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INTRODUCTION GENERALE 

Les enzymes d'extraction, des cellules animales et 
végétales, sont de moins en moins utilisés et sont remplacés par 
les enzymes de fermentation, synthétisés par les microorganismes. 
En effet le potentiel génétique de ceux ci permet d'envisager de 
nombreuses nouvelles applications. 

Cependant un discordance existe entre ce potentiel génétique 
et le petit nombre d'enzymes réellement exploités industriel- 
lement, de l'ordre d'une trentaine. Ceci s'explique par le 
décalage important entre les productions de laboratoire et les 
contraintes industrielles. De plus, la nécessité pour toute 
souche microbienne de satisfaire à un contrôle d'autorisation 
très sévère est indispensable. 

Néanmoins le développement industriel amène une demande de 
plus en plus importante d'enzymes à caratéristiques originales 
adaptées aux nouveaux procédés biotechnologiques. C'est dans 
cette optique que la société ROQUETTE FRERES (Lestrem), en 
association avec un projet MIR, a confié au laboratoire de 
Cryptogamie de l'université cie Lille Flandres Artois, sous la 
direction de Monsieur Lacoste, la recherche d'une souche fongique 
productrice d'un enzyme extracellulaire thermostable dégradant 
les liaisons CY-1,4 des maltodextrines en glucose, lors de la 
saccharification de l'amidon. 

Cette recherche, dans un prenier temps, a consisté à isoler 
de biotopes chauds des souches fongiques aptes a dégrader 
l'amidon à température élevée. Après un vaste screening une 
espèce à activité enzymatique particulièrement thermostable a été 
retenue: le T h m o a ~ c u ~  c l t u t a c e u .  Nous avons ensuite entrepris 
une étude physiologique du développement mycélien et de la 
production enzymatique de ce champignon. En effet la connaissance 
très précise de la physiologie d'une souche microbienne est 
indispensable pour obtenir une production maximale et avant 
d'envisager une étude métabolique de la production enzymatique, 
une étude génétique et une adaptation au niveau industriel. 
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FIGURE 1: Localisation des traitements enzymatiques dans les chaînes - d'ensemble d'amidonnerie-glucoserie de mars et de blé. 
d 'après Segard ( 1985) . 
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T~bleau 1 : Composition non glucilique et teneur en amylose de difféients 
amidons (résultats exprinés p.100 d'anidon sec) 

AMIDON PROTEINES LIPIDES CYUTRES P IL?lYLCSf 
(N x 6,X) 

CEREALES 

Blé 0,33 1,12 cy3 O, C 5  26 

Maïs cirenx 0,10 C ,23 0,1 O. 003 tl 

Maïs normal 0,3C 0,61-0.65 0,1 0,O: I 28 

Maïs riche 
en amylose 0.50 



Le but de ce chapitre est de présenter le processus 
industriel dans lequel s'insère les enzymes amylolytiques,-de 
clarifier le problème posé par le dosage de ces différents 
enzymes produits de manière concomitante par un même 
microorganisme et de définir une technique de dosage de l'enzyme 
recherché pour l'étude qui suivra. 

1. PROCESSUS INDUSTRIEL DE TRANSFORMATION DE L'AMIDON EN GLUCOSE 

1.- Le substrat : l'amidon 

L'amidon constitue avec la cellulose la principale substance 
polysaccharidique synthétisée par les végétaux supérieurs à 
partir de l'énergie solaire. Si la cellulose est essentiellement 
responsable de la structure des parois cellulaires, l'amidon 
constitue quant à lui la réserve glucidique de choix des 
végétaux. 

a) Isolement 
Nous ne présenterons dans la figure 1 que les méthodes 

d'extractions d'amidon issu des céréales utilisées en 
amidonneries occidentales: le Blé et le Maïs (Segard, 1985). 

Comme le montre la figure 1 , un ramollissement préalable 
des graines, par trempage en conditions controlées ( durée, 
température, pH) et en présence de S02, précède la phase de 
broyage. Les graines broyées, dégermées et homogénéisées sont 
alors tamisées jusqu'à la séparation totale de l'albumen des 
grains d'amidon. Il est à remarquer que les étapes enzymologiques 
(liquéfaction et saccharif ication) ne peuvent intervenir qu' a la 
suite d'opérations lourdes de fractionnement et d'affinage. 

b)  Composition chimique 
La fraction non glucidique représente environ 0,5 à 2 % de 

la composition chimique totale de l'amidon (tableau 1, Duprat et 
al., 1980). Les impuretés résiduelles sont constituées de lipides 
(lysolécithine ou acides gras libres dans le cas des céréales), 
de protéines, de nucléotides et de matières minérales. 

L'amidon est un polymère de D-anhydro glucose. Les unités 
D-anhydro glucose sont reliées entre elles par des liaisons (X1,4 
et 4 à 5 % de liaisons ~ 1 1 ~ 6 .  Le grain d'amidon est constitué 
d'au moins trois types de composants glucidiques : l'amylose, 
macromolécule linéaire, l'amylopectine macromolécule à structure 
branchée, dont les principales propriétés physiques et chimiques 
sont regroupées dans le tableau 2 (Duprat et al., 1980; Sicard, 
1982), et une substance de composition intermédiaire entre 
l'amylose et l'amylopectine. Divers auteurs décrivent une telle 
substance dont la capacité de fixation de l'iode est plus élevée 
que celle de l'amylopectine et la limite de ll(Xamylolyse plus 
faible que celle de l'amylose. 

Le type et la quantité de ce matériel intermédiaire varient 
considérablement non seulement avec l'origine végétale mais 
également avec le degré de maturation de l'amidon. Baptisée 
amylose ou amylopectine anormale, cette fraction, pouvant 



Tableau 2: Propriétés physico-chimiques comparées de l'amylose et 
de llamylopectine 

STRUCTURE GWERALE Enchainement linéaire Structure branchée où des 
de motifs D-anhydro- fragements constitués 
glucose au moyen de dlenchainements par liai- 
liaisons Alpha-l,4 sons Alpha-l,4 se lient les 

uns aux autres par mise en 
oeuvre de liaisons Alpha-1,6 

% de liaisons W1,6 1 % 

I Limite de la -amylolyse 68 à 78 % 

Longueur moyenne des 
enchainements linéaires 
exprimée en nombre de environ lo3 
motifs anhydroglucose 
unis par des liaisons 
Alpha-l,G 

DP moyen des macromo- environ lo3 
lécules 

Coloration à l'iode bleu intense 

max 

15 à 20 (chaines A) 

45 (chaines B) 

violet 

530 - 550 

Comportement en 
solution aqueuse instable stable 

FIGURE 2: Historique des procédks enzymatiques de glucoserie. 
- &, D'après Segard (1985). 
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atteindre 5 % chez les amidons de céréales, serait formée d'une 
variété de structures dont le taux de ramification est 
intermédiaire entre l'amylose et l'amylopectine (Duprat et al., 
1980). 

2.- La transformation 

a) La liquéfaction 
L'organisation du grain d'amidon dépend de la manière dont 

sont associées les deux macromolécules, amylose et amylopectine, 
grâce à des liaisons hydrogènes inter et intra-chaînes. Lorsque 
les liaisons sont intenses, nombreuses et régulières, les chaînes 
s'associent en réseau cristallin. Cette structure organisée rend 
l'amidon insensible à l'action enzymatique. La première étape en 
glucoserie consistera donc à casser cette structure. La 
désorganisation du granule est obtenue par traitement 
hydrothermique ayant pour but l'éclatement du grain pour libérer 
l'amylose et l'amylopectine. 

Avant 1960 , la liquéfaction (terme décrivant la chute de 
viscosité résultant de la dispersion des macromolécules) était 
obtenue par l'addition d'acide sulfurique. A partir de 1960, 
1 ' @amylase de Bu&u~ umy~o&qu~ac.Lem , capable de travailler 
à une température supérieure à 80°C, a remplacé l'hydrolyse 
acide, source de contamination par divers métaux et sucres 
réassociés. L'un des inconvénients de l'enzyme, lié à sa 
thermostabilité moyenne, est son action en deux temps lors de la 
liquéfaction (fig 2). Depuis 1970-1975, la thermostabilité 
améliorée de 1'Wamylase de Ba&m f i c h e d o t u n i n  permet de 
pratiquer l'opération en une seule étape à une température 
supérieure à 95"C, après un chauffage à 110°C permettant 
l'éclatement des grains (Sicard, 1982 ; Segard, 1985). 

Le produit final consiste en une malto-dextrine de dextrose 
équivalent (DE) de 8 à 12 (pourcentage de sucres réducteurs 
exprimés en équivalent glucose ou DE). 

Le résultat de cette première étape est une solubilisation de 
l'amidon accompagnée d'une chute importante de sa viscosité et de 
l'apparition de nombreuses extrémités non réductrices propres à 
être attaquées par ~'amyloglucosidase. 

b) La saccharification 
L'étape de saccharification consiste en la transformation en 

glucose des maltodextrines obtenues en fin de liquéfaction. 
Comme l'indique l'historique des procédés enzymatiques de 

glucoserie (figure 2), cette étape n'a guère subi de modification 
depuis presque trente ans. Avant l'apparition de l'amylo- 
glucosidase, les rendements en glucose final étaient mauvais par 
suite de réactions de réversion, de transglucosylation et de 
dégradation acide à chaud. 

Depuis que l'on peut utiliser industriellement l'amylo- 
glucosidase, le Dextrose Equivalent final de la réaction s'est 
amélioré bien plus grâce aux modifications apportées à l'étape 
précédente qu'à l'obtention de meilleures conditions de 
saccharification. 



Quelques améliorations ont toutefois été apportées : 
- les résidus contaminants (oligosaccharides 

branchés en (Y-1,6) provenant d'une activité transglucosidasique 
(EC 2.4.1.24.) sont réduits par passage des solutions 
d'amyloglucosidase sur colonne de bentonite qui fixe la 
transglucosidase. Cette dernière peut avoir une influence 
considérable pouvant provoquer 3 à 4 % de réversion en produisant 
des sucres infermentescibles pourvus de liaisons (X-1,6 et 
s'opposant à la cristallisation du glucose monohydraté (Sicard, 
1982). Il faut toutefois noter que l'incubation d'une solution de 
glucose dans les conditions actuelles de saccharification (60°C à 
pH 4,5) autorise une réversion purement chimique qui peut 
représenter environ 2 % du glucose initial, limitant le rendement 
théorique à environ 98%. 

- l'addition de pullulanase (EC 3.2.1.41) permet 
d'augmenter le dextrose équivalent final des hydrolysats 
d'amidon. Néanmoins, l'utilisation de cet enzyme implique de 
travailler à un taux de matière sèche plus faible (de l'ordre de 
30 à 35 %) et à une température de 55"C, optimum d'activité de la 
pullulanase. 

La saccharification en processus continu n'a pas connu à ce 
jour de développement comparable à celui qu'a connu 
l'isomérisation du glucose. Une moins grande efficacité (dextrose 
équivalent obtenus de l'ordre de 92 à 94), ane température 
d'utilisation plus faible, des systèmes d'immobilisation onéreux, 
ont, jusqu'à présent, empêché toute percée industrielle de cette 
technique. 

Dans les conditions actuelles de saccharification en 
discontinu, le dextrose équivalent final de 1o solution est de 96 
à 98, soit une teneur en glucose effective de 92 à 96% . Si le 
rendement en glucose final s'avère satisfaisant, il n'en est pas 
de même des conditions de son obtention. En effet, malgré 
l'optimisation des fourchettes de température praticables avec 
les enzymes actuels, les temps de réaction nécessaires pour 
atteindre des rendements intéressants demeurent importants (72h à 
60°C pour l'amyloglucosidase). Ces temps de séjour ne sont pas 
sans incidence sur les investissements, les immobilisations et 
les coûts de fonctionnement. La température utilisée autorise 
également un développement bactérien, réduisant le rendement 
final. Une température de réaction plus élevée permettrait 
d'éviter ces inconvénients, et en plus, de diminuer la viscosité 
du sirop de glucose pour les filtrations ultérieures. 

Cet ensemble de faits explique la tendance actuelle, en 
glucoserie enzymatique, à rechercher des amyloglucosidases à 
thermostabilité améliorée. 

Conclusion 

La transformation de l'amidon de céréale en glucose s'établit 
en trois phases. La première consiste en une purification de 
l'amidon à partir de la graine de céréale utilisée; la seconde, 
en la dégradation de l'amidon en maltodextrine sous l'action 



d'une CY-amylase bactérienne (étape de liquéfaction). Les malto- 
dextrines sont ensuite hydrolysées en glucose par l'amylogluco- 
sidase (saccharification). Si l'étape de liquéfaction a pu être 
améliorée de maniere sensible grâce aux introductions successives 
des CY-amylases de Ba&un auba2.h et R a d m  fichen&$o&, 
l'étape de saccharification appelle encore diverses améliorations 
qui seront envisageables grâce à une thermostabilité supérieure 
de l'amyloglucosidase. 

Le cadre de l'utilisation de l'amyloglucosidase étant défini, 
la différenciation des activités amylolytiques susceptibles 
d'être rencontrées est nécessaire. 

II.- MISE EN EVIDENCE ET DOSAGE DES ENZYMES AMYLOLYTIQUES 
FONGIQUES 

Les enzymes capables de dégrader l'amidon sont distribuées de 
maniere très variée dans les règnes animal et végétal ainsi que 
chez les microorganismes. Initialement, le terme "amylase" a été 
utilisé pour désigner les enzymes capables d'hydrolyser les 
liaisons 01-1,4 du glycogène, de l'amylose et de l'amylopectine 
(Meyer, 1952). Un certain nombre de nouveaux enzymes découverts 
chez les microorganismes sont venus compléter cette seule 
hydrolyse des liaisons CY-1,4. Les principaux enzymes 
amylolytiques, actuellement produits par des microorganismes et 
possédant un intérêt industriel, sont décrits dans le tableau 3 
et la figure 3. 

A ce jour, la pullulanase n'a été décrite que chez les 
bactéries essentiellement Amocjenu amobactu, divers B a a u n ,  
SLteptomycu, P~eudomonacs ou S&eptococc~~?) (~ercier, 1985); 
l'isoamylase chez diverses bactéries et chez Saccha/romyca 
cmevhiae (Mercier, 1985) ; la 0-amylase n'est pas décrite chez 
les champignons filamenteux, les principaux producteurs étant des 
BacLUm. 

Les principaux enzymes fongiques susceptibles d'intervenir 
dans la dégradation de l'amidon ou de maltodextrines sont au 
nombre de trois: l'ffamylase, l'amyloglucosidase et 
1 ' CY-glucosidase. 

Le dosage de ces différents enzymes purifiés est généralement 
effectué dans les conditions résumées dans le tableau 4. 

Ces techniques souffrent de deux imprécisions: d'une part, le 
substrat n'est pas spécifique à l'enzyme: d'autre part, le 
produit dosé en fin de réaction ne correspond pas toujours au 
produit réel de la réaction (sucres réducteurs doses au lieu du 
glucose). Ces imprécisions rendent impossible l'utilisation de 
ces types de dosages pour différencier des enzymes amylolytiques 
lorsque ceux-ci sont produits de manière concomitante, comme le 
font en général les champignons. 



FIGURE 3: Sites d'action des différentes amylases sur la molécule 
d'amylopectine. 
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TABLEAU 3 1 Principaux enzymes intervenant dans l a  dégradation de 
1 'amidon. - 

-- 
Enzymes h o m c  lature lialsons substrats substrats prbduzts formes 

hydrolysées hydrolysés lmxte 

EC 3.2.1.1. .(-l.(. mylose, maltotrxose olxgosaccharides 
+Amylase *mylopectlne (1) de 2 à 7 unxtes 

glucose sous 
configuration 

____-_--_---__------*---------------------------------------------------------------------------------- 

Isomylase EC 3.2.1.2. y-194 ~mylose, maltotétraose maltose SOUS 
"mylopectine (2) conf   pu ration , 

Daxtrxnes Imites 
_--______-___-------*---------------------------------------------------------------------------------- 

Pullulanase EC 3.2.1.41 9-1,6 Pullulan, (3) maltosyl- maltotrlose (pullu- 
mylopectine maltose lan),Dextrines débranchées 

( "1  (amylopectxne) ....................................................................................................... 
y-wylase EC 3.2.1.68. *-1,6 Amvlopectine, maltosyl- maltotriose üextrine 

gl ycogene nraltotrxose debranchees 
( 5 )  (mvlopectzne) ----------_------__------------------------------------------------------------------------------------ 

Amyloglucosxdase EC 3.2.1.3. 4-1," mvlose, maltose glucose sous 
Y-1,6 amy lopectme confzguration ------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

SGlucosxdase Et 3.2.1.20. .(-1,4 Oligosaccharxdes maltose glucose sous 
q - 1 ~ 6  confxguratxon ------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Transglucosidase EC 2.4.l.Ll. .(-1,L k! tose glucose oliposaccharxdes 
branches en 91,6 

* actron ?on arrêtée par les l~alsons M-1.c 
fi aeton stoppee au nlvaau des llalsons .61,6 

Nomenclature des enzymes : EC 3. Hydrolase EC 2. Iraferase 
EC 3.2. Hydrolase agissant sur des EC 2.L. Glycos?~lt.r~sférase 

composés glvcosylés EC 2.i.l. Hexosyltransférase 
EC 3.2.1. Glycosylhydrolase 

0 CLUCO" 

P C L U C O S C  R E O U C T C U R  

- L I A I S O N  9- 1 4  

TABLE;: 4 :  Conditions ce dosage Les  troi  rniymes 

amylasiquës r r i n c i p a u ~ .  

ENZYUE SUErfKhT PRODUIT DF RWICTI:r', HFnlODE DE 
WSE WSAGE 

Dtrc 
*amviase am~don soluble sucre: réducteurs ou 

cuc4 

r*-.::odextriner 1 ode 
-- - - - - - 

ii 7 
amyioglucosidase amidon soluble sucres réducteurs OU 

glucose glucose rsvdase 

b(g1ucos1dase maltose glucose glucose O X V Ç I S ~  



FIGURE 4: Evolution de la coloration à l'iode en fonction de l'apparition 
des sucres réducteurs provenant de l'action d' une endoamylase 
ou d 'une exoamylase . 
D'après Fairbain et collaborateurs (1986)  . 

Tableau 5: Evolution de la teneur en sucres réducteurs (S.RI, du degré 
d'hydrolyse (D.H), du glucose (Gluc) et du rapport S.R/Gluc chez 
Piricularia orvzae, A. niger et une préparation commerciale 
d' anylogiucosidase (Glc: SB). 

Durée S.R. D.H. Glc. S.R. /Glc. 
 in) (pg/lOul) % (ug/lOul) 

Piricularia oryzae 1 .. 6 15 6 1.00 
(Amyloglucosidase 30 13 33 13 1.00 
seule) 6 0 2 i 5 2 2 O 1.05 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Aspergillus niper 15 12 3 1 8 1.50 
(Amyloglucosidase 3 O 2 1 54 19 1.11  
et CY-amylase) 6 O 28 7 O 25 1.12 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - - 

Gluc SB 15 15 3 7 6 2.50 
(Amyloglucosidase 30 2 O 5 1 15 1 .33  
et CY-amylase) 60 2 6 6 5 2 2 1.19 



Le premier problème posé, celui du substrat à utiliser, 
s'avère délicat à résoudre. Des enzymes comme l'a-glucosidase 
(Reese, 1968) ou l'amyloglucosidase sont peu spécifiques 
possédant toutes les deux la propriété de couper les liaisons 
01-1,4 ou CY-1,6 voire les liaisons a-1,3. Le maltose est hydrolysé 
par l'amyloglucosidase, certaines ail-glucosidases hydrolysent 
1' amidon soluble (tableau 3). L'a-amylase, présente dans un 
filtrat de culture contenant l'amyloglucosidase, augmentera 
artificiellement le résultat du dosage de la seconde si le 
substrat est l'amidon soluble. Finalement, le seul dosage du 
glucose comme produit final de réaction ne permet pas de 
différencier l'amyloglucosidase de l'a-glucosidase. 

Divers auteurs se sont penchés sur ces problèmes de dosage 
des différents enzymes amylolytiques présents dans un même 
filtrat de culture, et ont essayé de faire jouer de manière plus 
précise les différentes caractéristiques des enzymes. 

1.- Mise en evidence et dosa~e de l'a-amylase 

L'activité purement endoamylasique de cet enzyme a permis de 
séparer l'a-amylase des deux exoenzymes amyloglucosidase et 
atglucosidase. 

a) Mise en évidence 
Deux techniques reposant sur un dosage du produit de réaction 

sur l'amidon soluble sont utilisées. Dans la première technique, 
la présence d'une endoamylase est mise en evidence par une chute 
rapide de la coloration a l'iode par rapport aux sucres 
réducteurs apparus (fig.4, Fairbain et al., 1986). Dans la 
seconde, un rapport sucres réducteurs sur glucose supérieur à 
l'unité en début d'hydrolyse ( tableau 5 ) établit la présence 
d'une endoamylase. 

Si ces techniques ne permettent pas un dosage de l'activité 
atamylasique, elles n'en autorisent pas moins une mise en 
évidence aisée. 

b) Dosage 
Trois techniques utilisent des substrats modifiés dans le but 

d'empêcher toute activité exoamylasique. La première utilise un 
amylose aux chaînes polysaccharidiques reliées par des ponts 
glycériques (figure 5). Elle nécessite deux dosages, l'un 
effectué avec l'amylose natif, le second avec l'amylose modifié; 
les deux enzymes amyloglucosidase et CY-amylase sont alors dosés 
quantitativement par différence. Néanmoins, la technique ne 
sépare pas at.glucosidase et amyloglucosidase. 

Les deux autres techniques font appel soit à un amylose oxydé 
à l'aide de métaperiodate de sodium (Marshall, 1978), soit à 
l'amylose azure dans lequel le Rémazol brilliant blue R se greffe 
sur chaque résidu glucose (figure 6, Rinderknecht et al., 1967). 
Depuis la publication de H. Rinderknecht et collaborateurs 
(1967), d'autres substrats sont apparus, fondés sur le même 
principe : la formation et la détection d'un produit de réaction 
soluble, coloré, facilement séparable du substrat insoluble 



FIGURE 5: Représentation schématisée des sites d'action de l'amyloglucosidase 
et de l'@-amylase sur l'amylose modifié par des ponts glycériques 
interchaînes. 
D'après Mateescu et collaborateurs (1980) 

O = rfsicus glucose reliés par des liaisonso(-,l,& oÏ = -  pont glycgrique interchaine 

- = action de 1%-amylase 

- - --- - - action de l'aq~loglucosidase 

FIGURE 6: Ji-présentation de l'aniylose azure. 
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(Fogarty et Kelly, 1979). 

2.- Dosage de l'amyloglucosidase et de l'a-alucosidase en 
presence d'a-amylase 

Divers agents inhibant sélectivement l'a-amylase (celle-ci 
étant une métallo-protéine) ont été utilisées: 1'EDTA (Acide 
éthylène-diamine-tétraacétique), le PCMB (Acide 4-chloromercuri- 
benzoique), le DTNB (Acide S-SI-dithiobis-2-nitrobenzoique) , 
l'acide hydroxymercuribenzoique (Simonin et Pilet, 1974). 
1'amyloglucosidase ne semble pas affectée par ces agents 
chimiques. 

Une étude cinétique menée par M. Fugi et Y. Kawamura (1985) 
a montré que lorsque le substrat utilisé possède une masse 
moléculaire inférieure ou égale à 5000, l'action de l'a-amylase 
peut être négligée et que le taux de formation du glucose répond 
a la seule amyloglucosidase. Cette remarque permettrait donc de 
pratiquer un dosage sélectif de l'amyloglucosidase (ou de 
1'~glucosidase) en ~résence dlaLarnylase sans utiliser les 
inhibiteurs précédemment cités. 

3.- Différenciation et dosage de l'a-glucosidase et de 
l'amylo~lucosidase. 

La différenciation de ces deux enzymes est plus subtile : ce 
sont tous deux des exoenzymes libérant du glucose à partir 
d'oligo ou de polysaccharides. 

Une tentative de détermination de l'activitk a-glucosidasique 
en présence d'amyloglucosidase a été effectuée par M. Kujawski et 
M.Wegrzyn (1980), en utilisant un substrat combiné amidon 
soluble-maltose (10 %, 0,5 %) et en déduisant de l'activité 
présentée sur un tel substrat l'activité obtenue sur amidon 
soluble. Cette détermination de l'activité a-glucosidasique 
propre se base sur l'affinité très supérieure que possède 
l'amyloglucosidase pour- l'amidon soluble par rapport au 
maltose. Dans les conditions citées, une plus grande libération 
de glucose obtenue dans le cas du substrat combiné est attribuée 
à l'activité a-glucosidasique. Malheureusement, certaines 
 gluc cos id as es apparaissent comme très efficaces sur l'amidon 
soluble (tableau 6). La technique apparait donc plus comme une 
mise en évidence qu'un dosage, sauf pour les souches appartenant 
au groupe 3 défini par Y. Yamasaki et Y. Suzuki (1980) (tableau 
6) .  

C. Kueck et D.K. Kidby (1985) ont proposé un dosage de 
l'amyloglucosidase faisant appel à la particularité que cette 
dernière possède de couper les liaisons a-1,6. Le dextran, 
polysaccharide produit par la bactérie Leuconontoc muentenoidu 
qui contient 95 % de liaisons a-1,6 sur les chaines principales 
ou latérales, est utilisé comme substrat, le glucose dosé comme 
produit de réaction. Néanmoins, un tel dosage n'évite pas la 
dégradation par la dextranase (EC 3.2.1.11.), enzyme largement 
répandu chez les champignons filamenteux. 



Tableau 6 : Hydrolyse de l'amidon soluble et produits de transfert du maltose par 
les (Y-glucosidases fongiques (Y. Yamasaki et Y. Suzuki, 1980). 

Espèces décrites Hydrolyse de Produit de transfert 
l'amidon soluble du maltose 

Mucor j avanicus 
Mucor racemosus 

Groupe 1 Penicillium purp:: rogenum ftS 

Penicilliim oxalicum 
Groupe 3 

Aspergilluz niger 
Grou7e 3 Asper~iiius oryzae 

Aspe.- ill lus awamori 

Maltotriose 

Isomaltose 
panose 

Isomaltose 
panose 



Lorsque les enzymes sont purifiés, la détermination de 
l'anomérie du glucose libéré (par chromatographie en phase 
gazeuse ou polarimétrie) permet d'identifier de façon formelle 
l'af-glucosidase ou l'amyloglucosidase (Chiba et al., 1983). 
L'utilisation de l'acarbose, tétraose synthétique, produit par 
BAYER (Svensson et al., 1986) et inhibiteur des activités 
amylolytiques permet, également, grâce à la sensibilité très 
différente des deux enzymes vis à vis de l'inhibiteur 
(l'amyloglucosidase se révélant être la plus sensible), de les 
individualiser. D'autre part, l'a-glucosidase dégradera plus 
facilement les oligosaccharides à bas poids moléculaire, ou le 
maltose, que l'amidon soluble, le rapport étant inversé pour 
l'amyloglucosidase (Reese et al,, 1968). 

Certains auteurs ont utilisé des aryl ou alkylCYD-glucosides 
pour doser l'amyloglucosidase ou l'a-glucosidase (Fogarty et 
Kelly, 1980), ou encore ont comparé l'action de l'enzyme sur ces 
substrats par rapport au maltose ou l'amidon soluble. Le 
méthylaD- glucoside, substrat utilisé par C.P. Benson et 
collaborateurs (1982) pour doser la transglucosidase (EC 
2.4.1.24.), n'est que très rarement cité comme étant hydrolysé 
par l'amyloglucosidase ou à des taux faibles: 0,072 % de 
l'hydrolyse de l'amidon soluble pour une amyloglucosidase décrite 
par J.H. Pazur et K. Kleppe (1962), 0,05 % pour celle décrite par 
W.M. Fogarty et C.P. Benson (1983), absence de dégradation pour 
celles décrites par S. Medda et collaborateurs (1982). Parmi les 
(Xglucosidases seule celle d'A. okyzae est citée comme dégradant 
le méthyl CYD-glucoside (Kelly et Fogarty, 1983), bien que 
certains utilisent ce substrat pour doser 1'rXglucosidase. 

L'utilisation de ces substrats à seule fin de différencier 
Ck+glucosidase et amyloglucosidase semble donc pour le moins 
controversée. La capacité que possèdent les trois enzymes citées 
(amyloglucosidase, CY-glucosidase, transglucosidase) à catalyser 
des réactions de réversion (dans certaines conditions pour 
l'amyloglucosidase) ne facilite pas le problème. S. Chiba et 
collaborateurs (1983) montrent ainsi que des enzymes 
traditionnellement cités comme des a-glucosidases se révèlent 
être des amyloglucosidases à l'examen de l'anomerie du glucose 
libéré. Certaines amylases de Clo~L%ldium acetob&y&cum sont 
alternativement décrites comme CY-glucosidases ou 
amyloglucosidases selon les auteurs sans qu'une étude fine soit 
effectuée (Hockenhull et al., 1945; Brevet E. no 135-138, 1984; 
Kelly et Fogarty, 1983). 

Conclus ion 

La différenciation et le dosage de l'@amylase par rapport 
aux deux exoenzymes a-glucosidase et amyloglucosidase sont 
possibles en jouant sur le substrat utilisé (pour le dosage) ou 
les produits libérés (pour la mise en évidence). La séparation 
des activités de ~'cY-glucosidase et de l'amyloglucosidase est 
plus délicate; si les souches incriminées n'appartiennent pas au 
groupe 3 ( A d p m g i & ? ~  nigm, A .  awcunaL, A .  oayzae) défini par Y. 



TABLEAU 7: Différentiation et dosage de l'a-amylase, l'amyloglucosidase 
et 1 'û!-glucosidase . 

ENZYMES DIFFERENTIES TECHNIQUES DE MISE EN EVIDENCE ET DOSAGES 

&amylase par mise en 
rapport à l'amylo- évidence 
glucosidase ou 
1 'Wglucosidase 

Evolution de la coloration de l'iode et des 
sucres réducteurs lors de l'hydrolyse de 
l'amidon soluble 
Evolution du rapport sucres réducteurs sur 
glucose formés lors de l'hydrolyse de l'amidon 
soluble. 

o(-amylase Substrat utilisé : amylose azure .................................................. 
dosage q-glucosidase Substrat utilisé : maltodextrine 

et glucoamy- de MM = 5000 
lase 

Amyloglucosidase 
par rapport à 
1 '(lt.glucosidase 

Mise en évidence anornérie du glucose libéré 

si la souche appartient substrat utilisé 
au groupe III de Yamasaki amidon soluSle/maltose 
et al. (1980) (10%/0,5%) et amidon 

(dosage comparatif) 
dosage .................................................. 

si la souche n'appartient Amyloglucosidase 
pas au groupe III de substrat amidon soluble 
Yamasaki et a!. ( 1980) ...................... 

8(-glucosidase 
Purification des enzymes substrat : maltose 



Yamasaki et Y. Suzuki (1980) seule l'étape de purification permet 
d'identifier et de doser de manière formelle les deux glucosi- 
dases. Le tableau 7 récapitule les différentes étapes d'iden- 
tification et de dosage de ces différents enzymes. 

III.- CHOIX D'UN TYPE DE DOSAGE 

Les différents paramètres pouvant intervenir sur le résultat 
et l'analyse d'un dosage sont les suivants : 
- le substrat (qualité et quantité) 
- le produit final dosé 
- la quantité d'enzyme 
- le pH, la température et la durée d'incubation 

Seuls les deux premiers seront discutés ici, le dosage 
complet sera détaillé dans le chapitre II: Matériels et Méthodes, 
de la première partie. 

Comme nous venons de voir, le substrat privilégié de 
l'amyloglucosidase, l'amidon soluble n'est pas spécifique de ce 
seul enzyme, non plus que le produit final de la réaction, le 
glucose. En conséquence, le but de l'étude étant de trouver un 
nouvel enzyme propre à dégrader en glucose le produit final de 
liquéfaction, ce dernier pouvait être choisi comme substrat. Le 
glucidex 12 (MD 02), maltodextrine commercialisée par ROQUETTE 
FRERES et de composition suivante : 

- polysaccharides 95-97 % 
- maltose 2 - 3 %  
- glucose 1 -1,5% 
Masse moléculaire moyenne : 2700 

est très proche de ce produit de liquéfaction. De plus, la masse 
moléculaire moyenne inférieure à 5000 permet d'échapper à toute 
interférence due à uneci!-amylase. C'est donc cette substance que 
nous utiliseront comme substrat. Le produit de réaction de 
l'amyloglucosidase, le glucose, constituera le produit dosé. 

CONCLUSION 

Le processus de saccharification demande à l'enzyme utilisé 
d'hydrolyser en glucose une maltodextrine issue de l'étape de 
liquéfaction. Les dosages courants pratiqués sur les amylases 
sont parfois inprécis, néanmoins certains artifices permettent 
dans certains cas de différencier les diverses activités 
amylolytiques. 

Le substrat choisi, proche du résultat d'une liquéfaction, le 
MD02, et le produit final dosé permettent d'éviter toute action 
concomitante de l'wamylase. Par contre, ils ne nous autorisent 
pas à trancher entre l'amyloglucosidase et l'ci!-glucosidase, ces 
deux enzymes produisant du glucose à partir du substrat retenu. 
Les auteurs étudient d'ailleurs rarement le critère fondamental 
permettant de séparer les deux enzymes, l'anomérie du glucose. En 
conséquence, amyloglucosidase et a-glucosidase ne seront pas 
différenciés lors de la première partie de l'étude. 
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TABLEAU 8 :  Microorganismes cites comme produisant au moins une amylogluco- 
sidase. Tableau inspiré de (Fogarty et Kelly, 1980). 

CLRSSlFlCATIMl GENRE ESPECE REFERENCES _-__________-_____---------------------------------------------------------------------------------------- 
BbCTERlES 
Classe des Schizorycetes 

Clostridiur 
Faai 1 le des bac1 11 aceae Clostridiui 

bacillus 

therroaryloiyticur brevet EP 135-138 (1984) 
therionydrosulfuricun HYUN 11985bi 
stearothwaophilus SEIVASTAVA 11984) 

Faaille oes Pseuooronaoaceae tiaiobacteriur soaorense ORiN 1198)) 

Farille aes kchroiooa:teraceae Flavonacteriui SP - @ENOEP l19E1! ___-_---__------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
w 

Endorvces 'p. HkTTORl et al (196?)* 
Endoçvcopris bispori BORRISS (1986)* 
Endorvcopsis capsul ar is EEERTOVA 11966) t 
Enaorycopsis finuli era SILLS et STEWA6.T 11982) 
Saccharocyces di astali cus HOPtlNS et LULKA ll957l* 
Pichia burtoni SILLS et STiWkBT 11982) 
Srhwanniocyce~ alluvius DE ROT et al 11986b) 
Schrannioryces castelli DE ROT et al 1198bb) 
Schwannioryces occidental is DE HOT et al 1198bb) 
Liporyces kononenkoae DE ROT et al i1PBbbi 
Lipoayces starkeyi DE HOT et al 119Bab) 

Cl asse des Heci ascoivcetes 
Orare oes Endorycetales 
Faiille dec Endoiycetaceae 

Crypto:occus f 1 avus DE 131 et C' !198bbi 
Candi06 antarctica i!: y31 et a! ,1986b) 
Candioa fennica ni et al 198bbi 
Caqdioa horilentora DE EOT et al i198hbi 
Candi da s i  lvanorum DE UOT et al l1986b) 
Candida tsukubaensic ?E HOT et al 11985a) 
Trichosporon pullulans DE ROT et al :lSha) ........................................................................................ 

Classe orr P!astomvcPtes 
Ordre oes Lryptococcales 
Faai lle oes Cryptococcaceae 

riehei 
roux i anus 
araqasaktens 
del eaar 
javanicus 
niveus 
nooosus 
pypaeus 

ZY6ORYCOTlNA 
Classe oes !ygoaycktes 
Ordrr @.es Rucoraler 
Faiil le des Rucoraceae 

Cléise des Pyr&nùa*v:etea 
Grore oes Hypocrçales 
Fanille aes Hypocreaceae peltata OCADA 11983) 

t'3RUYAKk et ISHIKRWA ! 1975) * 
r:OARTY et DIXOI lnon pub.:+'+ 

Orare ;es Sphaeriales 
Famille ces Relanospor8:eae 

heurospora 
heurocjora 

Classe des Plectonvcbtos 
Ordre oes iurcriales 
Faiille aes Eur0::aceae 

A;perai!lu: grouoc 
ks~ercillus 
Aspe-cil lus 
Asoe-i:!lus 
ksperg!: ici 
kspero. jius 
Rsper:.~ ;US 
autref A5pergi!!us 
ksperci llcc 
Asperciliuc 
Asoerc: llus 
fis2orc:lius 
a;:rei kariliaceae 
Aureobi~!aiur 
Eeonaic~~:-: U L  
LeDZalOEO(' l U L  
Chaizrr 
Iiactviiur 
hueiic~i . 
Paeci1oc:cec 
Faeciiofi4crj 
Pen:ciliiu~ 
Fec:cii!ium 
Pyri-uiaria 
Spororricnue 
'loruli 
irichoa~-aa 

ciipcr 
awamori 
c:nnaoomeus 
+ net  ious 
pnoon;cir 
si1::: 

ni!:' 

Classe OSE h~3nolr:o:es 
Drcre cec iyonor .=:.le? 
Faiille oes Noni1i;;zse 

L..ii.d" 
crlar!:i~~z L:n:ae 
e: i*fl!?*nia~ 
~ 2 ~ ë c o n a  
oenoroioec 
ianuo!nuia 
va:ifiri: 
sbc~lobusus 
ex jansus 
OlillCUK 
ory:ae 
tnerac:- .lr 
~ ~ P T R C C L . ~ ~  
viriae 

DAY !!c?81+ 
ftONNAk et al !:Y?i 
NEGRAO e: al 1iZ2! 1 
TPVLOF. E: al !1\791 
Ili,-,. 
i nl . tdr  (!9Ef' 
i'ir i ~ i 7 7 ) ,  

BRSIDIOHYCOTINA 

Classe des T4liomvcktec 
Orore des Ustilaairsaies 
Faiille des Fiiabasici aceae 0i ROT et ERARCHTERT (1965ci** Filobasidiu~ capsul i qenua 

Classe des Hymenon ceres 
Orare des kphyl!oohorales 
Fiai lle oes Schizos-vllaceae 5:~izophyllu: C O P I I U ~ ~  
F < ~ i ; i i  O E ~  LoniCio:nc-dcea~ : ~ n i d i ~ p h ~ ~ r  cereb: 11 a 

EZHWALE' E: JANS:".? 11:73) 
i~ : t iL  ! 177 )1 *  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

+ réferences ci têcs ~ à r  FOGART\ et LELLt ( 1 9 8 ~ 1 .  
++ cnai;;Qnon c l t ~  :;%le !e\,urE par ies artciirs. 



1.- LES PRODUCTEURS D'AMYLOGLUCOSIDASE ET D'a-GLUCOSIDASE 

Comme nous l'avons vu lors du chapitre préliminaire, la 
différenciation entre l'amyloglucosidase et l'a-glucosidase 
nécessite la détermination de la configuration du glucose libéré. 
Cette détermination est rarement effectuée dans la pratique. 
Aussi, dans cette revue bibliographique, avons-nous cité les 
différents producteurs d'amyloglucosidase ou d'aLglucosidase 
décrits par les auteurs sans tenir compte de l'anomérie du 
glucose produit. 

Il faut noter que ces deux enzymes sont produits par de 
nombreux microorganismes (tableaux 8 et 9) et en général en 
association avec d'autres amylases. 

1.-Les bactéries 

L'amyloglucosidase est principalement décrite chez les 
champignons filamenteux. Néanmoins, quelques bactéries la 
synthétisent également (tableau 8). Le Chh,idium 
thmoamylaficum (Brevet Europeen no 135-138, 1984) produit 
une amyloglucosidase à température optimale d'activité comprise 
entre 70°C et 75OC et de pH voisin de 5. Le C.thmohydtLo- 
a&dcum (Hyun et Zeikus, 1985b) synthétise une amylo- 
glucosidase ayant une activité optimale pour un pH de 5 à 6 et 
une température de 75". Les autres bactéries décrites sont un 
B a d u n  ateattothexunopUun (Srivastava, 1984), divers 
fEavobact&ium (Bender, 1981) et un HuRobact~~(tLum aadomencre 
(Oren, 1983). L'amyloglucosidase de cette dernière bactérie 
présente un optimum d'activité à 65°C en présence de 1,4 M NaCl 
et à 75°C pour 3,9 M NaCl, ceci pour un pH de 7,5 (Oren, 1983). 
La pauvreté de la bibliographie sur les amyloglucosidases 
bactériennes s'explique par le faible nombre d'espèces 
répertoriées comme productrices et par les conditions délicates 
de culture des bactéries connues (température élevée de 
croissance et anaérobiose pour les C~oa;tUd.ium). De plus, les 
bactéries sont généralement considérées comme productrices 
d'a-glucosidase ou d'O!-amylase et les champignons filamenteux 
d'amyloglucosidase et d'wamylase. 

L'a-glucosidase est par contre produite par de nombreuses 
bactéries (tableau 9). Les principaux producteurs sont des 
B a m u n ,  des Paeudomorza et des SRneptococcun. La majorité des 
O!-glucosidases bactériennes dégrade de manière préférentielle le 
maltose, exception faite de l'enzyme produit par C~o&~Ldium 
acetobu;tyficum (Kelly et Fogarty, 1983). La plupart de ces 
enzymes possède une activité glucosyltransférase. Les produits de 
transfert formés à partir du maltose peuvent être le maltotriose 
( B a d u n  ceteu; Yamasaki et Suzuki, 1974), l'isomaltose et 
l'isomaltotriose (B.b%evh; Mc Wethy et Hartman, 1979), ou un 
grand nombre d' oligosaccharides (B . a u b U  ; Wang et Hartman, 
1976 ; B. cunylolyficun ; Kelly et Fogarty, 1983). Les températures 
optimales d'activité se situent entre 35°C (B.baevb; Mc Wethy et 
Hartman, 1979) et 75OC (B .Xhetunag~ucoaidiun; (Kelly et Fogarty, 



TABLEAU 9: Microorganismes cités comme produisant au moins une (X-glucosi- 
dase. Tableau de Kelly et Fogarty (1983). 

CLASSIFICATION GENRE ESPECE REFERENCES ...................................................................................................................... 
BACTERIES 

Classe des Schizocycktes 
Bacil l u s  aaylol iquef aciens URLAUb e t  WOBER (1971ii 
bac1 11 us aivlol yticus KELLY et  al (1916) t 
bac1 1 l u s  brevi s HC WETHY e t  HARTMAN (1979)+ 

Fas i l l e  des bâcl! laceae bac1 1 lus  cereus YAflGSAI:I e t  SIIIUKI (1974) 
baci l lus  caldovelox GIBLIN et  al (1987) 
bac1 I l  us s u b t i l i s  WANG et  HAHTNAN (1976i  r 
Bacillus thersoql ucosidiuz SUZULI e t  al (1976ir 
baci I l  us lichenif o r r i s  KELLY e t  al !1986) 
Clostr idlui  acetobutyl icüi  FRENCH e t  hNAFP (195O)+ 

Lactobaci 1 lus  acidophiluc LI e t  CHANG (1975:s 
Fami 1 l e  des Lactobaclllareae Streptococrus mitis SUhD e t  al '197BIt 

Streptococcus pyogenes DOùLIN e t  FnNOS (1969) i 

Fawi l l e  des Pseudomona~aceae Pseudonona: aeyl oderanosa AflENUfi: e t  a1 i1974)t 
Pseudononas fluor escens GUFFANDI e t  CORPE (147611 

I Streptoinyces hygroscopicus GRAF e t  al i!986) 
Facll l e  des Streptoaycetaceae Stre  tonycej venezuelae CHAFTERJSE E: V I ~ I N G  ( i ? 8 1 1 *  

hyr olacter  sP GUNTERYkh e t  a: (1974:t 
-------------------------------*-----------------------*---------------------------------------------------------------- 

iEVURES 

ASIOIIYCOTINA 

Schizosaccharo~yces poabe CHIBA e t  SHIYOHURF (1964) 
Classe aes Hemiasconvcères Saccharomyces car1 sbergensis OUWEHAND e t  L'AN k l J b  (1972'1 
Ordre des indoos~etales  Saccharomyces cerevi si ae KHAN e t  CATDh ' : C ~ :  ) +  

Far i l l  e des Endoaycetaceae Çzrcharomvces i t a l i cus  HALVORSCN E ï   EL,:^; (15'58) * 
S-~charor?  :es logos CHIBA e t  a' ( ! $ Y :  
Së-charornt :es ovif o r ~ i s  LA! c t  î i X E ~ R c l  i:?74)1 
Lipoayces starke. i KELLY e t  i; (:?if' 

Classe des Blastoaycétor 
Ordre des Lryptccor:;ies Candida t rop ica l i s  HEYRE e t  al :iC77)* 
Faoil l e  des Crypts:occcceae 

-------------------------------------------------&-.------------------------------------------------------------------- 
CHAH? IGNON? FILAHEKTEUX 

ZYGOHYCOTIN; 
Ciasse des Zygoaycetes hucor 

Grare oes Hu:orales Nucor 
Far i l l e  de: hzcoracea~ Nucor 

ASCOUYCOiiNA 
C l a s ~ s  oe- =io::omv:etec 
Orare der :r:otiales Thercoascus a u r a n ~ i a ï u i  0BEF:T (!?Sir-!Ç81, 
Facl1 :e aes inernoasciceae 

Aspergi llus dria~orl Y A R B S A K ;  et  al ( : i ' - T a ] i  
Aspsrgill us tiatatce BENDEÇTÇ;'! : .: ! c - ;  + 
kspergl!luc i l  avug O L L ~ ~ I O L ~  ii7~:: 

C l a i s  des Hv~homycites k s p e r p l  l us f u u ! ~ : : ~ i  EUCICI; o: E;iC!F: !!??Si * 
Erdre der Hyphosvc6fales g s p e r ~ i i i u s  n i o ~ :  R U D I C I '  ~t 2 .  i 1 9 7 c ! *  
Faai i i e orr boni 1 :;:eüe Fenj c i  l! 1261 O : : ~ ~ : C U I I  y ~ H , ! & n ;  I e: 51 ! !c;:t j t 

Fenizi l l ius  purocrc;enufi YAMRSA!;I f i  c! r :9761 
Pae.ci lomycss i~ë~i::. . kEEE e t  k: !19t2! ...................................................................................................................... 

+ reie-??ces c i t € ? r  iar  KELLI c t  FDûbFs3' i!9É: . .  



1983) les a-glucosidases bactériennes se révélant en général 
peu thermostables exceptions faites de B. thenmoylucoadiun (Kelly 
et Fogarty, 1983) et d'un % a d u n  hp décrit par Suzuki et 
collaborateurs (1976 ). 

2.- Les levures 

Dans la famille des levures, un large éventail d'espèces est 
doté d'une amyloglucosidase (tableau 8). Habituellement, le 
Sacchmomycu dimAaticu est différencié de S-caevhiae  par son 
amyloglucosidase (Searle et Tubb, 1981; Tucker et al., 
1985; Pretorius et al., 1986). Certaines souches de S.cmevhiae 
ont néanmoins été décrites comme produisant une amyloglucosidase 
intracellulaire ne s'exprimant que durant la période de 
sporulation (Prétorius et al., 1986). Depuis quelques années, 
l'équipe de R.de Mot, à l'université de Louvain en Belgique 
travaille sur les amylases des levures et sur l'amyloglucosidase 
en particulier. R.De Mot et H. Verachtert démontrent la présence 
d'amyloglucosidase chez plusieurs espèces de Candida dp, 
SchannLomycu ap et diverses autres levures (tableau 8; De Mot 
et al., 1984, 1985a, 1985b, 1985c, 1986a, 1986b). Aucune des 
amyloglucosidases présentées dans le tableau ne possède une 
activité thermostable, la plage de température optimale se 
situant entre 45OC et 60°C et la plage de pH entre 3,5 et 6,5. 

Très peu d'espèces de levures sont concernées par une 
activité a-glucosidase (tableau 9), les genres Sacchmomycu et 
Sckizoaacchahomycer, étant les principaux étudiés. Les 
ffglucosidases des levures possèdent en général une affinité pour 
le saccharose ou les aryl-D-glucosides supérieures au maltose, 
exception faite de Sacchanomyc~ logua (Chiba et al., 1973) et 
ScLLzoaacchanumycu pombe (Chiba et Shimomura, 1965). Les 
températures optimales d'activité sont faibles, de 36°C pour 
Sacchanomycu Lt&cu~ (Halvorson et Ellias,, 1958) à 45°C pour 
Sckizo~acchwtumycer, pombe (Chiba et Shimomura, 1965). Les pH 
optimums d'activité sont neutres (Kelly et Fogarty, 1983) mis à 
part pour S. pombe (pH 4 - 4,4; Chiba et Shimomura, 1965). 

3.- Les champignons filamenteux 

Un grand nombre de champignons filamenteux possèdent au moins 
une amyloglucosidase ou une (x-glucosidase. Il faut différencier 
deux groupes : d'une part celui constitué par un nombre important 
de souches fongiques présentées comme faibles productrices 
d'CY-glucosidase ou d'amyloglucosidase et d'autre part celui 
regroupant les A d p m y ~ u ~  des groupes nigm et oayzae et les 
Rkzopun, hyperproducteurs d'amyloglucosidase extracellulaire et 
très étudiés pour leur intérêt industriel. 

L'aglucosidase n'est actuellement pas utilisée industriel- 
lement. 

a) Souches produisant une amyloglucosidase ou une 
aglucosidase: 

Des espèces très différentes sont présentées comme 



productrices d ' aayloglucasidme (tableau 8 ; Fogart J et Kelly, 
1980). Fami celles-ci divers- esphca ther~iophiles sont citdes 
coimm T O& thWwgknaa (Mangolllam et al. , 1977 ; Çubrahamyam et 
al., 19771, ffumico&.z &muginoaa, Mucotr mC& et Spo&&churn 
;thenmapkcee (Mangallam et al., 1977) et Tdahomycu dup0n.U 
(Brevet Belge nQ 878-466, 1979). L'enzyme de cette dernière 
espice possbde un optimum d'activité a 75°C et à pH 3,5, Un 
ffunKco&z &wg&oad (Taylor et al., 1978) possisde deux 
amyloglucosidases dont 1 ' une présente une température opt -;le 
d'activitd se situant entre 6SeC et 70°C. 

La liste des chanlpignons filamnt~ux possédant une 
atglucosidgse est peu fournie; quatre genres: Aaperr&lceeUB, MLLCO~L~ 
PeVtr:d%um et P a e ~ a ~ c u  sont cités comiae produisant une 
ûFglucosidase extraoôllulaire (tableau 9; Kelly at Fogarty, 
1983), Une ab.glueosidase intracellulaire est ddcrite chez 
T h e s l a o m  a w ~ a w  {Obert, 2980-1981). La plupart de ces 
@glucosidases puss3tdes cosmm chez les bactéries, une affinité 
très g-de pour le maltose (Fogarty et Kelly, 1983). N&ammins 
diverses esphces (Mue04 &uaniw, M. luscernoaub , Pettd~&%um 
pwpuwgenm, P . o d h m ;  Yamasaki et Suzuki, 1980) peuvent 
hydrolyser I'amidon soluble. La température optimale d'activité 
se situe en ghéral entre 50°C et 55OC (Fogarty et Kelly, 1983), 
l1(;W;g1ucosidase d'A&pen&& posscbdant me t-rature 
optimale d'activitd axcrsptionnell~t faible: 3S°C, (Olutiola, 
1-981). te fl aptinral dtaccttAvltb se situ% entre pH 3 (P. 
pwpuxogeouuns Yamasaki et al., 1976) et pl3 6 (Mucm kacenr-OAW; 
Yamasaki et al., 1977). 

I 

b) Les  souches industrielles. 
Le demihm groupa de &.ampignons filanwérnteua est reprémtb 

par les souch industriell*~, Les A a p m ~ u d  du groupe ~ Q W  
(A.autumoL, A.rUgeh Van Tieghern, A . & n m o m ,  A.$oetiduc,, 
A.phoee& et A .1Mtiitoi) et les A ~ p e t ~ g d i b  du groupa akyzae 
(tableaux 8 et 9) ont subi des études toxicologiques prouvant 
leur inocuité lors d'une utilisation industrielle à des fins 
alimentaires et sont employés en France pour la production 
d'enzyme. Les Rkizopu sont, quant B eux, utilisbs dans les pays 
d' ExtriLme Orient. 

Use bibliographie imposante a été &rite sur les amylogluco- 
sidases des h p 4 n g . i k h  (caractdrisation d m  amyloglucoaidases, 
conditions de culture, m6lioratibn de productions....). Cas 
chanrpigxzons sont, d'autre past, connus comme prdu~tsurs de 
diverses autres activités enzymatiques (ex: protbams,  ell lu- 
lases, a-mtylasss , h~ieellulasaas , lipases:, glucose-cayda&~bs, 
gectinases, B-glucanasms peur A. VUw) at sont donc abond t 
btudids . 

Conclus ion 
Les contraintes législatives, l'hyperproductivité associde à 

la polyvalence de production font que les espèces classiques 
utilisaes en production industrielle (Aapag- du groupe nigw 
et du groupe atryzae?) n'ont pas dtd sujets au reanplacemant, 
actuellement. 



En résumé, deux points peuvent être soulignés : 
- tout d'abord, la disproportion entre le nombre imposant de 
souches de champignons filamenteux faiblement productrices 
d'amyloglucosidase et d'a-glucosidase et les quelques espèces des 
groupes n i g m  et oxyzae et les R/uzopun connues comme 
hyperproductrices. 
- ensuite, peu de souches fongiques sont décrites comme 
produisant une amyloglucosidase thermostable, seuls trois 
A d p u g ~ u n  du groupe n i g u  (Ramasesh,et al., 1982; Fogarty et 
Benson, 1983, Alazard et Raimbault, 19811, Tdat~amyca d u p o W  
(Brevet belge no 878-466, 1979) et fflunicoea &anuginoaa (Taylor et 
al., 1978; Basaveswara Rao et al., 1979, 1981) possèdent un tel 
enzyme. L'aglucosidase intracellulaire du Thmoacun  awtadacun 
(Obert, 1980-1981) possède un optimum d'activité à 75°C. 

II.- TKERMOSTABILITE DES ENZYMES 

1.- Définition et méthodes d'analyse 

H.Zuber (1979), dans sa revue consacrée à la structure et la 
fonction des enzymes de microorganismes thermophilas, récapitule 
les différentes techniques utilisées pour définir 1 a 
thermostabilité : 

- le dosage de l'activité résiduelle de l'enzyme après incubation 
pendant un certain temps à différentes températures, 

- la détermination de la température optimale d'activité de 
1' enzyme, 

- la mesure de la transition thermique par le rapportAp~lh T 
- le suivi de la cinétique de dénaturation de la protéine par 
dichroïsme circulaire, 

- la méthode de mesure de la taille de la molécule par la 
dispersion de la lumière, 

- le suivi des changements du microenvironnement des résidus 
tryptophane en fluorescence. 

Les quatre dernières méthodes nécessitent des enzymes 
hautement purifiés et ne sont donc guère applicables à un 
échantillonage de grande taille: aussi, seules les deux 
premières techniques ont-elles retenu notre attention. 

Certains auteurs préfèrent utiliser l'optimum de température 
d'activité enzymatique comme critère de thermostabilité bien 
qu'il s'agisse d'un paramètre de cinétique enzymatique déterminé 
à partir de vitesses de réaction. Pour R.Singleton et R.E. 
Amlunxen (1973), le meilleur critère de thermostabilité est 
défini par le pourcentage d'activité résiduelle d'un enzyme après 
incubation pendant un certain temps à une température donnée et 
sous des conditions précises d'environnement (pH, ions, absence 
ou présence de substrat). 

Peu de données bibliographiques présentant conjointement la 
température optimale d'activité et la thermostabilité sont 
disponibles. On s'aperçoit (tableau 10) que, pour les amylo- 



Tableau 10: Optimum de température d'activité et thermostabilité de quelques arnyloglucosidases et 
alpha-glucosidases 

Température Thermostabilité Durée et pH Références 
optimale 
d'activité 

AMYLCGLUCOSIDASE 
(EC.3.2.1.3.) 

Clostridium thermohydrosulfuricum 7S0 65O 60mn pH 5 Hyun et Zeikus (1985a) 
Aspergillus hennebergi 70° 60° 15mn pH 4,5 Alazard et Baldensperger (1982) 
Aspergillus niger 70° 50° 30mn pH 4,5 Fogarty et Benson (1983) 
Hrunicola lanuginosa 70° 60° 60mn pH 4,5 Basaveswara Rao et al. (1979) 
Hwnicola lanuginosa 65-70° 55O 30mn pH 6,6 Taylor et al. (1978) 
Aspergillus niger Van Thiegem 65' 60° lOmn Ramasesh et al. (1982) 
Aspergillus oryzae 60° 40° 30mn pH 5 Miah et Ueda (1977) 
Aspergillus oryzae 60° 40° 70mn pH 6 Saha et al. (1979) 
Aspergillus niger Van Thiegem 60° 40° lOmn Ramasesh et al. (1982) 
Aureobasidium pullulans 50° 45O Federici (1984) 
Aspergillus oryzae 50° 40° 30mn pH 5 Miah et Ueda (1977) 

ALPHA-GLUCOSIDASE 
(EC 3.2.1.20.) 

Thermoascus aurantiacus 70° 60° 60mn pH 4 Obert (1980-1981) 
Bacillus caldovelox 55O 60° 60mn pH 6 Giblin et al. (1987) 
Oryza sativa 55O 55O 15mn pH 4,s Yamasaki et Konno (1985) 
Oryza sativa 55O 45O 15mn pH 4,5 Yamasaki et Konno (1985) 
Oryza sativa 50° 4S0 15mn pH 4,5 Yamasaki et Konno (1985) 
Penicillium purpurogenum 50° 40° 15mn pH 5,3 Yamasaki et al. (1976) 
Bacillus licheniformis 45O 35O 60inn pH 6 Kelly et al. (1986) 
Bacillus licheniformis 45O 30° 60mn pH 6 Kelly et al. (1986) 
Bacillus cereus 40° 30° 15mn pH 6,9 Yamasaki et Suzuki (1974) 

La thermostabilité exprimée dans la troisième colonne correspond à la température permettant de 
recouvrer 100% d'activité enzymatique après incubation dans les conditions précisées dans la 
quatrième colonne. Les souches sont classées par température optimale d'activité décroissante. 



glucosidases et a-glucosidases concernées, les deux critères 
donnent des résultats voisins quant à l'échelle de thermo- 
stabilité qu'ils déterminent et que les températures optimales 
d'activité sont supérieures de 5 à 20°C à la température 
caractérisant la thermostabilité. La thermostabilité exprimée ici 
correspond à la température autorisant la conservation de 100 % 
d'activité de l'enzyme après incubation pendant une certaine 
durée (variable selon les auteurs) en l'absence de 
substrat. 

Des résultats similaires à ceux énoncés pour 
l'amyloglucosidase ou l'at-glucosidase se retrouvent dans la 
littérature pour d'autres enzymes: les xylanases de T h m o ~ c u n  
a m a r v 5 a c w  (Yu et al., 1987) et de B a d u n  ~XemoXhetunopUun 
(Gruninger et Fiechter, 1986), l'Cl!-amylase de C ~ o b ~ c L i u m  
t h m u a a m o g e n e n  (Hyun et Zeikus, 1985~) , l'@-glucosidase et 
la carboxymethyl cellulase de T x i c h o d m a  ou de 
T h m o u c u n  a w t a d a c u n  (Kawamori et al., 1987). Ainsi, il 
apparaît que l'amélioration de la thermostabilité d'un enzyme 
peut être estimée grace à l'amélioration de sa température 
optimale d'activité. 

2.-Recherche de l'amélioration de la thermostabilité 

Trois voies peuvent être suivies pour tenter d'améliorer la 
thermostabilité d'un enzyme d'usage industriel. 

- modifier l'enzyme produit 
- modifier l'organisme producteur 
- changer d'organisme producteur 

La bibliographie cite des techniques en vue de l'amélioration 
de la thermostabilité uniquement pour l'amyloglucosidase. Peu 
d'informations ont été obtenues pour l'Cl!-glucosidase. 

a) Modification de 1' enzyme 
Cette voie est- peu suivie dans la pratique pour l'amylo- 

glucosidase, seules quelques tentatives ont été effectuées dans 
ce sens (par modification chimique ou immobilisation), mais elles 
n'ont pas suscité d'utilisations industrielles. La sélection de 
production d'enzymes thermostables grâce à des variations des 
conditions de culture (température, milieu) n'apparaît pas non 

- plus comme généralisable. 

:k mocL&cdtion chimique de t 'enzyme 
L'amélioration chimique de la thermostabilité d'un enzyme 

peut être expliqué par: 
-l'effet protecteur du substrat sur l'enzyme, qui est 

généralement expliqué par la formation d'un complexe 
enzyme-ligand. Le ligand se place au niveau du centre actif de 
l'enzyme en abaissant de manière significative le taux 
d'inactivation. 
-l'utilisation de solvants organiques (provoquant une chute des 

constantes diélectriques) qui exercent une action dans le même 
sens lorsqu'ils se combinent aux parties hydrophiles de l'enzyme. 



Ces modifications sont peu utilisées en vue d'une 
amélioration de la thermostabilité d'un enzyme. Seul un brevet 
(EP 189 838, 1986) fait état d'une méthode améliorant la 
thermostabilité d'une CY-amylase bactérienne à l'aide 
d'amphiphiles (molécules possédant un groupe hydrophile et un 
groupe hydrophobe). Diverses classes d'alcool et d'amines ont été 
essayées, les carboxylates (R-COO') sous la forme de sels de 
sodium ou de calcium retenant particulièrement l'attention des 
auteurs. Les groupes aromatiques et les chaînes de substitution 
longues procurent dans ce cas une thermostabilité meilleure que 
les groupes aliphatiques ou les chaînes courtes. 

Chez l'amyloglucosidase, diverses modifications chimiques 
produites dans le but de mieux définir les différentes propriétés 
des radicaux présents n'ont pas permis d'améliorer la 
thermostabilité (Inokuchi et al., 1982; Iwama et al., 1986; 
Clarke et Svensson, 1984). 

* Irnmobii%ation d e  l ' enzyme 
L'immobilisation d'un enzyme correspond à sa fixation sur ou 

dans un support. Cette fixation peut être réalisée par inclusion 
(dans une micro-capsule ou dans une matrice), par adsorption ou 
liaison covalente avec un support ou encore par la technique de 
réticulation. Ces procédés d'immobilisation nécessitent des 
méthodes douces respectant la structure native de la protéine, 
les liaisons exercées excluant les acides aminés impliqués dans 
la réaction à catalyser. 

L'immobilisation d'un enzyme a souvent été présentée comme un 
moyen d'améliorer la stabilité des enzymes contre la dénaturation 
dûe à la chaleur-ou au pH. Cependant il n'existe pas de corré- 
lation en ce domaine, l'immobilisation peut très bien induire une 
stabilisation, une destabilisation ou n'avoir aucun effet 
(Lenders et al., 1985). 

Divers auteurs présentent l'immobilisation Ce l'amylogluco- 
sidase comme un moyen d'améliorer la thermostabilité (Morijawa et 
al., 1980). Néanmoins les températures d'utilisation (50°C) 
restent très inférieurs à celles réclamées par l'industrie 
(70°C-75°C). De plus le coût du support rend l'application du 
procédés peu rentable. De très nombreux supports ont été testés 
en vue de diminuer le prix de l'immobilisation. (Bon et al., 
1984a,b) sans pour cela être suivies d'une quelconque utilisation 
industrielle. 

* M o u c d o n  d e  l' enzyme pan lecl cond&iom 
c&mda 

La thermostabilité de quelques enzymes varie suivant la 
température de culture du microorganisme producteur. Ainsi 
l'a-amylase du Bac2.b a t e a n a t h e i u n o p k d u  (Isono, 1970), et la 
protéase neutre (Sidler et Zuber, 1972) de B a d u  
a X e a n o X h m o p ~ u n ,  se sont averés être plus thermostables 
lorsque l'organisme était cultivé à plus haute température. H.V. 
Haberstich et H. Zuber (1974) ont de même mis en évidence une 
meilleure thermostabilité de plusieurs enzymes dans les extraits 



de B .a.teatto.thmmopWh et B. caedutenax lorsque ceux-ci sont 
cultivés à 50°C plutôt qu'à 37°C. 

Chez les champignons filamenteux, E.V.Crisan (1973) cultive 
Perukd%um dupontLi et Humicata tauruginuda à diverses 
températures et observent une thermostabilité enzymatique 
améliorée lorsque les souches se développent à plus hautes 
températures. 

Par contre, A.R.S.Prasad et R.Maheswari (1978) ainsi que 
d'autres auteurs (Miller et Sheperd, 1972; Griffith et Sundaram, 
1973; Yutani et al., 1973) ne signalent aucune évolution dans ce 
sens. 

Les conditions de culture semblent cependant dans certains 
cas favoriser la synthèse d'enzymes thermostables. Une hypothèse 
réside dans la synthèse préférentielle d'isoenzymes thermostables 
lors de culture effectuée à température plus élevée. Ainsi 
S.Hayashida (1975) peut sélectionner l'un des 3 isoenzymes d'amy- 
loglucosidase en fonction des conditions culturales. D. Alazard 
et collaborateurs (Alazard et Raimbault, 1981; Alazard et 
Baldensperger, 1982) décrivent les enzymes amylolytiques produits 
par Adpmgd?.h~ n&en en cultures liquide ou solide. L'enzyme 
isolé aprés culture en milieu solide possède une thermostabilité 
très supérieure à celle de l'enzyme obtenu après culture en 
milieu liquide. Ce phénomène n'a jamais été observé depuis, la 
production en milieu liquide agité propre à une culture et à une 
récupération faciles étant en général préférée. L'explication de 
cette thermostabilité améliorée lois de la culture sur milieu 
solide peut encore résider dans une simple synthèse 
préférentielle d'un isoenzyme plus thermostable. 

En conclusion, la culture de microorganismes à températures 
plus élevées semble parfois entrainer une amélioration de la 
thermostabilité, mais les nombreux échecs ne permettent pas une 
généralisation de cette méthode. 

b) Modification de l'organisme producteur 
Deux possibilités peuvent être envisagées dans ce but: 

provoquer une mutation de l'organisme producteur ou faire appel à 
l'ingénierie des proteines. 

;? Mutagenbe 
Il existe peu de rapports d'expérimentation établie en 

vue d'améliorer la thermostabilité d'enzymes par mutagenèse. Les 
bactéries ont fait l'objet de quelques réussites en ce domaine. 
Ainsi une sous unité de tryptophane synthétase d'E~chdciua cafi 
(yutani et al., 1987) et un répresseur de phage (Hecht, 1984) ont 
été les premiers décrits. Les enzymes sélectionnés sont 
fonctionnels 3°C à 6°C au dessus de la température de l'enzyme 
natif. 

Chez les champignons, J.Mitra et P.V.Sane (1981) relatent 
1' existence d'une souche d' A~pag&?un ~Lgerr. obtenue par 
mutagenèse et présentant une amyloglucosidase à meilleure 



Tableau 11: Microorganismes acceptés pour la production d'enzymes 

BACTERIES CHAMPIGNONS FILAMENTEUX LEVURES 

- -- 

Bacillus subtilis Aspergillus niger Saccharomyces sp 

Bacillus licheniformis Aspergillus oryzae 

Bacillus coagulans 

Streptomyces violaceoniger Aspergillus wentii 

Streptomyces olivochromogenes Endothia parasitica 

Mucor pusillus Lindt 

Mucor miehei 



thermostabilité que celle de la souche initiale. Néanmoins le 
gain en thermostabilité pour l'enzyme était infime. 

L'option mutagénique ne peut être ignorée; cependant les 
fréquences faibles d'obtention d'enzymes thermosta6les et la 
faible augmentation de température d'activité qui résulte de la 
mutagenèse montrent que cette option est très alléatoire. 

2 I n g i G a i e  d u  p h o t é i n u  
Ce terme rassemble les tcchniques permettant, à partir des 

données de la structure tridimensionelle des protéines obtenues 
par l'étude aux rayons X, de modifier d'une manière rationelle 
cette structure par une intervention au niveau des gènes 
correspondants. 

Cette méthode développée ces quinze dernières annèes, a 
bénéficié de l'évolution des différentes techniques mises en 
oeuvre pour sa réalisation: la mutagenèse dirigée (Dalbadie-Mc 
farland et al., 1982), le génie génétique, la cristallographie 
aux rayons X et le design moléculaire (Ulmer, 1983; 1985). 

Dans un premier temps, la comparaison de protéines 
mésostables et thermostables a permis d'appréhender les subtiles 
différences pouvant intervenir dans la thermostabilité. Diverses 
"règles" de modifications ont ainsi été édictées (Querol et 
Parrilla, 1987). Quelques résultats obtenus récemment ont montré 
les possibilités offertes par l'ingénierie des protéines dans le 
domaine d'une stabilisation thermique, que ce soit la triose 
phosphate isomérase (Ahern et al., 1987), la subtilisine (Wells 
et Powers, 1986), le lysozyme T4 (Perry et Wetzel, 1984) ou la 
thermolysine (Imanaka et al., 1986). 

Le symposium UCLA (Ulmer, 1985) "Structures, repliage et 
design des protéines" a montré l'interêt que prête la 
communauté scientifique à cette technique. Les difficultés 
actuelles résident dans: 
-la détermination de la structure protéique qui reste un point 
limitant pour la plupart des équipes 
-les approches théoriques, encore inadéquates, disponibles pour 
prévoir la structure des nouvelles protéines. 

En conclusion, si cette technique apparaît comme riche en 
potentialités elle demeure pour l'instant une technique d'avant 
garde, limitée à l'étude de quelques protéines et manipulée par 
un nombre restreint de groupes très complets de spécialistes. 

c) Changement d'organisme producteur 
Face aux possibilités hasardeuses de la mutagenèse, des 

modifications chimiques et du concept futuriste de l'ingénierie 
des protéines, il existe la possibilité simple de changer 
d'organisme producteur. 

Peu d'organismes sont reconnus comme producteurs "légaux" 
d'enzymes. Les contraintes législatives reposent sur l'obligation 
d'utiliser des organismes ayant fait preuve d'une inocuité 



toxicologique, appartenant aux espèces mentionnées dans le 
tableau 11, Néanmoins, une procédure d'agrément (article P, 
arreté 7, avril 1983; Desmazeaud, 1985) existe, permettant de 
faire produire un enzyme à un organisme non compris dans la 
liste. Diverses commissions sont consultées sur l'intérêt 
technologique réel de l'enzyme proposé et l'évaluation de la 
toxicité des préparations ou des produits de la réaction 
enzymatique est faite. 

Ces procédures, si elles peuvent paraitre longues, permettent 
néanmoins l'émergence de souches présentant des propriétés 
enzymatiques non partagées par les microorganismes industriels. 

C'est cette voie, finalement la plus simple et la plus sûre, 
qu'il a été décidé de suivre. 

Le premier problème posé dans la recherche de souches 
productrices d'enzyme à thermostabilité améliorée réside dans le 
choix des espèces à sonder pour mener à bien la recherche. 

Dans notre cas, il paraissait naturel de commencer les 
investigations au sein des microorganismes thermophiles ou 
thermotolérants. La thermostabilité des enzymes produits par des 
microoganismes thermophiles est, en effet, généralement plus 
élevée que celle des mêmes enzymes produits par des organismes 
mésophiles (Zuber, 1979). 

Divers organismes thermophiles bactériens ou fongiques ont 
déjà été cités comme produisant une amyloglucosidase ou une 
@glucosidase (tableaux 8 et 9). Les chanpignons filamenteux, 
traditionnels producteurs d'amyloglucosidase, comprenant un 
nombre élevé d'espèces thermophiles ou thermotolérantes (Cooney 
et Emerson, 1964; Crisan, 1973) sont riches en potentialités dans 
le domaine des productions d'enzymes thermostables. Ainsi des 
lipases (Omar et al., 1987), xylanases (Yu et al., 19871, 
 gluc cos id as es (~urand et al., 1984; Bedino et al., 1985), exo et 
endo 0- 1-4 glucanases (~rajek, 1986), CY -glucosidase (0bert , 
1980-1981), carboxymethyl cellulase (~urand et al., 1984) ont été 
rapportées comme plus thermostables que celles de la plupart des 
organismes mésophiles. 

Si on considére 60°C comme température optimale d'activité de 
la plupart des amyloglucosidases, quelques rares champignons 
filamenteux ont été cités comme produisant une amyloglucosidase 
nettement plus thermostable (soit un optimun de température 
d'activité supérieur ou égal a 70°C). Trois souches d'Adpm- 
g & u  appartenant au groupe n i g m  (Alazard et raimbault, 1981; 
Fogarty et Benson, 1983; Ramasesh et al. ,1982), f f d c o 2 u  
l a n u g i n o ~ a  (Taylor et al., 1978; Basaveswara et al., 1979, 1981) 
et Tdahomqcch d u p u f i  (Brevet n0878-466, 1979) ont ainsi été 
décrits. Deux remarques sont à faire: d'une part le nombre 
restreint d'organismes isolés à ce jour et possédant une telle 
caractéristique, d'autre part aucune amyloglucosidase 
(bactérienne ou fongique) ne posséde une température optimale 
d'activité supérieure à 75°C. 



Les atglucosidases décrites dans la littérature (tableau 9) 
possédent toutes un optimum de température voisin de 50°C-550C 
sauf l'ahglucosidase intracellulaire de Thetunot~5cu amau l ; t i ac~  
(Obert, 1980-1981) dont l'optimun d'activité atteint 75°C. 

Une cinquantaine de champignons filamenteux sont considérés 
comme thermophiles ou thermotolérants d'après la définition de 
Crisan (1973). En effet pour celui-ci, un champignon thermophile 
ou thermotolérant posséde un optimum de température proche de 
40°C ou plus pour une croissance normale. Par contre pour 
D.G.Cooney et R. Emerson (1964), un champignon thermophile est un 
organisme fongique ayant une température maximale de croissance 
d'au moins 50°C et une température minimale de croissance 
supérieure à 20°C. Ces champignons constituent sans nul doute un 
ensemble riche en perspectives, cependant il convient de ne pas 
éliminer trop vite les souches mésophiles qui peuvent présenter 
elles aussi, des enzymes thermostables (Mitsutomi et Ohtakara, 
1984). d'autre part, beaucoup d'enzymes produits par des 
organismes thermophiles ne sont pas plus thermostables que ceux 
fournis par les microorganismes mesophiles (Prasad et Maheswari, 
1978). 

CONCLUSION 

L'obtention d'une amélioration de la thermostabilité d'un 
enzyme peut être obtenue par les diverses voies discutées dans ce 
chapitre: modification chimique de l'enzyme, modification des 
conditions de culture, mutagénèse des souches productrices, 
ingénierie des protéines ou recherche de nouveaux organismes 
producteurs. Cette dernière méthode reste la plus facile d'accès 
et la moins hasardeuse, certains organismes synthétisant des 
enzymes thermostables ayant déjà été décrits. 

Les souches thermophiles ou thermotolérantes présentent de 
bonnes perspectives quant à la recherche menée, ces souches 
produisant en général des enzymes plus thermostables que leurs 
congénéres mésophiles. Néanmoins, ces dernières peuvent également 
produire des enzymes à température optimale d'activité élevée et 
ne sauraient être éliminer de suite. 





CHAPITRE II 

MATER 1 EL ET METHCIDES 





1.-ISOLEMENT DES SOUCHES 

Les souches fongiques de la sélection ont été isolées d'une 
part de biotopes chauds, pour la recherche de microorganismes 
thermophiles ou thermotolérants potentielement plus aptes à 
synthétiser des protéines thermostables, et d'autre part de 
produits à forte teneur en amidon pour l'obtention d'organismes 
amylolytiques. 

l.0rigine des souches 

De nombreux milieux naturels sont disponibles dans lesquels 
la température excéde souvent 45"C, favorisant les microor- 
ganismes thermophiles et thermotolérants. Les fumiers, les 
litières animales, les sols de pays à fort ensoleillement et les 
terrils houillers en sont quelques exemples. Divers échantillons 
de ces biotopes ont été collectés, la liste de ceux-ci sera 
présentée dans le chapitre résultats de cette première partie. 

Les microorganismes amylolytiques ont été également 
recherchés dans des échantillons de farine, de graines de 
céréales ou de légumineuses provenant de silots de stockage ou 
encore dans des colles industrielles. 

Diverses autres sources ont également été utilisées. 

2.Isolement des souches. 

Dans un erlenmeyer contenant 100 ml d'eau physiologique (NaCl 
. 0,752) stérile, 5 grammes d'échantillon (terre, fumier, etc.. ) 

sont placés. Une mise en suspension des spores et des mycéliums 
est obtenue en plaçant l'erlenmeyer sous agitation pendant 30 
minutes. On dépose 0,5 ml de cette suspension dans une boite de 
Petri auquelle on rajoute 20 ml du milieu gélose suivant (milieu 
d'isolement) encore liquide (température inférieur à 50°C). 

Milieu d'isolement: KH2P04 ................... 1,6g 
Ca(H2P04)2, 2H20 ........ 1,2g 
MgS04,7H20 ............... 0,5g 
ZnS04,7H20 ............... 0,02g 
MnS04,H20 ................ 0,02g 
CuS04,5H20 ............... 0,Olg 
NH4N03 ................... 0,94g 
MD02 .................... 25,OOg 
Hz0 distillée .....Q SP.10OOml 
Gélose BIOKAR type E.....15,00g 

Le pH est ajusté a 5,8 avant stérilisation. 

Le contenu de la boîte est homogénéisé avant solidification de 
la gélose et les boîtes sont mises en culture à 28°C et à 45OC 
pour permettre la croissance des souches mésophiles et 
thermophiles. 



Les cultures sont observées quotidiennement et des prélève- 
ments sont effectués; on repique les colonies apparues sur les 
boîtes dans des tubes 161160 contenant 6 ml de milieu Malt-Agar 
(Malt DIFAL 1,5% et gélose Biokar type E 1,5%). L'incubation a 
lieu à 28°C ou 45°C selon la température d'isolement. Après 
vérification de la pureté de la souche, cette dernière est 
conservée a fins de description et détermination. 

3.Détermination des souches 

Les souches isolées dans les conditions décrites au 
paragraphe précédent sont cultivées en boîtes de Petri pour 
permettre leur détermination sur milieu Malt-Agar et milieu 
CZAPEK (CZAPECK, 1902-1903; DOX, 1910). La détermination est 
réalisée grâce aux manuels couramment utilisés à cet effet, cités 
dans la bibliographie, en fin de ce mémoire. 

4.Conservation des souches 

Elle est pratiquée dans des tubes 161160 contenant 6 ml du 
milieu Malt-Agar .Après incubation pendant au moins 5 jours à la 
température optimale de croissance, les souches sont placées à 
4°C et à l'obscurité pour conservation, pendant 6 mois. 

II.-CULTURE EN VUE DE LA PRODUCTION D'ENZYMES 

Les souches sont cultivées en tubes de 251200 contenant 20 ml 
de milieu Malt-Agar à 28°C ou 45°C selon leur thermotolérance 
pendant au moins 5 jours. A ce stade on ajoute 10 ml d'eau 
distillée stérile dans le tube. Après grattage de la surface de 
la gélose et homogénéisation du liquide surnageant, la suspension 
obtenue est filtrée sur coton de verre pour ne receuillir que les 
conidies. La richesse en spores de la suspension est alors 
évaluée à l'hématimètre (lame Petit-Salumbeni). 

On ajoute 4. 106 spores chacune des fioles dvErlenmeyer de 1 
litre contenant 200 ml de milieu d'isolement non gélosé. 

Lors de la sélection des souches, l'utilisation d'un milieu 
chimiquement défini a été préférée à celle d'un milieu "naturel" 
afin d'éviter les variations fréquentes de ces derniers 
substrats. 

La partie minérale (Morquer, 1931, modifié) du milieu 
d'isolement a été choisie pour son emploi au cours de différentes 
études réalisées au laboratoire de Cryptogamie (USTL, LILLE 1): 
pour la reproduction sexuée du LeptohphcmLa typhae (Lacoste, 
1965; Vidal et al., 1974-1975) et pour la production dlWamylase 
par A h p e n g ~ u c l  okyzae (Deprez, 1977; Malard, 1979; Remi, 1984). 

La source d'azote utilisée (NH4N03) est métabolisée par de 
nombreux microorganismes, dont les producteurs classiques de 
1' amyloglucosidase: A h p m g ~ u n  n i g a  et A .  okyzae (Ramachandran, 
1978). 



La source de carbone est une maltodextrine MD02 (Glucidex 12; 
Roquette frères, Lestrem) substrat le plus proche du produit 
provenant de la liquéfaction de l'amidon. 

L'incubation se fait sur table d'agitation BIOLAFITTE (type 
AS 850) à 140 tours par minute pendant 120 heures à 28°C ou 45°C 
selon la température optimale de croissance. 

Au terme des 120 heures, le contenu de chaque fiole est 
filtré sous vide sur un filtre DURIEUX nOlll sans cendre et 
l'activité enzymatique est dosée sur le filtrat de culture. 

III.-DOSAGE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES 

Deux types d'activité enzymatique ont été dosés lors de cette 
première partie d'étude: 

- L'activité amyloglucosidasique, désignant soit l'activité de 
l'amyloglucosidase, EC 3.2.1.3, soit celle de l'a-glucosidase, 
EC 3.2.1.20, soit celle d'un mélange de ces deux enzymes. 

- L'activité transglucosidasique correspondant à l'activité de la 
glucosyltransférase, (EC 2.4.1.24). 

Le dosage de base de l'étude (modifié suivant les différents 
cribles utilisés par la suite pour l'échantillonage) est le 
suivant : 

1 ml de filtrat de culture (dilué par le tampon si nécessaire) 
est ajouté à 1 ml d'une solution de MD02 à 4% dans un tampon 
acétate 0,2 M pH 4.5. Le mélange réactionnel est incubé à 60°C 
pendant une heure, la réaction est arrêtée en portant les tubes 
au bain-marie à 100°C pendant 5 minutes. 

Le dosage du glucose, produit final de la réaction, est 
réalisé grâce à un doseur de glucose YS1 modèle 27. 

l'activité est exprimée en Unités Internationales (PM de 
glucose libéré par minute) par ml de filtrat (UI/ml). 

La transglucosidase est dosée selon la méthode décrite par 
Benson et al. (1982) légérement modifiée. 

Le substrat utilisé est l'a-méthyl-glucoside à 2% dans un 
tampon acétate 0,lM à pH 5.0. L'incubation est pratiquée à 60°C 
pendant 5 heures, puis le glucose, produit de la réaction est 
dosé comme précédemment après arrêt de la réaction au bain-marie 
à 100°C pendant 5 minutes. 



IV.-ANOMERIE DU GLUCOSE LIBERE 

Ce procédé fait appel à la mise en évidence des anomères a ou 
du glucose par chromatographie 'en phase gazeuse, selon la 

technique décrite par Chiba et collaborateurs (1983). 

100 pl de maltose à 2% dans un tampon acétate sont mis en 
présence de 100 pl d'enzyme pendant 10 min à 60°C. L'échantillon 
est ensuite congelé instantanément dans l'azote liquide et 
lyophilisé à -50°C. 

L'échantillon est ensuite transformé en composé triméthyl- 
silylé grâce à l'apport de 100 pl de réactif SILA (SIGMA n0139-1) 
composé de triméthylchlorosilane, hexaméthyldisilazane et 
pyridine dans un rapport de 1:3:9. La réaction est achevée après 
15 min à température ambiante. 

La chromatographie en phase gazeuse est effectuée sur un 
chromatographe INTERSMAT IGC 12 DFL équipé d'un détecteur à 
ionisation de flamme. La colonne employée est une colonne inox 
de 1/8" de 1,5 m de long SE 30 à 10% de siliccirie sur chromosab 
PAW (60-80 mesh). 

L'azote est employé comme gaz vecteur sous une pression de 1 
Kbar et un débit de 30ml/min., la température de la colonne monte 
de 10°C par minute de 150°C à 280°C, puis est maintenue 
constante. Les températures d'injection et de détection sont, 
respectivement, de 280°C et de 300°C. 



CHAPITRE II 1 

RESULTATS DE LA SELECTION 



Tableau 12:  Origine des souches testées lors de la sélection 

ORIGINE DES SOUCHES NOMBRE DE SOUCHES NOMBRE DE SOUCHES 
TESTEES DE CETTE SELECTIONNEES E& FIN 

ORIGINE DE PREMIERE SELECTION 

COLLECTIONS 

Laboratoire de Cryptogamie 
USTL Flandres Artois 

Laboratoire de Microbiologie 
USTL Flandres Artois 

Centraalbureau Voor Schimmelcultures ( B W )  11 
Pays-Bas 

Laboratoire de Cryptogamie du Muséum 
National d'Histoire Naturelle de Paris 

Laboratoire de Microbiologie de Roquette 4 

Frères à Lestrem 

Laboratoire de Cryptogamie de la 
faculté de Toulouse 1 

___________________--- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -_-- - - - -_-- - - - - - - - - - - - - - -_-- - -  
ISOLEMENTS AU LABORATOIRE 

Origine : Air, pollutions diverses 
Bois 
Farine non traitée 
Grains (Maïs, pois, seigle) 
Colle d'étiqwrte 
Moquettes 
Murs 
Fumier de canard 

- Fumier de porc 
Fumier d'oies et d'oisons 
Compost pasteurisé de champignonières 
( la Gonthière) 
Fumier de jardin ('; Fumier de poule 

. . litière de vache et cheval 
Ensilage de maïs 
Terre de terrils (P. de.Calais, Nord) 
Terre d'Afrique du Sud 
Terre du Burkina Faso 
Terre de Côte d'Ivoire 
Terre du Congo 
Terre de Grèce 
Terre du Gabon 
Terre de Guinée (Conakry) 
Terres de Balé=.res 
Terre de Porto Rico 
Terre du Eérou 
Terre de Syrie 
Terre de Tunisie 
lerre de Zwibabwe 

............. 62 1 A. carbonarius 
1 G 
1 O 
12 

............. 16 1 Th. aurantiacus 
10 

2 
22  

9 
7 

............. 5G 1 Th. auranriacus 

1 
4 9 
3 5 1 A .  carbonarius 

............. 14 2 Th. crustaceus 
2 1 
28 

............. 58 2 Th. aurantiacus 
9 
17 2 Th. aurantiacus 

. . . . . . . . . . . . .  13 1 Th. crustaceus 

. . . . . . . . . . . . .  30 2 F. série res~ricta 
26 2 A .  carhonarius 

. . . . . . . . . . . . .  87 i A .  fumigatus tvpe 1 
3 Th. aurantiacus 



Cette première étape de la sélection a eu pour but d'essayer 
un grand nombre de microorganismes fongiques sauvages, sans à 
priori de connaissance préalable ou d'intêret industriel pour la 
recherche d'une hydrolase des liaisonsCY1-4 et (X 1-6 à thermo- 
stabilité améliorée. 

La sélection a été orientée, en partie, par l'hypothèse 
exposée dans la bibliographie de ce chapitre: la production d'un 
enzyme à thermostabilité élevée par un organisme thermophile est 
plus probable que par un organisme mésophile. 

-ISOLEMENT DES SOUCHES ET PREMIER CRIBLE 

1.-Isolement et détermination des souches étudiées 

Nous avons testé 846 souches fongiques au laboratoire. Ces 
souches proviennent de diverses origines: isolement a partir de 
biotopes variés au laboratoire et différentes collections 
(tableau 12). 

Ces souches, obtenues sur un milieu amylacé sont d'éventuels 
producteurs d'enzymes amylolytiques (O!-amylase, amyloglucosidase 
et (X-glucosidase, principalement). 

Quelques souches fongiques témoins, producteurs connus 
d'amyloglucosidase, ont été suivies lors de cette.étude. Les plus 
intéressantes ont été celles fournies par la collection de 
Roquette frèresg(Lestrem): un A a p m g a m  nigm v.wamotLi NRRL 
3112 et 3 de ces mutants hyperproducteurs (25-17, 25-23 et O1). 

Parmi les 700 souches dont la détermination était connue 
(souches de collection et détermination au laboratoire), 30 
genres et 61 espèces ou sous genres ont été identifiés (tableau 
12). Afin d'alléger le travail de détermination, 146 souches ne 
présentant aucun interêt pour l'étude, n'ont pas été déterminées. . 

Les souches potentiellement intéressantes, ~apengd.f!-m du 
groupe Ggcx et champignons thermophiles, ont été isolées en de 
nombreux exemplaires dans le but de trouver des souches à carac- 
téristiques originales dans la production d'un enzyme dégradant 
les liaisons a-1-4 du substrat provenant de la liquéfaction de 
1 ' amidon. 

Ainsi 92 souches ~dpmgd.f!-m du groupe t%&a selon 
(classification de A. Al ~usallam,l980) ont été obtenues: 
~spengLUun nigm v.rÛgm (ex A.cgm Van Tieghem), A-nigm 
v.uwamutu (ex A.uwmo~A), A.nigcx v.niga 6. hennebengii (ex 
A.hennebengii>, A.cmbonahim (ex A.Qonnecaun), A.&oetidun, 
A. ucud&eun et A. japorLicun. 

Parmi les souches thermophiles et thermotolérantes isolées à 
4S°C, de nombreuses espèces décrites comme thermophiles par D.G. 
Cooney et R.Emerson (1964) ont été recueilli-es: ~umicoea 
~anuginoaa, fi. g h e a ,  H .innolem, Rhizomucoa puniUun, R . miche, 



Tdcutomgca t h m o p h X e ,  T h m o c ~ c m  munZaceun, Th. a u x a d a c u n ,  
T u x d a  thwunopiuXe et Mdbxanchea p d c h & a  v .4u&$wtea. 

Diverses espèces classées comme thermotolérantes, d'après la 
définition de D.G.Cooney et R.Emerson (1964) (espèce croissant à 
température élevée et à température inférieure à 20°C) ont 
également été isolées et testées; plusieurs A 4 p m g ~ u n  du groupe 
. 6 d g a t u n ,  P a e ~ o m y c a  vcm.ia-tÜ, Ab4id.L~ ap. , Endomqcopa.b 
b d p o x a  , Zyghoxhqncm ap , P e n i U u m  v ~ c d a ; t m ,  Rk izopm 
pygmaeM, Mucox &ag,&4.  . . 

2.-Test utilisé lors du premier crible 

Ce premier crible a une importance primordiale pour la suite 
de l'étude. En effet une sélection mal orientée, ou un test mal 
choisi, peut ne pas déboucher sur des résultats intéressants. 
Aussi afin de pouvoir examiner un grand nombre de souches diffé- 
rentes, il fallait utiliser un test rapide, reproductible et 
suffisament sensible pour mettre en évidence les caractéristiques 
recherchées des enzymes étudiés. 

Dans la bibliographie de ce chapitre, nous avons insisté sur 
les différentes méthodes de recherche d'une thermostabilité 
améliorée. Nous avons choisi, dans cette étude, de .rechercher 
l'optimum de température d'activité de l'enzyme qui est en 
corrélation positive avec la thermostabilité. 

Cet optimum a été évalué par le dosage de l'activité enzyma- 
tique à 2 températures: 60°C qui est l'optimum habituel des 
amyloglucosidases et 75"C, température idéale à atteindre dans la 
phase de saccharification. 

Le rapport de ces deux activités (%75/60) nous a permis 
d'appréhender une thermostabilité éventuelle. Par ce test, nous 
avons pu quantifier chaque résultat et donc classer les 
différentes souches selon leur aptitude à produire un enzyme 
thermostable. Ce test quantifié nous a également permis de 
choisir, en fonction des résultats, le niveau de la sélection. 

La production de l'enzyme étudié, pour chacune des souches 
isolées, a été réalisée en milieu liquide agité. Cette méthode, 
bien qu'assez fastidieuse, nous a semblé la plus fiable et la 
plus proche des conditions industrielles. 

Comme nous l'avons souligné dans le chapitre préliminaire la 
différenciation entre amyloglucosidase et CY-glucosidase nécessite 
des dosages trop longs pour être réalisés en grand nombre et donc 
incompatibles à ce niveau de la sélection. Aussi appelerons nous, 
dans la suite de ce travail, activité amyloglucosidasique (ou 
A.AM), les activités de l'amyloglucosidase et de l'a-glucosidase. 



En résumé, le déroulement de cette première étape de 
sélection a été le suivant: 

- Isolement sur milieu solide amylacé de souches 
fongiques de biotopes divers. 

- Production de l'éventuel enzyme sur milieu d'isolement 
amylacé liquide. 

- Dosage à 60°C et 75°C des activités enzymatiques du 
filtrat de culture. 

3.-Première sélection 

846 souches (dont 700 déterminées) ont été examinées comme 
décrit précedement. Les résultats de ce test sont consignés dans 
le tableau 13 et les figures 7 et 8. 

Chacune de ces souches a été testée au moins une fois. 
Lorsque plusieurs essais ont été réalisés, seule la moyenne a été 
retenue. Pour chaque groupe de champignons (espèces, genres ou 
sous genres) une moyenne et un écart-type de chaque donnée ont 
été déterminés (activité à 60°C, activité à 75°C et pourcentage 
de ces deux activités % 75/60). 

Deux températures de croissance ont été utilisées: 28OC, pour 
les souches mésophiles, et 45"C, pour les souches thermophiles. 
Certaines souches ont été mises en culture aux 2 températures de 
croissance. 

Les figures 7 et 8 constituent les représentations graphiques 
du tableau 12, soit le pourcentage d'activité AM dosée à 75°C par 
rapport à l'activité AM dosée à 60°C, et la production totale 
d'enzyme dosée à 60°C, pour chaque groupe de champignons étudié. 
Les groupes de souches ayant un pourcentage 75/60 nul ne sont pas 
représentés graphiquement. De plus dans le cas où plusieurs 
groupes possédent un même %75/60 moyen, la position sur le 
graphique de certains groupes a été visualisée par un numéro 
correspondant au bas du graphique au nom du groupe (espèce ou 
genre) . 

Au regard de ces 2 représentations (figures 7 et 8) et du 
tableau 12, nous pouvons préciser certains points. 

- La plupart des enzymes étudiés posséde un optimum de 
température équivalent à ceux des enzymes des A ~ p m g d h  des 
groupes nigm et okyzae (ou un % 75/60 compris entre 0% et 50%). 
Seules quelques espèces possédent un optimum de température de 
l'activité AM augmenté (ou un % 75/60 nettement supérieur a 50%). 
A 28OC de température de croissance on remarque les A~pmgrnun 
cwrbonunim (groupe nigm), les Thmoancun cnuntacem, les 
Tl~.awtantiacun, certains Ahpayaun du groupe &migaLun et des 
PemLd%um de la série kecltkkta. A 45°C de température de 
croissance, on retrouve les 2 Thenmoancun, aucun essai n'ayant 
été fait à cette température pour les A.cwrbonahim, les 
AapmgdYun du groupe QumLgatm et pour les PenLd%wn de la 
série kenth,icta. 



4 8 
TABLEAU 13: Rapport des activités amyloglucosidasiques dosées à 75°C et à 

60°C des différentes souches fongiques déterminées. (Traitement 

des données sur commodore C64, logiciel M. Hoël). 

CLASSIFICATION TEMP. POURCENTAGE ASAH DOSEE NOMBRE DE 
75-ClbO°C A  60°C SOUCHES 

'C U I / r l  
___________________---------------------*------------------------------------*----------------- 

W R E S  

ASCOUYCOTINA 
C l a s s e  des H e a i a s c o m v c é t e r  

O r d r e  oes  E n o o m y c ~ t a i e s  
F a m i l l e  d e s  Endomycetaceae 

Genre  E n d o a y c o p s i s  
2 8 102 5 E . b i s p o r a  :5;+9% 
4 5 LbLi8X b22 38 2 ______________-____---------------------------------------------------------------------------- 

CHAHPIGNONS FILARENTEUX 

ZYGOUYCOTINA 
C l a s s e  des  Z qomvcé tes  

O rd re  des  L u c o r a l e s  
F a m i l l e  d e s  n u c o r a c e a e  

Genre A b s i d i a  
A b s i d i a  sp. 

Genre Wucor 
n u c o r  s  
m.  + r a q i P l s  
M. racémosus 
H . h i e n a l i s  s . l u t e u s  
P l .  z o n a t u s  

Genre R h i z o ~ u s  
R h i z O p ~ S  SP. 

Genre Rh i zomuco r  
R . p u s i l l u s  

Genre  Z y g o r h y n c h u s  
Z y g o r h y n c h u s  sp. 

F a m i l l e  d e s  Choanephoraceae 
6 e n r e  Cunn incr .ane1 l a  

C u n n i n g h a a e l l r  sp  

ASCOUYCOTINA 
C l a s s e  des f' r é n o m y c & t e s  

O r d r e  des  i e c t r i a i e s  
F a m i l l e  d e s  H ~ p o c r c a : e a e  

Genre N e c t r i a  
N. c o c c i n e a  

C l a s s e  oes P1ectomyce:es 
O rd re  des E u r o t i a i o ~  

F a m i l l e  d e s  The rsüascaceae  
Genre T h e r s o s s c u s  ~ i y  t q  ~ h .  a u r a n t i a c u s  

/ 

1 . " r  ! '  ,,' T h . c r u s t a c e u s  

- -- 
F a m i l l e  d e s  E u r o t i a c e a e  

Genre i a l a r o m x  :es 
T. t h e r m o o n i l u s  

28 13%f l S X  
4 5 21%+33% 
2 8 0% 

c l a s s e  des Hyphomycé:es 
O ra re  oes H y p n o m y c e t a l e s  

F a m i l l e  o e s  W o n i l i a c e a e  
Genre A l t e r n a r i i  45%f;9% 1-1 14 A l t e r n a r i i  sp  2 8 

Genre A s o e r g i l l u s  
A s p e r o i l l u s  sp .  28 39%?16% 172 19 b 

g r o u p e  n i g e r  
k . a r . n i g e r  28 27%+31% 1652126 16 

50::+11% ?5!121:6 -=  
A . b i g e r  v . n i g e r  2 B J J 

4 J :?;'il" :ce2 SC 2 
A . n i g e r  \ .  ,;:ner f . h e n n e b e r g i i  2 6  - I I. 5 7  1 

34:.: 12% :;:?ln; 4 "  

A . n i g e -  i a u ü a o r i  25 1 i 

4 5 44:.: 3% ;:p.' Cr8  2 
ce.,* 

A . n i p e r  v.awamori  mute 26 d r r . -  0 1 .  0172 .- 
A . c a i a o n a r i u s  2E aE::+ 6:: ;21.' . t  4 

Ç.  ~ a p o n i c u s  : 6 ici..' Ç,. 1172::: 
28 ~7:!+1;;. se: :; 'C ,  

A.aculea:us 
! D : : +  5,. 4:: :,. A.f oet::uc 2 6  

g r o u p e  f 1  auua -o r yzae  
n. g r .  f  l a v u s - o r y r i e  2 8 I l % +  4:. 1:(1?150 '7 

C.ory:ae mute 28 12X2 1% 113: 84 . 4 

g r o u  e  f u m i g 2 t u s  g. f i s h e r i  2 @ 15%+10% E: 3 11 
A . o r . f u m i g a t u s  t y p e  ! 2 6 1272.' 6;: :IZ : - A  t 6 
A.gr.fumig;:us t y p ~  - 2 8 191222% - = . _ . - -  t c  E 2 

45 26::+20% ,.UA-. .. 2 3 
A . 0 r . f  u m i g a t u s  t y p e  3 2 8 28Lt37% c: 4 5 

g r o u  e - n i d u l a n s  
g . o r . n i d u l a n s  26 33%f22% r 2 +  55 6 

g r o u p e '  t e r r e u s  
A . q r . t e r r e u s  2 8 8Z+ 8% ;5.' 25 

4 5 15%+ 6 %  140.' 37 
g r o u p e  v e r s i c o l o r  

A . ç r .  v e r s i c o l o r  2 8 53:226% 6.' b ___________________- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  _-_----------------------------------------------- 



TABLEAU 13: Sui t e .  

C L A S S I F I C A T I O N  TEHP. POURCENTAGE &.AH DOSEE N0iiBRE.DE 
7S°C/ 60 -c  A 60-C SOUCHES 

' C U l / n l  ------___-______------------------------------------------------------------------------------- 
CHAMPIGNONS FILAHENTEUX 

c l a s s e  des Hyphomyc!ites 
Ordre a e s  H y p h o m y c e t ~ l e s  

Famille d e s  Moniliiceae 
Genre C l a d o s p o r i u m  

Cladosporium sp. 
C.herbarium 
C.cladosporoides 

6 e n r e  C u r v u l a r i a  
C u r v u l a r i a  sp. 

Genre E o i c o c c u m  
E p i c o c c u a  sp. 

Genre H u m i c o l a  
H - g r i s e a  

G e n r e  H a l b r a n c h e l  
U.pulchella v.sulfurea 

G e n r e  M a n i l i a  
M.sitofila 

Genre H y r o t h e c i u m  
H. verrucaria 

G e n r e  P a e c i l o m y c e s  
P.varloti1 

G e n r e  P e n i c i l l i u m  
s e r i e  r e s t r i c t a  
s e r i e  cit-eonigra 
se-ie imp:icata 
s e r i e  u r t i c o - a  

P.olivico1or 
P.verrucosun 

s e r i e  v1r:dicata 
s e r i e  a r e n i c o l a  
s e r i e  olsonii 
s e r l e  c i t r i n a  
s e r i e  o x a l i c a  
s e r i e  f e l l u t a n a  
s e r i e  m e  a s c o r a  
s e r i e  is?anc.ca 

s e r i e  a i n i o l u t e a  
P.funicu!osum 

s e r i e  e x p a n s a  
P.notatua 

genre S t e m p h y l i u m  
S t e m p h y l i u m  sp. 

genre 1ri:hooerma 
T r i c h o a e r a a  so. 
T.atroviride 
1.hariianum 
S.koninoii 
L .  long:6rachiatua 
T.oseuaoroninqii 
T.viriae 

Genre j z r u l a  
icrula sp. 

G e n r e  U l c z l a d i u m  
Ui:cladiuc so. 

G r i r e  d e s  S p h a e r a p s i d ë i e s  
r a m i l l e  oes s p h a e r o p s l d a c e a e  

G e n r e  Cfiëeronella 
Cnaetome!la sp. 2 8  :lx+ 1% 50t 30 2 

G e n r e  P h o m a  
P h o m a  sp. 

Ordre d e s  S p h a e r i a l ~ i  
Fami!,e a e s  Chaeton:aceae 

Genre C h a e t o n i u a  
C h a e t o m i u a  sp. 2 8  2 7 2 2 2 7 %  451 ;7 - .............................................................................................. 



FIGURE 7: Rapport des  a c t i v i t é s  amyloglucosidasiques dosées  à 75°C 
e t  à 60°C (exprimé en  pourcentage) e t  p roduc t ion  de c e t t e  
a c t i v i t é  à - 28°C (dosée à 60°C, en UI/ 2001111) p a r  l e s  souches 
fongiques dé te rminées .  





FIGURE 8: Rapport des activités amyloglucosidasiques dosées à 75°C 
et à 60°C (exprimé en pourcentage) et production de cette 
activité à - 45°C (dosée à 60°C, en U I /  200ml) par les 
-souches fongiques déterminées. 



FIGURE 8: (Suite). 



- Les productions d'enzymes ayant un %75/60 intéressant sont 
toujours trés faibles, sauf pour celles des A.cmbanca.lucl. 

- Les écart-types sont souvent larges parce qu'il s'agit de 
groupes systématiques assez étendus et que dans une même espèce, 
il existe des variations de production importantes selon les 
différents isolats. Cependant on peut tout de même évaluer la 
zone de présence de ces champignons autant pour le %75/60 que 
pour leur production d'enzyme. 

Lors de cette selection, nous n'avons étudié qu'un faible 
nombre d'espèces de moisissures, et ceci pour différentes 
raisons : 

- Le screening a été orienté, en partie, par l'utilisation de 
biotopes chauds et de températures d'isolement et de culture 
élevées (28°C et 45OC). 

- Le milieu d'isolement utilisé était un milieu synthétique 
simple amylacé, où la source d'azote était minérale et sans 
substances de croissance particulières. 

- Les échantillons des différents biotopes ont rarement été 
traités immédiatement, d'où une selection des champignons ayant 
émis un grand nombre de spores, au détriment des espèces à faible 
sporulat ion. 

Par ces différentes observations, nous ne pouvons pas 
affirmer avoir sélectionné les seules souches intéréssantes lors 
de notre étude. 

Dans la revue bibliographique présentée précédemment, seuls 
quelques champignons avaient été cités comme produisant une 
amyloglucosidase à thermostabilité élevée; 3 souches du groupe 
A.rUge& (Alazard et Raimbault, 1980; Ramasesh et al., 1982; 
Fogarty et Benson, 1983), ffumico~u eanuginoaa (Taylor et al. , 
1978; Basaveswara et al., 1979, 1981) et Tdanomqcu dupanLu ou 
T. thmopkiee (Brevet belge n0878-466, 1979). Seul le Thrnaancl~ 
awtadacun est nommé comme possédant une (1-glucosidase 
intracellulaire thermostable (Obert, 1980-1981). 

Dans nos essais, seuls les résultats du T h . u w a d a c ~  
concordent réellement avec les données bibliographiques, bien que 
dans notre cas il s'agisse d'un enzyme extracellulaire. Les 
A .  r U g a  v .  r ü g a  (ex A. niga Van Tieghem) que nous avons testés 
sont également assez intéressants par une très bonne production 
absolue et un %75/60 près des 50%, ceci se rapprochant des 
résultats des auteurs (Ramasesh et al., 1982). 

Aucun des ffdcola lanugino~a et des Tdanamycu thrnaph.de 
n'a présenté un %75/60 intéressant, ceci ne concordant pas avec 
les résultats de la bibliographie (Taylor et a1.,1978; 
Basaveswara et al., 1979; 1981; Brevet belge n0878-466, 1979). 



De plus, rien dans la bibliographie ne laissait supposer les 
résultats obtenus au laboratoire avec les espèces remarquées dans 
cette première étude telles les A.cmbon&u, A.&nÛgu-tun type 
1, Penbd%um de la série aa-trUcta et Th. mwtaceun. 

Un certain nombre de genres, non décrits à ce jour comme 
possédant une activité amyloglucosidasique, ont également été 
testés, mais se sont avérés être sans grand intérêt pour cette 
étude. 

De nombreux genres, cités dans la revue bibliographique comme 
producteurs d'amyloglucosidase ou d'a-glucosidase, ont été isolés 
et testés, mais très peu ont présente un intérêt, tant en 
thermostabilité qu'en production absolue. Il convient de 
souligner la production exceptionnelle des TCchodma bp., 
comparable à celle des A.nigu. Seul le T.vhide avait été cité 
(Schellart et al. , 1976) comme producteur d'amyloglucosidase. 
Nous avons recueilli différentes espèces de ce genre et plusieurs 
de ces souches ont montré une bonne production d'enzyme 
(T.attrovXde, T.v&de, T.ho~ngLL et 7-hmzianum). Ces enzymes 
amyloglucosidasiques ne présentent malheureusement pas une 
thermostabilité meilleure que celle des enzymes industriels. 

A cette étape de la sélection on retrouve différents groupes 
de champignons intéressants dont la plupart sont thermotolérants 
ou thermophiles (A.&migu-tun type 1, Th.muXacew et 
Th.awanti.acun). Les A.cmbonatUun et les P e n i m u m  de la série 
,taLkLcta sélectionnés ne présentent aucun caractère de 
thermotolérance, même s'ils croissent encore à 37°C. Ceci 
confirme le fait qu'une plus grande chance d'obtention d'enzyme 
thermostable est réalisée chez les champignons thermophiles, mais 
que tous les champignons thermophiles ne présentent pas cette 
caractéristique et de même que cette propriété peut exister chez 
les champignons mesophiles. 

Conclusion 

En résumé, la sélection de ce premier crible regroupe les 
champignons suivants: 

- Les Abpugrnu du groupe niga dont essentiellement 
1'A.cmbonaniun et llA.niga v.Ggm, qui présentent l'avantage 
d'avoir une très bonne production et un %75/60 plus élevé que 
ceux des souches décrites habituelement. 

- Les ~ n p u g ~ u n  du groupe FumLg&un type 1 qui possédent un 
enzyme amyloglucosidasique ayant un excellent %75/60 mais une 
faible production. Ces A .  du groupe &unigcLtun type 1 ont un 
aspect morphologique très différent des A . ~ ~ g u - t u n  classiques 
(ou A. groupe aumig&un type 2) ce qui nous a permis de les 
différencier. Une détermination plus précise de ce type 
d'A.&dga;tun a permis de classer ces souches dans l'espèce 
A.vXd.i-rzutilni, appartenanbt au groupe &m.iga.tu et à la série 
&unigatun. 



Tableau 14: Demi-vies à 70°C, avec ou sans substrat et à différents pH des enzymes des souches précédemment sélectionnées 
et de deux enzymes témoins (enzyme industriel Novo et enzyme CPC). 

112 vie de l'activité Amyloglucosidasique 112 vie de l'activité Amyloglucosidasique 
sans substrat à 70°C avec substrat à 70°C ......................................... .......................................... 

SOUCHE ESPECE pH 4.5 pH 5.0 pH 6.0 pH 4.5 pH 5.0 pH 6.0 

Ve 10 A.niger V.niger 8 min 10min30s 2min30s 3 h  1 h 40 min 30 min 

CO 27 A-carbonarius 9 min 13 min 3 min 30 s 4 h 5 0  8 h  1 h 30 min 

25-17 A.niger V.amamori 7 min 7 min 3 min 2 h  1 h 40 min 1 h 10 min 
(Roquette) ....................................................................................................................... 

Sy 13 P.serie restricta 5 min - - - - - 
....................................................................................................................... 
F 3-2 A. gr. fumigatus 36 min 31 min 30 s 9 min 8 h 20 min 16 h 5 h 40 min 

Type 1 ....................................................................................................................... 
P6 Th. crustaceus >10h (54%) >10h (64%) 1 h 30 min 48 h 72 h ....................................................................................................................... 
Fu 1-1 Th. aurantiacus >24h (63%) >24h (67%) 3 h 20 min >72h (69%) >72h (76%) >72h (82%) ....................................................................................................................... 
Amyloglucosidase AMG 200 L 4 min 30 s 4 min 30 s 3 min 2h30min 2h15min 1h55min 
(Novo industri AS) 
------------------------------------------------------------------------*---------------------------------------------- 

Enzyme CPC de Clostridium < 5 min * 68 min * 3 h 35 min:* - - - 
thermoamvlo lvticum 

adonnées provenant de la demande de Brevet EP 135-138 (1984) 

Conditions du test 
En l'absence de substrat : des solutions de Tampon acétate 0,2M aux différents pH (pH 4,5 j pH 5,O ; pH 6,O) 
contenant 4 UI/ml d'activité amyloglucosidasique, sont placés en incubation à 70°C. Des prelevements reguliers 
sont effectués et stockés à 4OC avant d'être dosés selon la méthode habituelle. 

En présence de substrat : des solutions de MD02 (à 30% P/V de concentration finale) dans un tampon acétate 0,2M 
aux différents pH (pH 4,5 ; pH 5,O ; pH 6,O) contenant 4UI/ml (ou 13,25 UI/g MW ) d'activité amyloglucosidasique 
sont incubées à 70°C. Les échantillons prelévés à intervalles réguliers sont dialysés contre de l'eau distillée 
pendant une nuit et dosés, ensuite, par la méthode habituelle. 



- Les Therunoancw cttmitaceu et Th.awantLacu qui sont des 
champignons thermophiles stricts de culture rapide à hautes 
températures (35°C-45°C). Leur production enzymatique est très 
faible sur le milieu d'isolement mais ?vec un bon %75/60. 

- Les P e n i d % u m  de la série xaRnida possédent également 
un bon %75/60 et une production d'enzyme faible. 

II.-DEUXIEME SELECTION 

Au cours de cette étape de sélection, nous nous sommes 
attachés à préciser certaines caractéristiques des enzymes 
amyloglucosidasiques des souches sélectionnées lors de la 
première phase du screening, ainsi que certaines données 
biologiques de leur production enzymatique. 

1.-Caractérisation des enzymes amylo~lucosidasiques des 
souches sélectionnées 

Diverses données concernant les enzymes amyloglucosidasiques 
ont été précisées: leur thermostabilité, par la mesure de la 
durée de demi-vie 'de ces enzymes à 70°C, et leur optimum de pH et 
de température. Toutes ces études ont été menées sur les filtrats 
bruts de culture, car nous ne pouvions assurer les différentes 
purifications de ces enzymes à ce niveau de la sélection, de plus 
les enzymes industriels sont utilisés sans purification poussée. 

a) Mesure de la durée de demi-vie des enzymes 
amyloglucosidasiques 

La thermostabilité de ces enzymes a été mise en évidence 
grâce au test de la demi-vie (durée d'incubation à une 
température précise pour laquelle l'activité est réduite de 
moitié). Ce test a été réalisé sur ces filtrats bruts de culture 
placés à 70°C. Ce critère de demi-vie pouvait désormais être 
utilisé en raison du faible nombre de souches retenues. 

La température de 70°C présente l'avantage de correspondre à 
une température significativement supérieure à la température 
moyenne optimale des amyloglucosidases industrielles et de 
permettre une comparaison avec l'énoncé d'une récente demande de 
brevet européen (135-138, 1984) sur l'amyloglucosidase 
thermostable produit par CloaMdium ~hmaamglolg~cum. 

Les différents résultats de la mesure des demi-vies sont 
consignés dans le tableau 14. 

Les essais ont été effectués sur les enzymes amylogluco- 
sidasiques des souches selectionnées lors du premier crible 
(A.cmboncuûun, A.YLL~CYL v . n i g a ,  A.gx.&micjutw type 1, 
Th.mun2aceun, Th.awtan;tiacun e.t P. de la série xenhicta) et sur 
2 enzymes témoins , celui produit au laboratoire par la souche 
témoin 25-17 Roquette ( A - n i g m  v.mumo&i muté) et un enzyme 



industriel (amyloglucosidase AMG 200L, NOVO INDUSTRI AS) produit 
également par un ~dpettgrnun du groupe n&u. 

Différentes conditions ont été étudiées, la presence ou 
l'absence du substrat ( ~ ~ 0 2 ,  à 30% P/V de matière séche, 
condition proche de la saccharification industrielle) et 
différents pH de réactions (de pH 4.5, pH habituel, à pH 6.0 
proche du pH de la liquéfaction de l'amidon). La réalisation du 
test est expliquée en annexe du tableau 14. 

La lecture du tableau 14 permet les observations suivantes: 

- La thermostabilité des enzymes des divers groupes de 
champignons est très variable. Elle évolue, chez les ~~pug&un 
du groupe t%igett, de 2,5 à 13 min, sans subtrat, et de 30 min à 8 
heures, en présence de substrat, suivant les pH et les souches. 
On peut observer un gain d'un facteur 2 environ de l'enzyme de 
l1A.cmbunmiun par rapport à l'enzyme témoin (enzyme NOVO) aux 
pH 4.5 et 5.0. La durée de la demi-vie des enzymes des souches de 
P e r U m u r n  de la série ~u.trLic;ta sélectionnées ne présente aucun 
interêt, aussi toutes études sur celles-ci ont été abandonnées. 
Une première amélioration est obtenue avec les Ahpugrnu du 
groupe &urnig~Xun type 1 (demi-vie sans substrat entre 9 et 36 
min, et avec substrat 5 heures 40 min à 16 heures). Cependant, 
l'amélioration de la thermostabilite des activités amylogluco- 
sidasique par les Therunomcu.~ apparait encore plus nette, la 
demi-vie de l'enzyme en l'absence de substrat étant supérieure à 
10 heures pour pH 4.5 et de 2 à 3 jours en présence de substrat. 

- L'effet protecteur du substrat est vérifié pour tous les 
enzymes et ceci de façon très nette. Dans la plupart des cas la 
demi-vie, sans substrat, est de l'ordre de la minute et, avec 
substrat, avoisine l'heure. 

- Action du pH: la durée de la demi-vie des enzymes, en 
présence ou absence du substrat, est plus longue à pH 4.5 et pH 
5.0. Seules les enzymes du Thmoucun uunana5acun et C~o~;tiLidium 
amy~o&~;ticum font exception à cette régle, le meilleur pH étant 
de 6.0 pour eux. Au contraire, ce pH entraine une chute 
importante des demi-vies pour les enzymes produits par les 
Adpmg.L&h. Pour la plupart des souches, l'évolution de la 
demi-vie de l'enzyme de pH 4.5 à pH 6.0 est similaire en presence 
ou en l'absence de substrat. Seul le Th.aw~aniiacu présente un 
résultat différent selon la présence ou l'absence du substrat, 
comme si l'effet protecteur était renforcé à pH 6.0. 

En conclusion les tests de demi-vie démontrent donc une 
stabilité des enzymes amyloglucosidasiques, produits par les 2 
Th&tmoucun, très améliorée par rapport à celle des enzymes 
industriels que ce soit en présence ou en l'absence de substrat 
et à tous pH étudiés. 



b) Optimums de température et de pH 

La recherche des optimums de température et de pH a été 
effectuée dans une zone étroite autour des optimums classiques 
(60°C et pH 4.5), ces données n'ont jamais été déterminées très 
précisement étant donnés les écarts utilisés (5°C pour la 
température et 0.5 pour le pH) et l'emploi d'un filtrat de 
culture non purifié, on ne pourra que les situer entre 2 points 
consécutifs. 

La figure 9 représente les différentes courbes d'activités 
en fonction de la température obtenues pour les enzymes des 
souches sélectionnées. Le profil de ces courbes est similaire 
pour les différents enzymes présentés. La zone des activités 
maximales est assez large autour de l'optimum; en effet il existe 
une plage d'une dizaine de degrés autour de l'optimum supposé 
dans laquelle l'activité enzymatique dépasse 85% du maximum 
enregistré. Les optimums d'activité sont décalés selon les 
souches. La souche témoin Roquette (25-17) et le Ve 10 (A.nLgett 
v.~Lgett) possèdent un optimum compris entre 60°C et 65°C. Le Co 
27 (A.cwtbonaaiun), le F3-2 (A.gx.Qdgatm type l), le Ful-1 et 
le P6 (les deux Thmoancun) ont leur optimum entre 65°C et 70°C. 
Ces températures optimales d'activité sont comparables aux tempé- 
ratures optimales les plus élevées d'activité des amyloglucosi- 
dases oua-glucosidases présentées dans la bibliographie: 75°C 
pour celles du Thmoancun awtaw5acun (Obert, 1980-1981), 70°C 
pour celles dtA.hennebwg.u (Alazard et Raimbault, 1981) ou 
dlA.vtigett (Fogarty et Benson, 1983) et 65OC pour celles 
d'ffwnicola tanuginoda (Taylor et al., 1978) ou d' A. t%Lgw Van 
Tieghem (Ramasesh et al., 1982). 

L'effet du pH a été étudié entre pH 4.0 et pH 6.0 (figure 
IO), bien que certains enzymes semblent avoir un optimum 
d'activité à la limite inférieure de cet intervalle. Mais, des pH 
plus bas sortaient des zones de pH utilisés industriellement et 
des capacités de dosage de glucose du doseur YSI. La plupart des 
enzymes étudiés ont leur optimum entre pH 4.5 et 5.0, ce qui 
correspond aux pH des amyloglucosidases connues (Fogarty et 
Kelly, 1980). Seuls les enzymes de Th.ctruntacem et de 
A.g%.&uniga.tun type 1 sortent de ces limites (entre pH 4.0 et 
4.5, ou moins). De plus, ces pH optimums desa-glucosidases étant 
compris entre pH 3.0 et pH 6.0 pour les champignons filamenteux 
(Kelly et Fogarty, 1983), la présence d'une aC-glucosidase n'est 
pas à exclure. La courbe de l'activité enzymatique donnée par la 
souche F3-2 (A.g~.Qdgu;tun type 1) montre, en plus de son 
optimum à pH 4.0, un deuxième optimum à pH 5.0. ce résultat 
pourrait s'expliquer par la présence de plusieurs isoenzymes 
ayant des optimums de pH décalés, ou par l'existence des deux 
enzymes: amyloglucosidase et aC-glucosidase. Cette hypothèse ne 
pourra être vérifiée qu'après purification des enzymes contenus 
dans le filtrat. 



FIGURE 9 :  Variation des activités des filtrats de culture bes  souches - 
sélectionnées en fonction de la température d'incuuation, 
exprimée en pourcentage Ce l'activité maximale. 



FIGURE 10: Var ia t ion  des a c t i v i t é s  des f i l t r a t s  de c u l t u r e  des 
souches sé lec t ionnées  en fonc t ion  du pH d ' incuba t ion ,  
exprimée en pourcentage de 1 ' a c t i v i t é  maximale. 



Tableau 15: Autres caractéristiques des souches sélectionnées ................................................................................................................................... 
25-17 Ve 10 Cc 27 F 3-1 P6 Fu 1-1 

A.niger V.awamori A-niger V.niger A-carbonarius A.fumigatus type 1 Th-crustaceus Th-aurantiacus 
muté 

Thennostabilité 
112 vie sans substrat 
70°C pH 4,5 

Production de A M 
dosée à 60°C UI/ml 

7 min 8 min 9 min 36 min > 10 h (54%) > 24 h (63%) 

Production relative de 0,5 
transglucosidase (TG) 
(10-~ UITGIUI A M) 

Présence de Polysaccharides 
dans le filtrat de culture 

Culture en fermenteur + t + + + t 

Pathogénicité reconnu de f 
l'espèce. Notion bibliographique 



Conclus ion 
Il existe une concordance relative entre l'influence sur 

l'activité enzymatique des températures et pH d'incubation d'une 
part et la thermostabilité des enzymes d'autre part. Mais, on ne 
retrouve pas au niveau des optimums de température, l'importance 
du décalage constaté lors des mesures de demi-vie, entre les 
enzymes des souches thermophiles (Th.crtunkaceun et Th-autan- 
Liacun) et ceux des souches du groupe A. nigeh. 

Ceci confirme le fait qu'il s'agit de 2 phénoménes différents 
mais qu'il existe une corrélation positive entre ceux-ci. 

2.-Autres données biologiques concernant les souches 
sélectionnées 

Diverses autres caractéristiques ont été définies et sont 
présentées dans le tableau 15, dans lequel nous avons rappelé les 
résultats de la thermostabilité. Ces paramétres ont été étudiés 
pour les raisons suivantes. 

- L'interêt d'une faible production de transglucosidase qui 
catalyse des réactions de reversion (déjà discuté dans le 
chapitre préliminaire). 

- La présence de polysaccharides est considérée comme génante 
lors des étapes de filtration en production industrielle. 

- Certaines espèces fongiques n'acceptent pas les conditions 
de culture en fermenteur (agitation, aération violentes). 

- La pathogénicité des espèces représente un facteur 
important, vu les contraites législatives en vigueur et doit être 
déterminée avant tout choix de souche. 

La lecture de ce tableau appelle quelques commentaires: 

- Toutes les espèces sélectionnées présentent un taux de 
synthèse d'activité amyloglucosidasique plus faible que la souche 
test 25-17. Mais cette souche est un mutant hyperproducteur, 
tandis que les autres souches sont sauvages. Un travail 
d'amélioration de la production par voie physiologique et 
génétique est envisageable. 

- Les souches du groupe A.~Lgeh slectionnées (VelO et Co27) 
ne présentent qu'une faible amélioration de la thermostabilité 
par rapport au 25-17, et les autres caractéristiques n'apportent 
aucun avantage supplémentaire. 

- L'A.&mLgatun type 1 se singularise par une thermostabilité 
améliorée (d'un facteur 5 ) ,  mais également par une production 
relative de transglucosidase importante (100 fois plus que le 
témoin) et une réputation de pathogénicité, bien qu'il s'agisse 
d'une pathogénicité opportuniste. 



Tableau 16: Comparaison de quelques caractéristiques 
physiologiques, biologiques et enzymologiques de Themascus 
crustaceus et de Th. aurantiacus 

Thermoascus 
crustaceus 
souche P6 

Thermoascus 
aurantiacus 
souche Fu 1-1 

Caractères enzymatiques 
(à 4S°C de T0 de croissance) 

Température optimale de 6S°C< <70°C 
l'enzyme A.AM 

112 vie a 70°C pH 4.5 
sans substrat >1Oh (54%) 
avec substrat 48h 

Production absolue 
UI/ml de filtrat de culture O, 10 

Production relative de Trans- 
glucosidase (TG) UITG/UIA.AM) 3,s 

Activité spécifique 
UI A.AM/mg de protéine 10 

Phvsiolonie de la production 

Température de croissance 
minimum-maximum 23OC< <5S°C 28OC< <60°C 

optimum 35-37OC 4S0C 

Production d1A.AM à 37OC 
Production dtA.AM à 4S°C 

Fermentation pilote en 
biolafitte de 21 

Production de polysaccharides 
en milieu d'isolement O 

Biologie de l'or~anisme 

Reproduction sexuée 

Multiplication végétative +++ + 

Pathogenicité reconnue + + 



- Le Th.amadacw présente deux désavantages majeurs: la 
présence de transglucosidase à un taux très élevé (production 
près de 400 fois supérieure à celle du témoin) et une synthèse de 
polysaccharides en culture agitée. Par contre son activité amylo- 
glucosidasique est exceptionnellement thermostable (superieure à 
24 heures à pH 4.5 et à 70°C, sans substrat). 

- Le Th.cttwtacew produit beaucoup moins de transgluco- 
sidase que le Th.amantiacw et l'A.&miga.tw type 1 et son 
enzyme amyloglucosidasique posséde une bonne thermostabilité 
(superieure à 10 heures à 70°C et à pH 4 . 5 ,  sans substrat). 

Conclusion 

La suite de l'expérimentation exigeant des cultures 
nombreuses, il était indispensable, pour des raisons techniques, 
de limiter ce travail à l'étude d'un nombre réduit de souches. 

Les ~ a p c x g ~ u ~  du groupe nigcx, ne procurant qu'un gain 
faible en thermostabilité de l'activité enzymatique étudiée, ont 
été écartés. 

Le groupe des A.&.miigaLw souffre d'une réputation d'agent 
pathogéne telle que l'appel à l'un de ces membres ne peut se 
justifier en regard de l'amélioration moyenne en thermostabilité 
obtenue. 

Aussi avons nous, pour la dernière étape, décidé de 
travailler sur les 2 espèces de Thmoancun, souches les plus 
intéréssantes, pour pouvoir choisir celle qui subira des études 
plus approfondies. 

III.- DERNIERE ETAPE DE LA SELECTION ET DETERMINATION DE 
L'ACTIVITE AMYLOGLUCOSIDASIQUE DES DEUX ESPECES DE THERMOASCUS 

Une dernière comparaison des avantages et inconvénients des 
deux Thmoancw a été faite et une première analyse des 
différents enzymes amyloglucosidasiques présents dans les 
filtrats de culture a permis de compléter les connaissances de 
ces 2 souches. 

1.- Choix final d'une souche 

Ce choix se fonde sur toutes les données obtenues au cours 
des 2 premières étapes de la sélection et sur des caractéris- 
tiques biologiques et physiologiques particulières à ces 2 
espèces de Thmuancw (tableau 16). 

Les caractéristiques propres au complexe enzymatique étudié 
sont favorables à l'enzyme du 7h.amadacun. L'optimum de 
température d'activité et la thermostabilité, mise en évidence 
par le critère de ''demi-vie", sont nettement supérieurs chez ce 
dernier. Par contre les autres données tendent à favoriser le 



FIGURE 1 1 :  Chromatographie en phase gazeuse des dérivés triméthylsilylés 
des produits de digestion du maltose par 1'AMG (I), le - 
complexe enzymatique du Th. aurantiacus (II) ed du Th. crustaceus 
crustaceu (III) . Pic 1 : CYD-glucose e t  Pic 2 : @ D-glucose. 4 



Th.cttutacew. La production absolue, pour une culture pratiquée 
à 45OC, est identique chez les 2 souches, bien que cette 
température de croissance soit moins propice à la production 
d'enzyme que 37OC pour le Th.octuntacu. Une température de 
production de 37°C est préférable industriellement, tant pour la 
régulation thermique que pour le coût énergétique, ce facteur 
favorise également le Th.octucstaceun. 

La production importante de transglucosidase, l'activité 
amyloglucosidasique spécifique faible et la présence de 
polysaccharides dans le filtrat de culture rendent le 
Th.amaM;tiacu moins intéressant du point de vue industriel que 
le Th. cnwtaceun . 

Les différentes caractéristiques biologiques plaident 
également en faveur du Th.ortutaceu. 

Les 2 souches présentent un cycle sexuel d'obtention aisée. 
Par contre, seul le Th.cnwtacew posséde une phase de 
multiplication végétative nettement définie (conidies). Le 
Th.amaMacu ne produit des aleurioconidies, solidaires du 
mycélium, qu'en très petit nombre. Les conidies, spores 
génétiquement semblables car résultant de simples mitoses, 
constituent un matériel de travail de choix tant du point de vue 
génétique que physiologique. L'existence d'une phase de 
conidiogénése facile à obtenir représente donc un avantage 
certain. 

Les 2 espèces ne sont pas réputées comme pathogénes bien que 
quelques publications relatent la présence du Th.ortutaceun chez 
l'homme ou l'animal sans aucune preuve de sa pathogénicité même 
opportuniste (Pore et Larsh, 1967; Kwon-chung et al., 1984). Des 
essais sur souris (alimentées par du mycélium séché), réalisés 
chez Roquette frères  estre rem), n'ont pû mettre en évidence une 
quelconque toxicité du Th.ortuntuceu. 

A partir de toutes ces données, le choix de la souche défi- 
nitive s'est fait en faveur du Th.octuntaceu qui, bien que 
produisant un enzyme moins thermostable que celui du 
Th.amaMacun, posséde de nombreuses caractéristiques plus 
compatibles avec une production industrielle d'enzyme. 

2.-Mise en évidence des activités de type amylo~lucosidasique 
produites par les 2 thermoascus 

Les filtrats de culture des 2 Thetunoancu comprenant au moins 
un enzyme susceptible de libérer du glucose à partir de malto- 
dextrine, il paraissait intéréssant de savoir s'il s'agissait 
d'une amyloglucosidase, d'une (Xglucosidase ou d'un complexe 
enzymatique comprenant les 2 types d'enzymes. 

Deux techniques, décrites dans le chapitre préliminaire, ont 
été utilisées; celle de Chiba et collaborateurs (1983) et celle 
de Kujawski et collaborateurs (1980). 



Tableau 17: Mise en évidence des activitésa-glucosidasique et amyloglucosidasique 
dans les filtrats de culture des deux Thermoascus étudiés. 

Amidon soluble 200 7 jb (3,7%) 

Amidon soluble + Maltose 304 176 (7779%) 

Amidon soluble 431 22 (571%) 

Amidon soluble + Maltose 526 137 (26,0%) 

A M G 200 L Amidon soluble 513 240 (46,8%) 
(A.niaer-Amyloglucosidase 
NOVO INDUSTRI A/S) Amidon soluble + Maltose 453 2 17 (47,9%) 

résultats exprimés en moles libérés par minute et par ml x10-' 

Condition 1 Dosages effectués à 60°C en présence d'amidon soluble 4% ou 
dlamidon soluble 4% + Maltose 0,4% dans un tampon acétate 
072M pH 4,s 

Condition II mêmes dosages effectués après une étape de chauffage à 70°C et pH 4,5 - pendant 14 heures pour les deux Thermoascus 
- pendant 4 minutes pour l'amyloglucosidase industrielle. 



a) Technique de Chiba et collaborateurs (1982) 

Ce procédé fait appel à la mise en évidence des anomères a et 
6 du glucose par chromatographie en phase gazeuse. 

La figure 11 présente les enregistrements obtenus à partir 
des produits de la digestion du maltose par les différents 
filtrats de culture des 2 Thetunoancun et d'un témoin 
d'amyloglucosidase industrielle (AMG 200L, NOVO INDUSTRI). 

Les enregistrements mettent en évidence la présence d'aet de 

P glucose dans le milieu réactionnel des enzymes des 2 
hetunoaclcu. La technique n'entrainant qu'une mutarotation faible 
(de l'ordre de 32, selon Chiba et al., 1983), le résultat 
indiquerait donc la présence et l'action simultanée d'un enzyme 
libérant de l'a-glucose (Olglucosidase) et d'un enzyme libérant du 
pglucose (amyloglucosidase) à partir du maltose. La plus grande 
partie du glucose libéré par AMG 200L de NOVO INDUSTRI se trouve 
sous la configuration 6 indiquant la présence dominante d'une 
amyloglucosidase. 

b) Technique de Kujawski et Wegrzyn (1980) 

Si cette technique a été originellement conçue pour doser 
sélectivement l'a-glucosidase par rapport à l'amyloglucosidase, 
nous avons vu dans le chapitre préliminaire, que ce procédé 
s'appliquait essentiellement aux enzymes produits par les groupes 
des A . n i y a  et A.o&yzae (Yamasaki et al., 1980), les a-gluco- 
sidases de ces champignons ne dégradant l'amidon soluble que de 
manière très limitée. Néanmoins, l'utilisation de la technique 
permet de confirmer les résultats précédents et d'apporter 
quelques autres précisions sur les enzymes composant le complexe. 

Les complexes amyloglucosidasiques des deux Thmoucun 
présentent une activité plus importante sur le substrat composé 
(amidon soluble f maltose) que sur l'amidon soluble seul. La 
présence d'une a-glucosidase est donc vérifiée. Par contre, 1'AMG 
200L (NOVO INDUSTRI AS) semble exclusivement composée d'amylo- 
glucosidase (tableau 17). 

L'étape de chauffage de l'enzyme (14 heures à 70°C et à pH 
4.5, pour les 2 Thetunoaricm et 4 min pH 4.5 pour 1'AMG 200L) 
entraine une nette diminution d'activité vis à vis de l'amidon 
soluble pour le complexe enzymatique des 2 Thmoancun; par 
contre cette diminution est plus limitée dans le cas du substrat 
csmposé. Ces 2 faits semblent indiquer que la thermostabilité du 
complexe enzymatique repose essentiellement sur l'a-glucosidase. 

En conclusion, les techniques employées ont mis en évidence 
la présence concomitante d'au moins une CY-glucosidase et une 
amyloglucosidase dans le filtrat de culture des Thmoucun 
aunaw2acun et Jh.crtutaceun. De plus, la thermostabilité du 
complexe enzymatique semble reposer sur la seule fraction 
CY-glucosidasique. Une purification des différents enzymes 
présents serait désormais nécessaire pour confirmer et préciser 



les rôles respectifs de ceux-ci dans le complexe amyloglucosi- 
das ique . 

Conclusion 

Cette dernière étape nous a permis d'effectuer un choix entre 
les 2 Thmamcun retenus à la suite des différentes phases de la 
sélection. 

Le Th.chun.taceun, bien que synthétisant un complexe amylo- 
glucosidasique légérement moins thermostable que celui du 
Th.awtantcacun, présente par contre de nombreux avantages tant 
d'ordre enzymatique que cultural ou biologique qui l'on fait 
préf érer . 

Les essais effectués en vue de déterminer la composition du 
complexe amyloglucosidasique du Th.chuntaceun ont mis en évidence 
2 types d'enzyme à savoir au moins une amyloglucosidase et une 
alglucosidase, la thermostabilité du complexe reposant sur le ou 
les Cil-glucosidases. 

CONCLUSION DE LA SELECTION 

A partir de biotopes variés, 846 souches fongiques ont été 
testées en vue d'isoler des souches aptes à produire une activité 
amyloglucosidasique à thermostabilité améliorée. 

Les différentes phases de la sélection, basée sur l'étude de 
la thermostabilité de l'enzyme produit d'une part et sur diffé- 
rentes caractéristiques enzymologiques, physiologiques et biolo- 
giques des souches retenues d'autre part, ont abouti à la sélec- 
tion d'une souche: le Thmacmcun crtun;taceun. Ce champignon 
thermophile est un ascomycète de la famille des Thmacucaceae 
qui posséde une conidiogénése bien développée, tout aussi aisée à 
obtenir que la phase sexuée. 

Une première étude du complexe amyloglucosidasique a permis 
de déterminer la présence d'au moins une CY-glucosidase et une 
amyloglucosidase; la thermostabilité semble reposer sur l'*glu- 
cosidase . 

Dans le chapitre suivant nous allons présenter ce champignon 
et résumer les données bibliographique le concernant. 



CHAPITRE I V  

THERMOASCUS CRUSTACEUS 





Avant d'entreprendre l'étude physiologique de ce champignon, 
il nous est apparu nécessaire de le présenter et de résumer la 
bibliogr-aphie concernant le genre Thetunoucw. 

1.-HISTORIQUE, POSITION SYSTEMATIQUE ET BIBLIOGRAPHIE DU GENRE 
THERMOASCUS 

Le genre Thetunoancw a été décrit pour la première fois par 
H. Miehe (1907) prenant comme espèce-type du genre le Thmuancm 
awtawZacu Miehe (champignon thermophile à cléistothécies et à 
stade conidien réduit à des conidies du type aleurioconidies). 

Quelques années plus tard, en 1912, O.P.J. Sopp (Sopp, 1912) 
isole un champignon proche du Thetunoancm awlan.tiacu Miehe et 
crée le genre Dacitylamycen représenté par le Vactylomycccl 
thenmoph.de Sopp (champignon thermophile à cléistothecies et à 
phase conidienne de type Palgpae&m). 

En 1964, A.E. Apinis et C.G.C. Chesters (Apinis et Chester, 
1964) décrivent une espece de Oactylomycu différente du 
Vaotytumyca t h m o p k i l e  Sopp et la nomment Dacrtylomycef, 
~ r ~ m t a c e m  (champignon thermophile à cléistothécies et à stade 
conidien du type Paedomycen) . 

D.G. Cooney et R. Emerson dans "Thermophilic fungi" (1964) 
décrivent un isolat de Thetunaacm auhantiacw possédant une 
phase conidienne de type Paedomycu.  

A.C. Stolk (1965) réunit les Dactyhrnycu et les Thenmuancm 
en un seul genre le genre Thmuancm et critique la détermi- 
nation de D.G.Cooney et R.Emerson (1964) en classant leur 
Th.amantiacw dans l'espèce T h . m w t a c e u  de A.E.Apinis et 
C.G.C.Chester (1964). 

A.E. Apinis, en 1967, dénonce la réunion des 2 genres en un 
seul et préconise de garder les 2 genres sur la base des formes 
conidiennes différentes. 

J.A.Von Arx (1970) et R.A.Samson (1974), en accord avec la 
classification de A.C.Stolk (1965) contestent le maintien des 2 
genres et les réunissent en un seul, les stades sexués des trois 
espèces étant identiques. 

Actuelement, l'appelation Thetunoccncm pour les 3 espèces est 
unanimement acceptée. On utilise les caractéristiques du stade 
asexué pour la détermination spécifique. 

Dernièrement, S. Ueda et S.I. Udagawa (1983) créent une 
nouvelle espece de Thenmoancu; le Thmoancw aegypficm isolé 
de vases marines du canal de Suez. Ce T h m o u c u  serait 
différent des autres isolats car il posséde une phase conidienne 
de type Paedcmycen et des ascospores à ornementation 
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PLANCHE 1: Les différents stades conidiens du genre Thermoascus. 

A- Stade conidien du Th. aurantiacus. 
(d'après Apinis, 1967) 

B- stade conidien du Th. thermophile. 1 (d'après Apinis, 1967) 
a- conidiophore mature. 
b- phial ides. 
c- conidies. 



verruqueuse, différentes des ascospores de Th.crtm.taceun. K.J. 
Kwon chung et collaborateurs (1984) contestent cette création, 
estimant qu'il s'agit d'un Th.wunXaceun identique à leurs 
isolats. En effet, d'après ces auteurs, la différence minime de 
l'ornementation des ascospores n'est pas suffisante pour la 
création d'une nouvelle espèce. 

Le genre T h m o u c u n  a été décrit par différents auteurs: 
A.C.Stolk (1965), A.E.Apinis (1967) et C.V. Subramanian et 
R.Rajendran (1980). 

Le genre T h m o u c m  est caractérisé par son stade sexué 
constitué de cléistothécies (ascocarpes non ostiolés). Ces 
cléistothécies sont situées en superficie des cultures, de 
teintes allant du créme au marron en passant par une gamme 
d'orange jaune. Elles sont de petites tailles (de 250 a 660 pm 
parfois décrit jusqu'à 1,5 mm) isolées ou confluentes. Le 
peridium est constitué de cellules pseudoparenchymateuses, de 
grande taille pour la couche externe et de taille plus petite 
pour la couche interne. Les asques sont formés dans de petits 
amas cellulaires et sont entourés dans un peridium d'épaisseur 
irréguliere. Ils sont sphériques à ovales, toujours à 8 
ascospores. Les ascospores sont hyalines ou jaunes claires, 
unicellu- laires, de forme ovale à ellipsoide. Le mycélium est 
constitue d'hyphes hyalins, septes, ramifiés. Il peut être étroit 
(1,5 à 3 pm) ou larges (jusqu'à 20 m .  Un exsudat peut être 
présent, selon les conditions culturales, sous forme de 
goutelettes jaunes dorées à la surface de la culture. 

La position systématique des T h m o u c m  (selon Ainsworth, 
1973) est définie comme suit: 

A~comgcoLina 
Classe des Plec;tomgc&tu 
Ordre des E ~ o a 2 d u  
Familles des Thmomcaceae Apinis 
Genre T h m o u c m  Miehe (ex Dadg~umycu Sopp) 

La classification du genre T h m o u c m ,  comportant 3 espèces, 
est la suivante: (d'après Stolk, 1965; Apinis, 1967; Samson, 
1974; Ueda et Udagawa, 1983; Kwong chung et al., 1984). 

7h.amantiacm (planche A :  phase conidienne 
constituée de conidies holoblastiques, type aleurioconidies, 
situées en fin de branches hyphales, seules ou en noeud de 2 ou 
3, en forme de massue à presque arrondies, lisses, à paroi 
étroite et de taille allant jusqu'à 20 x 8 pm. Une variété 
i?ev&pa&un a été créée par J.M Upadhyah et collaborateurs (1984) 
basé sur des caractéristiques différentes des ascospores et du 
peridium. 

T h . X h m o p k d b  (planche 1 : posséde un stade 
asexué de type Po~ypae&um ( conidies annellidiques) constitué 
par des conidiophores branchés de façon dichotonique, terminé par 
plusieurs paires de phialides produisant de nombreuses conidies 
en chaînes qui adhérent en colonnes. 



PLANCHE II : Stade sexué du Thermoascus crustaceus. 
d'après Stolk (1965) 

a-b-c: Début de formation des ascocarpes. 
d : Différents stades de développement de 1 'asque. 
e : ascospores. 
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Tff.cnuntaceun (planche 1 :  Caractérisé par une 
phase conidienne du type Paecd!omycen (conidies phialidiques). 
Les conidies sont de forme ovale à elliptique, de taille: 6 à 10 
p m x 3 à 6 p m .  

Th.auharLtLacu est l'espèce la plus étudiée du genre 
Thetunoancun. Ses besoins nutritionnels de croissance ont été 
abordés par F .Obert ( 1978-1979) et par A. Subrahmanyan ( 1980). 
Différents auteurs donnent également quelques indications sur des 
productions d'enzymes par le Th.mam2acm. Des xylanases, 
cellulases, (X-glucosidases, P-glucosidases, protéases neutres, 
DNAses, lipases, RNAses, pectate lyases, uréases ont été décrit 
(Adams et Deploey, 1978; Tong et al., 1980; Obert, 1980-1981; 
Obert, 1983-1984; Marcy et al., 1984; Bedino et al., 1986; 
Grajek, 1986; Grajek, 1987; Kawamori et al., 1987; Tan et al., 
1987; Yu et al., 1987). Parmi ces enzymes cités, certains sont 
considérés comme thermostables, tels la xylanase, un complexe 
cellulolytique, des cellulases, une (X-glucosidase 
intracellulaire, une protéase neutre (Tong et al., 1980; Obert, 
1980-1981; Marcy et al., 1984; Grajek, 1986; Grajek, 1987; 
Kawamori et al., 1987; Tan et al., 1987; Yu et al., 1987). 

. Aucune indication sur des productions d'enzymes par les 
Th-cnuntaceun eA: Th.thmopkie~ n'a pu être receuillie. 

Deux articles provenant de la bibliographie non médicale, 
décrivent des Th.mutaceu isoles de sources animale (souris) et 
humaine (homme atteint d'une infection pulmonaire et des 
monocytes en culture de patients atteints du Sida) (Pore et 
Larsh, 1967; Kwon chung et al., 1984), sans preuve de leur 
pathogenicité. 

II.- THERMOASCUS CRUSTACEUS (SOUCHE P6): DESCRIPTION ET 
CONTRIBUTION AU DETERMINISME DES PHASES SEXUEE ET ASEXUEE. 

Le 7h.muntaceun (Apinis et Chester, 1964) posséde les 
caractéristiques des Thmoancun citées précédemment. Il se 
différencie des autres champignons par sa conidiogénése, 
l'ornementation de ses ascospores et ses températures de 
croissance. 

La conidiogénése est de type P a e d b m y c ~ ,  genre proche des 
PenicL&um, qui se caractérise principalement par des pinceaux 
de conidies moins ordonnés que chez les P e ~ ~ u m ,  et par des 
phialides allongées ayant une base enflée et un apex effilé 
(planche 1-C). 

Les ascospores de Th.crtutaceun sont fortement ornementées de 
taille (6,5 à 8 pm X 3,5 à 5 pm) plus grande que celles du Then- 
mouncun auharLtLacun (5 à 7 Mm X 3,5  à 5 ~ m )  et de taille équi- 
valente à celles du Th.thmopkieu~ (5,5 à 8 pm X 3,s à 6 pm). 



FIGURE 12: Courbes de croissance, en fonction de la température d'incubation, - 
du Thermoascus crustaceus (A) et du Thermascus aurantiacus (B). 
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S.Ueda et S.Udagawa (1983) ont comparé les températures de 
croissance, d'apparition des ascoscarpes et de la conidiogénése 
des Th. muntaceun et Th.$!tmopk~L& à celles de leur T h m o a ~ c u n  
"~eyyptacun". Ainsi le T h . c t t w t a c e ~  croit entre 25OC et 50°C, 
produit de nombreux ascocarpes entre 25°C et 40°C et une 
conidiogénése modérée entre 35°C et 45OC. Néanmoins K.J.Kwong 
Chung et collaborateurs (1984) publient une photographie d'un 
stade conidien réduit de Th.muntaceu(s obtenu à 25OC. 

1.-Description de la souche P6: 

La souche P6, isolée au laboratoire, provient d'un échan- 
tillon de terre du Pérou (jardin municipal de Lima). 

En culture à 37OC, sur milieu Malt-Agar, en boîte de Petri, 
la croissance est rapide, atteint un diamètre de 8,5cm en 3 
jours. 

A cet âge, le mycélium est crème et floconneux, présentant 
des petits aggrégats très nombreux. Ces aggrégats changent de 
couleur dès 4 jours de culture, passant de l'orange clair au 
rouge orangé, et présentent des petites goutelettes dorées 
d'exsudat. Après 6 jours de croissance, le milieu gélosé 
commence à prendre la teinte de l'exudat. 

L'observation au microscope permet d'associer la période où 
le mycélium est crème et floconneux au stade conidien (~lanche 
1-C) et celle où les aggrégats se colorent au stade de formations 
des asques et des ascospores (planche II-d-e). 

La croissance de la souche P6 (contrôlée par la mesure du 
diamètre de la culture sur boîte de Petri en milieu Malt-Agar 
provenant d'un explantat de conidies) a été suivie à différentes 
températures parallèlement à la croissance d'un Th .awadacun  
(souche Ful-1) isolé au laboratoire à partir de fumier pasteurisé 
à la champignonière de La Gonthiére (Wervicq-sud, Nord) (figure 
12). 

La température permettant la croissance maximale du 
Th .mun tace f~  souche P6 est située entre 37OC et 45OC, pour le 
Th.awaul;tiacun souche Ful-1 cette température est située entre 
45°C et 55OC. 11 existe une différence de l'ordre de 10°C entre 
les optimums de température de ces espéces. Ces températures de 
croissance sont celles décrites dans la littérature pour ces 2 
espéces (Ueda et Udagawa, 1983; Subrahmanyam, 1980; Upadhyah et 
al., 1984). 

2.-Déterminisme des phases sexuée et asexuée 

Les champignons peuvent se multiplier selon deux modes: un 
mode asexu4 oassant par l'intermédiaire de spores issues de la 
mitose (conidies, sporangiospores ... ) et un mode sexué s'achevant 
par une méïose aboutissant à des spores méiotiques (ascospores, 
basidiospores ...). Une même espéce peut présenter ces deux modes 
de reproduction, en fonction ou non des conditions culturales, ou 
ne présenter que l'une ou l'autre des formes. Il est de plus 



envisageable que deux champignons, l'un ne présentant que sa 
forme sexuée et l'autre sa forme asexuée, soient en réalité une 
seule et même espéce, le passage de l'une à l'autre forme de 
reproduction n'ayant jaais été observé. 

Le Th.muntaceu possède les 2 phases de reproduction, comme 
décrit précédemment. La possibilité de contrôler l'obtention de 
l'une ou l'autre forme présente un intérêt considérable pour les 
études physiologiques, métaboliques et génétiques. En effet, pour 
les différentes études à mener ultérieurement, il est nécessaire 
de pouvoir travailler dans des conditions les plus standardisées 
et donc d'éliminer le maximum de variation du matériel de base: 
le champignon. Dans la cas présent, le travail sur conidies 
semble le moins inducteur de variations, car il s'agit de spores 
provenant de mitoses et non de meïose. 

La souche P6, comme les différents Th.muntaceu décrits dans 
la bibliographie (Cooney et Emerson, 1964; Stolk, 1965), présente 
à 37"C, sur milieu Malt-Agar, la succession des 2 phases, le 
stade conidien de façon fugace puis le stade sexué. La conidio- 
genèse semble donc difficile à isoler de la phase ascogoniale. 

Les travaux de S.Ueda et S.Udagawa (1983) pour 3 souches de 
Thenmoancun sur l'effet de la température, et de A. Subrahmanyam 
(1980) pour le Th.amadacun sur le rôle des sources de carbone 
et d'azote, ont orienté nos travaux pour le contrôle des stades 
de la reproduction. 

a) Etude préliminaire de l'effet de la température 
et du milieu de culture 

Une étude, variant les températures de croissance et les 
milieux de culture, a été menée sur le 7h.crtuntaceu, souche P6, 
en boites gélosées. 

Trois températures ont été étudiées 28"C, 37"C, 45"C, et 
trois milieux différents ont été essayés: 

- milieu Malt-Agar 15 g de Malt 
15 g de gélose Biokar type E 
q.s.p.1000 ml d'eau distillée 

- milieu d'isolement, décrit pX9, gélose (15 g 
gélose Biokar type E/ litre), (c/N= 35). 

- Milieu Sp .Th (sporulation T ~ ~ ~ ~ u u c w )  
............. KH2PO4 a..........1,6 g 

.................... MgS04,7H20 0,5 g 
............... Ca(H2P04)2,2H20 0,2 g 

.................... MnS04,5H20 0,02 g .................... ZnS04,7H20 0,02 g 
CuS04,5H20 ...................ao,ol g 

.............. Glucose anhydre 25,OO g 
.......................... Urée 6,00 g 

Eau distillée ...........q. s.p.1000 ml .......... Gélose BIOKAR typeE 15,00 g 
pH ............................ 5 , 8  
(C/N= 4) 



Ce milieu a été principalement mis au point en modifiant les 
sources de carbone et d'azote du milieu d'isolement, d'aprés les 
résultats de A.Subrahmanyam (1980) sur le Thefunamcm 
awzanï5acu. 

Les cultures sont suivies jusqu'à 9 jours de développement: 

A 45"C, les 3 milieux présentent uniquement la phase coni- 
dienne du Th. mataceun 

A 37"C, sur milieu Malt-Agar et sur milieu d'isolement, les 2 
phases se succédent: la phase conidienne sur le mycélium jeune 
suivie par l'apparition des ascocarpes. Sur le milieu Sp.Th, on 
observe une conidiogénése sur les tissus jeunes, suivie par des 
structures de même aspect que les cléistothécies mais ne 
comportant pas d'asques. 

A 28"C, en 9 jours de culture aucune croissance sur le milieu 
Sp.Th n'est obtenue, tandis que sur les milieux d'isolement et 
Malt-Agar seule la phase sexuée a été observée. 

Ces observations rejoignent celles décrites par S. Ueda et S. 
Udagawa (1983). Néanmoins quelques rares appareils conidiens ont 
été observés pour une température de culture de 25°C chez 
Th.cttmtaceu, sur milieu Czapeck, par K.J. Kwong-Chung et 
collaborateurs (1984). 

Il est apparement possible de sélectionner l'une ou l'autre 
des phases de la reproduction en jouant sur la température de 
croissance. Mais il semble, d'après le comportement du 
Th.cttmiaceu sur le milieu Sp.Th, que l'on puisse inhiber la 
reproduction sexuée en variant les différents constituants du 
milieu. 

b )  Variation des sources de carbone et d'azote, et 
du tau-x d'azote sur le déterminisme des phases de la reproduction 
du Th.mu.taceun (souche P6) 

Une deuxième étude a été réalisée en faisant varier la source 
de carbone (glucose ou maltodextrine type MD02; taux de carbone: 
10 g/l), la source d'azote (urée ou nitrate d'ammonium) et la 
taux d'azote (0,3g/l d'où un C/N = 35, ou 2,8g/l d'où un C/N = 4) 
en association avec la solution minérale utilisée dans le milieu 
Sp.Th, (milieu minérale de Morquer modifié) pour un pH de 5,8. 
L'étude a été menée à 37"C, température permettant sur les 
milieux Malt-Agar et d'isolement la succession des 2 phases. 

Le tableau 18 récapitule les résultats obtenus pour les 
différents cas étudiés. 

On n'observe qu'assez peu de variations dans la conidio- 
genèse. Le nitrate d'ammonium (NH4N03), quand il est apporté en 
petite quantité (N = 0,3g/l),induit une conidiogénése réduite par 
rapport à celle provoquée par l'urée. En quantité importante (N= 



Tableau 18: Obtention des formes asexuée et sexuée du Th. crus w u c h e  Po en fonction du taux 
d'azote dans le milieu et des sources d'azote et de carbone uti 

CONIDIOGENESE ASCOCARPES ASQUES ASCOSPORES 

Taux Source Source de date Présence date date Présence date Présence 
d'azote d'azote carbone qualité d'apparition ou absence d'apparition ou absence d'apparition ou absence d'apparition 

g/ 1 10g/l de C jour +/O Jour +/O Jour +!O Jour 

0,3 Urée 
0,3 NHqN 03 
0,3 Uree 
0,3 N'34M O3 
2,8 Uree 
2,8 W + N O 3  
2,8 Uree 
2 ,a N'34N 03 

Maltodextrine 
Maltodextrine 
Glucose 
Glucose 
Maltodextrine 
Maltodextrine 
Glucose 
Glucose 

abondante 
moyenne 
abondante 
faible 
abondante 
abondante 
abondante 
abondante 

4 
4 
4 
5 
5 
lof: 
14a 
2 y:: 

a: date de dernière observation 
b: présence d'un exudat abondant 
c: tissu superficiel d'aspect proche des ascocarpes 
$<: stérile 



2,8g/l), il permet une conidiogénése aussi abondant que le fait 
l'urée et de façon plus précoce (après 3 jours au lieu de 4 jours 
pour l'urée). 

L'obtention du stade sexué, quant à lui, dépend de façon 
importante du taux d'azote apporté. Un apport de 0,3g/l d'azote 
permet, dans tous les cas, l'observation d'une phase sexuée 
compléte. De plus, l'urée semble accélérer le processus (ascos- 
pores obtenues en 4 et 5 jours pour l'uree et en 7 jours pour le 
nitrate d'ammonium). 

Un tau de 2,8g/l d'azote ne permet l'obtention d'ascospores 
que pour l'association urée-maltodextrine. Les autres associa- 
tions n'autorisent que des ascocarpes stériles ou un tissu 
similaire (stroma stérile) aux ascocarpes, en superficie de la 
culture. 

11 est donc possible d'inhiber la reproduction sexuée par un 
taux important d'azote dans le milieu de culture et donc pour un 
C/N bas. Des observations similaires ont été faites par 
B.Dehorter (1985) sur le Ne&a g&gena Bres., par G. Vidal et 
collaborateurs (1974-1975) sur le Lepta.ilhamia typhae et par de 
nombreux autres auteurs. 

Conclusion 1 

Le but de ces études était de pouvoir obtenir l'une ou 
l'autre des phases du cycle biologique du champignon pour 
travailler dans des conditions standards lors de la suite de nos 
manipulations. 

Aussi nous n'avons pas poussé nos investigations plus loin, 
mais il serait intéressant de pouvoir contrôler et comprendre 
réellement les mécanismes régissant ces phénoménes chez notre 
champignon. 





CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE 

Après avoir déterminer la voie à étudier par la recherche 
d'une activité enzymatique dégradant les liaisons (X-1-4 des 
maltodextrines et à thermostabilité supérieure à celle de enzymes 
industriels, nous avons procédé à une sélection de souches 
fongiques provenant de biotopes "chauds" (terres de terrils, de 
pays chauds, fumier...). 

A la suite d'une première sélection basée sur l'optimum 
thermique de l'activité enzymatique recherchée, cinq groupes de 
champignons ont été retenus pour des études plus approfondies 
concernant l'activité enzymatique produite et le microorganisme 
producteur. De cette deuxième sélection, l'avantage indiscutable 
de la thermostabilité a permis la sélection de deux T h m o a c u  
(mutaceu et awram5acu). Mais par une dernière comparaison, 
le choix définitif s'est fait en faveur de Thmoancu mm- 
taceu, champignon de culture rapide, simple et à reproductions 
sexuée et conidienne d'obtention aisée. 





ETUDE DES CONDITIONS CULTURALES D E  LA 
CROTSSANCE E T  D E  LA PROVUCTION V U  

COMPLEXE AMYLOGLUCOSIVASTQUE P A R  

T U E R M O A S C U S  CRUSTACEUS (souche -P6 ) 





Le Thetunvacm clnuntaceun (souche P6) a été sélectionné en 
vue de son étude pour la production du complexe amylogluco- 
sidasique. Comme il a été vu en fin de la première partie, ce 
complexe est constitué de au moins deux enzymes différents 
dégradant les liaisons alpha 1-4 des maltodextrines. Il s'agit 
d'une amyloglucosidase (EC 3.2.1.3) à thermostabilité comparable 
à celle des enzymes industriels actuels et d'une (x- glucosidase 
(EC 3.2.1.20) possédant une thermostabilité exceptionnelle. Un 
des paramètres étudiés: le rapport des activités enzymatiques 
dosées à 75°C et à 60°C (X75/60) constitue une estimation de 
l'équilibre entre ces deux enzymes dans le complexe. Une 
amélioration de ce pourcentage correspond à une augmentation 
relative du taux d'alpha-glucosidase dans le complexe. 

Dans cette partie, les conditions culturales de la croissance 
et de la production du complexe enzymatique seront étudiées selon 
une méthode unifactorielle: première approche permettant de 
cerner la physiologie de ce champignon. 





CHAPITRE 1 

PRESENTATION DES DONNEES ET BIBLIOGRAPHIE DES CONDITIONS 
CULTURALES DU GENRE THERMOASCUS 





Le but de ce premier chapitre est de préciser le domaine à 
étudier pour optimaliser la production du complexe enzymatique et 
sa .thennostabilité. 

1.- PRESENTATION DU PROBLEME A ETUDIER 

La constitution génétique d'un champignon détermine ce qu'il 
est capable de faire, mais l'expression de cette potentialité 
dépend du milieu sur lequel il croît et de l'environnement dont 
il dépend (Lilly, 1965b; Rose, 1980). 

Le schéma de D.R. Berry (1975),qui suit, résume les 
différents paramètres influants sur la physiologie fongique. 

nutriments (C, N, 
cléments minéraux 1 02. C02) 

Contrôle 
énét ique 

+physiologie 
cellulaire l produit ' cellulaire 

+ 
conditions 
hysiques 
?pH, Température, 
lumière, pression osmotique 
concentration du substrat). 

Pour chaque fonction biologique (croissance, sporulation, 
reproduction sexuée, productions de métabolites ... ) un tel schéma 
peut être établi réunissant les facteurs influents et leurs 
niveaux d'influence. Ce schéma visualise l'existence d'un milieu 
équilibré lié à chaque fonction. Ainsi, les conditions optimales 
déterminées pour une fonction (ex: la croissance) ne sont pas 
forcément celles d'une autre (ex: production de métabolites) 
(Davies, 1963; Deprez, 1977; Malard, 1981). 

De nombreux auteurs insistent sur le fait que tous les 
facteurs jouant sur l'environnement d'un champignon agissent de 
façon interdépendante les uns des autres: loi des interactions, 
et que l'effet bénéfique d'un facteur n'est vrai que dans 
certaines conditions 
limitants (Cochrane, 
1965; Berry, 1975). 

des autres facteurs: loi des facteurs 
1958; Lilly, 1965a; Perlman, 1965; Deverall, 

Il est nécessaire de préciser également qu'il est impossible 
d'étudier les différentes fonctions d'un champignon (croissance, 
sporulation, production de métabolite ... ) séparément. En effet, 
il existe toujours un lien étroit entre la croissance et les 
autres fonctions. Ainsi, avant toute sporulation ou production de 
métabolite par exemple, un certain seuil de croissance est 
nécessaire. Mais l'existence d'une relation entre deux fonctions 
autres que la croissance est également possible. 



Quelques ouvrages traitent des besoins physiologiques des 
champignons. V.W.Cochrane (1958) dans son ouvrage sur la 
physiologie des champignons, la collection "the fungi" (Ainsworth 
et Sussman, 1965-1968) et la collection "the filamentous fungi" 
(Smith, Berry et Kristiansen, 1975-1983) résument la plupart des 
connaissances à ce sujet. Ces différents ouvrages ainsi que de 
nombreux travaux effectués au laboratoire de Cryptogamie de 
l'université de Lille 1 (Deprez, 1977; Malard, 1981; Vidal, 1983; 
Dehorter, 1985), reprenant les travaux de Morquer (1931), Lacoste 
(1965) et Fayret (1975) permettent de classer les conditions 
culturales influant sur la physiologie fongique. Ces conditions 
sont : 

- d'ordre biologique: concernant l'origine de la souche, 
l'inoculum, sa constitution et son mode d'ensemencement.. . 
- d'ordre physique: la température, le pH, la lumière et la 
pression osmotique, 
- d'ordre nutritive: les sources de carbone, d'azote, d'éléments 
minéraux et de facteurs de croissance. 

Rappelons que ces différentes exigences que présente un 
organisme fongique ne sont effectives qu'en conditions 
équilibrées en qualité et en quantité. 

Les conditions particulières nécessaires à la production 
d'enzymes en général et des enzymes amylolytiques en particulier 
ont été traitées par différents auteurs (Davies, 1963; Fogarty et 
Kelly, 1980). Ainsi R.Davies, en 1963, résume ces données: 
exigence en un inducteur efficace pour les enzymes inductibles, 
un apport équilibré en éléments minéraux et en vitamines, une 
aération suffisante pour les organismes aérobies et des concen- 
trations adéquates en carbone et azote qui peuvent stimuler ou 
inhiber d'autres types d'enzymes. L'amyloglucosidase étant un 
enzyme industriel, les besoins nutritionnels des souches fongi- 
ques la produisant ont été traités assez longuement. Ces souches 
appartiennent essentiellement au groupe des A a p m g u m  k7ige.t et 
des A n p m g u u n  okyzae. Il est difficile de faire la part des 
besoins spécifiques a l'organisme de ceux consécutifs à la pro- 
duction enzymatique, ceux-ci étant liés. Les travaux sur la 
production ~'cY-glucosidase sont rares, aussi, peu d'information a 
été recueilli sur ce sujet. Les exigences spécifiques de la 
croissance et de la production d'amyloglucosidase et d'wgluco- 
sidase par les souches fongiques seront présentées conjointement 
aux résultats concernant les besoins du T h m o m c w  m w t a c e m  
(souche P6). 

Pour les champignons, les méthodes de culture ont une grande 
influence sur la productivité et le spectre des enzymes produits 
(Meyrath et Volavsek, 1975). La nécessité de connaître les effets 
de chaque condition culturale sur la croissance et la production 
du complexe enzymatique étudié est donc nécessaire pour 
comprendre la physiologie de la production enzymatique de ce 
Th. c t~untacem (souche ~6 ) . 



II.- LES BESOINS NUTRITIONNELS DE LA CROISSANCE ET DE LA 
PRODUCTION D'ENZYME PAR LE GENRE THERMOASCUS 

Le genre Thmaancm a été peu étudié et principalement en 
tant que genre thermophile: isolement de divers biotopes 
(Ogundero, 1979; Abdel-Hafez et al., 1983) et études cytologiques 
et morphologiques (Subramanian et Rajendran, 1980; Ellis, 1981b). 

B.Flannigan et P.N.Sellars (1977) ont étudié la production 
d ' amylase, P-glucosidase et 0-xylosidase par des champignons 
thermophiles et thermotolérants. Ils citent la dégradation d'une 
solution amylacée par les filtrats de culture de plusieurs 
Th. ~ttuZaceun. 

Tous les autres travaux ont été effectués sur le Th-aman- 
Liacun. Comme il a été vu dans le chapitre IV de la première 
partie, plusieurs enzymes intra et extracellulaires de Th.aman- 
L iacm ont été étudiés: cellulases, xylanases, amylases, (X-gluco- 
sidase, fi-glucosidase, protéase. 

La production de ces enzymes a été réalisée sur différents 
milieux pour des températures assez constantes de 45 à 50°C 
(Marcy et al. , 1984; Kawamori et al. , 1987). Mais la température 
de croissance optimale du Th.amam5acu est donnée généralement 
entre 40 et 45OC pour ces mêmes milieux. 

Le pH des milieux de production utilisés sont de pH 4.0 et de 
' pH 5.0 pour la production de cellulases (Kawamori et al., 1987; 

Grajek, 1987), pour toutes les autres études les pH n'ont pas été 
mentionnés. 

Un effet d'induction par le substrat sur la synthèse des 
différents enzymes renforce une production enzymatique de base 
(Feldman et al., 1982; Marcy et al., 1984). Ainsi pour M.D. 
Tendler et col. (1967) plusieurs souches de Thuqnaancuil ap. (non 
déterminées) produisent des amylases uniquement en présence 
d'amidon. M.Kawamori et col. (1987) signalent que les cellulases 
de Ih.auhan&Lacu sont produites de façon constitutionnelle mais 
que 1' apport de polysaccharides en liaisons fi-1 -4 stimule cette 
production. 

F.Obert (1978-1979) a suivi l'utilisation des substrats car- 
bonés par le Th.aman;tiacun, et A.Subrahmanyan (1980) la crois- 
sance et la sporulation de cette même espèce en fonction des 
sources de carbone et d'azote fournies. De plus, A.Subrahmanyan 
(1980) a étudié corrélativement les pH et les températures de 
croissance du Th.amanLLacun. La zone de pH optimale est située 
entre pH 4.2 et 6.3 en fonction de la température de croissance. 

De ces deux études (Obert, 1978-1979; Subrahmanyan, 1980), il 
résulte que la croissance et la sporulation de Th.amani iacu 
sont maximales avec le glucose. De plus, ce champignon utilise 
mieux les hexoses que les pentoses. Une croissance et une sporu- 
lation moyennes sont obtenues avec le dextran, l'amidon et le 
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CHAPITRE I I  

MATER 1 EL ET METHODES 





1.- LA SOUCHE, L'INOCULUM 

La souche utilisée dans ces différentes études est la souche 
P6 du Thmua~scun  czuntaceun présentée en fin de première partie. 

La souche est entretenue dans des tubes 251200 contenant du 
milieu Malt-Agar (p 40). 

La culture est menée à 37OC pendant 10 jours puis conservée à 
température ambiante (20°C). 

L'inoculum des cultures liquides provient d'une culture de 3 
jours de la souche à 45°C sur milieu Malt-Agar ou sur milieu 
Sp.Th (p.80 ). La constitution de l'inoculum est réalisée de la 
façon décrite dans la première partie (p.40). 

Les cultures liquides sont ensemencées par 20. 105 conidies 
pour lOOml de milieu de culture. 

II.- LES MILIEUX DE PRODUCTION DE LA SOUCHE ET LES CONDITIONS 
DE CULTURE 

La production du complexe amyloglucosidasique est obtenue par 
la culture de la souche P6 sur 2 milieux principaux. Le milieu 
d'isolement, utilisé lors de la sélection des souches et le 
milieu P6, dérivé du milieu d'isolement: 

- en diminuant sa teneur en c~(H~PO~)~, 2H20, pour éliminer le 
précipité qui apparaît à pH 5.8, 

- en augmentant le taux d'azote, ce qui a souvent permis une 
amélioration de la production. 

La composition de ce milieu est la suivante: 

1,6 g/l 
0,5 g/l 
0,2 g/l 
0,02 gll 
0,02 gll 
0901 g/l 
25,O g/l 
2,s g/l 

A partir de ces 2 milieux de base, différentes modifications 
ont été faites portant sur l'un ou l'autre de leurs constituants 
ou par adjonction d'autres composés. Les conditions de cultures 
(température, pH. . . ) seront précisées pour chaque expérience. 

Les cultures ont été menées, dans ce chapitre, en fioles de 
Roux de 1 litre contenant 100 ml de milieu de culture. Ces fioles 
sont bouchées par du coton hydrophile. 



La stérilisation des milieux a lieu à 110 OC pendant 20 
minutes, l'eau distillée et le matériel (erlenmeyer vide, 
entonnoir, laine de verre) sont stérilisés à 120°C pendant 20 
minutes. 

Les cultures sont incubées dans des enceintes thermostatées 
à plus ou moins O, 5°C. Les filtrats de culture sont récupérés 
par filtration sous vide. Les dosages et mesures sont faits 
généralement en cours (3 ou 4 jours) et en fin de culture (7 
jours). 

En fin de croissance, l'utilisation totale des polysac- 
charides en alpha 1-4 et alpha 1-6 est vérifiée par une auto- 
digestion, présentée par la suite, du filtrat de culture. 

III.- LES MESURES 

Chaque condition de culture a été réalisée trois fois et 
souvent vérifiée par une deuxième série. La signification des 
moyennes présentées des différentes mesures (croissance, activité 
enzymatique) est vérifiée par la comparaison du coefficient de 
variation des mesures (C.V.=écart-type x 100/moyenne) à celui 
d'un lot témoin. 

1. mesure de la croissance 

Elle a été suivie par la mesure du poids de matière séche 
(PS) aprés filtration sous vide sur papier filtre sans cendre à 
filtration rapide (Prolabo, Derieux, nO1ll, bande rouge). Le PS 
est établi après perte de l'humidité du mycélium maintenu à 105°C 
jusqu'à poids constant. La croissance est exprimée ici en milli- 
grammes pour 100 ml de culture ( pour une fiole de Roux). 

2. Mesure de l'activité amylo~lucosidasique et de sa 
thermostabilité 

L'activité du complexe amyloglucosidasique a été mesurée de 
la façon décrite dans la partie Matériels et Méthodes de la 
première partie (p.41). Cette activité a été dosée également à 
75°C. Le rapport des activités (activité à 7S°C/activité à 60°C) 
nous a permis d'appréhender la thermostabilité du complexe 
enzymatique et donc l'équilibre entre les 2 enzymes. La mesure de 
la survie enzymatique après incubation pendant 15 heures à 70°C, 
pH 4.5, sans substrat, a été parfois suivie. 

3. Vérification de l'utilisation totale du glucose et de ses 
polymères en alpha 1-4 et alpha 1-6 par la souche P6 

Cette vérification est réalisée en fin de culture (7 jours) 
par le dosage, d'une part du taux de glucose dans le filtrat de 
culture, et d'autre part par celui résultant de l'incubation d'un 
aliquot du filtrat de culture à 60°C pendant une heure. Cette 



incubation permet la dégradation des polymères de glucose 
restants. La comparaison de ces 2 teneurs en glucose permet de 
conclure sur l'utilisation de la source de carbone. 

4. Mesure du taux de germination des conidies en cellule 
de Van Tieghem. 

Le taux de germination (pourcentage de spores germées en 
fonction du nombre total de spores) des conidies du Thetunoa~cu~ 
cnuntaceun (souche P6) a été mesuré par le comptage des conidies 
ayant émis un tube mycélien dans une suspension de spores incubée 
dans une cellule de Van Thieghem. La suspension de spores est 
réalisée dans un petit volume d'un milieu de culture. 

lamelle 

suspension de spores 

anneau de verre 

lame 

5. Mesure de l'activité amyloglucosidasique intracellulaire 

Les cultures fongiques sont filtrées sous vide sur papier 
filtre (filtration rapide). Le mycélium est lavé abondamment par 
du tampon acétate 0.2 M pH 4.5, puis filtré à nouveau sous vide. 

Le mycélium ainsi récupéré, additionné de 10 ml de tampon 
acétate (0.2 M, pH 4.5) à 4°C par gramme de poids frais de 
mycélium, est broyé à l'ultraturax pendant 30 secondes à 4°C. 

Le mélange est centrifugé 30 minutes à 15.000 g et à 4'C. Le 
dosage de l'activité enzymatique est réalisé dans le surnageant 
selon la technique décrite précédemment. 





CHAPITRE I I I  

FACTEURS BIOLOGIQUES 





Les caractéristiques de l'inoculum jouent un grand rôle dans 
la production enzymatique finale. Une cinétique de croissance et 
de production enzymatique d'une part et le dosage de l'activite 
amyloglucosidasique intracellulaire d'autre part ont permis un 
début de compréhension de la production des activités amylo- 
glucosidasiques. 

Une chute importante de la production enzymatique a été 
observée. Cette chute était dûe, en partie, à un repiquage 
inadéquat de la souche. Une réduction de cette chute a été 
obtenue par la constitution d'un stock de souches mères conservé 
à 20°C (absence de croissance). A partir de ce stock sont 
ensemencés les milieux utilisés pour la constitution des 
inoculums, cette méthode: conservation de la souche à un stade de 
dormance, est préconisée par V.W.Cochrane (1985). Toutefois, des 
variations subsistant une comparaison systématique à des 
conditions témoins a été réalisée pour chaque expérience. 
L'interprétation de cette variabilité dans le temps n'a pas été 
faite. Mais un retour à l'utilisation de la souche de départ 
(n'ayant subi que peu de repiquage) a permis une récupération 
presque totale de l'activite initiale. Dans tous les cas, le 
rapport des activités 75160% est resté constant. La souche P6 
utilisée dans les expériences suivantes provient d'une colonie 
unique isolée à partir d'une dilution de terre dans de l'eau 
physiologique et peut être assimilée à une souche monospore. 

1.- CARACTERISTIQUES DE L'INOCULUM 

Ces caractéristiques sont de différents ordres: âge de la 
culture, nature de l'inoculation (spores sexuées, asexuées ou 
mycéiium), milieu de culture de la souche, taux 
d'ensemencement. .. Ces caractéristiques font partie intégrante 
des conditions agissant sur le métabolisme et la physiologie 
d'une culture fongique (Cochrane, 1958). 

Quelques auteurs soulignent la nécessité de travailler avec 
une population homogène pour initialiser une culture (Cochrane, 
1958; Meyrath et Suchanek, 1972; Dvadtsatova et al., 1977; Hunt 
et Stieber, 1986). V.W.Cochrane (1958) insiste sur l'intérêt de 
standardiser les conditions d'obtention de l'inoculum (tempé- 
rature, âge, milieu). Pour J.Meyrath et G.Suchanek (1972), la 
meilleure population standardisée, pour les organismes fongiques, 
est une suspension de spores asexuées (ex:conidies). Quelques 
essais, comparant les deux milieux de sporulation de 7 h . w ~ -  
t a c e u  P6 (milieu Malt-Agar et milieu SpTh), ont montré qu'aucune 
différence de croissance et de production enzymatique ne peut 
être imputée à l'utilisation de l'un ou l'autre de ces milieux 
pour la constitution des inoculums. Dans la suite de notre étude, 
nous utiliserons ces milieux indifféremment. 

1. Age de l'inoculum 

Comme il a été précisé dans la description de la souche P6, 
ce champignon a une croissance' rapide, pour des températures 
élevées (37°C et 45OC). Aussi l'action de l'âge de l'inoculum a 



FIGURE 13: Croissance (PSI et activité amyloglucosidasique (A.AM dosée à 
60°C) produite en fonction de l'âge de l'inoculum du 
Th.cnuntaceun. (milieu d'isolement. 45°C). 

FIGURE 14: Croissance (PS) et activité arnyloglucosidasique !A.AM dosse à 
60°C) produite en fonction de l'âge de l'inoculum du 
Th.crrunilaceun. (milieu P6. 37°C). 
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été étudiée dans une période assez courte (de 3 à 8 jours). Deux 
expériences similaires et non simultanées nous ont permis d'ob- 
server l'effet de l'âge de l'inoculum sur la croissance et la 
production du complexe amyloglucosidasique par le T h . m u n t a c e ~ ,  
souche P6. 

a) conditions d'étude 
L'inoculum provient d'une culture d'âge variable (3 à 8 

jours) sur milieu Malt-Agar incubée à 45°C. Les cultures liquides 
sont incubées a 45°C pour le milieu d'isolement (fig.13) et à 
37°C Our le milieu P6 (fig. l4), le taux d'ensemencement étant de 5 20.10 conidies pour 100ml de milieu. Les mesures de croissance 
et d'activité enzymatique ont été réalisées après 7 jours de 
culture. 

b) résultats 
Le rapport des activités (%75/60) du complexe produit, est 

constant (80 à 90%) quel que soit l'âge de l'inoculum. 
L'observation des deux figures de résultats (13 et 14) nous 
montre que la croissance est peu touchée par l'âge des conidies 
constituant l'inoculum, tandis que la production enzymatique 
chute pour des conidies âgées de 7 et 8 jours. 

La chute de production enzymatique observée n'est donc pas 
due à une diminution de la masse mycélienne mais a une modi- 
f ication du métabolisme. J.Meyrath et G.Scuhanek ( 1972) précisent 
que le facteur inoculum peut influencer le métabolisme fongique 
plus profondément que celui des bactéries et des levures.-Ils ont 
obtenu un phénomène semblable au nôtre pour la production 
d'ex-amylase par un Aapetrgd2un ottyzae. E.A. Dvadtsatova ( 1977) 
insiste, également, sur l'utilisation d'un inoculum jeune pour la 
production d' amyloglucosidase par un mutant d ' Ahpagi&?un 
awamotLu. 

2. Nature de l'inoculum 

Nous n'avons réalisé aucun essai d'inoculum mycélien. La 
quantification d'un inoculum mycélien est très difficile à 
réaliser, et les filaments qui constituent le mycélium sont 
extrêmement hétérogènes: la zone apicale des hyphes est très 
jeune et active, alors que leurs parties les plus anciennes sont 
mortes. A.E.Kassim (1983) a montré que la production d'amylo- 
glucosidase et d'a-glucosidase par Aapagi&?un ottyzae était 
meilleure pour une culture ensemencée par un inculum conidien que 
par une culture inoculée par du mycélium. Aussi nous n'avons 
réalisé aucun essai d'inoculum mycélium et nous nous sommes 
limités à comparer des inoculums conidiens et des inoculums 
d'ascospores. 

Dans la première partie, nous avons vu qu'il était possible 
de sélectionner l'une ou l'autre des formes de dissémination en 
fonction de la température d'incubation utilisée. A 4S°C, on 
obtient uniquement la phase conidienne, tandis qu'à 28°C seule la 
phase sexuée se développe, lentement. 



FIGURE 15: Croissance (PSI et production de l'activité amyloglucosidasique 
(A.AM dosée à 60°C) en fonction de la nature de l'inoculum du 
Th.ciruataceus. (mesures à 3 et à 7 jours. milieu P6. 37°C). 
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a) conditions d'etude 
La croissance et la production du complexe enzymatique ont 

été comparées pour différentes cultures à 37"C, sur milieu P6 en 
fonction de la nature de l'inoculum (fig.15). Les conditions 
d'inoculation des fioles de Roux ont été les suivantes: 

- condition témoin: 20.10~ conidies provenant d'une culture de 3 
jours sur milieu Malt-Agar, à 45°C 
- condition A: 20. 105 ascospores (culture de 11 jours à 28°C sur 
milieu Malt-Agar) 
- condition B: 100. 105 ascospores (culture de 11 jours à 28°C sur 
milieu Malt-Agar). 

Les ascospores utilisées sont très jeunes, beaucoup d'asques 
n'étaient pas encore mûrs. 

b) résultats (fig.15) 
Tant pour la croissance (PS) que pour la production enzyma- 

tique (A.AM), on note un départ plus rapide (mesures à 3 jours) 
pour les cultures ensemencées par des conidies (condition T) que 
pour les cultures inoculées par des ascospores (conditions A et 
BI. En fin de culture on observe, au contraire, un léger avantage 
pour la croissance et la production enzymatique dans les condi- 
tions A et B (ascospores). L'utilisation des ascospores en tant 
qu'inoculum semble donc induire un léger retard de la croissance 
et de la production enzymatique. Une cinétique de croissance dans 
ces conditions permettrait de préciser s'il s'agit d'un retard 
réel de croissance ou si la production maximale de biomasse est 
améliorée. Aucune différence significative n'est observée entre 
les conditions A et B, les taux d'ensemencement testés n'indui- 
sent pas de différence de croissance ni de production enzyma- 
tique, en culture statique. 

En fin de compte, le faible avantage en fin de croissance de 
l'utilisation d'un inoculum constitué d'ascospores n'est pas 
suffisant pour justifier le remplacement de l'inoculum conidien. 
En effet, la période très longue d'obtention des ascospores reste 
un handicap. De plus, les conidies (provenant de mitose) offrent 
l'avantage d'être une population plus homogène que celle des 
ascospores (cellules ayant subies la méiose). Aussi les conidies 
seront gardées comme inoculum, pour la suite des expériences. 

3.- Taux d'ensemencement 

L'effet du taux d'ensemencement sur la croissance et sur la 
production du complexe enzymatique a été suivi, en système 
statique. 

a) conditions d'etude 
Différents taux d' incubation ont été essayés: 4. 105; 10. 105; 

20.10~; 100. 105 et 400.105 conidies pour lOOml de culture. Les 
conidies utilisées provenant de culture âgée de 4 jours sur 



FIGURE 16: Croissance (PS) et production de l'activité amyloglucosidasique 
(A.AM dosée à 60°C) du Th.cr~mXacem (P6) en fonction du taux 
d'inoculation de 100 ml de milieu de culture. (mesures à 4 et a 7 
jours. milieu P6. 37°C). 
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milieu Malt-Agar à 45°C. La croissance et la production du 
complexe enzymatique ont été mesurées pour des cultures de 
Thmoancun m u t a c e u n  (P6) sur milieu P6 à 37°C. 

b) résultats (fig.16) 
Assez peu de variations de production enzymatique et de 

croissance sont observées pour des taux d'ensemencement allant de 
4.10~ conidies à 400. 105 conidies, en système statique. 

On note que pour des taux faibles (4.10~) le démarrage de la 
croissance et de la production enzymatique est plus lent que 
celui obtenu avec des tcux plus élevés d'incubation, mais que la 
production finale (à  7 jours) ne présente aucune différence 
notable. Pour des taux importants d' inoculum ( 100. 105 et 400. 105) 
malgré une croissance identique, une baisse de production enzy- 
matique est effective aux différents moments observés (4 et 7 
jours), par rapport aux résultats obtenus avec le taux habituel 
d'ensemencement (20.10~ conidies par fiole). Ainsi le taux 
d'ensemencement optimale essayé pour la production enzymatique, 
en système statique, est de 20.105 conidies par fiole, la 
croissance n'étant pas touchée par la gamme d'ensemencement 
testée. 

La légère baisse de production enzymatique observée pour des 
quantités élevées d'inoculum peut être expliquée par une limi- 
tation plus rapide du substrat disponible (évolution suivie par 
la mesure du taux de glucose dans le milieu). J.Meyrath et 
G.Volasvek (1975) constatent qu'en milieu liquide, la production 
d'amylase par AapagdYun oeyzae est nettement meilleure avec des 
petits inoculums et que la taille de l'inoculum agit en interdé- 
pendance profonde avec les facteurs de l'environnement. Cet effet 
des taux importants 6!inoculum a été, également, observe par 
V.V.Michelena et F.J.Castillo (1984) pour la production d'a- 
amylase par Aapwgi.Uun ~ o a 2 d u .  

Conclusion 

La croissance et la production du complexe enzymatique du 
T h m a ~ c u  muntacem (souche ~ 6 )  sont faiblement influencées 
par la nature et le taux de 1' inoculum, dans les conditions 
testées. Par contre, l'âge des conidies utilisées pour constituer 
l'inoculum a une grande influence sur la production enzymatique. 
Aussi, pour limiter les variations non contrôlées dans les 
différentes expériences à venir, la réalisation de l'inoculum 
sera standardisée. En système statique, cet inoculum proviendra 
d'une culture de 3 à 4 jours à 45°C sur milieu Malt-Agar ou sur 
milieu Sp-Th, utilisé à un taux de 20. 105 conidies pour lOOml de 
milieu de cuLture. 



FIGURE 17: Cinétiques de croissance (PS), de production amyloglucosidasique 
(A.AM, à 60°C), du pH et du taux de glucose dans le milieu de 
culture P6, à 37OC du Thmaancun ~un.taceun souche P6. 
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II.- COMPORTEMENT DU THERMOASCUS CRUSTACEUS SUR LE MILIEU DE 
PRODUCTION P6 

Ce comportement a été suivi par une double cinétique de 
croissance et de production enzymatique sur le milieu P6, à 37°C 
(f ig .l7) et par le dosage de 1' activité amyloglucosidasique 
intracellulaire (tableaux 19 et 20). 

1.- cinétiques de croissance et de production enzymatique 

Cette étude du développement du Thmoacicun a u t a c e u n  
(souche P6) a été faite pour comprendre les modifications du 
champignon et du milieu conjointement. La figure 17 résume les 
différentes étapes de ces cinétiques. 

a) la croissance 
L'observation de cette cinétique nous montre l'existence de 4 

phases de croissance de notre champignon. 

Une phase de latence au cours de laquelle aucune croissance 
n'est mesurée (de O à 36h) mais où la division cellulaire est 
très active. La phase exponentielle de croissance suit cette 
première phase et a lieu, dans les conditions étudiées, entre 36h 
et 4 jours. La phase stationnaire est peu marquée ici, et se 
situe entre 4 jours et 5 à 6 jours. La dernière phase, ou phase 
d'autolyse, est visualisée par la chute du poids sec. L'impor- 
tance de cette phase est fonction des conditions nutritives et 
physico-chimiques (Cochrane, 1958). De plus, d'après V.W.Cochrane 
(1958) dans un milieu bien équilibré, la phase d'autolyse 
s'installe dès l'utilisation totale en carbohydrates. Ce qui 
semble être le cas dans cette étude, tout le maltodextrine (MD02) 
est dégradé en glucose qui est lui-même totalement utilisé, la 
teneur en glucose du filtrat après 5 jours de culture étant 
proche de zéro. 

b) Le substrat carboné: taux de glucose dans le 
filtrat 

Le taux de glucose, provenant de l'hydrolyse des maltodex- 
trines, augmente d'abord fortement, par l'action de l'activité 
amyloglucosidasique, pour atteindre son taux maximal entre 2 et 3 
jours de culture. Ce taux diminue ensuite rapidement en raison de 
l'absorption de ce glucide par les cellules fongiques, en phase 
exponentielle de croissance. 

c) La production du complexe amyloglucosidasique 
La production enzymatique a lieu en 2 temps plus ou moins 

marqués sur ce milieu. Une première phase se situe entre 2 et 3 
jours de croissance (taux de glucose maximum dans le milieu), 
suivie par un léger ralentissement de la production entre 3 et 4 
jours. On constate une accélération de la production en fin de 
phase exponentielle de croissance soit entre les 4è et 5è jours. 
Cette deuxième vague de production est suivie par une période de 
synthèse ralentie, durant les phases de croissance nulle et de 
lyse mycélienne. 



1'ABLFAI; 19; Activités amyloglucosidasiques extracellulaire et 
intracellulaire produites et rapport de ces activités, en 
fonction de l'âge de la culture. (milieu Pd. 37°C). 

TABLEAU 20: Activités amyloglucosidasiques extracellulaire EL 
intracellulaire produites et rapport de ces activités en fonction 
de la nature de la source de carbone. 
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d) Cinétique du pH de la culture 
Le pH du milieu de culture subit une chute rapide jusqu'à pH 

2.6 à 2 jours. Le pH reste acide jusqu'au 4e jour de culture où 
il corrimence à remonter. Cette chute de pH est expliquée par de 
nombreux auteurs par une assimilation très rapide du NHA (avant 2 
jours dans notre cas) permettant la formation d'acide nitrique 
l'absorption plus tardive du nitrate induisant la remontée de pH 
(Cochrane, 1958; Lilly, 1965a; Nicholas, 1965; Ross et Bremner, 
1971). Une mesure des teneurs en ions nitrate et ammonium dans 
les filtrats de culture permettrait de confirmer ou non cette 
hypothèse. 

Une recherche d'acides organiques a également été faite dans 
les filtrats de culture. Mais la présence, aux différents âges de 
cultures, de faibles traces d'acides organiques ne permet pas de 
leur imputer la responsabilité des variations de pH. 

Conclusion 

Cette expérience nous a permis de suivre les différents 
stades de développement fongique de la souche P6 et des 
modifications que celui-ci entraîne sur certaines composantes du 
milieu. 

Pour la suite des expériences, les mesures seront souvent 
réalisées aux 4è et 7e jours de culture qui correspondent, sur ce 
milieu, aux deux phases de production enzymatique. Il est évident 
que la modification des conditions culturales entraînera des 
changements dans ces différentes cinétiques. L'idéal serait, pour 
chaque condition, de suivre ces données journalièrement, mais de 
nombreuses informations peuvent être utilisées à partir de 2 
mesures ponctuelles. 

2.- Mesure de l'activité amvloglucosidasique intracellulaire 

Il était intéressant également, de savoir si l'enzyme était 
excrété régulièrement ou si le champignon stockait une partie de 
l'enzyme dans des cellules pour le libérer par la suite. 

Nous avons donc dosé le complexe enzymatique intracellulaire 
au cours du développement mycélien. Cette étude a été réalisée 
d'une part sur milieu P6 et d'autre part sur des milieux où la 
source de carbone a été modifiée induisant une faible production 
enzymatique, la température de culture étant fixée à 37°C. 

a) Activité enzymatique intracellulaire du 
Thmumcun wuntacew (souche ~ 6 )  cultivé sur 
milieu P6 

Le tableau 19 résume les résultats de cette expérience. Le 
pourcentage des activités intracellulaires par rapport aux 
activités extracellulaires varie peu au cours de la croissance. 
Ce taux est légèrement plus bas à 3 jours de culture (fin de la 
première phase de production), mais remonte dès 4 jours de 



culture. L'activité intracellulaire représente de 10% à 15% de 
l'activité extracellulaire. Ce taux assez constant indique qu'il 
existe un équilibre entre les taux d'activités intracellulaires 
et extracellulaires. De plus, il faut noter que le %75/60 est 
supérieur dans la cellule, ce qui signifie que le rapport 
(Xglucosidase/amyloglucosidase y est plus élevé, et que le 
transfert de l'a-glucosidase est plus lent à travers la membrane 
que celui de l'amyloglucosidase. P.Malard (1981) a également 
mesuré le rapport des activités CY-amylasiques intra et extra- 
cellulaire de 1'~apengam oayzae et a obtenu une valeur 
beaucoup plus faible que la notre (1 à 2%),  le transport de nos 
enzymes apparaît donc beaucoup moins efficace, le mode de 
transfert de ces protéines restant à envisager. 

b) Activité enzymatique intracellulaire du 
Thmuancm cnmtaceun (souche P6) cultivé 
sur plusieurs sources de carbone 

Des essais de mesure de l'activité intracellulaire ont été 
réalisés avec des sources de carbone défavorables à la production 
enzymatique, en comparaison avec le milieu P6 (source de carbone: 
MD02 1. 

Le tableau 20 présente les conditions étudiées et les 
résultats obtenus pour cette . expérience complémentaire. Les 
résultats de ce tableau vérifient que les baisses de production 
enzymatique, observées pour les sources de carbone testées 
(acétate de sodium et acide succinique) ne sont pas dûes à un 
stockage de l'enzyme dans les cellules. De plus, ils vérifient 
que ce résultat n'est pas uniquement lié à une diminution de la 
production de biomasse. 

Conclusion 

De ces deux expériences, nous pourrons déduire que les 
différences de productions enzymatiques ne sont pas dûes à un 
stockage de l'enzyme dans les cellules mycéliennes mais 
proviennent d'une baisse de la synthèse du complexe. 

CONCLUSION 

Ces premiers résultats nous ont permis de suivre l'effet de 
l'inoculum sur la croissance et la production enzymatique du 
Thetunuancm wuntaceu (souche P6). Ils ont confirmé le fait que 
le facteur "Inoculum" exerce une grande influence sur le métabo- 
lisme de notre champignon et principalement sur le métabolisme 
lié à la synthèse des enzymes étudiés. La compréhension de cet 
effet reste à déterminer et présente un grand intérêt pour 
comprendre les mécanismes liés à la synthèse de ces enzymes 
amyloglucosidase et a-glucosidase. 

De plus, les cinétiques de croissance et de production 
enzymatique de ce champignon ainsi que les mesures d'activité 
intracellulaire nous ont confirmé qu'il s'agit bien d'un enzyme 
extracellulaire libéré régulièrement dans le milieu de culture. 



CHAPITRE I V  

CONDIT IONS PHYSICO-CHIMIQUES DE LA CROISSANCE E T  D E  LA 
PRODUCTION ENZYMATIQUE DU THERMOASCUS CRUSTACEUS (SOUCHE P6)  



FIGURE 18: Croissance (PS) et production de l'activité amyloglucosidasique 
( A . M ,  à 60°C) en fonction de la température d'incubation des 
cultures. (mesures à 4 et à 7 jours. Milieu de culture: milieu 
d'isolement modifié.) 
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Sous ce titre nous rassemblerons les effets que la lumière, 
la température et le pH du milieu de culture exercent sur 
l'activité de notre champignon. 

La lumière est un facteur très influent sur le métabolisme 
fongique, entre autre sur le métabolisme oxydatif par 
photooxydation, mais actuellement son effet sur la production 
d'enzymes amylolytiques n'a jamais été étudié, aussi n'en 
parlerons nous pas dans ce travail. 

Les rôles de la température et du pH de début de culture ont 
été suivis, en système statique. 

1. - LA TEMPERATURE 
Ce facteur joue un grand rôle dans la vie des micro- 

organismes. Il agit sur la croissance, la germination des spores, 
la reproduction et a un effet majeur sur toutes les activités 
métaboliques cellulaires (Cochrane, 1958; Deverall, 1965). Chaque 
microorganisme, ne bénéficiant pas d'une régulation thermique 
interne peut être caractérisé par des températures cardinales: 
minimale, optimale et maximale (Deverall, 1965). 

Ces températures peuvent varier en fonction de la réponse 
étudiée. Ainsi la température optimale de croissance (PS maximum) 
n'est pas obligatoirement celle de la sexualisation ou encore 
celle de la production enzymatique (Cochrane, 1958; Deverall, 
1965; Estrela et al., 1982). Par exemple, le Thmoancun 
awratw2acw a une température optimale de croissance située entre 
40°C et 45°C alors qu'il produit un maximum de protéase à 50°C 
(Marcy et al., 1984). De plus la notion de température optimale 
est peu claire, en effet elle dépend des conditions dans les- 
quelles elle a été étudiée, ainsi il n'existe pas de température 
optimale unique mais des températures optimales valables pour des 
conditions spécifiques de durée de culture, de milieu, de méthode 
de mesure et de réponse choisies (Cochrane, 1953). Ce facteur 
agit, entre autres, sur l'efficacité du métabolisme des substrats 
carboné et azoté (Perlman, 1965). 

Dans la première partie, les courbes de croissance (suivie 
par le diamètre de croissance en boite de Pétri, sur le milieu 
Malt-Agar) en fonction de la température d'incubation ont été 
définies pour la souche P6 du 7h.wun-tacew. La température 
optimale de vitesse de croissance (dans ces conditions) est 
comprise entre 37°C et 40°C. 

1.- Méthodes d'étude 

Nous avons examiné l'effet de la température sur la 
croissance et sur la production enzymatique par le champignon 
dans deux milieux de culture: le milieu d'isolement légèrement 
modifié (milieu d'isolement ou la teneur en Ca(H2P04)2, 2H20 est 
réduit de 1,2 g/l à 0,2 g/l) et le milieu P6. Ces deux milieux ne 
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FIGURE 19: Croissance (PS) et production de l'activité amyloglucosidasique 

(A.AM, à 60°C) en fonction de la température d' incubation des 
cultures. (mesures a 4 et à 7 jours. milieu de culture: milieu 
P6. ) 
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diffèrent donc que par le taux de nitrate d'ammonium. Chaque 
fiole de Roux a été ensemencée avec 20. 105 conidies provenant 
d'une culture âgée de 4 jours sur milieu Malt-Agar à 45°C. 

Les cultures ont été incubées dans des étuves à l'obscurité 
thermostatées à + ou - 0,SoC. Certains auteurs préconisent 
l'utilisation de température élevée de culture pour la production 
d'enzyme plus thermostable (Isono, 1970; Sidler et Zuber, 1972; 
Crisan, 1973). Aussi, avons-nous vérifié la thermostabilité du 
complexe produit aux différentes températures par la mesure du 
pourcentage de survie enzymatique dosée à 60°C et à 75OC après 
incubation du filtrat de culture pendant 15 heures à 70°C pH 4.5, 
sans substrat. 

2.- Résultats 

Les résultats de croissance et de production enzymatique 
présentés ici correspondent à des mesures effectuées au 4è et 7è 
jours. Par contre, les résultats de survie enzymatique ont été 
présentés pour différents jours de culture, à différentes 
températures. . 

a) Croissance et production enzymatique 
La figure 18 représente les résultats des cultures sur milieu 

d'isolement modifié, et la figure 19 ceux des cultures sur milieu 
P6. 

L'observation de ces deux figures nous montrent que la 
croissance à 4 jours et la production énzymatique à 4 et 7 jours, 
sont nettement meilleures par des cultures à 37"C, tandis que 
l'avantage de cette température pour la croissance à 7 jours est 
moins marquée. 

Pour une température de croissance de 30°C, la production 
enzymatique est inférieure à celle observée à 28"C, malgré une 
croissance meilleure à 30°C qu'à 28OC. Une hypothèse selon 
laquelle 2 mécanismes métaboliques agiraient sur cette production 
enzymatique demanderait à être vérifiée avant de permettre toute 
explication. 

Le milieu P6 induit une meilleure production pour la plupart 
des températures étudiées sauf à 45OC, où le milieu d'isolement 
modifié permet une meilleure production. En effet, la température 
a une action sur l'efficacité d'assimilation et d'utilisation des 
sources carbonées (Perlman, 1965). Ceci souligne le fait que 
l'optimum d'un facteur est fonction des autres paramètres et 
montre les limites de l'étude unifactorielle. La comparaison des 
valeurs de biomasse et de production enzymatique montre que le 
meilleur rapport production dlenzyme/unité de biomasse est 
obtenue, une fois encore à 37°C. 



TABLEAU 21: Survie enzymatique de l'activité amyloglucosidasiqua ( à  60°C et 
à 75°C) après incubation du filtrat de culture a 70°C et pH 4.5 
pendant 15 heures sans substrat, en fonction de la température de 
culture. (exprimée en pourcentage. milieu 1: milieu d'isolement 
modifié. milieu 2: milieu P6). 



b) Etude de la thermostabilité du complexe en 
fonction de la température de croissance du T h m o m c u  
w u h t a c e u  (souche P6) 

Le tableau 21 résume les valeurs de thermostabilité obtenue 
aux différentes températures de culture. Dans les conditions 
étudiées, les pourcentages de survie enzymatique du complexe 
amyloglucosidasique (tableau 21) ne montrent aucune évolution 
significative en fonction de la température de culture. L'amé- 
lioration de la thermostabilité par une augmentation de la 
température de croissance ne semble pas vérifiée dans le cas de 
la souche P6 ce qui concorde avec l'opinion d'autres auteurs 
(Miller et Sheperd, 1972; Griffith et Sundaram, 1973; Yutani et 
al., 1973; Prasad et Maheswari, 1978). Il ne semble donc pas 
qu'il y ait stimulation de l'un ou l'autre des enzymes 
((~glucosidase ou amyloglucosidase) constituant le complexe 
enzymatique (tableaux 21). La température de synthèse optimale 
des 2 enzymes est apparemment la même. 

Conclusion 

En résumé de cette étude, nous pouvons noter que: 

- 37°C est la température optimale de croissance, de production 
enzymatique et de production spécifique, 

- la thermostabilité du complexe ne varie pas en fonction de la 
température de croissance, 

- la production enzymatique est plus faible à 30°C qu'à 28°C et 
34°C. Une étude de cette observation serait intéressante à 
approfondir. 

Le rôle de la température de culture est essentiel pour une 
bonne croissance et une bonne production enzymatique. Dans le cas 
du Th.wuhtaceun (P6), les optimums de température, de croissance 
et de production enzymatique sont proches (37°C). 

ACTION DU PH INITIAL DE CULTURE 

Le pH, facteur physico-chimique, agit par différents biais 
sur la croissance et sur la production de métabolites (Cochrane, 
1958; Berry, 1975). 

Il modifie la solubilité, et donc la disponibilité, des 
éléments minéraux par l'effet de la précipitation (Cochrane, 
1958; Berry, 1975). Il modifie la perméabilité membranaire (prise 
de minéraux, d'acides organiques, de vitamines). Il joue sur les 
équilibres enzymatiques intra, extracellulaire et membranaire 
(Berry, 1975). Le pH optimal pour la croissance ne l'est pas 
obligatoirement pour la sexualisation ou la production de 
métabolites primaires et secondaires. 

En règle générale, les pH extrêmes ne sont pas favorables à 
la croissance et à des productions enzymatiques (Cochrane, 1958). 
Le pH du milieu de culture, par l'effet du développement 
fongique, est très souvent sujet à variation par l'absorption 





sélective ou la sécrétion de certains ions, acides organiques 
(Berry, 1975). 

L.L. Barton et col., (1969) étudiant la production d'amylo- 
glucosidase d'A.nigetr et dlA.u&yzae, précisent qu'un pH initial 
situé entre 2.0 et 6.0 n'influence pas la production enzymatique, 
si la source d'azote est minérale (NH4C1), par contre, une 
influence est observée avec une source d'azote organique. Pour 
W.M. Fogarty et C.T. Kelly (1980) un pH neutre (7.0) est plus 
compatible avec la production de l'&!-amylase chez les Aapmgaun 
du groupe Nigetr. R. De Mot et col., (1984) font remarquer que le 
pH initial de culture affecte fortement la synthèse d'amylase par 
des levures dégradant l'amidon. Pour A.E.Kassim (1983) le pH 
initial optimal est de 5.0 pour la production d'amyloglucosidase 

~ et d'a-glucosidase par A.o&yzae. 

Les pH de production enzymatique du T h m o u c m  awtadacu 
indiqués par les auteurs, sont assez bas pH 4.0 (Kawamori et al., 
1987), pH 5.0 (~rajek, 1987). 

1.- Méthodes d'étude 

Notre étude de l'action du pH sur la production d'activités 
amyloglucosidasiques a été faite pour des cultures en fioles de 
Roux ensemencées par 20.10 conidies provenant de cultures agées 
de 4 à 5 jours sur milieu Malt-Agar à 45OC. Le milieu de culture 
utilisé a été le milieu P6. L'incubation des cultures liquides a 
été pratiquée à 3i0C. L'équilibrage du pH a été réalisé par 
l'addition de NaOH 1M ou de HC1 1M. A pH élevé (>6.0) il se forme 
un précipité d'autant plus intense que le pH est élevé. 

2.- Résultats 

La figure 20 résume les variations de croissance d'activité 
amyloglucosidasique produite et de pH mesurées à 4 et 7 jours) en 
fonction de celles du pH de début de culture. Grâce à l'observa- 
tion de cette figure, on note l'existence d'une zone de produc- 
tion maximale comprise entre pH 2.9 et 6.2, le maximum se situant 
entre pH 4.6 et 6.2. La chute de production observée au pH bas 
((2.9) est expliqué par un ralentissement de la croissance. A pH 
élevé, la croissance est comparable à celle obtenue pour des pH 
moyens et ne peut expliquer cette chute de production. Le pH 
reste bas dans le seul cas où la croissance et la production sont 
ralenties simultanément soit pH 2.4. Dans tous les autres cas, le 
pH est acide après 4 jours (pH 2.6 à 3.2) puis remonte entre pH 
7.0 et 7.6. au 7è jour de culture. 

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent, la chute de 
pH observée entre 2 et 4 jours de culture est souvent expliquée 
par l'absorption préférentielle du NHq avant le NO3. Aussi une 
question se pose: pourquoi une culture ayant un pH bas en début 
de culture ne peut permettre de bonnes croissance et production 
enzymatique alors que toutes les autres cultures atteignent cette 
zone basse de pH pendant leur développement? J.J.Meyrath et 
G.Volavsek (1975) indiquent que les conditions initiales de 



culture sont très importantes pour la manifestation de certaines 
propriétés dans des phases plus avancées de culture, ce qui 
semble le cas pour les pH bas et neutres dans cette expérience. 

Pour expliquer la faible croissance observée à des pH bas, 
nous avons envisagé l'hypothèse qu'elle était dûe à une mauvaise 
germination des spores. Pour vérifier ce postulat nous avons 
mesuré le taux de germination des conidies en cellule de Van 
Thieghem en fonction du pH du milieu de culture. Des essais à pH 
2.4, pH 5.6 et pH 7.4 ne montrent aucune différence significative 
du pourcentage de germination (de l'ordre de 20% à 37°C en 4 
heures 30 d'incubation). Ce pH bas ne semble donc pas agir sur le 
taux de germination des conidies mais plus vraisemblablement, à 
posteriori, en déstabilisant les membranes. Les pH élevés 
agissent uniquement sur le métabolisme contrôlant la production 
du complexe enzymatique étudié. 

Cette étude ne visant qu'à cerner le pH optimum pour la 
production d'enzyme, nous n'avons pas tenter d'expliquer l'effet 
de ces pH dans les différents cas. 

CONCLUSION 

En conclusion de cette étude des facteurs physiques, nous 
pouvons observer que les températures et pH optimums ont été 
cerné pour la croissance d'une part et la production du complexe 
enzymatique d'autre part. 

Ces optimums sont situés entre 37°C et 40°C et pH 4,6 et 7,4 
pour la croissance et entre 34°C et 40°C et pH 2,9 à 6,9 pour le 
production enzymatique. On peut remarquer que les plages de pH 
permettant une réponse maximale sont larges, à l'inverse de ce 
qui est observé pour les températures. 

Différents problèmes ont été soulevés. Ainsi l'explication de 
la production enzymatique plus faible à 30°C qu'à 28°C et à 34OC, 
celle de l'effet des pH bas sur la croissance et la production 
enzymatique et celle de l'action des pH élevés sur la production 
du complexe restent en suspent. Il serait intéressant d'étudier 
ces problèmes plus précisément. 



CHAPITRE V 

LES CONDITIONS NUTRITIVES 





Dans ce chapitre nous allons envisager les besoins du 
T h m o a n c u  w u t a c e u  en carbone et azote, tant du point de vue 
qualitatif que quantitatif et également l'équilibre entre les 
concentrations de ces deux éléments. Mais rappelons, une fois 
encore, que les autres conditions culturales comme l'aération, la 
température, la présence dans le milieu de culture de vitamines 
ou de traces minérales affectent l'utilisation des sources de 
carbone et d'azote (Perlman, 1965). 

NATURE DE LA SOURCE DE CARBONE 

La connaissance de la nutrition carbonée est fondamentale 
pour la compréhension de la physiologie fongique du T h m o a n c u  
w u t a c e u  (souche ~6). 

Les composés carbonés ont 2 rôles indispensables dans le 
métabolisme fongique, comme pour tout organisme hétérotrophe, un 
rôle plastique (chaînon carboné) et un rôle énergétique. 

La source de carbone utilisée pour toutes études de 
croissance, de multiplication sexuée ou non, de production de 
métabolites par un microorganisme est essentielle. En effet, 
selon le type de métabolisme du champignon, de ses caracte- 
ristiques enzymatiques, certains substrats seront ou non 
utilisés, métabolisés, transformés. 

L'étude de la nutrition carbonée permet d'envisager si 
l'enzyme étudié est adaptatif ou constitutif, problème important 
pour la production industrielle d'enzymes. Beaucoup d'amylases 
industrielles sont partiellement constitutives et partiellement 
inductibles (Meyrath et Volavsek, 1975; Fogarty et Kelly, 1980). 
L'inducteur de la production enzymatique est variable selon les 
organismes et les conditions étudiées. Ainsi pour certains 
auteurs, l'amidon est meilleur inducteur de la production 
d'amyloglucosidase par AapmgLiYu oxyzae que le maltose ou le 
glucose (Kassim, 1983). N.E. Welker et L.L.Campbel1 (1963) 
montrent des effets d'induction de la production d'amylase de 
Ba&u ateanothenmopMu par différents composés en liaison 
alpha 1-4. Pour d'autres, le maltose est l'inducteur idéal de 
production de 1' amyloglucosidase par AapmydYu G g m  (Okazaki 
et Terui., 1966). D'autres substances sont également citées comme 
inductrices de la synthèse des enzymes amylolytiques, comme le 
dextran en association avec d'autres sources de carbone pour l'A. 
oxyzae (Nikolov et al., 1970). La 6-cyclodextrine est utilisée 
comme seule source de carbone et comme inductrice de la synthèse 
d'amyloglucosidase par de nombreuses levures (De Mot et 
Verarchtert, 1986b). 

Chez certains organismes, une inhibition plus ou moins totale 
de la production enzymatique: la répression catabolique est 
provoquée par le produit final de l'activité amyloglucosidasique: 
le glucose (Nicholov et al., 1970). Ainsi, la synthèse d'a-glu- 
cosidase par la levure Lipomyces a tmkey i  est totalement inhibée 
par le glucose, alors que de bonnes productions enzymatiques sont 



FIGüRE 21 : Croissance (PS) et production de 1' activité amyloglucosidasique 
(A.AM, dosée à 60°C) en fonction de la nature de la source de 
carbone. (mesures a 2, 4 et 5 jours. taux d'azote: 0,32  g/l. 
45°C) .  

Légende: 1. Amidon de blh ncn modifié 6. MDO; 

2. Amidon naturel de maïs 7. Maltose 

3. Amidon so!:ihie 8. Glucose 

4. MW1 9. Amylose 

5. MW2 10. Amylopectine 

11. Cellclose 

12. Carooxymé+Ayiielluiose 

13. Dextran 

14. Sorbitol 

15. Saccha-iïse 



obtenues avec l'amidon, les dextrines, le maltose, le cellobiose 
et le pullulan (Kelly et al., 1985). Un effet identique est 
exercé par le glucose sur la production d'af-amylase de nombreuses 
levures (De Mot et al., 1984). Une étude au laboratoire de la 
production d'Wamylase par A.oltyzae a montré également l'exis- 
tence de cette répression catabolique par le glucose (~alard, 
1981). Mais cette inhibition de la production par les produits 
d'hydrolyse des amylases n'est pas la règle générale: par 
exemple, le glucose est considéré comme un excellent substrat 
pour la production d'amyloglucosidase par A.~Lyett (Ramachandran 
et al., 1979). Par contre, peu d'enzymes amylolytiques sont 
produits quand la source de carbone utilisée est uniquement du 
saccharose, du fructose ou du galactose (Fogarty et Kelly, 1980) 
malgré une bonne croissance fongique. 

Dans le cas de notre champignon producteur d'activités amy- 
lolytiques, il était également intéressant de connaître son com- 
portement vis à vis d'autres types de substrat (hexoses, pento- 
ses, acides organiques, oligosaccharides et polysaccharides). 

1.- Conditions d'étude 

Ces conditions ont été étudiées selon le protocole habituel: 

- culture en fioles de Roux (condition statique) 
- ensemencement avec 20. 105 conidies par fioles ( 100ml) provenant 
de culture sur milieu Malt-Agar ou sur milieu Sp.Th de 3 à 5 
jours cultivée à 45°C 

- milieu minéral de base: celui du m'ilieu P6 associé à des 
sources de carbone variables 

- température de culture: 37OC ou 45°C 
Deux expériences ont été menées 

- la première où le taux de carbone est fixé à 11,l g/l et le 
taux d'azote à 0,32 g/l (sous forme de NH4NO3, C/N=35 et à 45°C 
(figure 21). Lors de cette expérience la croissance a été 
mesurée lorsque cela était possible. 

- une deuxième expérience où le taux de carbone est laissé à 11,l 
g/l, mais le taux d'azote est amené à 0,95 g/l (NH4N03, 
C/N=11,7) et la température de culture à 37°C (fig.22). Durant 
cette deuxieme expérience, la croissance n'a pas été suivie. 

2.- Résultats 

Une première observation doit être faite: aucune variation 
significative du rapport %75/60 n'a été observée lors de ces 
études, donc la composition du complexe enzymatique sécrété par 
Th.mwtaceun n'est pas modifiée par la forme du carbone apporté. 

a) Croissance et production du complexe amylogluco- 
sidasique à 45°C et pour un taux d'azote de 0,32 g/l en fonction 
de la nature du substrat carboné. 

Les meilleures sources de carbone pour la production du 
complexe amyloglucosidasique sont les chaines longues d'amidon 



FIGURE 22: Production de l'activité arnyloglucosidasique (A.AM, à 60°C) en 
fonction de la nature de la source de carbone. (mesures à 4 et à 
7 jours. taux d'azote: 0,95 g/l. 37°C) 

Légende: 1. Amidon naturel de ma% 

2. MW2 
3. Glucose 

4. Xylose 

MESURES A (i  .l n 

5. Pyruvate de sodium 

6. Acétate de sodium 

7. Acide succinique 

8. Citrate de sodium 



peu dégradées (substrats 1, 2, 3 de la figure 21). La croissance 
n'a pu être définie pour ces 3 substrats en raison de leur 
insolubilité (même à 5 jours). Une deuxième série de substrats 
permet des productions enzymatiques atteignant la moitié de 
celles obtenues avec les amidons peu transformés: celle-ci 
regroupe tous les dérivés de l'amidon testés (de la maltodextrine 
au glucose) ainsi que l'amylopectine et l'amylose. Avec le 
dextran (polymère en (X-1-6 de glucose) comme source de carbone, 
on obtient des productions du même ordre que celles obtenues avec 
le glucose, mais le rapport activité/croissance mycélienne est 
supérieur à ceux que l'on observe sur les autres substrats de ce 
groupe. Les substrats cellulosés n'induisent qu'une très faible 
croissance (non mesurée par suite de leur insolubilité) et une 
minime production enzymatique. Ce champignon n'est donc pas un 
organisme cellulolytique (la culture en 8 jours n'ayant toujours 
pas débuté). Au cours de cette première expérience, ni le 
sorbitol (alcool dérivé du glucose) qui n'est que peu utilisé par 
les champignons (Lilly , 1965b) ni le saccharose, considéré comme 
une bonne source de carbone pour les champignons mais moins 
courant que le maltose (Cochrane, 1958), n'induisent de bonne 
production malgré une croissance comparable à celle obtenue avec 
le glucose. Ce champignon est donc capable de métaboliser ces 
corps mais la production enzymatique n'est pas induite par 
ceux-ci. 

b) Production du complexe amyloglucosidasique à 
37°C pour un taux d'azote de 0,95 g/l en fonction de la nature du 
substrat carboné. 

On retrouve une bonne production enzymatique avec l'amidon et 
ses dérivés (fig.22). Mais dans ces conditions, plus favorables à 
la croissance et à la production enzymatique que celles de la 
première expérience, 1 ' amidon naturel (amidon de maïs non 
dégradé) est moins favorable que les maltodextrines testées 
(MD02) et le glucose. Toutes les autres sources testées 
n'induisent qu'une très faible production enzymatique. Avec le 
xylose comme seule source de carbone, la production est de 
l'ordre de 25% de celle obtenue avec le MD02 et le glucose, 
malgré une croissance similaire. Le xylose est le pentose le plus 
couramment utilisé par les champignons (Cochrane, 1958; Berry, 
1975). La bonne croissance observée pour notre champignon indique 
que la xylose est bien métabolisé par la souche P6 mais qu'aucune 
induction de la production enzymatique n'est réalisée. Les acides 
organiques entrant en jeu dans le cycle de Krebs ne stimulent 
pas, seuls, la production enzymatique ni la croissance 
mycélienne. 

3.- Discussion et conclusion sur la nature de la source de 
carbone 

Il existe bien un effet d'induction de la synthèse de ce 
complexe enzymatique par notre champignon par toute la gamme des 
polymères du glucose en liaison a-1-4 elai-6. Ceci a été discuté 
en introduction de cette partie, la nature des inducteurs étant 
très variable selon les organismes producteurs. Une induction par 
une large gamme de substrats a déjà été signalée. Ceci a été 



observé pour la production d'amylase par B u d u   tea ana- 
Xhenmophd~ (Welker et Campbell, 1963). R.M.Attia et S.A.Ali 
(1974) obtiennent également de bonnes productions d'amylo- 
glucosidase par A.au)amoG en présence des substrats carbonés 
suivants: amidon, dextrine, maltose et glucose et n'obtiennent 
que peu d'enzymes avec l'emploi de saccharose, lactose, fructose 
ou galactose dans le milieu. 

L'absence de répression catabolique par le produit final de 
la digestion enzymatique: le glucose est a souligner. Mais 
rappelons que l'exitence d'une telle répression n'est pas la 
règle observée dans la bibliographie (Ramachandran et al., 1979). 

La comparaison de ces 2 expériences vérifie le fait que 
certains facteurs optimaux pour une température donnée ne sont 
pas obligatoirement ceux induisant la production maximale dans 
d'autres conditions de température et de taux d'azote. 
L'expérience unifactorielle réalisée ici ne suffit pas pour 
déterminer l'optimum réel de croissance et de production 
enzymatique, mais permet une première compréhension de la 
physiologie de ce champignon. 

En conclusion, certains points ont été déterminés: 

- la nécessité de fournir du glucose ou un polymère de celui-ci 
en CY-1-4 ouCY-1-6 pour induire une production correcte de 
l'activité amyloglucosidasique. 

- l'absence de croissance et de production enzymatique sur les 
substrats cellulosiques (résultat différent de ceux observés 
chez beaucoup de champignons thermophiles). 

- la croissance et l'absence d'induction de la production 
enzymatique sur différents substrats comme le sorbitol, le 
saccharose, le xylose ... 

II.- NATURE DE LA SOURCE D'AZOTE 

La source d'azote, élément plastique indispensable pour la 
synthèse des protéines, conditionne de façon très précise la 
croissance et les productions enzymatiques. 

Pour M.W.Fogarty et C.T.Kelly (1980), la production d'amylo- 
glucosidase par A . a i g a  est affectée par la source d'azote et par 
sa concentration. Ainsi, la source d'azote agit sur la quantité 
d'amyloglucosidase produite et sur la période de production 
(Barton et al., 1969), pour A . u t i g e h .  

Le sulfate et le nitrate d'ammonium et le nitrate de potassium 
favorisent la production de nombreux enzymes (pectinase, polyga- 
lacturonase, amylase et amyloglucosidase) par différentes souches 
fongiques (A. otyzae, A.ameun, A. d g u ,  A .mamoC at P e a i m u m  
expemurn) dans l'étude menée par K.R.Sreekantiah et col., (1973). 

La sélection de différents isoenzymes est également possible 
en jouant sur la source d'azote apportée et sur d'autres 
conditions culturales. S.Hayashida (1975) sélectionne chacun des 



3 types d'amyloglucosidase par A.auramaai variété KmachL en 
fonction de la source d'azote utilisée et d'autres conditions 
culturales. La production d'amyloglucosidase par A.awamo~, 
étudiée par R.M.Attia et S.A.Ali (1974) est fortement influencée 
par la source d'azote, qui est, pou? eux, un des facteurs les 
plus importants à considérer pour la production d'amylogluco- 
sidase. A.E.Kassim (1983) a étudié également l'action de la 
source d'azote sur la production d'amyloglucosidase par A.o~qzae. 
Pour lui de nombreuses sources industrielles (corn step liquor, 
hydrolysat de caseine, peptone ... ) sont de meilleures sources 
d'azote que le sulfate d'ammonium pour la production enzymatique. 
La production d'~g1ucosidase par la levure Lipamycu 4tmhey.i 
(Kelly et al., 1985) est stimulée fortement par l'emploi d'azote 
organique, et aucune production enzymatique n'est obtenue avec le 
sulfate d'ammonium et le phosphate d'ammonium. 

On peut classer les sources d'azote en 2 grands groupes: 
l'azote minéral (ammonium ou nitrate) et l'azote organique, le 
type d'azote utilisé permet de caractériser les espèces 
fongiques. Le problème de nombreuses sources d'azote organique 
utilisées en industrie est l'apport concomitant d'autres 
substances comme du carbone, des éléments minéraux, des vitamines 
(dans l'extrait de levure, l'hydrolysat de protéines, le corn 
step.. . ). 

En regard de la grande diversité des résultats présentés dans 
la bibliographie, l'étude du substrat azoté par le Th.mmtacem 
nous est apparue indispensable. 

1.- Conditions d'étude 

Le protocole d'étude est le même que celui présenté pour 
l'étude des sources de carbone. Nous avons voulu également 
étudier deux taux d'azote aux températures qui nous étaient 
apparues les meilleures pour ces taux d'azote dans le chapitre 
précédent. Les sources d'azote ont donc été étudiées en 2 
experiences: 
- une première expérience, où la source de carbone est de 
l'amidon de blé non modifié (une des meilleures sources de 
carbone à 45°C pour un taux d'azote de 0,32 g/l) à 11,l g/l de 
carbone (soit 25 g/l d'amidon) et la source d'azote variable est 
fixée à un taux de 0,32 g/l (CIN = 35). La température de culture 
est de 45°C (fig.23). La source de carbone utilisé étant un 
amidon insoluble, la mesure du poids sec n'a pu être réalisée. 
- la deuxième expérience a été réalisée en utilisant la malto- 
dextrine type MD02 (une des meilleures sources de carbone à 37°C 
pour un taux d'azote de 0,95 g/l) comme source de carbone à 11,l 
g/l de carbone et un taux d'azote de 0,95 g/l (C/N = 11,7). 
L'étude a été suivie à 37°C (fig.24). 

2.- Résultats 

Dans les deux experiences, le NII4N03 a été la meilleure 
source minérale d'azote pour la production enzymatique. 



FIGURE 23: Production de l'activité amyloglucosidasique (A.AM, a 60°C) et 
rapport des activités 75/60, exprime en pourcentage, en fonction 
de 12 nature de la source d'azote. (mesures a 4 et à 7 jours. 
taux d'azote: 0,32 g/l. 45°C) 
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Le rapport des activités à 75°C et à 60°C est fonction de la 
source d'azote utilisée à l'inverse de ce qui a été observé pour 
les sources de carbone. Aussi avons-nous précisé sur les figures 
ces rapports. La composition du complexe amyloglucosidasique 
varie, donc, en fontion de sources d'azote. Un phénomène 
semblable a été décrit par S.Hayashida et col. (1975). 

a) Production et thermostabilite du complexe 
amyloglucosidasique par le T h e i u n u ~ c ~  crtun;tacem à 45°C et avec 
de l'amidon de blé modifié comme source de carbone en fonction de 
la nature de la source d'azote. 

A 45°C de température de culture et pour un taux d'azote de 
0,32 g/l (amidon de blé non modifié, fig.23) l'utilisation des 
sources ammoniaquées présentent un net avantage sur la production 
et la thermostabilité du complexe enzymatique, par rapport aux 
formes nitrées. Les pourcentages 75/60 sont bons (84 et 88%) pour 
les formes ammoniaquées, et nettement plus faibles pour les 
'formes nitrées (19 et 32%) dans cette expérience. Les sources 
ammoniaquées favorisent donc l'CU-glucosidase par rapport à 
l'amyloglucosidase à l'inverse des sources nitrées. 

Les acides amines, testés seuls, induisent tous la formation 
d'un complexe à %75/60 moyen (40 à 50%). Le meilleur acide aminé 
est le glutamate, premier acide aminée synthétisé à partir de 
l'azote minéral et principal donneur de groupe aminé dans les 
réactions de transamination (Nicholas, 1965 ; Berry, 1975). De 
plus, un apport en azote constitué d'un mélange acide glutamique 
et alanine (la moitié de l'azote étant apportée par chacun d'eux) 
permet une augmentation de la production enzymatique par la 
souche P6 de 762, par rapport à celle obtenue avec l'acide 
glutamique seul. 

L'utilisation de l'urée comme seule source d'azote ne permet 
qu'une faible production enzymatique ayant un pourcentage 75/60 
très faible (7%) dans cette expérience, bien que l'urée soit 
considérée conme une source d'azote utilisable. L'hydrolysat de 
caséine et l'extrait de levure sont des sources d'azote provenant 
de l'hydrolyse de protéine et apporte donc un grand nombre 
d'acides aminés. L'utilisation de ces 2 substrats n'a pas permis 
de bonnes productions enzymatiques lors de la première série 
d'expériences. Le problème de ce genre de substrat est 
l'impossibilité de contrôler l'effet réel de l'apport d'azote 
(action de quel acide aminé...). L'utilisation des corn step a 
permis une très forte amélioration de la production enzymatique 
par rapport à l'utilisation du nitrate d'ammonium (de 200 à 
250%), mais un rapport des activités (75160) plus faible. Ces 
corn steps sont des sources d'azote très répandues en industries 
par leur bon rapport qualitéfprix et l'apport d'un grand nombre 
d'éléments (vitamines, minéraux...). 



FIGURE 24: Production de l'activité amyloglucosidasique (ASAM, à 
60°C) et rapport des activités 75/60, exprimé en pourcentage, en 
fonction de la nature de la source d'azote. (mesures à 4 et à 7 
jours. taux d'azote: 0,95 g/l. 37'C). 

< 
MESURES 4 2 .  A > A 7:. n 

Léirende: 1. NH4N03 

2. NH&Cl 

3. N a m 3  

4. 5/10 glutamate + 4/10 glycocolle + 1/10 aspartate 
5. 4/10 glutamate + 3/10 glycocolle + 3/10 alanine 
5. 5/10 glutamate + 4/10 glycocolle + 1/10 phénylalanine 
7. 5/10 glutamate + 4/10 glycocolle + 1'10 cysteïne 
8. Corn Step Atomisé. 

TISLEAU 22: Survit enzymatique de l'activité amyloglucosidasique (dosée a 
Te a 70°C et 60°C et à 75°C) après incubation du filtrat de cultu- 

pH 4.5 pendam 15 heures sans substrat, en fonction de la nature 
de la source d'azote. (exprimée en pourcentage. Age des cu1;ures: 
7 jours). 

5i1. giutamatk 5/1G glutaaate 4/1Q glutafiri~te 

L 

5/1C glutasate NHINU~ 
:Il6 glycocolie 
* # ;[lu aiaz:ne 

')-. 
-J I .  

b9;. 

481. 

152Z 

4 ,  i,. giycocoile I 4/10 q l y ~ o i ~ l l e  
1/10 phenyla.an!rrr 1, I I I  cvs:tine 

4/10 alanine 
1/16 aspartate 

' icc 
&JI. 

721. 

43. 

144% 

survie dos:? 

survie dc;?? 
è 75°C 

pourcentage 75/60 

l 

I 

26:; 

7 J?. 

:Yi 

1612 

Y:. 

bK:  

;uX 

?&. 

e?: 

1 JSX 

ifi.:ial £ 7 2  

p o u r c e n t a q ~  75/oCg 
aprts 1n:doation 



b) production et thennostabilité du complexe 
amyloglucosidasique par le Thetunoancm m; tace l (n  à 37°C et avec 
du MD02 comme source de carbone en fonction de la nature de la 
source d'azote (fig.24). 

Dans ces conditions de production enzymatique, l'utilisation 
du chlorure d'ammonium et de nitrate de sodium permet des produc- 
tions faibles mais des rapports d'activité (75/60) différents: 
131% (à 4 jours) et 146% (à  7 jours) pour le NH4C1 et 88% (à  4 
jours) et 109% (à  7 jours) pour le NaNo3 la forme ammoniaquée 
induit encore la formation d'un complexe légèrement plus thermo- 
stable (sélection de 1' alpha glucosidase) . L' assimilation des 
formes nitrées d'azote indique que ce champignon est capable de 
produire la nitrate réductase. 

Dans cette expérience, différents mélanges d'acides aminés 
ont été testés associant le glutamate,l'alanine,l'acide aspar- 
tique, le glycocolle, la phénylalanine et la cystéine 3 par 3. 
Ces différents acides aminés représentent les différentes classes 
d'acides aminés (aliphatique, aromatique, carboxylique et 
sulfurique). L'utilisation de ces 4 mélanges (fig.24) permet 
l'obtention de bonnes productions enzymatiques dosées à 60°C. 
Mais les pourcentages 75/60 (40 à 50%) sont nettement plus 
faibles que ceux obtenus avec le nitrate d'ammonium (98 et 87%). 
Des mesures de survie enzymatique du complexe ont été faites 
après incubation du filtrat de culture à 70°C pendant 15 heures à 
pH 4,5 sans substrat (tableau 22) pour vérifier que cette baisse 
du pourcentage 75/60 est bien dû à une baisse de la thermosta- 
bilite. L'observation de ce tableau montre bien une survie 
enzymatique plus faible du complexe dosé à 60°C pour les filtrats 
provenant de culture sur milieux à base d'acides aminés comme 
source d'azote. Par contre, le pourcentage de survie enzymatique 
dosé à 75°C reste similaire dans les différents cas. Cette survie 
correspondant à celle de 1'~glucosidase. 

La production avec corn step atomisé comme source d'azote est 
proche de celle obtenue avec le nitrate d'ammonium dans ces 
conditions. L'assimilation de ce substrat indique que la souche 
P6 est capable de produire des protéases dégradant ces protéines 
combinées. 

3.-.Discussion et conclusion 

Le Thetunoancu~ utuntacelm (souche P6) est capable d'utiliser 
les différentes sources d'azote, minérale ou organique. Les meil- 
leures productions enzymatiques ont été obtenues avec le nitrate 
d'ammonium comme source d'azote, productions supérieures à celles 
obtenues avec des sels d'ammonium seuls ou sels nitrés seuls 
comme source d'azote, en système statique. Cette amélioration de 
la production est-elle due à l'existence des 2 formes azotées 
dans le même substrat ? Une étude approfondie de cette hypothèse 
serait très intéressante à suivre. L'utilisation des sources 
organiques d'azote a permis des bonnes croissances et des 
productions enzymatiques variables, mais en général induisant un 
rapport (275160) plus faible que ceux obtenus avec le nitrate 





d'ammonium. Les sources organiques semblent donc favoriser la 
synthèse d'amyloglucodisase. 

En résume de cette étude, il faut rappeler: 

- l'effet des sources d'azote dans la composition du complexe 
enzymatique étudié, 

- la bonne utilisation du NH4N03, pour la production enzymatique, 
- les productions enzymatiques meilleures avec les sels 
d'ammonium qu'avec les nitrates, mais très inférieures à celle 
du nitrate d'ammonium, 

- un bon équilibre en acides aminés a permis l'obtention d'une 
bonne croissance et de la production d'un complexe enzymatique 
en quantité convenable mais ayant un %75/60 réduit, favorisant 
l'enzyme le moins thermostable (amyloglucosidase). 

Les sources d'azote utilisées en industrie permettent une 
nette amélioration de la production à 45°C pour un taux d'azote 
de 0,317 g/l. 

En conclusion, le nitrate d'ammonium semble être une 
excellente source d'azote pour l'étude des autres besoins 
nutritifs et du métabolisme du T h m o ~ t . ~ c u  mm-taceu. 

III.- EFFETS DES TENEURS EN CARBONE ET AZOTE ET DU RAPPORT C/N 

Le choix des sources de carbone et d'azote a été réalisé dans 
des conditions constantes de concentration et du rapport C/N. Les 
effets de ces concentrations et de ce rapport sont très impor- 
tants pour l'équilibre métabolique de tous microorganismes. Des 
apports déséquilibrés de ces éléments entraînent la limitation 
d'autres facteurs nutritifs (Cochrane, 1958). Peu d'informations 
concernent ce propos. Pour W.M.Fogarty et C.T.Kelly (1980), il 
n'est pas possible de généraliser des valeurs de C/N pour la 
production d'enzymes. En effet, ce facteur variera également en 
fonction des sources de carbone et d'azote utilisées. L.L.Barton 
et col. (1969) ont remarque que la production d'amyloglucosidase 
augmente quand le rapport C/N diminue, mais également que la 
production chute quand la concentration en azote est fortement 
augmentée. V.V.Michelena et F.J.Castillo (1984) indiquent que la 
production d' amylase par Abpag.dXw ~ o e . t . L d l ~ ~ ~  augmente avec la 
concentration totale du milieu dont le rapport C/N est équilibré. 

Les références bibliographiques sur ce sujet sont donc très 
fragmentaires et il est impossible d'en retirer une ligne 
générale, bien que l'importance de ces paramètres apparaisse 
indiscutable. 

Dans cette partie, nous allons essayer de mettre en évidence 
d'éventuelles corrélations entre les concentrations en carbone et 



FIGURE 25: Production de l'activité amyloglucosidasique (A.AM, à 60°C) en 
fonction des variations de la teneur en carbone (-A-) et de la 
teneur en azote (-B-). (mesures à 4 et a 7 jours. source de 
carbone: MD02. source d'azote: NH4N03. 37°C) 
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azote et le rapport C/N d'une part, et la croissance et la 
production du complexe enzymatique d'autre part. 

1.- Méthodes d'étude 

Plusieurs expériences ont été menées dans les conditions 
suivantes: 

- culture en fioles de Roux (statique) à 37"C, 
- milieu minéral utilisé : celui du milieu P6, les quantités 
d'azote et de carbone étant modifiées quantitativement (C=MD02 
et N=NH4N03 ) , 

- ensemencement de chaque fiole par 20.10~ conidies âgées de 3 à 
4 jours sur milieu Malt-Agar à 45°C. 

Trois expériences ont été réalisées: 

- variation de concentrations en carbone et en azote 
individuellement, 

- variation de concentrations en carbone et azote, pour des 
rapports c/N constants, 

- apport de glucose surnurnéraire pour tenter de stimuler la 
production du complexe enzymat,ique. 

2.- Résultats 

a) production du complexe amyloglucosidasique en 
fonction des concentrations en carbone et en azote dans le milieu 
de culture 

Dans la première expérience (fig.25) nous avons étudié, 
l'effet des variations de la teneur en carbone (pour un taux 
d'azote constant) d'une part (fig.25-A) et en azote (le taux de 
carbone étant constant) d'autre part (fig.25-B) chaque variation 
modifiant le rapport C/N et pour un même rapport C/N testé, nous 
avons essayé 2 concentrations en carbone et azote. 

L'observation de la figure 25 rassemblant les résultats de 
cette expérience, permet de faire plusieurs remarques: 

Lorsque varie la teneur en carbone pour un taux d'azote 
constant, la production enzymatique mesurée après 4 jours de 
culture est constante pour des taux de carbone allant de 3,7 g/l 
à 16,7 g/l. Une baisse est observée pour des teneurs élevées 
(22,2 et 33,3 g/l). La production mesurée après 7 jours subit des 
variations dans toute la gamme de concentration testée. Un 
maximum de production enzymatique est obtenu pour une teneur en 
carbone de 7,4 g/l, et donc pour un C/N de 7,8. Pour les fortes 
concentrations en carbone, les autres facteurs nutritifs 
deviennent rapidement limitants (azote, éléments minéraux...), de 
plus la formation de produits toxiques est connue. La conséquence 
la plus importante est l'augmentation de la pression osmotique du 
milieu (Cochrane, 1958). 

* Quand nous faisons varier la teneur en azote, pour un taux 
de carbone constant, on ne retrouve pas de palier de production 





enzymatique après 4 jours. Un maximum est obtenu pour un taux 
d'azote de 0,63 g/l (d'où un rapport C/N de 17,5). A 7 jours de 
culture, le maximum est décalé et est atteint pour un taux 
d'azote de 0,95 g/l (d'où un rapport C/N de 11,7). 

;k La variation du rapport C/N montre une zone optimale pour 
la production amyloglucosidasique comprise entre 7,4 et 17,5. 

* L'emploi de fortes concentrations en carbone et azote (pour 
un même C/N) induit une chute globale de la production 
enzymatique, dans tous les cas essayés. 

b) croissance et production du complexe 
amyloglucosidasique en fonction du rapport C/N et des 
concentrations en carbone et azote 

Une deuxième expérience a donc été réalisée pour vérifier 
cette dernière observation (de fortes concentrations de carbone 
et d'azote amenant une chute de production enzymatique) dans la 
zone de rapport C/N qui semble la meilleure. 4 rapports C/N ont 
été testés: 7,4; 11,7; 14,6 et 17,5. Dans chaque cas, différentes 
concentrations en carbone et azote ont été envisagées (C,N), 
( C / 2 ,  N/2), (~13, N/3), et (C/4, N/4). La figure 26 résume nos 
résultats: 

- croissance mycélienne aux 4è (fig.26-A) et 7è jours 
(fig.26-BI, 

- production enzymatique aux mêmes moments (figs.26-C et 
26-D) . 

Les croissances au 4è jour sont assez proches dans les 
différents cas étudiés, tandis qu'au 7è jour l'augmentation des 
concentrations en carbone induit une forte hausse de la biomasse 
finale produite, tandis que celle des teneurs en azote n'améliore 
pas corrélativement cette biomasse. La croissance pondérale 
maximale n'a pas été atteinte dans la gamme présentée, de plus 
les fortes teneurs en glucose résiduel au 7è jour nous indiquent 
que cette croissance n'est pas terminée. 

On observe que la zone de production enzymatique maximale au 
4è jour est située autour de 9,3 g/l de carbone et de 0,63 g/l 
d'azote. Tandis que celle obtenue à 7 jours se localise aux 
environs de 11,l g/l de carbone et de 0,95 g/l à 1,43 g/l 
d'azote. Les résultats obtenus ici confirment ceux de 
l'expérience précédente. 

Grâce à ces 2 expériences, les optimums de ces teneurs en 
carbone, en azote et du rapport C/N pour la production 
enzymatique ont pu être précisés. Elles sont, pour une culture 
âgée de 4 jours, situées autour de 9,3 g/l de carbone et de 0,63 
g/l d'azote (d'où un C/N de 14,8) et pour une culture de 7 jours 
de 7,4 à 11,l g/l de carbone et de 0,95 à 1,43 g/l d'azote (d'où 
un C/N de 5,2 à 11,7). 

Nous observons donc qu'il n'existe pas de corrélation entre 
la croissance pondérale et la production enzymatique dans la 



FIGURE 27: Croissance (PSI et production de l'activité amyloglucosidasique 
(A.AM, à 60°C) en fonction d'un apport croissant en glucose sans 
et avec correction du rapport C/N. (mesures à 4 et à 7 jours. 
37°C). 



gamme des concentrations en carbone et en azote, pour les 
conditions étudiées. 

c) croissance et production du complexe 
amyloglucosidasique en fonction de la quantité de glucose 
apportée en surplus de la source de carbone 

L'effet de la teneur en carbone sur la production enzymatique 
semblant très important (fig.25), une troisième expérience a 
tenté de stimuler la production enzymatique par l'apport de 
glucose (fig.27). 

Deux milieux témoins ont été testées: le milieu P6 bis (où la 
différence avec le milieu P6 réside dans le taux d'azote augmenté 
à 1,s g/l de NH4N03, d'où un rapport C/N= 7,4) et un milieu P6 
bis modifié où le carbone est apporté pour moitié par du glucose 
et pour moitié par du MD02. 

Une première série de milieux a été enrichie en glucose (de 5 
g/l à 50 g/l de glucose, milieux 1 à 4). 

Une deuxième série enrichie de la même manière (milieux A à 
D) mais où le rapport C/N a été corrigé par l'apport de NH4N03 
supplémentaire. 

l Les résultats de cette expérience sont présentés dans la 
figure 27 (production enzymatique et croissance, mesurées aux 4è 
et 7 jours). Une première remarque peut être faite pour les 
témoins, les productions enzymatiques sont identiques pour les 
deux types de témoins aux 2 jours testés mais la croissance 
mycélienne est nettement stimulée dans le cas d'un substrat 
carboné combiné (MD02 + glucose, témoin T2). 

Dans la première série de milieux (de 1 à 4), il peut être 
observé que la production d'enzyme au 4è jour n'est que peu 
modifiée par l'apport de glucose (même à 50 g/l); une baisse très 
faible est tout de même à remarquer. La production enzymatique au 
7è jour est par contre légèrement stimulée par des apports de 
glucose de 10 a 20 g/l, tandis qu'une addition de 50 g/l réduit 
de moitié la production finale. 

Si on corrige le rapport C/N une baisse de production 
enzymatique très légère est constatée au 4è jour de culture 
parallèlement à l'apport de glucose et de nitrate d'ammonium 
(C/N=7,4). Cette diminution devient très importante au 7è jour de 
culture. Ceci confirme qu'une augmentation des taux de carbone et 
d'azote réduit la production enzymatique. 

Dans ces 2 séries de milieux (milieux 1 à 4 et A à D), on 
note, par contre, une stimulation très nette de la croissance aux 
4è et 7è jours lors d'un apport de glucose seul, et au 7è jour 
uniquement dans le cas d'apport combiné de glucose et de nitrate 
d ' ammonium. 



Conclus ion 

De ces différentes expériences on peut remarquer: 

- que les facteurs importants jouant un rôle primordial dans la 
production enzymatique sont avant tout les teneurs en carbone 
et en azote indépendamment ou en association. Le champignon est 
moins sensible au rapport C/N, sa production d'enzyme n'est 
affectée que par les valeurs extrêmes de cette relation, 

- que l'apport de glucose stimule fortement la croissance 
mycélienne. La production enzymatique est également sensible à 
l'apport de glucose, mais elle est faiblement augmentée par des 
apports de glucose de 10 à 20 g/l (gain de 0,s UI/ml, soit 
+13%) et fortement diminuée par des apports combinés de glucose 
et de NH4N03 en vue de corriger le C/N. 

CONCLUSION 

Le rôle primodiale de la nature, de la quantité et de 
l'équilibre des substrats carbonés et azotés a été prouve pour la 
croissance et la production du complexe enzymatique de 
Thmumcu  cnuci.tuceu (souche P6). 

L'effet d'induction sur la production enzymatique du 
Themuniaceun (souche P6) pour une très large gamme de substrats 
carbonés (glucose et polymère de glucose enel-4 et(X1-6) est à 
souligner ainsi que l'absence de répression catabolique par le 
produit final de la réaction: le glucose. 

La nature de la source de carbone n'influence pas la 
composition du complexe, à l'inverse de ce qui est observé avec 
celle du substrat azoté. La nature de ces 2 sources agit 
également sur la croissance et la quantité d'enzymes produits. 

Ce sont les concentrations de ces éléments qui affectent le 
plus la production enzymatique, les productions ne variant de 
façon importante que pour des rapports C/N extrêmes. 



CHAPITRE V I  

L E S  AUTRES EXIGENCES CULTURALES DE L A  CROISSANCE E T  D E  L A  
PRODUCTION ENZYMATIQUE DU THERMOASCUS CRUSTACFUS ( SOUCHE P6) 





Après avoir déterminer les conditions physiques et nutritives 
de la croissance et de la production enzymatique du Thettmomcm 
muntaceun (souche P 6 ) ,  il était nécessaire de déterminer les 
besoins en éléments minéraux et en vitamines que pouvait 
présenter notre champignon. 

1.- LES BESOINS EN ELEMENTS MINERAUX 

Les champignons ont besoin en quantité relativement 
importante (macroéléments) de phosphore, potassium, soufre, 
magnésium et en quantité moindre (microélements) en fer, zinc, 
cuivre, manganèse et molybdène. Des exigences en calcium, en 
chlorure de sodium peuvent exister dans certains cas (Lilly, 
1965b; Berry, 1975). Les éléments minéraux agissent sur le 
métabolisme fongique de deux manières: par une fonction plastique 
et par une fonction catalytique. 

Dans un milieu défini, le rôle des éléments minéraux 
nécessaires en faible quantité peut être capital dans la 
production d'enzyme (Meyrath et Volavsek, 1975). En plus de leur 
utilité pour la croissance du microorganisme, ces composés 
minéraux peuvent agir en cont?ôlant le pH, en modifiant la 
pression osmotique du milieu, par leur rôle dans les réactions 
d'oxydo-réduction grâce à leur valence multiple, en apportant des 
cations ou des anions favorables au relargage d'enzymes 
extracellulaires ou sur la perméabilité membranaire (Meyrath et 
Volavsek, 1975). Les besoins en éléments minéraux sont également 
fonction des concentrations en source de carbone et d'azote et 
également des autres éléments minéraux fournis (Berry, 1975). 
Ainsi de nombreuses interactions existent entre les différents 
éléments minéraux. On retrouve la plupart des macroéléments dans 
les milieux de productions enzymatiques cités dans la 
bibliographie, par contre les microéléments sont rarement 
présents. Ainsi R.Pak (1969) signale une légère amélioration de 
la production dblamylase par l'introduction de microélements à 
1 ' état de trace. 

1.- Méthode d'étude 

Avant toute manipulation sur l'effet des éléments minéraux 
sur le métabolisme fongique, la verrerie a été lavée à l'acide 
chlorydrique 1M puis rincée abondamment à l'eau distillée. 

Les exigences qualitatives en éléments minéraux ont été 
suivis par 3 expériences successives, en fioles de Roux, 
ensemencées par 20.10~ conidieç âgées de 3 à 4 jours sur milieu 
Malt-Agar à 45°C. 



FIGURE 28: Croissance (PS) et production amyloglucosidasique (A.AM, à 60°C) 
et rapport des activités 75/60, exprimé en pourcentage, en 
fonction de carence minérale. (mesure à 4 jours. 37OC). 

Légende: 1. Milieu complet (KV) 

2. MC - CatH2P04)2,2H20 
3. MC - KH2P04 
L .  MC - MgSG4 
5. MC - Ca(H2P04)2,2H20 - KH2m4 - MgS04 
6. MC - Mnso4,H20 
7. MC - FeS04 ,7H20 
8. MC - MnSOq,H20 -FeSO4,7H20 - CuS04,5H20 - inS04,7H20 



2.- Résultats 

a) croissance, production du complexe 
amyloglucosidasique et de sa thermostabilité par T h m u a c ~ ~ ~ ~  
cnunXacem en fonction de carence minérale 

Lors de la première expérience (fig.28) nous avons comparé à 
un milieu de culture complet: milieu d'isolement modifié par un 
taux plus bas de Ca (H~PO~)~, 2H20, (0,2 g/l au lieu de 1,2 g/l) 
et par l'ajout de 0,01 g/l de Fe SO4, 7H20 chélate par de lfEDTA, 
1 ' effet de carence en différents composés minéraux Ca ( ~ 2 ~ 0 ~  ; 
2H20; KH2P04; MgS04, 7H20; MnS04, H20; FeS04, 7H20; ZnSOq, 7H20; 
CuS04, 5H20) sur la production du complexe enzymatique, sa 
thermostabilité et sur la croissance mycélienne à 37°C. 

$: &e;t du ~ ~ e ; t r r m X  de Ca ( i i z P U 4 ) 2 ,  2H2O 
Ce retrait entraîne une augmentation non négligeable du taux 

moyen d'enzyme produit, en 3 jours (20%) pour une croissance 
similaire. Ce composé provoque, à pH 5,8, une légère 
précipitation. Cet élément peut donc agir de 2 manières, 
directement par un effet négatif du calcium sur la production ou 
indirectement par la précipitation obtenue qui peut entraîner 
d' autres ions (phosphate, sulfate. . . ) . Mais le rapport %75/60 et 
le taux .de croissance restant identiques à ceux du milieu 
complet, ce composé semble donc limiter la production. Pour de 
nombreux champignons, le calcium permet une augmentation de la 
croissance, ce qui n'est pas confirmé pour la souche P6. De la 
même manière, A.K.Kundu et col. (1973) ont signalé une légère 
amélioration de la croissance et une diminution de la synthèse 
d'a-amylase par A.o&yzae pour des cultures en milieux 
synthétiques comportant du calcium, par inhibition des 
hexokinases stimulés par les ions magnésiums. 

* Met du PL&& du K t i 2 P 0 4  
Le retrait de cet élément entraîne des carences en potassium 

et phosphate. Les déficiences en phosphate causent différents 
désordres métaboliques, entre autre's un ralentissement de 
l'utilisation du glucose et les problèmes en résultant. 
L'absorption du phosphate se fait rapidement en début de culture 
et il est incorporé dans de nombreux composés organiques (ADP, 
ATP...), il possède donc un rôle dans le transfert d'énergie. 
L'absorption est ralentie si la concentration externe en 
phosphate est faible. Le potassium est également essentiel aux 
champignons (Lilly, 1965b), il agit sur le métabolisme des 
carbohydrates (Cochrane, 1958), sur la division cellulaire 
(croissance) et sur la perméabilité membranaire. 

Ce retrait entraîne une chute concomitante de la croissance 
moyenne (de 74%), de la production enzymatique (de 68%) et du 
%75/60 (de 25%). Ce composé est donc indispensable à la 
croissance du champignon et à la production du complexe 
enzymatique. 



Le retrait du phosphate de potassium induit donc de grands 
problèmes d'assimilation et de métabolisme des carbohydrates, 
limitant la croissance fongique et la production du complexe 
enzymatique. Une expérience ultérieure tentera de déterminer la 
part de chacun des composés. Mais des taux très élevés de 
potassium et de phosphate peuvent être assimilés par le 
champignon quand ces éléments sont fournis simultanément 
(Burnett, 1968) d'où l'existence d'une interaction entre ces 2 
ions. 

* &et du a&& de M g S O q ,  7 H 2 0  
Par le retrait de cet élément dans le milieu de culture, 

on supprime totalement le magnesium, tandis que le soufre est 
encore présent par l'apport d'autres composés en sulfate, dont le 
besoin quantitatif est restreint. 

Le magnésium est essentiel pour tous les champignons (Lilly, 
1965b). Son rôle est une activation enzymatique, en particulier 
pour les hexokinases (Kundu et al., 1973) pour un métabolisme et 
une croissance normale. Les taux en magnésium nécessaires sont de 
l'ordre de 0,001M. Cet élément contribue à l'absorption des ions 
phosphoriques, le rapport Mg/P est donc important. A.K.Kundu et 
coll. (1973) indiquent une baisse de 65% de la croissance et de 
50% de la sécrétion d'amylase d'A.oayzae par la carence en 
magn4sium. Il faut noter que, en général, le soufre est incorporé 
dans les milieux de culture de façon excessive sous la forme de 
sulfate de magnésium, les besoins en cet élément étant de l'ordre 
de 0,0001 à 0,0006 M (Berry, 1975). Beaucoup de champignons 
peuvent assurer leurs besoins en soufre par du sulfate inorga- 
nique, ce qui indique qu'ils réduisent le sulfate et l'incorpore 
dans des molécules organiques (Acides aminés soufrés, vita- 
mines...). Il s'agit également d'un élément indispensable au 
métabolisme protéique et donc cellulaire car il est un cons- 
tituant des acides aminés soufrés (cystéine ...). L'apport de ces 
2 éléments par le sulfate de magnésium fournit toujours un excès 
de sulfate, mais sans atteindre des taux toxiques. 

Un effet semblable à celui obtenu précédemment est observé par 
le retrait du MgS04,7320: 

- 90% pour la croissance moyenne 
- 79% pour la production enzymatique 
- 29 points pour le %75/60. 
Cette expérience tend à vérifier que le magnesium est indis- 
pensable au métabolisme de notre champignon. 

Le ~ & &  combiné d u  3 compoa& 
~n&uux majewln Ca ( U 2 P 0 4 )  2 ,  2 U 2 0  ; M g S 0 4 ,  7 U 2 0  e;t KU2PO4  

Ce retrait combiné inhibe presque totalement les 3 réponses 
étudiées. A.E.Kassim (1983) a observé également une chute 
importante de la production d'amyloglucosidase par A.o~gzae quand 
le magnésium, le potassium et le calcium sont supprimés du milieu 
de culture, le retrait un à un de ces 3 éléments n'induisant 
qu'une légère baisse de production. 



~t&& du MnS04, Hz0 
Le rôle du manganèse, en faible concentration consiste en une 

réactivation des enzymes, spécialement ceux du cycle de Krebs. Il 
est également un constituant de la nitrate réductase, de 
l'hydroxylamine réductase, de la décarboxylase. Le besoin en 
manganèse n'est pas universel pour tous les champignons (Lilly, 
1965b), ce qui semble le cas pour la souche P6, dans les 
conditions étudiées. 

En effet, le retrait du MnS04,HzO permet, pour une croissance 
similaire, une augmentation de la production (de 44%) et du 
%75/60 (de 16 points), Ce composé semble inhiber en partie la 
production du complexe enzymatique, dans les conditions étudiées. 

ft&& du FeSOq, 7H20 chcZait6 p m  de 
1 ' EDTA 

Le rôle du fer agit par son incorporation dans des 
métabolites (catalase, cytochromes, ferrichromes, pigment...). Le 
fer est considéré comme un élément essentiel pour tous les 
champignons (Lilly, 1965b). Le fer a été cité comme stimulateur 
de la production d'amylase par A.otyzae (Steiner, 1960). Par 
contre, son effet n'a jamais été signalé, au laboratoire, sur ce 
même enzyme produit par un mutant d ' A .  atyzae (~eprez , 1977 ; 
Malard, 1981, Remy, 1984). 

Une observation différente est faite pour le retrait du FeS04 
chélaté par de 1'EDTA. En effet, dans ce cas, on constate une 
chute de croissance de 42% après 3 jours parallèlement à une 
augmentation légère de la production enzymatique (de 20%) pour un 
rapport 75/60 similaire. La production enzymatique relative au 
poids sec est, alors augmentée fortement (de 110%). L'action du 
fer sur la croissance est donc vérifiée (Lilly, 1965b) mais, cet 
élément semble inhiber la production du complexe enzymatique 
étudié (amyloglucosidase et CY-glucosidasej. 

$:a& du ft&& d a  4  me^ m i n e w  : 
MnSO4, H20; ZnSO4, 7H20; CUSO~, 5H20 & 
FeSOq, 1H20 chcZat6 parc. ttEVTA 

Le retrait de ces 4 éléments mineurs entraîne une chute de la 
croissance de 812, de la production enzymatique de 53% et une 
légère baisse du %75/60 (de 10 points). L'effet du retrait du 
zinc et du cuivre est, dans ce cas, négatif sur la croissance et 
la production enzymatique est sera vérifié dans l'expérience 
suivante. 

b) Production du complexe amyloglucosidasique et sa 
thermostabilité en fonction de quelques carences minérales 

Une deuxième expérience (fig.29) a été réalisée dans des 
conditions identiques à la première à l'exception du taux d'azote 
(apport de 2,8 g/l au lieu de 0,94 g/l de NH4N03). Cette 
modification a été apportée dans le but de travailler dans des 
conditions optimales à 37OC. 



FIGURE 29: Production de l'activité amyloglucosidasique (A.AH, 60°C) et 
rapport des activités 75/60, exprimé en pourcentage, en fonction 
du retrait ou de l'apport de sels minéraux. (mesures a 4 et a 7 
jours. 37°C). 

MESURES 14 iJ $ A 7 J. n 

Légende: 1. Milieu complet (MC) 

2. MC + NaCl 
3. MC - CuSO,,,SH,O .. 
4. MC - ZnSO4,JE,0 - 



f: &et de t 'appotct de NaCl à J g/& 
Ce composé agit, dans le métabolisme fongique, par l'apport 

d'ion chlorure et d'ion sodium mais, également par modification 
de la pression osmotique du milieu. L'apport de NaCl n'entraîne 
que peu de variation du comportement de la souche P6. Une legere 
chute de production est observée à 4 jours de culture (-14%) mais 
une production similaire est obtenue à 7 jours de culture. Ces 
éléments, sodium et chlore, ne sont pas nécessaires à la 
production du complexe enzymatique étudié, la variation de la 
pression osmotique, induite par ceux-ci, n'influence pas non plus 
la production du complexe. De plus, la composition du complexe ne 
semble pas changer, les rapports 75/60 ne variant pas. 

* &et du ~e;trtaLt du c u i v ~ e  
Le cuivre est requis par les champignons pour une croissance 

normale à des taux de 0,01 à 0,l ppm, un excès de cuivre pouvant 
être toxique (Lilly, 1965b). Cet élément exerce un effet sur la 
synthèse de la nitrite réductase et de l'hyponitrite réductase et 
dans différentes oxydases. 

Le cuivre semble indispensable. En effet, son retrait 
provoque une chute de production (de 41% à 4 jours et de 54% à 7 
jours de culture). L'effet du cuivre sur le 275160 semble 
légèrement négatif pour la production final. Le retrait du cuivre 
entraîne une augmentation légère du %75/60 de 17% points à 7 
jours. Le cuivre favorise donc plus la synthèse d'amylogluco- 
sidase que celle d'a-glucosidase. 

*Met du tt&aLt du zinc 
L'importance essentielle du zinc dans la croissance et le 

métabolisme fongique a été confirmée de nombreuses fois 
(Cochrane, 1958; Lilly, 1965b; Gupta et al., 1977). Un effet de 
toxicité peut être exercé à hautes concentrations. Le zinc est un 
constituant de nombreux enzymes d'où la recherche de son effet 
sur la production de notre complexe enzymatique. Une limitation 
du taux de zinc peut induire une accumulation d'acides organiques 
pour une croissance insuffisante (Cochrane, 1958). De plus, 
S.Hayashida (1975) a montré que la sélection des différents 
isoenzymes d'amyloglucosidases pouvait être réalisée en jouant 
sur le taux de zinc en association avec des modifications de la 
source d'szote. Aucun effet significatif n'est observé sur le 
%75/60 par le retrait du zinc. Les 2 enzymes, constituant le 
complexe, présentent donc un comportement équivalent vis à vis du 
retrait de cet élément. 

Le retrait du zinc est suivi également par une chute 
importante de la production enzymatique (de 52% à 4 jours et de 
43% à 7 jours). L'effet du zinc est vérifié dans la production de 
notre complexe enzymatique. 



FIGURE 30: Production de l'activité amyloglucosidasique (A.AM, à 60°C) et 
rapport des activités 75/60, exprime en pourcentage, en fonction 
de la forme d'apport du potassium et du phosphore. (mesures à 3, 
4 et 5 jours. 37°C). 

KH2P04 K2HPOk 
0,36 g/l de 0,18 g/l de 

Phosphore Phosp;.ore 



c) Vérification de l'effet du phosphate sur la 
production du complexe enzymatique et sur sa thermostabilité 

Dans la première experience; nous avons observé que le 
retrait du KH2P04 induisait une chute de production enzymatique. 
Malgrè l'apport, en petite quantité, de phosphate par le 
Ca(H2P04)2, 2H20, nous ne pouvons attribuer, réellement, cet 
effet au potassium ou au phosphore, ou déterminer la part de 
chacun. Aussi une troisième experience (fig.30) a comparé, pour 
une même concentration en potassium, l'effet du phosphate à 2 
niveaux (0,18 et 0,36 g/l de phosphore), par l'apport de ces 
éléments soit par le KH2PO4, soit par le K2HP04. Le milieu de 
culture a été le milieu P6 où le KH2P04 à 1,6 g/l a été remplacé 
par 1,O g/l de K2HP04. Les essais ont été incubés à 37°C pendant 
3, 4 et 5 jours. 

Quand ie K2HP04 (0,18 g/l de phosphore) est utilisé, une 
chute de production enzymatique est observee de 35% au 3ème, de 
21% au 4ème et de 45% au 5ème jour. Les %75/60 sont très proches 
dans les 2 cas, donc la baisse du taux de phosphore de 50% 
influence la production des 2 enzymes formant le complexe de 
manière identique. Il semblerait que la baisse du %75/60 observee 
dans la première expérience soit due au potassium. Le phosphore 
testé à ces taux vérifie que la souche P6 est également exigeant 
en cet élément pour la synthèse des enzymes du complexe 
amyloglucosidasique. 

Conclusion 

En résumé de ces études, on peut noter, pour les conditions 
étudiées : 

- l'effet favorable pour la production enzymatique et pour la 
croissance, du Thetlmoaclca munetaceu, des éléments suivants: 
potassium, phosphore, magnésium, soufre, cuivre et zinc, 

- l'effet défavorable du manganèse sur la production du complexe 
enzymatique, mais sans effet sur la croissance de celui-ci, 

- .l'effet de fer défavorable pour la production du complexe 
enzymatique mais bénéfique pour sa croissance, 

- le chlorure de sodium ne semble pas nécessaire à la production 
enzymatique ou son apport en tant qu'impureté des autres sels 
suffit aux besoins du Th.cnmtaceun (souche P6). 





II.- LES BESOINS EN VITAMINES DE THERMOASCUS CRUSTACEUS (souche 
P6 ) - 

Les champignons, comme tout autre organisme, nécessitent 
parfois des taux faibles de composés organiques spécifiques pour 
croître. La cellule peut synthétiser ses propres besoins en un ou 
plusieurs facteurs de croissance ou peut être dépendant, en 
partie ou totalement, d'un apport externe (Cochrane, 1958). 

Les vitamines les plus couramment nécessaires aux champignons 
sont la biotine (apportée généralement en excès à 5 ugjl) et la 
thiamine ( à  100 pg/l) (Fries, 1965). Les besoins en d'autres 
vitamines sont beaucoup plus rares (Cochrane, 1958), et peuvent 
être fonction des autres facteurs nutritifs et physiques (Fries, 
1965). La thiamine (vitamine B1) entre en jeu comme coenzyme de 
nombreux enzymes (cocarboxylase, transketolase ... ) d'où un effet 
sur le métabolisme pyruvique et du cycle de Krebs. La biotine 
(vitamine H) est nécessaire à de nombreuses levures et champi- 
gnons. .Elle agit également sur la carboxylation de l'acide 
pyruvique et sur la synthèse d'acides gras essentiels. Les 
champignons déficients en biotine le sont souvent en thiamine, 
(Cochrane, 1958; Fries, 1965). 

La bonne croissance de notre souche en milieu liquide ou 
solide, dépourvu de vitamines, ainsi que sa bonne production 
d'enzyme signifient que, si besoin en vitamines il y a, ceux-ci 
sont minimes. 

1 1.- Méthodes d'étude 

Nous avons seulement vérifié si l'apport des 2 vitamines les 
plus importantes (thiamine et biotine) favorisait ou non la 
production enzymatique (fig.31) et l'effet de chacune de ces 
vitamines sur la croissance du T h v i o a c u n  ct~unXaceun ( f ig .32). 
Une solution vitaminée regroupant de nombreuses vitamines 
(biotine à 5 ~g/l, thiamine, pyridoxine, choline, acide folique, 
panthoténate de sodium, acide nicotinique, cyanocobalamine et 
riboflavine à 100 ~g/l) a également été essayée (fig.31). 

Avant cette étude sur les besoins vitaminiques, la souche P6 
a été transférée 3 fois sur le milieu gélosé Sp.Th pour éliminer 
toutes traces de vitamines avant constitution de l'inoculum. 

Les expériences présentées dans les figures 31 et 32 ont été 
réalisées dans les conditions suivantes: 

- culture en fioles de Roux ensemencée par 20. 105 conidies âgées 
de 3 jours sur milieu Sp.Th. à 4S°C, 

- milieu de culture: P6, 
- température de culture: 37°C. 



FIGURE 31: Production d e  l'activité amyloglucosidasique (A.AM, à 60°C) en 
fonction de l'apport de vitamines. (mesures à 4 et a 7 jours. 
milieu P6. 3 7 " ~ ) .  

IZ 6 JOURS 

UESURES A 

7 JOURS fl 

Léaende: T. Milieu témoin (MT) 
1. MT + 5 p g / l  de biotine 

2.  MT + 106 pg/ 1 de thiamine 

FIGURE 32: Croissance (PS) du Thmoancun clrwtacew (P6) en fonction de 
l'apport en biotine et en thiamine. (mesures a 4 et a 7 jours. 
milieu Pb. 37°C). 

Léaende: T. Milieu témoin (MT) 
1. MT + 5 5g/: de bintine 

+ 100 pg/l de thiamine 
2. MT + Solution polyvitaminée 



2.- Résultats 

L'observation de la figure 31 nous montre que la production 
au 4ème jour n'est pas modifiée par l'apport de vitamines, tandis 
qu'au 7ème jour on constate une lègère amélioration des 
productions moyennes (14%). 

L'apport de la solution vitaminée complexe n'améliore pas la 
production enzymatique plus que l'apport des seules biotine et 
thiamine. Aucune des autres vitamines testées n'augmente donc la 
production du complexe aux concentrations utilisées. 

La figure 32 représente la croissance obtenue sur le milieu 
P6 additionné des 2 vitamines. La croissance à 4 jours est 
supérieure dans le cas d'apport de la biotine et de la thiamine, 
les croissances à 7 jours restant similaires. Elles agissent donc 
en stimulant le départ de la croissance. 

Il apparaît donc que les vitamines ne sont pas indispensables 
à la croissance de notre champignon et à sa production du 
complexe enzymatique, mais qu'un apport les stimule, nous sommes 
donc en présence d'un besoin partiel dans ces vitamines. 

CONCLUSION 

Les exigences en éléments minéraux sont variables selon les 
espèces fongiques mais réelles, en effet le besoin indispensable 
en de nombreux éléments minéraux est effective chez les végétaux 
quels qu'ils soient, car ces éléments minéraux possedent de 
nombreux rôles métaboliques (constituant d'enzyme, rôle de 
transporteur d'électron, d'énergie ... ) et physiologiques 
(interactions ioniques, perméabilité membranaire ... ). Les 
exigences particulières à notre champignon étaient donc 
indispensables a déterminer. Par contre, certains organismes 
fongiques possedent la capacité de produire leurs propres 
facteurs de croissance (ou vitamïnes), mais le besoin en 
certaines vitamines peuvent exister et la détermination de 
celui-ci était nécessaire pour connaître toutes les capacités du 
Th.crtuntacem (souche P6). Seul un besoin partiel en biotine et 
en thiamine a été observé pour la production du complexe 
enzymatique. 
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CONCLUSION DE LA DEUXIEME PARTIE 

Dans cette étude, suivie selon la méthode unifactorielle en 
culture statique, nous avons cerné les besoins culturaux de la 
croissance pondérale de Thmoancw mutaceun (P6), de sa 
production du complexe enzymatique (amyloglucosidase et 
a-glucosidase) et de la composition de ce complexe. 

L'influence de l'inoculum sur la production enzymatique de 
Thmaancm muZacem (P6) a été observée et demeure un point 
important à prendre en compte pour toute étude de production 
enzymatique. 

L'influence des températures et pH de culture sur la 
croissance et la production enzymatique a également été étudiée 
et a permis d'observer un comportement particulier de ce 
champignon à 30°C pour la production enzymatique. 

L' induction partielle de la production du complexe 
enzymatique étudiée, règle courante pour les enzymes 
amylolytiques, a été vérifiée chez notre souche. De plus 
l'absence de répression catabolique par le glucose nous indique 
que les mécanismes de synthèse de ces enzymes ne subit pas de 
retro-inhibition. 

La composition du complexe enzymatique est fonction de la 
nature de la source d'azote et de la composition minérale du 
milieu de culture. 

De fortes concentrations en carbone et en azote limitent la 
production enzymatique mais l'emploi de fortes teneurs en carbone 
stimule fortement la croissance. 

La composition minérale du milieu de culture influence 
fortement le comportement de notre champignon, ainsi la 
croissance nécessite l'apport de potassium, phosphore, magnésium, 
soufre, fer, cuivre et zinc et la production enzymatique des 
mêmes éléments exception faite de fer. 

Un besoin partiel en biotine et en thiamine a également été 
observé pour stimuler le départ de la croissance et de la 
production enzymatique. 

L'interprétation de ces différentes observations demanderait 
a être vérifiée en système agité, système très différent du 
système statique par une aération, une immersion du mycélium et 
une agitation amenant un comportement fongique particulier. 





IIIème PARTIE 

RECHERCHE DES CONDITIONS OPTIMALES DE LA PROWCT ION 

AMYLOCLUCOSIDASIQUE A THERMOSTABILITE AMELIOREE 

PAR ïHERMOASCüS CRUSTACEUS (P6) EN SYSTEME AGITE, 

PAR L'APPLICATION DE MODELES WLTIFACTORIELS 





L e s  résul ta t s ,  p r é c é d e m m e n t  ob tenus  e n  f io l e s  d e  Roux (sys tème 
s ta t ique)  par  l a  m é t h o d e  d i t e  "un f a c t e u r  à l a  fois", o n t  pe rmis  d e  
soulever  l e  problème d e  l ' ex i s t ence  d e  var ia t ions  d e s  o p t i m u m s  e n  
fonct ion  d e s  condit ions d ' é tude  (exemple : t e m p é r a t u r e ,  taux  d ' a z o t e ,  
... ), p a r  l e  jeu d e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s .  

Ainsi, pour une  deux ième  é t u d e  d e s  condi t ions  d e  production en  
s y s t è m e  ag i t é ,  néces s i t an t  é g a l e m e n t  l e  con t rô l e  d e  nombreux f a c t e u r s ,  
i l  s'est a v é r é  nécessa i re  d 'ut i l iser  d e s  mé thodes  basées  sur  des  données  
s t a t i s t i ques  p e r m e t t a n t  d 'é tudier  plusieurs  f a c t e u r s  e n  para l lè le  : les  
mé thodes  mul t i fac tor ie l les .  En e f f e t ,  l ' é tude  d e s  var ia t ions  d e  ces 
nombreux f a c t e u r s  d e m a n d e  le  sout ien  d e  mé thodes  m a t h é m a t i q u e s  pour 
pouvoir c e r n e r  l 'op t imum rée l  recherché .  II est à r emarque r  q u e  le  
domaine  d 'appl ica t ion  d e  ces mé thodes  e s t  l a rge  et non l imi t é  à l a  
Biologie. 

D a n s  l e  p r e m i e r  c h a p i t r e  d e  cette t r o i s i è m e  p a r t i e ,  u n e  
bibliographie rap ide  p r é s e n t e r a  les  d i f f é ren te s  mé thodes  u t i l i sables  e t  
c e r t a i n e s  d e  l e u r s  a p p l i c a t i o n s  d a n s  l e  d o m a i n e  b i o l o g i q u e .  





C H A P I T R E  1 

B 1 BL IOGRAPH 1 E DES D IFF ERENTES METHODES 
WLTIFACTORIELLES ET PRESENTATION 

W PROBLEME A ETUDI ER 





1. - BIBLIOGRAPHIE 

G.W. Snedecor  et W.C. Cochran  (1957) m o n t r e n t  l a  d i f f icu l té ,  e n  
R e c h e r c h e  fondamen ta l e  ou appliquée,  d e  c e r n e r  par  l a  m é t h o d e  d e  "un 
f a c t e u r  à l a  fois" l ' é tude  d e  problème c o m p o r t a n t  d e  nombreuses  
variables. 

R. Greasham et E. Inamine  (1 986) r é s u m e n t  l e s  condi t ions  requises 
pour l e  déve loppemen t  industr iel  d 'un milieu d e  production. L a  mise a u  
point  d e  ce milieu nécess i t e  l e  choix d e  sou rces  d e  carbone ,  d ' azo te ,  d e  
phosphore, d e  soufre ,  d e  microé léments ,  l a  r e c h e r c h e  d 'une  sou rce  
d 'énerg ie  qui  amé l io re  l a  production du m é t a b o l i t e  dés i r é  et sa 
récupéra t ion ,  sans  oublier  l ' é tude  d e s  condi t ions  physiques d e  cul ture.  
D ' a u t r e s  cons idéra t ions  sont  é g a l e m e n t  à prendre  e n  c o m p t e  c o m m e  l e  
c o û t  d e s  nu t r imen t s  (cons t i tué  par  leur prix mais  é g a l e m e n t  leur  
t r a n s p o r t  et l e u r  s t o c k a g e ) ,  l e  c o û t  d e s  p r é t r a i t e m e n t s ,  d e  l a  
s té r i l i sa t ion ,  ... En cons idérant  t o u s  ces f a c t e u r s ,  il est nécessa i re  et 
indispensable d e  t r ava i l l e r  a v e c  d e s  modèles mul t i f ac to r i e l s  pour t ro is  
raisons : l e  t e m p s  t r è s  long pour réa l i ser  les  d i f f é r e n t e s  expér iences ,  l e  
r i sque  majeur  d e  n e  pas  a t t e i n d r e  l 'op t imum r é e l  et l ' impossibi l i té  d e  
saisir  l e s  i n t e rac t ions  e n t r e  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  pa r  l ' é tude  "d'un f a c t e u r  
à l a  fo i s "  ( D e s h a y e s ,  1 9 8 0  ; G r e a s h a m  e t  I n a m i n e ,  1986). 

P. P i l a t  et ses co l l abora t eu r s  (1976) et C.M.P. Deshayes  (1980) 
r é sumen t  l e s  d i f f é r e n t e s  expé r i ences  f ac to r i e l l e s  ut i l isées à ce jour, e n  
les  c l a s san t  e n  2 g roupes  : l e s  mé thodes  d e  r e c h e r c h e  d i r e c t e  et ce l l e s  
p e r m e t t a n t  l ' é tab l i ssement ,  pour l a  réponse,  d 'un modèle mathémat ique .  

1. - L e s  m é t h o d e s  d e  r e c h e r c h e  d i r e c t e  

L e s  c a r r é s  l a t i n s  e t  gréco-lat ins,  la  m é t h o d e  du simplex et l a  
mé thode  d e  Rosenbrock cons t i t uen t  d e s  mé thodes  d e  r e c h e r c h e  d i r e c t e  
c o u r a m m e n t  u t i l i sées  e n  Biologie. 

J. Auden et ses co l l abora t eu r s  (1967) o n t  ut i l isé  l a  mé thode  des  
c a r r é s  gréco-lat ins pour la  s é l ec t ion  des  c o n s t i t u a n t s  d'un milieu d e  
product ion  d 'ant ibiot ique.  C e t t e  mé thode  p e r m e t  d ' e f f ec tue r  un premier  
choix, souvent  qual i ta t i f  et peu t  cons t i t ue r  l a  p remiè re  é t a p e  d'une 
é tude .  

L a  mé thode  du simplex est souvent  u t i l i sée  e n  Ch imie  (Long, 1969 ; 
Deming et Morgan, 1973) mais  moins souvent  e n  Biologie (Dumenil et 
al., 1975b). G. Dumeni l  et ses co l l abora t eu r s  (1975b) o n t  op t imi sé  l a  
bioconversion du DL homoser ine  e n  L threonine  p a r  Entc~obactc~ cloacae 
par  l 'ut i l isat ion d'un modèle  simplex. 

L a  m é t h o d e  d e  R o s e n b r o c k ,  m o d i f i é e  p a r  V o t r u b a  e t  s e s  
co l l abora t eu r s  (1975) p e r m e t  c o m m e  l a  m é t h o d e  du  simplex une 
opt imisa t ion  progressive.  

L 'ut i l isat ion d e  ces 2 d e r n i è r e s  mé thodes  (simplex et Rosenbrock) 
r e s t e  r a r e  e n  Biologie, ce qui est dommage  c a r  il s ' ag i t  d e  mé thodes  
f a c i l e m e n t  applicables,  e n t r e  au t r e s ,  aux c u l t u r e s  e n  f e r m e n t e u r  où l e  
m a t é r i e l  est une condi t ion  l i m i t a n t e  a d e  nombreuses  expé r i ences  e n  
paral lèle .  



FIGURE 33: Schéma d'optimisation par la méthode Surface-Reponse pour 2 
paramètres. (D'après Deshayes, 1980). 

1 
lèlee é tape :  p l r n  f a c t o r i e l  

2 ecie é tape :  dép? acement sur  l a  l i g n e  de l a  
p l ~ s  ;:-ande penc i .  

é t ape :  F I  i - i ,  cer.:ré composé 



2. - Méthodes  p e r m e t t a n t  l ' é t ab l i s semen t  d'un modèle  ma thé -  
m a t i q u e  

C e s  m é t h o d e s  mul t i fac tor ie l les  p e r m e t t a n t  l ' é t ab l i s semen t  d'un 
modè le  l inéa i re  s o n t  : 

- l e s  m a t r i c e s  d 'Hadamard ,  
- l a  m é t h o d e  d e  s u r f a c e  réponse. 

G r â c e  aux  m a t r i c e s  d 'Hadamard  (Plackett-Burman,  1943), é t u d e  d e  
x f a c t e u r s  à 2 niveaux e n  x + 1 expér iences ,  il est possible d e  c e r n e r  les  
e f f e t s  principaux d e  chaque  f a c t e u r  sur  l a  ou  l e s  réponses  é t u d i é e s  mais  
non d e  saisir l e s  i n t e rac t ions  possibles e n t r e  ces d i f f é r e n t s  pa ramè t re s .  
M. D e  Meo et ses  co l l abora t eu r s  (1985) o n t  opt imisé  un mil ieu d e  
product ion  d'un p igment  bleu par  Stzeptomqces coe4icoPoz par  cette 
méthode .  

L a  mé thode  d e  s u r f a c e  réponse  (Box et Wilson, 1951) est c o n s t i t u é e  
d e  3 é t a p e s  : 

- un plan f a c t o r i e l  à 2 niveaux (- 1, + 1) qu i  p e r m e t  d ' é t ab l i r  un modèle  
l inéaire,  d e  sa is i r  l e s  i n t e rac t ions  e n t r e  les  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  et 
d 'envisager  l a  d i rec t ion  d e  l 'op t imum r e c h e r c h é  ; 

- l a  r e c h e r c h e  d e  l a  zone  op t ima le  selon la d i rec t ion  d e  l a  plus g rande  
p e n t e  : g r â c e  aux r é s u l t a t s  d e  l ' é t a p e  précédente ,  les  réponses  
é t u d i é e s  s e ron t  mesurées  pour d i f f é r e n t s  points  s i tués  sur  la  d i r ec t ion  
d e s  réponses  op t ima les  ; 

- un plan c e n t r é  composé  qui, a u  voisinage d e  l 'opt imum déce lé  p récé -  
d e m m e n t ,  va  p e r m e t t r e  d 'é tudier  chaque  f a c t e u r  pour 5 niveaux (-Ci, 
-1, 0, +1,  +a) .  

L a  f igure  33 (selon Deshayes,  1980) r é s u m e  les  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  
d e  l a  su r f ace  réponse  pour l ' é tude  d e  2 f a c t e u r s  s imu l t anémen t .  

C e t t e  m é t h o d e  e s t  u t i l i sée  c o u r a m m e n t  dans  les  é t u d e s  biologiques 
d a n s  s o n  i n t é g r a l i t é  o u  p a r t i e l l e m e n t .  A ins i  3 .  A u d e n  e t  ses 
co l l abora t eu r s  (1967), a p r è s  avoi r  s é l ec t ionné  les  é l é m e n t s  cons t i t u t i f s  du 
mil ieu d e  product ion  d 'an t ib io t ique  par  un c a r r é  gréco-lat in,  o n t  op t imi sé  
ce milieu par  l 'u t i l i sa t ion  d e  p lans  fac tor ie l s .  

L ' o p t i m i s a t i o n  d ' u n  m i l i e u  d e  p r o d u c t i o n  d e  s u b s t a n c e s  
an t i fongiques  pa r  Stzeptomyces vizido64avus (Mc Daniel  et al., 1976), l a  
bioconversion d e  l a  DL homoser ine  e n  L threonine  p a r  Entezobactez 
cloacae (Dumenil et al., 1975a), l 'op t imisa t ion  d'un milieu d e  production 
d ' ac ide  gibbérel ique par  Fusazium moni4i6ozme (Maddox et R iche r t ,  
1977), l ' é tude  d e  la  d i f f é renc ia t ion  conid ienne  d e  Ckviceps puzpuzea 
(Sanglier,  1977) et l 'op t imisa t ion  d e  la  c ro i s sance  et d e  l a  sporula t ion  d e  
ConidioboPus obscuzus ( L a t g é  et S a n g l i e r ,  1985)  s o n t  q u e l q u e s  
appl ica t ions  d e  l a  mé thode  s u r f a c e  r éponse  e n t i è r e  ou par t ie l le .  



TABLEAU 23 : Croissance mycél ienne et production du complexe 
amyloglucosidasique (dosée à 60°C) par le Th. 
crustaceus, en système agité, en fonction de 
différentes sources de carbone et d'azote. 
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II. - PRESENTATION DES DONNEES ET DU PROBLEME, EXPERIENCLS 
PRELIMIN AIRES 

J.J. Sangl ie r  (1977) et C.M.P. Deshayes  (1980) o n t  t o u s  deux 
longuement  ins is té  sur  l a  néces s i t é  d e  p lani f ie r  et d e  déf in i r  le  domaine  
expé r imen ta l .  Leur s  propos se ré sumen t  e n  : 

- l a  dé t e rmina t ion  d e  l ' é tude  à réa l i ser  passant  par  l e  r e c e n s e m e n t  des  
f a c t e u r s  supposés inf luant  sur  l e  p rob lème  et leur  c l a s semen t .  A ce 
niveau  d e  planif icat ion,  d i f f é r e n t e s  c o n t r a i n t e s  ( l iées aux c a p a c i t é s  
matér ie l les ,  biologiques, industr iel les)  o r i e n t e n t  l e  choix des  f a c t e u r s  
et d e  leurs  niveaux. Il f a u t  souligner  l a  t r è s  g r a n d e  i m p o r t a n c e  du 
choix d e s  niveaux pour n e  pas conc lu re  t r o p  v i t e  à l ' absence  
d ' inf luence  d 'un f a c t e u r  et pour a t t e i n d r e  plus v i t e  un r é s u l t a t  
s a t i s f a i san t  ; 

- l a  dé t e rmina t ion  d e s  réponses  à é t u d i e r  et d e  l eu r s  condi t ions  ; 

- l e  c h o i x  d u  ou  d e s  m a t r i c e s  m u l t i f a c t o r i e l l e s  à u t i l i s e r  ; 

- l a  vér i f ica t ion  d e  l a  s ignif icat ion d e  l 'expérience,  par  la  multipli- 
c a t i o n  d e s  mesures  a u  sein d'un essai, l e s  r épé t i t i ons  d e  l ' expér ience  
et l ' in t roduct ion  d e  t émoins  d a n s  l'essai. 

Dans  l e  cas d e  l 'opt imisat ion d e  l a  production du complexe  
e n z y m a t i q u e  et d e  sa  t he rmos tab i l i t é  par  l a  souche  P6 d e  Thezmoa~cu~ 
czubtaceus ,  l e s  é t u d e s  réa l i sées  e n  s y s t è m e  s t a t i q u e  p e r m e t t e n t  d e  
donner une base  pour planif ier  n o t r e  expér imenta t ion .  

1. - Déte rmina t ion  du p rob lème  à é t u d i e r  

L ' ensemble  des  f a c t e u r s  supposés inf luents  s e r a  p r é s e n t é  dans  
l ' é t u d e  selon l e s  m a t r i c e s  d 'Hadamard  (chapi t re  IV). L e s  niveaux d e  
c h a q u e  f a c t e u r  s e ron t  p ré sen té s  pour chaque  expé r i ence  mul t i fac tor ie l le .  

L ' inf luence  d e  l a  t e m p é r a t u r e ,  don t  l ' e f f e t  sur  l a  production est 
impor t an t ,  n ' a  pas  été vé r i f i ée  e n  ra ison  d e  l ' impossibi l i té  d 'obteni r  
s imu l t anémen t  plusieurs  niveaux pour ce f a c t e u r  e n  s y s t è m e  agi té .  C e t t e  
t e m p é r a t u r e  a été f ixée  à son op t imum é tab l i  e n  s y s t è m e  s t a t i q u e  : 
37°C. ~ i f f é r e n t e s  observa t ions  e n  s y s t è m e  agi té ,  r éa l i s ées  lors  d e  l a  
s é l ec t ion  d e s  souches  (Ière part ie) ,  o n t  m o n t r é  qu 'une t e m p é r a t u r e  plus 
é l e v é e  (45°C) é t a i t  défavorable  a l a  production d 'enzyme.  

L e  choix d e s  sources  d ' a z o t e  et d e  ca rbone  a été réa l i sé  pa r  une 
expé r i ence  prél iminaire.  D i f f é ren te s  combinaisons d e  sou rces  d e  carbone ,  
s imple  ou combinée ,  et d ' azo te ,  s imple ou combinée  éga lemen t ,  o n t  été 
suivies pour leur  e f f e t  sur l a  c ro issance ,  la  production g lobale  d e  
l ' enzyme  et pour l a  t he rmos tab i l i t é  du complexe  produit  (suivie pa r  l e  
r a p p o r t  des  a c t i v i t é s  dosées  à 75°C et à 60°C)  ( tableau 23). Il a u r a i t  été 
possible i c i  d e  passer  par  l 'ut i l isat ion d ' une  m a t r i c e  e x p é r i m e n t a l e  plus 
économique  c o m m e  un c a r r é  l a t i n  ou gréco-lat in,  mais  l e  nombre  choisi  
d e s  f a c t e u r s  à suivre é t a n t  peu  é levé ,  l 'observat ion d e s  d i f f é r e n t e s  
combinaisons  était envisageable.  

L e  t ab l eau  23 r é sume  l e s  r é s u l t a t s  obtenus  ; l es  condi t ions  
cu l tu ra l e s  sont  p ré sen tées  e n  a n n e x e  du tab leau .  



Au r e g a r d  d e  ce tableau ,  il f a u t  no te r  l e  rô le  i m p o r t a n t  joué p a r  
l e s  sources  d ' azo te  ammonica l ,  dans  l e s  condi t ions  étudiées.  L 'emploi  d e  
l a  f o r m e  n i t r é e  ( n i t r a t e  d e  sodium) l i m i t e  cons idérablement  l a  c ro i s sance  
d e  la  souche  P 6  a ins i  q u e  sa product ion  enzymat ique ,  tandis  q u e  l 'emploi  
d e s  d e u x  f o r m e s  a m m o n i a q u é e s  ( n i t r a t e  d ' a m m o n i u m  et s u l f a t e  
d 'ammonium) p e r m e t ,  e n  assoc ia t ion  a v e c  les  sou rces  c a r b o n é e s  dé r ivées  
d e  l 'amidon,  une e x c e l l e n t e  c ro i s sance  et d e  bonnes product ions  du 
complexe  enzymat ique .  L 'ut i l isat ion d e s  sou rces  d ' azo te  organique,  
e x t r a i t  d e  levure  et mélanges  d ' ac ides  aminés ,  l imi t en t  f o r t e m e n t  l e s  
c ro issances  et product ions  du complexe  amyloglucosidasique,  e n  s y s t è m e  
a g i t é ,  à l ' i n v e r s e  d e  ce q u i  est  o b s e r v é  e n  c u l t u r e  s t a t i q u e .  

P a r m i  l e s  sou rces  d e  ca rbone  examinées ,  t ro i s  sont  d e s  dér ivés  d e  
l 'amidon (amidon na ture l ,  MD02,  glucose)  r e m a r q u é s  pour l eu r  bonne  
inc idence  su r  la  product ion  d ' e n z y m e  e n  s y s t è m e  s ta t ique .  C e t t e  
observa t ion  est c o n f i r m é e  ici. 

La  q u a t r i è m e  source  testée est un mé lange  d e  glucose et d ' a c é t a t e  
d e  sodium. Son u t i l i sa t ion  n e  p e r m e t  pas une  bonne product ion  d e  
biomasse et d ' enzyme  ma lg ré  l a  p ré sence  d e  50 % d e  c a r b o n e  sous  
f o r m e  d e  glucose. il acétate, m é t a b o l i t e  i n t e rméd ia i r e  du cyc le  d e  
Krebs, inhibe  la  c ro i s sance  et l a  product ion  du complexe ,  dans  l e s  
condit ions d e  l 'essai.  

En conclusion d e  cette expé r i ence ,  d i f f é r e n t s  choix o n t  été fa i t s .  
L a  source  d e  c a r b o n e  choisie  a été l e  MD02 ,  c a r  il est plus f a c i l e  
d 'u t i l i sa t ion  que  l 'amidon na tu re l  (non soluble)  e t  p e r m e t t r a  d e s  
c o m p a r a i s o n s  a v e c  l e s  e s s a i s  e n  s y s t è m e  s t a t i q u e .  L e  n i t r a t e  
d 'ammonium a été pr is  c o m m e  source  d ' a z o t e  dans  l a  p r e m i è r e  m a t r i c e  
d 'Hadamard ,  mais  pa r  la  su i t e  une  compara ison  e n t r e  l e  n i t r a t e  
d 'ammonium et l e  s u l f a t e  d ' ammonium s e r a  réa l i sée .  

2. - Déte rmina t ion  d e s  r éponses  à é t u d i e r  

Dans  cette é t u d e ,  l ' a c t iv i t é  du complexe  enzymat ique  est toujours  
dosée  à d e u x  t e m p é r a t u r e s  : 60°C ( réponse  Y I )  et 75OC ( réponse  YZ), ce 
qui  p e r m e t  d 'appréhender  l a  t he rmos tab i l i t é  du complexe  e n z y m a t i q u e  
par  le  r a p p o r t  d e s  a c t i v i t é s  à 75OC et à 60°C expr imé  e n  pourcen tage  
(réponse Y ). L a  c ro i s sance  d e  l a  souche  a é g a l e m e n t  été suiv ie  par  l a  3 .  mesure  du  poids sec (réponse YS4) pour observer  l ' e f f e t  d e s  d i f f é r e n t s  
f a c t e u r s  sur  l e  mé tabo l i sme  géne ra l  du champignon.  Enfin, pour vér i f ie r  
s i  l ' e f f e t  d 'un f a c t e u r  sur l a  product ion  e n z y m a t i q u e  est l ié  ou non à l a  
croissance,  nous a v o n s  r a p p o r t é  l e s  a c t i v i t é s  a u  poids d e  mycél ium sec 
(réponse Y - a c t i v i t é  dosée  à 60°C/poids sec ; Y6 = a c t i v i t é  dosée  à 

5 - 75"C/poids sec). 

P e n d a n t  l ' é tude  e n  s y s t è m e  s t a t ique ,  les  mesures  (d ' ac t iv i t é  et d e  
croissance)  o n t  été réal isées,  e n  géné ra l ,  a p r è s  4 jours et 7 jours d e  
cul ture.  En  c u l t u r e  ag i t ée ,  condit ion t r è s  d i f f é ren te ,  l a  dé t e rmina t ion  d e  
l a  du rée  d e  c u l t u r e  est é g a l e m e n t  t r è s  impor t an te .  ~ i f f é r e n t e s  
manipulat ions pré l iminai res  o n t  m o n t r é  q u e  l e  t aux  d ' enzymes  dans  l e  
milieu était max ima l  e n t r e  2 et 3 jours, et que  ce t a u x  c h u t a i t  
r ap idemen t  par l a  sui te .  Aussi, l e s  d i f f é r e n t e s  mesures  o n t  été 
pra t iquées  ap rès  3 jours d e  cul ture .  



3. - Choix du ou d e s  modèl?s mul t i f ac to r i e l s  

L a  vérif icat ion- d e  l ' e f f e t  d e s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  e n  s y s t è m e  
s t a t i q u e  était nécessa i r e  et a été réa l i sée  e n  u t i l i sant  2 m a t r i c e s  
d 'Hadamard  successives.  C e s  deux m a t r i c e s  o n t  été ut i l i sées  pour des  
niveaux l égè remen t  d é c a l é s  pour essayer  d e  c e r n e r  l a  zone  opt imale .  

C e t t e  vér i f ica t ion  f a i t e ,  il é t a i t  i n t é re s san t  d 'é tudier  l e s  f a c t e u r s  
les  plus inf luents  et ceux  don t  l 'op t imum n 'ava i t  pas  été dé te rminé .  C e c i  
a été réa l i s é  par  I 'ut i l isat ion d'un plan f a c t o r i e l  comple t  a 2 niveaux (-1, 
+ l )  pour l ' é tude  d e  4 f a c t e u r s  a p p a r e m m e n t  influents .  

U n e  de rn iè re  expé r i ence  a été menée  par  l 'ut i l isat ion d 'un plan 
c e n t r é  composé  pour vér i f ie r  q u e  l a  zone  o p t i m a l e  d e  ces réponses  ava i t  
été e f f e c t i v e m e n t  a t t e i n t e .  

4. - Déte rmina t ion  d e  l a  s ignif icat ion d e s  r é s u l t a t s  

Celle-ci  est pe rmise  par l e s  r épé t i t i ons  in t e rnes  dans  l e s  plans 
expé r imen taux  et par  l a  mul t ip l ica t ion  d e s  essais. Au se in  d 'un plan 
mul t i f ac to r i e l  chaque  combinaison a été r é p é t é e  2 à 3 fo i s  et un témoin ,  
plusieurs  fois. D e  plus, chaque  p lan  a été réa l i s é  2 fois  success ivement .  
G r â c e  à ces nombreuses  répé t i t ions ,  une analyse  d e  va r i ance  a été f a i t e  
qui  a pe rmis  à l ' a ide  d 'un  test t d e  dé t e rmine r  l e  d e g r é  d e  signif icat ion 
d e  c h a q u e  e f f e t  principal  ou combiné ,  pour c h a q u e  f a c t e u r ,  sur  chaque  
réponse.  

D e  plus, pour vér i f ie r  l a  s ignif icat ion d e s  réponses  moyennes  et 
éva lue r  l a  s ignif icat ion globale d e  l a  ma t r i ce ,  nous avons  c o m p a r e r  les  
d i f f é r e n t s  coe f f i c i en t s  d e  var ia t ion  à ce lu i  du témoin.  L e  coe f f i c i en t  d e  
var ia t ion  (C.V.) cor respond au  pourcen tage  d e  l ' écar t - type  (ou déviat ion 
s t a n d a r d  : D.S) e t  d e  l a  m o y e n n e  d ' u n  é c h a n t i l l o n ,  s o i t  : 

D .S 
C.V. = - . 100 

m 

L a  signif icat ion globale d e  la  m a t r i c e  est e f f e c t i v e  s i  son 
c o e f f i c i e n t  d e  var ia t ion  est au moins  du double d e  ce lu i  d e s  témoins.  





C H A P I T R E  I I  





L e s  condi t ions  et l e  m a t é r i e l  d ' é t u d e  son t  t r è s  proches  d e  ceux 
p ré sen té s  dans  l a  p a r t i e  ~ a t é r i e l  et Méthodes  d e  l a  deux ième  part ie .  

1. - MATERIEL 

L a  c u l t u r e  a été réa l i s ée  e n  f io l e s  d tEr l enmeyer  d e  1 000 ml 
c o n t e n a n t  200 m l  d e  milieu. L ' ag i t a t ion  d e s  f io les  est a s su rée  pa r  une 
t a b l e  d 'ag i ta t ion  Biolaf i t te  ( t ype  AS 850) pouvant  suppor t e r  38 f io l e s  de  
1 000  ml. L a  c u l t u r e  a lieu d a n s  une c h a m b r e  t h e r m o s t a t é e  à 37°C +/-  
0,5"C. 

II. - METHODES 

1. - L'inoculum 

L'inoculum est p répa ré  d e  l a  m ê m e  manierg  q u e  d é c r i t  p. 4 0 .  L e  
t aux  d ' ensemencemen t  a été a u g m e n t é  à 100.10 conid ies  pour 200 ml 
d e  milieu d e  cu l tu re ,  pour p e r m e t t r e  une bonne ini t ial isat ion d e  l a  
cu l tu re ,  a p r è s  d i f f é r e n t s  essais.  

2. - Mesures 

Les  dosages  enzymat iques  et la  m e s u r e  du poids d e  mycél ium sec 
s o n t  réal isés d e  la f açon  d é c r i t e  p . i m  

3. - Calcu l  s t a t i s t i que  

L e s  ca lculs  s t a t i s t i ques  d e s  r é s u l t a t s  et leur s ignif icat ion o n t  été 
réa l i s é s  sur UNIV AC (SANDOZ) p r o g r a m m e  PUMA (p rogramme d 'ana lyse  
d e  régression mult i l inéaire)  par  l e s  bons soins d e  Monsieur J.J. Sanglier .  
C e s  ca lculs  r a s semblen t  l ' ana lyse  des  e f f e t s  principaux et secondai res ,  
leur  s ignif icat ion,  l a  s ignif icat ion des  modèles  é t ab l i s  et pour l e  plan 
c e n t r é  composé  les  ca lculs  nécessa i res  à la  réa l i sa t ion  des  courbes  
d ' isoréponses.  

L a  signif icat ion d e s  r é s u l t a t s  a été e s t i m é e  .par  l 'emploi  d'un test t 
pour un seuil d e  p = 0,l .  

4. - L e s  m a t r i c e s  d 'Hadamard  (Placket t -Burman,  1943) 

L a  c ro i s sance  et l a  production e n z y m a t i q u e  ont ,  t o u t  d 'abord,  été 
é t u d i é e s  g r â c e  à l 'emploi  d e  m a t r i c e s  d 'Hadamard .  

C e  sont  d e s  plans mul t i f ac to r i e l s  p e r m e t t a n t  d 'é tudier  N-1 f a c t e u r s  
e n  N expé r i ences  (avec N mult ip le  d e  4). Chaque  f a c t e u r  est é t u d i é  a 2 
niveaux codés  r ep résen té s  par  l e s  va leurs  -1 et + l .  C h a q u e  ligne d e  la  
m a t r i c e  cor respond à une  combinaison d e s  N-1 f a c t e u r s  pr i s  so i t  à leur  
niveau -1, so i t  a u  niveau + l .  L e s  niveaux é t u d i é s  peuvent  ê t r e  qua l i t a t i f s  
ou quant i ta t i f s .  D i f f é ren t s  a u t e u r s  p r é s e n t e n t  l a  cons t ruc t ion  d e s  
m a t r i c e s  d e  ce plan (Deshayes, 1980 ; Greasham et Inamine, 1986). 

Dans cette é tude ,  2 m a t r i c e s  à N = 12 expé r i ences  o n t  été 
réa l i s ées  ; ces m a t r i c e s  sont  r e p r é s e n t é e s  dans  l e s  t ab l eaux  25 et 28. 
Pour  chaque  combinaison établ ie .  a v e c  l ' a ide  des  m a t r i c e s  d 'Hadamard ,  la 



cro issance  mycél ienne  et l ' a c t iv i t é  du complexe  e n z y m a t i q u e  se ron t  
d é t e r m i n é e s  (réponses Y 1, Y 2, Y j, Y4, Y 5, Y6). 

Pour  chaque  réponse  (ex. : l a  c ro i s sance  mycélienne), une  valeur  
moyenne d e s  réponses  individuelles à chaque  milieu s e r a  ca l cu lée  : 

D e  plus, l ' e f f e t  pr incipal  d e  c h a q u e  f a c t e u r  sur  l a  réponse  é t u d i é e  
(ex. : l a  c ro i s sance  mycélienne) s e r a  é t ab l i  e n  ca l cu lan t  l a  d i f f é r e n c e  
moyenne d e s  réponses  individuelles a u  niveau (+I) d e  ce l l e s  du niveau 
(- 1 ). 

Ainsi, l ' e f f e t  du p remie r  f a c t e u r  (BI)  s e r a  : 

s igma  (+) - s igma  (-) 
BI = 

12 

où : s i g m a  (+) est l a  s o m m e  des  réponses  individuelles  où l e  p remie r  
f a c t e u r  est pr i s  à son niveau + 1  ; 
s i g m a  (-) est la s o m m e  des  réponses  individuelles  où l e  p remie r  
f a c t e u r  e s t  p r i s  à son niveau -1 ; 
12 est le  nombre  d e  combinaisons  testées (ou milieux d i f férents ) .  

Dans  les  m a t r i c e s  d 'Hadamard ,  seules  N combinaisons d e  N-1 
f a c t e u r s  à 2 niveaux d ' é tude  sont  réal isées.  L e s  in t e rac t ions  e n t r e  2 
f a c t e u r s  ou  plus n e  peuvent  donc p a s  ê t r e  ob tenues  par ces matr ices .  

5. - L e s  p l ans  f ac to r i e l s  c o m p l e t s  à 2 niveaux se lon  Box et 
Wilson (1951) 

Après  dé t e rmina t ion  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  op t ima les  d e  nombreux 
f a c t e u r s  pour l a  c ro i s sance  et la product ion  e n z y m a t i q u e  du Thezmoailcu6 
czu6 taceu i l ,  l ' i n f l u e n c e  d e  c e r t a i n s  f a c t e u r s  s e r a  é t u d i é e ,  p l u s  
préc isément ,  par  l ' appl ica t ion  d 'un plan f a c t o r i e l  comple t  à 2 niveaux. 

II s ' a g i t  &ga lemen t  d e  plans mul t i f ac to r i e l s  où N f a c t e u r s  s o n t  
é tudiés  e n  2 combinaisons,  à 2 niveaux codés  d ' é tude  (-1, +II.  

Dans  ces plans  fac tor ie l s ,  t o u t e s  les  combinaisons peuven t  ê t r e  
examinées  ; dans  ce cas, il s ' ag i t  d 'un plan f a c t o r i e l  c o m p l e t  où l e s  
i n t e rac t ions  sont  appréhendées .  Il est é g a l e m e n t  possible d 'é tudier  un 
plus grand nombre  d e  f a c t e u r s  en  négl igeant  c e r t a i n e s  in terac t ions ,  ma i s  
ce n 'est  p a s  n o t r e  propos ici. 

4 
L e  p lan  f a c t o r i e l  u t i l i sé  dans  cette é t u d e  est un plan 2 qu i  é t u d i e  

4 f a c t e u r s  X I  à X 4  à 2 niveaux c o d é s  -1 et + l ,  l e s  a u t r e s  composan t s  
d e s  milieux d e  c u l t u r e  é t a n t  cons tants .  L a  m a t r i c e  ut i l isée est p r é s e n t é e  
dans  l e  t ab l eau  31. 



C o m m e  dans  l e  cas des  m a t r i c e s  d 'Hadamard ,  pour chaque  réponse  
é tud iée ,  une valeur  moyenne  d e s  réponses individuelles  d e  chaque  
combinaison d e  4 f a c t e u r s  est c a l c u l é e  : 

L ' e f f e t  moyen d e  chaque  f a c t e u r  (ou coe f f i c i en t  du modèle 
l inéa i re)  s e r a  é t a b l i  e n  ca l cu lan t  l a  d i f f é r e n c e  moyenne  e n t r e  les  
réponses  individuelles moyennes  a u  niveau -1 d e  ce l l e s  ob tenues  a u  
niveau + 1. 

E f f e t  du f a c t e u r  X : 

s igma  (+) - s igma  (-1 
B I  = 

16 

Dans  ce cas, l e  modèle  l i néa i r e  s imple est r e p r é s e n t é  pa r  l 'équation 
su ivan te  : 

p o u r  l a  r é p o n s e  Y I  = 
B o ( l )  

+ X +......+ B 4 ( l )  X 4  

où B à B : coe f f i c i en t  l inéa i re  ca l cu lé  c o m m e  p récédemment  
p6L1'ia réd6Use Y l. 

X1 à X4 : niveaux d e s  4 variables. 

C e t t e  équat ion  n e  p ré sen te  pas  les i n t e rac t ions  possibies e n t r e  les  
d i f f é r e n t s  fac teurs .  Avan t  d e  r eche rche r  c e s  i n t e rac t ions  hypothét iques,  
l a  s ignif icat ion du modè le  l inéa i re  s imple est vé r i f i ée  par  l ' é tab l i ssement  
du r a p p o r t  e n t r e  l a  va r i ance  géné ra l e  et la  va r i ance  e n t r e  les  points  
obse rvés  (réponses individuelles) et les  points  ca l cu lé s  (selon l e  modèle  
linéaire).  L a  signif icat ion d e  ce rappor t  peu t  ê t r e  c o m p a r é e  p2r l 'emploi  
d'un test F,  pour le  nombre  d 'observa t ions  e f f e c t u é e s .  

Si l a  s ignif icat ion du modè le  l inéaire est proche  d e s  100 %, l es  
i n t e rac t ions  sont  négligeables vo i r e  inexistantes.  

P a r  con t r e ,  si ce modèle  l inéa i re  s imple  n e  suf f i t  p a s  pour obteni r  
une bonne  correspondance  e n t r e  l e s  variances,  l ' ex is tence  d ' in terac t ions  
est à envisager .   évaluation d e  ces in t e rac t ions  e s t  r éa l i s ée  par  l e  
développement  d e  l a  m a t r i c e  expé r imen ta l e  e n  une  m a t r i c e  d e  
dé terminat ion .  L e s  s ignes  pour chaque  combinaison et pour chaque  
i n t e r a c t i o n  sont  ob tenus  par mul t ip l ica t ion  d e s  s ignes correspondants .  
L 'éva lua t ion  d e s  in t e rac t ions  se f a i t  a lors  se lon  l e  m ê m e  principe que  
ce lu i  d é c r i t  pour les  e f f e t s  principaux. 

. 6. - Plan  c e n t r é  c o m ~ o s é  

11 s 'ag i t  d'un plan mul t i fac tor ie l  pour lequel  chaque  f a c t e u r  est 
é t u d i é  à 5 niveaux codés.  En e f f e t ,  ce plan c e n t r é  composé  est ut i l isé ,  
e n  géné ra l ,  au voisinage d e  l 'op t imum où les  modèles  m a t h é m a t i q u e s  du 
p remie r  deg ré  n e  son t  plus appl icables  et où il est nécessa i re  d e  



r eche rche r  un modè le  du second degré.  Ce modèle  est é t a b l i  g r â c e  à 
l 'emploi d e  ce plan c e n t r é  composé .  

L e s  5 niveaux codés  é t u d i é s  sont  - a , -1, 0, + 1, + a 1. 

L a  valeur  du niveau a est d é t e r m i n é e  e n  fonct ion  d e  c o n t r a i n t e s  
d 'or thogonal i té  ou d e  ro t ab i l i t é  et est fonct ion  du nombre. d e  f a c t e u r s  
étudiés.  L e  plan c e n t r é  composé  or thogonal  p e r m e t  une  e s t ima t ion  r é e l l e  
d e s  d i f f é ren t s  c o e f f i c i e n t s  et l e  plan c e n t r é  composé  ro ta t i f  u n e  
un i fo rmi t é  d e  va r i ance  c a r  chaque  point  est à é g a l e  d i s t a n c e  du poin t  
c e n t r a l  (Sanglier, 1977 ; Deshayes,  1980). 

Dans  no t r e  cas, un p lan  c e n t r é  composé  or thogonal  a été choisi  et 
l e  nombre  d e  f a c t e u r s  é t u d i é  é t a n t  au  nombre  d e  3, l a  va leur  d e  a est d e  
1,216 (Sanglier,  1977). 

L a  m a t r i c e  d ' expé r i ence  se compose  d ' un  plan f a c t o r i e l  comple t  z3 
c o m p l é t é  p a r  d i f f é r e n t e s  c o m b i n a i s o n s  o ù  c h a q u e  f a c t e u r  est 
success ivement  pr i s  à ses niveaux - a et + a,  les a u t r e s  f a c t e u r s  é t a n t  
pris  à l eu r  niveau O. Une  r épé t i t i on  du point c e n t r a l  c o m p l è t e  ce plan et 
p e r m e t  d 'établ ir  l ' e r r eu r  expér imenta l .  

C e t t e  m a t r i c e  d e  3 f a c t e u r s  é tud ié s  à 5 niveaux codés  est 
r e p r é s e n t é e  dans l e  t ab l eau  34. 

L a  dé t e rmina t ion  d e s  c o e f f i c i e n t s  l inéa i res  est r éa l i s ée  d e  l a  m ê m e  
man iè re  q u e  ceux  du plan fac tor ie l .  Les  c o e f f i c i e n t s  d ' i n t e rac t ion  et 
quadra t iques  sont  ca l cu lé s  p a r  ord ina teur  (UNIVAC, SANDOZ) ainsi q u e  
c e r t a i n e s  r ep résen ta t ions  graphiques  (courbes d'isoréponses). 

L e  modèle quadra t ique ,  dans  ce cas, p e u t  ê t r e  r é s u m é  pour c h a q u e  
réponse  : 

où Bo est la  moyenne  d e s  e f f e t s  ; 

BI,  B2, B l e s  coe f f i c i en t s  l inéa i res  l iés  à c h a q u e  f a c t e u r  ; 
3 

B12, B13, B23 l e s  coe f f i c i en t s  c ro isés  ; 

BI I ,  B22, B33 l e s  c o e f f i c i e n t s  quadra t iques  ; 

X , X , X l e s  niveaux d e s  3 variables.  1 2 3  

 adéquation du  modèle  quadra t ique  est vér i f iée  d e  f açon  s imi la i re  
à ce l l e  du plan f a c t o r i e l  comple t .  



CHAPITRE III 

PREMIERE APPROCHE DU PROBLEME PAR L'ETUDE DE 11 FACTEURS 
GRACE A L 'UTILISATION DE MATRICES D'HADAMARD 





Dans la deuxième partie, nous avons cerné le rôle, en système 
statique de nombreux facteurs nutritifs dans la production du 
compiexe enzymatique et de sa thermostabilité par une méthode 
unifactorielle. 

Cette première approche en culture agitée a conme but de 
vérifier avec l'aide de 2 matrices successives d'Hadamard, les 
facteurs jouant un rôle important dans la production du complexe 
amyloglucosidasique et de sa thermostabilité, pour une stratégie 
globale et de déterminer les concentrations optimales de certains 
éléments. 

Les conditions constantes de ces expériences ont été les 
suivantes: 

- flacon dlErlenmeyer de 1 litre contenant 200 ml de milieu de 
culture 

- ensemencement avec 100.10~ spores par erlenmeyer 
- source de carbone: maltodextrine (MD02) à 25 g/l (sec) 
- à 37°C et à l'obscurité 
- chaque essai a été répété 2x2 à 2x3 fois 

Chaque résultat présenté correspond à la moyenne de 4 à 6 
essais réalisés en 2 expériences successives, sauf quand cela est 
precisé. La signification de ces moyennes a été vérifiée par la 
comparaison des coefficients de variations (C.V.) à celui des 
témoins (C.V. = écart-type/moyenne x 100). 

1.- PREMIERE MATRICE D'HADAMARD 

Dans cette matrice, 11 facteurs sont étudiés dans 12 
combinaisons différentes, à 2 niveaux codés - 1  1 Ces 
différents facteurs et leurs niveaux sont présentés dans le 
tableau 24. 

Nous avons étudié certains des facteurs qui étaient 
apparus influant en système statique, ainsi que l'effet de 
l'agitation. Ces 11 paramètres étudiés sont le taux d'azote 
apporté dans le milieu (variation du c/N), la vitesse de rotation 
appliquée aux fioles (aération, agitation), la composition de la 
solution minérale (KH2P04; MgS04,7H20; Ca(H2P04)2,2H20; 
CuS04,5H20; ZnS04,7H20; MnS04,H2C; FeS04,7H20 chélaté par de 
I'EDTA), les vitamines (biotine et thiamine) et le pH du milieu 
de culture. La source d'azote utilisée dans cette première 
expérience a été le nitrate d'ammonium. 

Le tableau 25 présente la matrice d'expérience et les 
réponses obtenues et le tableau 26 l'effet moyen de chaque 
facteur, pour chaque réponse. 



TABLEAU 24: Les différents facteurs étudiés et leurs niveaux 
dans les essais et le témoin de la première 
matrice d'Hadamard. 

facteur F 

biotine il kgil  5 kgll  il kg/l 
vitamines 

thiamine C) kgil 1VO kg/l 0 kg/1 
1 

rpm= rotation par  m i n u t e  



TABLEAU 25: Matrice d'expérieace et réponses des essais de la première 
matrice d 'Hadamard. 
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TABLEAU 26: E f f e t s  moyens de  chaque f a c t e u r  ou c o e f f i c i e n t s  du modèle 
obtenus.  

b r  (taux d ' a z o t e )  

b 2  ( r o t a t i o n )  

i -* 

nb: -Les termes soulignés présentent une signiiication pour un seuil 
de p=0,1; test t. 
L e s  termes non s a u l i ~ n é s  ne présentent p a s ,  d a n s  l e r  conditions étudiées, 
d e  significatian interprétable. 

LC 

REPONSES 
Production .Crois-. Production 
en: ymati que sance relative 

au P S  

Y 1 y 2 y 3 Y 4 Ys y 6 



Le lot témoin correspond ici au milieu P6 supplémenté en 
FeS04, 7H20, milieu permettant une bonne croissance et une bonne 
production enzymatique en système statique de notre champignon. 

Dans les domaines de concentration essayés et sous les 
conditions constantes choisies, les effets des 11 facteurs sur 
les 6 réponses étudiées ont été les suivants: 

1.-Effet de la concentration en azote apporté sous forme de 
nitrate d'ammonium (variation inverse du rapport GIN.) (niveau-1: 
1,50 g/l; niveau+l: 0,48 gll) 

L'effet du taux d'azote dans le milieu de culture est positif 
sur la production absolue du complexe enzymatique (réponses Y1 et 
Y2) et sur la croissance (réponse Y~): ainsi un taux d'azote bas 
au niveau +1 (N = 0,48 g/l) permet une amélioration de la crois- 
sance (de +38%) et de la production du complexe enzymatique (de 
+50%) par rapport à une teneur élevé de 1,50 gll. 

Ce facteur agit de façon similaire, dans les conditions 
étudiées, sur la production des 2 enzymes (amyloglucosidase et 
(3-glucosidase). 

On a noté, aux concentrations en azote étudiées, une varia- 
tion parallèle de la croissance mycélienne et de la production 
enzymatique, aussi aucune amélioration de la production enzyma- 
tique rapportée à la biomasse n'a été observée. 

2.-Effet de la vitesse d'agitation (niveau -1: 80 rpm; niveau 
+1: 120 rpm) 

Les variations de vitesse d'agitation n'ont pas exercé 
d'effet significatif sur la production du complexe enzymatique ni 
sur la croissance du champignon. Le peu de différence entre les 2 
niveaux permet de supposer que cette absence de signification est 
dûe à un mauvais choix des niveaux. 

3.-Effet du taux de KH2E.4 (niveau -1: 1,O g/l; niveau +1: 
2,o gll). 

Ce facteur ne présente pas d'effet significatif au seuil de 
probabilité de 0,1, mais la tendance générale des effets est 
positive. Une concentration élevée (2,O g/l) apparaît plus 
favorable pour les différentes réponses qu'une concentration 
faible (1,O 1 L'effet du KH2PO4 est à la limite de la 
signification pour la réponse Y2 (production enzymatique mesurée 
à 75°C). Ainsi au niveau -1 la réponse moyenne pour Y2 est de 
0,208 UIIml (dosée à 75°C) et au niveau +1 cette réponse moyenne 
passe à 0,306 ~I/ml (amélioration de 46% de la production). 



4.-Effet du taux de MgS04JHsO (niveau -1: 0,25 g/l; niveau 
+1: 0,75 g/l). 

Une concentration élevée en sulfate de magnésium (0,75 g/l) a 
un effet défavorable sur la croissance et sur la production du 
complexe amyloglucosidasique de Thmaa~scm mun.taceun, mais ceci 
de façon non significative. Cependant une légère amélioration non 
significative du rapport des activités dosées à 75°C et à 60°C 
(réponse Y3) peut être observée. 

5.-Effet du taux de Ca(H7PO4)7,2H70 (niveau -1: 0,O g/l; 
niveau +1: 1,2 g/l) 

Le c~(H~PO~)~, 2H20 présente un effet très nettement 
significatif. L'absence d'apport de cet élément permet une forte 
amélioration des productions globales d'enzymes (Y1: +136%; Y2: 
+151%), relatives (Y5: +164%; Y6:172%) et de la croissance (de 
971%). Cet effet négatif peut être dû au calcium, au phosphore ou 
à la précipitation provoquée par ce sel dans le milieu de 
culture, n'autorisant pas une bonne disponibilité des minéraux 
pour le mycélium. L'effet négatif dû au phosphate n'est, 
toutefois, pas à envisager en raison des résultats positifs 
obtenus avec le KH2P04. Il apparaît donc que cet effet négatif 
incombe au calcium par la précipitation de nombreux autres ions 
qu' il entraîne. 

En système statique cet élement avait également un effet 
négatif sur les productions du complexe enzymatique mais 
n'induisait pas de chute de croissance, comme observé ici. 

6.-Effet du taux de CuSO4,5H70 (niveau -1: 0,01 g/l; niveau 
+1: 0,02 g/l). 

Les différences d'action du sulfate de cuivre entre les 
concentrations 0,01 g/l et 0,02 g/l ne sont pas significatives. 
Un effet à la limite de la signification est seulement obs'ervé 
pour le rapport %75/60, dans ce cas le pourcentage Eoyen de ce 
rapport d'activités pour un apport de 10 mgIl est de 45% et de 
33% pour un apport de 20 mgIl. 

7.-Effet du taux de ZnS04,7H2Q (niveau -1: 0,02 g/l; niveau 
+1: 0,04 g/l). 

L'utilisation d'un taux élevé de sulfate de zinc (40 mg/l) 
augmente la production enzymatique dosée à 60°C (réponse YI; de 
+35%). Aucun effet significatif n'est observable pour la 
production dosée à 75°C (réponse Y2), il en résulte qu'une dose 
élevée de cet élement (40 mg/l) induit une chute du rapport 
75/60 (réponse y3) de façon significative (-35% par rapport à un 
taux de 20 mgIl). Cet élement à forte teneur stimule la 
production de l'amyloglucosidase au détriment de l'€Y-glucosidase. 
On note en même temps une chute de la croissance mycélienne (-30% 
entre les niveaux -1 et +1). Aucun effet significatif n'a été 
obtenue, à ces niveaux, sur les productions spécifiques. 



8.-Effet du FeS04, 7H7O chélaté par de 1'EDTA (niveau -1: 
0,00g/l; niveau +1: 0,01 gll). 

L'apport de FeS04, 7H20 à un taux de 10 mgil augmente de 33% 
la biomasse mesurée après 3 jours de culture, par contre il 
exerce un effet négatif sur la production du complexe mesuré à 
60°C (réponse Y1) (baisse de 27% par rapport à la moyenne des 
milieux ne le comportant pas). On ne peut envisager la 
précipitation des minéraux comme explication de la chute de 
production; en effet le fer, étant chélaté, n'induit aucune 
précipitation dans le milieu. 

9.-Effet de l'apport de MnSOq,H?O (niveau -1: 0,00 
gll; niveau +1: 0,02 gll). 

Le sulfate de manganèse n'étant pas apparu nécessaire à la 
croissance et à la production enzymatique en système statique, 
nous n'avons testé que son apport par rapport à sa carence. Cet 
élément n'a pas d'effet significatif sur la croissance de 
champignon ni sur la production du complexe enzymatique, bien 
qu'une tendance semble montrer que son apport est bénéfique à la 
production enzymatique. Par contre un effet significatif sur le 
rapport 75/60 est à remarquer; en effet l'addition au milieu de 
0,02 g/l de MnS04, H20 entraîne une baisse de 13 points de ce 
pourcentage et donc une meilleure production relative de l'enzyme 
le moins thermostable (amyloglucosidase). 

10.-Effet de l'apport de vitamines (thiamine et biotine: 
niveau -1: Opgll et niveau +1: Svg/l de biotine et 100 
pg/ï de thiamine). 

Nous n'avons testé, dans cette étude, que les deux vitamines 
ayant stimulé la production enzymatique en système statique. 
L'apport de ces 2 vitamines au milieu de culture stimule la 
croissance (de +46%) et la production globale du complexe 
enzymatique (de 62% pour la réponse YI, de 128% pour la réponse 
Y2). Malgré l'absence d'effet significatif sur le rapport de 
activités dosées à 75°C et à 60°C il semble donc que ces 
vitamines stimulent plus la production de l'a-glucosidase que 
l'amyloglucosidase. 

Ces corps induisent une légère augmentation de la production 
finale en système statique et accélèrent le développement 
mycélien en début de culture, sans que la croissance finale soit 
modifiée. L'effet de ces vitamines est plus net en système agité 
qu'en culture statique. 

11.-Effet du pH (niveau -1: pH 5.8; niveau +1: pH 6.5). 

Si un pH de 6.5 semble plus favorable à la croissance du 
champignon (de façon non significative), il est significativement 
moins favorable aux productions globales et spécifiques du com- 
plexe enzymatique que le pH 5.8. En effet, à pH 6.5 on constate 
une chute des différentes productions (réponses Yi, Y2, Y5 et Y6) 
d'environ 50% par rapport aux productions observées à pH 5.8. 



Après cette première étude nous avons pu classer nos facteurs 
en différents groupes, dans les conditions étudiées: 

- Facteurs à effets significatifs sur la croissance; 
taux d'azote (effet négatif du taux élevé d'azote), 
c~(H~Po~)~, 2H20 (effet - de niveau +1 par rapport au 
niveau - 1 ) , ZnS04,7H20 (effet- ) , FeS04,7H20 (effet + 
"de niveau +1 par rapport au niveau -1), vitamines 
(effet +). 

- Facteurs à effets significatifs pour les productions 
d'enzymes (réponses Y] et Y2) mais sans effet sur les 
productions spécifiquës: ta5 d'azote (effet négatif 
du taux élevé) ZnS0~,7H70 (effet t), FeS0~,7H?0 
(effet -), KH2P04 (èffet t) et vitamines (effet +) 

- Facteurs à effets significatifs sur le rapport des 
activités dosées à 75°C et à 60°C (réponse Y3): 
ZnS04,7H20 (effet-), MnS04,H20 (effet -1 

- Facteurs induisant des effets significatifs pour les 
productions d'enzymes (Y3 et Y7) et pour les 
productions spécifiques R5et Ph): ~a(H~P0~)~,2H20 
(effet - )  et pH (effet -1. 

- Facteurs à effets non significatifs: vitesse de 
rotation des cultures, MgS04,7H20 

L'absence de signification d'un effet n'indique pas 
nécessairement que le facteur étudié est sans influence sur le 
phénomène considéré. Les variations intrinséques de l'expérience 
peuvent être trop élevées, l'influence plus marquée d'autres 
facteurs, éloignés de leur optimum, peut masquer l'effet d'autres 
facteurs et enfin le choix des niveaux peut ne pas avoir été 
adéquat. 

Aussi dans le souci de ne pas conclure trop vite à la 
signification ou non des différents facteurs nous les avons 
testés dans une deuxième matrice d'Hadamard. 

II.-DEUXIEME MATRICE D'HADAMARD 

La plupart des facteurs testés dans la première matrice sont 
étudiés, à nouveau, à d'autres niveaux dans cette deuxième 
matrice afin de vérifier ou de cerner les optimums de certains 
d'entre eux. Le fer (sous forme de FeS04,7H20 chélate par de 
1'EDTA) n'a plus été considéré et a été supprimé des milieux de 
culture. Le phosphate de calcium a été remplacé ici par du 
chlorure de calcium dans le but de pouvoir déterminer si l'effet 
observé pour cet élement était lié à l'ion phosphate, au calcium 
ou à la précipitation induite par celui ci. Dans les essais 
préliminaires, les 2 sources d'azote ammoniaqué testées 



TABLEAU 27: Les différents facteurs étudiés et leurs niveaux dans 
les essais et le témoin de la deuxième matrice 
d 'Hadamard. 
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TABLEAU 28: Matrice d'expérience et réponses des essais rie la deuxième 
matrice d'Hadamard. 
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TABLEAU 29: Effets moyens de chaque facteur ou coefficients du modèle 
linéaire établi. 

Production 

b 3  (taux d'azote) 

b5 (MgS04, 7 H Z O )  

b 7  !CuÇ04, ZH20i 

b 8  (ZnSUr, 7H20) 

b9 (MnS04, H2D) 

b1Ü !biotine+thiamine) 

nb: L e s  t e r n e s  soulignes presentfnt une signification cour un seuil 
de p=0,1 !test t). 
L e s  termes non soulignes ne prgsentent pas, d a n s  ies conditions 
étualées a e  slgnifrcation interprétable. 



procuraient, toutes 2, de bons résultats comparables. Aussi ici, 
nous allons tester ces 2 sources: NH4N03 et (NH4)2S04 au même 
niveau d'apport d'azote. 

Le tableau 27 présente les différents facteurs étudiés et 
leurs niveaux d'utilisation, le tableau 28 la matrice d'expé- 
rience et les différentes réponses obtenues et le tableau 29 les 
effets moyens de chaque facteur pour chaque réponse. 

Voici les observations, pour chaque réponse, qui peuvent être 
faites de chaque facteur, dans le domaine étudié. 

1.-Effet de la nature de la source d'azote (niveau -1: 
NH4N03 ; niveau +1: (NH4) , S04 1. 

L'expérience montre la supériorité générale du sulfate 
d'ammonium. L'amélioration de la croissance dûe à ce sel est de 
100% par rapport au nitrate d'ammonium, celles des productions 
enzymatiques sont de 135% pour la réponse Y1 et de 181% pour la 
réponse Y2. L'absence de signification pour le rapport des 
activités 75/60 indique que c'est la production du complexe 
entier qui est stimulé et non l'une ou l'autre des formes le 
composant. Dans la suite de nos essais nous utiliserons donc ce 
sel. 

2.-Effet du taux d'azote fourni (niveau -1: 0,62g/l; niveau 
+1: 0,48 g/l). 

Le taux d'azote le plus élevé testé (niveau -1, 0,62 g/l) est 
significativement plus favorable à la synthèse du complexe 
enzymatique (+30%) de façon similaire pour les 2 formes 
constituant le complexe que le taux le plus faible (niveau +1, 
0,48g/l). L'absence de différence de la croissance à ces niveaux 
explique l'existence d'effet sur les productions spécifiques 
(pour Y5 et Yg: -30% et -24Z entre les niveaux -1 et +1). 

3.-Effet de la vitesse d'agitation (niveau -1: 80 rpm; niveau 
4-1: 150 rpm). 

Comme nous l'avions envisagé, l'absence de signification de 
ce facteur dans la première matrice était dûe au mauvaix choix 
des niveaux. Dans cette de-~xième expérience, ce facteur induit un 
effet significatif sur les 6 réponses étudiées. Une agitation 
rapide est défavorable a la croissance (-56% entre les niveaux -1 
et +1), aux productions d'enzymes (-65% et -54% pour Y1 et Y2) et 
aux productions spécifiques du complexe (-32% et -24% pour Y5 et 
Y6). Par contre un effet bénéfique de la rotation rapide est 
observé pour le rapport des activités 75/60 (niveau -1: moyenne 
des %: 78%; niveau +1: moyenne des %: 100%). Ceci s'explique par 
le fait que l'agitation rapide est moins défavorable pour le 
complexe dosé à 75°C que pour le complexe dose à 60°C. Cet effet 
défavorable d'une agitation rapide abonde dans le sens d'un moins 
bon niveau de croissance et de production enzymatique obtenu en 
système agité qu'en système statique. 



4.-effet du taux de KH9P04 (niveau -1: 1,5 g/l; niveau +l: 
2,s g/l) 

Les niveaux testés ici permettent d'observer que ce facteur 
influe sur la croissance (de +150% entre les niveaux -1, +1) et 
con jointement sur la production du complexe enzymatique (+99% 
pour Y1 et +107% pour Y .  L'amélioration de la production 
enzymatique est concomitante, pour ce facteur, à une amélioration 
de la biomasse. Corollairement aucun effet significatif n'est 
observé pour le rapport des activites ni pour les productions 
spécifiques. 

5.-Effet de l'apport de MgS04,7H70 (niveau -1: 0,O g/l; 
niveau +1: 0,s g/l) 

L'apport de ce sel améliore très nettement la croissance 
(+117%), les productions enzymatiques (+325% et +270Z pour Y1 et 
Y2) et les productions spécifiques (+51% et +47% pour les 
réponses Y5 et y6) du complexe. Tout champignon nécessite du 
magnésium et le Thenmoucurl muntaceu (souche ~ 6 )  ne déroge pas 
à la règle, le soufre étant apporté parallèlement par d'autres 
sels minéraux. 

6.-Effet de l'apport de CaCl2 (niveau -1: 0,O g/l; niveau +1: 
1,o g/l> 

L'apport de ce sel dans le milieu de culture réduit la 
production enzymatique et la production spécifique de ce complexe 
(de -45%; -31%; -50%; -34% entre les niveaux -1 et +1 pour les 
réponses YI, Y2, Y5 et Y6), il agit réellement sur la production 
du complexe amylolytique car la croissance n'est pas affectée 
significativement par l'apport de ce sel. Un effet significatif 
est à observer sur le rapport des activites de +22 points de 
pourcentage entre les niveaux -1 et $1. Ceci s'explique par le 
fait que la production du complexe dosée à 60°C est plus inhibée 
par l'apport du chlorure de calcium que la production dosée à 
75°C. L'augmentation dans le milieu de la concentration en KH2P04 
compense la perte en phosphate du Ca(H2P04)2,2H20 par rapport à 
la première matrice et donc l'effet négatif observé ici peut être 
imputé à l'ion calcium. Celui-ci provoque également une 
précipitation minérale dans le milieu de culture et modifie la 
disponibilité des sels minéraux pour ce champignon. 

7.-Effet du taux de CuSO4,5H7O (niveau -1: 0,005 g/l; niveau 
+1: 0,015 g/l) 

On ne note un effet significatif du cuivre que sur la 
production absolue dosée à 60°C (Y1, +31% entre les niveaux -1 et 
+1), aucun seuil de signification n'est atteint pour les autres 
réponses. 



8.-Effet du taux de ZnS0437H70 (niveau -1: 0,03 g/l; niveau 
+1: 0,05 g/l). 

Seul un effet défavorable à la limite de la signification de 
la concentration élevée du sulfate de zinc (0,05 g/l) est observé 
sur la croissance (-18% entre les niveaux -1 et +1). Aucune 
signification n'est obtenue pour les cinq autres réponses. 

9. -Effet du taux de MnS04Ao (niveau -1: 0,01 g/l; niveau 
+1: 0,03 g/l). 

Aucun effet interprétable n'est obtenu pour le sulfate de 
manganése, la zone optimale semble être atteinte pour ce sel. 

10.-Effet de l'apport en biotine et thiamine (niveau -1: 
O~g/l; niveau +1: 100pg/l de biotine et 1000pg/l de 
thiamine). 

Les vitamines utilisées à des taux très élevés pour les 
besoins "normaux" des champignons induisent des effets à tendance 
positive, et significatifs uniquement pour la production du 
complexe enzymatique dosée à 60°C (Y1), dont l'amélioration est 
de +30%. 

11.-Effet du pH (niveau -1: pH5.0; niveau +1: pH 5.8). 

L'effet du pH est significatif et positif pour les 
productions de biomasse (+23%) et du complexe enzymatique (dosée 
aux 2 températures, +50% et +45% pour les réponses Y1 et Y2). La 
tendance des autres réponses est également positive mais de façon 
non significative. Le pH 5.8 est plus favorable qu'un pH de 5.0 
pour l'ensemble des réponses étudiées. 

III.- DISCUSSION 

Grâce à ces 2 matrices successives, pratiquement chaque 
facteur a été étudié pour différents niveaux. La confrontation 
des résultats est indispensable pour la suite de ce travail. 

1.- Choix d'une source d'azote 

Le sulfate d'ammonium s'est avéré être une meilleure source 
d'azote que le nitrate d'ammonium dans les conditions étudiées et 
pour les diverses variations des autres facteurs. Ce sel est 
utilisé par la majorité des champignons (~ochrane, 1958; 
Nicholas, 1965; Berry, 1975). Malgré que le sulfate d'ammonium 
n'induit aucune production df&-glucosidase par la levure 
Lipomyces ~ t m k e y i  (Kelly et al. , 1985). 



Dans l'étude réalisée par A. Subrahmanyan (1980) sur 
l'utilisation de sources de carbone et d'azote par Thetunoancm 
awtantiacun, le sulfate d'ammonium induit une croissance moyenne 
du champignon alors qu'aucun développement n'est obtenu avec le 
nitrate d'ammonium comme source d'azote bien qu'une croissance 
correcte ait été obtenue avec notre isolat de cette espèce pour 
le ~ ~ 4 ~ 0 3 .  Les 2 Thmoancm (Th-muntacem et Th.awtanfLacm) 
ne présentent donc pas le même métabolisme azoté. Comme le 
nitrate d'ammonium, ce corps est un sel d'acide fort et à donc le 
désavantage de provoquer une forte chute de pH en début de 
culture (correspondant à l'absorption du NH4). Dans le cas du 
NH4N03 l'absorption plus tardive du NO3 par le champignon 
entraîne une remontée de pH. Pour le (NH4)2S04 le pH reste acide 
(excès de sulfate dans le milieu). Ces variations de pH ne 
semblent pas géner, dans les conditions étudiées, la production 
d'enzyme dosée après 3 jours de culture en milieu agité. 

En système statique, l'utilisation de ce sel ne permettait 
pas d'aussi bonnes productions enzymatiques que le nitrate 
d'ammonium. Le métabolisme de la souche P6 est donc différent 
selon les conditions de culture. 

Dans la suite de nos essais, nous utiliserons le sulfate 
d'ammonium qui offre également l'avantage d'être une source 
unique d'azote, alors que le NH4N03 est un mélange d'azote oxydé 
et d'azote réduit, ce qui peut être une hypothèse de l'amélio- 
ration de la production en système agité où la croissance est 
très rapide. Une deuxième hypothèse réside dans l'apport d'ion 
sulfate en excès qui stimulerait la production enzymatique et la 
croissance. 

2.-Etude du taux d'azote 

Les 2 expériences ont permis de cerner les taux d'azote dont 
l'utilisation permet une production maximale d'enzyme, soit 1,50 
g/l< 0,62 g/l> 0,48 g/l. 

La croissance ne change pas pour des variations du taux 
d'azote entre 0,48 g/l et 0,62 g/l, mais en élevant le taux 
d'azote à 1,5 g/l une baisse de la croissance est observée. La 
zone optimale de croissance semble donc être située pour des taux 
d'azote environnant 0,48 g/l et 0,62 g/l. Ce facteur fera l'objet 
d'examens plus approfondis par la suite. 

3.-Effet de la vitesse d'agitation. 

Des résultats significatifs ont seulement été observés dans 
la deuxième matrice. L'écart entre les 2 niveaux étudiés (-1, +1) 
était vraisemblablement trop faible dans la première expérience. 
Une agitation rapide (150 rpm) inhibe, de façon concomitante, la 
croissance et la production du complexe enzymatique, mais 
également les productions spécifiques du complexe enzymatique. 
Par contre cette agitation ëlevée améliore le rapport 75/60 du 
complexe produit. Ce facteur agit par une augmentation du taux 



d'oxygène dissout et par une agitation mécanique permettant une 
augmentation de taux d'oxygène dissout, une immersion du mycélium 
et une bonne homogenisation du milieu nutritif et du mycélium. 
L'effet de la vitesse de rotation des cultures a été étudié de 
nouveau dans la partie suivante de cette recherche. 

4.-Effet du taux de KH7OOq- 

En fonction des concentrations utilisées dans la première 
matrice (1,O et 2,O g/l) nous avons observé des effets positifs 
mais non significatifs de la concentration élevée en phosphate de 
potassium sur l'ensemble des réponses. 

Dans la 2eme matrice les niveaux de ce facteur ont été 
décalés dans le sens de l'optimum apparent. L'effet d'une 
concentration plus élevée (2,s g/l) s'est avéré être encore très 
positif et cette fois significatif, à la fois pour les 
productions de mycélium et d'enzyme. Aucune concentration 
inhibitrice n'est atteinte pour le phosphore ni pour le 
potassium. La zone optimale ne semble pas encore atteinte, aussi 
ce facteur restera parmi nos préoccupations pour la suite de 
cette étude. 

5.-Effet du taux de MgS0/,,.7H?O. 

La première expérience n'a pas donné de résultats 
significatifs, mais la tendance générale semble indiquer que la 
concentration la plus faible de ce sel (0,25 g/l) soit plus 
favorable au champignon que 0,75 g/l. Dans la 2eme expérience, la 
présence du sulfate de magnésium à 0,s g/l s'est avérée 
nécessaire pour la croissance et les productions d'enzymes 
absolues et spécifiques. On peut supposer que cette concentration 
est proche de l'optimum, aussi dans la suite de nos expériences, 
nous l'avons adoptée. Ce taux est d'ailleurs utilisé couramment 
pour de nombreux champignons (Morquer, 1931; Lacoste, 1965; 
Deprez, 1977). La nécessité de la présence de ce sel avait été 
également remarquée en système statique tant pour la croi.ssance 
que pour la production enzymatique. 

6. -Effet du calcium (sous forme de Ca(H2P04)2,2H20 et de 
CaC12 ) 

Le calcium est souvent cité comme nécéssaire pour la 
croissance fongique et pour la stabilité thermique des protéines 
(Berry, 1975). Mais les 2 expériences ont montré que les formes 
sous lesquelles nous l'avons fourni au champignon ont eu un effet 
inhibiteur sur la croissance et les productions d'enzymes 
amyloglucosidasiques. Ceci ne nous permet pas de conclure 
définitivement à l'effet négatif de cet ion en tant que 
nutriment. Car il est toujours possible que la chute de 
production soit liée à des problèmes de précipitation d'autres 
éléments sous l'action des sels de calcium. L' effet négatif du 
phosphate n'est pas envisageable vu l'effet trés positif des 
concentrations élevées en KH2P04. Le chlore peut avoir un effet 
négatif, mais les essais en fiole de Roux ne l'ont pas démontré. 



Par contre l'effet positif du CaC12 sur le rapport %75/60 est à 
remarquer. Ce facteur a été supprimé car en l'absence d'addition 
da calcium défini, la production enzymatique est meilleure. De 
plus étant donné les problèmes que nous pose le calcium par les 
précipités qu'il provoque dans le milieu de culture, nous avons 
jugé préférable de ne plus en apporter. 

L'effet du cuivre sur la production du complexe 
enzymatique, aux niveaux étudiés dans les 2 matrices, a été à la 
limite de la signification pour le %75/60 de la première matrice 
(favorable au niveau bas: soit 0,01 g/l) et significatif pour la 
production absolue dosée à 60°C (favorable au niveau haut soit 
0,015 g/l), pour la deuxième matrice. Les effets moyens des 
autres réponses étaient plutôt défavorables à la concentration la 
plus élevée (0,02 g/l) pour la première matrice et plutôt 
favorable à une concentration de 0,015 g/l pour la deuxième 
matrice. Il semble donc que nous ayons cerné la zone optimale de 
ce facteur. Nous avons choisi de garder ce facteur à son niveau 
initial de 0,01 g/l. L'utilité de ce facteur avait été observée 
également en système statique, pour la croissance, les 
productions d'enzymes et pour le rapport des activités dosées à 
75°C et à 60°C. 

Le zinc, sous forme de sulfate de zinc, induit une baisse 
significative de la production absolue d'enzymes dosés à 60°C et 
du rapport %75/60 quand il est fourni au champignon à une 
concentration élevée (0,04 gll, lere matrice). Une légère 
stimulation, non significative est observée pour son utilisation 
à ce même niveau (0,04 g/l), sur les réponses Y2 (production 
dosée à 75°C) et Y5 (production spécifique dosée à 60°C). Un 

- décalage a été réalisé vers la concentration la plus élevée, dans 
la deuxième matrice (0,03 et 0,05 g/l). Dans celle ci, seule une 
inhibition dûe a la concentration élevée sur la production de 
mycelium a été significative, les effets des autres réponses ont 
été soit positifs soit négatifs mais non significativement. 
Nous avons choisi d'arrêter les essais concernant ce facteur et 
de le garder constant à une concentration de 0,03 g/l. 

9. -Effet du FeS04,7H?O (chélate par de ~'EDTA) 

Ce facteur a été traité uniquement dans la première matrice, 
il s'est avéré être défavorable à la production enzymatique et 
favorable à la production mycélienne. Des observations identiques 
avaient été faites en système statique. Le fer est nécessaire 
pour une bonne croissance mais inhibe la production enzymatique. 
Nous avons de ce fait décider de supprimer toute addition de cet 
élément des milieux de culture à venir. 



Il est probable que les apports sous forme d'impuretés des 
autres sels suffisent à assurer la production enzymatique du 
champignon, et qu'un apport supplémentaire de cet élément inhibe 
la production enzymatique en partie. Un effet antagoniste du fer 
envers un autre ion est également à envisager. 

Le monganése semble être sans effet sur la croissance et 
favorable, de façon non significative, à la production 
enzymatique globale et relative; défavorable au facteur 275160, 
significativement, et sans effet sur la production de biomasse 
(lere matrice, niveau -1: 0,00 et niveau +1: 0,02 g/l). 

La deuxième matrice (niveau -1:0,01 g/l; niveau 91:0,03 g/l) 
n'a pas donné plus de résultats significatifs. Mais la tendance 
négative pour le rapport 275160 semble se confirmer. Il semble- 
rait donc qu'il ne s'agisse pas d'un facteur très influent sur la 
croissance et sur la production d'enzyme, aussi l'avons nous 
laissé à la concentration utilisée précedemment soit 0,02 gll. 

11.-Effet de la biotine et de la thiamine 

La biotine ( 5  pg/l) et la thiamine (100 pg/l) sont les 2 
vitamines couramment utilisées par les champignons aux concen- 
trations indiquées (Fries, 1965). 

Leurs apports, dans le milieu de culture, améliore la 
croissance et la production du complexe enzymatique, ceci tend à 
prouver les besoins de ces 2 vitamines de notre champignon. Cet 
effet a été vérifié dans la deuxième matrice pour des concen- 
trations très élevées (Biotine: 100 pg/l et thiamine: 1000 pgll). 
Le besoin vitaminique n'est pas absolu, mais il permet une 
stimulation du champignon. Ce besoin n'avait pas paru aussi 
marqué lors de nos essais en système statique. Les besoins 
pourraient être accrus par une mise en agitation des cultures. 

-Effet du pH: 

Nous n'avons envisagé qu'une zone étroite de valeur de 
pH en nous appuyant sur les résultats obtenus en système 
statique. L'effet de ce facteur a été vérifié malgré le peu de 
distance séparant les niveaux d'étude. Grâce à la première 
matrice il a été vérifié que le pH 5.8 améliore les productions 
absolues et spécifiques du complexe par rapport à un pH de 6.5, 
la croissance étant par contre favorisée à pH 6.5. 

Dans la deuxième matrice les pH 5.0 et 5.8 ont été 
testées. Le pH 5.8 est dans ce cas plus favorable à la croissance 
et aux productions absolues du complexe que le pH 5.0; l'amélio- 
ration de la production enzymatique est concomitante à une 
augmentation de la production de biomasse. En conséquence, le pH 
5.8 a été conservé pour la suite de nos essais. 



CONCLUSION 

En résumé de ces 2 expériences voici les paramètres qui resteront 
constants dans la suite des expériences. 

Source d'azote: 
MgS04 
Ca(H2P04 )2, 2H2/CaC12 
CuS04,5H20 
ZnS04,7H20 
FeS04,7H20 
MnS04,7H20 
PH 

Afin de compléter notre travail, il nous reste à étudier les 
facteurs suivants, pour lesquels l'optimum n'est toujours pas 
précisé: teneur en azote du milieu, teneur en KH2PO4, vitesse 
d'agitation des fioles de culture et taux des deux vitamines. 
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TABLEAU 30: Les di f férents  facteurs étudiés e t  leurs niveaut dans l e s  
e s s a i s  e t  l e  témoin du plan fac tor ie l  complet 2 . 

r p m =  r a t a t i a n  p a r  a i n u t e  



L a  m é t h o d e  du plan f a c t o r i e l  c o m p l e t  (p ré sen tée  p. 184) a été 
ut i l i sée  pour l ' é tude  d e  4 f a c t e u r s  à 2  niveaux c o d é s  (-1, + l ) .  C e s  
f a c t e u r s  o n t  été : 

X  : t a u x  d ' azo te  sous  f o r m e  d e  (NH ) S O  
X 2  : concen t r a t ion  e n  KH2P04 ,  4 2 4' 

X3 : concen t r a t ion  e n  vi tamines,  
X4 : v i t e s se  d 'ag i ta t ion  d e s  f io les  d e  cul ture .  

L e s  va leurs  d e s  a u t r e s  f a c t e u r s  r e s t e n t  cons tantes .  

Pour  c h a q u e  essai, l e s  va leurs  données  cor respondent  à l a  moyenne  
d e  6 mesures  pour l e s  réponses  Y I  à Y3 et à 3 mesures  pour les  
réponses  Y4 à Y6. L a  signif icat ion d e  ces moyennes  a été vé r i f i ée  par  l a  
compara ison  d u  coe f f i c i en t  d e  var ia t ion  (C.V) a v e c  l e  c o e f f i c i e n t  d e  
var ia t ion  d e s  témoins.  

L e  t ab l eau  30 p r é s e n t e  l e s  niveaux d e s  4 f a c t e u r s  é tud ié s ,  l e  
t a b l e a u  31 l a  m a t r i c e  d ' expé r i ence  et l e s  r é su l t a t s  moyens  ob tenus  pour 
chaque  essa i  et l e  t ab l eau  32 l e s  e f f e t s  principaux d e  chaque  f a c t e u r  et  
I f a d é q u a t i o n  a u  m o d è l e  l i n é a i r e  s i m p l e  p o u r  c h a q u e  r é p o n s e .  

I. - EFFET DE L A  CONCENTRATION E N  AZOTE (NIVEAU -1 : 
0,95 g / l  ; niveau + I : 0,62 g/I) 

L a  mei l leure  production du complexe  (absolue et spécif ique)  e s t  
o b t e n u e  par l 'u t i l i sa t ion  d e  l a  concen t r a t ion  l a  plus fa ib le  e n  a z o t e  
(niveau +1 : 0,62 g/l). C e t t e  amél iora t ion  est s igni f ica t ive  pour l a  
p r e m i è r e  réponse  ( ac t iv i t é  absolue d o s é e  a 60°C) et proche  d e  la  
s ignif icat ion pour l a  deux ième  réponse  ( ac t iv i t é  absolue  dosée  à 75°C). 
C e s  amé l io ra t ions  sont  d e  + 1 3  % pour Y et d e  + 12 % pour Y e n t r e  
les  niveaux -1 et + l .  L ' absence  d e  signif icat ion d e  l ' e f f e t  d e  ce $ac teu r  
sur  l a  c ro i s sance  pondérale,  a ins i  q u e  l e s  r é su l t a t s  ob tenus  d a n s  les  
expé r i ences  e f f e c t u é e s  a v e c  l e s  m a t r i c e s  d 'Hadamard ,  indiquent  q u e  la  
z o n e  o p t i m a l e  d e  c o n c e n t r a t i o n  e n  a z o t e  est a t t e i n t e  p o u r  l e  
développement  mycélien du champignon.  De plus, i l  a p p a r a î t  que  
l ' amél iora t ion  d e  la  production du complexe  enzymat ique  n ' e s t  pas 
c o r r é l a t i v e  à u n e  augmen ta t ion  d e  biomasse.  En conséquence ,  o n  peut  
penser  que  ce f a c t e u r  a g i t  e n  amé l io ran t  le  fonc t ionnemen t  métabol ique  
l ié  à l a  product ion  d e s  e n z y m e s  é tudiées .  

II. - EFFET DE LA CONCENTRATION EN KH2P04 (NIVEAU -1 : 
1 g/l ; NIVEAU + 1  : 3 gl l)  

P a r  l ' emploi  d 'une concen t r a t ion  é l e v é e  d e  ce se l  (3 g/ l) ,  on 
provoque  une s t imu la t ion  s igni f ica t ive  d e  l a  c ro issance  (+ 47 %) et d e  l a  
product ion  du complexe  enzymat ique  d o s é e  à 75°C (+ 36 %) par r appor t  
aux  réponses  ob tenues  a v e c  l a  concen t r a t ion  l a  plus basse  (1 g/l). Pa r  
c o n t r e ,  l 'emploi  d e  l 'une ou l ' a u t r e  d e s  concen t r a t ions  n e  modifie  pas  la  
product ion  du complexe  dosée  à 60°C (p remiè re  réponse). Il e n  décou le  
un c h a n g e m e n t  s ignif icat if  du r appor t  d e s  ac t iv i t é s  dosées  à 75°C et 
60°C. Ce f a c t e u r ,  à son niveau +1, amé l io re  donc  l e  pourcen tage  75/60. 
L a  baisse d e  l ' a c t iv i t é  spéc i f ique  (dosée à 60°C) est s igni f ica t ive  et 
logique. P a r  c o n t r e ,  aucune  signif icat ion s t a t i s t i que  n ' e s t  o b t e n u e  pour 



TABLEAU 3T: Matrice d'expérience e t  réponses des e s s a i s  du plan f a c t o r i e l  
4 

complet 2 . 

( a i  : Moyenne de 4 A 6 mesures r é p a r t i e s  en 2 expé r i ences  s u c c e s s i v e s  pour l e s  e s s o i s  1 A 16. 
i b )  : Moyenne de 2 3 mesures en une s e u l e  expkr ience  pour l e s  e s s a i s  1 a 16. 
i z l  : Rapport c a l c u l é  avec l e s  v a l e u r s  d ' a c t i v i t é s  AN co r r e spondan te r  aux v a l e u r s  d e  Poids SEI, 

pour l e s  e s s a i s  1 h 16. 

n b  : Lec e c ~ a i s  T l  d T7 co r r e sponden t  C des  mesures s i a p i e s .  

? 

n O 

e s s a i  

1' 
2 
7 a 

4 
C 

6 
7 
8 
9 

1 Cl 
1 1  
12 
1 z 
14 
15 
1 b 

T 1 

MATRICE D'EXPERIENCE 

X i X 2 X s X a 

.. 
REFONSES 

taux . 
d ' a z o t e  

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
t 

C 

9 

t 

+ 
t 

+ 
+ 

ci 
O 
O 

t T  
I d  O 
T 6 il 

T7 &j 

kH2P04, 

- 
- 
- 
- 
t 

t 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
t 

+ 
+ 

O 
O 

CI 
(1 

O 
0 

v i t a -  . 
mines 

- 
- 
t 

+ - 
- 
+ 

+ 
- 
- 
+ 
t 

- 
- 
t 

+ 

O 
O 
Ci 
O 
O 
(1 

CI 

/ 2J 

609 
698 
- 
- 
- 

1,100 
1,rjoo 
1,140 
0 ,900 
0,610 
0,760 

299 
308 
-17 
> L I  

- 
- 
- 

v i t e s s e  
de 

r o t a t i o n  

- 
t - 
t - 
t 
- 
t 
- 
t - 
+ 

t 
- 
+ 

- 
- 
- 
- - 
- 
- 

Crois -  
sance  

Y a 
PS , 
( b )  

mg/200ml 

435 
609 
487 
619 
762 
920 
753 
88: 
564 
496 
537 
600 
T t !  
856 
a 7 8  
e t c  

692 

Product ion  . 
enzymat 1 que 

2 5 5  
2 S (1 

:OS' - 
- 
- 

Production 
r e l a t i v e  

au PS 

Y I 
, A M  60°C 

( a l  
U I / r l  

0, 575 
0,860 
0,700 
0 ,980 
0,810 
0,970 
0 ,845 
0,650 
0,905 
0,895 
0,960 
0,940 
0,835 
O,S20 
0,860 
~1 ,960  

0,960 

Y 3 

A M  60IPS. 
( b i  (cf 
UIig 

285 
309 
316 
7 d-8 -. 
25 1 
c( L L ~  c) 

247 
195 
744 
3 1 0 
;50 
Z 1 0 
277 
215 
254 
203 

277 
0,930 
1 , (1 il 0 
0,930 
(1,650 
0,290 
0,540 

Y a 
A M  75/PS 

( b i  ( c )  
UI/g 

189 
-a1 
7 -. : 
24t 
1 8 t  
224 
2 !5  
"11 8 
228 
214 
201 
m ,.aO 7 - m--  -c -3 

1 s4 
- l C ) - 7  &LI 

-,- , .. .' - 
C< ,.,4 - 

85 ,0% 
?4,0% 
82,,0% 
'" 1 - , 6 %  
64,0% 

, 71,Ok . 

Y 2 '1 s 
AM 7S0C. 

( a )  
UI/ml 

0,360 
0 ,600 
0 ,455 
0 ,680 
0,625 
0,960 
0,720 
0 ,655 
0,415 
0 ,590 
0,586  
0,655 
0,690 
0,880 
0 ,715 
0 ,740 

ïl,8lC1 

% 7 5 / 6 0  . 
i a  1 

61,5% 
68,5% 
64 ,0% 
69,0% 
77,0% 
98,0% 
83,5% 
98,0% 
68,0% 
66,0% 
69,5% 
70,5% 
82,5% 
96,0% 
82,0% 

101,ox 

84 , G X  



TABLEAU 32: E f f e t s  p r inc ipaux  moyens des  f a c t e u r s  ou c o e f f i c i e n t s  du 
modèle l i n é a i r e  s imple,  e t  adéquat ion au modèle. 

nb : Les  e f f e t s  s i g n i : ; c a t r f ç  au s e u i l  p = V , l  ! t ~ s t  t l  s o n t  s o u l i g n e s .  
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l ' e f f e t  d e  ce f a c t e u r  sur l ' a c t iv i t e  spéc i f ique  dosée  à 75°C. Il a p p a r a î t  
donc  q u e  l a  zone o p t i m a l e  d e  concen t r a t ion  e n  KH2POd pour l a  réponse  
Y I  (liée à l a  product ion  d 'amyloglucosidase)  est a t t e t n t e  et non ce l l e  d e  
l a  réponse  Y ( l iée à l a  production d ' a  -glucosidase). 2 

D e  ces d i f f é r e n t e s  o b s e r v a t i o n s ,  o n  p e u t  c o n c l u r e  q u e  
l ' amél iora t ion  d e  l ' a c t iv i t é  d o s é e  à 75°C et d o n c  c e l l e  du pourcen tage  
75/60 est l iée à l ' augmen ta t ion  d e  l a  b iomasse  du champignon pa r  
l 'ut i l isat ion d e  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  phosphate  d e  potassium. 

A ces concen t r a t ions  é levées ,  ce sel  a g i t  non s e u l e m e n t  e n  t a n t  
q u e  sou rce  d e  potass ium et d e  phosphate  mais  é g a l e m e n t  e n  a u g m e n t a n t  
l a  pression osmot ique  du mil ieu d e  cul ture .  

L 'emploi  des  2 v i tamines ,  aux  niveaux testés ( m ê m e s  niveaux q u e  
p o u r  l a  d e u x i è m e  m a t r i c e  d ' H a d a m a r d )  n e  m o n t r e  a u c u n  e f f e t  
s ignif icat if  sur l ' ensemble  d e s  réponses,  bien qu 'une t e n d a n c e  posi t ive 
appara isse .  

On n e  r e t r o u v e  que  pa r t i e l l emen t  l a  con f i rma t ion  des  r é s u l t a t s  
ob tenus  dans  l a  s econde  m a t r i c e  d 'Hadamard .  Une concen t r a t ion  t r è s  
é l e v é e  e n  biot ine et e n  th i amine  n e  s e m b l e  pas indispensable. L e s  
niveaux é t u d i é s  n e  p e r m e t t e n t  p a s  d e  conc lu re  sur  ces e f f e t s .  

IV. - EFFET DE LA VITESSE D'AGITATION DES FIOLES DE CULTURES 
(NIVEAU -1 : 8 0  rpm ; NIVEAU + l  : 150 r p m )  

L a  v i tesse  d ' ag i t a t ion  ( f ac t eu r  X ) a été é t u d i é e  aux m ê m e s  4 niveaux q u e  dans  l a  d e u x i è m e  m a t r i c e  d Hadamard .  U n e  f o r t e  ag i t a t ion  
t e n d  à augmen te r  l a  c ro i s sance  (+ 18 %), l es  product ions  absolues  
(+ 25 % pour l a  product ion  m e s u r é e  à 75°C) et l e  pourcen tage  75/60. Un 
e f f e t  p roche  d e  l a  s igni f ica t ion  a été obse rvé  pour l a  production du 
complexe  dosé à 60°C. 

L ' ac t ion  d e  l a  v i tesse  d e  ro t a t ion  sur  l a  product ion  r e l a t ive  a u  
poids sec dosée  à 60°C (Y ) est s igni f ica t ive  et néga t ive  (logique, c a r  il 
y a absence  d ' e f f e t  pour d l  et e f f e t  positif pour Y . L ' e f f e t  pour l a  
réponse  Y lui, n ' e s t  pas s ignif icat if  (logique, c a r  e f f e t  positif pour Y 
et pour Y$'. 2 

C e  f a c t e u r  ag i t ,  c o m m e  l e  f a c t e u r  KH2P04 ,  e n  amé l io ran t  l a  
product ion  d e  l ' e n z y m e  l e  plus t h e r m o s t a b l e  ( a -glucosidase) et l a  
c ro i s sance  fongique. 

Seuls  les  e f f e t s  pour Y j  et Y coinc ident  a v e c  c e u x  d e  l a  deux ième  5 m a t r i c e  d 'Hadamard .  L e s  4 a u t r e s  réponses p ré sen ten t ,  e l les ,  d e s  e f f e t s  
inverses.  C e s  d i f f é r e n t s  e f f e t s  d e  la  v i tesse  d 'ag i ta t ion ,  ob tenus  dans  ce 
plan f ac to r i e l ,  o n t  été vér i f iés  dans  un a u t r e  p lan  f a c t o r i e l  comple t ,  non 
p ré sen té ,  pa r  lequel  l e s  4 m ê m e s  f a c t e u r s  o n t  été é tudiés ,  pour d e s  



niveaux d i f f é r e n t s  d e s  f a c t e u r s  X I ,  X2  et X3, ma i s  aux m ê m e s  niveaux 
pour l 'agi tat ion.  

Ainsi, l e s  product ions  absolues  (Y e t  Y 2), l a  c ro issance  (Y,+) e t  l a  
production dosée  à 75'C r e l a t ive  a u  poids sec (Y6) son t  s t imu lees  par  
une ag i t a t ion  r ap ide  (150 rpm)  d a n s  cette expé r i ence  é t a b l i e  se lon  l e  
plan f a c t o r i e l  et pa r  l ' ag i ta t ion  l e n t e  (80 rpm) d a n s  ce l l e  é t u d i é e  g r â c e  à 
l a  m a t r i c e  d 'Hadamard .  C e t t e  d i f f é rence  d e  r é su l t a t s  est d i f f ic i le  à 
expliquer ,  une  hypo thèse  peu t  ê t r e  envisagée,  mais  qui  demandera i t  à 
ê t r e  é tud iée ,  par  l ' ex is tence  d ' i n t e rac t ion  non con t rô l ée  a v e c  d ' a u t r e s  
f a c t e u r s  d a n s  l ' expér ience  d e  l a  m a t r i c e  d 'Hadamard.  

Un d e s  ob jec t i f s  principaux d e  cette opt imisa t ion  est l ' amél iora t ion  
d e  l a  t h e r m o s t a b i l i t é  du  c o m p l e x e  e n z y m a t i q u e  ( s u i v i e  p a r  l e  
pourcen tage  75/60). L 'emploi  d 'une  ag i t a t ion  plus rap ide  a m é l i o r e  cette 
réponse. 

V. - ADEQUATION AUX MODELES 

Les  pourcen tages  des  va leurs  d 'adéquat ion  aux modèles  é t ab l i s  
g r â c e  aux c o e f f i c i e n t s  d e s  e f f e t s  principaux d e  chaque  f a c t e u r  sont  
proches  d e s  100 % pour les  réponses  Y 

2' 
Yj ,  Y4 et Y5 d e  ce plan 

f a c t o r i e l  c o m p l e t  ( tab leau  32). 

C e t t e  bonne adéquat ion  aux modèles  l inéa i res  s ignif ie  q u e  les  
éven tue l l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  f a c t e u r s  ne  peuven t  q u ' ê t r e  minimes,  et 
donc, q u e  l e s  e f f e t s  d e  ces f a c t e u r s  s o n t  indépendants  les  uns d e s  a u t r e s  
aux niveaux étudiés.  

CONCLUSION 

L'ut i l isat ion d e  ce plan, deux ième  é t a p e  d e  l 'op t imisa t ion  des  
condit ions cu l tu ra l e s  d e  l a  souche  P 6  d e  Thezmoascuh czu~taceus, a 
permis  d 'approcher  l e s  op t imums  pour c e r t a i n e s  réponses, amél iora t ion  
d e  l a  p r o d u c t i o n  g l o b a l e  d o s é e  à 7 5 ° C  et a m é l i o r a t i o n  d e  l a  
t he rmos tab i l i t é  du complexe  ( réponses  Y et Y 3). 

L e s  concen t r a t ions  op t ima les  e n  azo te ,  pour l 'ob tent ion  d 'une 
b iomasse  maximale ,  o n t  été obse rvées  e n t r e  0,62 et 0,95 g/l,  d a n s  les  
condi t ions  é tud iées  (de t e m p é r a t u r e ,  d e  t e n e u r  e n  carbone ,  d e  l a  
composi t ion  minéra le ,  ... ). P a r  c o n t r e ,  il est possible d ' augmen te r  encore  
cette biomasse  e n  jouant  sur  l a  concen t r a t ion  en  K H 2 P 0 4  et par . 
l ' ag i ta t ion  d e s  cu l tures .  

Pour  l e s  var ia t ions  d e  c e r t a i n s  f a c t e u r s  ( teneur  e n  KH P O 4  et 2 agitat ion) ,  on a obse rvé  un para l lè le  dans  l 'évolut ion d e  la  c ro issance  
pondérale,  d e  l a  product ion  du complexe  l e  plus t he rmos tab le  et d o n c  du 
r appor t  pourcen tage  75/60. Il s e r a i t  i n t é re s san t  d 'é tudier  s i  ces 
amé l io ra t ions  sont  r ée l l emen t  l iées  e n t r e  e l l e s  et a u  mé tabo l i sme  
fongique ou s ' i l  n e  s ' ag i t  que  d e  modif ica t ions  d e  leur  compor t emen t ,  
s ans  lien précis .  





C H A P I T R E  V 

PLAN CENTRE CCX4POSE 



TABLEAU 33: Niveaux des trois facteurs étudiés dans le plan centré 
composé. 



Dans cette t ro i s i ème  é t a p e ,  l a  m a r c h e  à su ivre  classique a u r a i t  &te 
d 'é tudier  l e s  réponses  du champignon pour l e s  milieux é t ab l i s  se lon  l a  
mé thode  d e  l a  plus g r a n d e  pente.  L a  l imi t a t ion  ma té r i e l l e  du n o m b r e  d e  
niveaux pouvant  ê t r e  é t u d i é e  pour l ' ag i ta t ion  d e s  cu l tures ,  et la  
proximi té  d e s  op t imums  pour l e s  a u t r e s  f a c t e u r s  nous o n t  o r i e n t é  vers  
l ' é tude  d'un plan c e n t r é  composé  à 3 f a c t e u r s  (X l ,  X2, X3) où l a  v i tesse  
d 'ag i ta t ion  s e r a  ma in tenue  cons tante .  

L 'organisa t ion  et l 'ut i l isat ion d e  ce plan c e n t r é  composé  o n t  été 
p résen tées  p.185. 

L e s  3 f a c t e u r s  é t u d i é s  sont  donc  l e s  t aux  d 'azote ,  d e  phosphate  d e  
potassium et d e  vi tamines.  C e s  f a c t e u r s  et l eu r s  niveaux d ' é tude  sont 
p ré sen té s  d a n s  le  t ab l eau  33. 

C e s  niveaux o n t  été choisis e n  fonct ion  d e s  r é su l t a t s  du  plan 
f a c t o r i e l  comple t .  Pour  l e  f a c t e u r  XI ( taux d 'azote) ,  l e s  concen t r a t ions  
choisies  son t  proches  du  domaine  supposé optimal .  

L e  f a c t e u r  X2 (KH P O  ) a été e x a m i n é  dans  une  g a m m e  d e  
2 ' 4  concen t r a t ion  d é c a l e e  ve r s  1 op t imum e n  fonct ion  d e s  r é su l t a t s  du  plan 

f ac to r i e l  comple t .  

L e  f a c t e u r  X3 (biot ine et thiamine),  su j e t  à discussion quan t  à son 
e f f e t  r ée l  sur  l a  product ion  du complexe  amyloglucosidasique,  a été 
analysé  à d e s  niveaux a y a n t  permis  l a  mise e n  év idence  d'un e f f e t  
s ignif icat if  lors  d e  la  p r e m i è r e  m a t r i c e  d 'Hadamard .  

Tous l e s  a u t r e s  composan t s  du milieu o n t  été maintenus  aux 
niveaux cons idérés  c o m m e  opt imaux se lon  les  r é s u l t a t s  précédents .  La  
v i tesse  d ' ag i t a t ion  a été choisie  à un niveau p roche  d e  l a  moyenne  des  
essais a n t é r i e u r s  (110 rpm). 

Chaque  e s sa i  a été r é p é t é  t ro is  fo is  et les  moyennes  calculées.  La  
signif icat ion d e  ces moyennes  a été vé r i f i ée  pa r  l ' ana lyse  des  
c o e f f i c i e n t s  d e  v a r i a t i o n  p a r  r a p p o r t  à c e l u i  d e s  t é m o i n s .  

L e  t ab l eau  34 p r é s e n t e  l a  m a t r i c e  d ' expé r i ence  et les  r é s u l t a t s  
obtenus  pour chaque  combinaison d e  t ro i s  f a c t e u r s ,  l e  tab leau  3 5  les  
coe f f i c i en t s  du modèle  quadra t ique  et l a  position d e  l ' ex t r emum 
(maximum ou minimum) pour chaque  réponse  du plan c e n t r é  composé.  

1. - LES MODELES QUADRATIQUES 

L e  t ab leau  35 p r é s e n t e  l e s  coe f f i c i en t s  d e  ces modèles,  ceux-c i  ont  
été c a l c u l é s  d ' a p r è s  l e s  r é s u l t a t s  d e s  m a t r i c e s  d ' e x p é r i e n c e .  

A l a  d i f f é r e n c e  d e s  a u t r e s  expé r imen ta t ions  modélisées e f f e c t u é e s  
dans  cette é tude ,  un seul  e f f e t  est signif icat if  : l ' e f f e t  du taux  d ' a z o t e  
(X ) sur  l a  product ion  enzymat ique  dosée  à 60°C (Yl), f avo r i san t  
l 'ukilisation d ' une  t e n e u r  faible (0,76 g/l) par  r a p p o r t  à une  concen t r a t ion  
plus é l e v é e  (1,26 g/l). 

C e t t e  absence  g é n é r a l e  d e  s ignif icat ion ma thémat ique  p e u t  ê t r e  
expl iquée  par  d i f f é r e n t e s  hypothèses. 
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TABLEAU 34: Matrice d'expérience e t  réponses des essa is  du plan centré 
composé. 

1 

nb : Chaque r é p o n s e  c o r r e s p o n d  A l a  m o y e n n e  d e  3 m e s u r e s  p o u r  l e s  e s s a i s  1 A 14 .  
L e s  e s s a i s  T l  A T l 0  c o r r e s p o n d e n t  d d e s  m e s u r e s  s l m p l e s .  

-, 

MATRICE D 'EXPERIENCE P r o d i l c t i  o n  P r o d u c t i o n  
e n z y m a t i q u e  



TABLEAU 35: Coefficients du modèle mathématique et position de l'extremum 
pour chaque réponse du plan centré composé. 

1 

bn ( K H 2 P 0 4 )  +0,015 +0,051 +4,8 +53,6 +20,3 +19,2 

bs ( v i t a m i n e s )  -0,019 -0,044 -5'3 -74'8 +35,8 +24,7 

Taux d ' A z o t ~  ( g / l )  
Xe(1) ( C / N )  

Ferme c o n s t a n t  
bo (moyenne d e s  e s s a i s )  

rerme l i n é a i r e  
( O U  e f f e t  moyen) 
b t  ( t a u x  d ' a z o t e )  

-f 

REFONSES 
Pr oduc t i on 
enz ymat i que 

Y i  y 2 Ys 

Croi 5 - ,  

s a n c e  

Y *  

P o i d s  
s e c  

mg 
/ 

200m1, 

A . A M  
d o s é e  
h 60-C 

UI/ml 

P r o d u c t i o n  
r e l  a t  i ve  

au PS 

y 3 Y b  

0,473 

t0.042 

A . A N  
d o s é e  
h 7S°C 

U I l m l  

A M  
60°C 
/ 
P s 

U I / g  , 

85,O 

+3;,2 

* 

% 
75/60 

A M  
75-C 
/ 
P s 

UI/g . 

137,4 

+28,2 

0,675 

-0,050 

141,71 878,0 

- 1 , l  

_ C  

-83,s 



1) Elle  peu t  S t r e  d u e  l ' ex is tence  d 'une  z o n e  op t ima le  assez large.  
L e s  é c a r t s  d e s  réponses  aux  niveaux - cl et + a son t  faibles ,  ce qui  
t ende ra i t  à c o n f i r m e r  cette hypothèse. Dans  l a  s u i t e  d e  cette discussion, 
l e s  r e p r é s e n t a t i o n s  g r a p h i q u e s  ( c o u r b e s  d ' i s o r é p o n s e s  et c o u r b e s  
individuelles c e n t r é e s )  é t a y e r o n t  cette hypothèse. 

C e t t e  absence  d e  signif icat ion indique, e n  assoc ia t ion  a v e c  l e s  
valeurs  d e s  e x t r e m u m s  ca lculés ,  q u e  l a  zone  o p t i m a l e  pour les  réponses  
é tud iées  a été a t t e i n t e .  

2)  étroitesse du domaine  é t u d i é s  ( - a ,  + a ), pour chaque  f a c t e u r ,  
explique pa r t i e l l emen t  cette absence  d e  signif icat ion.  

3) L ' absence  d e  signif icat ion d e s  coe f f i c i en t s  ca lculés  pourra i t  
é g a l e m e n t  ê t r e  d u e  à une  g rande  var ia t ion  expé r imen ta l e .  Pour  vér i f ie r  
cette hypothèse,  les  c o e f f i c i e n t s  d e  var ia t ion  a u  point  c e n t r a l  (O, 0, 0) 
pour c h a q u e  réponse  o n t  été calculés.  Ils sont  d e  : 

C e s  c o e f f i c i e n t s  s o n t  faibles, i ls  indiquent  un bon con t rô l e  d e s  
c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  et n o u s  m o n t r e n t  q u e  l ' a b s e n c e  d e  
signif icat ion d e s  c o e f f i c i e n t s  du modè le  quadra t ique  n e  p e u t  être 
expliquée par  une  t r o p  g r a n d e  var ia t ion  expé r imen ta l e .  

4) Cependan t ,  l a  compara ison  d e  ces c o e f f i c i e n t s  à ceux  des  
réponses du plan (14 combinaisons)  : Y : 13,O % ; Y : 19,O % ; Y : 
11,6 % ; Y : 27,5 % ; Y5 : 60,1 % et Y6 : 38,3 d,  indique q u e  ?es 
v a r i a t i o n s  4 c o n t r ô l é e s  s o n t  p e u  i m p o r t a n t e s  d a n s  l a  z o n e  d e  
concen t r a t ions  é tudiées .  C e  f a i t  r e n f o r c e  11hyp6thèse d 'une  zone  
op t ima le  large.  

5) Une  d e r n i è r e  hypothèse  pour expliquer  I 'absence d e  signif icat ion 
d e s  coe f f i c i en t s  du modèle  peu t  ê t r e  q u e  d ' au t r e s  f a c t e u r s  a y a n t  un rô le  
prépondérant  sur  le s u j e t  et éloignés d e  leur  op t imum masque ra i en t  l e s  
e f f e t s  d e s  p a r a m è t r e s  é t u d i é s  ici. 11 pourra i t  s 'agir ,  par  exemple ,  d e  
l ' ag i ta t ion  (aérat ion),  ce f a c t e u r  d e v r a i t  f a i r e  l 'ob je t  d 'une  é t u d e  
approfondie e n  b io réac t eu r .  

D e  plus, il f a u t  no te r  que  l e s  équa t ions  n e  p e r m e t t e n t  q u e  
l ' é tab l i ssement  d e  courbes  p ra t iquemen t  symé t r iques  et non d e  courbes  à 
plateaux.  Il y a donc  l imi t a t ion  d e  ces modèles. L a  raison d e  l ' absence  
d e  signif icat ion s e r a  d i s c u t é e  dans  l e  s u i t e  d e  ce c h a p i t r e  à l ' a ide  d e s  
r ep résen ta t ions  graphiques.  

II. - LA POSITION DES EXTREMUMS (OU NIVEAUX OPTIMAUX DES 
FACTEURS P O U R  CHAQUE REPONSE) 

L e  choix d e s  niveaux pour l e s  t ro i s  f a c t e u r s  a permis,  pour l a  
major i té  d e s  réponses,  un bon c e n t r a g e  autour  du point  c e n t r a l  (O, 0, O), 
dans  l e  domaine  é t u d i é  (-a , + a ) .  Seu l s  les  niveaux opt imaux d e  chaque  
f a c t e u r  pour les  réponses  Y I  (minimum) et Y4 (maximum) sont  e n  dehor s  
d e  cette zone  (- a, + a  ). Mais ces niveaux pour l a  c ro i s sance  ( réponse  Y 



r e n t r e n t  d a n s  l e  c a d r e  é l a rg i  é t u d i é  (-2, +2). D e  plus, la  posi t ion du 
minimum d e  l a  p remiè re  réponse  (production du  complexe  dosé  à 60°C) 
est t r è s  é lo ignée  du domaine  é tudié .  

L e s  g r a n d e s  d i f f é r e n c e s  o b s e r v é e s  p o u r  l e s  p r o d u c t i o n s  
enzymat iques  dosées  à 60°C et à 75°C d é m o n t r e n t  q u e  les  op t imums  
s o n t  d i f f é r e n t s  et q u e  ces 2 réponses  n e  peuvent  ê t r e  amé l io rées  
s imu l t anémen t .  

Au r ega rd  du t ab l eau  35, on peut  no te r  l e s  concen t r a t ions  
op t ima les  d e s  3 p a r a m è t r e s  é tud ié s  ( teneur  e n  a z o t e ,  e n  K H 2 P 0 4  et en  
v i tamines)  pour chaque  réponse.  Pour  l e s  cinq de rn iè re s  réponses  (Y à 
Y6), l e s  t a u x  e n  a z o t e  r e s t e n t  tous  d a n s  l e  domaine  é t u d i é  (-1,2, + l , i )  ; 
ces taux s o n t  d i f f é r e n t s  selon l e s  réponses. L a  concen t r a t ion  e n  KH P O  
op t ima le ,  pour les  réponses  Y a Yg, est toujours é l e v é e  d e  2,O g/ l ,  2 pour 4 
l a  product ion  enzymat ique  dosee  a 75"C, à 4,9 g/ l  pour l a  c ro i s sance  
pondérale,  ce qui  indique l ' e f f e t  d e  l a  pression osmot ique .  Les  
c o n c e n t r a t i o n s  e n  v i t amines  u t i l i sées  a u  point c e n t r a l  sont  t ou te s ,  pour 
l e s  réponses  Y 2  à Y6, t r o p  é l e v é e s  pour obteni r  une  réponse  o p t i m a l e  du 
champignon,  ainsi  l a  c ro i s sance  du Thezmoascus czustaceus (P6) s e ra  
m a x i m a l e  p o u r  0 ,5  p g / l  d e  b i o t i n e  et 1 0  1 d e  t h i a m i n e .  

L 'amél iora t ion  d e  l a  production dosée  à 75°C est pa ra l l è l e  à 
l ' augmen ta t ion  d e  l a  b iomasse  fongique. C e s  t ro i s  réponses  (Y2, Yj, Y4) 
o n t  souvent  m o n t r é  d e s  zones  op t ima les  d e  f açon  proche.  

III. - REPRESENTATIONS GRAPHIQUES 

D i f f é r e n t e s  r ep résen ta t ions  graphiques  vont  p e r m e t t r e  d ' i l lus t re r  
l e s  r é su l t a t s  obtenus  dans  l e  domaine  é l a rg i  (-2, +2). 

C e s  r ep résen ta t ions  graphiques s o n t  d e  deux t y p e s  : l e s  cou rbes  
d ' isoréponses et l e s  cou rbes  individuelles cen t r é s .  C e s  d i f f é r e n t e s  
r ep résen ta t ions  graphiques o n t  été e f f e c t u é e s  e n  fonc t ion  des  modèles  
quadra t iques  calculés.  

1. - L e s  courbes  d ' isoréponses 

C e s  c o u r b e s  d ' isoréponses sont  l e s  r ep résen ta t ions  d e s  c o u r b e s  d e  
r éponses  é g a l e s  co r re spondan te s  aux var ia t ions  s imu l t anées  d e  deux 
f a c t e u r s ,  l e  t ro i s i ème  é t a n t  cons idé ré  à son  n iveau  c e n t r a l  (O). 

L e s  va r i a t ions  d e s  f a c t e u r s  o n t  été suivies d a n s  un e s p a c e  plus 
l a r g e  (-2, +2)  q u e  ce lu i  é t u d i e  (-a, + a) pour p e r m e t t r e  une mei l leure  
visualisation. 

L e s  f igu res  34 à 39 r ep résen ten t  ces courbes  d ' isoréponses pour les  
six réponses  suivies. L e s  va leurs  indiquées sur  l e s  c o u r b e s  cor respondent  
aux  va leurs  d e s  réponses  e n  UI /ml  pour l e s  productions e n z y m a t i q u e s  (Y 
et Y ), e n  % pour l e  r appor t  75/60 (Y3), e n  mg/lOO ml  d e  c u l t u r e  pour 
l a  c f o i s s a n c e  p o n d é r a l e  (Yp)  et  e n  U l / g  p o u r  l e s  p r o d u c t i o n s  
e n z y m a t i q u e s  r appor t ées  à l a  b iomasse  (Y et Y6). 
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FIGURE 34 : Courbes d ' isoréponses dela réponse Y, (production du complexe 

1 
I dosé à 60°C) de 2 facteurs simultanément (le 3eme=~). 

t 
FIGURE 35: Courbes d'isoréponses de la réponse Y2 (production du com lexe 

enzymatique dosé 75OC) de 2 facteurs simultanément (3emg=0). 



FIGURE 37: Courbes d'isoréponses de l a  réponse Y 4  (croissance mesurée par l e  
eme - poids sec) de 2 facteurs simultanément ( 3  -0) .  

FIGURE 38: Courbes d'isoréponses de l a  réponse Y (production empat ique  dosée à 5 60°C rapportée au PS) de 2 facte~irc  =imultanhent ( 3  = O ) .  



FIGURE 40: Courbes i n d i v i d u e l l e s  c e n t r é e s  pour les f a c t e u r s  X I ,  
dans l e  domaine é l a r g i  (-2, +2) de l a  réponse  Y , .  
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RE 41: Courbes i n d i v i d u e l l e s  c e n t r é e s  pour l e s  f a c t e u r s  X I ,  X2 e t  Xg 
dans  l e  domaine é l a r g i  ( - 2 ,  +2) de l a  réponse  Y2. 
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L'aspec.: géné ra l  d e  ces f igu res  est so i t  bien ce r i t r é  sur  l ' ex t r emum 
(minimum ou maximum) (ex. : f igu re  361, so i t  p r é s e n t e  au  moins  2 
e x t r e m u m s  (ex. : f igu re  35). 

Pour  l a  p r e m i è r e  réponse  (production du complexe  e n z y m a t i q u e  
dosé  à 60°C, f igu re  341, l ' ex t r emum est un minimum. Ce  minimum est 
c e n t r é  pour les  var ia t ions  conjo in tes  d e s  concen t r a t ions  e n  KH PO et 
e n  v i tamines  ( le  t aux  d ' a z o t e  é t a n t  conse rvé  a u  niveau moye$ O. 'soit 
0,95 g/l). Dans  l e s  deux a u t r e s  cas, ce minimum est d é c a l é  aux  l i m i t e s  
du domaine  é l a rg i  (-2, +2). Toutefois ,  pour l a  product ion  du complexe  
m e s u r é e  à 60°C, l ' ex t r emum pour l a  var ia t ion  s imul t anée  d e s  t ro i s  
f a c t e u r s  est s i t u é  hors  d e  ces l imites .  

L a  product ion  du complexe  A M  dosé  à 75°C p résen te ,  quan t  à e l le ,  
pour t o u t e s  les  variat ions,  d e s  e x t r e m u m s  non s i t u é s  dans  le  domaine  
é tudié .  P a r  c o n t r e ,  l ' op t imum est s i t ué  d a n s  l e  domaine  exploré  ( - a ,  + a )  
pour les  var ia t ions  d e s  t r o i s  f a c t e u r s  s imul tanément .  

Pour  l e  r a p p o r t  d e s  a c t i v i t é s  (% 75/60) et l a  c ro i s sance  du 
champignon (Y ), d e  bons c e n t r a g e s  d e s  o p t i m u m s  s o n t  observés,  pour 4 t o u t e s  l e s  variat ions.  C e s  c e n t r a g e s  s o n t  é g a l e m e n t  obtenus  lors  d e  l a  
v a r i a t i o n  s i m u l t a n é e  d e  t r o i s  f a c t e u r s  p o u r  ces d e u x  r é p o n s e s .  

L e s  c o u r b e s  d ' i s o r é p o n s e s  p o u r  l e s  d e u x  d e r n i è r e s  r é p o n s e s  
( a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  p r o d u i t e s ,  d o s é e s  a u x  d e u x  t e m p é r a t u r e s )  
d é m o n t r e n t  q u e  l e s  e x t r e m u m s  son t  d e s  minimums et sont  a t t e i n t s  dans  
t o u s  l e s  cas d e  v a r i a t i o n s  d e u x  à d e u x  d e s  t r o i s  f a c t e u r s .  

2. - L e s  c o u r b e s  individuelles  c e n t r é e s  

Les  courbes  individuelles  c e n t r é e s  su ivent  l a  variat ion d'un seul  
f a c t e u r  aux d i f f é r e n t s  niveaux é tudiés ,  les  deux a u t r e s  é t a n t  f i x é e s  a 
leur  niveau c e n t r a l  c o d é  (0). 

Les  f igu res  40 à 43  r e p r é s e n t e n t  l e s  cou rbes  individuelles c e n t r é e s  
pour les  t ro i s  f a c t e u r s  d e s  q u a t r e  p remiè res  réponses,  les  deux de rn iè re s  
r,éponses é t a n t  d e s  combinaisons d e s  q u a t r e  premières .  C e s  courbes  o n t  
été rep résen tées  d a n s  le  domaine  é t u d i é  ( - a ,  + a  ) et par  ex t r apo la t ion  
d a n s  l e  domaine  é l a rg i  (-2, +2). 

Une r e m a r q u e  g é n é r a l e  s ' impose pour ces q u a t r e  r ep résen ta t ions  
raphiques  : l e s  d i f f é r e n t s  e x t r e m u m s  sont  t ous  inc lus  dans  le  domaine  5 ., 

e t u d ~ e  (- a, + a  ). L e  c e n t r a g e  des  niveaux a été bon s i  on n e  cons idè re  
q u e  les  var ia t ions  individuelles. L e s  var ia t ions  d e s  réponses d a n s  l e  
domaine  (- a ,  + a )  son t  a s s e z  faibles ,  ce qu i  c o n f i r m e r a i t  l ' ex is tence  
d 'une  zone  op t ima le  large. 

1) L a  f igu re  40 r e p r é s e n t e  l e s  cou rbes  individuelles pour l a  
product ion  du complexe  enzymat ique  dosée  à 60°C (Y l). Pour l e s  t e n e u r s  
e n  K H  P O  et e n  v i t amines  (X et X ), le  minimum a t t e i n t  est bien 3 c e n t r é  %ur % niveau c o d é  (0) (soit 3 g / l  d e  KH2P04 ,  5 pg/l  d e  b io t ine  et 
100 pg/l d e  th iamine) ,  t and i s  q u e  pour l e  t a u x  d ' a z o t e  (X ) l e  minimum 
a t t e i n t  l ' es t  pour l e s  niveaux codés  + 1  et + l , 2  (0.76 et 0 5 3  g/l). Cette 
rep résen ta t ion  graphique  souligne bien q u e  ces f a c t e u r s  n 'ont  pas  été 
optimisés.  



FIGURE 42: Courbes individuelles .centrées pour les facteurs X , X2 et X3 
dans le domaine élargi (-2, +2) de la réponse Y3. 1 
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FIGURE 43: Courbes individuelles centrées pour les facteurs X I ,  X2 et X3 
dans le domaine élargi (-2, +2) de la réponse Y 4 .  
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2) Dans  l a  f i gu re  41, les  cou rbes  individuelles  c e n t r s e s  pour l a  
product ion  enzymat ique  mesurée  à 75°C m o n t r e n t  une m ê m e  a l lu re  pour 
l e s  teneurs-  en  azote et e n  v i t amines  O< et X3) o ù  l 'opt imum d e  L product ion  enzymat ique  dosée  à 75°C est s i t u é  pour l e s  niveaux codés  
-1,2 et -1 : so i t  e n t r e  1,36 et 1,26 g / l  d 'azote ,  2 et 2,5 pg/l  d e  biot ine 
et 40 et 50 pg/ l  d e  th iamine .  P a r  con t r e ,  l a  cou rbe  du f a c t e u r  X2 
indique l a  position d'un minimum dans  ce domaine.  Pour  cette réponse, 
l e  f a c t e u r  X2  n ' e s t  pas t o t a l e m e n t  optimisé.  L 'ex is tence  d e  ces deux 
t y p e s  d e  courbes  explique l ' a spec t  d e s  courbes  d ' isoréponses ob tenues  
pour cette réponse  (f igure 35), où aucun e x t r e m u m  n e  f igu re  dans  l e  
domaine  exploré,  n i  dans  l e  domaine  élargi.  

3) L e s  var ia t ions  d e s  courbes  individuelles  c e n t r é e s  du r appor t  d e s  
a c t i v i t é s  dosées  à 75°C et à 60°C (% 75/60,  f i gu re  42) pour chaque  
f a c t e u r  m o n t r e n t  que ,  pour cette réponse,  l e  c e n t r a g e  d e s  f a c t e u r s  a été 
exce l l en t  au tou r  du  point cen t r a l .  Il a p p a r a î t  donc  q u e  l e  pourcen tage  
maximal  a été a t t e i n t  pour l e s  concen t r a t ions  d e s  t ro is  f a c t e u r s  e s sayées  
dans  ce plan c e n t r é  composé  : 0,95 g/ l  d ' a z o t e ,  3,O g / l  d e  K H 2 P 0 4 ,  
5 pg/l  d e  biot ine et 100 pg/l  d e  th iamine .  

L 'opt imisa t ion  d e  l a  t he rmos tab i l i t é  du complexe  produit  a donc  
été a t t e i n t e  pour ces 3 f a c t e u r s ,  e n  fonct ion  d e  l ' ensemble  d e s  f a c t e u r s  
ma in tenus  cons tants .  

4) Pour  l a  c ro i s sance  (qua t r i ème  f a c t e u r ) ,  un bon c e n t r a g e  est 
é g a l e m e n t  à r e m a r q u e r  mais  d é c a l é  vers  l e s  niveaux c o d é s  -1,2 et -1 
pour l e  t aux  d ' a z o t e  (1,36 et 1,26 g/ l)  et l a  concen t r a t ion  e n  v i t amines  
(2,O et 2 ,5  p g / l  d e  b i o t i n e  e t  40  et 5 0  p g / l  d e  t h i a m i n e ) .  

IV. - DISCUSSION ET CONCLUSION DU PLAN CENTRE COMPOSE 

L e s  concen t r a t ions  op t ima les  d e  ces 3 p a r a m è t r e s  ne  son t  pas 
ident iques  pour l e s  diverses réponses  é tudiées .  Ainsi, l es  t e n e u r s  
op t ima les  e n  a z o t e ,  KH P O  et v i t amines  n 'ont  pas  été a t t e i n t e s  puisque 2 4 l 'object if  était un accroissement d e  l a  product ion  dosée  à 75°C et d e  l a  
t he rmos tab i l i t é  du complexe  enzymat ique .  Une amé l io ra t ion  d e  l a  
c ro i s sance  s 'observe  e n  para l lè le  à l ' amél iora t ion  de  l a  t he rmos tab i l i t é  
du complexe .  

C o m m e  il a été préc isé  d a n s  l a  f in d e  l a  p remiè re  p a r t i e  et dans  l e  
d é b u t  d e  celui-ci,  l e  complexe  e n z y m a t i q u e  dosé correspond à un 
m é l a n g e  d ' a c t i v i t é  d ' a m y l o g l u c o s i d a s e  et d '  a - g l u c o s i d a s e .  L a  
the rmos tab i l i t é  et l 'op t imum d ' ac t iv i t é  é l e v é  s o n t  dus à 1' a -g lucos idase  
d u  T h e ~ r n o a ~ c u ~  czubtaceu~, l ' a m y l o g l u c o s i d a s e  p o s s e d a n t  l e s  
c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  amyloglucosidases d e s  A~petgiQQub viigez. 

Il appa ra î t  d o n c  q u e  l e s  condi t ions  d 'amél iora t ion  d e  l a  production 
d '  a - g l u c o s i d a s e  n e  s o n t  p a s  c e l l e s  d e  l ' a m y l o g l u c o s i d a s e .  L e s  
mécan i smes  régissant  ces synthèses  enzymat iques  ne  son t  pas  ident iques  
et n 'obéissent  pas  aux  m ê m e s  condi t ions  extér ieures .  

En fonct ion  du nombre  d e  f a c t e u r s  cons idérés  (1, 2 ou 31, les  
concen t r a t ions  op t ima les  d e  ces 3 f a c t e u r s  var ien t ,  ce qui indique 
l ' ex i s t ence  d ' i n t e rac t ions  e n t r e  l e s  fac teurs .  S i  aucun d e  ces t e r m e s  
n ' e s t  s ignif icat if ,  i ls  n 'en sont  pas  moins impor tants .  



L'absence d e  signification cons ta tée  p récédemment  peut ê t r e  
expliquée par une zone opt imale  large  et par l ' é t ro i tesse  du domaine 
étudié.  alg gré cette absence d e  signification, on peut t o u t  d e  m ê m e  
conclure que  les concentra t ions  opt imales  d e s  trois  f a c t e u r s  o n t  été 
a t t e i n t e s  pour la croissance et la thermostabi l i té  du complexe produit. Il 
au ra i t  été possible et plus judicieux d e  choisir dans cette é t a p e  un 
domaine d 'é tude plus large q u e  celui  classiquement conseil lé de  (-1,2 ; 
+1,2) pour l 'étude d e  trois  fac teurs .  En e f f e t ,  un élargissement d e  ce 
domaine (-2, +2) par  exemple,  pour cette expérience,  a u r a i t  permis une 
résolution plus sûre  du problème. 
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TABLEAU 36: Composition des trois milieux "clés" de l'amélioration 
de la production enzymatique en système statique et agité. 

Sou!-ce d e  Carbone < q / l  i 
! M D O Î  j ( g t l )  

Source d 'Azote 
( g / l l  
( g / l )  

Milieu. : Hilieu Mili e u  
d ' 

isolement P 4 ( G , < I , ( I I  



C o m m e  nous l 'avons dé j à  préc isé  dans  l a  deux ième  pa r t i e  d e  ce 
mémoi re ,  la  souche  é t u d i é e  a p résen té  d e s  var ia t ions  i m p o r t a n t e s  des  
t aux  d e  productions e n z y m a t i q u e s  t o u t  au  long des  é t u d e s  dans  des  
condi t ions  équivalentes.  Seul  l e  r appor t  d e  l ' a c t iv i t é  d o s é e  à 75°C et d e  
l ' a c t iv i t é  dosée  à 60°C a p r é s e n t é  une  bonne cons tance .  Il n 'est  donc  pas 
concevab le  d e  c o m p a r e r  les  t a u x  d e  product ion  d e s  d i f f é r e n t e s  é tapes .  
C e s  product ions  enzymat iques  o n t  été vér i f iées  par  d e s  c iné t iques  d e  
product ion  du complexe  enzymat ique  pour d i f f é r e n t s  mil ieux d e  cul ture .  
D e  plus, les  milieux d é t e r m i n é s  c o m m e  opt imaux à c h a q u e  é t a p e  pour l a  
réponse  Y j  (% 75/60) o n t  été c o m p a r é s  dans  l a  f igure  47  r é suman t  les  
d i f f é r e n t e s  é t a p e s  d e  l 'opt imisat ion.  

1. - CINETIQUES D E  P R O D U C T I O N S  E N Z Y M A T I Q U E S  P A R  L A  
SOUCHE P6 DU THERMOASCUS CRUSTACEUS 

C e s  c iné t iques  o n t  été suiv ies  à 37°C et à l 'obscur i té  e n  c u l t u r e  
s t a t i q u e  (fioles d e  Roux,  100 m l  d e  milieu d e  cu l tu re )  et e n  cu l tu re  
a g i t é e  (fioles d 'Er lenmeyer ,  200 ml  d e  milieu d e  cu l tu re ,  110 rpm). 

5 L e  t aux  d ' e y e m e n c e m e n t  a été d e  20.10 conid ies  par  f io le  d e  
Roux et d e  100.10 conid ies  pa r  f io le  d1Er lenmeyer .  

Trois  milieux o n t  été e s s a y é s  : 

- l e  mil ieu d ' i so lement  addi t ionné  d e  F e S O  7 H 2 0  ; 
- l e  mil ieu P 6  addi t ionné  d e  F e S 0 4 ,  7H O Y'  
- l e  mil ieu (O, 0, O) c e n t r a l  du p lan  c e n ê é  composé .  

L e  tab leau  36 r é s u m e  l a  composi t ion  de ces milieux. 

L e s  c iné t iques  o n t  été suivies jusqu'à c inq  jours d e  c u l t u r e  e n  
s y s t è m e  a g i t é  et s e p t  jours e n  s y s t è m e  s t a t ique ,  du rées  a p r è s  lesquelles  
l a  phase  d e  lyse  mycél ienne  est n e t t e m e n t  e n t a m é e .  

L a  f igu re  44 r é s u m e  les  d i f f é r e n t e s  c iné t iques  d e  c ro i s sance  d e  Th. 
czubtaceub dans  ces d i f f é ren t s  cas. Les  f igures  45  et 46 r e p r é s e n t e n t  ces 
c iné t iques  d e  product ions  amyloglucosidasiques, pour l e s  a c t i v i t é s  dosées  
à 60°C et 75°C. 

1. - Aspec t  d e s  c u l t u r e s  

- En c u l t u r e  ag i t ée ,  l 'ut i l isat ion des  3 milieux p e r m e t t e n t  l 'ob tent ion  
d e  c u l t u r e  uniquement  mycélienne,  sans  fo rma t ion  d 'agglomérats .  

- En s y s t è m e  s ta t ique ,  l ' aspec t  cu l tu ra l  est d i f f é r e n t  se lon  les  milieux : 

. su r  l e  milieu d ' i so lement ,  addi t ionné  d e  F e S 0 4 ,  7 H 2 0 ,  le  Champi-  
gnon produit  d e s  pér i theces ,  mûrs  e n  5 à 6 jours et un e x u d a t  doré  
qu i  co lo re  f o r t e m e n t  l e  mil ieu d e  c u l t u r e  ; 

. sur  l e  milieu P6 ,  c o m p l é t é  par  du F e S O  7H O, l a  c u l t u r e  r e s t e  
mycé l i enne  jusqu'à 7 ou 8 jours,, quis  di!iéren$es p lages  apparais-  
s e n t ,  t a n t ô t  conidiennes,  t a n t ô t  pe r i t héc i a l e s  ; 



FIGURE 44: Croissance pondérale du Thermoascus crustaceus en systéme agité 
et en système statique sur 3 milieux de culture. 
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FIGURE 4 5 :  Activité amyloglucosidasique produite en système statique 
mesurée à 60°C (- ) et à 75OC (----- ) sur 3 milieux de culture. 
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FIGURE 4 6 :  Activité amyloglucosidasique produite en système agité mesurée 
à 60°C (- ) et à 75°C (----1 sur 3 milieu de culture. 



. sur  l e  milieu (O, 0, O), l a  c u l t u r e  est uniquement  mycélienne.  

2. - Cro i s sance  pondéra le  ( f igure  44), évolu t ion  du pH- et d e  l a  
t e n e u r  e n  g lucose  

Cette c ro i s sance  d é b u t e  plus r ap idemen t  su r  les  milieux a g i t é s  que 
sur l e s  mil ieux s t a t iques ,  ma i s  l a  biomasse max ima le  a t t e i n t e  est 
g lobalement  plus i m p o r t a n t e  e n  c u l t u r e  s ta t ique .  

- Sur l e  milieu d ' i so lement  (+ F e S 0 4 ,  7H O), l a  phase  s t a t ionna i r e  2 est a t t e i n t e  a u  bout  d e  5 a 6 jours, e n  ag i t a t ion  et e n  s ta t ique .  P a r  
con t r e ,  l e  pH est au  minimum ve r s  36  h et r e m o n t e  i m m é d i a t e m e n t  e n  
s y s t è m e  ag i t é ,  tandis  qu 'en  s y s t è m e  s t a t i q u e  l e  pH r e s t e  bas jusqu'à 3 
jours où il c o m m e n c e  à remonter .  L a  t eneur  e n  glucose a t t e i n t  un 
m a x i m u m  a p r è s  2 j o u r s  d e  c u l t u r e ,  p u i s  c h u t e  r a p i d e m e n t .  

- Sur  l e  milieu P 6  (+ F e S 0 4 ,  7H O), l a  phase  s t a t ionna i r e  est 
a t t e i n t e  à 4 jours, d a n s  l e s  2 cas. L e  t o m p o r t e m e n t  d e  l a  t e n e u r  en  
g lucose  est s imi la i re  à ce lu i  obse rvé  a v e c  l e  milieu d ' isolement.  P a r  
cont re ,  l a  c h u t e  du pH e n  s y s t è m e  s t a t i q u e  est plus longue (4 jours). 

- Sur  l e  milieu (O, 0, O), l a  phase  s t a t ionna i r e  est a t t e i n t e  e n t r e  4 
et 5 jours d e  cul ture .  L a  biomasse max ima le  o b t e n u e  à ces jours est d e  
l 'o rdre  d e  213 d e  c e l l e  ob tenue  a v e c  l e s  2 a u t r e s  milieux. L e  pH c h u t e  
r ap idemen t  et r e s t e  c o n s t a n t  aux  pH 2.0 et 2.5. L e  c o m p o r t e m e n t  d e  la  
t eneu r  e n  g lucose  est très d i f f é ren t  a v e c  ces milieux ; e n  e f f e t ,  e l le  
a t t e i n t  un maximum à 2 jours et n e  descend guè re  par  l a  suite. 

3. - Product ion  d u  complexe  e n z y m a t i q u e  (f igures 45  et 46) 

L ' ana lyse  d e s  d i f f é r e n t e s  c iné t iques  d e  product ions  enzymat iques  
par  l e  Thezmoa&cu& czuhtaceua (souche P6)  e n  c u l t u r e s  s t a t i q u e  et a g i t é e  
d é m o n t r e  q u e  ces product ions  sont  n e t t e m e n t  mei l leures  e n  s y s t è m e  
s t a t i q u e  qu 'en  s y s t è m e  agi té .  L 'oxygénat ion  et l ' ag i ta t ion  mécan ique  du 
m i l i e u  l i m i t e n t  d o n c ,  é g a l e m e n t ,  l a  p r o d u c t i o n  e n z y m a t i q u e .  

Conclusion 

L e  mei l leur  milieu e n  s y s t è m e  a g i t é  est l e  milieu (O, 0, O), milieu 
a v e c  lequel  l ' amél iora t ion  d e  l a  product ion  et d e  l a  t he rmos tab i l i t é  du 
c o m p l e x e  e n z y m a t i q u e  e s t  e f f e c t i v e .  A u s s i ,  l e s  e x p é r i e n c e s  
mul t i f ac to r i e l l e s  o n t  p e r m i s  d e  réa l i ser  une amé l io ra t ion  i m p o r t a n t e  de  
l a  production e n z y m a t i q u e  d e  n o t r e  champignon : la production moyenne  
ob tenue  en  3 jours, e n  s y s t è m e  ag i t é ,  a été d e  0,2 UI/ml (dosées à 75°C) 
a v e c  l e  milieu P6 et d e  0,75 UI/ml avec .  .le mil ieu (O, 0, O), soit une 
amél iora t ion  d e  275 %. 

II. - RECAPITULATION DE L'EVOLUTION DE L A  REPONSE Y 3  DANS 
CETTE ETUDE MULTIF ACTORIELLE 

L a  product ion  enzymat ique  a y a n t  été amé l io rée  et l e s  c iné t iques  de  
production du complexe  ayan t  pe rmis  d e  vér i f ie r  ce ré su l t a t ,  la  
compara ison  d e s  d i f f é r e n t s  milieux p e r m e t  d e  con t rô l e r  l a  va leur  des  
s équences  d e  cette é tude .  



FIGURE 47: Evolu t ion  du rappor t  de s  a c t i v i t é s  (75160) à chaque é t a p e  de l ' é t u d e  l ~ 
en système a g i t é ,  à l a q u e l l e  s o n t  a s soc i ée s  l e s  v a l e u r s  de c r o i s s a n c e  
e t  de product ion  enzymatique dosée à 75'C ( réponses  Y 4  e t  Y 2 ) .  
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L a  f igure  47 r ep résen te  cette évolur ion  d e  l a  réponse  Y3, e n  
fonc t ion  d e s  milieux amé l io ré s  à l aquel le  s o n t  associées l e s  va leurs  d e  
product ions  enzymat iques  dosées  à 75°C ( réponse  Y ) L e  t ab leau  37 2 * .  préc i se  l a  composi t ion  d e s  d i f f é r e n t s  milieux. L 'observatron d e  l a  f i gu re  
47 m e t  e n  év idence  q u e  les  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  o n t  pe rmis  une  
amé l io ra t ion  i m p o r t a n t e  du r a p p o r t  d e s  a c t i v i t é s  dosées  à 75°C et à 
60°C, ainsi  q u e  d e  l a  product ion  du complexe  (dosée à 75°C). C e t t e  
amé l io ra t ion  p e r m e t  d e  passer  d'un r appor t  d e s  a c t i v i t é s  d e  35 % à 140 
% et d e  0,2 UI/ml à 0,9 UI/ml e n  f in  d 'amél iora t ion .  

III. - C O M P A R A I S O N  E T  DISCUSSION DES C O N S T I T U A N T S  DU 
MILIEU P 6  ET  DU MILIEU OPTIMISE 

L e  t ab leau  38 récap i tu l e  l e s  cons t i t uan t s  du milieu e n  P 6  et d e s  
milieux op t imisés  pour l e s  r éponses  Y2 et Y . L a  compara ison  d e  ces 2 
milieux nous m o n t r e  q u e  l ' amél iora t ion  d e  ?a t he rmos tab i l i t é  et d e  l a  
product ion  enzymat ique  dosée  à 75°C est d u e  à l a  n a t u r e  d e  l a  sou rce  
d ' azo te ,  et à sa concen t r a t ion  d a n s  l e  milieu, à l a  t e n e u r  e n  K H 2 P 0 4  et 
à l a  p ré sence  d e  vi tamines.  

1. - N a t u r e  d e  l a  sou rce  d ' a z o t e  

Deux sou rces  d ' azo te  o n t  été uti l isées,  NH4N03  pour l e  milieu P 6  
qui  a p p o r t e  l ' a z o t e  sous ses 2 f o r m e s  minéra les  et l e  (NH )2S0q 
L ' amé l io ra t ion  d e  l a  production,  d u e  à l ' emploi  d e  ce dernier  se?, p e u t  
ê t r e  d u e  : 

- à l 'u t i l isat ion i m m é d i a t e  d e  t o u t e  l a  sou rce  d ' a z o t e  d u r a n t  l a  
pér iode  d e  c ro i s sance  rapide,  e n  s y s t è m e  a g i t é  ; 

- à l ' ion su l fa te ,  fourni  e n  q u a n t i t é  excess ive  ; 

- à une  conséquence  d e  l a  concen t r a t ion  e n  ion s u l f a t e  : une acidif i-  
c a t i o n  du milieu d e  cul ture .  

L ' é t u d e  d e  ces h y p o t h è s e s  est i n d i s p e n s a b l e ,  p o u r  u n e  
compréhens ion  du phénomène.  D e  plus, d a n s  l ' é tude  e n  s y s t è m e  s t a t i q u e  
( ~ I è m e  part ie) ,  il a été r e m a r q u é  q u e  l a  n a t u r e  d e  l a  sou rce  d ' a z o t e  
i n f luence  l a  composi t ion  du complexe  enzymat ique ,  ce qu i  est c o n f i r m é  
ici. 

2. - L a  t e n e u r  e n  a z o t e  d a n s  l e  mil ieu d e  c u l t u r e  

C e t t e  t e n e u r  n e  va r i e  que  peu, dans  ces 3 milieux, et on n e  peu t  
lui i m p u t e r  l a  g r a n d e  var ia t ion  d e  production enzymat ique  observée.  

3. - L a  t e n e u r  e n  K H 2 P 0 4  

C e t  é l é m e n t  double, sou rce  d e  potassium et d e  phosphore, peu t  ag i r  
sur  l a  t he rmos tab i l i t é  et l a  production du  complexe  m e s u r é e  à 75"C, 
é g a l e m e n t  par  d i f f é r e n t s  biais : 

- s o u r c e  d e  potassium, é l é m e n t  indispensable d e  l a  cons t i t u t ion  du 
fuseau  mi to t ique  ; 



TABLEAU 38: Composition du milieu P6 et des milieux optimisés pour les 
réponses Y et Y 2 3 ' 

S o u r c e  d ' A z o t e  

L o m ~ o s i  t i on m i n é r a i  e 

T h i a m i n e  - 7 2 , s  E 5 , 5  

QL!. Y. B 5.8 5 .  E 
A L 



- s o u r c e  d e  phosphore, é l é m e n t  a y a n t  une  g r a n d e  i m p o r t a n c e  dans  les  
r é a c t i o n s  métabol iques  éne rgé t iques  ( cons t i t uan t  d e  I 'ATP, ADP, ..) ; 

- par  l a  modif ica t ion  d e  l a  pression osmot ique  ; 

- ou pa r  l ' ac t ion  combinée  d e  ces d i f f é ren t s  e f f e t s .  

P r é s e n c e  et t eneur  e n  b io t ine  et th i amine  

L e s  concen t r a t ions  a p p o r t é e s  e n  v i t amines  d a n s  l e s  milieux 
op t imisés  sont  l é g è r e m e n t  i n fé r i eu res  à c e l l e s  c o u r a m m e n t  utilisées. 
Leur s  e f f e t s ,  e n  c u l t u r e  s tat ique; .  a v a i e n t  été obse rvés  p a r  une 
s t imu la t ion  du d é p a r t  d e  l a  c u l t u r e  et une  l é g è r e  augmen ta t ion  d e  l a  
production enzymat ique  du Thczmoa4cus czustaceus. 

En s y s t è m e  ag i t é ,  l a  product ion  t o t a l e  a y a n t  lieu t r è s  t ô t ,  dans  l a  
cu l tu re ,  l a  s t imu la t ion  due  aux v i tamines  expl ique  l ' amél iora t ion  d e  
production.  P a r  c o n t r e ,  l ' e f f e t  sur  l a  t he rmos tab i l i t é  du complexe  n 'a  
pas été r e m a r q u é  e n  s y s t è m e  non agi té .  

IV.  - EFFET DE LA NATURE DE LA SOURCE D'AZOTE 

Nous avons  voulu, par  une  s imple  expér ience ,  d é t e r m i n e r  quel le  
hypothèse  émise  était vra isemblable  sur  l ' e f f e t  d e  l a  n a t u r e  d e  l a  sou rce  
d ' a z o t e  sur  l a  production enzymat ique ,  e n  s y s t è m e  agité .  

1. - Condit ions d ' é tude  

Hu i t  sources  d ' a z o t e  miné ra l e  o n t  été es sayées  d a n s  les  condit ions 
c o n s t a n t e s  su ivantes  : 

- e n s e m e n c e m e n t  par  1 0 0 . 1 0 ~  conidies pour 200 ml d e  milieu d 'une 
c u l t u r e  d e  4 jours sur  milieu Malt-Agar à 45°C ; 

- solut ion minéra le  du milieu P6 ; 
- a b s e n c e  d e  v i t amines  ; 
- s o u r c e  d e  ca rbone  : MD 02 (C = 11,I g/l) ; 
- source  d ' a z o t e  : var iable  (N = 0,95 g/l) ; 
- p H : 5 8 ;  
- 37"C, à l 'obscuri té ,  ag i t a t ion  a 110 rpm ; 
- m e s u r e  à 3 jours d e  cul ture .  

2. - Résu l t a t s  

L a  f igure  48  r a s semble  l e s  r é su l t a t s  d e  cro issance  et d e  l a  
product ion  du complexe  e n z y m a t i q u e  ob tenus  dans  l e s  condit ions 
décr i tes .  

U n e  c r o i s s a n c e  r e s t r e i n t e  et  u n e  a b s e n c e  d e  p r o d u c t i o n  
e n z y m a t i q u e  s o n t  o b t e n u e s  a v e c  l e s  s o u r c e s  n i t r é e s  s i m p l e s .  

P a r  con t r e ,  l a  c ro issance  est fonct ion  d e  l ' ion d ' accompagnemen t  
d e s  sou rces  ammoniaquées .  Ainsi l ' a c é t a t e ,  e n  s y s t è m e  ag i t é ,  n ' induit  
qu 'une  cro issance  f a ib l e  du champignon.  C e  f a i t  ava i t  d é j à  été observé  
d a n s  l ' expér ience  pré l iminai re  d e  cette t ro i s i ème  part ie .  L e s  mei l leures  
c ro issances  sont  ob tenues  a v e c  l e  n i t r a t e  et l e  phosphate  d 'ammonium. 



FIGURE 48: Croissance (PS) et production enzymatique (A.AM, dosée à 60°C) 
en système agité et en fonction de la nature de la source d'azote 
minérale, mesure à 3 jours de culture. 
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On ob t i en t  une production e n z y m a t i q u e  a v e c  l e s  d i f f é ren te s  sou rces  
d ' a z o t e  ammoniaqué ,  i c i  e n c o r e  les  niveaux d e  production sont  fonc t ion  
d e  l'ion d 'accompagnement .  

L a  production e n z y m a t i q u e  max ima le  a été ob tenue  a v e c  le  
phosphate  d 'ammonium (NH4lZ H P 0 4 ,  ce qu i  souligne l ' e f f e t  du 
phosphate  dans  l a  production enzymat ique .  P a r  con t r e ,  l a  product ion  du 
complexe  enzymat ique  est moins bonne a v e c  l e  su l f a t e  d 'ammonium 
qu ' avec  l e  n i t r a t e  d 'ammonium,  c o m m e  source  d 'azote .  C e c i  é l imine  
l 'hypothèse  d 'un e f f e t  s t imu la t eu r  d e  l a  product ion  par  l'ion su l fa te .  

~ ' h ~ ~ o t h è s e  d 'un a p p o r t  unique d e  l a  f o r m e  d ' a z o t e  ammoniaquée  
est é g a l e m e n t  c r i t i cab le  aux vues  d e s  r é s u l t a t s  ob tenus  a v e c  l e  n i t r a t e  
d 'ammonium. 

En conclusion d e  cette é tude ,  l e s  d i f f é r e n t e s  hypothèses  é m i s e s  sur 
l ' e f f e t  d e  l a  n a t u r e  d e  l a  sou rce  d ' a z o t e  o n t  été c o n t r e c a r r é e s  m a i s  e l le  
a pe rmis  d e  vér i f ie r  l ' e f f e t  du phosphate  dans  l a  product ion  enzymat ique  
et  d a n s  l a  c r o i s s a n c e .  D e  p lus ,  o n  p e u t  e n v i s a g e r  l ' e x i s t e n c e  
d ' i n t e rac t ions  inf luentes  e n t r e  les 3 f a c t e u r s  du plan c e n t r é  composé ,  
dans  l e  domaine  d e  concen t r a t ion  étudié.  

Dans  l e  but  d 'expliquer  les  d i f f é rences  d e  c o m p o r t e m e n t  en  
s y s t è m e  s t a t i q u e  et e n  s y s t è m e  a g i t é  d e  n o t r e  souche ,  nous avons  voulu 
vér i f ie r  le  t y p e  d e  mé tabo l i sme  d e  cel le-ci  lors  d e  sa croissance.  

L ' impor t ance  du mé tabo l i sme  i n t e r m é d i a i r e  dans  l a  syn thèse  
enzymat ique  (Malard, 1981 ; Remi ,  1984), l a  sexualisat ion (Vidal, 1983 ; 
Dehor t e r ,  1985), l a  d i f f é renc ia t ion  fongique  (Turian, 1970 ; S m i t h  et 
Galbra i th ,  1971) n ' e s t  plus à démont re r .  

D e  plus, l ' é tude  m e n é e  au l abo ra to i r e  d e  Cryp togamie  d e  Li l le  sur 
l a  synthèse  d'  a - a m y l a s e  par  AbpezgiUub ozyzae a m o n t r é  qu 'une souche  
hyperproduct r ice  d e  cet e n z y m e  possédait  un mé tabo l i sme  d i t  oxydat i f ,  
l i é  à l ' a c t iv i t é  du c y c l e  d e  Krebs. P a r  con t r e ,  une  souche  f a ib l emen t  
product r ice  a v a i t  un mé tabo l i sme  l ié  a u  c y c l e  glyoxylique (Malard, 
1981 ; Remi ,  1984). 

Aussi, avons-nous mesuré  l ' a c t iv i t é  d e  l ' enzyme  p e r m e t t a n t  d e  
visualiser l ' a c t iv i t é  du c y c l e  d e  Krebs, i s o c i t r a t e  déshydrogénase.  (IDH) 
et ce l l e  du shun t  glyoxylique, i s o c i t r a t e  lyase  (IL). 

1. - ~ é t h o d e  d ' é t u d e  

 activité d e  ces 2 e n z y m e s  in t race l lu la i res  : i soc i t r a t e  l yase  (IL) 
et i s o c i t r a t e  déshydrogénase  (IDH) a été mesurée  pour d e s  c u l t u r e s  d e  
Th. czubtaceub (P6) sur  milieu P 6  e n  s y s t è m e  a g i t é  (110 rpm) et en  
s y s t è m e  s t a t i q u e  à 37°C et à l 'obscuri té .  

Les  techniques  d e  prépara t ion  d e s  e n z y m e s  et les  condi t ions  d e  
dosage  enzymat ique  s o n t  p ré sen tées  e n  a n n e x e  d e  ce mémoire .  
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FIGURE 49: Cinétiques de croissance (PS), de production enzymatique 
et des activités intracellulaires: isocitrate lyase (IL) 
isocitrate deshydrogénase {IDH), en sytème statique. 
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FIGURE 50: Cinétiques de croissance (PS), de production enzymatique 
et des activités intracellulaires: isocitrate lyase(1L) 

L l l l E  CFT- isocitrate deshydrogénase (IDH), en système agité. 
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2. - R é s u l t a t s  

L a  f igu re  49 r e p r é s e n t e  l e s  c iné t iques  d e  cro issance  (PS), d e  
p r o d u c t i o n  d u  c o m p l e x e  e n z y m a t i q u e  (A.AM) et d e s  a c t i v i t é s  
in t race l lu la i res  (IL et IDH) e n  s y s t è m e  s t a t ique  et l a  f i gu re  50 ce l l e s  e n  
s y s t è m e  agi té .  

L 'observa t ion  d e  ces 2 f igu res  nous m o n t r e  un c o m p o r t e m e n t  
e n z y m a t i q u e  du mé tabo l i sme  in t e rméd ia i r e  s imi la i re  mais  déca l é ,  e n  
s y s t è m e s  s t a t ique  et agi té .  Ainsi, l ' a c t iv i t é  IDH est t r è s  i m p o r t a n t e  e n  
débu t  d e  développement ,  a c t i v i t é  qu i  se rédui t  à 3 jours d e  c u l t u r e  e n  
s y s t è m e  s t a t i q u e  et à 4 jours e n  s y s t è m e  agi té .  P a r  con t r e ,  l ' a c t iv i t é  
i s o c i t r a t e  l y a s e  r e s t e  c o n s t a n t e  t o u t  a u  l o n g  d e  l a  c r o i s s a n c e  
mycélienne.  

Il s e m b l e  donc  q u e  l e  c y c l e  d e  Krebs n ' e s t  fonct ionnel  dans  son 
in t ég ra l i t é  qu 'en débu t  d e  cro issance ,  mais  q u e  l e  shunt  glyoxylique, 
r é d u c t e u r ,  est a c t i f  d e  f a ç o n  c o n s t a n t e  à u n  b o n  n i v e a u .  

L ' aé ra t ion  semble  a c t i v e r  le  c y c l e  d e  Krebs  un peu plus longtemps  
qu 'en  s y s t è m e  peu aé ré .  E t  il a p p a r a î t  que  l ' a é ra t ion  est g loba lemen t  
dé favorab le  à l a  syn thèse  du complexe  enzymat ique .  

D e  plus, une é t u d e  métabol ique  plus p réc i se  p e r m e t t r a  d 'envisager  
r é e l l e m e n t  le  rôle d e  l ' a é ra t ion  et du t y p e  d e  mé tabo l i sme  l ié  à l a  
production du complexe  et à l a  croissance.  

CONCLUSION 

En q u a t r e  é t a p e s  successives,  l a  zone  o p t i m a l e  d e  la  product ion  du 
complexe  l e  plus t h e r m o s t a b l e  a été a t t e i n t e  pour l e s  f a c t e u r s  étudiés.  

D e  plus, dans  cette é tude ,  nous avons mis  e n  év idence  q u e  les  
mécan i smes  régissant  l a  product ion  d e s  deux e n z y m e s  cons t i t uan t  le  
complexe  n e  sont  pas  identiques.  L a  production d e  I 'amyloglucosidase 
f a ib l emen t  t he rmos tab le  (suivie e n  pa r t i e  par  l a  réponse  Y l)  n 'es t  pas 
i n t i m e m e n t  l i ée  à l a  c ro i s sance  d e  l a  souche,  à l ' inverse d e  l a  production 
d e  1'. a -g lucos idase ,  suppor t  d e  l a  t he rmos tab i l i t é  du complexe  
enzymat ique .  





CONCLUSION GENERALE 

Le T / ~ m o m c u n  m w t a c e m  (~6), ascomycète de la famille des 
Thmomcaceae a été étudié en cultures statique et agitée après 
sa sélection basée sur une étude de la thermostabilité de 
l'activité amyloglucosidasique produite par 846 souches fongiques 
isolées et déterminées au laboratoire. 

Les exigences culturales du T h m o a c u n  wuntaceun ont été 
étudiées par une méthode unifactorielle en culture statique. 
Après avoir déterminé les plages optimales de chacun des facteurs 
intervenant au cours de la croissance, nous avons poursuivi une 
étude en système agité en utilisant cette fois une méthode 
plurifactorielle. Cette efficacité a été amplifiée par les 
résultats dûs à la méthode unifactorielle. 

r 

En effet, les méthodes multifactorielles peuvent être 
inadéquates à la suite de mauvais choix des differents facteurs, 
de leurs niveaux, des réponses analysées. Ce risque peut être 
réduit soit par la connaissance du problème, soit par une 
expérimentation personnelle, soit par une connaissance 
bibliographique précise de l'organisme et du sujet à étudier. 
Dans notre cas, nous nous sommes basés sur l'expérience acquise 
au laboratoire sur la production d'--amylase, la sexualisation; 
la connaissance bibliographique étant réduite sur le 
Th. mwdaceun 

Dans ce mémoire, nous avons démontré un cetain paralléle des 
résultats entre la croissance pondérale du T h m o m c u  crtunZacew 
(P6) et la synthèse d'un complexe enzymatique le plus 
thermostable. Le complexe enzymatique de la lyse de l'amidon 
synthétisé par ce champignon est constitué d'au moins une 
amyloglucosidase non thermostable et d'une --glucosidase ayant 
une thermostabilité exceptionnelle. De plus, nous avons constaté 
que les conditions de production de ces 2 enzymes étaient 
dissociées pour de nombreux paramètres. Il apparaît donc que les 
mécanismes régissant la synthèse de ces enzymes sont differents. 

Cette étude à constitué une première approche de la 
compréhension de la physiologie de l'espèce Th.muXacem en vue 
de la production d'enzyme hautement thermostable. Ce champignon 
thermophile n'ayant été que peu étudié, de nombreuses 
observations ont été effectuées que nous n'avons pu analyser lors 
de ce travail. Soulignons cependant l'effet négatif du fer dans 
la synthèse de ce com;>lexe enzymatique ainsi que l'effet 
inhibiteur de l'âge de l'inoculum, sur la réaction enzymatique. 
Le sulfate d'ammonium, en système agité, stimule l'excrétion des 
enzymes en tout début de culture et inhibe correlativement la 
croissance, l'inhibition de l'agitation des cultures sur la 
croissance et la production enzymatique du champignon par l'effet 
de l'immersion du mycélium ou par une aération excessive. 



Une ébauche d'interprétation a été envisagée par l'effet de 
l'agitation des cultures et a été confortée par des mesures 
d'activités enzymatiques du métabolisme intermédiaire: 
l'isocitrate lyase et l'isocitrate deshydrogénase du Th. 
~ i tu&taceu cultivé soit en sytème statique, soit en système 
agité. Il apparaît que le cycle de Krebs, oxidatif, n'est 
fonctionnel dans son intégralité, qu'en début de croissance, que 
le shunt glyoxilique, réducteur, prend le relais assez 
rapidement. 

Enfin, grâce à cette étude, nous avons mis en évidence que 
la production du complexe thermostable exige des conditions 
culcurales très précises. Néanmoins, une étude génétique est 
nécessaire pour déterminer les capacités d'hyperproduction de ce 
champignon. De plus une optimisation "économique'' en milieu 
utilisé en industrie sera nécessaire, si une hyperproduction est 
révélée. Cette optimisation prendra, dans ce cas, appui sur la 
présente étude. La nécessité d'une bonne connaissance 
physiologique du champignon et des mécanismes de la production 
enzymatique s'avère indispensable. 

Durant cette étude, une méthodologie a été réalisée qui 
demeure applicable à tous problèmes physiologiques. 
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ANNEXE 

RECHERCHE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES INTRACELLULAIRES 

Environ 5 grammes de mycélium frais sont récupérés par 
filtration sous vide puis lavés 2 fois par 50ml d'eau distillée à 
4°C. Le mycélium est ensuite transféré dans lOml de tampon 
phosphate pH 7.5, 0.2M à 4°C contenant 5mM de MgC12, 1mM dlEDTA 
et 0,5 mM de cystéine. 

Le mélange est ensuite broyé à l'ultra-turrax en veillant à 
conserver la température sous 12s 5°C par un bain de glace. Le 
broyat ainsi obtenu est centrifugé 30mn à 15.000 g et à 4"C, le 
surnageant est récupéré et stoké à 4°C pour l'étude des activités 
enzymatiques. Ces activités seront exprimées en  moles de 
substrat transformés par min et par mg de protéines (soit en UI 
par mg de protéines). Les protéines sont dosées suivant la 
technique de Lowry et collaborateurs (1951). 

Les modes opératoires ont fait l'objet de recherches en vue 
de donner des activités optimales pour le 7h.cnu&acew et 
comportent donc des variants par rapport aux protocoles initiaux 
des auteurs. 

*Taci&a;te & q u e  (E. C. 4.1.3.1. ) selon Polakis et Bartley 
(1965) 

0,5 ml Tampon phosphate 0,2 M pH 7,5 
0,l ml MgCl2 0,l M 
0,l ml Cystéine 0,l M 
0,l ml Phenylhydrazine 0,l M 
0,l ml Isocitrate 0,4 M 
0,05 à 0,l ml d'extrait acellulaire 
QSP lm1 
à37"C, E :  1,7 104 
DO mesurée à 324nm 
blanc: remplacer 0,l ml d'isocitrate par 0,l ml d'eau 
distillée. 

* T a u m a t e  Duhqcitugénane NAOP' dépendant (E. C. 1.1.1.42) 
selon la technique de Ng et Dawes (1973) 

0,s ml Tampon phosphate 0,2 M pH 7,5 
0,l ml MgCl2 0,l M 
0,l ml KCN 0,l M 
0,l ml NADP+ 0,01 M 
0,l ml Isocitrate 0,4 M 
0,05 à 0,l ml d'extrait acellulaire 
QSP 1 ml 
à 37"C, E :  6,22 lo3 
DO mesurée à 340 nm 
blanc: remplacer 0,l ml d'isocitrate par 0,l ml d'eau 
distillée. 



* I ~ o w 2 m . t e  Denhyânogénane NADP' d6pendant (E.C. 1.1.1.41) 
selon la technique de Ng et Dawes (1973) 

0,5 ml Tampon phosphate 0,2 M pH 7,5 
0,l ml MgCl2 0,l M 
0,l ml KCN 0,l M 
0,l ml NAD+ 0,01 M 
0,l ml Isocitrate 0,4 M 
0,05 à 0,l ml d'extrait acellulaire 
QSP 1 ml 
à 37"C, E :  6 , 2 2  103 
DO mesurée à 340 nm 
blanc: remplacer 0,l ml d'isocitrate par 0,l ml d'eau 
distillée 



A pmti r  dei biotopes cSwxds oy mylacB;rP, W6 saaches 
ftms$ques ont 9tb - isoltka et dbteratiwks-. €?ne p-ike rblratiw 
pasai mllss-ci  a isahtr6 qua cartalas pr4smttrnt ua# 

dégradant les l i a  d.ea aultodlor- 
tldgen Y. rugei~, cantfro-, 

espèces du g a r a  T h ~ a 6 c u s :  Th. auwstww et Th. w u & m ~ .  
Ces drPrni&rrsr ryntUtbant  le cc#apleje l e  p3ua t b t l ~ ~ s t a b l s ,  
conatitud d'une aarylaglueosidura, nan thammstablir et d'une 
~$lucooiBase b t h s ~ s t a b i l i t d  eutceptionnedle. E l l e 8  ont: donc 
dt6 retenues pour la suite de l'btuda, Les avantagas mlturattx du 
Th. chu4tacw l 'ont fa i t  pr6f8rer au Th. t zmmUcu.  

Une 16tuda unifactoriella des diffdrentes exi-nc- cu;ltura&cses 
da h croissance. du cbprapfgnon, de la  production du coriplsxa 
eneyaratique et de la camposition de celui c i  a kt4 réalisb en 
culture statique. Les besoins particuliers B la ' croSasancs 
p W r a I e  srarimale du Th. wudacau bien que peu splScifiques ant 
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sourcso ioniques clasaiquias, Corr4lativ~rmwnt Zes mcig~na~b) de &a 
ptoduetien enepatiqw 8autieaille ont btB prdcides t 3faC, ptf 5,8, 
substrat carbond gluçosl ou c ~ l s t i t u d  de pel'frPIQ'ttw dU glttcose 8a 
&1,4 eta-1,6, substrat aeot6 ai0aroniaqué ou cartaiaas saurces 
organiques, ailieu aLiRdrs1 carencl BB far e t  en calcium (bt apport 
de thianiim e t  b%otim+ La coliliposition du complexa mrgaratfque 
sst esmmtielemmt fac t ion  da le nature de la source dlasote et . 
da l a  solution Iiifa6rale de c n l t m .  
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Cette analyse unifactoriella a et& reprise par une &tale L' 

aarltifactoriellar effectuég en cult- agit&, Grâcs i deau Y c 
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matrices dtHadwmard suc=cass%ves, l*&fet principal de mae 
faictsntrs a 4tb analys8 e t  las conCIBntrcqtimts ogtisaLqte pour la 
pr&tion h coaiplere le p l w  themastable ont iitd pl.Çcisbes. 
Lm? tarreura optimal- sn atote, KR2ZX34 et vitmSrnea rt l'a$fst 
db viteam d'agitattim das cultures mt btS 1vdu6ia -lari Ls 
la~lithab tiltsa pl- factorria cs#rar~&i3t 24, 05 wmaa8 i n ~ e t i o a  d P. , + 8 

entre c%a pataa&treu n'a B t 4  obsieawh. L*utillsstion d'ua plan 
caner& c&n)sd o parrrpSo dlietuxiisr l'I,Elglwnoo bsa eoncdntratiqzts - 

mot*, *PO4 et Vltaabwa; pou1 derr ttmmxa praclbwr 84e Ze;ur <Sr 

l a  cmiasuxcie bt la tlmmstatlrilitd bd lYwtiuit& i 
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ta p1:-i~3. du ~opipl- fm a ~ O O C  4th d i s a r i .  

g ~ b e  B I'cctPptatiaa du niliau w dmpi$aoa. 


