961 , 8) pour 1' activité cellulolyt i- 
que des microorganismes du rumen. 



Ré~er'~.znt on a pu montrer que certains ions comme le sodium 

(CADWELL et IItlDSON 1974, 14) ainsi que des antibiotiques : pénicilline, 

streptomycine (SLAVCHEV 1972, 81) agissaient dans le même sens que les 

composés cités précédemment. 

Nous avons donc essayé de substituer le liquide de rwnen incorporé 

dans le milieu de HüNGATE par un produit peu coQteux et facilement dispo- 

nible. 

Cette étude s'est déroulée en trois étapes. Tout d'abord nous avons 

réalisé des essais de culture en diminuant le pourcentage de liquide de 

rumen incorporé au milieu de HüNGATE. Puis à partir des résultats obtenus, 

nous avons cherché à déterminer les concentrations optima des différents 

produits ajoutés. Finalement, nous avons essayé de réunir toutes ces 

données pour proposer une formule de milieu favorable à la croissance des 

bactéries cellulolytiques tout en conservant leur activité. 

1. Dilution du liquide de rumen incorporé 

Les conditions de culture ainsi que la nature et concentration 

des différents produits additionnés au milieu de HUNGATE ont été décrites 

précédemment. 

Nous avons effectué quatre séries d'expériences en modifiant la 

concentration en liquide de rwnen : concentrations 1, 0,5, 0,25 et O 

c'est-&-dire 40, 20, 10 et O ml de liquide de rumen pour 100 ml volume 

final de milieu de base. . 

La figure 12 a, b, c, d (page 81 ) et le tableau 14 montrent les 

résultats obtenus : le pourcentage de cellulolyse des cultures de 72 

heures. 

Nous constatons que plus la concentration en liquide de rumen 

diminue, plus l'activité celluloLytique décroît. En son abscence, nous 

notons que la plupart des produits ajoutés sont favorables au tzux de 

dégradation de la cellulose. Seule la peptone ST n'agit pas dans le 



même sens. Le Corn Steep, le mélange 2 d'acides gras volatils et la 

vitamine H (biotine) semblent être les meilleurs substituants du liquide 

de rumen. 

Nous poursuivrons donc cette étude en se basant sur ces trois 

composés. 

2. Substitution du liquide de rumen 

- Le Corn Steep 

Nous avons étudié l'influence de la concentration en Corn Steep 

sur les cultures des bactéries cellulolytiques du rumen. 

Le maximum de cellulolyse est obtenu lorsque le milieu de culture 

contient 2 % de Corn Steep. Au delà de cette valeur, l'activité cellulo- 

lytique diminue très rapidement pour être pratiquement nulle : 2 % de 

cellulolyse pour une concentration de 5 % en Corn Steep. Figure 13. 

Ceci montre bien les exigences strictes des bactéries du rumen. 

Le corn steep contient des vitamines, des facteurs de croissance ; à 

partir d'une certaine dose,ceux-ci inhibent le développement des microor- 

ganismes. Il faut donc mesurer avec soin la quantité de ce produit ajouté 

au milieu de culture. 

- Les acides gras volatils 

Nous avons donné précédemment la composition du mélange acides gras 

volatils 2. Les différents essais ont montré que la concentration optimale 

est de 0,l ml. Au dessus de cette valeur, l'activité cellulolytique des 

cultures est pratiquement conservée. 

Dans le rumen, le pourcentage d'acides gras volatils est régulé 1 
par les phénomènes d'absorption. Le mélange 2 représente grosso modo 

cette donnée. 



Tableau 14 : Pourcentage de c e l l u l o l y ç e  des b a c t é r i e s  du rwnen c u l t i v é e s  3 jours  

sur mil ieu  de HUNGATE modifié 
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- La biotine 

Nous avons étudié l'influence de la caséine sur l'activité cellu- 

lolyque des cultures des bactéries du rumen, Cette étude a été faite en 

présence ou non d'hydrolysat de caséine dans la composition du milieu de 

croissance. 

La figure 14 nous montre les résultats obtenus c'est-à-dire le 

pourcentage de dégradation de la cellulose obtenu à partir de cultures 

de 3 jours. 

Les essais réalisés én l'abscence de caséine hydrolysée montrent 

que ltoptimum de cellulolyse est obtenue pour une concentration de 0,01 % 

de biotine. Par rapport au témoin c'est-à-dire milieu de base sans liqui- 

de de rumen, le pourcentage de dégradation est multiplié par environ 

trois fois et demi, 

Les mêmes expériences réalisées cette fois en présence d'hydrolyçat 

de caséine A des concentrations variables (3,2 $ et 0,4 % montrent une 

optiniisation de la cellulolyse ; par rapport aux expériences avec biotine 

seule. 11 semble donc avec un effet synergique de ces deux facteurs sur 

la croissance des bactéries cellulolytiques. 

3. Mélange de ces différents substituants 

I A la lumière des résultats précédents nous avons donc proposé 

une composition de milieu de culture des bactéries cellulolytiques du 

rumen. A partir de ce nouveau milieu de base, nous essaierons de l'amé- 

liorer en étudiant l'influence de certains composés. 

- Le nouveau milieu 

Nous avons conservé la composition en sels du milieu de HUNGATE. 

Précédemment, nous avions vu que la solution minérale reproduit la com- 

position de la salive et que la proportion de bicarbonate de sodium com- 

prise dans le milieu n'inhibe pas la croissance des bactéries. 



L'agent réducteur est le chlorhydrate de cystéine à la concentra- 

tion de 0,05 %. Au dessus de cette valeur, ce produit. est généralement 

considéré comme toxique. 

Nous remplaçons le liquide de rumen par un mélange de Corn Steep 

et d'acides gras volatils. Nous éliminerons la biotine ainsi que l'hydro- 

lysat de caséine car dans certains cas nous avons observé une diminution 

de l'activité cellulolytique des cultures. Le corn steep est employé A la 

concentration de 2 % et la solution d'acides gras volatils à 1 % (volume/ 

volume). La principale source carbonée est de la poudre de cellulose 

(~hatrnan) à raison de 0,75 %. 

- Addition de différents produits 

Les études bibliographiques menées sur les exigences des bactéries 

cellulolytiques du rumen ont permis de mettre en évidence l'influence de 

deux composés : un antibiotique la pénicilline et une vitamine : la cyano- 

cobalamine ou vitamine B 12. 

. Influence des antibiotiques 
Nous avons élargi le champ de cette étude en travaillant sur plu- 

sieurs antibiotiques : la pénicilline, l'oxytétracycline ou terramycine 

et la chlortetracycline ou auréomycine. Ceux-ci ont été ajoutés A diffé- 

rentes concentrations au nouveau milieu A base de corn steep et d'acides 

gras volatils. Après ensemencement par du liquide de rumen frais et incu- 

bation pendant trois jours,' nous avons dosé l'activité cellulolytique. 
I 

Pour la pénicilline, la courbe (figure 15) montre un maximwn de' 

dégradation pour une concentration finale de 6 )rg par millilitre. Passé 

cette valeur, l'activité cellulolytique décroft rapidement ; l'ar~tibio- 

tique retrouverait son rôle d'inhibiteur de la croissance des bactéries. 

Nous retrouvons sensiblement les mêmes résultats avec les deux 

autres antibiotiques. Pour l'oxytétracycline, l'optimum de dégradation 

est obtenu pour une concentration finale de 5 y g  par millilitre contre 
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10 \Jg/ml pour la chlortétracycline. 

L'addition de ces antibiotiques au milieu de culture permet donc 

d'améliorer l'activité cellulolytique cependant ce résultat est relative- 

ment faible environ + 18 % pour la pénicilline et l'oxytétracycline et 

4 16 % pour ltaur60mycine par rapport au témoin. 

. Influence de la cyanocobalamine 
12 

Plusieurs auteurs (HALL, CHENG et BURROWS, 36 ; SCOTT et DEHORITY, 

78) ont mis en évidence les besoins en vitamines du groupe B des bacté- 

ries cellulolytiques du rwnen. Parmi. celles-ci la vitamine Bp semble 

Gtre la plus nécessaire* Nous avons donc étudié l'influence de son incor- 

poration au milieu à base de corn steep et d'acides gras volatils. 

La figure 16 montre les résultats obtenus en fonction de la quanti- 

té de vitamine ajoutée. 

L'optimum de cellulolyse est obtenu par une concentration de 0,05yg 

par millilitre de milieu de culture. Passé cette valeur, l'activité cellu- 

lolytique diminue, Cet effet "inhibiteur" de la cyanocobalamine montre 

bien également les exigences très strictes des bactéries du rumen. 

L'amélioration du pouvoir de dégradation de la cellulose par les 

cultures est dans ce cas-ci assez sensible ; elle est comprise entre 25 

et 3D % par rapport au milieu de base sans vitamine. 

d) Conclusion --...------- 

Au terme de ces études, nous avons vu qu'il est possible de cul- 

tiver les bactéries cellulolytiques du rumen, Nous avons également noté 

l'importance de la composition du milieu de culture. Différents essais 

ont permis de sélectionner un milieu permettant la croissance de ces 

bactéries tout en conservant leur activité envers la cellulose, Ce milieu 

est celui proposé par HüNGATE à base de liquide de rumen f i l t r 6  et sté- 

rilisé. Cependant cette incorporation présente un inconv&nient notable : 



la variation de la qualité de ce produit en fonction du temps de prélève- 

ment ; celle-ci varie selon le moment de la journée ainsi que suivant le 

moment de l'année, Ceci entraîne des modifications de l'activité cellulo- 

lytique des cultures. De plus, le liquide de rumen nécessite de nombreuses 

précautions de manipulation. 

Devant ceci, nous avons essayé de modifier le milieu de HüNGATE. 

Dans un premier temps, nos recherches ont porté sur l'influence de la 

nature de la source azotée et carbonée. Nous avons vu le rôle d'"activa- 

teur" du lactose sur la synthèse des enzymes cellulolytiques ; cependant 

la cellulose semble être le meilleur inducteur, Le sulfate d'ammonium 

présente un optimum d'activité pour une concentration voisine de 0,l % et 

peut être remplacé par du phosphate d'ammonium di ammonique. 

Nos efforts se sont concentrés sur le problème de la substitution 

du liquide de rumen au milieu de HUNGATE, Nous avons tout d'abord, essayé 

de diminuer le taux de cette incorporation puis poursuivi!-e cette étucie en 

remplaçant le liquide de rumen par un produit peu coQteux et facilement 

disponible. 

Les résultats des différentes expériences ont montré que cette 

substitution est possible. Ainsi le Corn Steep, produit atomisé du liqui- 

de de macération de maTs, associé a des composés divers (acides gras vola- 
tils, vitamine B ) permet la croissance des microorganismes cellulolyti- 

12 
ques du rumen de boeuf ainsi que d'accroître l'activité ceil.ulolytique des 

cultures . 
Ces résultats ont été obtenus en mesurant l'activité cellulolytique 

de cultures de bactéries de rumen après 3 jours d'incubation à 3g0, Ainsi, 

il nous est difficile de savoir à quel niveau agissent ces produits si cést 

sur la production des enzymes cellulolytiqueç ou sur la croissance des 

bactéries. De ce fait, il s'avére nécessaire d'étudier de plus près 116vo- 

lution de la microflore lors d'une culture sur le nouveau milieu. Nous 

aborderons ce problème dans le chapitre suivant où nous essayerons de nous 

placer dans des conditions de production semi-industrielle c'est-à-dire au 

niveau des fermenteurs. 



III. ESSAIS DE CULTURE DES BACTERIES CELLULOLYTIQUES AU NIVEAU SEHI 

INDUSTRIEL 

Notre but de travail concerne la production d'enzymes capables. 

de dégrader la cellulose de façon à produire des sources carbonées, sucres 

plus facilement assimilables par les organismes. Cependant, il semble 

évident que cette production d'enzymes doit pouvoir être applicable à un 

échelon supérieur qu'au stade laboratoire. C'est pourquoi, nous avons 

étudié la culture des bactéries cellulolytiques en fermenteurs pilotes. 

a) La préculture ------------ 

Nous avons opéré en fermenteurs pilotes de 20 litres contenant 

10 litres de milieu. L'enemencement étant réalisé à raison de 10 % du 

volume final, nous avons cherché à ensemencer par 1 'intermédiaire d '.une 

préculture plutôt que directement à partir du liquide de rumen. 

Des études ont été effectuées de façon à déterminer l'importance 

du volume de préculture à apporter ainsi que l'âge de la préculture. 

1. Importance du volume de préculture 

Ces essais ont été réalisés en fioles à transfusion de 150 inl. Le 

milieu de culture compos6 des solutions minérales, cellulose 0,75 % corn 

steep 2 %, vitamine B 0,05 g/ml, cystéine, ac gras volatils, est répar- 
12 

ti 2i raison de 90 ml par flacon. Après stérilisation et bullage de gaz 

carbonique, 10 ml de liquide de rumen fraîchement prélevés servent à ense- 

mencer le milieu. Aprés 48 heures d'incubation à 3g0, les précultures sont 

introduites à différentes concentrations dans une fiole de 560 ml contenant 

du milieu de culture de même composition. A divers moments, 2 ml de la 

culture sont prélevés et servent à mesurer l'activité cellulolytique sui- 

vant la Technique dlHallivell c'est-à-dire un mélange de 50 mg de cellu- 

lose 5 ml de Tampon COs-sels-NaHCO et 2 ml de culture bactérienne sont 
3 

mit à incuber à 3g0. Aprés ce délai, on dose par gravimétrie la cellulose 

résiduelle. 



La figure 17 montre les résultats obtenus. La première remarque 

que nous pouvons faire concerne le taux de cellulolyse des cultures. Le 

maximum est d'environ 85 à 90 % de solubilisation de la cellulose ce qui 

montre que ltensemencement d'un milieu de culture peut être effectué à 

partir d'une préculture sans perte de l'activité des bactéries cellulo- 

lytiques. La deuxième constatation est la suivante : le taux de cellulo- 

lyse ne varie que légèrement suivant le volume d'ensemencement excepté 

dans le cas où 1 % de préculture sert à ensemencer, De plus nous voyons 

que pour des concentrations élevées en préculture 20 %, 50 % nous obtenons 
sensiblement la même activité cellulolytique au cours du ternps, 

ème Le maximum de cellulolyse est atteint vers la 40 heure sauf 

pour le cas de 50 %, Ce maximum est conservé pendant plusieurs jours de 

culture environ 4 jours puis le pourcentage de solubilisation de la cel- 

lulose diminue rapidement. 

Au vu de ces résultats, il semble donc préférable d'ensemencer 

les milieux de culture par une préculture à raison de 10 % ; la préculture 

étant elle-meme ensemencée par 10 % de liquide de rwnen fraîchement prélevé 

ce qui fait en fait de compte 1 % de liquide de rwnen dans un milieu de 

culture, A ce taux, la variation de la qualité du liquide est négligeable 

exception faite de la qualité en germes cellulolytiques. 

2. Influence de l'âge de la préculture 

Les expériences ont été réalisées de la même façon que préceclem- 

ment : 90 ml. de milieu nouveau (sels minéraux de KUNGATE, corn steep, 

' Vitamine B acides gras volatils, cellulose, cysteine) sont ensemencés 12' 
par 10 ml de liquide de rumen. A différents temps, ces précultures vont 

servir à ensemencer 900 ml de milieu contenus dans des fioles. Nous obser- 

verons également l'activité cellulolytique des cultures au cours du temps. 

Nous nous apercevons (figure 1 8) que 1' activité celluLolytique est 

conservée et est pratiquement la même quelque soit la durée d'incubation 

de la préculture 1, 2 ou 3 jours. Par rapport au Témoin c'est-à-dire 900 ml 

de milieu ensemencés directement par 100 ml de liquide de rumen, la précul- 

ture dsun jour donne les meilleurs résultats. Bien que la cellulolyse soit 





faible au départ, phénomène de dilution, temps de croissance insuffisant, 

celle-ci augmente très rapidement : 10 % à la 24ème heure, 74 et 80 % à 

44 et 48 heures. Puis cette activité est conservée pendant une cinquan- 

taine d'heures pour décroître assez rapidement 20 % au bout de 160 heures. 

Pour les cultures ensemencées à partir des précultures 2 jours et 3 jours, 

l'activité démarre très vite pour atteindre 50 % après 24 heures. Ceci 

semblerait être dQ à ce que les bactéries anaérobies peuvent croître plus 

longtemps avant d'opérer la dilution par ensemencement dans le milieu neuf, 

De plus, il se pourrait également que le temps de latence da à l'adaptation 

sur le milieu soit diminué. 

En conclusion, il est préférable d'ensemencer les milieux à partir 

d'une préculture âgée d'un jour, 

b) Etude en fermenteur ---...-------...------- 

1. Le matériel et l'anaérobiose 

Cette étude a été menée en fermenteur pilote (~iolafitte) de 20 

litres. Neuf litres de milieu (tableau 15) y ont ét& introduits après 

stérilisation de 1.a cuve vide pendant 2 heures à 121°, La stérilisation 

du milieu s'effectue à 105O pendant une heure. 

Au début des essais, l'anaérobiose était assurée par un bullage 

de gaz carbonique dans le milieu soumis à une faible agitation. De plus, 

pour éviter tout contact avec l'oxygène de l'air un léger courant d'azote 

. était envoyé à la surface du liquide. Cependant les traces d'oxygène pré- 

sentes dans le CO2 du fait de l'agitation ne permettent pas de cultiver 

les bactéries anaérobies du rumen. De ce fait, nous avons supprimé tout 

bullage et pour assurer 11ana6robiose nous ajoutons de l'huile de paraf- 

fine, Celle-cide densitéplusfaible forme une couche supérieure isolant 

ainsi le milieu de l'air ambiant. 

L'ensemencement a été effectué à partir d'une préculture âgée 

d'un jour et ayant été inoculée par 10 % de liquide de rumen. 



1350 ml de la solution : 

9,O ml de resazurine à 0,l % I 
150 ml cystéine 3 % 

600 ml NaHC03 6 % 

90 g poudre de cellulose Vhatman 

180 g de Corn Steep atomisé 

90 ml du mélange 2 d'acides gras volatils au 1/10 

5460 ml d'eau distillée 

Après passage de gaz carbonique, le pH est ajusté à 6,8 par 

de la soude 10 N. 

Stérilisation 1 H à 105O 

On ajoute 45 milligrammes de Vitamine B 
12' 

Tableau 15 : Composition du milieu de culture 
@ 



% de solubilisation de la cellulose 

Figure 1 8  INFLUENCE DE L ' A G E  DE L A  PRECULTURE 
I 
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Différents dosages ont été effectués : dosage des sucres réducteurs, 

des sucres totaux solubles, de l'activité cellulolytique ainsi que de l'ac- 

tivité cellulasique présente dans le surnageant des cultures. Cependant, 

auparavant nous étudierons l'évolution de la microflore. 

2. La microflore des cultures 

Pour évaluer l'évolution de la microflore dans les cultures, nous 

avons dû effectuer des comptages de bactéries. En effet, les méthodes 

classiques, la mesure de densité optique, la méthode des poids secs de 

culture, le taux de DNA... pour estimer le nomhre de microorganismes ne 

sont pas applicables à notre cas. 

Ces conptages sont généralement effectués par hémocytomètre ou 

par chambre de comptage Petroff-Hauser ( w ~ x ,  88), par observation micros- 

copique directe ou par étalement sur milieu gélosé. 

Ces deux premières techniques ne peuvent nous intéresser du fait 

que seules les bactéries vivantes doivent être comptbes. Ainsi nous avons 

suivi l'évolution de la microflore par numération sur boîtes de Pétri. 

- Natériel et Méthodes d'étude 

Le milieu gélosé est de même composition que le milieu de culture 

liquide excepté 1 'addit ion d ' agar (DIFCO) à 12 concentrat ion de 20°/, , . 
Les bactéries cellulolytiques du rumen étant anaérobies strictes, elles 

ne peuvent être cultivées que dans des milieux pré-réduits. Les milieux 

sont stérilisés par autoclavage et avant refroidissement,on chasse l'air 

contenu dans les flacons par un courant de gaz carbonique. Les numérations 

sont effectuées sur boîtes de Petri. Une fois le milieu reparti, 15 à 20 ml 

par boîte, celles-ci sont mises dans une jarre d'anaérobiose de façon à 

laisser solidifier la gélose, à l'abri de l'air. 

Les dilutions sont faites dans une solution de composition sui- 

vante : 



0,05 % chlorhydrate cystéine 

0,3 1 Na2C03 

0,0001 % résazurine 

eau distillée 1 

On répartit 9 ml de cette solution par tube. Après stérilisation, 

on fait passer un courant de gaz carbonique de façon à chasser l'air et 

à ajuster le pH à 6,8. 

0,l ml de chaque dilution est étalé à la surface de la gélose. 

Puis la boîte de Petri est mise dans une jarre d'anaérobiose à atmosphère 

de CO2. Ces opérations doivent être exécutées avec célérité de façon à 

limiter au plus possible le contact avec l'oxygène de l'air. 

Le temps d'incubation est de 2 à 3 jours à 3 7 O .  

- Evolution du nombre de bactéries @ LILLE 

Nous avons ainsi suivi l'évolution du nombre de bactéries au cours 

des cultures en fermenteur. La figure 19 représente les résultats obtenus. 

Nous voyons ciue celle-ci montre trois stades dans l'évolution : 

. une phase de croissance entre le Io et 3ème jour suivi par 

. une phase stationnaire durant une cinquantaine d'heures puis 

. une phase de déclin 
L ' activité cellulolytique est en étroite corrélation avec le nombre 

de bactéries vivantes. Nous avons étudié la relation entre le nombre de 

microorganismes et l'activité cellulolytique durant les phases de croissance 

et de déclin (figure 20). Nous nous apercevons que ces relations peuvent 

être traduites par des droites de pente différente : une pente faible pen- 

dant la prcmiére phase et une pente plus forte pour le déclin. Cette der- 

nière observation peut stexpli.er par la présence d'enzymes celluloly- 

tiques synthétises et libérés dans le milieu à partir des bactéries umorteç" 

mais ayant encore leurs cellulases actives. 



- Evolution des especes 

D'après certains auteurs (IIUNGATE, 45 ; GIESECKE, 28) le nombre 

d'espèces de bactéries cellulolytiques présents dans le liquide de rumen 

est évalué à 8 dorit 7 sont fréquemment rencontrées. Nous avons essayé de 

suivre l'évolution au niveau des espèces lors des cultures. Pour cela nous 

avons adopté la même technique que précedernrnent c'est-à-dire par numération 

sur boîte de Pétri. Chaque colonie bien isolée est repiquée sur milieu 

gélosé incliné. Ainsi quatre espèces bactériennes ont pu être mises en 

évidence. Le tableau 16 rassemble les différentes propriétés biochimiques 

des souches. 

Cependant, les trois autres souches couramment rencontrées dans 

le rumen des bovins, peuvent également être présentes dans les cultu~*es 

mais ce serait alors à des concentrations très inférieurs par rapport 

aux autres souches et de ce fait, ne sont pas isolées. 

La mesure de l'activité cellulolytique de culture de 3 jours mon- 

tre un faible pouvoir ceblulolytique des bactéries. Il y aurait donc un 

effet de synergie lors de l'association de ces souches sur la dégradation 

de la cellulose. 







log. du nombre .de bactéries 

phase de croissance / 

Figure 20 : RELATION ENTRE L E  NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES E T  L E  

POURCENTAGE DE CELLULOLYSE 



Les souches A et C coccis gram+-peuvent être assimilées à des 

Ruminococcus tandis que la souche B vraisemblablement 'A Bacteroïdes 

succinogenes et la souche D de forme clostridiale à Clostridiwn lockheadi 

bien que certains caractères biochimiques ne correspondent pas totale- 

ment. 

L'activité des cultures en fermenteur envers la cellulose 

Nous avons dosé deux sortes d'activités : l'activité celluloly- 

tique des cultures et l'activité cellulasique des filtrats de culture. 

- L'activité cellulolytique 

Nous avons repris la méthode précédemment exposée : 2 ml de cul- 

ture sont prélevés du fermenteur en respectant l'anaérobiose et la sté- 

rilité et servent à mesurer l'activité cellulolytique, Pour cela le 

substrat est de la poudre de cellulose Whatman 5 0  mg. Cette étude est 

réalisée en présence de 5 ml d'un tampon CO -NaHCO -sels minéraux. 
2 3 

L'incubation dure 48 heures à 3 7 O .  

La figure 21 montre l'activité des cultures au COLWS du temps. 

Les résultats observés sont analogues à ceux obtenus lors des précédentes 

expériences. Il semblerait qu'une légère agitation dans le milieu de 

culture permette une croissance plus rapide et plus élevé optiniisant ainsi 

l'activité cellulolytique : environ 100 % de dégradation au 3e jour de 

culture. 

De même que précédemment après une stabilisation de la cellulo- 

lyse, celle-ci décroît rapidement. Ceci est en rapport avec l'évolution 

de la microflore. 

- L'activité cellulasique 

Nous appelons activité cellulasique, la dégradation de substrats 

cellulosiques par les surnageantsde milieux de culture, Ces derniers sont 



centrifugks 15 minutes à 10 000 g ; les surnageant5 colorés en jaune 

servent 2t mesurer le pouvoir de dégradation de la cellulose. 

Pour ce dosage, nous avons adopté la technique de KRISHNAMURTI et 

KITTS (56) : A 0,2 ml de MgC12, 6H20 à 3 % on ajoute 1 ml de surnageant, 

1 ml d'une solution de carboxyméthyl cellulose C.M .C. (TOUZARS et i.IATIGNON, 

p a r i s )  à 1 % ou 10 mg de poudre de cellulose (~hatman), et 1,8 ml de 

Tampon acétate 0,1 M pH 5,5. L'incubation se fait à 37O pendant une heure 

sans agitation. 

Les sucres réducteurs ont été déterminés par addition de 1 ml 

d'une solution d'acide dinitrosalicylique à 2 ml de la solution essai 

(GASCOIGNE et GASCOIGIE, 27). Les tubes sont mis à bouillir pendant 

5 minutes puis après refroidissement, l'absorbante est lue à 540 m .. 
La quantité de sucres réducteurs libérés est mesurée par rapport au glu- 

cose. 

La figure 21 montre que l'activité cellulasique sur carboxymethyl 

cellulose ou poudre de cellulose est en relation directe avec ltactivitZ 

cellulolytique. De plus, suivant la nature de la cellulose, l e  taux de 

dégradation par les enzymes cellulolytiques est variable. Ainsi la C.M.C, 

cellulose dégradée est plus facilement attaquée par les cellulases que la 

cellulose native (environ 3 fois plus). 

Différeqts auteurs (LEATHERWOOD, 57 ; HALLIWELL, 39 ; OUDA, 70) 

ont montré que les cellulases sont en général absorbés sur les substrats 

cellulosiques insolubles, De ce fait, dans le surnageant des cultures 

nous ne dosons que l'activité cellulasi~,ue des enzymes libres ou libérées 

du fait de la dégradation de la source carbonée. En général, après 3 à 4 

jours de culture lacellulose dans le milieu de culture est pratiquement 

dégradée à 100 % d'où la libération d'enzymes cellulolytiques. 

- Evolution du pH 

L'évolution du pH ne donne que peu de renseignements sur la 

culture. Le pH reste stable A 6,8 pendant plusieurs heures puis diminue 

jusque 5,8 et reste alors constant. 
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- Dosage des sucres solubles * 

Le dosage des sucres réducteurs ou sucres totaux solubles montre 

que leur taux est tres faible dans le milieu de culture (environ 150 pg 

par millilitre), Les oses libérés lors de l'attaque de la cellulose sont 

immédiatement utilisés par les microorganismes cellulolytiques du rumen, 

c) ' Conclusions ---------- 

Dans l'étude qui précède, nous avons pu mettre en évidence plu- 

sieurs faits importants concernant la culture des microorganismes cel- 

lulolytiques du rwnen lors de conditions opératoires semi-industrielles. 

Nous avons vu l'influence du volume d'ensemencement ainsi que 

celle de l'âge des précultures. Les différents résultats ont montré qu'il 

est préférable d'ensemencer les fermenteurs par 10 % de préculture incubée 

d'un jour à 37O. 

L'étude de l'évolution de la microflore a permis de relier celle-ci 

à l'activité cellulolytique. De plus, quelques isolements de germes coccis, 

batonnets, forme clostridiale, ont montré l'effet synergique de ceux-ci 

sur la dégradation de la cellulose. 

La recherche des cellu~lases a mis en évidence la présence d'enzy- 

mes cellulolytiques dans le surnageant des cultures. Celles-ci ont une 

activité aussi bien sur la poudre de cellulose que sur une cellulose modi- 

fiée la carboxylnethylcellulose. L'hypothèse d'une absorption des cellula- 

ses sur le substrat a pu être a priori, écartée du fait de la complète 

disparition de la cellulose du milieu de culture. Cette dernière observa- 

tion pourrait être liézà la diminution de l'activité cellulolytique des 

cultures après 5 jours d'incubation. 





Nous avons vu dans les chapitres précédents que le liquide de 

rumen possède un fort pouvoir de dégradation de la cellulose ; cette 

activité est due aux microorganismes bactéries et protozoaires présents 

en grand nombre et espèce dans le rumen des bovins. 

Nos travaux ont également montré la possibilité de faire croître 

ces microorganismeç in vitro en milieu. liquide tout en conservant leur 

activité cellulolytique, 

Nous aborderons dans cette troisième partie, l'étude des enzymes 

responsables de la dégradation de la cell.uLose c'est-&-dire les cellulascs, 

Dans un premier temps, nous examinerons les conditions d'obtention de 

celles-ci à partir des cultures en milieu liquide des bactéries du rumen, 

Puis dans un deuxième temps, nous déterminerons les différents paramètres 

d'activité (PH, température, Km.. .) . Finalement, nous prolongerons ces 
travaux par un début de fractionnement de ces enzymes non pas dans le but 

d'une caractérisation poussée mais plutôt pour une "purification" de la 

solution enzymatique de facon A obtenir 1 'activlCé spécifique maximum. 



1. OBTENTION D E S  CELLULASES A PARTIR D E S  CULTURES DE BACTERIES DU RUMEN 

Apréç avoir étudié dans les chapitres précédents, l'activité cellulo- 

lytique du liquide de rumen et des cultures de bactéries du rumen, nous 

avons essayé de localiser celle-ci. En effet, les cellulases synthétisées 

par des bactéries resteraient accrochées à la membrane, contrairement 2i 

ce qui se passe chez les champignons imparfaits (~richoderma viride, 

Myrothecium verrucarima). 

Les dosages d'activité cellulasique sur les filtrats de culture libres 

de cellul.es ont montré une faible dégradation de la cellulose. Il semble- 

rait donc bien qu'une partie des cellulases restent liées aux bactéries. 

C'est ce que nous essayerons de déterminer, 

a) Localisation de l'activité cellulolytique ......................................... 

1, Méthode 

Deux millilitres d'une culture de 72 heures de bactéries celluloly- 

tiques du rumen sont centrifugés en anaérobiose 10 minutes à 10 000 g. 

L'anaérobiose est assurée de la façon suiva:ite : 

2 ml d'huile de vaseline stérile sont introduits dans un tube à 

hémolyse, Les 2 ml de culture sont prélevés par une seringue et déposés 

au fond du tube ; l'huile, de densité plus faible, forme une couche supé- 

rieure protégeant ainsi les bact4ries de l'air. 

Après centrifugation, le surnageant est recueil1.i et sert à mesurer 

l'activité cellulolytique selon la technique de HALLIWELL exposée yrécé- 

demmen t . 
Quant au culot, il est remis en suspension par addition d'environ 

1,8 ml de Tampon NaHCO - COg - sels pH 6,8 puis  sert &galement I mesurer 
3 

l'activité cellulolytique. 



Rappelons c e t t e  méthode de dosage*: A 50 mg de poudre de ce l lu loçe  

e t  5 m l  du taqpon pH 6,8  on a jou te  l e  surnageant ou le' cu lo t ,  L'incuba- 

t i o n  s e  f a i t  à 3 g 0  pendant 48 heures. Passé ce d é l a i ,  on mesure l a  cel lu-  

l o se  r é s idue l l e  par  gravimétrie, 

2. Résu l ta t s  e t  conclusion 

En opérant de c e t t e  façon, nous avons obtenu l e s  r é s u l t a t s  suivants  : 

Tableau 77. 

Tableau 17 

Témoin : 

2 m l  de cu l tu re  

Cuhot 

Surnageant 

Surnageant + 

1 gout te  de Toluène . 

Ceci montre donc que l ' a c t i v i t é  ce l lu lo ly t ique  t o t a l e  peut ê t r e  

r6pa r t i e  en deux f r a c t i o n s  : 

- l e  culot  représentant  30 % de ' l a  ce l lu lo lyçe  

- le surnageant, c 'est-à-dire l e s  ce l lu laseç  libres dégradant IO % 

de l a  c e l l u lo se  

Pourcentage 
de so lub i l i s a t i on  

95 

8516 

12,2 

11 97 

Pourcentage 
r e l a t i f  

IO0 X 

90,l X 
- 

' 2"i 
12,2 40 

+ 



Les conclusions que l'on peut tirer de ces résultats sont de deux 

ordres : 

- les cellulases libérées dans le milieu de culture sont capables 
de dégrader la cellulose insoluble, Cela signifie que les différents fac- 

teurs enzymatiques (c, et Cx pour REESE) sont présents dans le surnageant. 

- le Tampon de MALLIWELL permet le développement des bactéries 

anaérobies du rumen donc il y a synthèse de cellulases durant le temps 

d'incubation, En effet, si le culot représente les 90 % de l'activité 

totale, on devrait trouver une forte concentration de glucose dans l'essai, 

Or ce n'est pas le cas ; celui-ci est utilisé comme source de carbone par 

les bactéries cellulolytiques permettant ainsi leur croissance. De plus, 

dans le cas où il y a peu de cellulases accrochées aux membranes des bac- 

téries, leur synthèse serait très rapide mais ne permettant pas de recons- 

tituer l'activité totale. Ceci peut être da à des vitesses de synthèse 

des facteurs C i  et Cx différentes. 

Nous avons alors essayé de voir la proportion de cellulases liées 

et de cellulases libres dans un jus de culture en appliquant la même 

méthode que précedemrnent sauf que le temps d'incubation est ramené A 4 heu- 

res A 39". 

Les différents essais ont montré alors m e  le surriâyeant ne dégra- 

dait que 40 % contre 60 % pour le culot, 

Ces résultats montrent donc bien que l'activité cellulolytique est 

pour une part présente dans le filtrat des cultures de bactéries du rumen 

mais surtout liée aux bactéries. 

De ce fait, nous avons essayé, dans le but d'optimiser la produc- 

tion de cellulases libres, de lyser par différentes méthodes les bactéries 

de façon à libérer les cellulases attachées aux membranes. Ces méthodes 

ont été physiques, chimiques ou enzymatiques, 



b) Libération des cellulases Liées - ............................... 

1. Méthode physique 

Les jus de culture de bactéries du rumen sur milieu de HüNGATE modi- 

f id sont centrifugés 15 minutes 2.1 10 000 g, Le culot est remis en suspension 

dans du tampon acétate 0,1 M pH 5,5. Les cellules sont alors sonniquCes à 

6 kilocycles pendant 30 minutes (M.s.E.) puis centrïfugées à nouveau. 

Nous dosons l'activité enzymatique du surnageant envers la carboxy- 

methylcellulose CNC à 1 %, Les sucres réducteurs libérés lors de l'incuba- 

tion (1 heure à 370) sont dosés par la méthode de GASCOIGNE (27). 

Les résultats ont montré un accroissement de l'activité cellulasique 

(i 30 %) pour les essais sonniqués par rapport au Temoin (jus de culture 

non traité). 

Nous n'avons pas approfondi cette étude du fait de l'impossibïlité 

de son application industrielle. 

Cependant, les résul.tats obtenus par cette méthode nous permettrons 

d'établir une comparaison avec ceux donnés par les techniques chimiques 

ou enzymatiques de lyse des cellules, 

2. Méthode chimique 

Nous avonç testé différents solvants organiques. Comme cette méthode 

présente le plus de rentabilité au point de vue coQt de l'opération, nous 

essayerons de définir certains paramotres (~ernps d ' action, concentration) 
influençant l'action de ces composés. Les études entreprises ont été 

réalisées en présence de Toluène, chloroforme,butanol, acétone, acétate 

d'éthyle, 

A 10 ml de jus de culture contenus dans des tubes de 16 à vis,nous 

ajoutons le solvant organique. Les tubes sont agités pendant une heure à 

30°. Après centrifugation, nous dosons l'activité cellulasicpe présente 

dans le surnageant envers la carboxymethylcellulose. 



Le tableau 18 rassemble les différentes expériences réalisées ainsi 

que les résultats obtenus c'est-A-dire, la 1ibération.de sucres réducteurs. 

Les conclusions que nous pouvons en tirer sont les suivantes : 

- seul le chloroforme inhibe l'activité cellulasique à n'importe 

quelle concentration 

- le butanol et l'acétate d'éthyle n'augmente que très faiblement 
l'activité cellulasique. Cette augmentation est d'ailleurs constante quel- 

que soit la quantité de butanol ajoutée. 

- le meilleur solvant pour détacher les cellulases liées aux membra- 
nes des bactéries semble être le toluène. C'est pourquoi nous étudierons les 

conditions d'utilisation du toluène. 

TABLEAU 1 8  



Tableau 18 : Influence de différents solvants organiques sur la 

libération des cellulases liées aux membranes des 

bact6ries. 

Le nombre situé en bas et à droite de chaque case 

représente l'augmentation ou la diminution de l'acti- 

vité cellulasique par rapport au témoin, 

Les nieilleures conditions d'utilisation du toluène sont données par 

les courbes 22 a et b. La courbe 22 a représente l'influence de la concen- 

tration en toluène sur l'activité cellulasique des surnageants. Mous notons 

que la courbe passe par un maxiniwn pour une addition de toluPne comprise 

entre 0,05 ml et 0,l ml.. Pour des valeurs supéri.eures, la courbe décroît 

montrant ainsi l'inhibition des cellulases pour des fortes concentrations 

en toluène. 

Quant à la courbe 22 b représentant l'influence du tw,ps d'action  di^ 

toluène sur la libération des cellulases,naus voyons que celui-ci doit être 

compris entre 1 heure et une heure et demie, Passé ce delai, le toluène 

pourrait également diminuer l'activité des enzymes. 

3. - Mi. t hode enzyrzat i que 

Des essais de lyse des membranes de bactéries du rumen ont été entre- 

pris avec du lysozyme (EC 3,2.1.17) de blanc d'oeuf (SIGHA, St LOUIS USA). 

Mous avons étudié les conditions d'utilisation de cette enzyme : 

. concentration en lysozyme, temps d'action, 

Suivant les bactéries gram' OU gram-, les conditions opératoires sont 

différentes. Cependant dans notre population bactérienne nous avons les 

deux cat6gories de bactéries. Nous nous sommes donc attachés 21 utiliser les 

conditions opératoires pour lyser des bactéries gram- c'est-à-dire en tra- 

vaillant dans un tampon Tris-HC1 0,025 M, pH 8,O contenaqt 5mM EDTh et 

0.32 M de saccharose, Les essais ont été réalisés A la température de 30°. 



ml de toluène 

Figure 22a Influence de la concentration en toluène - ?O.ml de jus de 
culture + toluène - agitation 1 heure à 300 - dosage à pa r t i r  du surna- 
geant de I ' activité CM Casique. 

oses  réducteur.^ l ibérés; 

50 O 

4 0 0  témoin (san 
tol usne) 

3 0  O 10 ml de jus de culture + 0 '1  ml de toluène 
agitation à 30° 
dosage de I 'act iv i té C M C  asiqwe 

2 0 0  

100 , temps en 
1 2  heures 

Figure 22 b Influence du temps d'action du toluène sur les bactéries 
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- Influence de la cencentration en enzyme 

Comme précédemment, 10 ml de jus de culture sont cantenus dans un 

tube de 16 à vis, on ajoute un certain volume de solution enzymatique. 

La durée d'incubation est 1 heure, 

La courbe 23 représente les résultats obtenus, Nous voyons que le 

maximum de dégradation de la carboxym&thylcellulose, en relation avec le 

taux de cellulase présentes dans les surnageants, est obtenu pour 400 pg 

de lysozyme par millilitre, Puis la courbe montre un palier pour des 

concentrations supérieures. 

- Influence du temps d'action 

Nous avons répété ces expériences en faisant agir 400 pg de lysozyme 

par ml de jus de culture. Nous avons fait varier la durée d'incubation à 

30". La réaction est arrêtée en plongeant les tubes dans un bain de glace. 

Après centrifugation, comme précédemment, 1 ml sert à tester l'activité 

cellulasisue envers la carboxyméthylcellulose, 

La figure 24 montre que la courbe passe par un maximum poux une durée 

d'incubation de rule heure, Pour des ternps plus locgs, le lysozyme semble 

détruire les cellulases (forte diminution de l'activité cellulasique). Cet- 

te enzyme pourrait hydrolysée certaines liaisons glycasidiques de la partie 

glycanne des cellulases qui seraient d'après VHITAYaR (90) des glycopo- 

téines. 

c) Conclusion . --..,------ 

Après les études faites sur les conditions d'obtention de cellulases 

libres, il semble que le toluène a une meilleure action sur ].es cellula.ses 

liées aux membranes des bactéries. Les résultats obtenus par les différen- 

tes méthodes (physiques, chimiques ou enzymatiques) ont montré que 1 'acti- 

vit6 cellulasique des surnageants de culture peut être augmentee de : 
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- 30 % dans le cas d'une sonnication des cellules 

- 21 % si on utilise le tolu6ne à raison de 1 % pendant une heure 

- 18 % pour une lyse par le lysozyme à 400 y g par ml. Conditions 
d'utilisation : Tampon Tris-HC1, TH 8 , 0,025 M en présence dlFSTA et de 
saccharose. 

Cependant, par rapport à l'activité cellulolytique notée dans le 

culot de cultures centrifug&es, ces résultats sont assez décevants. On 

n'arrive au maximum,& retrouver que 50 $ de l'activité totale (40 S. pour 

les surnageants et 60 % pour les culots). Il pourrait y avDir une libé- 

ration de conposés inhibiteurss dans le cas d'une lyse trop poussée des 

cellules (sonnication) et les procédés chimiques ou enzymatiques ne 

permettraient pas une libération complète des cellulases liées quelque 

soit la quantité de soXvant ou d'enzyme ajoutée. 

II -- CARACTERISTIQUES DES CELLULAÇES - DE BACTERlES JIU RUEN 

a) Historique ---------- 

Si le nombre de publications concernant les microorga~ismes du 

rumen est considérable, très peu d'études ont 4té faites sur l'activité 

cellulolytiquê in vitro des bactéries et sur leurs cellulases. Seuls 

quelques trsvaux ont décrit les enzymes libér&sdans le liquide de rixnlen 
' 

des bovins ou les enzymes synthétis&sà partir de culture pure (RW' 1 no- 

. coccus, ~ a c t  éroïdes) , Cela provient des nombreuses contradictions rele- 

vées entre les résultats des différents auteurs. Contradiction au niveau. 

de la présence ou non d'enzymes libres dans le liquide de rumen, au 

niveau des propriétks des enzymes. 

E;RISIII\TMIURTI et KITTS (56) ont montré l'existence d'une activité 

cellulasique dans le surnageant du liquide de rumen. Ces résultats ont 

été conformés par GILE et KING (31) Cependant, au contraire, HALLIWELL 

(37) n'a jarnais détcct6 d'activité et pense à la labilité du système 

enzymatique. Des essais de stabilisation ont été réalisés en présence de 



gelatine mais n'ont pas donnés l e s  r é su l t a t s  espérés, De plus,  pour confir- 

mer c e t t e  hypothèse, HUNGATE (48) affirme que l e s  cel lulases  du ruinen sont 

fortement attachées au substrat  cellulosique e t  sont incapables de diffuser  

jusqu'à ce que l a  cel lulose a i t  é t é  digérée. 

CASON e t  TIIOIIAÇ (15) ont montré que l ' a c t i v i t é  cellulasique dans 

l e s  prélèvements de l iquide de rumen chez l e s  bovins effectués 6 heures 

après ingestion d'aliments e s t  beaucoup plus élevée que c e l l e  trouvée 

dans l e s  prélèvements co l lec tés  après 24 heüres. 

Cette observation permet de penser que l e  taux de c e t t e  a c t i v i t é  

présente dans l e  surnageant du l iquide de rumen e s t  variable dans l e  

temps en fonction du suùs t r a t  cellulosique (nature des aliments ingérés) 

présence au abscence d'inhibiteursou activateurs e t  certainenent d 'autres  

facteurs.  

Ces contradictions se  retrouvent d ' a i l l eu r s  au niveau des r é s u l t a t s  

concern~mt l e s  caractéristiqu.es des cel lulases  : 

- l e  pH optimum pour leur  a c t i v i t é  e s t  pour plusieurs auteurs 

(CONCIIIE, 16 ; K I N G ,  51 ; KITTS e t  UEDERKOFLER, 55 ; STANLEY e t  KESLER, 85) 

compris entre 5,4 e t  6 ; seuls GII,L e t  K I N G  (31) trouve un opti~i~un d 'act i -  

v i t é  à pH 6,5. 

- l ' a c t i v i t é  cellulasique varie  suivant l a  nature de l a  cellulose.  

Cependant, e l l e  e s t  aussi  dépendante de l a  façon dont l e s  enzymes ont é t é  

obtenues. HALLIWELL (38) a,montré que l e s  ex t r a i t s  obTenus par l e  butanol 

ont une meilleure a c t i v i t é  sur  l a  carboxymethylcelluloçe, Par contre, l e s  

e x t r a i t s  enzymatiques obtenus par  l'alumine sont plus a c t i f s  sur  l a  cel-  

lulose insoluble. 

- selon LEATHERWOOD, certaines cel lulases  bactériennes (~wninoco- 

ccus) sont ifihibées par l'oxygéne. Cependant, l a  plupart des auteurs ne 

prennent aucune précaution d'anaérobiose l o r s  du dosage des ac t iv i t é s  

cellulosiques,  



Tous ces faits, nous entraînent -donc à définir nos conditions 

d'étude des caractéristiques des cellulaçes, isolées dans le surnageant 

des milieux de culture de bactéries du rumen. 

b) Caractéristiques des cellulases 
---------a--------------------- 

1 . Méthodologie 
Différentes méthodes ont été proposées pour mesurer l'activité 

cellulasique ; le tableau 19 rassemble les principales. Parmi celles-ci, 

nous avons utilisé la carboxymethyl cellulose,CMC comme substrat cellule- 
/ 

sique, Les dosages ont été effectués de la façon suivante : 

A 1 ml de surnageant de culture, on ajoute 1,8 ml de Tampon acé- 

tate 0,l M pH 5,5, 0,2 ml de MgC12 à 3 ,% et 1 ml de CXC à 1 %. 

Plusieurs méthodes ont été proposées pour suivre la dégradation 

de la CMC : 

Après un certain temps d'incubation, on peut mesiwer la variation 

de la viscosité ou mesurer les groupements réducteurs libérés. 

Nous avons choisi cette dernière technique. Pour cela, après un 

temps d 'incubation suEf isant (en général une heure) à la température de 

374 nous dosons les fonctions réductrices apparues dans l'essai par la 

méthode au dinitrosalicylate (GASCOIGNE et GASCOIGIE) . Pour cela, nous 
ajoutons 1 ml de solution dre dinitrosalicylate. Les tubes sont mis dans 

un bain-marie bouillant pendant 5 minutes. Après refroidissement, la 

lecture de densité optique se fait à 540 m . Tous ces essais ont été 
réalisés en atmosphère normale, 



Tableau 19 : DiEfOrents substrats et rnéthodcs utilisés pour l'étude 

de la dégradation de la cellulose. 

Références 

HALL IWELL 
SELBY 

GRIMES 

NORKRANS 

WALSETH 

WHITAKER GILLIGAN 
et REESE 

REESE 

TOYAMA et SHIBATA 
HAIJSTETN 

LYR 

WHITAKER 

Substrats 

A. Insolubles 

Coton 

& Cellulose ' 

Hydrocellulose 

Cellulose précipitée 

B, Solubles 

Carboxymettiylcellu- 
lose 

Ethylhydroxyethyl 
cellulose 

B 1-4-oligoglucosi- 
des 

i 

Détermination de 

Cellulose résiduelle pas gra- 
vimétrie ou calorimétrie 

Groupements réducteurs 

Turbilité 
celluloçe résiduelle 

Diminution du degré de polymé- 
risat ion 

Groupements réducteurs 

Diminution de la viscosité 

Groupements réducteurs 

Diminution de la viscosité 

Groupements réducteurs et 
séparation par chromatographie 



2, Résultats 

Nous avons étudié l'influence du pH sur l'activité cellulosique 

présente dans les surnageants de culture de bactéries du rumen. Le tampon 

acétate a été utilisé pour des pH compris entre 4 et 5,5 et le tampon 

Tris-maléate entre 5,5 et 8, 

La figure 25 montre que le maximum d'activité est obtenu pH 5,5  
avec la carboxymethylcelluloçe comme substrat. A pH élevé ( p ~  8) on 

conserve encore l'activité, 

Les essais suivarrtç seront effectués dans le tanpon acétate 

PH 5 , 5 ,  

- Température 

Plusieurs essais ont été mis à incuber à des températures diffé- 

rentes 20°, 2B0, 37O, 44O, 5 5 O  , Nous voyons (figure 26) que la courbe 

passe par un maximum pour la température de 37O, Cela correspond à la 

température de croissance des bactéries du rumen et à celle de l'aninal- 

hôte (bovins). L'activité cellulasique est faiblement conservée à des 

températures &levées d'incu-bation et est nulle à 60°, 

- Influence de la concentration du substrat 

Nous avons étudié la variation de l'activité cellulasique selon 

la quantité de substrat ceklulosique ajoutée à l'essai, Nous avons utilisé 

la Chic, Nous notons (figure 27) que pour des faibles concentrations de 

CNC, la courbe de l'activité est linéaire puis à partir d'une certaine 

concentration 10 mg nous atteignons un palier indiquant une saturation 

en substrat 
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- Influence de la concentration-en enzyme 

Nous avons opéré de la façon suivante : 

Incubation 1 heure 3 7 O  

Surnageant de culture 

eau 

CXC 1 % 

i4gC12 

Tampon acétate 

La figure 28 montre les résultats obtenus. Nous voyons que la courbe est, 

dans sa premiére partie, une droite de pente élevée. Lorsqu'on augmente 

la concentration en surnageant c'est-&-dire enzyme, l'activité atteint 

un palier traduisant ainsi le taux maxinium de dégradation de la carboxy- 

m&thylcellulose. 

Ce taux peut être limitk par la libération de sucres réducteurs 

essentiellement du glucose ': (observé par chromatographie sur papier 

Whatman 1, système solvant de ~artridje) : effet rétro-inhibiteur. Mais 

il se pourrait aussi que la présence d'inhibeurs limite le taux de 

1 ml 

O 

1 

O, 2 

1,8 

dégradation de la ClC. 

098 ml 

012 

1 

0,2 

1,8 

0,5 ml 

0, 5 

1 

O9 2 

198 

- Cinétique d'action 

La période d'incubation a été  prolongSe plusieurs jours. Les 

0,25 ml 

Ot75 

1 

O* 2 

1,8 

0,l ml 

099 

1 

O, 2 

198 
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résultats ont montré que (figure 29) l'aptimum de dégradation de la C1.E 

est obtenu après 24 heures d'incubation à 37O. Pour des périodes plus 

longues, il faut tenir compte des pollutions bactériennes utilisant les 

sucres libérés et faussant ainsi les résultats. 

- Influence de la nature du substrat 

Nous avons testé 1 'activité des surriageantç de culture envers 

deux sortes de substrats cellulosiques : 

. une cellulose insoluble : poudre de cellulose Whatman 

. une celluloçe soluble : carboxymethylcellulose 
Les dosages de sucres réducteurs libérés ont montré que la car- 

boxyméthylcellulose est plus fortement dégradée que la poudre de cellu- 

lose. Les rapports de dégradation sont de l'ordre de 20 pour 1, sait pour 

une heure d'incubation à 3g0 une libération de : 

. 350 yg/ri?l de sucres réducteurs dans le cas de la CXC 

. 7 rg/nl dans le cas de la poudre de cellulose 

(ces mesures ont été en fait réalisées sur des périodes d'incuha- 

tion plus longues et rapportées A l'unité : l'heure). 

c) Essais de fractionnement des cellulaseç ---------------------------------------. 

Les essais de purification des cellulaseç de Trichoderma vi.rj.de ----- 
(OKADA, 70 ; et de Pseudomonas f 1u.Orescens var .cellulosa ------ (YOSHIK-kli~, 

SUZUKX et NISIZAWA, 94) ont montré l'existence de nombreux composants 

spécifiques de chaque organisme. De ce fait, il serait avantureux de 

vouloir résoudre le systènie cellulosique présent dans le surnageant des 

cultures mixtes de bactéries du rumen. 

Nos essais de fractiom-iement ont essentiellement porté sur l'ob- 

tention d'une fraction enzymatique ayant wie forte activité spécifique, 

Dans ce but, nous avons étudie l'influence d'une précipitation fractionnée 
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au sulfate d'ammonium des cellulases, puis essayé de "purifier1' par 

chronlatographie sur colonne. 

1. Précipitation fractionnée 

lfous avons essayé de faire une précipitation fractionnée des 

cellulases en opérant à partir du surnageant de culture de bactéries 

du rumen. Ces essais ont été effectués à différents taux de saturation 

en sulfate d1m~onium 0,3 s - 0,5 s - 0,5 s - 0,6 s - 0,8 S. 

Ceux réalisés à faible saturation (0,3 s - 0,4 s) n'ont montré 
aucune précipitation de protéines, Ce n'est qulà partir d'une concentra- 

tion en sulfate d'a!~monim égale à 0,5 s que l'on obtient un prtcipité. 

Ceux-ci sont recueillis par centrifugation ou par filtration sur CELITE 

535 puis dissous dans le tampon acétate pK 5 , 5 ,  0,l M. Les jus sont'mis 

à dialyser une nuit à 4 O  C. 

Nous avons testé l'activité cellulasique des différents extraits 

envers la carboxymethylcellulose ainsi qu'examiné s'il existe un effet 

synergique en les additionnant. 

Les résultats ont montré que toute l'activité se retrouve dans 

les précipités. De plus cette activité n'est pas identique entre les 

extraits enzymatiques précipités à 0,5 s - 0,6 s - 0,8 S. 

Ainsi pour une heure d'incubation à 37O en présence 6e CMC 1 % 

1 ml, MgCl 3 % 0,2 ml et de Tampon acétate pH 5,5 1,8 ml nous obtenons 
2 

une libération de sucres réducteurs éga1.e à : 

pour 0,5 s : 400 y g par millilitre 

0,6s : 500 " II 

0,8 s : 550 It 

D'autres essais réalisés en combinant les différents extraits 

n'ont pas permis de mettre en évidence un effet synergique. Il semblerait 

donc que l'addition de sulfate d'ax~monium A différents taux de saturation 

agit quantativement sur la précipitation des cellulases et non pas quali- 

tativement. 



2. Fractionnement su r  colonne 

Nous avons essayé de f ract ionner  l e s  e x t r a i t s  enzymatiques par  

chromatographie su r  gel .  A c e t  e f f e t ,  nous u t i l i s o n s  d i f f é r en t s  supports : 

Sephadex Gl OO 

DEAE Sephadex 

Clil Sephadex 

Les résul-tats  ont v a r i é  suivant l a  nature  du support. 

. sur Sephadex Gl 

Avant de chromatographier, il nous a f a l l u  concentrer l e s  e x t r a i t s  

enzymatiques obtenus par  p r éc ip i t a t i on  par du (NH ) S 0  à 0,8  S. Pour 
4 2  4 

c e l a ,  nous avons opéré su r  membrane UM 05 (M~ICON). Le concentré e s t  

déposé su r  GIOO puis é lué  par du Tampon acé ta te  0 , l  M pH 5 , 5 .  

Le dosage des proté ines  s e  f a i t  p a r  mesure de l a  densi té  optique 

à 280 mm. De plus à p a r t i r  de chaque tube nous dosons l ' a c t i v i t é  ce l lu la -  

sique.  

L a  f i gu re  30 montre l e s  résul.tatç obtenus. Nous voyons que l ' a c -  

t i v i t é  maximale e s t  obtenue en t r e  l e s  deux pics.  

Nous avons essayé de v o i r  c e  q u ' i l  se  passe sur des échangeurs 

d ' ions  Sephadex. 

. Echangeurs d ' ions  Sephadex 

Dans un premier temps, nous avons opéré sur  DEAE Sephadex. L'ex- 

trait e s t  déposé au sommet du gel  sans concentration au préalable.  

Cependant,nous n'avons pu dans l e s  condit ions normales é l u e r  l e s  

p ro té ines  que ce s o i t  par  gradient  de pIf ou gradient  de rnolarite. 



k m  a .. 
a in  



Nous avons reporté nos travaux sur  l a  CM Sephadex, Les r é s u l t a t s  

obtenus ont é t é  l e s  suivants : figure 31. 

. Nous voyons m e  les protéines sont facilement décrochées par. 

de f a ib l e s  molarites en Tampon, 

. La mesure de l a  densité optique à 280 mm montre l 'exis tence 

de deux pics dont l ' un  e s t  t r è s  important. 

. Le dosage des protéines par l a  méthode de LOJRY (59) permet 

de déf in i r  1' a c t i v i t é  spécifi-que c'est-à-dire : rg /ml  de sucres réduc- 

teurs  l ibérés  par mg de protéine, Nous nous apercevons oue l e  deuxi+me 

p ic  posséde l a  plus f o r t e  ac t iv i t é  spécifique. 

Ainsi, l e  passage des ex t r a i t s  enzymatiques sur CM Sephadex.per- 

m e t  de "yurif ier"  sommairement l e s  cel lulases  e t  d'obtenir une f rac t ion  

protéique ayant une f o r t e  ac t iv i t é  spécifique envers l a  CEG, 
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COIJCLUS ION 

Les cellulases présentes dans le surnageant des cultures montrent 

une activité envers différents substrats cellulosiques insolubles ou solu- 

bles. 

Nous avons étudik les différents paranètres influençant cette 

activité des cellulases en les testant sur la carbo>cyméthylcellulose. Les 

résultats ont montré un optimum d'activité en opérant à pH 5,5 et à mie 

température d'incubation de 3 7 O .  La degradation de la ClqC n'est jamais 

totale ; deux systèmes limitateurs peuvent intervenir soit un effet de rgtro- 

inhibition du glucose sur l'enzyme soit la présence d'inhibiteurs agissant 

à un certain niveau de la dégradation. 

L'étude de l'influence de la concentration en substrat sur 

l'activité cellulasique permet de déterminer la constante de MXCHAELIS 

KM voisine de 0,6 % de carboxyxethylcelluloc;e. 

Les divers essais de fractionnement ont montré qu'il est possible 

d'obtenir, par passage sur colonne CM Sephadex, d'obtenir une fraction 

enzymatique ayant une forte activité spécifique. 





Au terme de cette étude, nous pouvons dégager un certain 

nombre de points essentiels : 

. Malgré les difficultés inhérentes A l'étude des bactéries 

du rumen de boeuf, nous avons pu évaluer leur activité cellulolytique 

"in vitro". Pour cela, il nous a fallu déterminer plusieurs critères : 

- critère d'échantillonnage c'est-à-dire le prélèvement 
de liquide de runien lequel contient les bactéries 

- critère de dosage de l'activité cellulolytiq~e 

Les résultats ont montré que ces bactéries dégradent forte- 

ment la cellulose insoluble en très peu de temps : plus de 70 % de 

solubilisation de poudre de cellulose Whatman en 48 heures. Cette 

activité cellulolytique n'est pas ou très peu présente dans le surna- 

geant du liquide du rumen. 

. La culture "in vitro" en milieu liquide des bactéries du 
rumen n'est possible que si les conditions de culture respectent l'anaé- 

robiose stricte indispensable à ces microorganismes et si le milieu 

apporte les différents nutriments nécessaires à le~rr développement. Le 

milieu de HUNGATE répond à ces exigences. 

. L'optimisation de la cellulolyse, observée à partir des jus 

de culture a été rendue possible grâce à des modifications de la compo- 

sition du milieu de HüNGATE. Ces modifications ont porté sur la nature 

de la source carbonée et azotée. De plus, des additions de composés di- 

vers ont permis de remplacer le liquide de rumen sterile incorporé au 

milieu de culture comme source nutritive. Ces compos6s sont : 

- le produit atomisé du liquide de macération de maTs ap- 
pelé Corn Steep 



- la vitamine BI OU cyanocobalantine 

- une solution d'acides gras volatils 

. Ces résultats ont peririis de réaliser une étude en fermenteur 
Nous avons pu ainsi définir deux types d'activité : 

- la première est li6e aux bactéries vivantes, 

- la deuxième est présente dans le surnageant des cultures 
et correspond à l'activité cellulasique 

L'ensemble de ces deux activités correspond à l'activité 

cellulolytique que nous avons dosé dans les prélèvements de liquide de 

rumen et dans les cultures de bactéries du rumen. 

. Les méthodes de lyse bactérienne n'ont permis de libérer 
qu'une très faible partie de l'activité liée a:uç microorganisines, cel- 

lulases attachées ara menbranes. 11 se pourrait que celles-ci soient 

d6truites ou inactivées lors de leur libération. Cependant l'activité 

cellulosique dans les surnageants est importante. 

. Les études menées sur les cellulases libres ont permis de 
définir leurs principales caractéristiques : 

Elles montrent un optimum d'activité à pH 5 , S  Tampon acétate 

0,1 M et à la température de 3 7 O  envers différents substrats cellulosi- 

ques solubles ou insolubles. 

Ces résultats permettent d'espérer ouvrir une nouvelle voie 

de production d'enzymes cellulolytiques, à partir de bacteries vraies. 
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