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Depuis que Takamine, en 1907, a  exp lo i t é  indust r ie l lement  

pour l a  première f o i s  l a  "Takadiastase" l a  production d'enzymes p a r  fermen- 

t a t i o n  n ' a  cessé de connai t re  un e s s o r  c ro i s san t  q u i  a  non seulement per- 

m i s  d 'améliorer  l a  technologie de production e t  d ' ex t rac t ion ,  mais égale- 

ment de développer nos connaissances de l a  physiologie microbienne. Grâce 

à ces progrès une v ingta ine  d'enzymes o n t  connu une exp lo i t a t ion  i n d u s t r i e l l e  

ce  qu i  r e s t e  t o u t e f o i s  f a i b l e  face aux p o t e n t i e l s  que représentent  l e s  quel- 

ques 20 000 enzymes découvertes à ce jour.  I l  f a u t  savo i r  qu'à l ' heure  ac tuel -  

l e  l a  major i té  de ces enzymes exp lo i t ées  indust r ie l lement  ne s o n t  produi tes  

qua p a r  quelques espèces fongiques principalement des AspergiZZus e t  Far  

quelques espèces bactériennes.  Le développement d'une nouvelle souche re- 

q u i è r t  en e f f e t  de longues e t  coûteuses études pour s a t i s f a i r e  au cont rô le  

toxicologique. 

On comprend dès l o r s  que l ' i n d u s t r i e  mette l ' a c c e n t  s u r  l ' o p t i -  

misat ion des  productions dé ja  e x i s t a n t e s .  Le patrimoine génétique de l a  

souche u t i l i s é e ,  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  physico-chimiques de l'enzyme pro- 

d u i t e ,  l a  t e c h n o l ~ g i e  de fermentation e t  d ' e x t r a c t i o n ,  sont  au tan t  de 

p o i n t s  suscep t ib les  -d ' ê t r e  améliorés. 



Par une meilleure compréhension de l a  physiologie de l'organisme 

u t i l i s é  il e s t  également possible d'optimiser l e s  procédés de fermentation. 

C'est ce dernier point qui a valu au laboratoire de Cryptogamie de l 'univer- 

s i t é  des Sciences e t  Techniques de L i l l e  1 de se voir  confier l 'étude des 

facteurs impliqués dans l a  physiologie de biosynthèse de l'a-amylase chez 

A. oryzae. La souche u t i l i s é e  dans ce t t e  fermentation ayant l a  pa r t i cu la r i t é  

d 'ac id i f ie r  occasionnellement l e s  ni l ieux de cul ture ,  il nous a é t é  demandé 

de déf in i r  l e s  facteurs à l 'o r ig ine  de c e t t e  acidif icat ion e t  de déterminer 

l e s  méthodes pour éviter ce t t e  acidif icat ion synonyme d'une perte  de pro- 

duction. 

MALARD (1981) par une étude comparée de deux souches d'A. oryzae,  

dont l e s  aptitudes à biosynthétiser c e t t e  enzyme différaient  fortement, a 

ébauché 1 'approche de ce problème. Notre t rava i l  consistera donc dans un 

premier temps à ident i f ie r  l e s  composés acides responsables de l a  chute 

de p H  dans les  milieux de culture,dans un second temps à déterminer les  

voies métaboliques responsables de l eu r  accumulation e t  enfin dans un 

troisième temps nous envisagerons ' l es  moyens capables d' agir  sur  ce méta- 

bolisme pour optimiser l a  biosynthèse de l ' a  amylase. 



C H A P I T R E  

1 NTRODUCT ION 

Ce t r ava i l  f a i t  sui te  à l 'étude comparative de l a  physio- 

logie de l a  biosynthèse d'a-amylase entreprise par MALARD (1981) sur deux 

souches d S & p m g ~ u A  o&yzae. 

L'emploi de deux souches d'origines différentes e t  carac- 

t é r i sées  par un éca r t  de production d'a-amylase important a permis de cerner 

l e s  différences physiologiques responsables de l ' a c t i v i t é  enzymatique de 

chaque souche. 

Avant de l e s  rappeler, nous allons préciser l e s  caractères 

. biologiques propres à 1 ' espèce & p e t r g a ~ b  a&yZae. 



1 - CARACTERES GENERAUX 

D'ASPERGILLUS ORYZAE 

1 - APPLICATION INDUSTR 1 ELLE 
L'utilisation d' A. oryzae dans les processus fermentaires 

remonte à plus de 800 ans ; c'est en effet à partir de cette époque, semble-t- 

il, que les Japonais l'emploient de façon encore empirique dans la fabrication 

du saké. 

Outre son rôle quelque peu anecdotique dans cette produc- 

tion, A. oryzae entre dans la préparation d'une gamme assez large d'aliments 

traditionnels japonais, comme le soy sauce, le méso (sorte de fromage a pâte 
très molle) ..., toutes ces préparations ont en effet comme point commun 
d'être élaborées à partir d'un substrat connu sous le nom de KOJI et que l'on 

peut rapsrocher dans une certaine mesure de notre malt occidental. Ce composé 

est obtenu par hydrolyse enzymatique, sous l'action d'A. oryzae, d'un mélange 

complexe formé généralement de farine de riz, de blé,dlorge ainsi que de haricots. 

Mais l'utilisation de façon consciente d'A. oryzae, colncidant 

d'ailleurs avec la première enzyme préparée industriellement, ne débute qu'en 

1894 ; c'est à cette période que TAKAMINE fait breveter sa production de 

"Takadiastase", un mélange d'amylase et de protéase obtenu par fermentation 

d'A. oryzae sur du riz étuvé. 

Bien que son champ d'action se soit beaucoup réduit depuis 

l'apparition de l'a-amylase bactérienne, l'a-amylase fongique, grâce à ses pro- 

priétés spécifiques, trouve encore sa place dans l'industrie. Ainsi, dans la 

fabrication du pain, elle supplée à la déficience des grains de blé en a-amylase 

formant ainsi préférentiellement a partir de l'amidon du maltose, qui est un 
substrat de choix pour les levures de boulangerie. Outre son aptitude à former 

préférentiellement du maltose, l'a-amylase fongique est totalement inactivée à 

70-75"C, alors que l'a-anylase bactérienne peut avoir un optimum de tempéra- 

ture à 90°C voir 100-105°C, ce qui peut entraîner la présence d'une activité 

rémanente dans le pain, provoquant une altération poussée des caractéristiques 

de la mie et de la croûte. 



2 - POSITION SYSTEMATIQUE 

AspergiZZus oryzae est un Ascomycète imparfait apparte- 

nant à l'ordre des Mucédinales, famille des Mucedinaceae, sous-famille 

i des AspergiZZaceae. En culture sur les différents milieux que nous avons 

utilisés, il forme un mycélium blanchâtre à croissance rapide s'enfonçant 

I assez profondément dans la gélose. Ce mycélium est constitué d'hyphes 

cloisonnés à intervalles irréguliers, isolant ainsi des articles pluri- 

nucléés. Cependant, la présence de pores permet la communication entre 
l 

les articles et confère au mycélium un fonctionnement coenocytique. 

Sur ces hyphes prennent naissance des conidiophores 

dressés, eux-mêmes cloisonnés. Comme pour toutes les autres espèces du 

genre, ils se terminent par une vésicule très renflée sur laquelle bour- 

geonneront des phialides, cellules sporogènes. Chez A. oryzae, cette vési- 

cule est en forme de massue et peut supporter soit directement des phia- 

lides, soit un ou deux rangs de stérigmates qui, 3 leur tour, porteront 

une ou deux rangées de phialides (ISHITANI et SAKAGUCHI, 1955b). 

La différenciation des conidies est du type basipète. 

Lorsque la phialide 2 émis une première spore, un second bourgeonnement 

se produit à un niveau inférieur isolant ainsi une nouvelle conidie. Chez 

A. oryzae, on observe rarement de longues chaines de conidies. Généralement 

dès leur formation elles se détachent de la phialide, tout au plus peut-on 

voir deux ou trois spores encore soudées l'une à l'autre. 

La forme des conidies est globuleuse 3 elliptique et 

leur paroi plus ou moins ornementée. En masse, elles donnent une coloration 

allant du jaune clair à l'origine au vert foncé dans la spore adulte. D'un 

diamètre variant de 3 à 10 p elles sont d'autre part plurinucléées. ISHITANI 

et SAKAGUCHI (1955a) rapportent que dans certaines souches on peut compter 

jusqu'a 20 noyaux par conidie, cependant dans la plupart des cas ce nombre 

n'excède pas la dizaine. Pour ces auteurs, la jeune conidie recevrait deux 

noyaux et des mitoses successives conduiraient a l'état nucléaire définitif 
de la spore adulte. 

LE GROUPE FLA VUS-ORYZA E : 

Dans leur "Manual of the Aspergilli", THOM et RAPER (1945) 

indiquent qJe la détermination precise de l'espèce AspergiZZus oryzae est 

délicate. D'aprés ces auteurs, il semble exister une variation continue 



entre la souche décrite à 1 'origine par COHN en 1884 et A. fzavus , les 
stades intermédiaires étant représentés par les souches d'origine orientale 

servant traditionnellement dans les fermentations. Pour ces auteurs, la 

souche de COHN émet des conidiophores longs mais sporule assez faiblement. 

Au contraire, les souches industrielles ont une sporulation généralement 

plus abondante et portée par des conidiophores courts se rapprochant ainsi 

de l'espèce flavus. L'ambiguité de cette détermination vient essentielle- 

ment du fait que les souches se rapprochant morphologiquement de celle 

décrite par COHN sont minoritaires parmi les isolats naturels. Aussi, les 

auteurs japonais ont-ils basé leur classification sur les seules souches 

industrielles qu'ils désignent sous le terme général de "koji-molds". 

SAKAGUCHI et YAMADA (1945), après avoir étudié plusieurs centaines de 

souches, ont introduit une nouvelle espèce, AspergiZZus sojae, qu'ils 

différencient d9AspergiZZus oryzae selon trois critères : 

- la texture de la paroi conidienne (rugueuse ou lisse) 
- la texture des conidiophores (rugueuse ou lisse) 
- la taille des conidies. 

D'après cette classification, AspergiZZus oryzae apparaît 

comme ayant des conidies lisses ou rugueuses et des conidiophores rugueux 

alors qu'AspergiZZus sojae possède des conidies échinulées et des conidic- 

phores lisses. Pour ces auteurs, la taille des conidies est surtout utile 

à la séparation de différentes variétés dans l'espèce A. oryzae. On a ainsi : 

- A. oryzae var. microsporus (conidies < 6 p) 

- A. oryzae sensu-stricto (conidies 6 à 8 p) 

- A. oryzae var. magnasporus (conidies > 8 p) 

Outre les difficultés que l'on peut rencontrer à la déter- 

mination précise de cette espèce, il semble que morphologiquement de nombreux 

isolats soient instables. Cette instabilité se traduit par la présence de 

secteurs à sporulation abondante prenant naissance à un moment quelconque 

de la croissance. Bien que ce phénomène puisse se rencontrer chez d'autres 

espèces, l'ampleur qcc'il atteint chez A. oryzae a poussé ISHITANI et SAKA- 

GUCHI (1955a) vers l'étude de son déterminisme. 



Ces auteurs  o n t  remarqué que l e s  souches s t a b l e s  s e  ré-  

p a r t i s s a i e n t  en deux groupes, c e l l e s  dont l a  sporula t ion  é t a i t  abondante 

e t  q u ' i l s  nomment type conidien ( type C) e t  c e l l e s  dont l a  sporula t ion  

é t a i t  f a i b l e  q u ' i l s  nomment type mycélien ( type  M ) .  Les souches présentant  

une s e c t o r i s a t i o n  s e r a i e n t  a l o r s  l e  f r u i t  d ' a s soc ia t ions  hétérocaryotiques 

e n t r e  homotypes d i s t i n c t s  M e t  C. Pa r t an t  de  c e t t e  hypothèse, i l s  o n t  

e n t r e p r i s  d ' é t u d i e r  l e s  souches i n s t a b l e s  pa r  clonage monospore pendant 

p l u s i e u r s  généra t ions  a f i n  de v o i r  s i  une ségrégation des  ca rac tè res  M e t  C 

a p p a r a i s s a i t  e t  s i  l e s  homotypes ségrégants é t a i e n t  s t a b l e s .  Les r é s u l t a t s  

obtenus par  ces  au teurs  montrent qu'une ségrégation des c a r a c t è r e s  s e  

produi t  m a i s  cependant que l e s  homotypes ségrégants  ne demeurent p a s  s t a b l e s  

c a r ,  conservés 6 mois à température ambiante, i l s  donnent à nouveau nais -  

sance,  ap rès  repiquage, à des souches fortement sec to r i sées .  Les au teurs  

on t  t o u t e f o i s  conclu au maintien d'une hétérocaryose pour l a  s e c t o r i s a t i o n ,  

c a r  l o r s  de croisements f a i s a n t  i n t e r v e n i r  deux souches s t a b l e s  M e t  C ,  

des c lones  fortement s e c t o r i s é s  appara issent .  

4 - PHYSIOLOGIE D E  LA B I O S Y N T H È S E  ~ ' a - A M Y L A S E  

La physiologie de l a  biosynthèse d'a-amylase a f a i t  

l ' o b j e t  de nombreux travaux dont nous a l l o n s  rappeler  l e s  po in t s  e s s e n t i e l s .  

A/ INFLUENCE DES CONSTITUANTS DU MILIEiJ DE CULZZTRE 

SUR LA BIOSYNTHESE DE L'a-AMYLASE 

- l a  source de carbone .................... 
Parmi l e s  polyosides,  l 'amidon e s t  généralement c i t é  comme 

l ' é lément  carboné l e  p l u s  favorable ZI l a  synthèse d'a-amylase, KUNDU 

e t  c o l l .  (1972),  ANDRZEJCZUK-HYBEL e t  co11.(1971 a ) ;  cependant l e s  

au teurs  no ten t  qu'un temps de l a t ence  assez  important a f f e c t e  à l a  

f o i s  l a  croissance. e t  l a  production d'enzymes, dû au f a i t  que l ' a m i -  

don ne peut  ê t r e  u t i l i s é  pa r  l e  microorganisme qu'après un début 

d'hydrolyse. D'où l ' i n t é r ê t  por t é  par  DEPREZ (1977) aux dex t r ines  

en t a n t  que p rodu i t  d'hydrolyse de l'amidon. Cet auteur  montre que 

c e  type de composé permet une synthèse supérieure à l'amidon grâce 

a l a  réduction du temps de la tence .  



Parmi l e s  sucres simples e t  les ol igosacchar ides ,  l ' una -  

nimité concernant l e  mei l leur  inducteur e s t  l o i n  d ' ê t r e  é t a b l i e .  

Pour TONOMURA e t  c o l l .  (1961),  l ' i n d u c t e u r  pour ê t r e  e f f i cace  d o i t  

avo i r  une configurat ion de type  a glucosyl-glucose ; a i n s i ,  pour 

c e t  au teur ,  l e  maltose ( g l c  a 1,4 - g l c )  e t  Y'isomaltose ( g l c  a 1,S 

- g l c )  son t  de l o i n  l e s  me i l l eu r s  s u b s t r a t s  a l o r s  que l e  glucose e s t  

q u a l i f i é  d ' i n h i b i t e u r  de l a  synthèse. Pour KUNDU e t  c o l l .  (1972),  au 

c o n t r a i r e ,  l e  glucose e s t  l ' i nduc teur  pa r  excellence de l a  synthèse 

d ' a-amylase . 
Parmi l e s  a u t r e s  sources de carbone non os id iques ,  s e u l  l e  

c i t r a t e  de sodium incorporé dans un mi l i eu  à base d'amidon a f f e c t e  

positivement l a  synthèse d'a-amylase (ANDRZEJCKZUK-HYBEL e t  co11.1971 b ) .  

11 semblerai t  que l ' a c i d e  c i t r i q u e  e n t r a î n e  une concentrat ion i n t r a -  

c e l l u l a i r e  de c e r t a i n s  métabol i tes  lia au cycle de Krebs e t  en par- 

t i c u l i e r  du glutamate e t  de l ' a s p a r t a t e  dont l ' a c t i o n  bénofique sur  

l a  synthèse a été démontrée(KUNDU e t  c o l l . ,  1972). 

- l a  source d ' a z o t e  ----------------- 
KUNDU e t  c o l l .  (1970) montrent que pour des  r appor t s  C/N 

é l evés ,  c 'es t -&-di re  2% d'amidon e t  0,05% d ' azo te ,  une source d 'azote  

minérale convenait mieux à l a  synthèse. MEYRATH ( 1975) , quant à l u i ,  

préconise des concentra t ions  d 'azote  p l u s  élevées e t  dans ce  c a s ,  pour 

é v i t e r  l ' a c i d i f i c a t i o n  du mi l ieu ,  il e s t  p ré fé rab le  d ' u t i l i s e r  une 

source d 'azote  organique. 

Pour DEPREZ, l a  synthèse optimum d'a-amylase é t a i t  quant 

à e l l e  obtenue grâce à un mélange de glutamate de sodium e t  d 'u rée .  

- l e s  éléments minéraux ..................... 
Pour KUNDU e t  c o l l .  (1972),  l e s  ions méta l l iques  a f f e c t a n t  

l a  synthèse d'ci-amylase son t  l e  Mg2 + e t  l e  ca2 + ; 1 ' ion  MgZ + joue un 

r ô l e  p o s i t i f  s u r  l a  synthèse a l o r s  que 1 ' ion ca2+ diminue de façon 

sens ib le  c e t t e  synthèse. Pour ces  a u t e u r s ,  l ' e f f e t  antagonis te  de 

Mg2+ e t  ca2+ e s t  à rechercher dans l e u r  r ô l e  r e s p e c t i f  sur  l e s  hexo- 

kinases qu i  s e r a i e n t  inhibées par  ca2+ e t  ac t ivées  p a r  Mg2+. 

Cer ta ins  auteurs  (MALKOV e t  DEEVA, 1961) rappor tent  que 

des s e l s  t e l s  NaF, NaN3 ou KCN peuvent, à de f a i b l e s  concentro t ienç ,  



inhiber la chaîne respiratoire et de cette façon, semble-t-il, 

favoriser la synthèse d'a-amylase. 

Le rôle du phosphore est, quant à lui, très controversé. 

Pour KOZYRIOVA (1971), un milieu ne contenant qu'une faible concen- 

tration en phosphore favorise le passage de l'enzyme de la cellule 

au milieu extérieur, alors que pour YABUKI et FUKUI (1971) ainsi que 

pour TONOMURA et coll. (1963), la libération de la protéine dans le 

filtrat serait liée à des concentrations élevées en phosphore des 

milieux de culture. 

B/ MECANISMES REGULATEURS DE LA BIOSYNTHESE 

Si d'une manière générale tous les auteurs s'accordent à 

voir dans la paroi l'élément principal de la régulation de la bio- 

synthèse de l'a-amylase, par contre les avis divergent quant aux 

mécanismes impliqués dans cette régulation. 

Pour l'école soviétique (YURKEVITCH et KOZYRIOVA, 1967, 

1972 ; KOZYRIOVA 1971), c'est l'a-amylase elle-même qui assure sa 

propre régulation au niveau de la paroi. En ajoutant au milieu de 

culture des concentrations croissantes d'a-amylase purifiées, on 

atteint un seuil où la synthèse d'a-amylase est totalement inhibée ; 

cela traduit pcur ces auteurs la régulation de l'a-amylase sur sa pro- 

pre synthèse, d'autant plus que seule l'a-amylase native est à l'origine 

de ce phénomène et que des protoplastes d'AspergiZZus oryzae perdent 

toute sensibilité 3 la concentration en a-amylase du milieu. 

Pour l'école japonaise (YABUKI et FUKUI 1970), la libé- 

ration de l'a-amylase dans le milieu extérieur passerait par la syn- 

thèse d'un composé protéinique appelé "Masking factor". Avant d'être 

excrétée, l'a-amylase serait, selon ces auteurs, fixée sur la paroi 

cellulaire puis la synthèse du Masking factor, dont l'affinité pour 

les sites de fixation est plus grande que l'a-amylase, déplacerait 

l'équilibre, libérant ainsi l'enzyme dans le milieu. 

A l'issue de cette revue bibliographique, il apparaît que 

l'étude de la synthèse de l'a-amylase aboutit souvent à des résultats 

contradictoires. Il semble que cette diversité provienne non seulament 

de la large variété des souches utilisées, mais aussi de la variabi- 

lité de leur patrimoine génétique (ISHITANI et coll. 1975). 



1 I - CARACTERES PARTI  CUL1 ERS 

AUX SOUCHES ERBV I V  ET 1135 

Les deux souches u t i l i s é e s  dans c e t t e  étude nous on t  é t é  

fournies  par l a  Socié té  RAPIDASE sous référence  BrBv I V  e t  1135. Il s ' a g i t  

de scuches anciennement employées en fermentat ion pour l a  production 

d'a-amylase e t  n 'ayant  e n t r e  e l l e s  aucun l i e n  de parenté .  

1 - CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES DES SOUCHES BRBV I V  ET 1135 

La v a r i a b i l i t é  chez A .  oryzae e s t  b ien  i l l u s t r é e  pa r  l a  

souche BrBv I V  q u i  su r  tous  l e s  milieux é t u d i é s  présente  une s e c t o r i s a t i o n  

abondante ; l a  souche 1135 par  con t re ,  dans nos condi t ions  c u l t u r a l e s ,  n ' a  

jamais présenté une t e l l e  p a r t i c u l a r i t 6 .  

La souche 1135 sporule tou jours  p lus  faiblement que l a  

souche BrBv I V  sauf s u r  Czapeck où c e t t e  d e r n i è r e  ne donne qu'un mycélium 

peu abondant e t  de r a r e s  sec teur s  sporulés.  Sur mil ieu au malt l a  sporu- 

l a t i o n  e s t  in t ense  pour c e t t e  souche, a l o r s  q u ' e l l e  r e s t e  à un niveau moyen 

pour l a  souche 1135. Lorsque l e s  conidies  son t  encore jeunes, l a  couleur e s t  

txgs  d i f f é r e n t e  se lon l a  souche, v e r t  c l a i r  pour 1135 e t  jaune d ' o r  pour 

BrBv I V .  Toutefois ,  à matur i té ,  e l l e s  deviennent v e r t  foncé pour l e s  deux 

souches e t  ont  tendance à brun i r  en v i e i l l i s s a n t .  

Le diamètre moyen d'une conidie  pour l a  souche BrBv I V  

e s t  de 4,68 + 0,6  JL e t  de 4,8 + 0 , l  pour l a  souche 1135. - - 

2 - CARACTERISTIQUES CULTURALES DES SOUCHES BRBV I V  ET 1135 

Les p a r t i c u l a r i t é s  physiologiques de l a  biosynthèse 

d'a-amylase des souches BrBv I V  e t  1135 s u r  l e sque l l e s  repose no t re  étude 

ont  é t é  é tud iées  par  MALARD (1981). 

En fonction de d ive r ses  sources de carbone, MALARD a 

dégagé un comportement p a r t i c u l i e r  chaque souche. C ' e s t  ce  comportement 

sur  maltose e t  g lucose ,  deux s u b s t r a t s  types ,  que nous rappelons i c i .  



INFLUENCE DU MALTOSE SUR LA SYNTHESE 

D'a-AMYLASE CHEZ LES SOUCHES BrBv I V  ET 1135 

A 96 heures,  l e  t i t r e  amylolytique de l a  souche BrBv I V  

e s t  de 1500 PS-50/ml*, a l o r s  que dans l e s  mêmes condi t ions  l a  souche 

1135 produi t  100 PS-50/ml d'a-amylase. La croissance ident ique  pour l e s  

deux souches s u b i t  à 48 heures une i n f l e x t i o n  chez 1135 par  rappor t  à 

l a  souche BrBv I V  ; à 96 heures ce ralentissement s e n s i b l e  de l a  c ro i s -  

sance s e  t r a d u i t  par  un poids  en matière sèche i n f é r i e u r  d 'environ 20% 

à c e l u i  de l a  souche BrBv I V .  

Après 96 heures de c u l t u r e ,  on e n r e g i s t r e  une chute impor- 

t a n t e  de l a  cro issance  (DEPREZ, 1977) consécutive à une l y s e  du nycélium, 

lyse  q u i ,  selon VALLIER e t  c o l l .  (1977),  débute dès que l e  pH e s t  supé- 

r i e u r  à 7,2. L'influence de c e  phénomène s u r  l a  concentra t ion  d'a-amylase 

présente  dans le  mil ieu de c u l t u r e  e s t  t r è s  controversée ; pour VALLIER 

e t  c o l l .  (1977),  ADAMS (1981),  l a  lyse  du mycélium e s t  directement i m -  

p l iquée  dans l a  l i b é r a t i o n  de l'enzyme a l o r s  que YABUKI e t  c o l l .  (1977), 

YURKEVITCH e t  KOZYRIOVA (1967) f o n t  i n t e r v e n i r  un t r a n s p o r t  a c t i f .  Dans 

nos condi t ions  expérimentales,  après  120 heures de c u l t u r e ,  l a  soucne 

1135 présente  une p e r t e  d ' a c t i v i t é  amÿlasique a l o r s  que BrBv I V  présente  

un accroissement de 5  à 10% de c e t t e  a c t i v i t é  ; pour é v i t e r  de t e l l e s  

i n t e r a c t i o n s  l e s  expérimentations on t  l i e u  dans une zone où l a  l y s e  in- 

t e r v i e n t  l e  moins possible.  

L 'évolut ion du pH au cours des cu l tu res  e s t  a u s s i  une 

c a r a c t é r i s t i q u e  physiologique de chaque souche ; pendant l e s  t r o i s  pre-  

miers jours  le  pH r e s t e  s t a b l e  chez BrBv I V ,  a l o r s  que chez 1135 il 

a t t e i n t  des  va leurs  comprises e n t r e  512 e t  5,6 à 48 heures  ; à 96 heures 

on re l ève  une i d e n t i t é  de comportement e n t r e  les deux souches avec des 

va leurs  proches de pH 8. D e  p l u s ,  MALARD montre que l a  souche 1135 pré- 

sen te ,  avec un c o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  de 0,96, une r e l a t i o n  é t r o i t e  

e n t r e  l e  poids de matière sèche e t  l e  pH du mil ieu de c u l t u r e ,  r e l a t i o n  

qu i  n ' a  pu ê t r e  mise en évidence chez BrBv I V .  

B/ INFLUENCE DU GLUCOSE SUR LA SYNTi-IESE 

D'a-AMYLASE CHEZ LES SOUCHES BrBv I V  ET 1135 

Une très n e t t e  diminution de l a  production d'a-amylase e s t  

en reg i s t r ée  lorsqu'on remplace l e  maltose pa r  du glucose. Pour l a  souche 

* PS-5O/ml = nombre de cg de maltose produi t  en 1  heure 50°C pa r  l ' a c t i o n  
de 1  m l  de f i l t r a t  du mi l ieu  de c u l t u r e  s u r  une so lu t ion  d'amidori so luble .  



Ptanche I : chuhaance, 6voluZLon du pH ct n ynthène d 'u-amytab e dea 
boucha 5hgv I V  et 1 7 3 5  cLLetiv6e5 ai& rndetoa e .  

o a O 1135 ..... p H  - Croissance 
A e B r B v  III - - - - -  d amylase 



Planche 2 : choAaancc, évolu/tiovi du pH &t aynthCae d '  a-amyta~e 
a o u c h ~  Bt6v T V  ct 7 7 3 5  CULZLV~U autc glucaae. 

O A O  1135 ..... pH 
A Br & v a  - croissance ----  d amy l a s s  



BrBv IV seul le tiers de la synthèse sur milieu de référence est obtenu 

alors que pour la souche 1135 on assiste à une réduction de moitié. 

Concernant la croissance, on note d'autre part qu'elle ne 

semble pas affectée par l'emploi du glucose puisque le tracé des courbes 

est très similaire à celui obtenu en présence de maltose. 

L'évolution du -H montre cependant une différence, puisqu'une 

chute de pH se produit à 48 heures pour la souche BrBv IV cultivée sur 

glucose, alors que pour.1a souche 1135 l'évolution du pH sur ce milieu 

est tout à fait comparable à celle obtenue sur maltose. Néanmoins, il 

ressort des travaux de MALARD que, si la modification des conditions cul- 

turales change profondément la valeur des activités amylasigues, le sens 

et l'amplitude de ces variations demeurent identiques pour les deux sou- 

ches, d'où la conclusion qu'en dépit de leur physiologie particulière les 

deux souches possèdent un mécanisme de synthèse de l'a-amylase identique. 

S'il est généralement admis que ces mécanismes sont induc- 

tibles, la nature des composés impliqués dans cette induction reste obs- 

cure. KUNDU et coll. (1972) placent par ordre d'efficacité décroissante 

le glucose suivi du maltose et des maltodextrines alors que pour TONOMURA 

(1961) le glucose est un inhibiteur de la synthèse. Chez les souches 

BrBv IV et 1135, l'optimum de production d'a-amylase est atteint en pré- 

sence d'isomaltose, üe maltose et des maltodextrines. Le glucose quant à 

lui n'est que peu favorable 2 la synthèse d'a-amylase. 

Il est possible que ces divergences dans la nature de l'in- 

ducteur soient liées à son catabolisme ; on sait en effet qu'en fonction 

de la nature de la souche de carbone introduit, certaines voies métabo- 

liques seront favorisées. C'est le cas en particulier de l'acétate qui 

induit le shunt glyoxylique par la dérépression de l'isocitratase (SMITH 

et GUNSALUS, 1955) ou celui du malonate, qui bloque l'activité succino- 

déshydrogénase du cycle tricarboxylique (THORN, 1953). L'orientation du 

métabolisme sous l'influence d'un substrat particulier peut se faire soit 

dans le sens d'une plus grande oxydation, soit dans le sens d'une plus 

grande réduction. A cet égard, l'effet répresseur du glucose sur le fonc- 

tionnement des voies oxydatives a été montré 3 plusieurs reprises et en 

particulier chez A. niger par NG et coll. (1973). Or, pour de nombreux 

auteurs, un lien direct existe entre l'excrétion des acides organiques 

et un métabolisme de type réducteur. Nous avons donc émis l'hypothèse que 

le métzbolisme de la souche BrBv IV pouvait être de type oxydatif en oppo- 

sition au métobolisme de la souche 1135 qui, lui, serait réducteur. 



I I I  - PLAN DU TRAVAIL 

Par tant  d'une t e l l e  hypothèse, nous avons p r o j e t é  d ' é t u d i e r  

dans un premier temps l a  physiologie de l a  biosynthèse de l 'u-amylase e t  

p lus  precisément l e s  composés ac ides  accumulés dans l e s  mil ieux de c u l t u r e .  

Cette  accumulation r é s u l t a n t  probablement d 'une inh ib i t ion  ou d'une répress ion  

du métabolisme in termédia i re ,  nous é tudierons  ensu i t e  i n  v i t r o  l e s  enzymes q u i  
1 

nous p a r a î t r o n t  directement ou indirectement impliquées dans ce  phénomène. 

En fonction des  voies  métaboliques mises en cause nous t en te rons  e n s u i t e  d'ap- 

p o r t e r  une exp l i ca t ion  au comportement p a r t i c u l i e r  de chaque souche. 

Dans un deuxième temps, nous envisagerons s u r  l e  mycélium 

pu i s  sur  l e s  protoplas teç  des deux souches l e s  moyens à met t re  en oeuvre pour 

i n t e r f é r e r  s u r  l e s  mécanismes responsables de l ' a c i d i f i c a t i o n  e t  a i n s i  t e n t e r  

d'imposer aux souches une production d'a-amylase exempte d ' a c i d e s  organiques. 

Dans un souci  d'homog6néité nous avons p r é f é r é  regrouper l e s  

rubriques techniques des  d i f f é r e n t s  chap i t r e s  en annexe de c e t t e  thèse .  

Les expériences i s s u e s  de c e s  techniques o n t  f a i t  l ' o b j e t  d'un 

minimum de 4 r é p é t i t i o n s  e t  l a  standard-déviation des r é s u l t a t s  obtenus a 

é t é  ca lculée  ; de p l u s  l a  comparaison éventuel le  de ces r é s u l t a t s  a toujours  

é t é  associée  aux tests de Fisher  appliqués aux p e t i t s  échan t i l lons .  

Le l e c t e u r  t rouvera également en annexe leschéma des t r o i s  

voies m ~ t a b o l i q u e s  s u r  l e sque l l e s  repose no t re  étude,à s a v o i r  : l a  vo ie  

d'-den-Meyerhof-Parnas, l a  voie des  hexoses monophosphates e t  l e  cycle  

de Krebs complété de s e s  voies  annexes. 





C H A P I T R E  

PHYSIOLOGIE DE L'ACCUKULATION DES ACIDES 

ORGANIQUES DANS LES M I L I E U X  DE CULTURE 

INTRODUCTION 

WHEMER, dès 1891, relate que les moisissures sont capables 

à partir des glucides de produire et d'excréter des acides organiques en 

quantité importante dans les milieux de culture. Ainsi, en 1893, les premiers 

essais de production d'acide citrique furent tentés en cultivant un Penicil- 

liwn. Plus tard, diverses espèces du genre Aspergillus et plus particulfè- 

rement A. niger furent reconnues comme susceptibles d'accumuler dans leur 

filtrat une gamme relativement large d'acides organiques. A l'heure actuelle, 

la plupart de ces composés produits industriellement par fermentation le sont 

par cette dernière espèce. 

Chez Aspergillus oryzae, l'accumulation massive d'acides orqani- 

ques dans les filtrats de culture semble se restreindre à l'acide kojique. 

Cependant, leur appartenance au genre AspergiZZus rend les deux souches 

d'A. oryzae utilisées dans ce travail susceptibles de produire divers acides 

organiques dont 11excr6tion dans les filtrats de culture pourraient être res- 

ponsables des chutes de pH constatées par MALARD. Aussi notre première tâche 

dans ce chapitre consistera à identifier le ou les acides susceptibles dt4tre 

à l'origine de ces variations de pH dans les filtrats de culture. Dans un 

second temps, nous modifierons la source de carbone, puis la source d'azote, 

pour tenter de préciser le déterminisme de leur production. 



Planche 3 : ~ o d a a n c e ,  6valwXon du p f f  ct aynth2ae d'a-amylane de La auuche 
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1 - PRODUCTION D'.-AMYLASE 

SUR MILlEU DEPREZ MODIFIE 

Pour cette étude, il était nécessaire de disposer d'un milieu 

synthétique autorisant une synthèse d'a-amylase associée à la bonne repro- 

duction des résultats. 

Partant de ces impératifs, DEPREZ (1977) a élaboré un milieu 

dont la composition est la suivante : 

source de carbone ................... 30 ç 
..... glutamate de sodium monohydraté 34 g 

urée ................................ 6 g 
KH,  PO^ ............................. 1,6 ç 

.................... Ca (H2P04), , H,O 018 g 
........................ Mg SOI,, 7H2 O 015 g 

Mn S04, E20 ......................... 0,02 g 
Zn SOs, 7H20 ........................ 0,02 g 
Cu SOs, 5H,O ........................ 0,01 g 

................... eau distillée QSP 1000 ml 

Pour nos travaux, nous avons apporté quelques modifications 

à ce milieu ; en effet, après autoclavage apparaissait un précipité de 

Ca SOs persistant après 24 heures de culture. Nous avons éliminé ce préci- 

pité, incompatible avec nos travaux sur le mycélium broyé, en réduisant la 

teneur en Ca (H,POb), à 0,2 g/l. Nous avons également amélioré le pouvoir 
+ 

tampon du milieu aux ions H en ajoutant du dihydrogénophosphate de potassium. 
3 - Pour respecter le pH et l'apport initial en ions PO4 le milieu a été sup- 

plémenté comme suit : 

Comparé aux résultats obtenus par MALARD (1981), le milieu 

DEPREZ modifié ou milieu de référence n'apporte pas de variation profonde dans 

le comportement des deux souches. Nous ferons cependant deux remarques : 

1°) l'amélioration du pouvoir tampon n'est pas suffisant pour compenser 

la chute de sH résultant de la surcharge d'ions  libérés par la souche 1135. 



2 O )  le profil d'accumulation de l'a-amylase dans le milieu de culture 

diffère sensiblement d'un milieu à llautre.'Rappelons que la méthode de 

dosage de l'a-amylase est basée sur un dosage spectrophotométrique des fonc- 

tions réductrices libérées par l'hydrolyse d'une solution d'amidon. Or, pen- 

dant les 48 premières heures de croissance, où la production d'a-amylase est 

encore faible, la présence d'un substrat réducteur peut interférer de façon 

marquée sur les résultats. Les planches 3 et 4 montrent que le profil d'ac- 

cumulation de l'a-amylase dans les milieux de culture, corrigé des interfé- 

rences, est quelque peu différent des résultats de MALARD, notamment à 24 

heures où nous n'avons pu déceler d'activité enzymatique. 

I I  - IDENTIFICATION DES COKPOSES ACIDES 

PRESENTS DANS LES FILTRATS DE CULTURE 

La présence de composés acides dans les filtrats de culture 

étant liée à la chute de pH, nous avons entrepris leur identification 3 

partir de culture de souches BrBv IV et 1135 sur milieu de référence glucosé, 

substrat sur lequel l'acidification des milieux s'est révélée la plus pro- 

noncée. Une fois ces acides identifiés, nous étudierons la cinétique de leur 

production sur quatre substrats qui seront le maltose, le glucose, le saccha- 

rose et l'acétate de sodium. 

1 - RECHERCHE DE L'ACIDE K O J I Q U E  DANS L E S  F I L T R A T S  DE CULTURE 

A. oryzae étant susceptible d'accumuler de l'acide kojique, 

nous avons recherché sa présence dans les filtrats de culture par la méthode 

préconisée par IKEDA et colï., 1956. (Annexe technique n07). 

Nous n'avons pu de cette façon obtenir de résultats positifs laissant à 

penser que l'acide kojique serait accumulé par nos deux souches. 

Des techniques d'identification moins sélectives ont donc 

été utilisées et en premier lieu la chromatographie couche mince (annexe 

technique ri0 2). 



2 - I D E N T I F I C A T I O N  DES COMPOSES A C I D E S  PRESENTS DANS L E S  F I L T R A T S  

DE CULTURE PAR CHROMATOGRAPHIE COUCHE M I N C E  

Dans l e s  systèmes solvants  employés, nous avons obtenu pour 

l e s  ac ides  de référence  l e s  Rf su ivants  : 

Pour l e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  de f i l t r a t  de c u l t u r e ,  nous 

avons obtenu l e s  r é s u l t a t s  su ivan t s  : 

Acide de 

référence  

Gluconique 
Oxalique 
Ci t r ique  
I s o c i t r i q u e  
Glutanique 
Ma l ique  

a-cétoglutarique 
Glycolique 
Malonique 
Pyruvique 
Glyoxylique 
F m a r  ique 
I taconique 

Tableau 7 b h  : R d a  hpalts entregAn.tuh hm Leh diaa6hen;teh a 
a h a d i u a  de &i&hcr/tn de c&me d a  soucheh 
BhBv I V  & 1135 c&A.véu hm glucahe. 

4 

Solvants  

Ibu./Ac. formique 

917 
14 
3 4 
34 
3 7 
4 4 
5 O 
56 
6 1 
6 7 
68 
8 2 
8 5 

Eth./Am./Eau 

3 3 
12 
1 O 
10 

5 
25 
3 1 
47 
20 
19 
7 

3 9 
3 2 

1135 

24 48 72 96 

+ + + + 
- + + + 
- - + + 

+ + + + 
+ + + - 

- - + + 

BrBv I V  

24 48 72 96 

+ + + + 
- + + - 
- + + - 

+ + + + 
- + + - 
- - + + 

Système 

solvant  

ISO-Butanol/ 
Ac.  formique 

Ethanol/ 
Ammoniaque / 

Eau 

des s p o t s  
Rf 

e n r e g i s t r é s  

3 7 
44 
50 

5 
2 5 
3 9 



Dans les filtrats de culture des deux souches, nous retrou- 

vons constamment une tache de Rf 37 et 5 qui pourrait être assimilée à 
- 1 

l'acide glutamique composé initialement présent à 34 g 1 . Apparaît à 

48 heures chez les souches BrBv IV et 1135 un spot pouvant être apparenté 

à l'acide malique ; à 72 heures ce spot persiste d'une façon très nette 

chez la souche 1135 alors que chez la souche BrBv IV la tâche est plus ténue. 

On observe à 72 heures et de façon plus prononcée à 96 heures 

chez les souches BrBv IV et 1135, un spot dont le Rf pourrait correspondre à 

l'acide a-cétoglutarique. Cependant, l'identification de composé à partir 

d'un catalogue de référence aussi restreint est toujours aléatoire, aussi 

avons-nous élué ces spots et recherché la présence d'activité enzymatique 

spécifique à chaque acide présumé. 

Pour révéler la présence d'acide glutamique, nous avons 

utilisé le kit de dosage de l'acide L glutamique de chez Boehringer. Pour 

l'acide malique, nous avons employé le kit acide L malique. Pour l'acide 

a-cétoglutarique, nous avons employé la technique énoncée dans l'annexe. 

technique n09. 

Tableau 2 : l d e n t i ~ i c a t i a ~  parr voie enzymatique d a  a d d a  o ~ g a n i q u a  
pkéa evu2 davlcl lu 6- de cuktme d a  soucha &Bu 1 V  
a 1135 c&t..ivéu am glucoae. 

Les réactions positives obtenues sur les éluats pe-mettent 

désormais d'établir un lien direct entre la chute de pH et la présence d'a- 

cide malique, l'apparition de l'acide a-cétoglutarique à 72 h lui ôtant tout 

rôle prépondérant dans ce phénomène. De plus, l'analyse enzymatique confirme 

que le spot de Rf 37 et 5 correspond à l'acide glutamiqueenexcès dans le 

milieu de culture. 

Ac ide 
recherché 

Acide 
glutamique 

Acide 
malique 

Acide 
a-cétoglu- 
tar ique 

Souche 
cultivée 

BrBv IV 
1135 

BrBv IV 
1135 

BrBv IV 
1135 

Temps de culture ........................................... 
Oh 24h 48h 72h 96h 

1 
- + + + + 
- + + + + 

- - + + + 
- - + + + 

- - - - + 
- - - + + 

i 



3 - DOSAGE ENZYMATIQUE DE L'ACIDE GLUTAMLQUE 

E T  DE L'ACIDE MALLQUE 

L e s  k i t s  Boehringer nous o n t  permis l e  dosage de l ' a c i d e  

glutamique e t  de l ' a c i d e  maliqur p résen t s  dans l e s  f i l t r a t s  de c u l t u r e  des  

deux s ~ u c ~ ~ e s  e t  c e  pour l e s  quat re  s u b s t r a t s  é tudiés .  Ces r é s u l t a t s  seront  

r e p r i s  dans l e s  planches 5 à 11. 

4 - I D E N T I F I C A T I O N  DES ACIDES ORGANIQUES PRESENTS 

DANS LES F 1 LTRATS DE CULTURE PAR CHROMATOGRAPH 1 E 

L I Q U I D E  HAUTE PRESSION 

Un pré t ra i tement  des échan t i l lons  à analyser  nous a permis 

d 'é l iminer  t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s  non ac ides ,  c l a r i f i a n t  a i n s i  l e s  chromato- 

grammes obtenus ; l e  glutamate de par  s a  fonction NH, s e r a  él iminé des 

échant i l lons  e t  ne pourra donc ê t r e  décelé  par  c e t t e  méthode. 

Comparé aux chromatogrammes de référence  nous retrouvons 

dans l e s  f i l t r a t s  de cu l tu re  l a  présence d 'ac ide  malique e t  d ' ac ide  a-céto- 

g lu tar ique .  La chromatographie l iqu ide  haute pression nous a a u s s i  permis de 

déceler  des t r a c e s  d 'ac ides  succinique,  fumarique, oxaloacétique e t  c i t r i q u e .  

Cependant l a  présence de c e s  t r a c e s  au f i l  des expériences n ' appara î t  pas 

comme une constante ; en e f f e t  une modificat ion des condi t ions  c u l t u r a l e s  

peut en t ra îne r  une va r i a t ion  importante, t a n t  dans l a  concentrat ion des 

acides p rodu i t s  que dans l e  p r o f i l  de l e u r  appar i t ion .  Ainsi ,  un inoculum 

composé de con id ies  zyant séjourné à +4OC en t ra îne ra  un décalage v e r s  72 h 

du maxinum de production de l ' a c i d e  malique (décalage sans  doute a s soc ié  au 

phénomène de l a t e n c e  de l a  cro issance  mycélienne). Un inoculum 10 f o i s  supé- 

r i e u r  aux condi t ions  normales ( l o 5  conidies)  en t ra îne ra  l ' a p p a r i t i o n  de con- 

cen t ra t ions  non négligeables d ' ac ide  succinique e t  oxaloacétique aux dépens 

de l ' a c i d e  malique. 

Néanmoins, la chromatographie l iqu ide  haute p ress ion  nous a 

permis de doser avec r é g u l a r i t é  l ' a c i d e  a-cétoglutarique e t  l ' a c i d e  malique 

corroborant  pour ce  dernier  l e s  r é s u l t a t s  obtenus par  voie  enzymatique. 

Tous c e s  r é s u l t a t s  se ron t  r e p r i s  dans l e s  planches no 5 à 11, 

l e sque l l e s  permettront  également de su iv re  l ' é v o l u t i o n  de p l u s i e u r s  paramè- 

t r e s  l o r s  des c u l t u r e s  des souches BrBv I V  e t  1135 s u r  l e s  quat re  s u b s t r a t s  

dé j2 évoqués à s a v o i r  l e  maltose,  l e  glucose,  l e  saccharose e t  1 ' acé ta te  de 

sodium. Ces paramètres sont  : l ' a s s i m i l a t i o n  de l a  source de carbone e t  du 

glutamate en t a n t  que source d ' azo te ,  l e  p H ,  l a  c ro issance  e t  l a  production 

d'a-amylase. 



pianche 5 : Cfiohindance, é v o L ~ u n  du pH ct c a n c e W o n  k i b i d u d l e  en 
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planche 9 : c/ra&iance, 6vo.eLLtion du pH, aynthCae d 'a-amgtae,  ptroductian 
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En fonction de l ' a p t i t u d e  des souches BrBv I V  e t  1135 à 

syn thé t i se r  l 'a-amylase l e s  planches 8 à 11 nous permettent  de c l a s s e r  l e s  

quat re  s u b s t r a t s  comme s u i t  : maltose, saccharose, glucose e t  a c é t a t e  de 

sodium. 

D'autre p a r t ,  l a  co r rec t ion  apportée au dosage de c e t t e  

enzyme f a i t  a p p a r a î t r e  par  r appor t  aux travaux de MALARD (1981) deux po in t s  

i n t é r e s s a n t s  : 

1") l a  synthèse d'a-amylase ne débute de façon s i g n i f i c a t i v e  qu 'après  24 h ,  

2") c e t t e  synthèse c r o î t  brutalement ap rès  48 h de c u l t u r e .  

S i  l e  premier po in t  e s t  observé chez l e s  deux souches, 

seu le  l a  souche BrBv I V  possède une synthèse d'a-amylase s u f f i s a n t e  pour 

observer  son accroissement après  48 heures ,  accroissement r e l evé  su r  tous  

l e s  s u b s t r a t s  inducteurs .  

YABUKI e t  c o l l .  (1977),  à p a r t i r  de r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s ,  

a  émis l 'hypothèse d'une induction de l 'a-amylase en deux temps : 

1") l ' i nduc teur  pénètre à un taux t r è s  f a i b l e  dans l e  mycélium grâce 

à une perméase c o n s t i t u t i v e  ; 

2") ayant  a t t e i n t  une concentrat ion intramycélienne s u f f i s a n t e ,  l ' i nduc teur  

va f avor i se r  d'une p a r t  l a  synthèse d'une perméase induct ive  e t  d ' a u t r e  

p a r t  l e  mécanisme de synthèse de l 'a-amylase. 

Ces r é s u l t a t s  montrent également q u ' i l  e x i s t e  une r e l a t i o n  

en t re  l a  production d'a-amylase e t  l 'accumulat ion d ' ac ide  malique. 

Chez l a  souche BrBv I V  c u l t i v é e  s u r  maltose, où l a  concen- 

c r a t i o n  d 'acide malique aprgs  48h de c u l t u r e  n ' e s t  que de 0,32 g l -1 ,  nous 

obtenons après 96h de croissance  mycélienne une production d'a-amylase de 

l ' o r d r e  de 1700 PS 50 ml-1 ; par  con t re ,  cu l t ivée  s u r  glucose,  où l a  concen- 

t r a t i o n  d 'acide accumulé e s t  de 2 , 3  g l - l  , l a  production d'a-amylase tombe à 

500 PS 50 ml'l. I l  en e s t  de même chez l a  souche 1135 où l e s  concentra t ions  

d 'ac ide  malique constamment supér ieures  à 6 g l - l  sont  associées  à une pro- 

duction d'a-amylase toujours  i n f é r i e u r e  à 200 PS 50 m l - ' .  En reprenant  l 'hy-  

pothèse émise précédemment d 'un rapport  e n t r e  un métabolisme de type réducteur 

e t  l ' e x c r é t i o n  6es acides organiques, il appara î t  que l e  métabolisme de l a  

souche 1135 e s t  constamment de ce  type ,  a l o r s  que chez l a  sobche BrBv I V  son 

o r i e n t a t i o n  e s t  déterminée p a r  l a  na ture  du subs t ra t .  



1 II - INFLUEKCE DU GLUCOSE SUR 

L'ACCUMULATION DES ACIDES ORGAMIQUES 

Si le métabolisme de la souche 1135 est constzmment de type 

réducteur, le métabolisme de la souche BrBv IV, par contre, semble orienté 

par la nature du substrat, comme en témoignent les faibles accumulations 

d'acides organiques de cette souche cultivée sur maltose en opposition aux rejets 

observés pendant la culture sur glucose et saccharose. Ceci nous a conduits à 

penser qu'il existait peut-être à la base de l'accumulation des acides orga- 

niques un composé commun aux deux souches. A. oryzae peut synthétiser nombre 

d'enzymes extracellulaires et parmi elles on relève la présence d'a-gluco- 

sidase et d'une invertase ; leur action respective sur le maltose et le 

saccharose entraîne la formation de glucose composé qui, nous l'avons vuplan- 

ches 7 et 8, favorise l'accumulation des composés acides et, de plus, est 

connu pour son effet répresseur sur les voies oxydatives du cycle de Krebs 

(FLAVELL et WOODWAARD, 1970). La présence d'une invertase en quantité impor- 

tante chez les souches BrBv IV et 1135 expliquerait alors leur métabolisme 

réducteur sur saccharose, de même qu'une a-glucosidase très présente chez 

la souche 1135 entraînerait ce type de comportement sur maltose. Chez 

BrBv IV cultivée sur maltose, une faible synthèse d'a-glucosidase permettrait 

le métabolisme oxydatif et, de ce fait, expliquerait les faibles rejets d'a- 

cides organiques observés sur ce miliec. 

Tableau 3 : Powrccntuge de glucose fibéké aux dépenb du 6ubbLmt à .ta b&e des a d v i . t é b  
a-gtucobidase CL invehtLtse poduiLes pm .ta bouches &Eu SV CL 1135. 

Act iv i  te 

enzymatique 
7 

a-glucosidase 

~ n v e r t a s e  

souche 
c u l t i v é e  

BrBvIV 

1135 

BrBv I V  

1135 

Substrat 
'e 

départ 

Maltose 

Saccharose 

Temps de cu l ture  ......................................................... 
Oh 24h 48h 77h 96h 

0 , 3 7 i 0 , 0 4  0 , 7 t 0 , 0 9  1 5 2 1 , 2  2 8 f 1 , 6  0 , 4 2 0 . 0 3  

0 , 3 7 + 0 , 0 6  0 , 8 + 0 , 0 4  2 7 t 1 , 8  3 3 f 1 , 3  0 , 9 + 0 , 0 2  

0.43 f0 ,07  0 ,74 f 0 , 0 6  27 f 1 , 5  68 t 3 , 2  - 
0,43 '0.05 0 , 8 9  50,03 40 22,; ' 72 f 4 , 6  - 



Les r é s u l t a t s  exposés dans i e  tableau 3 montrent qu ' à  48 h 

chez l a  souche 1135, 27% du maltose e t  40% du saccharose o n t  é t é  transformés 

en glucose ; chez l a  souche BrBv I V  ce  taux a t t e i n t  27% pour l e  saccharose e t  

seulement 15% pour l e  maltose. S i  c e s  r é s u l t a t s  vont dans l e  sens d 'un pro- 

cessus commun à l 'accumulat ion des ac ides  organiques ayant  comme base l e  glu- 

cose ,  il f a u t  cependant remarquer qu 'à  72 heures  avec un t aux  de glucose de 

28%, l a  souche BrBv I V  c u l t i v é e  s u r  maltose ne présente aucune répress ion ,  n i  

dans l a  synthèse d'a-amylase, n i  dans l 'accumulat ion des ac ides  organiques. 

2 - RECHERCHE D'UN "EFFET GLUCOSE" RESPONSABLE D E  

L'ACCUMULATION D E  L'ACIDE MALIQUE 

Aussi, pour d é f i n i r  avec exac t i tude  l e  r ô l e  du çlucose dans 

l e  comportement métabolique des souches 1135 e t  BrBv I V  s u r  des composés diho- 

los id iques ,  nous l e s  avons c u l t i v é e s  s u r  mi l ieu  maltose pendant 48 h p u i s  

t r ans fé rées  ap rès  lavage su r  un mi l i eu  de ré fé rence  renfermant un rappor t  dé- 

c ro i s san t  ~ a l t o s e / g l u c o s e .  Après 1 e t  2 h d ' incuba t ion ,  l e s  concentrat ions 

d 'ac ide  malique accumulées par l a  souche 1135 c u l t i v é e  s u r  l e s  d i f f é r e n t s  

milieux sont  t r è s  proches,  a i n s i  que l e  montre l e  tableau 4 .  

Tableau 4 : AccumLLe&on de l 1  acide tnaeique apfih 7 at 2 h e m a  d ' i n c u b d o n  
d'un rnycêXLuni d u  boucha BtrBv I V  et 1735 hcot un W e u  de tr65é- 
k w c e  &end man;t un fiappoltt Mail206 e /Glucon Q démo &ha&. 

O r ,  l e s  concentrat ions en glucose imputables à l ' a -g lucos idase  

souche 

B r B v  IV 

1135 

on t  é té  mesurées pour l e  mil ieu maltosé à 100% e t  ne sont  que de 0,7% après 

1 heure e t  1,9% après  2 heures ; concentra t ions  q u i  nous appara issent  t r o p  

f a i b l e s  pour ê t r e  responsables d'un comportement en tous  p o i n t s  s i m i l a i r e  

Temps 

d ' incubation 

1 heure 

2 heures 

1 heure 

2 heures 

à un mil ieu glucosé à 100%. 

Rapport ~ a l t o s g / û l u i o s e  1 
............................................................ l 

100 8 5 7 O 40 O 
O 15 30 60 130 

- - - - 3 , l  fO,l5 

- - - 2,l f0 ,26 8,3 tG,53 

10,5 10,71 14 +1,4 13,8 I0,9 17,6 +1,6 19,7 f1,3 

3 9 , 4 + 2 , 6  C2+2,9 44,1I1,8 45,323,l 48 f 2 , 1  



Ainsi, le comportement de type réducteur de la souche 1135 

apparaît comme indépendant de la nature du substrat, alors que le nétabo- 

lisme de la souche BrBv IV lui est étroitement lié. En effet, en présence 
-1 -1 

d'un milieu glucosé à 100%, on décèle la présence de 8,3 pgml g de mycé- 

lium frais d'acide malique, alors qu'en milieu maltosé à 100% aucune accu- 

mulation n'est perceptible. Cependant, il est intéressant de noter que des 

concentrations de l'ordre de 15%, voire 30% de glucose par rapport au maltose 

n'entraînent pas d'accumulation décelable d'acide malique. Or, c'est en pré- 

sence de telles concentrations de glucose que la souche BrBv IV cultivée sur 

maltose relargue l'acide malique. 

Nous avons donc recherché quel pourrait être le facteur res- 

ponsable de l'accumulation de l'acide malique chez la souche BrBv IV cultivée 

sur maltose. L'accumulation de l'acide a-cétoglutarique suivant un schéma 

similaire à l'acide malique nous a suggéré l'hypothèse d'un lien direct entre 

le glutamate initialement présent dans le milieu de culture et les acides 

relargués. Le glutamate assimilé au niveau du cycle de Krebs par l'intermé- 

diaire de l'a-cétoglutarate pourrait favoriser l'accumulation de ce composé 

lui-même précurseur de l'acide malique via l'acide succinique et fumarique 

(acides retrouvés 2i l'état de trace dans les filtrats de culture). KINGMON 

et PATEEM (1973) fournissent un premier élément en faveur de cette hypothèse. 

Ils démontrent en effet que, chez A. niduZans, la glutamate-déshydrogénase 

NAD+ dépendante chargée d'oxyder le glutamate en a-cétoglutarate est sujette à 

la répression catabolique ; son activité ira donc croissante en fin de culture. 

Le second élément. est fourni par lJobseruation des planches 

8 à 11, où l'accumulation de l'acide malique dans les conditions défavorables 

à la synthèse d'a-amylase peut être décomposée en trois phases : 

1") une phase de forte accumulation avec un maximum à 48 heures ; 

2 " )  une phase d'assimilation : passé un certain seuil de concentration rési- 

duelle de substrat, il semble que l'acide accumulé est réutilisé et de- 

vient alors le principal substrat énergétique capable d'alimenter le 

cycle citrique. FAYRET (1975) a montré sur Gnomonia Zeptostyza un schéma 

évolutif similaire ; 

3") une nouvelle phase d'accumulation, mais d'amplitude très faib'le. 



Cet te  de rn iè re  phase associée  à l a  production c ro i s san te  

d 'ac ide  a-cétoglutarique suggère que l 'accumulation de l ' a c i d e  malique 

r é s u l t e ,  t a n t  chez l a  souche BrBv I V  que chez l a  souche 1135, de deux 

processus d i s t i n c t s .  

Le premier processus impliquant l e  glutamate ne s e r a i t  p l e i -  

nement apparent que chez l a  souche BrBv I V  c u l t i v é e  s u r  maltose. Dans l e s  

au t res  condi t ions  de c u l t u r e ,  il s e r a i t  masqué pendant l e s  premières 72 h 

par  l 'accumulation importante d ' ac ide  malique r é s u l t a n t  d 'un  second méca- 

nisme. Second mécanisme q u i  p o u r r a i t  ê t r e  expliqué : 

- s o i t  par  une carboxylat ion de composés p rodu i t s  par  l a  glycolyse.  
TACHIBANA e t  MURAKAMI (1974) ont  montré qu'un r e j e t  important de 
malate dans l e s  f i l t r a t s  de c u l t u r e  de SchizophyZZwn comune é t a i t  
l a  conséquence de l a  carboxylat ion de composés en C3 i s s u s  de l a  voie 
d 'Embden-Meyerhof f-Parnas. ; 

- s o i t  par  une a c t i v i t é  importante du cycle  glyoxylique. TURIAN (1960a 
e t  b)  observe avec N .  crassa une accumulation p l u s  abondante d ' ac ide  
malique dans les c u l t u r e s  dotées de l a  p lus  f o r t e  a c t i v i t é  i s o c i -  
t r a t a s e ,  enzyme-clef de ce  cycle.  

I V  - INFLUENCE DE L'ACETATE DE SODIUM SUR LA 

PHYSIOLOGIE DE LA EIOSYNTHESE 

DE L'a-AMYLASE 

1 - INFLUENCE DE LIACETATE COMME SEULE SOURCE D E  CARBONE 

Pour déterminer l a  valeur de c e t t e  seconde hypothèse, nous 

avons c u l t i v é  les deux souches s u r  a c é t a t e  de sodium, s u b s t r a t  connu pour 

son a c t i o n  pos i t ive  s u r  l e s  vo ies  r éduc t r i ces  (O'CONNELL, 1980 ; KORNBERG, 1966) 

(planche no 5 ) .  Cependant nous n'avons pu déceler  l a  présence dans les f i l t r a t s  

de c u l t u r e  d ' ac ides  organiques. Remarquons néznmoins qu'un t e l  s u b s t r a t  e s t  l o i n  

de f a v o r i s e r  l a  croissance puisque c e l l e - c i ,  après  96 heures ,  n ' a t t e i n t  pour 

l a  souche BrBv I V  que 5,6 g / l  de matière sèche a l o r s  que l a  souche 1135 n ' a t -  

t e i n t  e l l e  que 4,9 g / l ,  l e  pH des  milieux de c u l t u r e ,  malgré l ' a p p o r t  d'acé- 

t a t e  sous forme ac ide ,  a t t e i g n a n t  trGs v i t e  des  va leurs  supérieures à 7, I 

zone q u i  selon VALLIER (1977) f avor i se  l a  l y s e  mycélienne. l 



2- INFLUENCE DU MALTOSE SUPPLEMENTÉ DIACETATE DE SODIUM 

Une approche différentede ce problème a été tentée en ajoutant 

au milieu maltosé 30% d'acétate de sodium (planches 12 et 13). Chez les 

souches BrBv IV et 1135, cette adjonction d'acétate de sodium entraîne une 

perte de production d'a-amylase sans toutefois augmenter corrélativement la 

production d'acide malique à 48 heures ; par contre à 96 heures cette accu- 

mulation par rapport au milieu maltosé témoin s'est révélée légèrement plus 

élevée. L'accumulation d'acide a-cétoglutarique quant à elle n'a pas subi 

de changement significatif. 

Pour TURIAN (1963), l'assimilation de l'acétate exogène impli- 

que une compétition intracellulaire pour le coenzyme A qui serait en défaveur 

de l'a-cétoglutarique déshydrogénase ; le blocage de cette enzyme, faute de 

coenzyme A, entraînerait une accumulation de l'acide a-cétoglutarique résul- 

tant de l'activité isocitrate déshydrogénase. Une telle accumulation aurait 

pour conséquence la rétroinhibition de cette enzyme, favorisant ainsi une 

concentration de l'isocitrate, composé inducteur de l'activité isocitrasique. 

L'absence de toute accumulation supplémentaire d'acide 

a-cétoglutarique chez BrBv IV et 1135 cultivées sur maltose complémenté par 

de l'acétate de sodium par rapport au milieu maltosé seul, nous a conduits à 

penser que l'action de l'acétate sur l'a-cétoglutarate déshydrogénase pouvait 

être masquée par une déficience naturelle de cette enzyme chez les deux souches. 

L'accumulation d'acide a-cétoglutarique observée dans toutes nos conditions 

culturales serait donc une conséquence directe de cette déficience. Une telle 

hypothèse interdirait alors le mécanisme d'accumulation d'acide malique 

évoqué précédemment mettant en jeu la désamination du glutamate suivie d'une 

décarboxylation de l'a-cétoglutarate en acide succinique ; auquel cas l'assimi- 

lation du glutamate pourrait notamment s'effectuer v ia  l'isocitrate déshydro- 

génase, OCHOA (1948) ayant démontré que cette enzyme était réversible, donc 

capable de carboxyler l'a-cétoglutarate en isocitrate. 

Cette hypothèse met à nouveau en lumière le rôle que pourrait 

jouer le glutamate dans l'accumulation a-cétoglutarique, au niveau des 

voies annexes au cycle de Krebs, deux enzymes sont capables de prendre en 

charge ce composé ; il s'agit de la çlutamate oxaloacétate transaminase et de 

la glutanate déshydrogénase NADP+. 



Planche 1 2  :. CLLoAbance, i v o ~ t i o ; 2  du pH, aqvtth2se. d ' a  mylahe., phcducfin 
d 'ac idu  otrgautiyuu et c o n c e W a n 6  h i ~ i d u d l a  en rnaetobe de l a  aouche 
BhBv I V  cuRtivée 4 w ~  m&~u m&oae buppLimevLti à 30% d 'aci ta te  de aocLium. 

..... A c i d e  m a i i q u e  
Temps/h 

M a l t o s e  
- -  pH A c i d e  o ~ c é t o g l u t a r i q u e  

Croissance A--+ a m y l a s e  



Planche 13 : CiroAaance, t v o l ~ n  du pi f ,  aynthgae d'a-amqlae, paoducfion 
d l a c i d e n  otrganiquen et concentrtatiavln ataidueReu en maetoae de l a  aouche 
1 1  35 c W v S e  awc md5eu m(L4/taae auppltmentt à 30% dtact,tate de aofium. 



V - INFLUENCE D'UNE SOURCE D ' A Z O T E  M I N E R A L E  

SUR L 'ACCUMULATION DES A C I D E S  ORGANIQUES 

DANS L E S  F I L T R A T S  D E  CULTURE 

Le glutamate e n t r a n t  dans l e s  milieux de cu l tu re  à une concen- 

t r a t i o n  par t icul ièrement  élevée comme source d ' azo te ,  nous avons pensé q u ' i l  

pouvait f avor i se r  l 'accumulation d 'ac ide  a-cé togiutar ique ,  d'une p a r t  en ré t ro -  

inhibant  l ' a c t i v i t é  glutamate déshydrogénase NADP+ e t  d ' a u t r e  p a r t  comme s u b s t r a t  

de l a  glutamate oxaloacétate transaminase e t  de l a  glutamate déshydrogénase NAD+. 

Pour é t u d i e r  son r ô l e  p r é c i s  dans l 'accumulation des ac ides  organiques dans l e s  

f i l t r a t s  de c u l t u r e ,  nous l ' avons  remplacé pa r  une source d 'azote  minéral 

savoi r  ( N H 4 ) 2  HP04 e t  NH4 NO3 deux p résen t s  à r a i son  de 5 g 1-1 

Le t ab leau  5 indique sans con tes te  l e  r ô l e  joué par  l e  

glutamate dans l 'accumulat ion de l ' a c i d e  a-cétoglutarique.  

En e f f e t ,  a l o r s  qu 'en présence de glutamate on e n r e g i s t r e  

respectivement pour l a  souche BrBv I V  e t  l a  souche 1135 l 'accumulat ion à 

96 heures de 48 p.g e t  de 269 pg d 'ac ide  a-cé toglutar ique ,  en présence d'une 

source d ' azo te  minérale c e t t e  accumulation tombe tou jours ,  pour l e s  souches 

BrBv I V  e t  1135, à 4,1  pg e t  17 p.g d 'ac ide  a-cé toglutar ique ,  s o i t  dans l e s  

deux cas  une p e r t e  de l ' o r d r e  de 90% par rappor t  à l a  source d ' azo te  organique. 

De p l u s ,  l 'accumulat ion d ' a c i d e  glutamique en présence d'une 

source d 'azote  minérale renforce l 'hypothèse du r ô l e  majeur joué par  l e  glu- 

tamate exogène s u r  l ' é q u i l i b r e  glutamate=- a-cétoglutarate.  

D'autre p a r t ,  s i  l e s  concentrat ions en ac ide  malique accumu- 

l é e s  par  l a  souche 1135 dans les 72 premières heures de cu l tu re  v a r i e n t  peu, 

à 96 heures par  c o n t r e ,  e l l e s  accusent  une l égè re  b a i s s e  qu i  l a i s s e r a i t  à 

penser que l a  désamination du glutamate p a r t i c i p e  chez c e t t e  souche à l ' accu-  

mulation de l ' a c i d e  malique. Chez BrBv I V ,  ce  r ô l e  semblera i t  p l u s  prépon- 

dérant  puisqu'en présence d'une source d ' azo te  minérale on e n r e g i s t r e  dès  

48 heures une chute dans l e s  concentra t ions  d ' ac ide  a-cétoglutarique accumulé. 

Il r e s t e  néanmoins qu'en fcnct ion  des concentrat ions s i m i l a i r e s  en ac ide  

malique présentes  chez l a  souche 1135 c u l t i v é e  pendant 48 heures en présènce 

d'une source d ' azo te  minérale ou organique, l a  désamination du glutamate ne 

peut jouer qu'un r ô l e  secondaire dans l 'accumulat ion massive de c e t  acide.  



Tableau 5 : In~luence dc La eaocr/rce d'azote b ~ r  L 1 a c c u m W o n  des acides ohganiqua 
chez les  bouches &Bv IV et 1135.cuetivtes sut mifieu maetose. 

1 Acide 1 1 1 Temps de culture 1 

malique 

Acide 

Glutamate 1 1135 1 3320 f91,6 400 f 21.5 221 f 6,l 

(NHr), HPOr, NHr NO, 3015 +78,2 450 + 13,l 109 f 2,6 

BrBv I V  

1 Acide 

Acide 

a-c&toglu- 

tarique 

1 glutamique 
I I 

1135 1 (NH4)z HPOr, NHr NO3 1 82 f 2,l 137 2 13,6 291 f 11,8 - 

Glutamate 

(NH41, HP04, NHI NO, 

- 72 t 4,7 238 f 18.9 291 + 19,7 
............................................................................. 

- - 70 f 5,2 100 i 8,1 

BrBv I V  

1135 

Glutamate 

(NH4)2 HPOc, NE4 NO3 

Glutamate 

(NHr)z HPOr, NHr NO3 

- - 2 8 i 1 , 6  '48'2,4 
------------------------C----------i----^---------------a------------------ 

- - - 4,1 + 0,3 

- 41 f 1,5 178 t 12.9 269 I 1 4 , 8  
------------------------c----------------------_--------------------------- - - 35 t 1.3 17 t G,8 



COF!CLUS ION 

Les études chromatographique et enzymatique entreprises sur les 

filtrats de culture nous ont permis d'identifier l'acide malique comme composé 

responsable de l'acidification des milieux de culture à 48 heures. Associé 

à cet acide, nous avons décelé la présence d'acide a-cétoglutarique, dont le 

maximum de production se situe à 96 heures. 

La souche BrBv IV est apparue comme la moins productive de ces 

acides avec toutefois une accumulation plus marquée sur glucose et saccha- 

rose ; la souche 1135 quant elle acidifie fortement tous les milieux de 

culture. Le métabolisme de la souche BrBv IV, à l'encontre de la souche 1135, 

apparaît comme dépendant du substrat ; une répression catabolique imposée 

par le glucose n'est pas à écarter, bien que nous n'ayons pu démontrer la 

validité d'une telle hypothèse chez BrBv IV cultivée sur maltose. 

Nos résultats nous ont permis d'émettre plusieurs hypothèses 

répondant à l'accumulation de l'acide malique et de l'acide a-cétoglutarique, 

hypothèses présentées dans le shéma ci-dessous. 

Glutamate 

1 
a-cetog utarate 4= 7- Isocitrate Composé en C3 

Succinate 

1 v 
Fumarate Oxalo!cétate 



Le glutamate de sodium présent dans les milieux de culture à 

de fortes concentrations pourrait être à l'origine de l'accumulation de l'acide 

a-cétoglutarique, d'une part en tant que substrat de la glutamate déshydrogénase 
+ 

NAD et de la glutamate oxalotransaminase, et d'autre part en tant que répres- 
+ 

seur de la glutamate déshydrogénase NaDP dépendante. 

Il semblerait que ce composé joue également un rôle dans l'ac- 

cumulation de l'acide malique, bien que les voies métaboliques impliquées 

restent à définir. 

Nos résultats laissent en effet entrevoir une possibilité de 

défaillance de l'activité a-cétoglutarate déshydrogénase, auquel cas l'a-céto- 

glutarate pourrait être carboxylé en isocitrate et ainsi participer à l'accumu- 

lation de l'acide malique V ~ U  le shunt glyoxylique. Il semble cependant que 

cette voie reste minoritaire dans l'accwnulation de l'acide malique. Une par- 

ticipation du shunt glyoxylique à l'accumulation massive d'acide malique 

observée après 48 h de culture n'est toutefois pas à écarter. L'isocitrate 

issu des composés glycolytiques empruntant le cycle de Krebs pourrait être 

en effet pris en charge par llisocitratase, hypothèse d'autant plus plausible 

dans le cas d'une défaillance de l'a-cétoglutarate déshydrogénase. Une carbo- 

xylation d'un composé en C3 issu de la glycolyse suivi de sa réduction en 

malate reste également une possibilité qu'il nous faudra envisager. 

Aussi, pour déterminer quelles sont les voies métaboliques 

impliquées dans l'accumulation des acides organiques dans les milieux de cul- 

ture et leurs éventuels liens avec la production d'a-amylase, nous nous somnes 

penchés plus avant dans l'étude du métabolisme intermédiaire et plus particu- 

lièrement dans l'étude de ces enzymes clefs. 





C H A P I T R E  I I  

CARACT~RISATION DES VOIES MÉTABOLIQUES RESPONSABLES 

, DE L'ACCUMULATION DES ACIDES ORGANIQUES 

INTRODUCTION 

La conduite de ce  t r a v a i l  a é t é  d i c t é e  par  l e s  r é s u l t a t s  

obtenus dans l e  chap i t r e  précédent.  Nous avons envisagé successivement : 

1 O )  1 'étude de l a  glycolyse 

L ' i d e n t i f i c a t i o n  des composés ac ides  dans l e s  f i l t r a t s  de 

c u l t u r e  n 'ayant  pas  révélé  l a  présence d ' a c i d e  gluconique ou S-cétogluco- 

nique, nous l imi te rons  c e t t e  étude de l a  glycolyse à l a  voie des  hexoses 

monophosphates e t  à l a  voie d'-den-Meyerhof. 

- Voie d u  hexonu monaphoapha;tu 

Cet te  voie comporte des r éac t ions  non oxydatives comme 
l a  akanhc&tolane ou l a  .&tamatdoLane extrêmement d i f f i c i l e  
à s a i s i r  ; c ' e s t  pourquoi not re  a t t e n t i o n  s ' e s t  por tée  s u r  
les deux premières enzymes spéci f iques  de c e t t e  voie : 

- Voie d' Embden- Meyuha6 

La plupar t  des  enzymes de l a  voie dlEhbden-Meyerhof sont  
communes a l a  chaîne des  hexoses monophosphates ; seule  l a  
ph06ph0~truChYkuz~~ peut  ê t r e  considérée comme spéci f ique  
à l a  voie d'-den-Meyerhof. Mais en ra i son  des  d i f f i c u l t é s  
rencontrées l o r s  des premiers  e s s a i s  su r  c e t t e  enzyme, nous 
avons é tudié  1 ' a c t i v i t é  de  l a  ~iruckoh e diphuaphate d d o b  e 
q u i ,  saris ê t r e  une enzyme p a r t  e n t i è r e  l?e c e t t e  chaîne,  
n 'en  r e f l è t e  pas  moins son a c t i v i t é .  



2 O )  l'étude du cycle de Krebs et du cycle glyoxylique 

Nous déterminerons le rapport des activités du cycle de Krebs 

et du cycle glyoxylique. Ce dernier étant soupçonné d'être à l'origine de 

l'accumulation de l'acide malique dans les filtrats de culture, il est im- 

portant de savoir si, in vitro, ce cycle a un potentiel enzymatique suffisant 

pour supporter une telle hypothèse. 

Pour ce faire, nous étudierons successivement 1 ' i b a c ~ a t a  e 

et 1 '&oc&aZe dé~hudtrogénae dont deux formes ont été isolées : 

- une dome NADP+ dépendante 
- une dome NAD+ dépendante. 

Au sujet de cet équilibre h o d a X e  d6~hy&og6nane/L~oc~~ae, 
rappelons que TURIAN (1970), SMITH et GALBRAITH (1971) ont démontré son 

importance dans les différenciations fongiques. La question posée est de 

savoir si un tel équilibre peut avoir des implications dans la physiologie 

de la production de l'a-amylase chez A. oryzae. 

Les premiers éléments de réponse fournis par les travaux sur 

ces deux enzymes seront compll5tés par l'étude de la md&e ayvLthétaic) qui, 

avec l1iAoCY&atancL, forme le cycle glyoxylique (KOWBERG, 1957). Celui-ci, 

outre une molécule de malate, fournit une molécule de succinate dont nous 

envisagerons la transformation en acide malique au niveau du cycle de Krebs 

par l'étude de la duccino-débhy&ogéna6e et de la &unme. 

L'accumulation de cet acide dans les milieux de culture suggère 

la possibilité d'une déficience au niveau de la mddte déahydnogénae ; nous 

porterons donc un intérêt tout particulier 3 l'étude de cette enzyme. Si 

dans la physiologie de l'accumulation des acides organiques nous n'avons pas 

recueilli d'éléments pouvant appuyer l'hypothèse d'une telle déficience, par 

contre nous avons quelques raisons de penser que l'activité a-Cétog&&ühLZ.-te 

déahydtogénane chez les deux souches est constamment inhibée, voire même tota- 

lement absente. Nous tenterons de confirmer cette hypothèse, puis nous précise- 

rons le rôle joué par la gl&&tmaXe déahydrwgénae NAD+ et NADP+ dépendante dans 

l'acc~mulation de l'acide a-cétoglutarique d'une part, et de l'acide malique 

d'autre part. 



3O) l ' é t u d e  des échanges gazeux 

Nous é tudierons  e n s u i t e  l e s  échanges gazeux de c e s  deux souches 

e t  l e s  i n t é r a c t i o n s  de ceux-ci s u r  l 'accumulation des ac ides  organiques. 

For t s  de ces r é s u l t a t s ,  nous tenterons  une approche des  méca- 

nismes responsables de c e t t e  accumulation chez l e s  souches BrBv I V  e t  1135. 

Le l e c t e u r  t rouvera  en annexe l e s  protocoles  d ' e x t r a c t i o n  e t  de dosage des 

enzymes intramycéliennes. Nous rappel lerons  i c i  que l e s  planches présentées 

t o u t  au long de ce  chap i t r e  r e f l è t e n t  l ' é v o l u t i o n  des a c t i v i t é s  spéci f iques  

enzymatiques r e l evées  su r  des broyats  mycéliens des deux souches cu l t ivées  

s u r  qua t re  s u b s t r a t s ,  e t  ce pendant 24, 48, 7 2  e t  96 heures.  

Pour f a c i l i t e r  l ' i n t e r p r é t a t i o n  des r é s u l t a t s ,  nous avons 

c h o i s i  quat re  s u b s t r a t s  de s t r u c t u r e s  simples ; p l u s  t a r d  nous é l a rg i rons  

nos conclusions aux polyosides u t i l i s é s  dans l ' i n d u s t r i e .  

C e s  qua t re  s u b s t r a t s  on t  dé jà  f a i t  l ' o b j e t  d'une étude i n  vivo  
dans l e  premier chap i t r e  e t  sont  : 

- l e  maltose, q u i  i n d u i t  chez l a  souche BrBv I V  une f o r t e  synthèse d'a-amylase 
associée  à une f a i b l e  accumulation d ' ac ides  organiques, e t  q u i  i n d u i t  chez 
1135 une réponse totalement opposée ; 

- l e  glucose,  s u b s t r a t  peu inducteur de l a  synthèse d'a-amylase e t  respon- 
sab le  d'une a c i d i f i c a t i o n  des  milieux de c u l t u r e ,  t a n t  chez l a  souche 
BrBv I V  que chez l a  souche 1135 ; 

- l e  saccharose, s u b s t r a t  en Cl2 comme l e  maltose mais q u i ,  de par  s a  conii-  
gura t ion  en a-glucosyl-fructose, n ' i n d u i t  que t r è s  faiblement l a  synthèse 
d'a-amylase e t ,  de p l u s ,  e s t  responsable d'une a c i d i f i c a t i o n  s i m i l a i r e  a 
c e l l e  imposée par  l e  glucose ; 

- l ' a c é t a t e  de sodium : il nous a paru i n t é r e s s a n t ,  malgré l e s  f a i b l e s  
réponses observées chez l e s  deux souches cu l t ivées  s u r  un t e l  s u b s t r a t ,  
d ' é t u d i e r  l e  comportement métabolique des  souches 1135 e t  BrBv I V ,  face 
à un s u b s t r a t  en CS. 



Planche 14 : EvoluLLon de l'aotiu.it6 enzymatque de L ' d d o h e  ........ .. , de 
l a  g&co.l ie-B-F-d6~hydirogéme , de La 6-P-glucomte d6ahq&ogimc?-.-.- - . et du trapputLt decr ccctivLt6h ghcoae-6- P-dinhy&og6naae/ddo.Ue - - - - 
ndevée  6u.t den  b t o y d  myciliev~cs de La auuche &Ev I V  cuiXv6e hm mdeto,3c?, 
ghcoae,  .liacchahuae et acéXate de aodim. 
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Planche 15 : EvoluLion de l lact iv i , té  enzymatique de llaLdo&e .-• - , de 
ûiglucoae 6-P-d6~hqcLtogéme, , d e l a  6-P-glucoMate dëdhy&ugénade-.- - - et du irappod d u  activLtéb g lucode -6 -P -dédhyd r i ogé~a6e lddo lase  - - - - 
irelevée d u t  den b t taym mgcéRiens de l a  douche 1 1  35 cLLetiv6e hwr  m&ooe, 
glucode, ducchmude at acé.tate de d o b .  
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ACTIVITES GLYCOLYTIGUES 

Bien qulHORECKER (1962) démontre l a  présence chez A. oryzas 
+ 

d'une glucose-6-P déshydrogénase ,d'une 6-P-gluconate dé'shydrogénase NAD 

dépendante, l e s  souches 1135 e t  BrBv I V  semblent ne p résen te r  qu'une forme 

NADP dépendante. 

Des r é s u l t a t s  exposés dans l e s  planches 14 e t  15, il r e s s o r t  

que chez l a  souche 1135 l e  glucose--6-P formé à p a r t i r  de s u b s t r a t s  comme l e  

g lucose ,  maltose ou saccharose e s t  métabolisé majori tairement par  l a  voie  

des  hexoses monophosphates, a l o r s  que chez BrBv I V  l ' a c t i v i t é  des voies  

hexoses monophosphates (HMP) e t  Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) e s t  équil ibrée.  

De f a i t  s i  l a  l i t t é r a t u r e  nous o f f r e  couramment un é q u i l i b r e  EMP/HMP proche 

de 50% (BLUMENTHAL 1965, NEWBURGH e t  CHELDELIN 1958), e l l e  ne mentionne pas 

d ' é q u i l i b r e  o r i e n t é  à 90% v e r s  l a  chaîne  HMP comme semble l ' ê t r e  l e  métabo- 

lisme de l a  souche 1135. Sans une é tude  radiochimique p réa lab le  de l a  gly- 

co lyse ,  nous ne pouvons pré juger  des  rappor ts  in vivo e x i s t a n t  e n t r e  l e s  

deux chaînes ; il fau t  cependant remarquer que, dans l e s  premières 48 heures 

do croissance,  l a  somme des  a c t i v i t é s  glucose-6-P-déshydrogénase e t  adolase 

e s t  relat ivement proche chez l e s  deux souches. L ' a c t i v i t é  glucose-6-P- 

déshydrogénase é t a n t  prédominante chez l a  souche 1135, il e s t  permis de penser 

q u ' i n  Vivo une inh ib i t ion  importante de l a  chaïne HMP e n t r a î n e r a i t  des réper-  

cuss ions  importantes sur  l ' a s s i m i l a t i o n  du s u b s t r a t ,  ce q u i  p a r a î t  incompa- 

t i b l e  avec les consommations p lus  é l evées  de s u b s t r a t  r e l evées  chez l a  souche 

1135 par  rappor t  à l a  souche BrBv I V .  

Les p a r t i c u l a r i t é s  métaboliques e n r e g i s t r é e s  i n  vivo doivent  

donc correspondre à un besoin  physiologique d i f f é r e n t  pour l e s  deux souches. 

NG e t  c o l l .  (1972) observent que l e s  p l u s  hautes a c t i v i t é s  de l a  chaïne HMP 

s o n t  généralement associées  à une f o r t e  demande biosynthét ique en NADPH ; , 

a i n s i ,  SMITH e t  GALBRAITH (1971) montrent que l a  chaîne HMP e s t  p lus  a c t i v e  

durant  l a  phase exponentiel le  que durant  l a  phase s t a t i o n n a i r e .  Cependant, 

s u r  maltose e n  phase exponent ie l le ,  l ' a c t i v i t é  maximale de l a  glucose-6-P 
-1 -1 d5shydrogénase est chez BrBv I V  de 62 pi mn mg de p ro té ines  ; chez 1135, 

dont l a  v i t e s s e  de croissance e s t  moindre, c e t t e  a c t i v i t é  est  de 114 W. On 

peut  donc se  demander dans que l l e  mesure l a  chalne des hexoses monophosphates 

chez l a  souche 1135 n ' a  pas  également une fonct ion  énergétique importante. 



I I  - ACTIVITES DU CYCLE D E  KREBS 

ET DU CYCLE GLYOXYLIOUE 

1 - ACTIVITE ISOCITRATE DÉSHYDROGÉNASE .NADP+ ET NAD+ DEPENDANTE 
ET ISOCITRATASE 

Concernant 1 'étude de 1 ' i s o c i t r a t e  déshydrogénase, l e s  

r é s u l t a t s  des  planches 16 e t  17 f o n t  appara î t r e  une prédominance de l ' a c t i v i t é  
+ + 

i s o c i t r a t e  déshydrogénase NADP par  rapport  à l a  forme NAD dépendante. Chez 
\ 

BrBv I V ,  c e t t e  a c t i v i t é  e s t  pratiquement nul le  pendant l e s  premières heures de 

croissance.  La ra ison de c e s  f a i b l e s  a c t i v i t g s  e s t  due en p a r t i e  à l a  présence 

dans l e s  broyats  de c u l t u r e  d ' a c t i v i t é  NADH oxydase. Parmi l e s  i n h i b i t e u r s  

u t i l i s é s  pour é v i t e r  l a  réoxydation de 1 'NADH, 1 ' i o n  CN- s ' e s t  révélé  donner 

l e s  mei l leurs  r é s u l t a t s ,  b ien  que son ac t ion  i n h i b i t r i c e  s e  s i t u e  au niveau 

des  cytochromes. 

Figrne 2 : Action d a  ionn C N -  am bfacltiviXd de L ' A a c a e  déahg&agéna?le 
NAD+ dependanXe chez la aoucha BhBv 1 V - e,t 7 7 3 5 .  - - - - 

Les r é s u l t a t s  des  planches 1b e t  17 on t  é t é  e n r e g i s t r é s  en pré-  

sence de 5 yM de KCN, concentrat ion où l ' a c t i v i t é  NADH oxydase e s t  inhibée à 80%. 

De ce f a i t ,  l ' a c t i o n  de c e t t e  enzyme n ' é t a n t  pas  l a  ra ison majeure des f a i b l e s  

a c t i v i t é s  i s o c i t r a t e  déshydrogénase NADH dépendante, c e l l e s - c i  pourra ient  ê t r e  

l i é e s  à l ' i n s t a b i l i t é  de c e t t e  enzyme, b ien  que nous n'ayons pas t rouvé 

d 'agent  p ro tec teur  capable d ' é t aye r  cet te 'hypothèse.  



Planche 16 : EvoluLion de l lacLLwité  enzpa t ique  de l ' * a o L u i e t e  déahy&cfgém$e 
NAOP+ dépendante - , de l ' & o c U e  dëa hyhogénm e  NAD+ dependan-te -.-.-. -.-. , de l l i acc&ta tase  o-".-o...a e; du ,tappuht &oc&de d é ~ h y h o -  
gënaae NAOP+ dépendanfel.L~oci~tatn/~e - - - - - t d e v é e n ~ t  d u  bkoya t~  rnycéoieb~ 
de l a  souche BnBw I V  cueüvée  a u  maetoae, gXucone, sacchatoae et acé fa te  de 
s u d i m .  
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PLanche 17 : Evo lu%on  d e  l ' a d v i A é  enzymatique d e  L ' A o c i a h a t e  d6a hyd/rog@viase 
NAPP+ dépendante , de L 'hoc ,LCta te  déclhyhogénane BAD+ d6pevrdmte ......... d e l ' h u c i a h a t a n e  ............ et duhappa tc t i hocLCtaAe  d6clhydha- 
g 6 n a e  NAl?P+ d é p e n d a n t e / ~ o ~ a n e  - - - - - hdev&/swr  d u  bhoy& mycéLiem 
de La souche 1 1  3 5  c u h X v é e  a u r  maetobe, gk icoae,~acchahaae et acéXate de 
clodllun. 
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Enfin, il est généralement admis que cette activité est mito- 
f chondriale 21 l'inverse de l'activité NADP dépendante qui serait en majorité 

cytoplasmique (FLAUT 1963, INGEBRETSEN 1975). Il pourrait résulter de cette 

localisation une perte d'activité que nous avons tenté de compenser par 

l'ajout de Triton XlOO (tableau 6). 

Tableau 6 : A c t i v i t é  aptcidique de l 'AucLthate cita hydnog6nase NAD' 
dépendante h d e v é e  d u t  decl b h u g m  c&uR&u de acuchecl 
c ~ v 6 ~  24 h e m u  6Uh rndetaae on donC;tiun de cancent.4d.t.i~~ 
muAnauntu de Th,Lton XIOO. 

Nous n'avons pas obtenu d'augmentation significative de 
+ 

l'activité isocitrate déshydrogénase NAD résultant de la solubilisation 

par le Triton XlOO d'éventuelles mitochondries encore intactes. 

Souche 

BrBv IV 

1135 

Il faut supposer que dans nos conditions expérimentales la 

majorité des mitochondries étant broyées, les différences d'activités enzyma- 

tiques enregistrées résultent du rôle physiologique distinct joué par ces 

deux isoenzymes . 
On peut d'ailleurs s'interroger sur la nature et sur l'impor- 

tance de ce rôle chez BrBv IV oh ces activités semblent réprimées par le 

substrat ou par ses dérivés. Doit-on conclure que chez BrBv IV l'action du 

cycle de Krebs est effacée par l'action du cycle glyoxylique ? 

Concentration de Triton XlOO 
................................................... 

La réponse à cette question passe par l'étude de l'isoci- 

tratase, activité qui, sur des substrats métabolisés via la glycolyse, est 

réprimée. Seul. un composé à deux carbones comme l'acétate déréprime son ac- 

activité (TURIAN, 1963 1 . 
Les résultats enregistrés sur milieu de référence (planche 11) 

en présence d'acétate, ont montré que son assimilation était identique chez 

BrBv IV et 1135, et ce pour une croissance similaire. Cependant dans nos 

conditions cultürûles, si la somme des activités isocitratase et isocitrate 

déshydrogénase est très proche, leurs répartitions par contre diffèrent 

O % 

1,07 +0,05 

1,19I0,07 

0,s % 

1,00 I0,03 

1,04+0,05 

0,Ol % 

1,11 40,04 

1,21+0,03 

1 % 

0,98 10,05 

1,0910,06 



sensiblement. Chez 1135, une partie importante du flux isocitrique est méta- 

boliséepar le cycle de Krebs, alors que chez BrBv LV la quasi-totalité de 

l'isocitrate est prise en charge par le cycle glyoxylique. 

Sur les autres substrats carbonés, la distinction entre les 

deux souches ne s'établit plus sur la répartition des activités mais bien 

sur leurs niveaux. Ainsi le rapport isocitrate déshydrogénase/ isocitratase 

chez BrBv IV cultivé sur maltose est assez proche de ce rapport chez la 

souche 1135 cultivée sur maltose, glucose ou saccharose. Par contre, les 

activités isocitrates déshydrogénases sont plus élevées chez 1135 ; de même 

pour les activrtés isocitratases qui, rappelons-le, pourraient être à l'ori- 

gine de l'accumulation de l'acide malique. Cette hypothèse pourrait être 

renforcée par le fait que, cultivée sur glucose et saccharose, la souche 

BrBv IV présente un rapport isocitrate déshydrogénase/ isocitratase qili après 

48 heures de culture est nettement en faveur du cycle glyoxylique, alors que 

cultivée dans les mêmes conditions sur maltose ce rapport est en faveur du 

cycle de Krebs. 

Bien que ces résultats aillent dans le sens d'une acidifi- 

cation des milieux de culture par l'intermédiaire de l'isocitratase, il faut 

cependant remarquer que, d'une part son activité reste faible particulièrement 

à 48 heures, période d'accumulation de l'acide malique, et que d'autre part, 
+ 

chez la souche 1135, le rapport de l'isocitrate déshydrogénase NADP dépen- 

dante/isocitratasemontre la prépondérance du cycle citrique. 

Ceci ajouté au fait que l'activité isocitrate déshydrogénase 
+ 

NADP apparaît répressée par le substrat chez la souche BrBv IV, alors qu'elle 

ne l'est pas chez la souche 1135, nous a conduits à pousser plus loin l'étude 

de ces deux enzymes pour tenter, d'une part d'établir la balance entre leur 

activité, et d'autre part de définir les caractéristiques physicochimiques 

propres à chaque enzyme, tant chez la souche BrBv IV que chez la souche 1135. 

a) Pthl(hcation et étude d u  com.tanta de R ' h o d t t a t e  déahychogénane 
NAD+ at NADW d i p e v l d d e  

Nous avons donc extrait et purifié l'isocitrate déshydrogénase 

a partir du mycélium des deux souches cultivées pendant 48 heüres sur maltose 
(annexe technique n02). L'analyse des fractions d'élution exposée dans la 

figure 3 montre deux pics d'activité distincts, un pic important correspon- 
+ 

dant 3 l'activité isocitrate déshydrogénase NADP dépendante et uc pic nette- 
+ 

ment plus faible correspondant à la forme NAD dépendante, confirmant en cela 

les résultats observés sur les extraits bruts. 



Pour les deux souches, nous avons obtenu une identité de 

courbes, mis à part leur amplitude- 
F i  m e  3 : SépmaRnon d a  i5oenzymed da t ' i 6 o A a t e  dÉsl iy&o~éme des 
'&&SV IV bt 1135 ------- sut  CEAE-TRISACRYL h l .  Tampon d l b -  
XlLtion : .thin HCl 50 mkl pH 7 ,8  contenarLt 1 niiU b(g d, , O, 1 mhl de & l u -  
o.thQ.Ltot ct 3 nih4 d'acide ciRhiqi~e. Débi t  : 30 CM cmh-1. Pom X e d  auaheb 
c o n W o n n  V O ~  annexe technique no . 

O 5 1 0  1 5  2 0  2 5  3 0  3 5  4 0  4 5  5 0  
Nombre de f r a c t i o n s  

Nous avons calculé pour ces deux activités et pour les deux 

souches le KM vis à vis du substrat et du coenzyme. 

10 2 0  3 0  4 0  5 O  
. - 

Les KM calculés à partir de la figure 4 montrent que pour 

les deux souches l'affinité de l'isocitrate déshydrogénase vis à vis de 

l'isocitrate se situe entre 2 7 2 6  LiM quel que soit l'accepteur d'élec- 

+ trons ; par contre l'affinité de l'enzyme NADP dépendante vis à vis c?e 
+ son cofacteur est de 16 f 4 bM, alors que pour l'enzyme NADP dépendante 

+ l'affinité vis à vis de ??AD est de 22 2 4 JAM. 



L'affinité de l'isocitrate déshydrogénase vis à vis de l'iso- 

citrate est régulée par 1'AMP (figure 5 ) .  

Figuhe 5 : ACR.ivLté de t ' i ~ o c i t u c t e  déahydtogéme NAD+ dépendante en 
abaence e.t en pttaence drAMPc. 

........ sans AMPc 
.** 
i 

i 

..' 
O 2 0  6 0  100 . 120  140 

+ 
La figure 5 montre que l'isocitrate déshydrogénase NAD 

dépendante, en présencedlAMP, se comporte comme une enzyme à site unique 

alors qu'en l'absence de cet effecteur la visualisation de l'activité enzy- 

matique, en fonction de la concentration en substrat, est de forme sigmoidale, 

c'est-&-dire qu'aux fortes concentrations des substrats le profil de la courbe 

apparaît semblable au modèle de MICHAELIS-MENTEN alors qu'aux faibles concen- 

trations la vitesse de réaction est d'ordre supérieur à 1. 

Les travaux de MONOD et coll. (1965) ont montré qu'une telle 

enzyme possède plusieurssitescatalytiques interdépendants. Ainsi, la fixation 

du substrat sur un site augmente l'efficacit6 catalytique des autres sites ; 

certains effecteurs peuvent également influencer la fixation du substrat et 

ainsi agir sur la vitesse de réaction. Tel est le cas dellAMP qui va favo- 
+ 

riser l'activité de l'isocitrate d6shydrogénase NAD dépendante ; cette enzyme 

étant mitochondriale , on peut penser que par ce biais l'organisme agit en 

fonction de son niveau énergétique sur la formationdu NADHet donc sur la 

phosphorylation oxydative. 

L'isocitrate déshydrogénase en milieu réducteur peut aussi 

carboxyler l'a-cétoglutarate (KRITZMAN et coll., 1977). Nos résultats indi- 

quent que les souches BrBv IV et 1135 sont capables en prgsence ~'HCO, et 
+ 

dlNADPH de réduire l'a-cétoglutarate en isocitrate et que seul 1'IDH NADP 

possède cette fonction. 



b) p d d i c a t i o n  eX 6Xude d a  covi*stanka de 1 ' d o u X t c L t a e  

Comme pour l'isocitrate déshydrogénase, nous avons extrait et 

purifié l'isocitratase (annexe technique no 2 ) .  D'après les activités rele- 

vées dans les fractions d'élution, l'isocitratase semble être portée chez 

1135 comme BrBv IV par une même protéine dont le KM vis à vis de l'isoci- 

trate est de 111 I 11 1-N (figure 6). 

Figuhe 6 : C d c d  d u  conb;tCLn.tu de . t l h o d t t & a b e  pan. l a  m2Xhode de 
Linweavet- Buth. . Isocitratase( 1135) 
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L'étude des constantes de l'isocitratase et de l'isocitrate 

déshydrogénase montre que cette dernière enzyme sera toujours pleinement 

saturée bien avant l'isocitratase, et ceci avec une V max en faveur de l'iso- 

citrate déshydrogénase ; l'équilibre entre ces deux activités passe donc très 

probablement par une répression efficace de l'isocitrate déshydrogénase 

(VIDAL et MACHADO, 1977). 

RUFFO et coll. (1962) rapportent l'inhibition de la respiration 

des mitochondries de foie de rat par l'hydroxy-P-oxalosuccinate (ou oxalomalate) 

composé formé par la condensation non enzymatique du glyoxalate et de l'oxa- 

loacétate. VIDAL et MACHADO (1977) chez Tetrahymena pyriforrnis montrent que 

les concentrations nécessaires à l'inhibition de l'isocitrate déshydrogénase 

par ce composé sont non physiologiques et proposent une régulation basée sur 
l 

le rapport NADH/NAD~ NADPH/NADP+. 
l 



Nous avons cherché dans c e t t e  d i r e c t i o n  e t  montré que l ' a c t i -  

v i t é  de l ' i s o c i t r a t e  déshydrogénase chez BrBv I V  e t  1135 é t a i t  inversement 

propor t ionnel le  à l a  concentrat ion en coenzyme r é d u i t  présente  dans l e  mi l ieu  

( tableau 7 ) .  

Tableau 7 : EddQA:  de NADPH e,t de NADH nun. l l a c ~ v i t Q  de l e u t  
enzyme trQcspeclive,menu/rQ aptrèa 2 minu;ta d 'incubuLLon. 

Nous avons ensu i t e  déterminé l e s  K i  de NADPH e t  NADH v i s  à 
+ 

v i s  de l ' i s o c i t r a t e  déshydrogénase NAD e t  NADP' dépendante ( f i g u r e s  7  e t  8 ) .  

I 

1 ~ 

Figwre 7 : A o t i v i t i  de lt*socLttate dénhydtuqénaae NAD' dépendante en donction 
de conce&dons c n o h ~ a n t u  de NADU. 

Souche 

BrBv I V  

1135 

Concentration 
i n i t i a l e  en 

coenzyme 
oxydé (pM) 

1 O 
1 O 
1 O 

1 O 
1 O 
1 O 

Concentration 
i n i t i a l e  en 

coenzyme 
r é d u i t  (W) 

10 
2 O 
3 0 

1 O 
2 O 
3 O 

Pourcentage d ' i n h i b i t i o n  
par  l e  coenzyme r é d u i t  

I D H  NADP+ 

2 8  
49 
78 

3 8  
58 
7  4  

................................ 
I D H  NAD+ 

3 4  
6 1 
8  1 

3 3 
65 
84 



Figluie 8 : Activi té  de l l*docLttate  dénhydiiogénase NADP' dvpendante en 
60nc.tion de concen&ation?l aohaan;ten de NADPH. 

'2 Dans nos conditions expérimentales, NADPH et NADH sont pour 

leursenzymesrespectivesdes inhibiteurs compétitifs avec des Ki de l'ordre de 

34 2 6 pM pour NADPH et 29 + 7 pour NADH. 
Avec des Ki proches de KM il semble bienque N-WH et NADPH 

sent les inhibiteurs physiologiques des activités isocitrate déshydrogénase 
+ + 

NAD et NADP , régulant ainsi les rapports des activités citriques et glyo- 
xyliques. Partant de ces considérations, nous avons déterminé les concentra- 

tions intramycéliennes des coenzymes chez BrBv IV et 1135 ; il est cependant 

évident que face à l'hétérogénéité structurale du mycélium et face à l'hété- 

rogénéité dans la répartition de ces composés au sein de la structure cellu- 

laire, nos résultats n'auront qu'une valeur approximative du potentiel rédox 

du mycélium (tableau 8).  

Tabtem 8 : EvoCutio+i dpa concuitilatianb et do.! U y p c t t J  OrtWmycCLiaLI 
des coe>izpeb nicotinrvni(iiqcted cxydzb et tId<ut> setrvfs diez 
tu soudies W u  IV iLt 1135 cu&lvleb r i a  nnetcse. 

r 

. 

L 

Temps de 

culture 

24 Ei 

48 H 

72 H 

% 8 

Temps de 

culture 

 NA^+ 
BrBv IV 1135 

1,71 f 0,07 1,24 f 0.09 

1,66 i 0,09 1.39 f 0,05 

1,42 f 0,04 1, iS t 0,06 

1 , 1 3 t 0 , 0 5  1 . 0 4 i 0 . 0 4  

NADP+ 

BrBv IV 1135 

N m H  l N A D H / N ~ +  

24 Ei 

48H 

72 E 

96 Ei 

BrBv IV 1135 

0,52 f 0 , O l  0.85 f 0,03 

0,59 f 0,02 0,69 2 0,04 

G.63 f 0.04 0,53 f 0,02 

0 , 8 4 * 0 , 0 3  0 , 6 1 f 0 , 0 1  

NAùPH 

BrBv IV  1135 

0,09 5 0,001 0,08 i 0,001 

0 , 0 7 t 0 , 0 0 2  0 , 0 6 f 0 , 0 0 2  

0.06 f O,CO2 0,03 f 0,001 

0.10 f 0,003 0,09 f 0,001 

BrBv IV 1135 

0.30 0.68 

0.35 0.49 

0,44 0.46 

0.74 0.68 

IIADPH/NADP+ 

BrBv IV 1135 

0,22 f 0 . 0 0 9  0,31 f 0.005 

0 , 1 9 f 0 , 0 1  0 , 2 4 t 0 1 0 0 3  

0,15 f 0,005 0,10 f 0,002 

0,19 f 0,003 0121 i 0,006 

2.4 3.8 

2,7 4 

2,s 3.3 

1.9 2,3 



D'une manière générale, le rapport NADH/NAD chez les souches 

BrBv IV et 1135 est toujours inférieur à l'unité ; sans doute doit-on y voir 

la conséquence des réactions d'oxydation impliquées dans les processus éner- 

gétiques cellulaires. Néanmoins il faut remarquer que si la concentration 

globale en  NAD'^^ NADH est très proche chez les deux souches, le rapport de 
ces deux coenzymes par contre diffère sensiblement. Ainsi dans les 48 premières 

heures de croissance les concentrations en coenzymes réduits sont plus élevées 

chez la souche 1135. Cependant les réactions NAD(H) dépendantes n'étant pas à 

l'image des réactions NADP(H) dépendantes essentiellement cytoplasmiques, 

(BOTHAM et RATLEDGE 19791, il est difficile dans l'état de nos connaissances 

de pré juger des rapports NADH/NAD +cytoplasmiques et mitochondriaux et donc 

d'extrapoler l'influence d'un tel rapport sur l'équilibre de l'isocitrate 
+ 

déshydrogénase NAD dépendante. Tout au plus pouvons-nous remarquer que le 

métabolisme de la souche-BrBv IV est plus oxydatif donc probablement plus éner- 

gétique au niveau de la phosphorylation oxydative que le métabolisme de la souche 

1135, rejoignant en cela l'hypothèse déjà pressentie au début de ce travail. 

Selon BRUINENBERT et coll. (1983a, b), la production de NADPH 

est en majorité imputable à la voie des hexoses monophosphates dont les enzy- 

mes glucose-6-P-déshydrogénase et 6-P-gluconate-déshydrogénase sont apparues 

les plus actives i n  v i t r o  chez la souche 1135, ce qui semble d'ailleurs con- 

firmé par les concentrations en NADPH plus élevées enregistrées chez cette 
+ 

souche. Cependant le rapport NADPH/NADP est constamment situé, tant chez la 

souche 1135 que chez la souche BrBv IV, dans une zone où l'activité de l'iso- 

citrate déshydrogénase est inhibée. L'ampleur de cette inhibition i n  v ivo  

reste une inconnue, mais il semblerait que, malgré son KM élevé et Vmax fai- 

ble par rapport à l'isocitrate déshydrogénase, l'isocitratase puisse jouer 

un rôle dans l'oxydation de l'isocitrate ; toutefois les caractères physico- 

chimiques de cette enzyme ajoutés aux faibles activités rencontrées lors des 

dosages i n  v i t r o  apparaissent comme incompatibles avec un rôle majeur du 

cycle glyoxylique dans l'accumulation de l'acide malique. 

2 - ACTIVITÉ MALATE SYNTHÉTASE 

L'activité de la malate synthétase confirme ces observations. 

Il existe, comme le montrent les résultats des planches 18 et 19, une cer- 

taine corrélation entre les activités malate synthétase et isocitratase, corré- 

lation portant sur le profil d'activité mais non sur l'amplitude. Apparemment 

une quantité non négligeable d'acide glyoxylique échappe & l'acéien de la ma- 

late synthétase, cet excès d'acide glyoxylique n'ayant pu être retrouvé dans 
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les filtrats de culture ; il faut supposer que cet élément est impliqué dans 

d'autres voies métaboliques. Chez ScZerotiwn rolfsii, le glyoxylate provenant 

de l'activité isocitratase est réduit en oxalate par une glyoxylate oxydo- 

réductase ( -WWELL,  1968). Nous n'avons pas trouvé chez A. oryzae de telles 

activités, de même que dans les filtrats de culture nous n'avons pas trouvé 

d'acide oxalique. 

Chez SaciZZus cereus, le glyoxylate peut être réduit en 

glycolate (MEGRAW et BEERS, 1964), mais la encore nous n'avons pu déceler la 

présence d'acide glycolique dans les filtrats de cluture d'A. oryzae. 

Chez N. crassa, le glyoxylate peut être transaminé en glycine 

par la transaminase alanine glyoxylate (TURIAN, 1961). Cette étape-clef de la 

différenciation morphologique chez N. crassa (TURIAN et COMBEPINE, 1963 ; 

COMBEPINE et TURIAN, 1967) pourrait,chez A. oryzae,être une voie possible du 

catabolisme du glyoxylate. 

3 - ACTIVITES SUCCINO-DÉSHYDROGÉNASE ET FUMARASE 

Associé à la production d'acide malique, le cycle~glyoxylique 

entraîne la formation d'acide succinique, acide qui n'a été retrouvé qu'en 

faible quantité dans les filtrats de cultue. Kous avons donc étudié la 

succino-déshydrogénase, enzyme majeure du métabolisme de l'acide succinique, 

puis la fumarase, enzyme-relais de la succino-déshydrogénase (planche 20). 

Chez les souches BrBv IV et 1135 cultivées sur un substrat 

empruntant la glycolyse, ces deux enzymes pr6sentent un minimum d'activité 

a 48 heures, période oh l'acide malique est accumulé dans les milieux de cul- 
ture. Cette répression pourrait donc résulter directement ou indirectement de 

cette accumulation. Un élément en faveur de cette. hypothsse est la chute bru- 

tale des activités, particulièrement de la fumarase, dans les conditions favo- 

rables a la synthèse d'acide malique. 

Ces résultats posent à nouveau la question du rôle joué par 

le cycle glyoxylique dans l'accumulation de l'acide maligue. En effet, une 

participation massive du cycle glyoxylique à l'accumulation de ce composé 

suppose par définition la formation d'une quantité équivalente d'acide succi- 

nique. En fonction des activités succino-déshydrogénase et fumarase, nous 

aurions dû retrouver dans les filtrats de culture une présence conséquente 

d'acide succinique et fumarique. 

La prBsenco de CIS acides à l'état de traces confirme le rôle 

mineur joué par le cycle glyoxylique dans l'accumulation de l'acide malique 

chez les souches 1135 et BrBv IV. 



Planche 20 ; Evotu.CLon de L ' a d v L t é  mzymatique de l a  &.mahase ( A- - -A 
dcuche 7 135 A--+ ~ o u c h e  BkBv I V )  e t  de La duccino-déshydtog6nase 
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4 - ACTIVITÉ MALATE DÉSHYDROGÉNASE 

L'accumulation d'acide malique v i a  le cycle glyoxylique' 

suppose une déficience au niveau de la malate déshydrogénase, or les résul- 

tats de la planche 21 montrent que cette enzyme est non seulement la plus 

active du cycle de Krebs, mais aussi la plus active chez 1135. 

Ces résultats quelque peu déconcertants dans le cadre de 

l'hypothèse citée plus haut nous ont conduits à aborder la régulation de 

cette enzyme. Les travaux de fractionnement ont révélé la présence de deux 

protéines portant l'activité malate déshydrogénase (figure 91, toutes deux 

ayant comme coenzyme NADH. En référence aux travaux de MA et coll. (19811, 

on peut penser que le pic no 1 est d'origine cytoplasmique alors que le pic 

no 2 est d'origine mitichondriale. Pour le protocole d'extraction voir annexe n02. 

Fi me. 9 Sépmation d u  Aoenzyma d e  t a  malate dh~lzqàtogénabe dsb dauchcb 
3 5  - hm Blue S P P \ L N I O ~ I  C L - 6 B .  Tampon d'CûLtion : 

T d  H C t  15 mil{ pH 6 , 8  coittc?nni.zt 5 mhl Cl, O,! mu de. &kio.tA&al. Poutr 
les  a d e s  conchXion6 v o h  annexe technique. no . 

m 

C 
x 
O 
3 
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œ .- 
U 

-= 15  a 
0 

.O 
C .- 
> .- - 
u 10 
u 

5 

2  4 6 8 10 12 1 4  16  1 8  2 0  2 2  2 4  
Nombre de f r a c t i o n s  

Les constantes calculées par la méthode de Lineneaver-Burk 

(figure 10) sont respectivement psur la malate déshydrogénase cytoplasmique 

et mitochondriale de l'ordre de : 

- 25 pM + 6 pour l'oxaloacétate et de 70 pl4 + 9 pour NADH 

- 32 iLM 2 4 pour i'oxaioacétate et cle 95 fiM 2 7 pour NADH 



Planche 2 1 : EvolLLtian de l 'au3vLté enzymatique de La maLate d6bhqdtrogéna e 
t d e v é e  bwr d u  bmy& mycéeiev~is de l a  bouche BnBv IV - - & 1 1  3 5  - - - - - 
cuLtivea ~ w c  m&ohe, glucane, ~ a c c h o a e  et acétate de bodiwn.  
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Ces t ravaux nous o n t  permis de cons ta te r  que l ' é q u i l i b r e  de 
+ 

l a  réact ion Malate + ~ 2 l f i - i ~  oxaloacéta te  + NADH + H é t a i t  o r i e n t é  v e r s  

l a  réduction de l ' oxa loacé ta te .  REEVES (1971) donne sour  c e t t e  équation une 
- 12 constante de 1,04 - 1,17 10 . Un déplacement de c e t  é q u i l i b r e  vers  l a  d r o i t e  

n ' e s t  possible qu'en impliquant l ' oxa loacé ta te  dans une a u t r e  r éac t ion  ; a i n s i  
+ i n  vitro on u t i l i s e  l a  roac t ion  Malate + NAD + hydrazyne--0xa1ohydrazone + 

+ 
NADH + H . Nos recherches su r  l ' a c t i v i t é  c i t r a t e  synthétase s e  sont l i m i t é e s  

à quelques expériences q u i  fu ren t  cependant s u f f i s a n t e s  pour démontrer que 

c e t t e  enzyme ne pouvait j u s t i f i e r  d 'une  p r i s e  en charge de l ' oxa loacé ta te  au 

niveau du cycle  de Krebs. 

Les concentrat ions d ' a -cé tog lu ta ra te  pratiquement n u l l e s  accu- 

mulées dans l e s  milieux de cu l tu re  après  48 heures l a i s s e n t  à penser que l a  

glutamate oxalotransaminase n ' e s t  p a s  non p lus  en mesure de p iéger  l ' oxa lo -  

a c é t a t e .  

Tous c e s  éléments met tent  en lumière l e  r ô l e  que p o u r r a i t  jouer 

l a  malate déshydrogénase dans l ' a c i d i f i c a t i o n  des  milieux de cu l tu re  dans l e  

c a s  d'une carboxylat ion de composés en C3 i s s u s  de l a  g lycolyse ,  bien que 

jusqu'à présent  aucun élément ne vienne é tayer  c e t t e  hypothèse. R e s t a i t  éga- 

lement à envisager l a  p o s s i b i l i t é  d 'une i n h i b i t i o n  de l a  malate déshydrogénase. 

En e f f e t ,  MA e t  c o l l .  (1981) ont  démontré que c e t t e  enzyme p o ~ v a i t  ê t r e  inhibée 

p a r  l ' a -cé tog lu ta ra te .  Bien q u ' i l  s o i t  accumulé en f a i b l e s  concentra t ions  à 

c e t t e  période,  nous avons voulu é t u d i e r  c e t t e  hypothèse. 

Au niveau du cycle de Krebs, l ' a - c é t o g l u t a r a t e  e s t  décarboxylé 

en  succinate p a r  l ' a -cé tog lu ta ra te  déshydrogénase, enzyme que nous n'avons pu 

met t r e  en évidence chez A. oryzae malgré l e s  deux techniques u t i l i s é e s  : 

- technique colorimé t r i q u e  

- technique respirométrique. 

Ces r é s u l t a t s  conduisent à penser  que l e s  souches ErBv I V  e t  

1135, tou t  comme A .  niger (NG e t  c o l l . ,  1973) ou Mucor racernosus (O'CONNEL e t  

PAZNOKAS, 1980),  ne possèdent pas un cycle  t r icarboxyl ique  a c t i f  normal, a i n s i  

que nous l ' a v i o n s  dé jZi l a i s s é  entendre dans l e  chap i t r e  1. 

S i  c e t t e  déf ic ience  dans l ' a c t i v i t é  du cycle  de Krebs e s t  t r è s  

certainement à l a  base de l 'accumulation de l ' a c i d e  a-cétoglutarique,  l e s  mé- I 

canismes responsables de  c e t t e  accumulation r e s t e n t  obscurs. Cependant l ' é t u d e  
i 

physiologique de l a  biosynthèse de l'a-amylase nous a montré l e  r ô l e  dé te r -  I 
1 

minant joué p a r  l a  source d 'azote  dans c e t t e  accimulation ; a i n s i  l e  glutamate 



favorise en fin de croissance une accumulation d'acide a-cétoglutarique, 
+ 

alors qu'une forte concentration d'ions NH4 entraîne la formation d 'acide 

glutamique. Cet équilibre entre l'acide glutamique et l'acide a-cétoglutarique 

est contrôlé au niveau du métabolisme, notamment par la glutamate déshydroginase, 

enzyme dont nous allons étudier l'activité chez les souches BrBv IV et 1135. 

6 - ACTIVITÉ GLUTAMATE DÉSHYDROGÉNASE 

Chez A. o q z a e  tout comme chez N .  crassa (FINCHAM, 1962) ou 

chez A. nidulans (PATEMAN, 1969), on distingue deux activités glutamate 

déshydrogénase : 

+ - une forme NADP dépendante à fonction aminatrice 
+ - une forme NAD dépendante à fonction désaminatrice. 

Les résultats des planches 22 et 23 démontrent l'alternance 

dans l'activité de ces deux enzymes. Dans les premières heures de croissance 

l'a-cétoglutarate produit par le cycle de Krebs est transformé en glutamate 
+ 

par l'activité glutamate déshydrogénase NADP , alors qu'en fin de croissance 
c'est le glutamate qui est transformé en acide a-cétoglutarique par la gluta- 

+ 
mate déshydrogénase NAD dépendante. Cette alternance trouve confirmation 

+ 
dans la littérature puisque, selon KINGHORN et PATEMAN (1974), la forme NAD 

dépendante serait su jette à la répression catabolique. Son activité croissante 

observée chez les souches 1135 et BrBv IV en fin de culture serait liée à 

l'épuisement de la source de carbone. L'activité décroissante de la glutamate 
-+ 

déshydrogénase NADP dépendante serait quant à elle également liée à l'épui- 

sement de la source de carbone, puisque HYNE (1974) a montré que le glutamate 

assimilé comme source de carbone affectait cette activité ; or, de l'analyse 

des planches 8 à 10, il ressort que le glutamate pourrait en fin de croissance 

palier à l'épuisement du substrat et être ainsi utilisé comme source de carbone 

principale. Il est d'ailleurs remarquable d'observer que c'est la souche 1135, 

où les consommations de glutamate sont le plus élevées en fin de croissance, 

qui offre l'inflection la plus prononcée de cette activité. 

PATEMAN (1969) montre également que la synthèse de glutamate 
+ 

déshydrogénase NADP est réprimée par le glutamate quand le glucose est présent, 

résultat observé chez les souches BrBv IV et 1135 où la synthèse de cette 

enzyme est plus faible sur glucose et saccharose. 

Nos résultats vont donc permettre d'établir un schéma général 

à 1 'accumulation de l 'acide a-c6tcglutarique. Dans les premières heures de 

croissance, l'a-cétoglutarate provenant de l'action de l'isocitrate déshydro- 
+ 

génase est réduit en glutamate par le glutamate déshydrogénase NADP . 
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A cet égardInos resultats font apparaître une certaine relation 

entre ces deux activités puisque c'est sur la souche 1135,qui présente les ac- 

tivités isocitrate déçhydrogénase les ?lus élevées,que nous avons relevé les 
+ 

activités glutamate déshydrogénase NADP les plus importantes. 

En fin de croissance, et pour les raisons citées plus haut l'ac- 

tivité de cette enzyme va chuter progressivement entraînant l'accumulation de 

l'acide a cétoglutarique. 

Cette accumulation sera d'autant plus importante qu'à cette 

période l'assimilation pratiquement totale du substrat carboné déréprime 
+ 

l'activité NAD dépendante. A noter toutefois que celle-ci ne semble jouer 

un rôle quantitatif qu'après 72 heures, période où, rappelons-le, les concen- 

trations d'acide malique dans les filtrats de culture sont à nouveau en 

hausse. Or, nous avons montré que l'isocitrate déshydrogénase est une enzyme 

réversible capable de carboxyler l'a-cétoglutarate en isocitrate qui, via le 

cycle glyoxylique, pleinement dérépressé à cette période, pourrait être à 

l'origine de ce surcroît d'acide malique présent après 72 heures de culture. 

Si désormais le mécanisme responsable de l'accumulation 

des acides a-cétoglutarique et malique en fin de croissance asparaît assez 

clair, les processus impliqués dans le rejet d'acide malique observé à 48 h 

restent obscurs. N'ayant pu trouver au niveau du cÿcie de Krebs un schéma 

capable d'expliquer ce phénomène, nous avons recherché dms les voies annexes 

les mécanismes impliqués dans cette accumulation. 

7 - A C T I V I T E  ENZYME MALIQUE 

En tout premier lieu, nous avons abordé 1 'étude de 1 'enzyme 

malique (planche 24). Cette enzyme semble avoir comme fonction principale la 

productionde NADPH et le catabolisme de l'acide malique (SCRUTTON, 1971), 

fait accrédité par l'observation de la planche 24 gui montre des activités 

supérieures pendant la croissance des souches sur acétate, où l'activité de 

la chaine HMP ne peut subvenir aux besoins cellulaires en NADPH. Comme il 

semble que cette enzyme ne puisse être impliquée dans la fixation du dioxyde 

de carbone (SMITH, 1976), les activités constamment supérieures observées 

chez la souche BrIJv IV pourraient faciliter le catabolisme de l'acide malique 

chez cet organisme, alors que chez 1135 son activité réduite favoriserait 

l'accumulation de l'acide malique. In vivo, cette activité sera d'autant plus 1 
réduite chez la souche 1135 que d'une part le taux de NADPH y est élevé et 

t 

que d'autre part l'activité de cette enzyme est régulée par le 6-P-gluconate, 

composé issu de ia chaîne HMP, particulièrement active chez cette souche. 



Planche 24 : E v c t d o n  de t 'ac;tivLté enzymm5que de L' enzyme maLique 
trdev6e awr de3 bncyaA m q c é L i e ~  de t a  .souche EhBv I V  & 7 1 3 5 -  - -, 
c l l . e t i v 6 ~  awr maetoae, ghcoae ,  aacchatroae et acéXaAe de aodium. 

MALTOSE.  

- 

S A C C H A R O S E  A C E T A T E  



Cependant, nous ne sommes toujours pas en mesure d'expliquer 

les raisons profondes de l'accumulation de l'acide malique ; l'enzyme malique 

peut certes favoriser cette accumulation, mais elle ne peut en aucun cas 

justifier de sa production. 

Avant de poursuivre plus avant ce travail, il nous a paru 

souhaitable de résumer l'état de nos connaissances concernant l'accumulation 

des acides organiques. 

Glutapate Sucres 

----- a-cétoglutaratel, Isocitrate Composé en C3 

=F 
Succinate- 

\ i -- 
Fumarate -- 

\ 
\ 
\ 
\ 

L'activité de l'a-cétoglutarate déshydrogénase étant déficiente, 

l'équilibre glutamate-wa-c6toglutarate apparaît bien comme l'étape détermi- 

nante dans l'accumulation de l'acide a-cétoglutarique. Dans les premières heures 

de culture, l'a-cétoglutarate résultant de l'activité isocitrate déshydrogénase 
+ 

est assimilé via notamment la glutamate déshydrogénase NADP dépendante, alors 

qu'en fin de croissance la répression de cette activité, associée à la déré- 
+ 

pression de la glutamate déshydrogénase NAD dépendante entraîne son accumu- 

lation. Une partie de cet a-cétoglutarate peut alors être carboxylé en isocitrate 

entraînant de ce fait une faible accumulation d'acide malique en fin de crois- 

sance. 

Dans les premières heures de croissance, l'isocitrate issu des 

composés glycolytiques peut également, par l'intermédiaire du shunt glyoxylique, 

participer à l'accumulation de l'acide malique mais nous avons vu que ce phéno- 

mène ne pouvait être que limité. 

La majorité de l'acide malique relargué après 48 h de culture 

proviendrait d'une réduction de l'oxaloacétate par la malate déshydrogénase. 

La fin de ce chapitre va donc porter sur l'étude des voies 

anaplérotiques à la glycolyse responsables de la-synthèse de l'oxaloacétate 

ainsi que des facteurs à l'origine d'une telle orientation métabolique. 



ETUDE DES ACTIVITES RESPIRATOIRES 

1 - ACTIVITÉ NADH OXYDASE E T  NADH CYTOCHROME C OXYDOREDUCTASE 

L'oxydation du NADH en aérobiose au  niveau c e l l u l a i r e  e s t  

p r i s e  en charge par  l e s  mitochondries, o r  l a  biochimie nous enseigne que l e s  

nucléot ides  du type NAD (P) ne peuvent f r anch i r  l a  membrane in te rne  mito- 

chondriale ; a i n s i  l 'oxydat ion  du NADH exogène passe par  l a  réduction tem- 

pora i re  d 'un s u b s t r a t  t e l  que l ' oxa loacé ta te  q u i , r é d u i t  en malate,peut a l o r s  

passer  à t r a v e r s  c e t t e  membrane in te rne  grâce à un t r anspor teu r  spécif ique.  

Le malate e s t  ensu i t e  réoxydé en oxaloacétate fournissant  a i n s i  une molécule 

de NADH q u i  s 'engagera dans l a  chaîne r e s p i r a t o i r e .  I l  s ' a g i t  l à  d 'un  exem- 

p l e  de t ranspor teur .  Plus généralement on connaît  des  t r anspor teu r s  d ' a c i -  

des  dicarboxyliques,  d 'ac ides  t r i ca rboxy l iques ,  d ' ac ides  g r a s ,  d'a-céto- 

g l u t a r a t e ,  de glutamate, de phosphate, d 'ADP e t  dlATP. 

Nous savons a u s s i  que l e s  mitochondries de champignons, e t  

notamment d'A. oryzae (WATSON e t  c o l l . ,  1969),  sont  capables d'oxyder direc-  

t ement l e  NADHcytoplasmique ; nous avons é tudié  c e t t e  fonct ion  su r  des e x t r a i t s  

b r u t s  (broyage à l ' u l t r a  t u r r a x )  e t  sur  des mitochondries i s o l é e s  suivant  l a  

technique énoncée dans l 'annexe technique no 5. 

Nous avons m i s  en évidence chez A. oryzae deux enzymes mito- 

chondr ia les  capables d 'oxyderle NADH exogène : l e  NADH oxydase e t l e  NADH cyto- 

chrome c oxydoréductase. La comparaison e n t r e  l e s  a c t i v i t é s  présentes  dans les 

e x t r a i t s  b r u t s  e t  dans l e s  mitochondries montre une a c t i v i t é  spéci f ique  de 

3 à 6 f o i s  supérieure dans le  c u l o t  mitochondrial , tendant  a i n s i  à démontrer 

que ces  deux enzymes sont  b ien  por tées  pa r  l e s  mitochondries ( t ab leau  9) .  

Les r é s u l t a t s  des  planches 25 e t  26 f o n t  appara î t r e  que par  

rappor t  à l a  souche BrBv I V  l e s  mitochondries de l a  souche 1135 disposent  

dans l e s  premières 48 h de cro issance  d'une capaci té  i n f é r i e u r e  à r6oxyder 

l e  NADH exogène, ce  q u i  d o i t  ê t r e  rapproché du dosage intramycélien des 

coenzymes oxydés e t  r é d u i t s  où l a  souche 1135 p r é s e n t a i t  pendant ce  laps  de 

temps des r appor t s  NADH/NAD l e s  p lus  é l evés .  



Ptanche 25  : E v o l d o n  de l fao t iuLté  enzpafique de Z'NADH oxydase adeuée  
AWL des baopu2 mycéf ie~s  des douchu BhBu I V  et 7135 -- -- 
c&ti:vées 6uh m&ode, glueode, ~acchahobe et acéAate de ~octiwn. 

M A L T O S E  

S A C C H A R O S E  



Planche 26 : EvoluLion de l ' a d v 2 é  enzpatiyue de l 'NAPH cyAacktorne c 
oxydofiéduotczlle televée sut  d a  bfioy& rnycéfielzcs den  souchu h B v  TV- 
et 1 1 3 5 - - -  - - c W v é a  sut maetose, g h c o ~ e ,  aacchmtoae et acétate de 
hoduon. 

M A L T O S E  

S A C C H A R O S E  

G L U C O S E  

L 

A C E T A T E  



Tableau 9 : Activiféb de t a  NADH o x y d a  e  &t de l a  NADH c y;tochom~ C 
oxydo/téducta~ e  h d e v é a  dam Le4 & a d o m  d'un bho y a t  
mycifien d a  houch~n BirBv 1 V  Q;t 7735 c u U i v i e ~  7 2  h e u t u  
AWL maetose. 

* kamenée à & conceM;Dldun l to tde  d a  p ~ o t é i n a  dam Ra ~hac t ion .  

L'étude de l ' i s o c i t r a t e  déshydrogénase nous a démontré l ' a c t i o n  

déterminante jouée par  l e s  coenzymes sur  l ' o r i e n t a t i o n  du métabolisme intermé- 

d i a i r e .  Ainsi ,  HARDING e t  co11.(1970) o n t  montré que l e  complexe enzymatique 

pyruvate déshydrogénase é t a i t  régulé  p a r l e  NADH e t  l ' a c é t y l  CoA. Outre un po in t  

de jonction important e n t r e  l a  glycolyse e t  l e  cycle de Krebs, c e t t e  r éac t ion  

cons t i tue  une des  voies p r i n c i p a l e s  de l 'anabolisme de l ' a c é t y l  COA. Selon nous, 

l 'accumulation de NADH chez l a  souche 1135 pour ra i t  en t ra îne r  l ' i n h i b i t i o n  de ce  

complexe enzymatique, f avor i san t  d'une p a r t  une déf ic ience  intramycélienne en 

Souche 

BrBv I V  

1135 

acé ty l  CoA e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  en t ra îne r  l a  carboxylat ion de composés en C3 

i s s u s  de l a  glycolyse en oxaloacéta te .  Tro i s  enzymes peuvent ê t r e  responsables 

de c e t t e  carboxylat ion : l a  phosphoénolpyruvate carboxykinase, l a  phosphoénol- 

pyruvate carboxylase e t  l a  pyruvate carboxylase. 

Fract ion 

E x t r a i t  b r u t  
Culot mitochondrial 
Surnageant 

E x t r a i t  b r u t  
Culot mitochondrial 
Surnageant 

Dans un premier temps, nous avons é t u d i é  l a  phosphoénol- 

pyruvate carboxykinase en u t i l i s a n t  l a  technique de FLAVELL e t  FINCHAM (1968) 

sans t o u t e f o i s  o b t e n i r  de r é s u l t a t s  reproduct ib les .  I l  semblera i t ,  selon PEREA 

e t  GANCEDO (1982), que des  a c t i v i t é s  p a r a s i t e s ,  comme l a  pyruvate k inase ,  

i n t e r f e r e n t  dans l e s  r é s u l t â t s .  Il r e s t e  cependant que se lon SCRUTTON (1971) 

c e t t e  a c t i v i t é  s e r a i t  principalement décarboxylatr ice e t  ne p o u r r a i t  donc pas 

ê t r e  impliquée dans l a  carboxylat ion des composés en C3. 

Ac t iv i t é  
NADH oxydase 

La phosphoénolpyruvate carboxylase q u i ,  e l l e ,  a une fonction 

carboxylatr ice (SCRUTTON e t  YOUIG, 1972) s e r a i t  absente chez l e s  cnampignons 

filamenteux (CASSELTON, 1976). 

Spécif ique 

4 5 
2 78 

O ,23 

2 4 
108 

O 

A c t i v i t é  
NADH cytochrome c 

oxydoréductase 

Totale * 

15 784 
6 449 

8 0 

7 715 
1 879 

O 

Spécifique 

249 
747 

14 

78 
3 19 

1 18 

Totale * 

87 316 
17 330 
4 909 

25 089 
5 551 

578 



Reste l a  p ï ruvate  carboxylase dont l a  r égu la t ion  semble va r i e r  

avec l ' e spèce  é tudiée .  Ains i ,  COOPER e t  BmEDICT (1968) chez Saccharomyces, 

OSMANI e t  SCRUTTON (1981) chez A. nidulans o n t  montré que c e t t e  enzyme é t a i t  

inhibée pour l ' a c é t y l  CoA a l o r s  que pour FEIR e t  SUZUKI (1969) chez A. niger  

e t  BEEVER (1973) chez 1. crassa e l l e  n ' é t a i t  pas  a f f e c t é e  par  ce  composé. 

Quelque s o i t  1 'enzyme responsable du shunt  de l a  pyruvate 

déshydrogénase, t o u t e s  t r o i s  o n t  comme composé commun l ' o x a l o a c é t a t e ,  o r  nous 

savons qu'au niveau du cycle de Krebs s e u l  l a  malate dkshydrogénase s ' e s t  

révélée  suscept ib le  de l ' a s s i m i l e r .  De c e t t e  façon l 'organisme p o u r r a i t  u t i l i s e r  

c e t t e  r éac t ion  pour régénérer  l e  NADH cytoplasmique, l 'accumulat ion de l ' a c i d e  
+ 

malique s e r a i t  a l o r s  une r é s u l t a n t e  d'un d é f i c i t  c e l l u l a i r e  en NAD . 

S i  c e  modèle d'accumulâtion convient t r è s  bien à l a  souche 

1135, il ne peut j u s t i f i e r  de l 'accumulat ion de l ' a c i d e  malique obseryée chez 

BrBv I V  c u l t i v é e  su r  glucose e t  saccharose, puisque dans ces  condi t ions  de 

c u l t u r e  nous avons re l evé  i n  v i t r o  des a c t i v i t é s  NADH oxydase e t  NADH cyto- 

chrome c oxydoréductase s i m i l a i r e s  aux a c t i v i t é s  en reg i s t r ées  s u r  maltose e t  

donc en t h é o r i e  s u f f i s a n t e s  pour oxyderle NADH exogène salis emprunter massi- 

vement les t r anspor teu r s  spéci f iques .  

Ces r é s u l t a t s  sont  donc en c o n f l i t  apparent avec n o t r e  hypo- 

thèse  q u i  veut qu'une accumulation d 'ac ides  organiques s o i t  l a  conséquence 

d i r e c t e  d'une déf ic ience  de ces  systèmes d'oxydation de NADH exogène. 

2 - ÉTUDE DE LA RESPIRATION DES SOUCHES BRBV I V  ET 1135 

Pour l e v e r  c e t t e  con t rad ic t ion ,  nous avons é tudié  i n  vivo l a  

r e s p i r a t i o n  des deux souches su r  l e s  s u b s t r a t s  concernés (annexe technique 

no 6). L'étude du tableau 10 montre 3 l ' év idence  l ' e f f e t  répresseur  du glu- 

cose su r  l e s  voies  r e s p i r a t o i r e s .  Cet e f f e t ,  connu sous l e  nom d ' e f f e t  Crabtree,  

f u t  découvert en 1929 par  l ' obse rva t ion  su r  des  c e l l u l e s  cancéreuses d'un taux 

glycolyt ique excess i f  comparé aux a c t i v i t é s  r e s p i r a t o i r e s  correspondantes. 

La répress ion  du glucose sur  l a  r e s p i r a t i o n  f u t  démontrée comme é t a n t  à l a  

base de c e t  e f f e t .  



Tableau 1 0  : R e n p h a Z i o n  den aoucha &Bv IV ei 1735  
m t e v é e  a m  gluc06e et md;toae. 

S i  on s a i t  aujourd 'hui  que c e t  e f f e t  e s t  notamment à l ' o r i g i n e  

de l a  production en aérobiose d q é t h a n o l  chez Saccharomyces cerevis iae  c u l t i v é  

s u r  glucose (FIECHTER e t  c o l l . ,  1981),  son mécanisme r e s t e  mal connu ; pour 

c e r t a i n s  au teurs  comme PETERKOFSKY (1977), il s ' a g i t  d 'un cont rô le  des  con- 

cen t ra t ions  i n t r a c e l l u l a i r e s  de 1'AMPc par  l e s  systèmes t r anspor teu r s  de sucre ; 

pour d ' a u t r e s  comme HOLZER (19761, c e t  e f f e t  s e r a i t  principalement cont rô lé  pa r  

l e  turnover proté in ique  ; on p a r l e  a l o r s  d ' i n a c t i v a t i o n  catabolique,  p a r  oppo- 

s i t i o n  a l a  répress ion  catabolique.  

Quelqu'en s o i t  l a  cause,  l ' e f f e t  Crabtree en t ra îne  chez l a  

souche BrBv I V  une p e r t e  de p lus  de 50% dans l a  consommation d'oxygène, favo- 

r i s a n t  a i n s i  l e s  processus anaérobies de régénérat ion du NADH. Parmi ceux- 

c i ,  l a  réduction de l q o x a l o a c 6 t a t e  en malate associée ? l a  carboxylat ion du 

phosphoénolpyruvate a p p a r a î t  comme l a  p lus  probable,  puisque d'une p a r t  l a  

souche BrBv I V  accumule dans ces  condi t ions  l ' a c i d e  malique, e t  que d ' a u t r e  

L 

p a r t  l e  Q.R. passe de 0,89 sur  maltose 3 0 , 6 5  s u r  glucose. Cette  diminution 

des r e j e t s  de CO, é t a n t  i n t e r p r é t é e  comme une conséquence de l a  carboxylat ion 

du pho sphoénolpyruvate . 1 

Souche 

BrBv I V  

1135 

Subs t ra t  

Maltose 

- 

Glucose 

Maltose 

Glucose 

Q.R. 

O ,98 
0,86 
O,83 

0,72 
O ,69 
O ,65 

0,49 
0,54 
O ,47 

O ,53 
O,49 
0,44 

Temps 
d ' incubation 

15' 
30 ' 
45 ' 

15' 
30 ' 
45 ' 

15 ' 
30 ' 
45 ' 

15' 
30 ' 
45 ' 

iJ-1 02 
consommé 

3,14 
6,67 

10,58 

1,52 
3,30 
4,96 

3,63 
6,99 

11,43 

2,86 
5,81 
8,52 

 CL^ Co2 
exc ré té  

3,11 
5,79 
8,83 

1,12 
2,29 
3,42 

1,81 
3,78 
5,43 

1,51 
2,84 
3,84 



En fonct ion  de ces r é s u l t a t s  il é t a i t  i n t é r e s s a n t  de déterminer 

s i  l e s  f a i b l e s  accumulations d ' ac ide  malique enreg i s t r ées  chez l a  souche BrBv I V  

cu l t ivée  su r  maltose é t a i e n t ,  e l l e s  a u s s i ,  dues à l ' e f f e t  Crabtree.  Rappelons 

que dans l e  chap i t r e  I nous avions montré que l ' a -g lucos idase  i n d u i s a i t  à par- 

t i r  de ce s u b s t r a t  des  concentrat ions de glucose a l l a n t  de 15 à 30%, après  

respectivement 48 e t  72 heures de c u l t u r e .  Nous avions a l o r s  t e n t é ,  en p laçant  

du mycélium de 48 heures dans des so lu t ions  maltosées renfermant des concen- 

t r a t i o n s  c ro i s san tes  de glucose, de déterminer s i  zprès 2 heures d ' incubation 

on déce la i t  l a  présence d ' ac ide  malique, ce  que no t re  technique n ' a  pas permis. 

Nous avons recommencé l e  même type d 'expérience avec du mycélium 

de 17 heures, dont nous avons é tud ié  l a  r e s p i r a t i o n  en présence d'un mi l ieu  

maltosé à 15% de glucose. Les r é s u l t a t s  du t ab leau  11 montrent que de t e l l e s  

concentrat ions s u f f i s e n t  à indui re  une répress ion  des voies  r e s p i r a t o i r e s ,  con- 

duisant  3 penser  que l ' e f f e t  Crabtree e s t  b ien  à l a  base de l 'accumulat ion de 

l ' a c i d e  malique chez l a  souche BrBv I V ,  associé  t o u t e f o i s  en f i n  de cro issance  

au catabolisme du glutamate. 

Tableau 7 1 : Zndluence du glucoae am La t r u p h d o n  de 
La aauche BtrBv I V .  

Les échanges gazeux re levés  dans l e  tableau 10 de l a  souche 

1135 ont  montré q u ' e l l e  a u s s i  e s t  sens ib le  à l ' e f f e t  Crabtree,  b ien  que ce lu i -  

c i  ne puisse ê t r e  2i l ' o r i g i n e  de l 'accumulation de l ' a c i d e  malique puisque 

c e t t e  accumulation se  p rodu i t  a u s s i  b ien  su r  maltose s e u l ,  où l e  taux res -  

p i r a t o i r e  a t t e i n t  une valeur assez proche de c e l u i  de l a  souche BrBv I V  c u l t i -  

vée dans l e s  mêmes condit ions.  Sans une étude approfondie de l a  phosphorylation 

oxydative, nous ne pouvons t i r e r  de conclusion de ces  consommations d'oxygène 

s i m i l a i r e s  chez l e s  deux soliches, puisque nous savons comme WATSON 1 'a montré 

(1967, 1969) chez A .  n i g e r  e t  A. o ryzae ,  que l e  taux r e s p i r a t o i r e  e t  l e  rappor t  

ADP/O dépend de l a  na ture  du s u b s t r a t  u t i l i s é  pa r  l e s  mitochondries. 

Souche 

BrBv IV 

Substrat 

Maltose 
100% 

Maltose 
85% 

Glucose 
15% 

Temps 
d ' i n c u b a t i o ~  

15' 
30 ' 
45 ' 

15 ' 
30 ' 
45 ' 

111 O, 
consommé 

3,21 
6,65 

10,41 

3 ,O8 
6,20 
9,65 

111 CO, 
excré té  

3,14 
5,86 
8,84 

2,92 
5,28 
7,92 

Q.R. 

O ,97 
0,88 
0,85 

0,94 
0,85 
0,82 



Nous nous rspor terons  donc s u r  l e s  r e j e t s  carboniques q u i ,  

ssns con tes te ,  montrent l a  p a r t i c u l a r i t é  des  deux souches. Cette  p a r t i c u l a r i t é  

e s t  de p lus  accentuée par  l e  f a i t  que l a  souche 1135 emprunte massivement l a  

chaîne des hexoses monophosphates, o r  une t e l l e  p a r t i c i p a t i o n  de c e t t e  chaîne 

au catabolisme d 'un  s u b s t r a t  e n t r a î n e  des  Q.R. supér ieurs  à 1 (SIEBERT e t  

SCHULZ, 1979). 

A nouveau, l a  carboxylat ion du phosphoénolpyruvate, consé- 

quence d'un rappor t  cytoplasmique NADH/NAD excess i f ,  nous a p p a r a î t  conme l a  

réponse l a  p lus  probable à ces  observations.  

3 - RECHERCHE D'UNE FERMENTATION ETHANOLIQUE 

Nous avons pensé que paral lèlement à l a  réduction de l 'oxalo-  

a c é t a t e ,  l e s  deux souches pouvaient développer d ' a u t r e s  processus pour régé- 

nérer 1 ' N A D H  cytoplasmique. Nous avons successivement envisagé l a  fermentation 

l ac t ique  e t  l a  fermentat ion éthanolique . 
Le premier processus semble à é c a r t e r  puisque l e s  r é s u l t a t s  du 

l 

chapi t re  1 n 'ont  pas  f a i t  é t a t  d'une présence d 'ac ide  l a c t i q u e  dans l e s  f i l -  

t r a t s  de cu l tu re .  Pour é tud ie r  l e  second processus,  nous avons recherché l e s  

t r a c e s  d'une éventuel le  accumulation e lé thano l  dans ces  f i l t ra ts .Annexe technique 

n08. 

Tableau 1 2 : €vaRuRhon d a  canceui;trrdov~il d ' é;thanal p k t a  e n t a  d m  L a  
2jheR;lrm de cuRRutre d a  aoucha &6v I V  et 1135 cLLetivéa 
a u x  rnaetaae e,t glucoa e.  

7 - 1  RéaLLetat5 expt~c'méa en tny d '6;thanoL 1- g paid4 4 cc de rny~éfium. 

Souche 

Temps de c u l t u r e  
(hl 

Maltose 

Glucose 

SrBv I V  

24 4 8 72 96 

20 66 242 121 

J 

1135 

2 4 48 72 9 6 

20 90 446 259 

34 333 629 38 340 592 236 



Comme le montre le tableau 12, les deux souches cultivées sur 

maltose et glucose excrètent à des degrés divers de l'éthanol. Dans toutes 

les conditions étudiées, l'optimum d'accumulation de ce composé se situe 

entre 48 et 72 heures, c'est-à-dire dans une période où le substrat est encore 

très présent et où la masse mycélienne devient importante. A la faveur de ces 

deux éléments, il pourrait se développer dans les fioles de culture des con- 

ditions d'anaérobie favorisant une fermentation alcoolique. 

4 - INFLUENCE DE L'AÉRATION DES MILIEUX DE CULTURE SUR 
L'ACCUMULATION DES ACIDES ORGANIQUES ET SUR LA 

PRODUCTION ~ ' a - A M Y L A S E  

Puisqu'il semble acquis que l'accumulation dtacidesrésulte 

d'un problème d'oxydation cellulaire, nous avons pensé qu'en favorisant les 

échanges gazeux dans les milieux de culture par l'emploi de fioles à contre- 

pales, nous favoriserions du même coup la diminution des rejets d'acide mali- 

que et, en contre partie, l'augmentation de la production d'a-amylase, objec- 

tif qui n'a pas été atteint, comme le montrent les planches 27 et 28. 

L'aération des milieux de culture favorise avant tout la crois- 

sance, puisque le poids de matière sèche augmente pour la souche BrBv IV de 

43% et de 46% pour la souche 1135 ; ramenée au poids de matière sèche, la 

production d'a-amylase 96 heures chute de 60% pour la souche BrBv IV et de 

12% pour la souche 1135. La production d'acide malique, quant à elle, toujours 

par gramme de matière sèche, chute de83% chez la souche 1135, alors que chez 

la souche BrBv IV elle ne tombe que de 30% de sa valeur initiale sur milieu 

maltosé témoin, après 48 heures de culture.. 

Aussi, loin de favoriser la synthèse d'a-amylase, l'aération 

des milieux de culture diminue au contraire cette production au profit de la 

biomasse. Un point positif pourtant, qui montre l'importance jouée par les 

voies respiratoires dans l'accumulation de l'acide malique, est la nette ré- 

pression de cette synthèse chez la souche 1135 et de façon moins sensible 

chez la souche BrBv IV. 

Nous avons voulu savoir si, au niveau de métabolisme intermé- 

diaire, ces résultats s'appuyaient sur une modification physiologique des 

enzymes-clefs de ce métabolisme (tableau 13). 



Planche 2 7  : Cko*nsafice, CvollLticn du pH, synthèse d ' a  amylase, ~ l ; rodudcn  
d'acides onganique, et concentiratiorid téoidu&ea en maetode et glufamate 
de La ,cloucfie &Bu I V  cL1.l)&v6e e~ m&eu maetode agrré. 

- M a l t o s e  c--.l, A c i d e  oc c d t o g l u t a r i q u e  
-.-a-w p H  a m y l a s e  
O-+ C r a i s s a n c e  



Planche 2 6  : C,?oi.baance, 6voluXon du pH, hynthèhe d '  a-  amqla/3e, pkacluc.tian 
d ' a c i d a  okganiyueb et c a n c e W o v t ' >  kCnidu&a orz rna22ode et gXu.tumate 
de La aouche 1 1 3 5  c&vie en m i ~ u  maetohe. a&$. 

Temps/ h - G l u t d m a t e  e...e A c i d e  m a l i q u e  
k l a l t o s e  e-s A c i d e o ( c é t o g l u t a r i q u e  .-.-, p H  &--A O( a m y l a s e  

o--o C r o i s s a n c e  



T ~ b t c a u  1 3  : A c t i v i t t s  sptc i6 iqueb de  c ÿ i q  enzymvb du m t f n b o U m e  i n t m t d i a i n e  n d e v g u  
AU% des  bhoyatà myct f iww des  doucha EtBv IV eX 1135 c u e t i v Q u  ALUL maieu  

maetose en 6iole  d'un LiA.te avec  et bans contke- txr tu .  

m1lit.u tdmoin 1.35 t 0 . 0 6  2,17 i 0 . 1  11.41 t0 .61  - 6 . 7  20.42 4 , 9  +0 ,25  42 t 1.4 
I s o c i t r a t a s e  

milieu adce 3 ,1  I 0 , 0 8  7 , 9  t 0 , 4 2  35.2 t 1 . 3  0 ,210,002 9 . 7  i 0 . 3 6  17.1+0,69 73nct4.1 

A c t i v i t e  

e n z p d t i q u e  

A l'augmentation de la biomasse, associée à l'assimilation 

plus rapide du substrat, correspond une augmentation des activités glucose- 

6-P déshydrogénase et aldolase dont l'équilibre paraît modifié par l'aeration 

des milieux de culture ; chez la souche BfBv IV cet équilibre est déplacé 

vers la chaîne HMP, alors que chez la souche 1135 au contraire, c'sst l'aldo- 

lase, donc a priori I'EMP, qui apparaît comme la principale bénéficiaire de 

l'aération, l'équilibre restant toutefois en faveur de 1'HMP. 

G1uc~se-6-P ternoin 46,7t1,25 64,512.3 6Q , 2 1 3 , l  

1 1 

Souche 

Temps de c u l t u r e  

Au niveau du cycle de Krebs, l'activité isocitrate déshydro- 

génase subit elle aussi l'action positive de l'aération, bien que cette acti- 

vité chez la souche BrBv IV semble toujours répressée ; de même l'isocitratase, 

enzyme glyoxylique dont l'activité nulle à 24 heures croît d'autant plus vite 

que le substrat s'épuise rapidement dans ces conditions d'aération. 

Cette augmentation d'aération détermine d'autres modifications 

du métabolisme : ainsi chez la souche BrBv IV l'activité de l'enzyme malique 

diminue sensiblement, alors que chez la souche 1135 au contraire, elle aug- 

mente de 50%. Si l'un des rôles de l'enzyme malique est bien la formation 

d'NADH, peut-être peut-on rapprocher de ces résultats les modifications enre- 

gistrées dans le rapport des voies HKP/EM. Un déplacement d'équilibre vers la 

voie des hexoses monophosphates signifiera pour la souche BrBv IV une produc- 

tion accruede NADPH, alors qu'un déplacemeat d'dquilibre vers la vûie deEmbden- 

Meyerhof aura, lui, pour conséquence, une synthèse accruede NADH chez la 

souche 1135. 

Br13v IV 

24 48 72 96 

1135 

24 48 72 9 6  



Connaissant le rôle capital joué par ce dernier coenzyme dans 

l'accumulation de l'acide malique, il peut paraître étonnant que la souche 

1135 trouve le besoin de favoriser sa synthèse. Nous avons donc étudié avec 

intérêt les deux enzymes mitochondriales précurseurs de la chaîne respira- 

toire responsable de son oxydation exogène. 

~ a b ~ c a u  14 : ~ s t i v . i . t i s  6pécidique.3 de N\DH o i y ~ e  et Ce NADH r g - t o c ~ o m e  c 

oxydokéduuîzbe ILdeVéed sun des bhcycLts rm~c6L.ien4 ded bouckeé EaEv IV e t  i 155 ' 

c u C f i v 6 ~ d  bun n L % e i c  mattore en 6 i o l e  d '  1 C i t k e  avcc ou sans c o ) i t ? c - p . t C ~ s .  

NRDH milleu tomoin 5,5I0,27 21.2t1.3 39,4'2,8 36,7*1,2 3.8t0.12 9.110.52 23,5*1,5 24.7t0.95 

oxydase milrcu a6re 8,3t0,48 26.1t0.91 37,5+1,6 49,712,3 

1 
15t0.68 27.6t1.3 41.8f2.2 72.4'3.7 

! 
milieu ternoir. 98,4+4,1 135,2t5,4 231t12,6 221,7+7,1 1 12,5f1,3 31,8f1,7 742.9 93,6+4,1 

125,152,â 158 t 4,7 281 f9,3 244.1i13.2 69,7+1,8 143,2I5,7 209t11.2 352t16.8 

Les résultats du tableau 14 montrent de façon évidente l'effet 

positif de l'aération sur les voies respiratoires de la souche 1135 où l'acti- 

vité'de 1'NADH oxydase est dans les premières 24 heures de culture multipliée 

par un facteur 6, contre un facteur de 1,3 pour la souche BrBv IV ; 1 'activité 

de 1'NADH cytochrome c réductase, elle, est multipliée par un facteur de 2,8 

contre un facteur de 1,4 pour la souche BrBv IV. 

D'aprgs ces résultats, il semble que la souche 1135 puisse en 

fonction de l'oxygène dissout favoriser certaines voies métaboliques. 

En fioles à contre-pales où les échanges gazeux sont améliorés, 

la régénération du NADH cytoplasmique emprunte des voies différentes et plus 

énergétiques que dans les fioles sans contre-pale comme en témoigne d'une part, 

les accumulations plus faibles d'acide malique et d'autre part,llaugmentation 

de la biomasse enregistrées dans les fioles 3 contre-pales. 

Ceci renforce donc l'hypothèse d'une étroite relation entre le 

potentiel rédox intramycélien et l'accumulation des acides organiques. 

Connaissant les mécanismes impliqués dans l'accumulation des 

composés acides, il va désormais nous être possible d'agir s u  ceux-ci pour 

limiter leurs productions, tout en gardant, voire en améliorant, la produc- 

tion d'a-amylase. 



CONCLUSION 

Nous nous proposons d ' é t a b l i r  pour conclure ce  chapi t re  un 

schéma des mécanismes conduisant à l 'accumulat ion des ac ides  organiques chez 

les souches BrBv I V  e t  1135. 

Avant d ' e t a b l i r  ce schéma nous a l l o n s  dégager l e s  po in t s  

e s s e n t i e l s  des r é s u l t a t s  exposés dans ce  second chap i t r e .  

Au niveau de l a  glycolyse ces  r é s u l t a t s  ont  m i s  en évidence 

un comportement opposé chez l e s  souches BrBv I V  e t  1135. 

La souche 1135 a u r a i t  une glycolyse principalement o r i en tée  

v e r s  l a  voie HMP, a l o r s  que chez l a  souche BrBv I V ,  l e s  a c t i v i t é s  des vo ies  

métaboliques HMP e t  EMP s e r a i e n t  é q u i l i b r é e s .  

Pensant que l ' a c i d e  malique é t a i t  accumulé v i a  l e  cycle gly- 

oxylique,  nous nous sommes o r i en tés  v e r s  l ' é t u d e  des  a c t i v i t é s  i s o c i t r a t a s e  

e t  i s o c i t r a t e  déshydrogénase. Nos travaux ont  montré que, c e r t e s ,  ce cyc le  

pouvait  ê t r e  fonct ionnel  du f a i t  d 'une régu la t ion  de l ' i s o c i t r a t e  déshydro- 

génase par 1'NADPH intramycélien,  mais qu 'en aucun cas  il ne pouvait  ê t r e  l e  

p r i n c i p a l  responsable de l 'accumulat ion de l ' a c i d e  malique , obse rva t ionconf i r -  

mée par  l ' é tude  successive de l a  malate synté thase ,  de la  succino-déshvdrguénase 

e t  de l a  fumarase. Nous avons  ensu i t e  démontré que chez les souches BrBv I V  e t  

1135 l ' a c t i v i t g  du cycle de Krebs é t a i t  d é f a i l l a n t e  au niveau d e l t a  cétoglu-  

t a r a t e  déshydrogénase, e t  que c e t t e  dé fa i l l ance ,assoc iée  à un apport  d ' azo te  

organique sous forme de glutamate, c o n t r i b u a i t  à l 'accumulat ion de l ' a c i d e  

a-cétoglutarique.  

Le dosage des  coenzymes intramycéliens dans l e s  premières 

24 heures a r évé lé  que les taux de NADH é t a i e n t  p l u s  élevés chez l a  souche 

1135 que chez l a  souche BrBv I V ,  ce q u i  a é t é  corroboré par l e s  t r è s  f a i b l e s  

a c t i v i t é s  NADH oxydase e t  NADH cytochrome c oxydoréductase r e l evées  ap rès  

24 heures de c u l t u r e  chez l a  souche 1135. L'acide malique é t a n t  accumulé 

pendant c e t t e  pér iode ,  il p a r a i s s a i t  év ident  que l a  souche 1135 u t i l i s a i t  l a  

réduction de l ' o x a l o a c é t a t e  en malate pour p a l i e r  à l ' i n s x f f i s a n c e  des processus 

aé rob ie ,  hypothèse qu i  a par a i l l e u r s  é t é  confirmée par  l ' é q u i l i b r e  de c e t t e  

r é a c t i o n  qui  s 'es t  avéré ê t r e  fortement o r i en té  v e r s  l a  production d ' ac ide  ma- 

l ique .  L 'oxaloacétate,  quant  & l u i ,  p rov iendra i t  d'une carboxylat ion d 'un  com- 

posé en C3  i s s u  de l a  glycolyse.  Nous n'avons pu i d e n t i f i e r  formellement l ' en -  

zyme responsable de c e t t e  a z t i v i t 6  n u i s ,  en fenc t ion  des références  b ib l iogra-  1 
phiques, nous avons t o u t  l i e u  de suspecter  l a  pyruvate carboxylase. 



Plusieurs faits viennent appuyer l'hypoth&se d'un tel schéma 

Ainsi, la souche 1135 présente constamment des QR de très faible valeur, 

alors que son métabolisme fait appel principalement à la chaîne des hexoses 

monophosphates. D'autre part, l'accumulation de l'acide malique peut être 

sensiblement diminuée en aérant fortement les milieux de culture donc en faci- 

litant le processus de régénération de NADH, ce qui a été confirmé par les 

activités NADH oxydase et NADH oxydoréductase en hausse dans ces conditions. 

Cultivée sur maltose, la souche BrBv IV régénère le NADH 

exogène par le biais de ces deux enzymes alors que la présence de glucose 

dans le milieu de culture entraîne une répression des voies respiratoires 

qui conduit cette souche à utiliser des mécanismes de régénération du NADH 

similaires à la souche 1135, et ainsi à favoriser l'accumulation de l'acide 

malique dans les milieux de culture. 

De sorte que nous pouvons proposer pour les deux souches un 

shéma commun des mécanismes conduisant à l'accumulation de l'acide malique 

et de l'acide a-cétoglutarique. 

Cit ate t 
Isocitrate 

I 

Glutamate 

Connaissant les mécanismes d'accumulation de l'acide malique, 

nous avons, en aérant fortement Les milieux de culture, réduit les rejets de 

cet acide sans toutefois augmenter corrélativement la production de l'a-amylase. 

Il nous faut donc désormais rechercher le facteur responsable 

de la baisse de production de l'a-amylase pour espérer optimiser la production 

de cette enzyme. 



Nous rechercherons ensuite le moyen de diminuer les rejets 

d'acides organiques tout en augmentant la production d'a-amylase. 

Ceci ne pourra se faire qu'avec une étude fine des paramètres 

envisagés, or la culture en fiole agitée dans ce domaine s'est avérée très 

délicate. C'est pourquoi nous nous sommes tournés vers l'usage des protoplastes 

qui ont de plus l'avantage d'éliminer trois facteurs susceptibles d'interférer 

dans nos dosages : la paroi cellulaire, l'évolution du pH, la croissance. 



C H F .  P 1 T R . E  I I I  

SETUDE DES RAPPOPTS L I A N T  L'ACCUMULA'ION DES 

A C I D E S  ORGANIQUES ET  L A  SYNTHÈSE DE ~ ' a  AMYLASE 

SUR L E S  PROTOPLASTES DES SOUCHES BREV I V  E T  1135, 

Depuis que fut clairement établie leur capacité à régénérer 

leur paroi (PEBERDY et GIBSON, 1971), l'intérêt des protoplastes des champi- 

gnons filamenteux dans les manipulations génétiques n'est plus à démontrer. 

Leur utilisation passe soit par la technique de fusion (FERENCZY et coll., 

1974), soit par transformation avec de ~ ' A D N  exogène. 

Par contre, leur utilisation à des fins biochimiques reste 

rare (ISAAC, 1978 ; ISAAC et GOICEiALE, 1983). C'est pourquoi, après avoir 

dégagé un protocole d'isolement de protoplastes efficient pour les deux souches, 

nous vérifierons certaines de leurs propriétés physiologiques et biochimiques 

avant de nous intéresser aux relations liant la production d'a-amylase à l'ac- 

cumulation d'acides organiques. 



1 - REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

Des protoplastes ont désormais été isolés à partir de la 

plupart des groupes taxonomiques des chanpignons (VILLANUEVA et GARCIA-ACHA, 

1971 ; DE VfiIES et WESSELS, 1973). 

Bien que des méthodes d'isolement mécaniques (GEALT et coll., 

1976) ou non enzymatiques (DURR et coll, , 1975) existent, leur emploi reste 
limité en raison des risques élevés de lésion qu'elles présentent pour les 

protoplastes formés (FOURY et GOFFEAU, 1973). A l'heure actuelle, on tend à 

leur préférer des méthodes "douces" qui font appel à une digestion lytique 

ces parois mycéliennes en milieu hypertonique. La maîtrise de cette technique 

passe cependant par l'étude de trois paramètres : 

- le mycélium 
- les enzymes lytiques 
- la solution stabilisatrice. 

La libération de protoplastes dépend avant toute chose de 

l'hydrolyse enzymatique des parois hyphales et plus particulièrement des 

polysaccnarides qui représentent 80 90% de leur poids sec, le glucose 

et la N-acétyl-D-glucosamine sont généralement les éléments do base de leur 

composition. Associés aux polysaccharides on trouve également des homo et 

hétéropolysaccharides, composés d'osamines, d'hexoses, d'acides uroniques, 

de méthylpentoses et de pentose (BARTNICKI-GARCIA, 1970). De plus, il faut 

ajouter à cette composition des parois la présence de lipides et de protéi- 

nes (JOHNSTON, 1965 ; BULL, 1970). 

En raison de la diversité dans la composition des polysaccha- 

rides, nous ne rappelerons ici que les grandes lignes de leur structure. 

L'élément le plus répandu est un polymère de D-glucose 

connu sous le nom qénérique de çlucanes (ROSENBERG , 1975) : cette 
a?pellatior! recouvre : le ,5 (1-3)-glucane encore appelé R-glucane , le 
B (1-4)-glucane ou cellulose, l'a (1-3)-glucane ou S-glucane . Les parois 
renferment également une quantité variable de chitine (&(1-4)  âcétyl-gluco- 

samine) et enfin toute une gamme de polymères comme des polyuronides, des 

poiygalactosamines, 6e la mélânine. .. Catte diversité dans la composition des 
parois a conduit les auteurs à élaborer des protocoles spécifiques à chaque 

espèce. 



Ainsi ,  pour DE VRIES e t  WESSELS (1973), l a  l i b é r a t i o n  des  pro- 

t o p l a s t e s  chez SchizophyZZum commune passe par  une présence nécessa i re  dans 

l e  complexe ly t ique  de c h i t i n a s e  e t  de a 1-3 glucanase ; VAN DEN BROEK e t  c o l l .  

(1979) obtiennent  des  r é s u l t a t s  ident iques  chez AspergiZZus nidulans. 

Etudiant  l e  même organisme, ISAAC (1978) e t  PEBERDY (1980) e s t i -  

ment que l e  dépôt d ' a  1-3 glucane n ' i n t e r v i e n t  que s u r  des  hyphes âgés e t  

peut dans ce  cas  présenter  un f a c t e u r  important de r é s i s t a n c e  à l a  l y s e .  Pour 

ces  au teurs ,  l e s  enzymes e s s e n t i e l l e s  a l a  l y s e  sont  l a  c h i t i n a s e  e t  l a  6 (1-3) 

glucanase. 

Ces conclusions d ivergentes  t i r é e s  à p a r t i r  de l ' é t u d e  d"un 

même organisme démontrent bien que l a  composition des p a r o i s  mycéliennes v a r i e  

non seulement en fonct ion  de l ' e s p è c e  é tud iée ,  mais a u s s i  en fonct ion  du temps 

(TRINCI, 1978 ; FARKAS, 1979) e t  de l a  composition des milieux de c u l t u r e  

(MUSILKOVA e t  FENCL, 1968 ; VAN DEN BROEK e t  c o l l . ,  1979).  Pour ces  auteurs ,  

une concentrat ion en glucose é l evée  accentue l a  formation d ' a  1-3 glucane, 

a l o r s  qu'une concentrat ion t r o p  f a i b l e  f avor i se  l a  formation de mélanine, 

composé connu comme i n h i b i t e u r  de l a  l y s e  mycélienne (BLOOMFIELD e t  

ALEXANDER, 1968 ; BULL, 1970 ; ROSENBERGER, 1978). 

Les au teurs  s 'accordent  également à penser qu'un mycélium pro- 

venant de l a  phase exponentiel le  de cro issance  donne l e s  mei l leurs  r é s u l t a t s  

(DE VRIES e t  WESSELS, 1972 ; PEBERDY e t  c o l l . ,  1976 ; ISAAC, 1978). 

2 - L E S  ENZYMES L Y T I Q U E S  

Comme on l e  v o i t ,  pour o b t e n i r  un isolement optimum de protoplas-  

t e s  à p a r t i r  d'un mycélium, l e  complexe enzymatique u t i l i s é  devra conteni r  un 

mélange d'enzymes adapté à l a  composition de l a  paroi .  

Deux démarches son t  poss ib les  : s o i t  u t i l i s e r  une prépara t ion  

enzymatique commerciale, s o i t  préparer  au l abora to i re  c e  complexe enzymatique. 

Parmi l e s  so lu t ions  ly t iques  p r ê t e s  à l ' emploi ,  l a  p l u s  connue 

e s t - s a n s  contes te  l l H é l i c a s e  ( IBF) ,  mélange enzymatique contenant de l a  B- 

a lucuronidaseet  de l a  su l fa t a se .  Employée avec succès dans l ' i so lement  des 

p ro top las tes  à p a r t i r  des  l evures ,  son app l i ca t ion  s ' é t end  à quelques cham- 

pignons filamenteux, où e l l e  e s t  u t i l i s é e ,  s o i t  seule  (FERENCZY e t  c o l l . ,  
l 

1975, 1976),  s o i t  accompagnée d ' a d d i t i f s  t e l s  l e  2 déoxy-D-glucose (FOURRY- 

GOFFEAU, 1973), l e  mercaptoéthanol '(FERENCZY e t  c o l l . ,  1974) ou une a u t r e  

enzyme t e l l e  l a  c e l l u l a s e  Onosuka R 10 (DEWAARD, 1976). 



Comme a u t r e  prépara t ion  l y t i q u e  commerciale, c i t o n s  également l a  

Cytohélicase (IE'B), c a r a c t é r i s é e  p a r  s a  haute teneur en 6-(1-3)-D-glucanase. 

Bien que les prépara t ions  enzymatiques proposées dans l e  com- 

merce a i e n t  l ' avantage  de posséder des p r o p r i é t é s  cons tantes ,  l eu r  emploi 

n ' e s t  pas toujours  adapté au champignon é tud ié  ; a u s s i  a-t-on recours au 

l abora to i re  à l a  prépara t ion  d'enzymeslytiquesd'origine microbienne. 

Les enzymes ly t iques  é t a n t  induc t ib les ,  on peu t ,  en fonct ion  

du subs t ra t  i n c l u s  au mi l ieu  de c u l t u r e  e t  de l 'organisme c u l t i v é ,  f a v o r i s e r  

l a  synthèse d 'une gamme assez l a r g e  d'enzymes l y t i q u e s  e x o c e l l u l a i r e s  comme 

l a  ch i t inase ,  l e s  B-glucanases; l e s  a-glucanases ... 
Pour o b t e n i r  une prépara t ion  l y t i q u e  appropriée aux p a r o i s  du 

champignon é t u d i é ,  PEBERDY e t  ISAAC (1976) préconisent  d ' i n c l u r e  au  mi l i eu  

de cu l tu re  des  parois  mycéliennes lyophylisées de ce  champignon. 

Parmi les espèces microbiennes l e  p lus  couramment employées pour 

l a  prépara t ion  de ces enzymes l y t i q u e s ,  c i t o n s  : Streptomyces vene2~eZa (PEBERDY e 

GIBSON, 1971 ; GIBSON e t  PEBERDY, 1972 ; PEBERDY e t  c o l l . ,  1976), Trichodema 

hUP2ia~~an (DE VRIES e t  WESSELS, 1972, 1973a, b ; PEBERDY e t  ISAAC, 1976 ; 

KEVEI e t  c o l l . ,  1977, 1979 ; MALARD, 1981) . 

3 - LA SOLUTION STABILISATRICE 

L'absence de b a r r i è r e  p r o t e c t r i c e  osmotique externe ,  représentée  

p a r  l a  p a r o i ,  provoque l a  lyse  immédiate du p ro top las te  l o r s  de s a  l i b é r a t i o n .  

Pour é v i t e r  c e t  inconvénient majeur, un s t a b i l i s a t e u r  osmotique d o i t  ê t r e  

associé au complexe l y t i q u e .  Bien que l 'emploi  de sucre e t  do polyols  a i e n t  

donné des r é s u l t a t s  p o s i t i f s ,  on tend désormais à u t i l i s e r  comme s t a b i l i s a t e u r  

des  s e l s  inorganiques (LOPE2 e t  c o l l  . , 1966 ; PEBEPSY e t  c o l l  . , 1976) . Parmi 

ceux-ci, on rencontre fréquemment KC1, NaCl, NH4C1,  Mg SOs ; l e  choix de l a  

nature du s t a b i l i s a n t  dépend non seulement de l l e s p & c e  mais auss i  de l a  souche 

étudiée.  

Ainsi ,  t r a v a i l l a n t  s u r  A.  niduZans, PEBERDY e t  c o l l .  (1976) 

indiquent NH4 C l  0,4 M comme mei l leur  agent s t a b i l i s a n t  ; ISAAC, s u r  une 

souche d i f f é r e n t e ,  o b t i e n t  l'optimum de rendement avec K G 1  0,6 M l  a l o r s  que 

VAN DEN BROEK e t  c o l l .  (1979), toujours  s u r  A. niduZans, préconise ( N H J 2  SO,. 
1 

Un lavage p réa lab le  du mycélium p a r  une s o l u t i o n  à concentrat ion 1 

osmotique é levée  apparaf t  auss i  i q a r t a n t  polir le taux de i ï ~ é r a t i o n  e t  l e  l 
rendement f i n a l  en protopias tes .  ISAAC (1978), MUSILKOVA e t  FENCL (1978) no- 

t e n t  de même qu'un lavage pa r  de l ' e a u  d i s t i l l é e  ent rafne  l 'absence de l ibé -  

r a t i o n  de protoplas tes .  1 



ISOLEMEKT DES PROTOPLASTES 

De c e t t e  revue bibl iographique,  il r e s s o r t  que l a  mise a u  point  

d'une méthode d ' isolement de p ro top las tes  optimale nécess i t e  l ' é t u d e  systéma- 

t ique  de nombreux paramètres. 

Pour c e t t e  étude,  nous sommes p a r t i s  d'un protocole  de PEBERDY 

e t  ISAAC (1976) appliqué à A. nidutans. Le mycélium A. oryzae c u l t i v é  s u r  

mi l ieu  de référence  pendant 24 heures e s t  r e c u e i l l i  par  f i l t r a t i o n ,  l a v é  par  

300 m l  de KC1 0,6 M e t  remis en suspension dans l e  complexe ly t ique  f a i t  d'un 

volume é g a l  de f i l t r a t  concentré deux f o i s  de T. harzianwn e t  d'un tampon 

phosphate 0,2 M I  pH6 contenant 1 ,2  M de KC1,  à une concentrat ion de 0,02 g 

de mycélium par  m l  de so lu t ion  enzymatique. Après 3 h 30 d ' incubat ion  à 30°C 

sous a g i t a t i o n ,  l e s  p ro top las tes  sont  séparés des  débr i s  mycéliens p a r  f i l -  

t r a t i o n  sur ver re  f i l t r é  poros i t é  1.  

Afin d 'é l iminer  l e  complexe l y t i q u e ,  deux cen t r i fuga t ions  à 

800 g ,  en présence de N a C l  0,7 M son t  e f fec tuées .  Après r e p r i s e  du c u l o t  de 

cen t r i fuga t ion  dans l a  même so lu t ion ,  l e  rendement en p ro top las tes  e s t  mesuré 

par  comptage à l 'hématimètre. 

Par c e t t e  méthode, MALARD (1981) o b t e n a i t  environ 106 proto-  

p l a s t e s  par  gramme de mycélium, r é s u l t a t s  i n f é r i e u r s  à PEBERDY e t  ISAAC (19763 

q u i  obtenaient  chez A.niduZans 4 x l o 9  p ro top las tes .  Nos premiers e s s a i s  o n t  

montré que l a  souche 1135 é t a i t  l a  moins sens ib le  à c e t t e  méthode d ' isolement 

a u s s i  l'avons-nous p r i s e  comme référence .  

1 - PRÉPARATION DU COMPLEXE L Y T I Q U E  

La production des enzymes e s s e n t i e l l e s  à l a  prépara t ion  des  

p ro top las tes  e s t  indu i t e  par  l e u r s  s u b s t r a t s  sous forme de c h i t i n e  pour l a  

c h i t i n a s e ,  de laminarine ou de p a r o i  hyphale pour l a  1-3 glucanase. Dans 

ce de rn ie r  c a s  nous avons p r é f é r é ,  vu l e  p r i x  é levé  de l a  laminarine, u t i l i s e r  

des  p a r o i s  hyphale S. 

Nous avons t e s t é  indépendamment l e s  pa ro i s  de BrBv I V  e t  1135 

comme inducteur de l a  fi 1-3 glucanase ; l e s  r é s u l t a t s  r e l e v é s  dans l a  f i g u r e  11 

ne montrent pas de d i f fé rences  s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  l e s  deux souches, l a  B 1-3 

glucanase é t a n t  probablement en excès dans l e s  deux cas. P a r  contre,  les pa ro i s  

seules  ne peuvent indu i re  en q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  l a  c h i t i n a s e ,  auss i  avons- 



nous supplémenté l e  mi l ieu  par  5 g de c h i t i n e .  Le dosage de ces  deux a c t i v i t é s  

enzymatiques r évè le  en o u t r e  que l'optimum de  production s e  p rodu i t  après  48 h 

dans nos condit ions expérimentales. Les dosages e f f e c t u é s  par ISAAC (1978) 

indiquaient  un t e l  optimum commun aux c h i t i n a s e s  e t  B 1-3 glucanase e n t r e  

l e  3ème e t  l e  4ème jour.  
Figue 1 I : Evok3.&Lon de llac;tivi.té apécÂ64ue de La 8 1 - 3 glucanaûe, - 

de la chh5zase (milieu duppXémenti en cfdCLne -O -0- 

Weu non duppxémw&td WI chiXine- i - i -  1 &VIA Len 6 2 -  
h z t b  de u ï l h t e  de li.ichodermr2. hczrzianm 

2 4 4 8 7 2 9 6 1 2 0  
Temps h 

L ' u t i l i s a t i o n  des f i l t r a t s  de c u l t u r e  de T. harzianwn sans pré- 

pa ra t ion  e s t  impossible en r a i s o n  de l e u r s  f a i b l e s  a c t i v i t é s ,  c ' e s t  pourquoi 

une é tape  de concentra t ion  s ' avè re  nécessa i re .  Nous avons t e s t é  c inq  concen- 

t r a t i o n s  d i f f é r e n t e s ,  t o u t e s  e f fec tuées  à l ' évapora teur  r o t a t i f  à 2 8 0 ~  ( f igure  12) 

F.Q+e 1 2  : Zndluence de l a  concenahaa%n part évapohatlon ~ O U A  vide 
du ~W de ccLetwre de Mehoderma harzùznm d w ï  l a  
dohmaüan d u  phatoplaûta 

0 6 9 1.2 Concent r a i i  o n 
du f i l t r a t  de 

culture 



Les meilleurs rendements (nombre de protoplastes de mycélium 

frais) ont été enregistrés avec la concentration au 1/12, mais en raison des 

quantités importantes de complexe lytique utilisé pour nos expériences, une 

telle concentration aurait demandé trop de préparation, c'est pourquoi nous 

avons opté pour une concentration oscillant entre 1/6 et 1/8. A de telles 

concentrations 0,04 g de mycélium frais par millilitre de tampon lytique est 

la quantité nécessaire pour obtenir une action maximum des enzymes lytiques 

(figure 13). 
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mélange i y  t i q u e  
On peut augmenter artificiellement l'actiuité du complexe 

lytique par supplémentation de celui-ci en cytohélicase. MALARD (1981), par 

l'adjonction de 1% (V/V) de cytohélicase, améliorait son rendement d'un fac- 

teur 30. Nous avons vérifié l'influence de cette supplémentation dans nos 

conditions expérimentales (figure 14). 

Figue 14 : Indtuence de tlaâdhXon de c o n c ~ n b  c~kôAante6 
en c y ~ h ~ a b e  b u  ta ,jom&n des pnotoph~tes 

en cytohé l icase  



Avec des e x t r a i t s  l y t i q u e s  concentrés de 6 à 8 foi .s ,  le  ga in  

apporté par 1% de cytohél icase  n ' e s t  que de 30% ; nous avons pensé qu'une 

t e l l e  améliorat ion ne j u s t i f i a i t  pas  l 'emploi  d 'un  produi t  a u s s i  coûteux. 

Le but de c e t t e  so lu t ion  e s t  double : 

- amener l e  pH du complexe ly t ique  à son optimum d ' a c t i v i t é  

- assurer  une press ion  osmotique s u f f i s a n t e  pour préserver  l e s  p ro top las tes  

une f o i s  formés. 

A/ pH de l a  so lu t ion  

La p lupar t  des  d iges t ions  l y t i q u e s  sont  e f fec tuées  e n t r e  pH 

5,5 e t  6,8 (PEBERDY e t  c o l l . ,  1976) ; a u s s i  avons-nous t e s t é  c e t t e  é c h e l l e  

de valeurs pour A. oryzae. Il appara î t  que l a  production maximum de proto-  

p l a s t e s  l i é e  au pH d ' a c t i v i t é  optimum des enzymes s e  s i t u e  dans une fourche t t e  

a l l a n t  de 6 à 6,5  ( f i g u r e  1 5 ) .  

B/ Pression osmotique 

La  p ress ion  osmotique du complexe ly t ique  e s t  assurée p a r  un 

sel organique dissous dans un tampon phosphate 0,2 M p H  6. La concentra t ion  

de ce  s e l  n ' e s t  pas l e  s e u l  factei ir  impliqué dans l a  formation des  proto-  

p l a s t e s  ; en e f f e t ,  de la  nature de ce lu i -c i  dependra pour une bonne p a r t  

l a  l i b é r a t i o n  des  p ro top les tes  &A mycél?~..  Noüs avons u t i l i s i :  l e s  c o n p -  I 

sés réputés f a c i l i t e r ,  dans l a  l i t t é r a t u r e ,  l a  fragmentation mycélienne : 

NaCl-Mg SOI, (DEVRIES e t  WESSELS, 1972) ; N H 4  Cl-KC1 (PEBERDY e t  c o l l . ,  1976) ; 

(NH,, ) SOII (VAN DEN BROEK, 1979). Voir f i g u r e  16. 



- 
D'une manière générale,  les concentrat ions l e s  p l u s  élevées 

apportent  l e s  me i l l eu r s  r é s u l t a t s  ; cependant, à press ion osmotique égale ,  

l e s  d i f f é rences  observées e n t r e  N H 4  C l  e t  (NH4) 2S04 démontrent que 1 'anion 
+ cl- donne de mei l l eu r s  r é s u l t a t s .  Au niveau du c a t i o n ,  l ' i o n  NH4 e s t  l e  p l u s  

I favorable à l a  l i b é r a t i o n  des p ro top las tes ,  a i n s i  que l e  montre l a  comparaison 
+ 

e n t r e  N H 4 C 1 ,  K c 1 ,  NaCl. Cependant, nous préférons é l iminer  l e s  ions  Pm4 pour 

l ' é v e n t u e l l e  in te r fé rence  q u ' i l s  pourra ient  apporter  en t a n t  que source d ' azo te .  1 

Pour nos travaux s u r  l a  physiologie de l a  biosynthèse de l 'a-amylase, nous avons 

re tenu KC1 pour s e s  r é s u l t a t s  légèrement supér ieurs  à NaCl à press ions  osmoti- 

ques éga les ,  e t  MgSO4 à t i t r e  de comparaison. Nous avons ensu i t e  recherché l 'op-  

timum de concentrat ion de ce  s e l  pour o b t e n i r  un rendement maximum en p ro top las tes .  
1 

Les r é s u l t a t s  o n t  montré que pour KC1 c e  rendement e s t  a t t e i n t  en présence d 'une 

concentrat ion s a l i n e  2M. Cependant pour é v i t e r  l ' a l t é r a t i o n  des  p ro top las tes  pa r  

une press ion  osmotique t r o p  é levée ,  nous avons p r é f é r é  t r a v a i l l e r  avec un tampon 

phosphate 0,2M 1,6 M KC1 s o i t ,  en présence du complexe ly t ique  concentré au 1/6,  

a une pression osmotique de 61,3 atm. 



Toute modificat ion dans l a  nature des  pa ro i s  mycéliennes e n t r a î n e  

des répercussions dans l a  formation des  p ro top las tes .  Aussi avons-nous é t u d i é  

l ' i n f luence  de l ' â g e  des c u l t u r e s ,  de l a  composition des mil ieux de c u l t u r e  e t  

des pré t ra i tements  sur  l a  nature des p a r o i s .  

A/ Age du mycélium employé 

Des mycéliums provenant de c u l t u r e s  d 'âges d i f f é r e n t s  ont  é t é  

t e s t é s  pour l e u r  apt i tude  à produire des  p ro top las tes  ( f i g .  1 8 ) .  Dans ces  

expériences, l e  rendement optimal a é t é  obtenu à p a r t i r  de c u l t u r e s  de 15 à 

20 heures,  s o i t  l e  mil ieu de l a  phase exponent ie l le  de cro issance .  PEBERDY e t  

c o l l .  (1976) obtiennent  ce  r é s u l t a t  pour environ 20 heures de c u l t u r e  chez 

A. nidulans, ce q u i  correspond chez c e t t e  espèce à l a  f i n  de l a  phase expo- 

n e n t i e l l e  de croissance.  Après c e t t e  pér iode ,  il semble qu'un réarrangement 

s t r u c t u r a l  protège  l e s  p a r o i s  du mycélium de l ' a c t i o n  des enzymes ly t iques .  

Pour l a  s u i t e  de nos expériences,  nous avons r é c o l t é  l e  mycélium 

devant ê t r e  t r a i t é  dans une fourchet te  de 17 à 20 heures de c u l t u r e ,  période 

au to r i san t  une r é c o l t e  en mycélium s u f f i s a n t e .  

Figwre 7 6 : lnhluence de L'âge du mycé~,,,awc. Le. nendemevct 
en p o t c f 3 R u A ~  Libéaéa ,- 

B/ composition du mil ieu de c u l t u r e  I 

VAN DEN BROEK e t  c o l l .  (1979) moptrent que l a  s u b s t i t u t i o n  du 

s iucose  par d ' a u t r e s  sources de carbone n ' inf luence  pas  l a  fo rna t ion  des  

protoplas tes .  
I 
1 



Nos t ravaux,  au cor i t ra i re ,  ont  montré chez A. oryzae une r e l a t i o n  

é t r o i t e  e n t r e  l e  rendement en p ro top las tes  e t  l a  nature de l a  source de carbone 

( f igure  19 ) . 
Les r é s u l t a t s  montrent que des s u b s t r a t s  u t i l i s é s ,  maltose,  

saccharose e t  glucose,  c ' e s t  l e  maltose qu i  e s t  l e  p lus  favorable à l a  lyse  

mycélienne. En ra i son  des  phénomènes de répress ion  q u ' i l s  e n t r a î n e n t ,  l e  glu- 

cose e t  l e  saccharose favor i sen t  certainement chez A. o q z a e  l a  formation de 

composés secondaires impliqués dans l a  "maturation" de l a  p a r o i  mycélienne, 

i n t e r p r é t a t i o n  qu i  p o u r r a i t  également expl iquer  l e s  d i f f é r e n t s  rendements obte- 

- nus e n t r e  l e s  deux souches. En e f f e t ,  nos travaux s u r  l e  métabolisme intermé- 

d i a i r e  o n t  montré l a  r é c e p t i v i t é  de l a  souche 1135 à ces phénomènes, d 'où pro- 

bablement son ap t i tude  p lus  grande à former des composés secondaires.  

Par rappor t  au mi l ieu  Yabuki, l e  mi l ieu  czapek. o f f r e  l e s  meil- 

l e u r s  r é s u l t a t s  s u r  maltose r par  cont re  s u r  glucose e t  saccharose l a  teneur  
- 1 

élevée en glucide de ce mi l ieu  (30 g 1 ) peut  sans doute f r e i n e r  l a  mélani- 

s a t i o n  de l a  pa ro i  (BULL, 1970) mais peut  f a v o r i s e r  l a  formation accélérée  

Et-B(1-3)glucane (ZONNEVELD, 1974). Les r é s u l t a t s  i n f é r i e u r s  s u r  mi l ieu  Ya- 

buki au maltose pourra ient  t rouver  l e u r  exp l i ca t ion  s o i t  dans l a l t e n e u r  en 
- 1 

sucre de ce mi l ieu  (10 g 1 ) ,  s o i t  dans l a  présence de composés complexes 

comme l a  néopeptone. 

1 
I Maetode 309 t- 5 Glucade 309 CI :  

l  eu 2 ~ a e t o 4 e  + e m i  tevute  5g t-1 6 G t u c o ~ e  109 L 
Czapek 3 Maetobe 109 t -  7 S a c c h o s e  309 t - 1  

4 Maetode + exAt. tevute  5g l- 8 S a c h o s e  109 L-  

L'expérience sür Czapek additionnée de néopeptones montre que 

ce  composé influence défavorablement l a  l i b é r a t i o n  de p ro top las tes  ; l ' e x t r a i t  
- 1 de levure quant à l u i ,  a peu d ' inf luence .  Par con t re ,  l ' a p p o r t  de 30 g 1 de 

maltose p a r a î t  indispensable pour un rendement optimum. 



P h c h e  2 9 :  EvoluaXon de la d&e  de^ p m . t 0 p k k ~ 2 & S  d a   occ chu EtBv IV . 
ct 1135 en OonctXon de deux ag&S atab&antb 
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4 - MORPHOLOGIE DES PROTOPLASTES FORMÉS 

La l i b é r a t i o n  des p ro top las tes  cornence après  20 à 25 minutes 

d ' incubat ion  dans l e  complexe l y t i q u e  ( f i g u r e  2 0 ) .  Après 4 heures d ' incubat ion  

on peut  considérer  que chez l e s  deux souches l a  p lus  grande p a r t i e  du mycélium 

a é t é  lysée .  La souche BrBv I V  p rodu i t  de t r o i s  à qua t re  f o i s  p lus  de proto- 

p l a s t e s  que l a  1135 ; sans doute f a u t - i l  y v o i r  une conséquence de l e u r  d i f f é -  

r enc ia t ion  physiologique. 

F,@me 20 -: Chda5que d e  p.iroduction des photoplabtes de6 bouches &Bu I V  
(~ymboLes n o h  1 at 1 1  35 (&jmbole6 b&ncbl en pnéduce  de  
KU ct Mg SC),, comme dXabrreidant 

D'une manière généra le ,  l e s  p ro top las tes  l i b é r é s  par  l a  

souche BrBv I V  ont  une t a i l l e  sensiblement p l u s  élevée que c e l l e  des  pro- 

t o p l a s t e s  de l a  souche 1135. Des deux agents  s t a b i l i s a n t s ,  MgS04 e s t  c e l u i  

q u i  donne l e s  va leurs  l e s  p lus  é levées  chez 1135 a l o r s  que KC1 donne un op- 

timum de p ro top las tes  chez BrBv I V .  On remarque également une évolut ion mor- 

phologique des  p ro top las tes  formés ; après une heure d ' incubation on a s s i s t e  

3 une l i b e r a t i o n  des p ro top las tes  de p e t i t e  t a i l l e  non vacuolés, a l o r s  qu '  

après  t r o i s  heures d ' incubation l e s  p ro top las tes  sont  de t a i l l e  accrue avec 

pour l a  p lupar t  une grande vacuole. D'après ISAAC, l e s  premiers p ro top las tes  

re largués  dans l a  première heure proviennent de l ' e x t r é m i t é  hyphale e t  sont 

à 50% dépourvus de noyau ; après  c e t t e  période l e  mycél im e s t  lysé  séquen- 

t i e l l ement  ve r s  l e s  p a r t i e s  l e s  p l u s  âgées del 'hyphe. 

Nous avons cherché 21 savoir  s i  c e t t e  hé térogénéi té  dans l a  

morphologie des  p ro top las tes  correspondait  à une hétérogénéi té  physiologique. 

Pour c e l a ,  nous avons mesuré l a  r e s p i r a t i o n  de ces d i v e r s  

p ro top las tes ,  é tud ié  l ' a c t i v i t é  de c e r t a i n e s  enzymes du métabolisme i n t e r -  

médiaire, cont rô lé  l a  régénéra t ion  des p a r o i s .  



5 - C O N T R O L E  P H Y S I O L O G I Q U E  D E S  P R O T O P L A S T E S  I S O L E S  

A/ Mesure des  c o e f f i c i e n t s  r e s p i r a t o i r e s  

Nous avons employé une technique ident ique  à c e l l e  employée 

pour l e  mycélium, à p a r t  que l e  mi l i eu  é t a i t  rendu hypertonique par  KC1 0,8 M 

Tableau 75 : RupLtathn d u  pho;toplu;tu d u  houchu BhBv IV e,t 7 735 
irdevée am glucoae Q;t m&uae. 

Comme l e  montrent l e s  r é s u l t a t s  du t ab leau ,  on retrouve su r  

l e s  p ro top las tes  l e s  c a r a c t è r e s  physiologiques dé jà  observés sur  l e  mycélium, 

à savoir  qu 'en présence d'un s u b s t r a t  comme l e  maltose on observe un QR q u i ,  

pour l a  souche BrBv I V ,  e s t  de 0,99 a l o r s  que pour l a  souche 1135 il e s t  de 

0,59. En présence de glucose,  l e  QR pour l a  souche 1135 es t  de 0,51, a l o r s  

que pour l a  souche BrBv I V  il tombe à 0,67. 

Souche 

BrBv I V  

1135 

Il e s t  à noter  que l e s  p ro top las tes  r é c o l t é s  après  3 heures 

d ' incubation ont  une r e s p i r a t i o n  p l u s  f a i b l e  que l e s  p ro top las tes  r é c o l t é s  

après  1 heure d ' incubation.  Il  e s t  cependant d i f f i c i l e  de p réc i se r  s i  ce  phé- 

ncmène e s t  dû à une d i f fé rence  morphologique ou à une a l t é r a t i o n  des proto-  

p l a s t e s  due l ' i ncuba t ion  ly t ique .  

B/ Etude de l a  glucose-6-P d é s h y d r ~ g é n a s e ~ d e  l a  malate déshydrogénase e t  
de l a  IJADH cytochrome c oxydoréductase 

Nous avons cho i s i  c e s  enzymes pour l eu r  appartenance aux t r o i s  

voies  métaboliques d i s t i n c t e s  é tud iées  dans l e  chap i t r e  précédent : l a  glyco- 

lyse, l e  cyc le  de Krebs, l a  chaîne r e s p i r a t o i r e .  

Subs t ra t  

Maltose 

Glucose 

Maltose 

Glucose 

I 

La technique de mesure de l e u r s  a c t i v i t é s  est  renseignée dans 

1 'annexe 4. 

Temps d ' i n -  
cubation 

l y t i q u e  

l h  
2 h  
3 h  

l h  
2 h  
3 h  

l h  
2 h  
3 h  

l h  
2 h  
3 h 

1 

cl1 O, 

13,44 
12,32 
10,93 

6,97 
5,83 
5,03 

9,81 
8,93 
7,69 

6,31 
6,09 
5,23 

cl1 CO, 

13,32 
11,84 
10,38 

4,66 
4 ,O2 
3,22 

6,20 
5 ,O9 
4,53 

2,96 
1,23 
2,67 

Q R 

0,99 
0,96 
0,95 

0,67 
0,69 
0,63 

0,63 
0,57 
0,59 

0,47 
0,45 
0,50 



TubLeau 16 : EvoRu;tion d e n  aotivLtéb bpécL&iquon glucab e-6- P déb hydtogéna e,  
m d a t e  dé.4 hydtrogélzacl e eZ NADH cy;tocktrome c oxyda fié duc^ e, teté- 
vge en d o n d o n  du Xempa de diga.tion ty-ue, d u t  d a  pfio;to- 
plan;ta éclatta des boucha BB~LBV 7 V  ex 1135. 

Comme en témoignent l e s  r é s u l t a t s ,  l ' hé té rogéné i t é  s t r u c t u r a l e  

des p ro top las tes  ne semble pas a f f e c t e r  l e u r  physiologie puisque nous avons 

constamment retrouvé l e s  t r o i s  a c t i v i t é s  enzymatiques, e t  ce  dans des  rapports  

assez proches. 

Ac t iv i t é  
enzymatique 

Souche 

Glucose-6-P 
déshydrogénase 

Malate 
déshydrogénase 

NADH 
cytochrome c 
oxydoréductase 

Une a u t r e  cons tante  observée e s t  l a  p e r t e  d ' a c t i v i t é  e n t r e  l a  

première e t  l a  quatrième heure de d iges t ion  ly t ique .  ISAAC (1983),  observant 

des r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  sur  l a  cytochrome oxydase, conclut  que l e s  p ropr ié t é s  

physiologiques e t  biochimiques du cytoplasme dépendent de s a  l o c a l i s a t i o n .  

C/ Régénération des  p ro top las tes  

Temps de d iges t ion  ly t ique  (heures)  

Les p ro top las tes  o n t  l a  p r o p r i é t é  de recouvrer  l e u r  p a r o i  après  

un c e r t a i n  l a p s  de temps e t ,  de c e t t e  façon,  de re tourner  à une forme végéta t ive  

normale. MALARD, en observant l ' a f f i n i t é  d 'un  fluorochrome, l e  ca lcof luor-  

white, v i s  à v i s  de l a  c h i t i n e ,  a montré qu 'après  8 heures d ' incubat ion  dans 

l e  mi l ieu  Deprez d i l u é  de moit ié  e t  rendu hypertonique pa r  du N a  C l  0,6 M I  

50 % des p ro top las tes  émettaient  un début de f luorescence e t  donc ava ien t  

recouvré en p a r t i e  l e u r  pa ro i ,  l a  régénérat ion é t a n t  complète après  24 heures 

d ' incubation.  

1 2 3 4 

BrBv I V  

16 , l  15,9 15,6 15,2 

.......................................................................... 

351,7 348,2 340,3 335,5 

.......................................................................... 

47,2 41,3 42,9 40 

Le con t rô le  de c e t t e  étape e s t  important pour not re  l abora to i re  

ca r  nous envisageons dans un proche aveni r  de modifier l e  genome de ce r t a ines  

espèces par  fusion de p ro top ias tes .  La régénérat ion des  p ro top las tes  fusionnés 

é t a n t  une condit ion s i n é  qua none à ces  manipuiations, nous avons é t u d i é  l e s  

paramètres inf luençant  l e u r s  révers ions .  

1 2 3 4 

1135 

28,s 27,7 26,9 26,6 

424,l 401,6 407,4 394,l 

5 14 511 4 16 3 



ISAAC ayant  montré que chez A. nidulans p r è s  de 50% d e s  proto- 

p las t e s  r e l a rgués  dans l a  première heure ne possédaient  p a s  de noyau, nous 

avons é tud ié  l ' i n f l u e n c e  d'une t e l l e  p o s s i b i l i t é  sur l a  révers ion  des  proto- 

p l a s t e s  chez l e s  souches BrBv I V  e t  1135 après  success i~ement  une e t  quat re  

heures de d iges t ion  l y t i q u e ,  avec comme s t a b i l i s a n t  Mg SOQ e t  KC1 0 ,6  14. 

Le milieu de régénéra t ion  e s t  un mi l ieu  Czapek gélos6 contenant 0,8 M KC1 ; 

l a  so lu t ion  de d i l u t i o n  e s t  composée de KC1 0 , 8  M e t  Mg SOL+ 0,8 M. 

Tableau 7 7 : Pomcwz;tagu de h é v m i u n  d a  ptrotopLa;ta d a   douche^ 7135 & 
BkBv I V  pw~ mppotrk au nombtre de phoa2~pLan.t~ dénornbt~é~ à l ' h é -  
ma;tUnèR;tre, en ~oncX.ion du ;temps de digecldion Lya5quc~ & de l a  
natune de l ' agen t  s ; t abUan l t .  

+ = p l u s  de 200 colonies  p a r  b o î t e  de P é t r i .  

Les é c a r t s  assez importants observés e n t r e  chaque d i l u t i o n  d'un 

même échan t i l lon  pour ra ien t  t rouver  l e u r  o r i g i n e  dans l a  tendance t r è s  n e t t e  

qu'ont l e s  p r o t o p l a s t e s  à s 'aggréger en mi l i eu  l iqu ide .  Des deux s e l s  é tud iés ,  

MgS04 donne l e s  me i l l eu r s  r é s u l t a t s  pour l a  souche 1135, e t  KC1 pour l a  souche 

BrBv I V .  Maisquel  que s o i t l ' a g e n t  s t a b i l i s a n t ,  l e s  pourcentages de révers ion  

sont  p lus  é l evés  ap rès  3 heures de l y s e ,  confirmant a i n s i  les obsarvat ions  

d'ISAAC s u r  l a  composition nucléa i re  des c e s  p ro top las tes .  * 

1 

Réversion 
après 

1 heure 
de lyse  

Réversion 
après 

3 heures 
de lyse  

Nous avons échelonné l e s  concentrat ions do KC1 e n t r e  0 ,6  e t  

1,2 M a f i n  de déterminer l ' e p t i m m  de révers ion .  

l 

Souche 

Solut ion s a l i n e  

Di lu t ion  
1 

10- 2 
10-3 
10- 

- 1 
10 2 

10-3 
10- 

BrBv I V  

MgS04, 7H2 O 
0,8 M 

+ 
6 16 
7 , s  

+ 
12,6 
15 

1135 

K C 1  
0,8 M 

+ 
9 , 1  

12 , s  

f 

13,2 
19,4 

MgS04,7H2 O 
0,8 M 

+ 
18,3 
21,7 

+ 
17,6 
27,8 

KC1 
0 ,8  M 

+ 
1 O 
15,2 

+ 
11,4  
17,8 



Tableau 18  : Pouhcaukga de h é v m i o n  da pto;topla;tu d a  houchu 
BhBv I V  et 1 1 3 5  pm happoht au nombtre de pto;topLaXeb 
dénombttia 2 L'hématunèlt/re, en OancZLon de l a  concen;t tr~on 
uz KCL de 4 k  a o l u t h n  de a X € ~ o n  et du m&eu de trégéni- 
haLion. 

- -- 

+ = plus  de 200 colonies par bo l t e  de P é t r i .  

Avec 28,2% de réversion pour l a  souche BrBv I V  e t  33% pour l a  

souche 1135, l e  tableau 18 montre que l e s  concentrations l e s  plus  élevées 

favorisent l a  réversion des protoplastes.  Ces purcen tages ,  s ' i ls  res ten t  I l 

Concentration 

0,6 M 

0,9 M 

1,2 M 

relativement f a i b l e s ,  permettront néanmoins au laboratoire  d'envisager l a  

Dilution 

2 
10 --, 
IO-, 
10 - 
10 -; 
10 -, 
10 - 

10-3 - 
10 - 4  

10 - 

Souche 

fusion des protoplastes.  

BrBv I V  

+ 
4 12 
9 16 

+ 
17, l  
21,7 

+ 
19 
33,7 

Ces expériences de réversion ont é t é  effectuées directement 

............................. 
1135 

+ 
12 
15 

+ 
18,4 
14,2 

+ 
17,l  
28,2 

après l a  lyse du mycélium mais il e s t  pa r fo i s  nécessaire,  faute  de temps, de 

stocker l e s  protoplastes durant une n u i t  à 4OC. Nous avons é tudié  l ' inf luence 

de ce stockage sur l a  réversion protoplasmique. 

Tableau 19 : Paw~centagcu de t é v m i o n  d a  ptoltoplanta d u  aoucha 
BtrBv 7 V et 1 1 3 5 pm m p p o h t  au nombrre de p t o - t o p l a t u  
dénombtra à l ' hémaitOnèRtre, en ~oncAion de l a  conc W o n  
en KCL de La ao..&tbrt de U & o n  et du W e u  de t~égéné- 
U o n .  R c 2 h W  enhegA&hh aphèa a;tachage d a  photo- 
placl;ten 16 h à 4 O C  dam La aolm2on de MuLLon. 

Concentration 

0,6 M 

0,9 M 

1,2 M 

Dilution 

10 -: 
10 -,+ 

10 - 
10 -2 
10 -1 
10 - 
10 -< 
10 -; 
10 - 

Souche 

BrBv I V  

0 I 6  
1,5 - 

2,1 
113 - 

4 15 
8,9 - 

1135 

1 I2 
2t3 - 
0 
3 14 - 
3 16 
717 - 



Comparés aux pourcentages de réversion du tableau 18, les 

résultats du tableau 19 montrent qu'une perte de viabilité importante inter- 

vient après conservation des protoplastes à 4OC, les concentrations les plüs 

élevées restant les plus favorables à la conservation des protoplastes. 

III - ETUDE D E  L A  PHYSIOLOGIE DE PRODUCTION 
GE L 'a -ARYLASE E T  D E  L ' A C I D E  MALIQUE 
SUR L E S  PROTOPLASTES DES SOUCHES 
BRBV I V  E T  1135 

Dans cette étude, nous avons adopté le milieu minéral suivant : 

Na NO3 100 pg/ml 
Mg SOS 20 bg/ml 
Ca cl2 0,l clg/ml 
Mn SOL, 0,l ~g/ml 
Substrat 1 mg/ml 

L'hypertonicité du milieu a été assurée par KC1 0,8 M. Toutes 

les expériences ont été effectuées avec 2 106 protoplastes/ml. 

Pour s'assurer que la synthèse d'a-amylase était une synthèse 

de novo et non une libération progressive d'enzyme, qu'auraient pu contenir 

initialement les protoplastes, nous avons suivi la production d'a-amylase de 

protoplastes des deux souches incubées dans les milieux suivants : 

- solution de Na Cl 0,6 M 
- H2 O stérile 
- milieu minéral maltosé. 

T a b l a  20 : EvoluAion de La aynthèae de  L'a-amylnbe chez du p&v;toflcrntu 
du aauchu  BhBv IV et 7735 incubés AWL diddétr& m i l i e u x .  

1 

Temps 
d ' incu- 
bat ion 

(hl 

O 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

BrBv IV 1135 

N a C 1  
0,6 / 1 

- 
- 
- 
- 
- 1 -  - 
- 

-----------------------------------------------+-------- 

milieu 
maltose 

- 
1,88 
3,56 
7,09 , 14,5 
20,8 
32,9 

Na Cl 
0,6 M 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

H2 O 
stérile 

0,9 
O,9 
0,8 
0 ,.9 
0,7 
Or8 
O,7 

H,O 
stérile 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

milieu 
maltose 

- 
0,85 
1,81 
2 , 6  
3,49 
3,97 
4,32 



Les résultats obtenus,tableau 20,démontrent que la synthèse 

d'a-amylase résulte d'une synthèse de novo. En effet, aucune activité ne 

peut être décelée en milieu contenant uniquement Na Cl 0,6 M ; de plus, après 

éclatement des protoplastes dans l'eau distillée, nous n'avons pu mesurer 

qu'une faible activité sans aucune proportion avec celle observée en milieu 

maltosé. 

L'observation des résultats du tableau 20 appelle plusieurs 

observations : 

1") La similitude entre ces résultats et les courbes obtenues en culture 

agitée montre que la production d'a-amylase et le rapport de cette production 

chez les deux souches ne sont pas modifiés par l'absence de paroi cellulaire. 

Il serait peut-être intéressant, en prenant comme base les travaux des écoles 

russe et japonaise sur le rôle de la paroi dans la régulation d'a-amylase, de 

définir chez 1135 et BrBv IV le rôle précis d'un tel mécanisme sur cette 

synthèse. Quoiqu'il en soit, il semble que la différence d'activité entre 

les deux souches résulte d'un processus interne propre à chacune d'elle, 

processus qui serait sans rapport avec la paroi cellulaire. 

SO) La synthèse d'a-amylase, principalement chez la souche BrBv IV, se 

fait de manière exponentielle, ce qui dans nos conditions expérimentales 

pourrait signifier la synthèse de nouveaux ARN ménagés par la cellule. Dans 

le cas où cette hypothèse serait vérifiée, on peut se demander dans quelle 

mesure la différence d'activité que nous observons entre les deux souches ne 

reflète pas leur efficacité plus ou moins grande à transcrire ou à traduire 

de nouveau m ARN. Pour vérifier la valeur d'une telle hypothèse, nous avons 

étudié l'action d'un inhibiteur de la transcription (l'actinomycine Dl et de 

la traduction (cycloheximide) sur la biosynthèse d'a-amylase. 

ml- 1 B r  B v  
4 O 

*O III 

/I 



L' induct ion  de l 'a-amylase pa r  l e  maltose p e u t  ê t r e  inh ibée  

p a r  l 'actinomycine D ( f i g u r e 2 1  ) ,  cependant c e t t e  i n h i b i t i o n  dépend de  l a  

période à l a q u e l l e  l ' i n h i b i t e u r  est  a jouté .  L ' ac t ion  de l 'act inomycine D e s t  

considérablement r é d u i t e  s i  c e l l e - c i  e s t  a j o u t é e  après  3 heures  d ' incubat ion .  

VAN WIJK e t  coll. (1969), é t u d i a n t  l ' i nduc t ion  de l ' a -g lucos idase ,  suggèrent  

s u r  l a  base de r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  que l a  synthèse de mRNA codant pour l a  

prote ine  s ' e f fec tue  dans l e s  premières heures d ' incubat ion ,  l a  production de 

c e t t e  p r o t é i n e  é t a n t  e n s u i t e  principalement due l a  l e c t u r e  des  mRNA ; hypo- 

t h è s e  renforcée  par l ' i n h i b i t i o n  de c e t t e  synthèse après  3 heures d ' incuba t ion  

par l a  cyclo lexinide  . 
La synthèse de l 'a-amylase e s t  donc un système i n d u c t i b l e  e t ,  

de ce  f a i t ,  suscep t ib le  d ' ê t r e  soumise à l a  répression.  ca tabol ique .  Bien que 

les r é s u l t a t s  e n r e g i s t r é s  dans l e  c h a p i t r e  1 l e  l a i s s a i e n t  c la i rement  en t re -  

v o i r ,  nous avons incubé les p r o t o p l a s t e s  des  deux souches en présence de glu-  

~ cose  e t  de maltose pour déterminer 1 'exact i tude  de c e t t e  hypothèse. 

2 - ETUDE DE LA REPRESSION CATABOLIQUE EXERCEE PAR 

LE GLUCOSE SUR L A  SYNTHÈSE DE ~ ' a - A M Y L A S E  

Figwe 22 : Inductian de t ' a  amy.&ue .---*a-- AW de6 p . t o p e a J & ~  des 
bouches 8 t h  i V  et 1 135 incubde6 Am un &eu campab4 
de 3% de glucobe - et 4%: d e  maetode - --. 

Les r é s u l t a t s  de l a  f i g u r e 2 2  montrent que chez BrBv I V  

l ' a s s i m i l a t i o n  du maltose r e s t e  f a i b l e  en  présence de glucose.  Il semble en  

e f f e t ,  se lon  VAïï R I J N  e t  VAN WIJK (1972), que l e  glucose répriine l a  synthèse 

de  l a  perméase spéci f ique  au maltose. La production d'a-amylase en présence 
l 

d e  glucose r e s t e  également t r è s  f a i b l e  ; il f a u t  a t t endre  l a  d i s p a r i t i o n  

quas i - to ta l e  du glucose pour v o i r  c e t t e  synthèse augmenter de façon b r u t a l e .  

S i e n  que i a  consommatlon du glucose e t  du maltose par  l a  souche 1135 suive  un 1 
shéma s i m i l a i r e  à l a  souche BrBv I V ,  l 'épuisement du glucose ne provoque qu'une 

l égè re  améliorat ion de l a  synthèse d'a-amylase. Cet te  amél iora t ion  s e r a i t  due à ~ 



une dérépression masquée par  une synthèse naturellement f a i b l e  s u r  maltose, 

mais q u i  p o u r r a i t  ê t r e  également b i r é s u l t a n t e  d ' a u t r e s  f a c t e u r s  comme par  

exemple l ' i n d u c t i o n  pa r  l e  maltose de voie  métabolique p l u s  favorable  à c e t t e  

synthèse. 

I La répress ion  catabolique p a r a î t  donc jouer un r ô l e  déterminant 

chez l a  souche BrBv I V  d'une p a r t  dans l a  synthèse de l 'a-amylase e t  d ' a u t r e  p a r t ,  

1 a i n s i  que nous l ' avons  vu dans l e  chapi t re  II, dans l 'accumulat ion des  ac ides  
l 

organiques. On connaît  désormais l ' importance jouée par  1'AMPc dans l a  répress ion  

catabolique.  Selon PETER-LPSFLU (1977),  l e  glucose pénét rant  dans l a  c e l l u l e  

inhibe l ' a c t i o n  de l ' adényla tcyclase ,  ce q u i  va provoquer une chute de 1'AMPc i n -  

t r a c e l l u l a i r e .  O r ,  1'AMPc a g i t  notamment au niveau de l ' i n i t i a t i o n  de l a  t r ans -  

c r i p t i o n  en s e  f i x a n t  su r  une p ro té ine  r é c e p t r i c e ,  l a  CAP (Catabol i te  gene Acti-  

va tor  P r o t e i n ) .  Le complexe CAP-AMPc se  f i x e  à proximité du promoteur du gène 
l 

1 soumis à l a  répress ion  catabolique favor i san t  l a  formation du complexe promoteur- 

ARN polyménase e t  donc l a t r a n s c r i p t i o n d u  gène. L'AMPc augmente .donc l ' a f f i n i t é  

de l a  CAP pour l ' A D N .  

Avec l e s  travaux de WISEMAN e t  LIM (1975),  MAHLER e t  LIN (19781, 

PASTAN e t  ALDYA (1976),  on s a i t  aujourd 'hui  q u ' i l  e s t  poss ib le  de l e v e r  l a  

répress ion  catabolique pa r  apport  dlAMPc au mil ieu e x t é r i e u r .  C ' e s t  c e t t e  

expérience que nous avons t en tée  chez A .  oryzae. 

figutre 2 3  : lndluence. de 11AF.4Pc am La s ynthèae d'a-amyLae chez d u  
pko;tuplaaRen &cub&d d m  un W e u  contenad 5 % de glucahe 
et 2 % de maetoae. 1 - M&w aans AMPc ; 11 - contenant 
7 0 ,xglrnl dtAMPc 

Chez l a  souche BrBv I V ,  l e s  r é s u l t a t s  de l a  f i g u r e  23  montrent 

que 1'AMPc e s t  capable d ' i n f l u e r  positivement su r  l a  synthèse de l 'a-amylase 

en présence d'un mi l ieu  contenant 5% de glucose e t  2% de maltose. La p lupar t  

des au teurs  a t t r i b u e n t  c e t  e f f e t  à l a  f i x a t i o n  de 1'AMPc su r  l a  proté ine  CAP, 

bien que PALL (1981) émette quelques réserves .  L'AMPc p o u r r a i t  en e f f e t ,  chez 

c e r t a i n e s  levures ,  inhiber  l ' a s s i m i l a t i o n  du glucose (SOYASUNDARAM e t  co11.,1980). 



Cependant, s i  1'AMPc a g i t  b ien  s u r  l a  f i x a t i o n  de l a  p ro té ine  

CAP,, il e s t  à remarquer qu'une d i f fé rence  t r è s  n e t t e  s ' é t a b l i t  e n t r e  l a  souche 

BrBv I V  e t  l a  souche 1135. Alors que chez l a  souche BrBv I V  l ' a c t i o n  p o s i t i v e  

de 1'AMPc e s t  t r è s  s e n s i b l e ,  chez l a  souche 1135 c e t t e  a c t i o n  n ' e s t  s i g n i f i c a t i v e  

qu'après 8h d ' incubat ion .  Nous avons également recherché s i  l ' a p p o r t  ~ ' A M P C  

pouvait r édu i re  l a  production d ' ac ide  malique, ce lu i -c i  é t a n t  produi t  chez l a  

souche BrBv I V ,  selon no t re  hypothèse du chap i t r e  I I ,  en réponse à l a  répress ion  

catabolique qu 'exerce l e  glucose s u r  l a  r e s p i r a t i o n .  

Tableau 20  : l n ~ l u e n c e  de C'AMPc am 1'accumuRation de C'acide maLique 
chez d u  p~u;topCanku den nouchec~ BhBv 1V e;t 1 1 3 5  incub6n 
dam un m&ieu covLtenavLt 5% dc! glucose eL 2 %  de maetaae 

1 Cuncenhcatiom d'acide maLique exphunéu en , ~ g  m l -  , 

Le t e s t  t n ' a  pas permis de déce le r  de d i f fé rences  s i g n i f i c a t i v e s  

e n t r e  l e s  v a l e u r s  r e l evées  chez l a  souche 1135 t r a i t é e  e t  non t r a i t é e  avec 1'AMPc 

c e c i  à un t aux  de p r o b a b i l i t é  de 1%. 

. 

D'après l e s  r é s u l t a t s  du tableau 20, 1'AMPc a f f e c t e  également 

l a  production d 'ac ide  malique de façon s i g n i f i c a t i v e  pour l a  souche BrBv I V ,  

a l o r s  que pour l a  souche 1135 nous n'avons pas  obtenu une t e l l e  d i f f é rence  e n t r e  

les milieux sans  e t  avec AMPc. Ceci t end  à confirmer l 'hypothèse émise dans l e  

chap i t r e  II s e l o n  l a q u e l l e  l 'accumulat ion de l ' a c i d e  malique chez l a  souche 

BrBv I V  s e r a i t  principalement due à l a  répress ion  catabolique ; chez l a  souche 

1135 par c o n t r e ,  c e t t e  accumulation s e r a i t  p l u t ô t  le  f a i t  d 'une déf ic ience  d'une 

ou p lus ieurs  enzymes du système r e s p i r a t o i r e .  

Souche 

Temps 
d ' incu- 
b a t  ion 

(hl  

O 

2 

4  

6 

8 

Cer ta ins  auteurs  no ten t  cependant qu'une i n h i b i t i o n  p a r t i e l l e  

de l a  chaîne r e s p i r a t o i r e  peut améliorer  l a  production d'a-amylase. A c e  s u j e t ,  

MALKOV e t  DEEVA (1961) préconisent  1 'emploi de NaF en f a i b l e  concentrat ion.  l 

L ' u t i l i s a t i o n  d'un t e l  composé nous a paru i n t é r e s s a n t e  c a r  WISEMAN e t  LIM 
l 

(1977) ont  rnontré que l a  répress ion  exercée par  l e  glucose s u r  l a  synthèse de 

l 'a-glucosidase pouvait  ê t r e  levée p a r  l e  f l u o r u r e  de sodium. 1 
1 

BrBv I V  

Milieu 
sans AMPc 

- 

48 I 2 , l  

152 t: 5,3 

178 -+ 6 , l  

191 f 6,7 

1135 
-------------------------------------------.----------------------------------- 

Milieu 
supplémenté avec 
10 pg/ml dlAMPc 

- 
25 I 1,8 

37 f 2,4 

54 5 3 , s  

63 t: 2,6 

Milieu 
sans AMPC 

- 
53 I l , 9  

197 5 8 , l  

236 I 1Q,1 

261 t 13,4 

Milieu. 
supplémenté avec 
10 pg/ml dlAMPc 

- 
49 -+ 3,1 

186 I 7,6 

225 t 9,4  

238 f 11,2 



3 - ACTION DU FLUORURE DE SODIUM SUR L A  PRODUCTLON DE ~ ' a - A M Y L A S E  

Tableu  27 : ln@uence du dluohwte de boctuwn buh t a  6yvLthêbe 
de l J  -cunytae chez d a  phuitoplcln.ta d a  hvuche~ 
BkBv 1 V  eA 1 7 35 incubés a u h  glucube 

Cvncen.XmtLon6 d 'a-amylase exphunées en PS 50 Y&- ' . 

Souche 

Trmp s 
d ' incu-  
b a t i o n  

(h) 

O 

2 

4 

6 

8 

I 

Le t e s t  t n ' a  pas permis de déceler  de d i f fé rences  s i g n i f i c a t i v e s  

e n t r e  l e s  va leurs  re levées  avec e t  sans Na F ,  c e c i  pour l e s  deux souches é tudiées .  

Le taux de p r o b a b i l i t é  envisagé é t a i t  de 1%. 

Les r é s u l t a t s  du tableau 21 montrent que l ' a d d i t i o n  de Na F 

t a n t  chez l a  souche BmBv I V  que chez l a  souche 1135 n'apporte aucune améliorat ion 

de l a  production de l 'a-amylase. MALKOV e t  DEEVA (1961) suggèrent que ce composé 

p o u r r a i t  éprouver v i s  à v i s  de c e r t a i n s  organismes des  d i f f i c u l t é s  à f r a n c h i r  

l a  membrane cytoplasmique. 

BrBv IV 

Concentration de Na F - 1 
dans  l e s  mil ieux de pg m l  

1135 

Concentration d e  Na F 
dans l e s  milieux pq m l  

O 

- 

1,3  f 0 ,24 

8 , 4 2 0 , 6 1  

15,2 2 1,73 

2 5 , 9 & 2 , 3  

O 

- 
0,31 t 0,12 

3 , l  f 0,41 

4,23 f 0,39 

6 , 3 2 2  0,71 

1 O0 

- 
1,2 f 0,19 

8 , 7 f  0 ,56 

16,8 f 1,87 

2 6 , 1 + 7 , 9 2  

............................. 
1 O0 

- 

0,23 f 0,16 

3 , 6 1 f  0 ,36  

4,39 f 0,39 

7 ,1  f 0,83 

300 

- 
1,4  2 0,25 

8 , 9 2 0 , 7 3  

16,5 2 1,64 

2 6 , 5 ? 2 , 1 2  

------------ 
300 

- 
0,42 f 0,14 

4 , 1 4 2  0,39 

4,61 f 0,57 

6 , 7 8 f  0,49 

1 



I V -  C O N C L U S I O N  

La nature  des  pa ro i s  hyphales des  champignons é tanc  s u j e t t e  

à une grande v a r i a b i l i t é ,  nous avons dans un premier temps é laboré  une méthode 

d'isolement d e s  p ro top las tes  permettant  d ' o b t e n i r  pour l e s  deux souches une 

l y s e  rapide du mycélium associée  à un rendement é levé .  Une f o i s  ce protocole 

m i s  en p lace ,  r e s t a i t  à v é r i f i e r  l ' i n t é g r i t é  physiologique des  p ro top las tes  

obtenus. L 'étude de c e r t a i n e s  enzymes c l e f s  du métabolisme in termédia i re  a i n s i  

que l a  mesure des  QR a démontré que l e s  p ro top las tes  p résen ta ien t  des p ropr ié t é s  

semblables au nycélium, avec t o u t e f o i s  une l égè re  réserve  concernant l e  niveau 

d ' a c t i v i t é .  Nous avons en e f f e t  c o n s t a t é  une p e r t e  d ' a c t i v i t é  de ces  enzymes 

a i n s i  qu'une b a i s s e  sens ib le  des QR en  fonction du temps de d iges t ion  ly t ique .  

Par cont re ,  l a  régénérat ion des p ro top las tes  e s t ,  quant à e l l e ,  a f fec tée  posi-  

t ivement par  ce fac teur .  D'après ISAAC (1978),  c e s  observat ions  s e r a i e n t  l i é e s  

à l ' hé té rogéné i t é  s t r u c t u r a l e  du mycélium ; l e s  premiers p ro top las tes  formés 

proviennent e n  e f f e t  des  extrémités a p i c a l e s  du mycélium e t  s o n t  pour l a  plu- 

p a r t  de f a i b l e  t a i l l e  e t  non vacuolés. Pour ISAAC, 50% de ces  p ro top las tes  

s e r a i e n t  anucléés.  Après 4 heures d ' incubat ion  l y t i q u e ,  on note  par  cont re  un 

accroissement de l a  t a i l l e  a i n s i  que l a  présence de vacuole. 

Ces travaux p ré l imina i res  ont  cependant permis de démontrer 

que malgré l e u r  hétérogénéité  s t r u c t u r a l e ,  les p ro top las tes  gardaient  des  

p ropr ié t é s  physiologiques s i m i l a i r e s  à c e l l e s  du mycélium d ' o r i g i n e .  

A p a r t i r  de c e t t e  c e r t i t u d e ,  nous avons abordé l ' é t u d e  de l a  

régula t ion  de l a  synthèse de l 'a-amylase. L'emploi d ' i n h i b i t e u r  de l a  t r ans -  

criptmon a permis d ' é t a b l i r  que c e t t e  synthèse é t a i t  i nduc t ib le  e t  f a i s a i t  

donc appel à l a  synthèse de nouveaux m ARN, bien qu'après quelques heures 

d ' incubation l a  production d'a-amylase semble essent ie l lement  l e  f a i t  d 'une 

t raduct ion  de c e s  m ARN. 



l La synthèse de l'a-amylase étant inductible et ce chez les 

deux souches, il était permis de penser que la faible production de cette 
1 

enzyme observée chez la souche 1135 résultait de difficultés à transcrire 

ou à traduire ces nouveaux m ARP?. C'est ce que nous avons cherché 3 travers 
l 

l'étude de la répression catabolique exercée par le glucose sur cette synthèse. 

De l'analyse des résultats obtenus il ressort que le glucose réprime de façon 
l 

marquée la synthèse de l'a-amylase chez la souche BrBv IV, répression qui s'est 
l 
I révélée comparativement beaucoup moins importante chez la souche 1135. 

L'apport externe dlAMPc, composé capable de lever une telle 
l répression, confirme par ailleurs ces résultats puisqu'il rétablit chez la 

souche BrBv IV la production d'a-amylase à son niveau observé sur maltose seul 

et diminue l'accumulation de l'acide malique, alors que chez la souche 1135 

son action s'avère nulle. 

La répression catabolique imposée par le glucose sur le méta- 

bolisme de la souche BrBv IV est donc à la base de l'acidification des milieux 

de culture et de la faible synthèse d'a-amylase enregistrée dans ces conditions. 

La souche 1135 présente par contre constamment ce type de 

comportement, dont l'origine doit être recherchée au niveau de ses caractères 

génétiques. 





En confiant ce t r a v a i l  au laboratoire de Cryptogamie de l'Uni- 

vers i té  des Sciences e t  Techniques de L i l l e  l a  Société Rapidase dés i r a i t  

éc l a i r e r  l e s  rapports l i a n t  l a  synthèse d '  a amylase chez A. oryzae à 

1 'acidi f icat ion des milieux de culture rencontrée occasionnellenent lors 

de ce t te  fermentation. Cette chute de pH é tant  synonyme d'une baisse de 

production,l 'objectif d'une t e l l e  étude é t a i t  de déterminer les  méthodes 

susceptibles d'éliminer ce risque. 

Une prenière approche de ce problème avai t  permis par une étude 

comparée de deux souches A. oryzae de poser les  problèmes r e l a t i f s  à cet te  

synthèse. Selon MALARD (1981) un métabolisme de type oxydatif s e r a i t  favo- 

rable à l a  synthèse d' a amylase alors qu'un métabolisme de type réducteur 

au contraire en t ra inera i t  1 'accumulation de composés acides ayx dépends de 

ce t te  synthèse. 

Partant de cet te  hypothèse, notre premier souci fut  d ' ident i -  

f i e r  l e  ou les  composés acides relargués dans les  milieux de culture.  



I l  s ' e s t  avéré  que pour l e s  deux souches l ' a c i d e  malique é t a i t  

responsable de l a  chute de pH enreg i s t r ée  après  48 heures  de cu l tu re ,  en 

f i n  de cro issance  nous avons également noté  l a  présence d 'ac ide  a céto- 

glutarique.  Pour é l u c i d e r  l e s  éventuels  l i e n s  e x i s t a n t s  e n t r e  c e t t e  accu- 

mulation d ' ac ides  organiques e t  l a  production d ' a  amylase nous nous sommes 

at tachés à déterminer l a  nature des  voies métaboliques responsables de c e t t e  

a c i d i f i c a t i o n .  

Nous avons démontré que 1 'acide a cétoglutar ique  s 'accumulait 

suivant  un processus commun aux deux souches, processus impliquant d'une 

p a r t  l e  glutamate de sodium composé e n t r a n t  en f o r t e  concentrat ion dans 

l e s  n i l i e u x  de cul ture  e t  d a u t r e  p a r t  l a  dé f i c i ence  de l ' a  cé tog lu ta ra te  

déshydrogénase. Une p a r t i e  de c e t  acide a cé toglutar ique  p a r t i c i p e  égale- 

ment à l 'accumulation de l ' a c i d e  malique mais nous avons vu que c e t t e  par- 

t i c i p a t i o n  r e s t a i t  minor i ta i re .  

S i  l 'accumulation de l ' a c i d e  malique r é s u l t e  également d 'un mé- 

canisme commun aux deux souches, nous avons p a r  contre démontré que l e s  

causes en s o n t  profondément d i f£érentes .  Pour des r a i sons  qu i  l e u r  s o n t  

propresles souches BrBv I V  e t  1135 ne peuvent dans c e r t a i n e s  condit ions 

régénérer l e  NADH cytoplasmique p a r  voie aérobie.  Ce q u i  dans not re  cas 

p r é c i s  impose à ces deux souches l a  réoxydation di? NADH pa r  l a  malate 

déshydrogénase v ia  l a  carboxylat ion en oxaloacéta te  de composés à t r o i s  

atomes de carbone i s s u s  de l a  glycolyse. Aucune réac t ion  n ' é t a n t  suscep- 

t i b l e  de métaboliser  rapidement le  malate a i n s i  formé, ce lu i -c i  e s t  accu- 

mulé e t  r e l a rgué  dans les  milieux de cul ture .  

Chez l a  souche 1135, c e t t e  incapac i t é  à réoxyder 1'NADH exogène 

s e r a i t  dû à son taux naturel lement f a i b l e  en enzymes NADH oxydase e t  NADH 

cytochrome c oxydoréductase a l o r s  que chez l a  souche BrBv I V  l e  glucose 

présent  dans l e s  mil ieux de c u l t u r e  s e r a i t  à l ' o r i g i n e  de c e t t e  accumula- 

t i o n .  Son a c t i o n  répress ive  s u r  les voies r e s p i r a t o i r e s  conduit 1.a souche. 

BrBv I V  à u t i l i s e r  un moyen de réoxydation de 1 'NADH ident ique  à l a  souche 

1135. La production d ' a  amylase q u i  f a i t  appel  à une synthèse de novo 

d'in ARN e s t  également a f f e c t é e  chez l a  souche BrBv I V  par  l a  présence de 

glucose a l o r s  que chez l a  souche 1135 c e t t e  synthèse r e s t e  f a i b l e  quelque 

s o i t  l e  s u b s t r a t  u t i l i s é .  



Cette souche apgarait  donc comme un matériel peu nropice 

à l 'amélioration de l a  synthèse de l'a-amylase a lors  que chez l a  souche 

BrBv I V  plusieurs méthodes peuvent ê t r e  envisagées dans ce but.  

Cette souche u t i l i s é e  indus triellement e s t  particulièrement 

sensible à l a  répression catabolique exercée par l e  glucose, o r  l e s  subs- 

t r a t s  u t i l i s é s  en fermentation sont des polysaccharides dont l a  décom- 

posit inn entraîne l a  formation de glucose. Ce glucose réduit  l a  synthèse 

de l'a-amylase e t  provoque une chute de pH. Une sélection. de niutant insen- 

s ib l e  à l a  répression catabolique pourrai t  ê t r e  opérée par l'usage d'un 

composé t e l  que l e  2-déoxyqlucose e t  a ins i  améliorerait de façon sensible 

l a  production de i'enzyme. 

On peut également envisager l'ap-port du substrat  à un taux 

l imitant  de façon à maintenir l a  concentration en glucose l i b r e  aussi  

fa ible  que possible. 

L'oxygène dissout nous l'avons vu joue un rôle déterminant 

dans l'accumulation des acides organiques, l ' aé ra t ion  devra donc ê t r e  

ajustée pour favoriser une production d'a-amylase optimum associée à 

une accumulation d ' acides organiques minimum. 

La fusion des protoplastes déjà abordée par notre laboratoire 

pourra ê t r e  u t i l i s é e  pour amplifier l e  potent iel  génétique de l a  souche 

BrBv IV.  

L'incorporation ces protoplastes de mitochondries de souches 

insensibles à l a  répression catabolique se ra i t  également d'un grand i n t é r ê t  

t an t  un niveau fondamental que dans ses  implications industr ie l les .  
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A 1 

ANNEXE TECHNIQUE N o  1 

MILIEU DE CULTURE 

A/ - Aspergillus 
Au l a b o r a t o i r e ,  l a  conservation des  souches préalablement incu- 

l 
1 bées à 28OC s ' e f f e c t u e  à 18OC en tube 25/200 contenant 20ml de mi l ieu  n u t r i t i f  

gélosé . 
Plus ieurs  milieux o n t  é t é  u t i l i s é s  à c e t  e f f e t  : 

- mil ieu  Czapek modifié par  remplacement du phosphate bipotassique pa r  

l e  monopotassique e t  add i t ion  d ' e x t r a i t  de levure .  

................. saccharose 30 g 

.......... e x t r a i t  de levure 5 g 

..................... Na NO, 1 ç 

.................... KHz PO4. 1 g 

........................ KC1 0 , s  g 

................ M g  SOI+ 7H,O 0 ,5  g 

................ Fe SOL+ 7Hz0 0,01 g 

.............. eau d i s t i l l é e  1000 m l  

PH 6 

- mil ieu  de Yabuki (1977) 

.................... glucose 10 g 

neopeptone (d i fco )  ......... 5 g 

............ e x t r a i t  de malt 3 g 

e x t r a i t  de levure .......... 3 g 

eau d i s t i l l é e  .............. 1000 m l  

PH 5,5 

Lorsqu'à des  f i n s  d 'expérience une sporula t ion  rapide  ( 3  jours)  

e t  abondante é t a i t  nécessa i re ,  nous avons u t i l i s é  l e s  mil ieux suivants  : 

- mil ieu  P.D.A. 

20 g de pomme de t e r r e  sont  p l a c é s  dans 1 l i t r e  d 'eau 

d i s t i l l é e  e t  p o r t é s  a é b u l l i t i o n  ; après  ref ro id issement ,  

l e  mi l ieu  e s t  f i l t r é .  Après a d d i t i o n  de 10 g de glucose,  

l e  pH e s t  s t a b i l i s é  21 5,5. 



- milieu "V8 Ju ice"  

V 8  Ju ice  Campbells Soup .... 250 m l  

eau d i s t i l l é e  . . . . . . .. . . . . . . 250 m l  

pH 5 1 5  

Ce dern ie r  m i l i e u  proposé par  MILLER (1955) a é t é  l e  p lus  

couramment u t i l i s é  pour l a  production des spores.  Nous l ' avons  u t i l i s é  prin-  

cipalement en f i o l e  de Roux contenant 100 m l  de ce mi l i eu ,  l a  c u l t u r e  s 'opé- 

rant  à 28OC. 

L'ensemencement des milieux l i q u i d e s  à p a r t i r  des milieux 

gélosés e s t  e f fec tué  de l a  manière suivante : à une f i o l e  de Roux son t  

a joutés  30 m l  d 'eau d i s t i l l é e  s t é r i l e  e t  une v ingta ine  de b i l l e s  de 3 mm 

de diamètre. Après avo i r  a g i t é  l e s  f i o l e s  pour dé tacher  l e s  conidies ,  c e l l e s -  

c i  sont  séparées des  débr i s  mycéliens par  f i l t r a t i o n  s u r  coton de ve r re .  La 

dens i té  de l a  suspension e s t  a l o r s  évaluée à l 'hématimètre (PETIT SALUMBENI) 
- 1 

puis  a j u s t é e  à l a  dens i t é  dés i rge  : l o5  con id ies  m l  pour l a  production 

d'a-amylase, IO* conidies  m l - '  pour l a  production de mycélium. Un m i l l i l i t r e  

de c e t t e  suspension e s t  a l o r s  u t i l i s é  pour l'ensemencement de chaque f i o l e .  

La production d'a-amylase, t o u t  comme l a  production de 

mycélium, s ' e f f e c t u e  en f i o l e  dlErtenmeyer de 1 l i t r e  contenant 200 m l  de 

ce mi l ieu  l iqu ide ,  l ' i n c u b a t i o n  se  f a i t  su r  une t a b l e  à a g i t a t i o n  B i o l a f i t t e  

à 140 tr/mn à 30°C. 

Le dosage de 1 'a-amylase s ' e f fec tue  su ivan t  l a  technique 

énoncée dans l 'annexe technique no 4. 

La croissance est  mesurée par  l a  méthode des poids de matière 

sèche e t  exprimée en grammes p a r  l i t r e  de mi l i eu  de c u l t u r e .  Pour c e l a ,  nous 

avons procédé de l a  façon suivante.  Le contenu de chaque f i o l e  e s t  f i l t r é  

sous v i d e  sur un f i l t r e  DURIEUX no  111 sous couche e t  p lacé  dans une b o i t e  

à t a r e  gont  l e  poids a i n s i  que c e l u i  du f i l t r e  ont  é t é  préalablement dé ter -  

minés ap rès  passage à 105OC pendant 24 heures ,  pu i s  ref ro id issement  dans un 

dess ica teur .  Après un nouveau passage à l ' é t u v e  à 105°C pendant 24 heures ,  

puis  un refroidissement dans l e s  mêmes condi t ions ,  l 'ensemble b o î t e ,  f i l t r e  

e t  mycélium sec e s t  a l o r s  pes6 e t  l e  poids de matigre sèche ca lcu lé  pa r  

d i f férence .  Pour chaque expérimentation, l a  moyenne de t r o i s  f i o l e s  de cul-  

tu re  a é t é  mise comme valeur f i n a l e .  



B/ - Trichodema harz ianm 

Pour l a  prépara t ion  du complexe l y t i q u e ,  nous avons u t i l i s é  

une souche provenant de l a  nycothèque du Muséum National d ' H i s t o i r e  Nature l le  

sous l a  référence : Leg ENSA Montpellier.  

Le mil ieu de cu l tu re  e t  de conservation adopté comme base de 

l ' é t u d e  e s t  c e l u i  proposé par  MALARD (1981) : 

........... saccharose 3 g 

.............. c h i t i n e  5 g 

....... p a r o i s  hyphale 5 g 

NaN03 ............... 2 g 

.............. KM2 PO4 1 g 

........ Mg S04, ZH2 O 0 , s  g 

.................. KC1 0 , s  g 

, ........ Fe Sot, 7H20 0,01 g 

........ eau d i s t i l l é e  1000 m l  

PH 6 

La conidiogénèse de Trichodema harzianwn é t a n t  photoactivée 

(GALUNET e t  GRESSEL, 196G), l e s  c u l t u r e s  s u r  mi l ieu  gélosé en f i o l e  de Roux 

sont  p lacées  sous un éclairement énergétique 750 bW/cm2 e t  ce la  à 28OC. La 

production d'enzymes l y t i q u e s  e s t  r é a l i s é e  en Erlenmeyer de 1 1, contenant 

300 m l  de mil ieu inoculé par  une suspension conidienne de 108 spores .  L 'agi-  

t a t i o n  e s t  e f fec tuée  su r  une t a b l e  B i o l a f i t t e  à 140 tr/mn à 28OC. Après t r o i s  

jours d ' incubat ion ,  l e  mil ieu de cu l tu re  e s t  séparé du mycélium p a r  f i l t r a t i o n  

su r  f i l t r e  DURIEUX no  111 sans cendre. Après 20 mn de cen t r i fuga t ion  à 10000 g 

à 4OC, l e  surnageant e s t  r é d u i t  s i x  f o i s  l ' évapora teur  r o t a t i f  Zi 28OC, p u i s  

f i l t r é  s u r  membrane mi l l ipore .  





ANNEXE TECHNIQUE N o  2 

A/ Chromatographie couche mince 

- Préparat ion des plaques ----------------- ------ 
15 g de poudre de c e l l u l o s e  m i c r o c r i s t a l l i n e  sont  mélangés 

dans un Waring Blender avec 90 m l  d 'eau d i s t i l l é e  pendant 30 à 45 secondes. 

Avant d ' é t a l e r ,  l e  pH e s t  a j u s t é  e n t r e  11 e t  11,5. La c e l l u l o s e  e s t  e n s u i t e  

coulée en couche de 0,25 mm d 'épaisseur  sur  plaque de v e r r e  de 20 x 20 cm. 

Les plaques a i n s i  préparées sont  séchoes pendant 24 heures à l ' a i r  l i b r e .  

- Développement ------------- 

La sépara t ion  e s t  r é a l i s é e  pendant environ 3 heures. La plaque 

e s t  ensu i t e  séchée 30 minutes dans un courant d ' a i r  f r o i d  avant  d ' ê t r e  révélée .  

Les systèmes j l u a n t  sont  ceux proposés pa r  RANDERATH (1971) : 

1 - éthanol  98% / ammoniaque 25% / eau (8 : 2 : 1)  
2 - isobutanol  / acide  formique 5N (2 : 3 ) . 

- Détection --------- 
Le révé la teu r  e s t  une so lu t ion  de v e r t  de bromocrésol (0,04% 

dans l ' i sopropanol)  a j u s t é e  à pH 7 à l ' a i d e  de Na OH 2N. Les tâches  apparais-  

s e n t  jaunes s u r  fond bleu-vert .  Suivant l e s  f r a c t i o n s  a c i d e s ,  l a  s e n s i b i l i t é  

e s t  de 2 a 10 pg. 

B/ Dosage des  ac ides  organiques dans l e s  f i l t r a t s  de c u l t u r e  par  CLHP 

Les ac ides  organiques présents  dans l e s  f i l t r a t s  de c u l t u r e  

o n t  é t é  p u r i f i é s  suivant  l a  technique légèrement modifiée de SWMPF e t  BURRIS 

(1979) . 
- Préparat ion des r é s i n e s  échangeurs d ' i o n s  ......................................... 

Les r é s i n e s  Dowex 1 - x 8 e t  Dowex 50 - x 8 son t  lavées à 

1 'acétone,  au méthanol, p u i s  abondamment r incées  à 1 'eau d i s t i l l é e ,  c e c i  pour 

é l iminer  l e s  contaminants colorés  so lubles .  La r é s i n e  Dowex 1 - x 8 (Cl ' ) ,  

200 - 400 mesh, e s t  conver t ie  sous forme COO-. La r é s i n e  Dowex 50 - x 8 ( H ~ ) ,  

200 - 400mesh,est  u t i l i s é e  sous c e t t e  forme. 



- Construction de l a  cclonne -------------------------- 
Nous avocs u t i l i s 6  des seringues j e t a b l e s  de 1 m l  auxquelles  

nous avons adapté a l a  place de l ' a i g u i l l e  un embout de p i p e t t e  automatique 

Gibson P 200. Entre c e t  embout e t  l a  ser ingue,  nous avons i n t e r c a l é  un f i l t r e  

en t o i l e  à b l u t e r .  

Dans chaque seringue s e r a  p lacé  l e  mélange approprié de r é s i n e  

s o i t  0 ,5  m l  de Dowex 50 ou 0:3 m l  de Dowex 1. La colonne Dowex 50 (chargée de 

f i x e r  l e s  acides aminés) e s t  a l o r s  placée su r  l a  colonne Dowex 1 ; 

sur c e t  assemblage s e r a  p lacée  une seringue j e t ab le  de 5 m l .  

- Pur i f i ca t ion  de 1 ' échan t i l lon  ............................. 
0,5  m l  de l ' é c h a n t i l l o n  e s t  p lacé  dans l e  r é se rvo i r  de l a  

seringue de 5 m l  p u i s  dra iné  dans l a  première colonne ; 2 x 2 m l  d 'eau  d i s -  

t i l l é e  sont  ensu i t e  p lacés  dans l a  seringue de 5 m l  p u i s  passés dans l 'ensemble 

des colonnes à un f l u x  de 0,351 ml/minute. La colonne Dowex 50 e s t  ensu i t e  

éca r t ée .  La seringue de 5 m l ,  après  avo i r  é t é  lavée ,  est  placée s u r  l a  colonne 

Dowex 1 ; 2 x 2 m l  d 'eau d i s t i l l é e  sont  e n s u i t e  passés à t r a v e r s  l a  colonne 

Dowex 1 à un f l u x  de 0,70 ml/minute. 

L ' é lu t ion  des  ac ides  organiques f i x é s  s u r  c e t t e  colonne s e  

f e r a  avec 3 m l  d ' ac ide  formique 14 N. 

L ' é l u a t  récupéré dans un tube à hémolyse s e r a  e n s u i t e  p lacé  

dans un dess ica teur  sous v ide  en présence de p a s t i l l e s  de soude. 

Après évaporation de l ' a c i d e  formique, l e s  ac ides  organiques 

p résen t s  seront  suspendus de nouveau dans 0,5 m l  d 'eau d i s t i l l é e .  

- Analyse des  échan t i l lons  ........................ 
Les mesures o n t  é t é  e f fec tuées  su r  un chromatographe l iqu ide  

haute pression Waters moüèle 202 équipé d 'un dé tec teur  UV à longueur va r i a -  

b l e ,  f i x é  à 250 m. 

5 à 10 p l  d ' échan t i l lon  pré levé  par  un i n j e c t e u r  automatique 

Waters modèle U 6 K  on t  é t é  passés  sur  2 colonnes C-18 10 pm (Waters) à 

compression r a d i a l e  montées en s é r i e .  

La phase mobile é t a i t  cons t i tuée  d'une so lu t ion  de 0,01 M 

K, HPO;, amenée à pH 2,5 par Hn PO4. Le d é b i t  é t a i t  f i x é  à 3 ml/min., l a  

p ress ion  3 4000 PSI. 



C/ Chromatographie l iqu ide  basse p ress ion  

- P u r i f i c a t i o n  de l ' i s o c i t r a t e  déshydrogénase e t  de l ' i s o c i t r a t e  .............................................................. 
lyase par  chromatographie su r  DEAE-Trisacryl M. .............................................. 

5 grammes de mycélium récupérés pa r  f i l t r a t i o n  sous v ide  

sont  suspendus dans 20 m l  de tampon phosphate 0,2 M pH 6,5 à 4OC contenant : 

1 mM Mg C l ,  

0 , l  mM d i t h i o t h r é i t o l  

0,1% sérum albumine. 

Après broyage pendant 1 mn à l ' u l t r a t  tu rax ,  l a  suspension 

e s t  cent r i fugée  20 mn à 20.000 g. 

Le surnageant e s t  récupéré e t  s a t u r é  à 60% par  du s u l f a t e  

d'ammonium. Pendant c e t t e  opéra t ion ,  l e  pH e s t  maintenu à 6,5 par  a j o u t  d'une 

solu t ion  T r i s  SM. La suspension e s t  e n s u i t e  conservée 2 h à 4OC sous fréquente 

a g i t a t i o n .  Le p r é c i p i t é  obtenu e s t  récupéré par  cen t r i fuga t ion  à 1500 g 

pendant 15 ' .  L e  cu lo t  e s t  ensu i t e  d issous  dans un volume minimum de tampon 

Tr is /ac&ate  50 mM pH 7,5 contenant : 

1 mM Mg C l ,  

0 , l  mM d i t h i o t h r e i t o l  

2 mM d 'ac ide  c i t r i q u e  

0,1% sirum albumine. 

Cette  so lu t ion  e s t  dyalysée une n u i t  à +4OC con t re  l e  tampon 

Tr i s / acé ta te  sans sérum albumine (tampon B). 1 ni1 du dyalysat  e s t  e n s u i t e  

chromatographié sur  une colonne de DEAE Tr i sac ry l  M de 1,6 x 10 cm préala-  

blement équ i l ib rée  par  l e  tampon B. 

Les p ro té ines  non re tenues  sont  é luées  par  250 m l  de tampon B 

à un déb i t  de 10 cm h-'. 

Les p ro té ines  re tenues  sont  é luées  par  un g rad ien t  K C 1  O à 

0.5 M dans l e  tampon B à un d é b i t  de 8 mM cm-' e t  10 cm h-'. Des f r a c t i o n s  de 

2,5 m l  sont  pré levées  dans l e s q u e l l e s  l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques sont  recherchées. 

- P u r i f i c a t i o n  de l a  malate déshydrogénase par  chromatographie s u r  ................................................................ 
Blue Sepharose CL-GB . .................... 

Dans un premier temps l a  malate déshydrogénase a é t é  séparée s u r  

DEAE-Trisacryl suivant  l e  protocole c i t é  p lus  haut  à l ' excep t ion  du tampon B 

qu i  dans ce c a s  ne con tena i t  pas d ' a c i d e  c i t r i q u e .  Toutes l e s  f r a c t i o n s  

présentant  une a c t i v i t é  malate déshydrogénase o n t  ensui te  é t é  récupérées,  

mélangées, p u i s  l iophyl isées .  



Le produi t  l o p h y l i s é  e s t  dissous dans 1,5 m l  de tampon 

T ~ ~ S / H C ~  15 mM pH 6,5 contenant : 

5 mM Mg Cl, 

0 , l  mM d i t h i o t h r é i t o l .  

La solu t ion  a i n s i  obtenue e s t  dyalysée une n u i t  à +4OC 

contre ce tampon. 

Le dyalysat  e s t  a l o r s  appliqué sur  une colonne de Blue Sepha- 

rose CL-6B de 0,5 x 4 cm préalablement équ i l ib rée  pa r  l e  tampon T r i s .  Les 

proté ines  non re tenues  sont  é luées  par  7 m l  de tampon T r i s .  N e  d isposant  pas  

d'un appare i l  à grad ien t  de t a i l l e  suffisamment f a i b l e ,  nous avons élu6 l e s  

proté ines  retenues dans l a  colonne par  passage success i f  de 2 m l  d 'une so lu t ion  

de NADH de concentrat ion c r o i s s a n t e ,  de 1 à 1 2  mM par  p a l i e r s  de 1 mM, d issous  

dans l e  tampon B I  l e  drainage de l a  colonne s ' e f f e c t u a n t  à press ion atmosphé- 

r ique.  Les a c t i v i t é s  malate déshydroçénase sont  recherchées dans l e s  f r a c t i o n s  

de 1 m l  p ré levées  après  chaque addi t ion  de NADH. 



ANNEXE TECHNIQUE No 3 

EXTRACTION E T  DOSAGE DES NuCLÉOTIDES P Y R I M I D I Q U E S  

+ + 
Les coenzymes NAD , NADP e t  NADH, NADPH doivent  obliga-  

toirement,  pour ê t r e  s t a b l e s ,  ê t r e  e x t r a i t s  respectivement en milieux acide 
+ + 

e t  basique. Dans ces  condi t ions ,  SMITH (1981) montre que NAD e t  NADP sont  

s t a b l e s  dans HC1 0,05 N à 100°C, t and i s  que NADPH e s t  s t a b l e  dans KOH 100°C ; 

t o u t e f o i s ,  dans c e s  condit ions extrêmes, NADH e s t  d é t r u i t  d 'envi ron 1% chaque 

minute. 

MODE OPÉRATOIRE 

Environ 3 g de mycélium seront  récupérés par  f i l t r a t i o n  e t  

immédiatement l avés  par  30 m l  d 'un mélange Méthanol/~,O 50/50 à -40°C, pu i s  

plongés dans l ' a z o t e  l iqu ide .  Après lyophyl isa t ion ,  2 x 50 mg de mycélium 

se ron t  pré levés  pour ê t r e  t r a i t é s  suivant  l e  protocole  d ' e x t r a c t i o n  de SAEZ 

e t  LAGUNAS (1976).  

- Préparat ion de 1 ' e x t r a i t  ac ide  .............................. 
Les 50 mg de mycélium se ron t  mélangés à 4 m l  d ' H C 1  0 4  3 M  e t  

0,4 m l  de T r i s  0 ,4  M dans un mort ier  préalablement r e f r o i d i  à l ' a z o t e  l iqu ide .  

Le mélange e s t  r é d u i t  en poudre en présence d'un excès d 'azote  l i q u i d e ,  l e  

r é s u l t a t  de c e  broyage s e r a  ensu i t e  t r a n s f é r é  dans un tube 16/160 en pyrex, 

l e  t o u t  placé sous a g i t a t i o n  fréquente à -lO°C pendant 30 mn. Ce procédé s e r a  

r épé té  deux f o i s .  L ' e x t r a i t  obtenu e s t  ensu i t e  cen t r i fugé  à O°C pendant 10 mn 

à 10000 g ; l e  surnageant a j u s t é  toujours  à O°C à pH 6,5 avec KOH 10 N. Après 

15 minutes, l e  p r é c i p i t é  de K C l  O4 s e r a  éliminé pa r  cen t r i fuga t ion  dans l e s  

mêmes condit ions.  Le surnageant s e r a  a l o r s  u t i l i s é  pour l a  détermination des  

coenzymes oxydés. 

- Préparat ion de l ' e x t r a i t  a l c a l i n  ................................ 
Les 50 mg de mycélium seront  mélangés à 5 m l  de KOH 0 , l  N 

dans un mort ier  préalablement r e f r o i d i  à l ' a z o t e  l iqu ide .  Le mélange, r6du i t  

en poudre en présence d ' azo te  l iqu ide ,  se ra  stocké sous a g i t a t i o n  fréquente 

pendant 20 m .  à -lO°C, p u i s  chauffé 1 mn à 90°C. Après refroidissement à O°C, 

l ' e x t r a i t  s e r a  n e u t r a l i s é  par  KHCO, 2M. Après cen t r i fuga t ion  à 1000 g pendant 

10 mn, l e  surnageant pourra ê t r e  u t i l i s é  pour l a  détermination des coenzymes 

r é d u i t s .  



Les concentra t ions  en coenzymes se ron t  déterminées par  l a  

méthode de BRODY (1970). 

Dosage d'NAD ------------ 
530 p l  de tampon phosphate de sodium O ,  1 M pH 8 '8  
100 p l  d ' a l c o o l  éthylique 95 % 

10 à 50 pl  d ' e x t r a i t  acide 
QSP 1,95 ml 
Mesurer l a  D.O. à 340 MI 

Ajouter  50 p,1 d 'une d i l u t i o n  1/100 d ' a l c o o l  déshydrogénase 
Suivre l a  D.O. jusqu'au p la teau  

Do sage d ' NADP' ------------- 
1000 p l  de t m p o n  Tris/HCl 0 , l  pH 7,5 

50 p l  de glucose -6 -P ( 5  mg/ml) 
10 à 50 p l  de l ' e x t r a i t  ac ide  

QSP 1,98 
Mesurer l a  D.O. à 340 nm 
Ajouter 20 p,1 d 'une d i l u t i o n  1/50 de glucose 6 P déshydrogénase 
Suivre l a  D.O. jusqu'au p la teau  

Dosage d 'NADH ------------- 
500 p l  d '  - cé tog lu ta ra te  (32 mg/ml) 
1000 p l  de pyr l~va te  de sodium (50 mg/ml) 
200 y1 de chlorure  d'ammonium 1 M 
10 à 50 y1 de l ' e x t r a i t  basique 
QSP 1,98 
Mesurer l e  D.O. à 340 nm 
Ajouter 20 p l  d'une d i l u t i o n  1/100 de l a c t a t e  d6shydrogénase 
Suivre l a  D.0. jusqu'au p la teau  

Dosage de 1 ' NADPH ----------------- 
Après oxydation de 1 'NADH par  l a  l a c t a t e  déshydrogénase, a j o u t e r  
20 ~1 d'une d i l u t i o n  au 1/100 de glutamate déshydrogénase. Suivre 
à nouveau l e  D.O. à 340 nm jusqu'au p la teau .  Par d i f f é rence  avec 
l ' e x t r a i t  précédent  déduire l a  concentra t ion  en NADPH. 

REMARQUES 

Les add i t i cns  de concentrat ions connues des coenzymes avant  l e  

processus d ' e x t r a c t i o n  o n t  montré que l e  non-respect des températures pouvait  

e n t r a î n e r  des  e r r e u r s  importantes a l l a n t  jusqu'à 37% pour l ' e x t r a c t i o n  des  

coenzymes r é d u i t e s .  Dans de bonnes condi t ions  d ' ex t rac t ion ,  nous avons obtenu 

d e s  pourcentages de récupérat ion a l l a n t  de 83 % 21 92 %. 



AKNEXE TECHN IOUE N o  4 

RECHERCHE ET DOSAGE DES ACTIVLTÉS ENZYMATIQUES 

A/ Dosage des activités enzymatiques extracelluiaires 

- Dosage de l'a-amylase (EC 3.3.1.1.) --------------------- 
Le dosage de l'activité sur les filtrats de culture s'est 

effectué par une méthode automatique sur un appareil Technicon modèle auto- 

analyseur II. Le principe du dosage est de mesurer spectrocolorimétriquement 

l'apparition des fonctions réductrices libérées par l'hydrolyse d'une solu- 

tion d'amidon sous l'action de l'enzyme. Le composé subissant la réduction 

est dans ce cas le ferricyanure de potassium qui se décolore à 90°C en pré- 

sence de groupements réducteurs. La correction des éventuels sucres réducteurs, 

présents dans les filtrats de culture avant action de l'enzyme, s'effectue en 

portant à ébullition pendant 1 minute l'échantillon à analyser. La lecture se 

fait à 440 nm et l'activité est exprimée en unité de pouvoir sacchirifiant 

PS (50) par millilitre, par rapport à un témoin enzymatique de titre connu. 

- Dosage de la B 1-3 Glucanase (EC 3.2.1.6.) 

Le dosage de la B 1-3 glucanase s'effectue suivant le prin- 

cipe de REESE et MANDELS (1966). Un ml de substrat (laminarine utilisé à la 
- 1 

concentration de 5 mg/ml dans un tampon citrate 0,05 M pH 4,5) est ajouté à 

1 ml de solution enzymatique à dilution appropriée et placé à 50°C pendant 

une heure. Un ml de surnageant est ensuite placé dans un bain-marie porté à 

ébullition pendant 1 mn. Le glucose libéré est dosé par la méthode du DNS 

(annexe technique no 7). Les résultats seront exprimés en LIN de glucose 

libéré par minute par millilitre. 

- Dosage de la chitinase (EC 3.2.1.1.4.) ---------------------- 
Une suspension de chitine est préalablemqnt préparée de la 

manière suivante : 2,5 g de chitine broyée sont placés dans 50 ml d'H, PO4 

83% sous agitation pendant 24 heures 21 4°C ; la chitine est ensuite homogé- 

néisée dans 500 ml d'eau distillée, récupérée par filtration, lavée abon- 

damment. Après remise en suspension et neutralisation par NaOH 1 NI la 

chitine est de nouveau filtrée et séchée à 14°C. 

La solution substrat est ensuite composée de 0,5 g de chitine 

pour 100 ml de tampon phosphate 0,05 M PH 6,6. 



Un m l  de c e t t e  so lu t ion  e s t  a jouté 2 1 ml de so lu t ion  enzy- 

matique à l a  d i l u t i o n  appropriée,  e t  p lac6  à 50°C pendant 1 h. Un m l  de 

surnageaat e s t  ensui te  p lacé  une minute dans un bain-marie p o r t é  à ébul- 

l i t i o n .  Le N-acétyl-D-glucosamine l i b é r é  e s t  dosé par  l a  méthode au DNS 

(annexe technique no 7 ) . 
Les r é s u l t a t s  sont e n s u i t e  exprimés en équivalents  glucose 

l i b é r é s  par minute par m i l l i l i t r e .  

B/ Recherche des  a c t i v i t é s  enzymatiques i n  v i t r o  

Un gramme de mycélium e s t  récupéré par  f i l t r a t i o n  pu i s  lavé  

deux f o i s  par  20 m l  d 'eau d i s t i l l é e  à O°C. Le mycélium e s t  e n s u i t e  t r a n s f é r é  

dans 10 m l  de tampon phosphate pH 6 ,5  0,2 M à O°C, contenant : 

5 mM MgCl, 
1 mM d 'EDTA 
0,5  mM de cys té ine .  

Le mélange e s t  ensu i t e  broyé à l ' u l t r a - t u r r a x  en v e i l l a n t  à 

conserver l a  température sous l e s  5OC par  un bain  de glace.  Le broyat  a i n s i  

obtenu e s t  cen t r i fugé  30 mn à 15000 g Zi 4°C ; l e  surnageant e s t  récupéré e t  

s tocké à 4OC pour l ' é t u d e  des a c t i v i t é s  enzymatiques. Les a c t i v i t é s  seront  

exprimées en m o l e s  s u b s t r a t s  transformés par  minute, per  mg de protg ines .  

Les proté ines  seront  dosées suivant  l a  technique énoncée dans l 'annexe tech- 

nique no 7. 

Les modes opéra to i res  o n t  f a i t  l ' o b j e t  de recherches en vue 

de donner des a c t i v i t é s  optimales chez A. oryzce ; i l s  comporteront donc des 

v a r i a n t e s  par  rappor t  aux protocoles i n i t i a u x  des auteurs .  

1 - Glucose-6-P déshydrogénase (Ec 1.1.1.49 - NG e t  DAWES, 1973) .......................... 
O ,5 m l  tampon phosphate O ,2 M pH 6 ,5  
0 , l  m l  NADP+ 0,005 M 
0 , l  m l  MgCl2 0,05 M 
0 , l  m l  glucose-6-P 0,05 M 
0,05 à 0,15 m l  d ' e x t r a i t  E 6,22 IO3 
QSP 1 m l  DO 340 nm 

Blanc : remplacer 0 , l  m l  glucose-6-P pa r  0 , l  m l  d ' eau  d i s t i l l é e  

2 - 6-P-Gluconate déshydrogénase ............................ 
Idem que ci-dessus mais a j o u t e r  0,1 m l  6-P-gluconate 0,05 M 



3 - Aldolase (EC 1.2.1.12 - WOOD, 1971) -------- 
0 , s  ml tampon phosphate 0,2 M pH 7,5 

contenant : 
i , 4  10-3 M C O C ~ ~  
2 x 10-4 M cystéine 

0 , l  ml fructose diphosphate de sodium 0,02 M 
0 , l  ml NADH 0 ,2  M 
10 pl glycérophosphate déshydrogénase-triose phosphate 

isoménase (BOEHRINGER) 
0 ,05 à 0,15 ml d'extrait E 6,22 103 
QSP 1 ml DO 340 nm 

Blanc : remplacer 0 , l  ml fructose diphosphate de sodium par 
1 ml d'eau distillée 

4 - Isocitrate déshydrogénase NADP' dépendante (EC 1.1.1.42 - NG et .......................................... 
DAWES, 1973) 

0 ,5  ml tampon phosphate pH 6 , 5  0 ,2  M 
0 , l  ml NADP+ 0,005 M 
0 , l  ml Mg Cl2 0,05 M 
0 , l  ml isocitrate 0,05 M 
.0,05 à 0,15 ml d'extrait E 6,22 103 
QSP 1 ml DO 340 nm 

Blanc : remplacer isocitrate par 0 , l  ml d'eau dïstillée 

5 - Isocitrate déshydrogénase NAD+ dépendante (EC 1.1.1.41 - NG et ......................................... 
DA'iES, 1973) 

0 , s  ml tampon phosphate pH 6 , s  0 ,2  M 
0 , l  ml NAD+ 0,01 M 
0,05 ml K CN 0,02 M 
0,05 ml Mg Cl2 0 , l  M 
0 , l  ml isocitrate E 6,22 103 
OIS ml d'extrait DO 340 nrn 

Blanc : remplacer 0 , l  ml isocitrate par 0 , l  ml d'eau distillée 

6 - Isocitrate lyase (EC 4.1.3.1 - POLAKIS et BARTLEY, 1965) ---------------- 
0 ,5  tampon phosphate pH 6 , s  0 ,2  M 
0 , l  ml cystéine 0,02 M 
0 , l  ml Mg Cl2 0,05 M 
0 ,1  ml isocitrate 
0,05 a 0 , l  ml d'extrait E 1,7 l o 4  
QSP 1 ml DO 324 nm 

Blanc : remplacer 0 , l  ml isocitrate par 0 , l  ml d'eau distillée 

7 - Malate synthase (EC 1.4.1.3 - DIXON et KORNBERG, 1969) --------------- 
0 , s  ml de tampon phosphate pH 7 0,2 M 
0,05 ml d'acétyl coenzyme A 0,0005 M 
0,05 ml i4g Cl2 0 , l  M 
0 , l  ml glyoxalate 0,02 M 
0 , l  a 0,3  ml d'extrait E 4,5  IO3 
QSP 1 ml ûû 232 

Blanc : remplacer 0,1 ml glyoxalate par 0,1 ml d'eau distillée 



8 - Succinate déshydrogénase (EC 1.3.9.91 - WEEGER et coll., 1969) ........................ 
0 , 5  ml tampon tris/HCl pH 7 0 ,2  M 
0 , l  ml KCN 0,1  M 
0 , l  ml diphénolindophénol 0,005 mM 
0 , l  ml phénazine méthosulfate 0,02 mM 
0,05 ml de succinate 0 , l  M 
0,05 à 0,15 ml d'extrait E 1 ,61 lo3  
QSP 1 ml DO 600 nm 

Blanc : remplacer 0 , l  ml succinate par 0 , l  m i  d'eau distillée 

9 - Fumarase (EC 4.2.1.2 - REEVES et coll., 1971) -------- 
O , 5  tampon phosphate pH 6 ,5  O ,2 M 
0 , l  ml cystéine 0,02 M 
0 , l  ml malate 0 , 2  M 
0 , l  à 0 ,3  ml d'extrait 2,44 lo3  
QSP 1 ml DO 240 nm 

Blanc : remplacer 0 , l  ml de malate par 0 , l  ml d'eau distillée 

10 - Malate déshydrogénase (EC 1.1.1.37 - GOSLING et DUGGAN, 1971) --------------------- 
0 , 5  ml tampon phosphate pH 6 , 5  0,2 M 
0 , l  ml NADH 0,005 M 
0 , l  ml oxaloacétate 0,02 M 
0 , l  ml d'extrait ~ 6 ~ 2 2  IO3 
QSP 1 ml DO 240 nm 

Blanc : remplacer O,:  ml d'oxaloacétate par 0 , l  ml d'eau distillée 

11 - Glutamate déshydrogénase NADP dépendante (EC 1.4.1.4 - KINGHORN et ........................................ 
PATEMAN. 1972) 

0 , s  ml tampon tris/HCl pH 7 
0 , 1  ml EDTA 0,01 M 
0 , l  ml cystéine 0,02 M 
0 , l  ml N H s  Cl 2 M 
0,05 ml NADPH 0,005 M 
0 , l  ml a-cétoglutarate 0,05 M 
0,05 ml à 0 , l  ml d'extrait ~ 6 ~ 2 2  103 
QSP 1 ml Dû 340 nm 

Blanc : remplacer 0 , l  ml d'a-c6toglutarate par 0 , l  ml d'eau distillée 

12 - Glutamate déshydrogénase NAD dépendante (EC 1.4.1.2 - KINGHORN et ....................................... 
PATEMAN , 1 9 7 2 ) 

Idem sauf remplacer 0,05 ml NADPH par 0,05 ml NADH 0,005 M 

13 - a-cétoglutarate déshydrogénase .............................. 
a) Méthode colorimétrique (Von TIGERSTROM et CAMPBELL, 1966) 

0 , s  ml tampon phosphate pH 6 , 5  0,2 M 
0,05 ml thiamine pyrophosphate 0,02 M 
0,05 ml coenzyme A 0,001 M 
0 , l  ml NAD+ 0,005 M 
0 , l  ml cystéine 0,Q2 M 
O , ?  m l  a-cétoglutarate O,OL M E 6 , S S  l G 9  
0 , l  ml d'extrait DO 340 nm 

Blanc : remplacer 0 , l  ml coenzyme A par 0 , l  ml d'eau distillée 



b) Méthode manométrique (REEVES et coll., 1971) 

0 , 5  ml tampon phosphate pH 6 0 ,2  M 
0 , l  ml thiamine pyrophosphate 0,04 M 
0 , l  ml K3 Fe (CN)6 0,25 M 
0 , 5  ml a-cétoglutarate 0,04 M 
0 , 5  ml d'extrait 
QSP 2 ml 

Après équilibration sous azote à 37O, la réaction est initiée 
en mélangeant le substrat contenu dans le bain aux rgactifs. 

Suivre l'évolution du dégagement de CO, 

Une unité enzymatique est la quantité d'enzyme catalysant le 
dégagement de 1 p mole de CO, par 30 minutes. 

14 - Enzyme malique (EC 1.1.1.40 - ZINK, 1974) -------------- 
0 , 5  ml tampon phosphate pH 6 , 5  0,2 M 
0 , l  ml NADP+ 0,005 M 
0 , l  ml Mg Cl2 0,01 M 
0 , l  ml malate 0,05  M 
0 , l  a 0,2 ml d'extrait E 6,22 103 
QSP 1 ml DO 340 nm 

Blanc : remplacer 0 , l  ml malate par 0 , l  ml d'eau distillée 

15 - Phosphénolpyruvate carboxykinase (EC 4.1.1.32 - FLAVELL et FINCHAM, ................................ 
0 , 5  ml tampon Hepes pH 6,5  0,04 M pH 6 , 8  1968) 

0 ,05  Mn Clz 0 ,3  M 
0,05 Na HC03 0 , 5  M 
0,05 ml ADP 0,02 M 
0 , l  NADH 0,05 M 
0,005 ml malate déshydrogénase 1/50 
0 , l  ml phosphoénolpyruvate 0,05 M 
0 ,5  à 0 , l  ml d'extrait ~ 6 ~ 2 2  10' 
QSP 1 ml DO 340 n?i 

Blanc : remplacer 0 , l  phosphoénolpyruvate par 0 , l  ml d'eau distillée 

16 - NADH oxydase (EC 1.6.9.9 - DOWLER et coll., 1963) ------- ---- 
0 ,5  ml tampon phosphate pH 6 , 5  0 ,2  M 
0 , l  ml NADH 0,005 M 
0 , l  ml à 0 ,3  ml d'extrait ~ 6 ~ 2 2  103 
QSP 1 ml DO 340 nm 

17 - NADH cytochrome c oxydoréductase (EC 1.6.2.1 - DOWLER et coll., 1963) ................................ 
0 , s  ml tampon phosphate pH 7 ,5  0,2 M 
0 , l  ml oxyde de sodium 0 ,O5 M 
0 , l  ml cytochrome c 7 mg/ml 
0 , l  ml NADH 0,002 M 
0,05 ml à 0 , l  ml d'extrait E 19,2 10' 
QSP 1 ml DO 553 nm 

Blanc : remplacer 0 , l  ml NADH par 0 , l  ml d'eau distillée 





ANNEXE TECHNIQUE N o  5 

ISOLEYEPT DES MITOCHONDRIES 

5 g r  de mycélium sont  r é c o l t é s  par  f i l t r a t i o n  sous vide e t  

suspendus dans 40 m l  d 'un tampon 10 mM TES/N~OH pH 7,0 ,  1 mM EDTA, 0,35 M 

saccharose,  à 4 O C .  

La suspension e s t  broyiedans un Warring Blender pendant 

3 x l ' ,  l a  température ne devant pas dépasser 7OC (CRAMER e t  c o l l . ,  1983). 

Le broyat  e s t  ensu i t e  t r a i t é  su ivant  l e s  ind ica t ions  de SCHWITZGUBEL e t  c o l l .  

(1981),  tou tes  l e s  opéra t ions  é t a n t  e f fec tuées  à +4OC. 

Après une première f i l t r a t i o n  sur  t o i l e  à b l u t e r ,  l a  suspension 

mycélienne e s t  cent r i fugée  à 10.000 g pendant 10 mn. Le surnageant e s t  r é c o l t é  

e t  cen t r i fugé  5 mn à 40.000 g su r  r o t o r  SS34 (cent r i fugeuse  Sorval RC 2-B). 

Le cu lo t  mitochondrial e s t  a l o r s  re-suspendu soigneusement 

dans un mi l ieu  de lavage composé de 0,35 M saccharose, 10 mM tampon TES pH 7. 

La suspension e s t  à nouveau cent r i fugée  5 mn à 40.000 g. 

Le c u l o t  mitochondrial e s t  finalement suspendu dans l e  tampon 

de lavage pour ê t r e  mélangé, à r a i son  de 7 à 17 mg de p ro té ine ,  dans 40 m l  

d 'une so lu t ion  composée de 30 m l  de tampon de lavage e t  de 10% de Perco l l ,  
v 

s o i t  25% / de Percol l  (dens i t é  1 ,O6 g m l - ' )  , 0.25 M saccharose e t  7.5 mM v 
tampon TES pH 7. 

Après cen t r i fuga t ion ,  l e  gradient  e s t  c o l l e c t é  par  f r a c t i o n  

de 0,8 m l  par  pompage à p a r t i r  du fond du tube. La d i s t r i b u t i o n  des  mito- 

chondries e s t  a l o r s  évaluée pa r  dosage de l a  succino-déshydrogénase suivant  

l e  protocole  énoncé ci-dessous : 

- Incuber l a  f r a c t i o n  à analyser  5mn à 20°C dans une s o l u t i o n  

composée de 0,35 M de saccharose, 1 , 7  mM Mg C l ,  , 17 mM ATP 

e t  17 mM tampon phosphate pH 7,2 (tampon A ) .  L ' a c t i v i t é  

enzymatique e s t  a l o r s  mesurée dans un mi l ieu  de réac t ion  

composé d 'un tampon phosphate 30 mM pII 7,4,  0,1% sérum 

albumine bovine, 0,01%, Tr i ton  X100, 2 mM KCN, 0 , l  mM EDTA 

1,4 mM phénazine méthosulfate e t  0,044 mM 2,6 -dichlorophé- 

nolindophénol. La réac t ion  e s t  i n i t i é e  par  add i t ion  de 10 mM 

succinate ,  l a  diminution de d e n s i t é  optique e s t  a l o r s  mesurée 

- à 600 nm ( E 21 1 0 ~ ) .  



Les f r a c t i o n s  contenant l e s  mitochondries (Fig. A l )  son t  

c o l l e c t é e s  e t ,  ap rès  d i l u t i o n  dans l e  tampon de lavage ,  cen t r i fugées  20 mn à 

48.000 g. 

Le culot  mitochondrial e s t  a l o r s  r e p r i s  par  un f a i b l e  volume 

de tampon de lavage e t  u t i l i s é  pour l e  dosage des a c t i v i t é s  enzymatiques ap rès  

incubation 5 mn dans l e  tampon A. 

Figwre Al : Dhahibuition den mituchonchia évdu6e pm dosage de Ra 
succino -déa hydtog6na e aptLèa un gaadient de d e a i t é  
prraa2qué am PmcoU. Lu aouchu BtrBv 1V ( r )  et 
1 1 3 5 (  . )  oM;t 6x6 c W v é u  7 2  h e m u  am m&oae. 

B A S  VOLUME ml H A U l  



ANNEXE TECHKIQUE P.!" 6 

MESURE DES COEFFICIENTS RESPIRATOIRES 

Les c o e f f i c i e n t s  r e s p i r a t o i r e s  o n t  été mesurés su ivant  l a  

méthode d é c r i t e  par  UMBREIT e t  c o l l .  (1957) .  

Une première f i o l e  contenant en son cent re  0,2 m l  de KOH à 

20% déposé su r  un papier  f i l t r e  permet l a  l ec tu re  de l 'oxygène consommé, 

a l o r s  qu'une deuxième f i o l e  sans KOH permet l a  l e c t u r e  du gaz carbonique 

r e j e t é .  

Les cons tantes  des  f i o l e s  sont  données par  l ' équa t ion  : 

où V = Volume de l a  phase gazeuse dans l a  f i o l e  
g 

Vf = 
Volume du l iqu ide  dans l a  f i o l e  

Po = Pression standard s o i t  10.000 mm en présence 
du l i q u i d e  de Brodie 

T = Température en degrés absolus 

a = S o l u b i l i t é  du gaz dans l a  phase l iqu ide  a 
press ion standard e t  à température T. 

a CO2 

0,878 

O, 759 

O ,665 

0,592 

Température 

20" 

25 O 

30" 

35" 

L 

a O2 

0,0310 

O ,0283 

O ,0261 

O, 0244 



Methade de c d c u b  du echmged gazeux 

1 I Fiole avec KOH Fiole  sans KOH I 1 

Changement 
observé dans l e  
manomhtre , moins 
l e  changement ob- 
serve dans l e  
thermobarombtre 

h corr igee 
multipliee par  

l a  constante de 
l a  f i o l e  rappor- 
tée 1 1 'O, 

(ko, ) 

Exemple : 
k ~ *  7 0,96 

- 26.9 

Changement 
observe dans l e  
manomètre, moins 
l e  changement ob. 
serve dans l e  
thermobaromètre 

Quantit6 d'O, con- 
somme, rapportée 
1 l a  f i o l e  sans 
KOH , 

s o i t  r 6 s u l t a t  
colonne 3 d iv i s6  
par l e  k de 

CO, 
c e t t e  f i o l e  

Changement dans 
l a  manomètre du 
au CO, . 
s o i t  r e s u l t a t  
colonne 4 
m i n s  resu l t a t  
colonne 3 

h corr igee,  
multipliee par 
l a  constante de 
l a  f i o l e ,  rappor. 
t ee  au CO, 

s o i t  r e s u l t a t  
colonne 5 
multipliç par 
k 
CO, 

soit resu l t a t  
colonne 6 
d iv i sé  par 
r '5sultat 
colonne 2 

Pour l e s  e s s a i s  su r  l e  mycélium, l e s  QR ont  é t é  mesurés 

de façon suivante : 

Contenu de l a  f i o l e  : - 30 mg de mycélium (poids f r a i s )  pré levés  
après  1 7  h de c u l t u r e  sur  l e  s u b s t r a t  é tud ié  

- 2 m l  de tampon phosphate p H  6 ,5  0,2 M 

Contenu de 1 'anse : - 0 , s  m l  de s u b s t r a t  10 g / l .  

Après équi l ibrage  de l a  température à 30°C l e  s u b s t r a t  e s t  a j a u t é  

dans l e s  f i o l e s ,  sauf dans une u t i l i s é e  pour l a  l e c t u r e  de l a  r e s p i r a t i o n  

endogène. Après 45 mn, l e s  concentra t ions  r é s i d u e l l e s  de s u b s t r a t  son t  dosées. 

A p a r t i r  des échanges gazeux défalqués de l a  r e s p i r a t i o n  endogène, l e s  QR ont  

é t é  ca lcu lés  pour l e s  deux souches par  r appor t  à une ass imi la t ion  de s u b s t r a t  

équivalente.  

Pour l e s  e s s a i s  sur  l e s  p r o t o p l a s t e s ,  un protocole s i m i l a i r e  

a é t é  s u i v i  : 

Contenu de l a  f i o l e  : - 4 x 106 protoplastes/ml 

- 2 m l  tampon phosphate pH 6 ,5  0,2 M - 1 ' 2  M KC1 

Contenu de 1 'anse : - 0,5 m l  de s u b s t r a t  5 g / l .  



DOSAGES DE COMPOSES PAR V O I E  C H I M I Q U E  

A/ Dosage des p ro té ines  par l a  méthode de LOWRY e t  c o l l .  (1951) 

- Réact i fs  -------- 
1 - r é a c t i f  Folin e t  Ciocalteu (MERK) d i lué  de moit ié  

2 - Mélange 

- CUSOI, à 1% dans H20 

- t a r t r a t e  de sodium e t  de potassium 1 m l  

- Na2C03 à 2% dans NaOH 0 , l  N q.s .p.  1000 m l  

- Protocole expérimental 

1 m l  de so lu t ion  à doser 

3 m l  du r é a c t i f  2.  

Attendre 10 mn. 

Ajouter 0,3 m l  du r é a c t i f  1. 

Attendre 30 mn. 

Gamme é ta lon  de sérum albumine boviie O à 80 pq/ml 

B/ Dosage des sucres  réducteurs par  l e  r é a c t i f  à l ' a c i d e  d i n i t r o s a l i c y l i q u e  
(SUMMER. 1924) 

- Réact i fs  -------- 
1 - Dissoudre 5 g d ' ac ide  d i n i t r o s a l i c y l i q u e  dans 100 m l  de NaOH 2 N 

2 - Dissoudre 150 g de t a r t r a t e  double de sodium e t  de potassium dans 

250 m l  d 'eau d i s t i l l é e  

3 - Mélanger l e s  deux so lu t ions  sous a g i t a t i o n  constante e t  p o r t e r  

à 500 m l  avec de l ' e a u  d i s t i l l é e  

- Protocole expérimental ...................... 
1 m l  de s o l u t i o n  à doser 

1 m l  de r é a c t i f  D.O. 540 nm 

Por ter  l e  mélange à 100°C pendant 5' (bain-marie) 

Refroid i r  sous eau f r o i d e  

Diluer  avec 25 m l  d 'eau e i s t i l l é e .  

Gamme é ta lon  de sucre réducteur de O à 400 bg/ml 



C/  Caractér isa t ion  de l ' a c i d e  kojique par l e  r é a c t i f  au Fe C l ,  
3 9 5 7 )  

- Réac t i f s  -------- 
Solut ion  de Fe C l ,  à 0,5 dans l ' e a u  d i s t i l l é e  

Solut ion  de H C l  à 15%. 

- Protocole expérimental ---------------------- 
1 m l  de so lu t ion  à doser 

1 ml.de Fe C l ,  à 0 ,5% 

1 m l  de H C l  à 15% 

Comparer l a  co lo ra t ion  obtenue avec un standard d ' ac ide  

kojique dont l a  couleur en présence des r é a c t i f s  e s t  pourpre. 



ANNEXE TECHNIQUE N o  8 

DOSAGES DE COMPOSÉS PAR VOIE ENZYMATIQUE 

A/ Dosage de l'acide malique 

Pour doser ce ccmposé dans les filtrats de culture nous avons 

fait appel au kit L-Malic acid de chez Boehringer basé sur la réaction : 

+ ( 1) L-Malate + NAD $oxaloacétate + NADH + lit 

GO 
( 2 )  Oxaloacétate + L-glutamate&~-aspartate + a cétoglutarate 

Ces réactions illustrent bien les propos de la page où nous 

avons abordé l'équilibre de la réaction 1. Un déplacement Ze cet équilibre 

vers l'oxaloacétate réquiert nécessairement le couplage d'une seconde réaction 

métabolisant l'oxaloacétate. 

B/ Dosage de l'acide glutamique 

Ce composé a été dosé dans les filtrats de culture par le kit 

L-glutamic acid de chez Boerhringer basé sur la réaction : 

GDH 
L-glutamate + ND+ + H, O=a cétoglutarate + NADH + NH; 

+ diaphorase 
NADH + INT + a .-NAD+ + FORMASAN 

C/ Dosage de l'éthanol 

La encore ce composé a été dosé par un kit Boehringer basé sur 

la réaction : 

Ethanol + NAD:- acétaldéhyde + NADH + H + 

+ Acétaldghyle + NAD' + H,O-acide acgtiyue + FJAIIH + X 



D/ Dosage du glucose 

Ce composé a é t 6  dosé s e l o n  l a  technique de SANTAMARIA e t  

Réact i f  ------- 

Dans 100 m l  de tampon phosphate 0 ,05  M p H  6,5 

0,0004 M Mg c l ,  d i s soudre  : 

10 mg O-dianis idine 

540 u n i t é s  de glucose oxydase (de chez Boehringer grade 1) 

300 u n i t é s  de peroxidase  (de chez Boehringer grade 1) 

Protocole expérimental  : ---------------------- 

1 m l  de r é a c t i f s  D . 0  425 nm 

0,2 m l  d ' é c h a n t i l l o n s  

1 heure à 37OC 
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SCHEMA DES VOIES METABOLIQUES 



Glucose 

Glucose 6-phosphate 

Glucoa e phosphate A o m 6 w  e 

Fructose 6-phosphate 

Phoa pho Q~ucXo kuzan e 

Fructose 1-6-diphosphate 
LILLE 0 

Ftructv~ e diphobphctte a l d o  La5 e 
T ~ o ~  e p h 4  phde 

acétone 3-pho sphate 
I 

Phos pho 6nolpymvate 
h9-e 

f 
Phosphoénolpyruvate 

Méltabothme du glucos e patr la voie d ' Embden-1Megmho~- Parcnad 
( EbiP 1 



t Glucose -pkroSPpte 



Pyruvate kinase 

Pyruvate d6shydrog6nase 

Citrate synth6tase 

,. Aconitase 

5 .  Isocitrate ddshydrogénase 

6; Glutamate ddshydmg6mse ~RDP' ddpendante 

7.  Glutamate d6shydrog6na~ W' dopendante 

8 .  a c6toglutatate dCshydxog6nase 

9 .  Succino-d4shydrogdnase 



\. 

de  cette a c i d i f i c a t i o n  l a s  recherches  f u r e n t  cen t r ées  s u r  l ' é t u d e  du 

mOtabolieme i n t s n 6 d i a i r s .  a f i n  d e  determiner  l a  séquence enzymatique 

21 1 ' o l i g i n e  de c e  ph6nodne  et en  é t u d i e r  ; l a  rggula t ion .  A p a r t i r  de  

c e s  r e s u l t a t s  e t  de nos travaux e n t r e p r i s  s u r  l a  biosynthàsa de  l ' a -  

w ~ y l a $ e  les rnOcanismes repondant de c e t ~ . a c c u m u l a t i o n  e-t de l a  f a b l e  

product ion d'enzyme f u r e n t  d é f i n i s .  Cs qu i  e permis d 'envisager  un pro- 

ofid4 cl 'opt imisat ion de  l a  produçt ion d'a-amylase pour c e t t e  saiche. 


