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ê lôheure actuelle, la population mondiale compte plus de 7 milliards dôindividus consommant 

une énergie de plus de 13 milliards de tonnes équivalent pétrole par an. La demande mondiale en 

®nergie ne cesse dôaugmenter sous lôeffet de la hausse constante de la population mondiale et de la 

croissance économique qui est particulièrement forte pour les pays émergents comme la Chine qui a 

doubl® sa consommation ®nerg®tique en vingt ans. Face au risque dô®puisement des ressources fossiles 

comme le pétrole ou le gaz naturel entrainant des émissions importantes de gaz à effet de serre, le 

d®veloppement des ®nergies vertes est primordial. LôUnion europ®enne sôest dôailleurs fix®e lôobjectif 

de satisfaire 20% de sa consommation finale dô®nergie par les ®nergies renouvelables ¨ lôhorizon 2020 

1,2
. Parmi les énergies vertes, les biocarburants, comme le biodiesel issu principalement de graines 

oléagineuses, se développent de plus en plus entrainant une production importante de tourteaux qui 

sont des sous-produits solides obtenus apr¯s extraction de lôhuile v®g®tale. En Europe, le colza est 

principalement utilisé pour la production de biodiesel et le tourteau issu de la trituration des graines est 

disponible toute lôann®e constituant une source de prot®ines appr®ciable et abondante pour 

lôalimentation animale. Dans ce contexte, lôengagement durable et lôinnovation sont au cîur des 

préoccupations du groupe Avril, leader de la trituration des graines oléagineuses en France et acteur 

majeur industriel et financier du secteur des huiles et des protéines. Un des axes stratégiques du 

groupe est la valorisation des différents coproduits de ses filières de production, dont fait partie le 

tourteau de colza, dans le domaine de la nutrition animale. 

Les différentes filières de productions animales nécessitent de gros volumes de céréales et 

notamment de graines oléagineuses moins coûteuses sous forme de tourteaux pour répondre aux 

besoins ®nerg®tiques des animaux dô®levage. Pour ses ®levages, lôEurope est d®pendante des 

importations des matières premières riches en protéines végétales. Elle importe plus de 70% de ses 

besoins en protéines qui sont essentiellement satisfaits par le tourteau de soja constituant la principale 

source de prot®ines pour les animaux dô®levage ¨ travers le monde. Cette mati¯re premi¯re est en effet 

int®ressante dôun point de vue nutritionnel mais pose diff®rents probl¯mes cruciaux dôordre 

économique (compétitivité, dépendance) et environnementale (transport, déforestation, cultures 

OGM). En France, suite au développement du biodiesel comme biocarburant, la disponibilité 

importante et grandissante de tourteau de colza représente une alternative face au soja importé. Cette 

substitution est néanmoins partielle car une amélioration de la qualité nutritionnelle est nécessaire pour 

un accroissement de son utilisation en alimentation animale. Le tourteau de colza remplace facilement 

le tourteau de soja dans lôalimentation des bovins mais son incorporation est r®duite ¨ 15% pour la 

volaille. Le tourteau de colza est une source de protéines intéressante en raison de sa disponibilité 

importante en France, avec plus de trois millions de tonnes produites par an, et de lô®quilibre de ses 

acides aminés. La teneur en protéines est cependant trop faible et les fractions pariétales trop 

importantes pour quôil soit utilis® intensivement en alimentation des volailles. La présence de facteurs 
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antinutritionnels r®siduels, des probl¯mes dôinapp®tence et de go¾t des îufs expliquent ®galement ces 

limites dôincorporation 
3
. 

Plusieurs approches incluant lôam®lioration g®n®tique, le d®corticage, les traitements 

thermiques et lôaddition dôenzymes exog¯nes ont ®t® entreprises pour r®duire le contenu en fibre, 

augmenter la teneur en protéines digestibles et ainsi améliorer de façon globale la qualité nutritionnelle 

du tourteau de colza. Cependant certains de ces procédés notamment les traitements physiques 

présentent des inconvénients majeurs comme une perte de protéines pour les monogastriques et des 

problématiques de rentabilité à échelle industrielle 
4,5

. Le développement de procédés 

biotechnologiques, avec lôutilisation de microorganismes dans le but dôam®liorer la qualit® 

nutritionnelle de ces sous-produits représentent une belle opportunité pour une valorisation en 

alimentation animale. Parmi les bioprocédés employés, la fermentation en milieu solide (FMS) est la 

plus appropri®e pour lôutilisation de cette biomasse v®g®tale disponible en grande quantit® en tant que 

substrat de culture. Les microorganismes fongiques sont particulièrement bien adaptés en raison de 

leur capacité à se développer sur ce type de milieu et à dégrader les composants récalcitrants à la 

digestion tels que les fibres tout en améliorant la qualité nutritive par une concentration en protéine 
6,7

. 

Les tourteaux ont déjà été largement utilisés en biotechnologie pour la production industrielle de 

mol®cules dôint®r°t telles que les enzymes qui sont dôailleurs commun®ment utilis®es en tant quôadditif 

alimentaire dans les rations destin®es aux animaux dô®levage 
8
. Actuellement, les cultures en phase 

solide connaissent un regain d'intérêt auprès de la communauté scientifique et des industries à travers 

le monde en raison de leurs avantages économiques et environnementaux ainsi que des nombreux 

domaines dôapplications notamment dans la valorisation de la biomasse v®g®tale 
9,10

.  

Les élevages avicoles font face à plusieurs défis de taille qui ont un des impacts socio-

économiques conséquents. Ainsi le coût de la ration, la productivité, le bien-être animal, la sécurité 

sanitaire, la rentabilit® ¨ long terme ou encore la r®duction de lôempreinte environnementale sont des 

probl®matiques incontournables. Suite ¨ lôinterdiction europ®enne dôutiliser des antibiotiques comme 

facteur de croissance en alimentation animale, de nouvelles stratégies sont en cours de développement 

afin de maintenir les performances et la rentabilit® des ®levages de poulet de chair. Côest dans ce 

contexte que les microorganismes et leur composants bioactifs ont fait lôobjet de recherches pour 

®valuer lôint®r°t de les incorporer dans les aliments destin®s aux animaux dô®levage en tant que 

probiotiques, prébiotiques, enzymes, acides organiques, dérivés de parois de levures, peptides 

bioactifs, etc 
11,12
. En plus de lôam®lioration de la qualit® nutritionnelle, les microorganismes utilisés en 

FMS peuvent apporter un bénéfice supplémentaire via une activit® biologique dôint®r°t se substituant 

ainsi ¨ lôutilisation des antibiotiques. Les polysaccharides naturels dôorigine fongique de type ɓ-

glucane sont largement réputés pour leur effet sur le système immunitaire, des préparations à base de 

-̡glucanes de la levure S. cerevisiae sont dôores et d®j¨ utilis®es en tant quôadditif en alimentation 

animale 
13
. Ces composants structurels des parois cellulaires sont qualifi®s dôimmunomodulateur car 
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ils sont capables de stimuler les défenses naturelles 
14,15
. Tr¯s peu dô®tudes ont ®t® publi®es ¨ ce jour 

sur la production de polysaccharides fongiques en utilisant le procédé FMS. En effet, la culture en 

milieu solide se limite essentiellement aux espèces de champignons médicinaux de type basidiomycète 

pour la production de carpophores à des fins thérapeutiques 
16
. Jusquô¨ pr®sent les moisissures, 

pourtant couramment utilis®es en alimentation humaine, nôont pas ®t® exploitées pour la recherche et 

la production de ce type de molécules bioactives. La potentialité du procédé reste donc inexplorée 

concernant lô®laboration dôaliments ferment®s fonctionnels capables de r®pondre aux besoins de la 

filière en matière de santé animale et de performance de croissance. Cette nouvelle voie de 

valorisation du tourteau de colza par FMS reste à mettre au point en tenant compte de la faisabilité 

technique et des aspects économiques pour envisager un développement à échelle industrielle. 

 

Ces travaux de thèse ont pour origine un programme de recherche et développement intitulé 

« Colzamino è effectu® dans le cadre dôune collaboration entre un acteur majeur industriel et financier 

des filières des huiles et protéines, le groupe Avril, et la plateforme de pré-développement en 

biotechnologie (Welience). Cette thèse a pour objectif de développer un produit fermenté à partir du 

tourteau de colza pour une application en alimentation animale en employant le procédé de 

fermentation en milieu solide, une technologie respectueuse de lôenvironnement sôinscrivant 

clairement dans une d®marche de d®veloppement durable. Lôutilisation de microorganismes 

alimentaires ainsi que la possibilit® dôadaptation du proc®d® ¨ ®chelle industrielle afin de permettre la 

valorisation du tourteau de colza abondamment présent sur les sites de trituration industriels sont des 

aspects tr¯s importants ¨ prendre en compte. Ces travaux sôappuient sur lôexp®rience et le savoir-faire 

de la PPB dans le développement de procédé FMS du stade laboratoire au stade pilote. Lôattention a 

®t® particuli¯rement port®e sur le d®veloppement dôune technologie pouvant r®pondre au mieux aux 

besoins du march® tout en ®tant viable sur le plan ®conomique. Côest la raison pour laquelle le projet, 

ax® sur lôaspect nutritionnel avec lôenrichissement en prot®ine, sôest ®galement orient® vers la 

recherche dôune valeur ajout®e suppl®mentaire repr®sentant une alternative face ¨ lôutilisation 

dôantibiotiques comme facteur de croissance chez la volaille. 

 

Le manuscrit se divise en quatre chapitres 

La premi¯re partie est consacr®e ¨ une ®tude bibliographique ®tablissant lô®tat des 

connaissances concernant les technologies mises en îuvre pour valoriser le tourteau de colza en 

alimentation animale en orientant les améliorations sur le plan nutritionnel et fonctionnel avec un effet 

b®n®fique sur la sant® des animaux. Lôimplication des biotechnologies est particuli¯rement mise en 

avant avec notamment un volet consacré à la fermentation en milieu solide et aux immunomodulateurs 

dôorigine fongique. 
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Le deuxi¯me chapitre traite de la mise en place dôun criblage de souches prenant en compte la 

croissance des microorganismes et leur capacité à enrichir le tourteau de colza en protéines totales et 

solubles (digestibles). Lôobjectif est de rendre le colza plus comp®titif face au soja qui repr®sente 

actuellement la source de protéines la plus utilisée en alimentation animale. 

Le troisième chapitre présente, à travers des essais menés in vitro sur plusieurs cellules cibles 

du syst¯me immunitaire, la recherche dôune activit® biologique dôint®r°t en utilisant des pr®parations 

riches en ̡ -glucane de levure et les extraits de culture FMS. La pr®sence dôune activit® 

immunomodulatrice est souhaitable car elle apporte un bénéfice supplémentaire susceptible 

dôam®liorer consid®rablement les performances en zootechnie. 

Le quatri¯me et dernier chapitre expose les diff®rentes ®tapes de lôoptimisation du proc®d® de 

culture et le changement dô®chelle en utilisant un r®acteur de stade pr®-pilote à couche profonde et à 

aération forcée. La priorité est de déterminer et maintenir les conditions optimales de croissance du 

microorganisme dans le but dôobtenir un maximum de biomasse et donc des niveaux ®lev®s en 

molécules bioactives. 
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I. Le tourteau de colza et sa valorisation en alimentation animale 

 

1. Le marché mondial des oléagineux dans le monde et en France 

La production mondiale dôol®agineux est en hausse de 4% et sô®l¯ve ¨ un niveau record de 531 

millions de tonnes (MnT) pour 2016/2017. Toutes les productions sont attendues en hausse, à 

lôexception notable du colza dont la r®colte est en recul de 2% pour la 3
e
 année consécutive (61 MnT)  

en raison de la baisse des surfaces de productions, de conditions climatiques défavorables et à une 

perte de compétitivité globale face aux céréales. La croissance continue de la demande de tourteaux 

prot®iques est le principal facteur qui explique la hausse de la production dôol®agineux observée ces 

dernières années. Avec près de 15% des huiles et graisses mondiales utilisées en biodiesel (31,7 MnT 

sur 214 MnT), les marchés des huiles végétales et donc des oléagineux sont très liés aux marchés 

pétroliers et en subissent les variations. Le marché mondial des oléoprotéagineux reste ainsi sous 

pression. Tandis que la production et la consommation de tourteaux protéiques sont dominées par le 

soja, avec une production atteignant des sommets (325 MnT), les bilans mondiaux sont déficitaires en 

colza. Dans lôUnion europ®enne, la production de graines ol®agineuses est estim®e en baisse comme 

pour lôensemble du march® mondial, seule la production de soja progresserait. Malgr® ces tendances, 

sur les marchés français les prix actuels des oléagineux restent au-dessus des niveaux catastrophiques 

de 2009, ainsi le colza reste plus compétitif par rapport au bl® pour lôagriculteur par exemple 
17,18,19

.  

En France, la production de graine oléagineuse est dominée par la graine de colza avec 75% de 

la production totale de graines (5 MnT), suivie du tournesol avec 23% et enfin le soja qui se situe 

autour de 2% (Figure 1). Ce secteur est fortement dépendant des politiques menées en matière de 

biocarburants (taux dôincorporation, d®fiscalisation). Dôailleurs ¨ partir de 2005 une augmentation 

importante de la production de colza est consécutive au développement significatif du biodiesel. La 

France, second producteur européen de colza prévoit une hausse de la trituration à plus de 4.9 MnT 

avec des exportations également revues à la hausse 
20,18,21

.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Trituration des graines en France 
21
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2. Origine et procédé de production 

Les plantes oléagineuses comme le colza (Brassica napus), sont principalement cultivées pour 

la production dôhuiles v®g®tales. Ces derni¯res sont obtenues par un proc®d® appel® trituration (Figure 

2) au cours duquel les graines sont tout dôabord broy®es et press®es avant de subir une extraction 

supplémentaire par solvant (hexane), laissant alors un coproduit, le tourteau de colza déshuilé 
22

. 

Lôhuile obtenue est ensuite raffin®e pour obtenir une huile ¨ usage alimentaire et industriel. Du fait de 

sa haute qualit® nutritionnelle, lôhuile de colza est dôailleurs une des huiles alimentaires la plus 

consommée au monde 
23

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Les différentes étapes de trituration des graines de colza 
22

 

 

Ce tourteau de type industriel affiche des teneurs en matières grasses résiduelles (MG) qui 

sont tr¯s faibles, g®n®ralement de lôordre de 1 ¨ 2% mais il est concentr® en d'autres nutriments, 

notamment en prot®ines. Cette caract®ristique fait des tourteaux dôol®agineux les principaux 

ingrédients protéiques pour lôalimentation animale en France et dans le monde. Durant les 20 derni¯res 

ann®es, la trituration sôest fortement d®velopp®e, lôEurope ®tant lôacteur le plus influent de cette 

expansion avec le développement du biodiesel. Cet essor important, tant sur le plan alimentaire 

quôindustriel, a entra´n® une production accrue du coproduit de lôindustrie huili¯re : le tourteau de 

colza. En tant quôaliment il reste toutefois un tourteau de second rang, avec des inconv®nients connus, 

il y a peu de chances que ses prix puissent un jour dépasser 65ï70% du prix du tourteaux de soja qui 

couvre de nos jours efficacement les besoins essentiels de lô®levage en mati¯re de prot®ine v®g®tale 
19

. 
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3. Valeurs nutritionnelles du tourteau de colza 

 

3.1. Composition générale et comparaison avec le soja 

Lôefficacit® des productions animales repose sur le respect dô®quilibres nutritionnels et 

notamment sur les apports ®nerg®tiques, prot®iques et min®raux. Les apports prot®iques dôun aliment 

ne sont pas seulement exprimés en protéines totales ou matière azotée totale mais en acides aminés 

digestibles et notamment en acides amin®s indispensables. Le secteur de lôalimentation animale vise ¨ 

fournir ¨ lô®levage, des aliments concentr®s et ®quilibr®s r®pondant aux plus pr¯s des besoins 

spécifiques des différents stades physiologiques des animaux 
24

.  

La valeur nutritionnelle du tourteau de colza varie significativement selon lôesp¯ce, lô©ge et le 

sexe de lôanimal ainsi que selon lôorigine du colza et des traitements appliqu®s lors du proc®d® de 

trituration des graines. Il a été démontré par exemple que la digestibilit® dôun m°me lot peut °tre 

meilleure chez certaines espèces de volaille 
25,26
. Le proc®d® de trituration utilis® pour r®cup®rer lôhuile 

a ®galement un impact sur lô®nergie brute contenue dans le tourteau puisque la teneur en lipides, 

protéines et constituants des parois végétales peut considérablement changer. Ces traitements ont 

également une incidence sur la teneur en facteurs antinutritionnels comme les glucosinolates qui 

peuvent varier du simple au quadruple 
27

. 

Comparativement au tourteau de soja, source azotée de référence en alimentation animale, le 

tourteau de colza est moins riche en protéines et moins énergétique dû à une concentration plus élevée 

en fibre : cellulose, hémicellulose et lignine (Tableau 1). Ces caractéristiques le rendent moins bien 

adapt® ¨ lôalimentation des volailles qui sont des animaux ¨ croissance rapide r®clamant une 

alimentation concentrée en protéines 
3
. Le tourteau de colza est cependant relativement bien équilibré 

en acides aminés limitants primaires, lysine et méthionine. Même si le contenu en lysine reste plus 

faible, la concentration en lysine et méthionine digestibles du colza est proche des seuils recommandés 

par exemple  pour les vaches laitières 
28

. Les tourteaux possèdent des macroéléments qui sont des 

constituants essentiels du tissu osseux (calcium et phosphore) ou de lô®quilibre osmotique de lôanimal 

(sodium et potassium) 
26

. Le tourteau de colza étant particulièrement riche en phosphore et bien 

pourvu en calcium, il permet dô®conomiser jusquô¨ 50% des min®raux par rapport ¨ ceux n®cessaires 

avec un aliment à base de tourteau de soja. Sa richesse globale en sels minéraux permet ainsi de limiter 

les apports supplémentaires 
29

. Le tourteau de colza industriel est pauvre en matière grasse mais 

constitue n®anmoins une source dôacides gras polyinsatur®s avec une quantit® dôacide linol®ique 

(om®ga 6) de lôordre de 13.5 g.kg
-1
 de tourteau sec 

30
. La présence de vitamines du groupe B est 

intéressante car elles participent aux réactions du métabolisme énergétique (cofacteurs enzymatiques). 

Parce quôelles sont hydrosolubles, elles ne sôaccumulent pas dans lôorganisme, il faut donc assurer un 

apport quotidien de vitamines dans les p®riodes de production sous peine dôune diminution des 
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performances zootechniques 
26
. Bien quô®tant moins ®nerg®tique, le tourteau de colza, disponible en 

grande quantit® sur le territoire, repr®sente une bonne alternative au tourteau dôimportation. De nos 

jours, ce coproduit de la trituration du colza est efficacement utilis® pour lôalimentation des bovins, en 

remplacement totale du tourteau de soja dôimportation et en compl®ment de lôherbe et des fourrages. 

Quant aux monogastriques, ils constituent un march® dôopportunit®. En effet, il persiste encore des 

freins techniques ¨ son utilisation en raison dôune faible digestibilit® des prot®ines et de la présence de 

facteurs antinutritionnels résiduels 
28,3

.  

 

Tableau 1. Composition et valeurs nutritionnelles des tourteaux de colza et soja 
31,26

 

 

Par rapport au poids brut Tourteau de colza Tourteau de soja 

Matière sèche (%) 88,7 87,8 

Protéines brutes (%) 33,7 45,3 

Cellulose brute (%) 12,4 6 

Cellulose : ADF-ADL (%) 10,1 6,6 

Hémicellulose : NDF-ADF (%) 8,7 4,9 

Lignine : ADL (%) 9,5 0,7 

Matières grasses (%) 2,3 1,9 

Sucres solubles totaux (%) 7,7 8,3 

Cendres brutes (%) 7 6.3 

Calcium (g.kg-1) 8,3 3,4 

Phosphore (g.kg-1) 11,4 6,2 

Sodium (g.kg-1) 0.7 0.1 

Potassium (g.kg-1) 12.5 21 

Magnésium (g.kg-1) 4.5 2.8 

Vitamine E (mg.kg-1) 14 4 

Vitamine B1 (mg.kg-1) 3 6 

Vitamine B2 (mg.kg-1) 4 3 

Vitamine B6 (mg.kg-1) 11 6 

Energie brute (kcal.kg-1) 4090 4130 

Energie métabolisable volaille (kcal.kg-1) 1500 2300 

Lysine (g.kg-1) 18 (Digestibilité : 78%) 27,8 (Digestibilité : 91%) 

Méthionine (g.kg-1) 6,9 (Digestibilité : 87%) 6,4 (Digestibilité : 91%) 

Thréonine (g.kg-1) 14,5 (Digestibilité : 84%) 17,7 (Digestibilité : 89%) 

 

D'un point de vue technico-économique, l'incorporation du tourteau de colza dans la ration 

devient intéressante lorsque son prix est inférieur à 75% de celui du tourteau de soja ce qui est toujours 

le cas avec une moyenne du rapport de 62% depuis 2002. Ce coproduit est donc amplement 

valorisable dans le domaine de la nutrition animale et repr®sente dôores et d®j¨ un r®el int®r°t 

®conomique pour lôindustrie bovine 
21

. 

 

Les acides amin®s sont relativement bien ®quilibr®s par rapport ¨ dôautres mati¯res premi¯res 

végétales utilisées en alimentation animale mais ils sont globalement moins riches que ceux du 

tourteau de soja (Tableau 2). La digestibilité des acides aminés est plus faible chez les 

monogastriques. Quelques acides aminés comme la lysine deviennent en partie indisponibles 
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biologiquement en raison du traitement thermique appliqué lors du procédé de trituration. Lôapport de 

colza reste toutefois intéressant car certains des acides aminés notamment les soufrés (méthionine et 

cystéine) sont limitants pour les monogastriques dans les régimes à base de céréales 
32,30,33

.  

 

Tableau 2. Composition en acides aminés des tourteaux de colza et soja 
30

 

Acides aminés 

(g/kg de produit sec) 
Tourteau de colza Tourteau de soja 

Alanine 16,4 22,6 

Arginine 21,5 39,0 

Aspartate 25,4 56,8 

Cystéine 2,1 6,9 

Glutamate 60,9 87,9 

Glycine 18,1 21,7 

Histidine 11,2 15,7 

Isoleucine 14,8 25,2 

Leucine 25,1 40,4 

Lysine 21,9 33,4 

Méthionine 7,2 6,9 

Phénylalanine 15,4 26,9 

Proline 23,4 28,4 

Sérine 15,7 27,0 

Thréonine 16,5 20,5 

Tryptophane 4,7 - 

Tyrosine 11,6 19,1 

Valine 18,7 28,8 

 

 

3.2. Les composés antinutritionnels 

La pr®sence de facteurs antinutritionnels limite lôincorporation du tourteau de colza en 

alimentation animale. Le développement de nouvelles variétés dites « double zéro » à faibles teneurs 

en glucosinolates et sans acide ®rucique a permis dôaugmenter considérablement son incorporation 

dans lôalimentation des monogastriques (porcs et volailles) 
34

. 

 

3.2.1. Les glucosinolates 

Les glucosinolates sont des métabolites secondaires produits chez toutes les plantes de la 

famille des Brassicaceae 35. La molécule elle-même est biologiquement inactive mais une fois 

hydrolysée par des myrosinases dôorigine v®g®tale ou intestinale elle donne naissance ¨ des mol®cules 

de D-glucose et de nombreux composés néfastes (sulfates, isothiocyanates, thiocyanates et nitriles). 

Les effets nocifs sont les plus importants chez les monogastriques avec un niveau de tolérance chez la 

volaille fixé à 4 µmol.g
-1
 dôaliment et qui ne peut pas d®passer 1.5 Õmol.g

-1
 chez les jeunes animaux. 

Au-del¨ de ces valeurs, les glucosinolates sont responsables de retards de croissance et dôune forte 
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hausse de la mortalité 
36,37

. Plusieurs progrès ont permis de minimiser la quantité de glucosinolates. 

Des variétés génétiquement modifiées contenant moins de 20 µmol.g
-1
 de graine ont été développées 

au début des années 80. Les traitements appliqués suite à la trituration industrielle des graines baissent 

encore davantage la teneur en glucosinolate de lôordre de 4 ¨ 15 Õmol.g
-1
 de tourteau 

4,36
. 

 

3.2.2. Lôacide phytique 

Lôacide phytique ou phytate constitue une réserve de phosphore dans toutes les céréales et les 

graines ol®agineuses o½ il repr®sente 50 ¨ 80% du phosphore total de la plante. Le niveau dôacide 

phytique par rapport au contenu total en phosphore dans le tourteau de colza est relativement élevé et 

sô®l¯ve en moyenne ¨ 60% 
4
. Cette molécule a des effets antinutritionnels considérables pour la plupart 

des animaux, surtout chez les jeunes monogastriques car ils ne sont pas capables dôutiliser le 

phosphore quôelle renferme. Les phytates r®duisent ®galement la disponibilit® de certains min®raux 

(calcium, magnésium, zinc et fer) en les captant. Ils se complexent aussi aux protéines, via les 

groupements basiques des acides aminés et aux acides gras à pH neutre et acide, dans le système 

gastro-intestinal de la volaille réduisant leur biodisponibilité. Enfin, les phytates inhibent également 

des enzymes digestives telles que les pepsines, trypsines et amylases 
38,39

.  

Afin de satisfaire les besoins en phosphore des animaux, une complémentation avec une 

source minérale de phosphore est dès lors pratiquée. Cependant, les conséquences de cette pratique 

sont doubles. Dôune part, la compl®mentation min®rale a un impact sur le co¾t de lôalimentation et, 

dôautre part, les porcs et les volailles rejettent des quantit®s importantes de phosphore via leurs 

d®jections, ce qui pose un probl¯me environnemental dans les r®gions ¨ forte concentration dô®levages. 

La solution pour rendre le phosphore biodisponible est lôaddition de pr®paration enzymatique 

contenant des phytases dôorigine microbienne. En effet, lôutilisation de phytases permet de diminuer 

ces rejets de 50% 
40,41
. Les phytases couramment utilis®s dans lôalimentation animale sont celles 

dérivés de microorganisme du genre Aspergillus, Schwanniomyces ou encore Escherichia coli 
42

. 

 

3.2.3. Les composés phénoliques 

Les compos®s ph®noliques sont caract®ris®s par la pr®sence dôun cycle aromatique avec un ou 

plusieurs groupements hydroxyles et une grande variété de substituants 
43

. Ces molécules, 

essentiellement des acides phénoliques et des tanins condensés, sont présentes en plus grande quantité 

dans les graines de colza par rapport au soja qui en compte cinq fois moins. Les acides phénoliques 

représentent au total 18.4 g.kg
-1 

de tourteau de colza sec. Parmi ces acides phénoliques, la sinapine 

sous sa forme estérifiée est le plus abondant (70 à 85%) 
44

.  
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Ces composés se complexent au fer et aux protéines les rendant indisponibles pour une 

absorption par lôanimal. La sinapine provoque ®galement une augmentation de trim®thylamine chez la 

volaille dans le jaune dôîuf leur conf®rant un go¾t de poisson. Le tourteau de colza est ainsi exclu de 

lôalimentation des pondeuses. Un traitement ¨ lôammoniaque lors du proc®d® dôextraction de lôhuile ou 

un traitement thermique peut diminuer en partie la teneur en composés phénoliques mais ces procédés 

de s®paration sont toutefois limitants en mati¯re dôefficacit® et de co¾t 
45,46

.  

 

4. Les voies dôam®lioration pour une application chez la volaille 

Pour lô®levage du poulet de chair, la limite dôincorporation du tourteau de colza et 

principalement liée à sa faible teneur en énergie et à son contenu en fibre plus élevé par rapport au 

soja. Des ®tudes indiquent que des taux dôincorporation de 10 ¨ 15% nôalt¯rent pas les performances 

de croissance dans les aliments distribués en finition (apr¯s 3 semaines dô©ge). En revanche, chez les 

pondeuses la dose ne d®passe pas les 6% dôincorporation mais uniquement pour les poules dont le 

g®notype ®vite la transmission du go¾t de poisson aux îufs provoqu®e par la sinapine 
34,47

. 

Certains traitements technologiques peuvent améliorer la qualité nutritionnelle du tourteau de 

colza. En faisant varier des paramètres tels que le chauffage ou le décorticage avant extraction de 

lôhuile, les qualit®s nutritionnelles varient. Le traitement thermique entraine une baisse des facteurs 

antinutritionnels mais également des risques de pertes de protéines digestibles pour les monogastriques 

alors que le tannage chimique ou thermique est favorable aux ruminants. Le tannage accroît la 

résistance des protéines à la dégradation bactérienne dans le rumen qui peuvent ensuite être digérées 

efficacement au niveau de l'intestin. Le dépelliculage quant à lui entraine une augmentation de 7% en 

moyenne et une r®duction des fibres mais occasionne une perte dôhuile, une extr°me finesse des 

particules et une gestion difficile du surplus de coques produites nécessitant une valorisation par 

combustion 
4,48

. 

Une autre strat®gie dôam®lioration est la recherche en g®n®tique v®g®tale qui vise lôobtention 

de variétés à fortes teneurs en protéines et faible teneur en lignine (2%). La valeur nutritionnelle des 

tourteaux provenant de nouvelles variétés à graines jaunes a été estimée supérieure aux variétés 

classiques à graines noires. Mais ces nouvelles variétés ne sont pas encore compétitives sur le plan 

agronomique 
49
. La s®lection dôanimaux mieux adapt®s face ¨ des aliments de moindre qualit® ou de 

qualit® plus variable peut ®galement °tre une solution. Aujourdôhui, lôaugmentation du co¾t de 

lôaliment et la diversification des matières premières utilisées en alimentation animale remettent en 

cause le modèle de sélection  impliquant un environnement alimentaire optimal 
50,3

. 

Une autre approche est celle de lôutilisation des biotechnologies microbiennes pour am®liorer 

lôefficacit® des productions animales et la qualit® nutritionnelle des aliments. Le secteur le plus 

d®velopp® aujourdôhui est celui des additifs ¨ base dôenzymes am®liorant la digestibilit® et 
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lôassimilation des nutriments. Lôusage dôenzymes exog¯nes dôorigine microbienne est une pratique 

courante en ®levage et permet une utilisation plus importante dôaliments secondaires et de coproduits 

industriels actuellement peu employ®s chez les volailles. Dôautres voies sont ®galement explor®es dans 

ce domaine notamment pour le remplacement des antibiotiques en tant que facteur de croissance avec 

lôutilisation de probiotiques, pr®biotiques, mol®cules bioactives et acides organiques 
51

. Le procédé de 

fermentation en milieu solide peut ®galement °tre appliqu® pour la production dôun aliment ferment® 

plus faible en facteur antinutritionnel et plus riche en nutriments grâce aux bioconversions réalisées 

par les microorganismes 
52

. 

 

 

II. Les biotechnologies au service de la nutrition animale 

 

1. Objectifs et nutrition en aviculture 

Sous lôeffet dôune demande croissante des consommateurs en produit dôorigine animale, 

lôaviculture a connu une expansion et un d®veloppement spectaculaire ¨ travers le monde. Lôexigence 

dôune alimentation de qualit® ¨ moindre co¾t n®cessite une am®lioration de lôefficacit® nutritionnelle 

des ®levages. Afin dôatteindre cette objectif, lôindustrialisation de lô®levage a recours ¨ lôemploi 

dôadditifs alimentaires dont lôutilisation sôest g®n®ralis®e depuis de nombreuses d®cennies afin 

dôaugmenter les productions tout en maintenant un bon état général de santé des animaux 
51

. 

 

Le r¹le principal dôun ingr®dient en alimentation animale est dôapporter les nutriments 

digestibles n®cessaires au d®veloppement de lôanimal pour ses fonctions de production. Actuellement 

de nombreuses données sont disponibles concernant la capacité des matières premières à fournir ces 

nutriments cependant un degré de variabilité inhérent à chacune de ces matières doit être pris en 

considération ce qui pose probl¯me pour la formulation pr®cise de lôaliment sachant quôune proportion 

est excr®t®e car non dig®r®e par lôanimal. Aujourdôhui le challenge des producteurs dôaliments est de 

formuler une alimentation équilibrée à moindre coût tout en garantissant une utilisation accrue des 

nutriments afin de r®duire lôimpact environnemental li® ¨ des rejets excessifs dans les lisiers 
53

.  

L'aliment est incontestablement l'intrant le plus important en aviculture en matière de coûts car 

il représente près de 70% du total de la production. Ainsi, la disponibilité, la qualité et le prix de 

lôaliment sont des consid®rations incontournables dans le d®veloppement de l'industrie avicole. Afin 

dôoptimiser la productivit®, la volaille a besoin d'un apport constant en énergie, protéines, minéraux, 

additifs et en eau. Le tableau 3 fait lôinventaire des ingr®dients les plus utilis®s ¨ travers le monde 
54

. 
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Tableau 3. Ingrédients les plus utilisés pour la formulation d'un aliment destiné à la volaille 
54,51

 

Source dô®nergie 

¶ Céréales (essentiellement maïs, blé et sorgho), sous-produits céréaliers 

¶ Graisses animales et huiles végétales 

 

Source de protéine 

¶ Protéines végétales : tourteau de soja, colza, tournesol et pois 

¶ Protéines animales : farine de poisson, farine de viande et dôos 

 

Minéraux  

¶ Apport de calcium : calcaire, concassé de coquilles d'huitres 

¶ Apport de phosphore : phosphate di et tricalcique, phosphate naturel d®fluor®, farine dôos 

¶ Minéraux traces : m®langes dô®l®ments (zinc, cuivre, fer, mangan¯se, cobalt, s®l®nium) 

¶ Apport de sodium : sel, bicarbonate de sodium 

 

Additifs alimentaires  

¶ Vitamine : mélange de vitamines 

¶ Acides aminés cristallins : méthionine, lysine, thréonine, tryptophane 

 

Autres additifs  

¶ Enzymes : protéase, xylanases, phytase, glucanase 

¶ Antibiotiques : avilamycine, virginiamycine, flavomycine, penicilline, bacitracine, avoparcine, tylosine, 

spiramycine, monensine 

¶ Acides organiques : acide propionique, formique, lactique, citrique, sorbique et phosphorique 

¶ Pigments : Xanthophylle 

¶ Probiotiques (microorganisme) et prébiotiques (fructo-oligosaccharides, mannane-oligosaccharides) 

¶ Extraits de plante : herbes, épices, huiles essentielles  

¶ Peptides antimicrobiens : Lysozyme, fowlicidine, colicine, cecropine 

 

2. Réglementation européenne concernant les ingrédients utilisés  

Lôutilisation dôingr®dients en alimentation animale est contr¹l®e par des r¯glements europ®ens, 

dont lôapplication est imm®diate et obligatoire dans tous les Etats membres. Ces textes r®pertorient les 

matières premières et les additifs autoris®s avec les conditions dôutilisation, en particulier les doses 

recommand®es pour une efficacit® optimale sans risque de toxicit® pour lôanimal, lôhomme et 

lôenvironnement. 

 

2.1. Les protéines animales 

Dans le cadre de la prévention de certaines encéphalopathies spongiformes transmissibles, le 

règlement (CE) n°999/2001 a fixé des règles strictes en interdisant l'utilisation de protéines animales 



Chapitre I 

 

18 
 

dans l'alimentation de tous les animaux dô®levage en Europe 
55

. Depuis le 1er juin 2013, l'usage de 

protéines animales transformées de non ruminants est autorisé uniquement en aquaculture. Ces 

protéines sont exclusivement produites à partir de sous-produits provenant dôanimaux non ruminants 

propres à la consommation humaine mais non commercialisables 
56
. A lôexception du tourteau de soja, 

les autres sources de prot®ines v®g®tales n®cessitent des apports suppl®mentaires dôadditifs afin 

dôatteindre un ®quilibre en acide amin®s essentiels. Cette situation souligne la n®cessit® d'am®liorer les 

capacit®s d'utilisation dôun large ®ventail d'ingr®dients dits ç de substitution è, qui peuvent remplacer 

les ingrédients classiquement utilisés dans certains pays 
54

. Le tourteau de colza fait évidemment partie 

de ces sources alternatives de protéines. 

 

2.2. Les antibiotiques 

Les antibiotiques en tant que facteurs de croissance comptent parmi les additifs les plus 

utilisés pour augmenter la productivité et la rentabilité des élevages. Cependant les menaces de la 

bios®curit® pour la sant® humaine et animale r®sultantes de lôaugmentation de résistance de 

microorganismes pathog¯nes aux antibiotiques et lôaccumulation de r®sidus dôantibiotiques dans les 

produits animaux et dans lôenvironnement conduisent ¨ ne plus utiliser les antibiotiques dans les 

régimes alimentaires des animaux dô®levage.  

A partir de lôann®e 2006, lôUnion Europ®enne interdit syst®matiquement lôutilisation des 

antibiotiques en tant que facteurs de croissance dans lôalimentation animale. Tous les compos®s 

dôordre m®dical sont ainsi limit®s ¨ une utilisation th®rapeutique et autorisés uniquement par 

prescription vétérinaire 
57,58

. Plusieurs alternatives issues des biotechnologies ont été étudiées pour 

interagir avec la microflore intestinale et améliorer la production animale. Ces additifs zootechniques 

sont essentiellement constitués de microorganismes vivants (probiotiques) ou désactivés et/ou de leurs 

métabolites 
59

. 

 

3. Lôessor des biotechnologies  

 

3.1. Application en nutrition animale 

Contrairement aux ruminants, les volailles ne disposent pas dôune digestion pr®gastrique et 

dôune flore bact®rienne naturelle capable de d®grader tous les nutriments. Ces derni¯res sont 

également dot®es  dôune r®sistance et dôune immunit® limit®e contre lôinfection par la colonisation de 

microorganismes pathogènes 
11

. Les progrès effectués en biotechnologie microbiennes durant les deux 

dernières décennies apportent de nouvelles opportunités pour augmenter l'efficacité des productions 

animales à travers une nutrition améliorée 
60

. En effet, les biotechnologies microbiennes ont une large 
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gamme dôapplication (Tableau 4). Le secteur le plus développé dans le cas des monogastriques est 

lôutilisation dôenzymes dôorigine microbienne facilitant la digestion. Dôautres voies sont ®galement 

explor®es pour am®liorer la sant® animale et accro´tre ainsi les performances de productions. Côest 

dans ce contexte que les microorganismes et leur composants ont fait lôobjet de recherches pour 

®valuer lôint®r°t de les incorporer en tant quôadditif dans les aliments destin®s aux animaux en tant que 

facteurs de croissance non antibiotiques comme par exemple les produits fermentés, probiotiques, 

immunomodulateurs et peptides bioactifs. Ces derniers ont déjà leur place en nutrition animale 
61,11,12

.  

 

Stimuler les défenses naturelles via une supplémentation alimentaire avec des substances 

capables de moduler les fonctions immunitaires est une stratégie qui suscite actuellement de 

nombreuses recherches en nutrition animale. Les immunomodulateurs les plus étudiés et 

commercialisés sont les d®riv®s de parois de levure (ɓ-glucanes et mannanes). Lôemploi de substances 

immunomodulatrices en nutrition animale pourrait particulièrement aider les jeunes animaux à 

d®velopper des r®ponses immunitaires actives permettant lô®limination des agents pathogènes tout en 

minimisant les dommages que ceux-ci pourraient occasionner 
62

. 
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Catégorie Produit  Composé et microorganisme utilisé  Action 

Nouvel 

ingrédient 

Micro-

organismes 

¶ Bactéries : Brevibacterium, Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas, Flavobacterium, Streptomyces 

¶ Levures : Candida, Schwanniomyces, Pitchia, Saccharomyces 

¶ Champignons : Fusarium, Rhizopus, Aspergillus, Cephalosporium, Penicillium, Trichoderma  

63,64,65 

Utilisation de protéines microbiennes en tant que nouvelle source de 

nutriment (biomasse microbienne, extraits protéiques 63,66) 

Produits 

fermentés 

¶ Ensilage : bactéries lactiques 6 

¶ Fermentation de divers agrorésidus : Aspergillus, Rhizopus, Pleurotus, Lentinus, Sreptomyces 6 

¶ Tourteaux : colza avec Bacillus, Saccharomyces, Lactobacillus, Enterococcus et R. oligosporus 

67,5 ; soja avec A.oryzae et A. niger 68,69 

Effet probiotique, améliore les performances de croissance et la 

digestibilité via un enrichissement en enzymes et protéines 67,70,6   

Additifs 

nutritionnels 

Vitamines 
Vitamine C (Corynebacterium), vitamine B2 (Ashbya et Candida), vitamine B3 (Rhodococcus), 

vitamine B12 (Pseudomonas et Propionibacterium), vitamine E (Geotrichum et Candida) 71 

Exerce des effets bénéfiques sur la santé du tube digestif et le 

système immunitaire. Améliore la vitalité et diminue le stress 51 

Acides aminés 

¶ Lysine, tryptophane, histidine et valine : C. glutamicum et B. lactofermentum 72,73 

¶ Thréonine, phenylalanine, tryptophane, isoleucine : E. coli 72,73 

¶ Arginine et glutamate : B. flavum 72,73 

¶ Sérine (Methylobacterium et B. flavum) 72,73 

Augmente la valeur nutritionnelle d'un aliment et améliore l'équilibre 

protéique d'une formulation 54 

Additifs 

zootechniques 

Antibiotiques 

¶ Bacitracine : Bacillus 74,75 

¶ Tétracycline, streptogramine, avilamycine et antibiotique ionophore : Streptomyces et Nocardia 74,75  

¶ ɓ-lactamine : Penicillium et Acremonium 76 

Inhibe la croissance des microorganismes pathogènes et favorise 

l'établissement d'une flore microbienne positive. Améliore 

l'absorption des nutriments 53,51  

Enzymes 

¶ Cellulase et hémicellulase : Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Streptomyces, Bacillus, 

Sclerotium, Humicola ; Ligninase : Trametes, Pleurotus, Lentinus, Phanerochaete 77 78  

¶ Phytase : Aspergillus, Peniophora, Escherichia 42  

¶ Protéase : Bacillus, Aspergillus,  Rhizopus, Fusarium 79 

¶ Pectinase : Saccharomyces, Bacillus, Aspergillus, Mucor, Sclerotinia, Fusarium 80 

Améliore la disponibilité en nutriments d'un aliment par réduction 

des composés antinutritionnels. Limite les rejets dans 

l'environnement 53,81 

Tableau 4. Microorganismes dôint®r°t et leurs produits utilis®s en nutrition animale 
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Additifs 

zootechniques 

(suite) 

Probiotiques Microorganismes vivants du genre Lactobacillus, Streptococcus, Bacillus, Bifidobacterium, 

Saccharomyces, Enterococcus et Aspergillus 51,53  

Favorise l'établissement d'une flore intestinale désirable.  

Prévention des désordres digestifs et améliore l'absorption et la 

conversion des nutriments 51,82 

Prébiotiques 

¶ Mannane-oligosaccharides : Saccharomyces 83  

¶ Fructo-oligosaccharides : Aspergillus, Penicillium, Bacillus, Lactobacillus 84  

¶ Galacto-oligosaccharides : Aspergillus 85  

Entretien de la flore intestinale désirable dont les probiotiques et 

exclusion par compétition les pathogènes, active le système 

immunitaire, améliore la digestion 83,84,86 

Acides 

organiques 

¶ Acide citrique : Aspergillus, Yarrowia 87 

¶ Acide lactique : Lactobacillus, Pichia, Rhizopus, Saccharomyces 87 

¶ Acide succinique : Actinobacillus, Escherichia, Penicillium 87 

Baisse le pH du système digestif et inhibe le développement de 

microorganisme pathogène 53 

Pigments 

¶ Astaxanthine : Phaffia, Xanthophyllomyces  88  

¶ Zeaxanthine : Flavobacterium 89,90 

¶ Luteine : Spongiococcum 89,90 

¶ Lycopène : Blakeslea 89,90 

Intensifie la couleur du jaune d'îuf et am®liore l'apparence de la 

peau et des carcasses 91 

Molécules 

bioactives 

Immuno-

modulateurs 

¶ ɓ-glucan : S. cerevisiae 92,13  

¶  Polysaccharides fongiques : Tremella fuciformis et Lentinus edodes 93,94  

Améliore la santé et la croissance des animaux via la stimulation du 

système immunitaire 95  

Peptides 

bioactifs 

¶ Lysozyme : Pichia pastoris 96  

¶ Colicine : E. coli 96  

¶ Nisine : Lactococcus, Staphylococcus 96  

¶ Halocine : Halobacteriaceae 96  

¶ Défensine : Penicillium, Aspergillus, Anaeromyxobacter 97 

Action antimicrobienne, antivirale et activation du système 

immunitaire 97 
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3.2. Aspects réglementaires concernant lôutilisation des microorganismes 

 

o Réglementation américaine 

 

L'agence américaine responsable du contrôle des aliments (FDA), a introduit le concept GRAS 

afin de permettre la régulation de substances considérées comme sans danger et utilisées comme 

additifs pour lôalimentation humaine et animale. Ces compos®s ont ®t® valid®s par des experts suite ¨ 

des exp®rimentations scientifiques dans les conditions de leur utilisation attendue. Lôemploi de 

microorganismes pour lôobtention dôaliments ferment®s repose ®galement sur leur caractère GRAS 

traduisant leur r®putation dôinnocuit®. Jusquô¨ pr®sent uniquement certaines bact®ries comme les 

lactiques, des levures ainsi que le champignon F. venenatum ont obtenu le statut GRAS. Concernant la 

majorité des champignons filamenteux, uniquement des substances dérivées telles que les enzymes 

figurent parmi des additifs autorisés 
98

. 

 

o Réglementation européenne 

 

Une grande vari®t® dôagents biologiques, tels que des espèces bactériennes et fongiques 

peuvent °tre autoris®s dans lôUnion europ®enne pour une utilisation dans la cha´ne alimentaire 

humaine et animale. Dans le cadre des demandes dôautorisation, lôEFSA est charg®e dô®valuer la 

sécurité de ces agents biologiques en adoptant une méthodologie commune : la présomption 

dôinnocuit® reconnue ou QPS. Lôinnocuit® dôun groupe dôagents biologiques est ®valu®e en fonction 

de son identit®, des connaissances disponibles, de la s®curit® et de lôutilisation finale pr®vue. 

LôEFSA tient ¨ jour une liste dôagents biologiques pour lesquels une ®valuation de type QPS 

peut être appliquée. Celle-ci est révisée annuellement par le groupe scientifique sur les risques 

biologiques. Jusquô¨ pr®sent, lôint®gration des champignons filamenteux nôa pas ®t® recommand®e, en 

raison de leur potentiel à produire des métabolites toxiques et les connaissances disponibles sur 

certaines esp¯ces, en particulier celles li®es ¨ des ant®c®dents dôutilisation s¾re, restent insuffisantes. 

Le concept QPS peut aussi être appliqué aux microorganismes utilisés pour produire des métabolites 

ou dôautres utilisations finales sp®cifiques qui nôimpliquent pas la pr®sence de cellules microbiennes 

vivantes. Dans ce cas les recommandations QPS sôappliquent uniquement sur lôutilisation finale 
99

. Les 

(sous-) produits de fermentation de microorganismes dont les cellules ont été inactivées ou tuées 

figurent dans le catalogue des mati¯res premi¯res du r¯glement de lôUnion Europ®enne autoris®es en 

alimentation animale. Parmi ces produits, celui issu de la fermentation dôAspergillus niger sur du blé 

et du malt pour la fabrication dôenzymes fait par exemple partie de la liste 
100,101

. 
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III. La fermentation en milieu solide et son application en alimentation animale  

 

1. La fermentation en milieu solide 

1.1. Origine et développement du procédé 

La fermentation en milieu solide (FMS), datant de plusieurs siècles, est un des plus anciens 

proc®d®s biotechnologiques connus au monde pour la pr®servation et lô®laboration dôaliments 

fermentés. La fermentation en milieu solide est populaire en Asie, Afrique et en Amérique latine où 

elle est traditionnellement utilis®e pour lô®laboration de boissons, de condiments comme la sauce soja 

et divers aliments fermentés tels que le tempeh. En Europe, cette technologie est très peu employée et 

se limite à la fabrication du fromage et du pain 
6
. Actuellement, les cultures en phase solide 

connaissent un regain d'intérêt auprès de la communauté scientifique et des industries à travers le 

monde en raison de leurs avantages et des nombreux domaines dôapplications notamment dans la 

valorisation des d®chets et de lô®nergie issues de la biomasse v®g®tale ainsi que dans la production de 

molécules à haute valeur ajoutée. Les manipulations génétiques appliquées aux microorganismes 

encouragent encore davantage le développement de cette technologie dans le futur 
10

. 

 

1.2. Caractéristiques 

La fermentation en milieu solide est caractérisée par une croissance microbienne sur des 

particules solides humides en absence dôeau libre ou sur un substrat proche de sa capacit® maximale de 

rétention. Ce bioprocédé est particulièrement bien adapté aux microorganismes fongiques bien que les 

bactéries soient tout à fait capables de sôy d®velopper. Les microorganismes se d®veloppent dans un 

système constitué de trois phases : une matrice solide, une phase liquide qui lui est liée et une phase 

gazeuse prise au pi¯ge entre et ¨ lôint®rieur de celles-ci 
102

. Le type de substrat généralement utilisé est 

une matière première naturelle peu onéreuse issue de résidus agricoles (son de blé, pulpe de betterave, 

tourteaux, etc.) faisant ¨ la fois office de support et de source de carbone et dô®nergie pour les 

microorganismes. Lôutilisation de d®chets agroindustriels en tant que substrat repr®sente dôailleurs une 

voie alternative de valorisation de ces résidus présents en grandes quantités et non exploités 
103,104

. 

 

Cette technologie présente de nombreux avantages par rapport à la fermentation liquide qui est 

beaucoup plus répandue, notamment concernant sa simplicité et son faible coût 
105

. Le système ne 

comporte pas de contrainte dôoxyg®nation et la faible teneur en eau est propice ¨ la croissance des 

moisissures qui tol¯rent une faible activit® de lôeau et sont r®sistantes ¨ des conditions de haute 

pression osmotique 
106

. Lôhumidit® r®duite permet de limiter les volumes dôeffluent ¨ traiter, les 
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contaminations bact®riennes et facilite ®galement lôextraction des m®tabolites qui sont concentr®s dans 

le milieu de culture 
107
. La FMS est principalement utilis®e pour la production dôaliments, dôadditifs 

alimentaires et dôautres compos®s dans le secteur pharmaceutique. Son application sô®tend ®galement 

dans bien dôautres domaines comme la biotransformation des r®sidus de r®colte pour lô®laboration de 

nourriture pour les animaux et la bioremédiation de composés polluants et dangereux 
10,108

. 

 

1.3. Les transferts de matière à échelle microscopique 

En FMS, la source de carbone, généralement constituée par un substrat lignocellulosique, est 

transformée de manière aérobie en biomasse microbienne, métabolites, CO2 et H2O. Ces 

transformations sont exothermiques, elles donnent donc lieu à la libération de chaleur. La génération 

de chaleur m®tabolique est dôailleurs le facteur le plus difficile ¨ ma´triser lors dôun changement 

dô®chelle. Une des caract®ristiques dôune FMS est ®galement son h®t®rog®n®it® microscopique (Figure 

3). En général, les microorganismes fongiques sont inoculés au substrat solide sous forme de spores. 

Une fois germ®es, ces derni¯res donnent naissance au myc®lium par lôextension et la ramification de 

filaments (hyphes) qui se d®veloppent ¨ la surface et ¨ lôint®rieur des particules solides (pores) en 

pr®sence dôeau et de lôoxyg¯ne contenu dans les gaz. Lôactivité métabolique est liée à la production 

dôenzymes hydrolytiques catalysant la d®gradation de mol®cules qui sont peu ¨ peu fragment®es avant 

dô°tre absorb®es par le champignon.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Réactions biologiques et physicochimiques qui apparaissent à échelle microscopique,  

adapté de Hölker and Lenz, 2005 
104
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Certains nutriments ne sont pas directement biodisponibles mais constituent la source dô®nergie 

indispensable à la survie et à la croissance de la souche. La moisissure sécrète ainsi des enzymes 

hydrolytiques qui restent concentrées autour des zones de sécrétion permettant une progression plus 

efficace du myc®lium dans le substrat. Ceci permet dôaugmenter lôaccessibilit® aux nutriments. Les 

activit®s m®taboliques g®n¯rent de la chaleur et de lôeau tandis que le CO2 est libéré via la respiration 

du microorganisme qui consomme lôO2 de lôair. Lors de son d®veloppement, le microorganisme peut 

également modifier le pH de son milieu en libérant des mol®cules acides ou de lôammoniac. Il est ¨ 

noter que les produits obtenus peuvent être retenus piégés dans la matrice solide ce qui nécessite la 

mise en place dôun proc®d® dôextraction en fin de fermentation. Lôensemble de ces ph®nom¯nes sont 

évidemment à prendre en considération dans la mesure où ils peuvent affecter la performance et les 

coûts du procédé 
104

. 

 

1.4. Microorganismes utilisés en production alimentaire 

Les champignons restent le groupe de microorganismes le plus utilisé en FMS car les 

conditions sont proches de leur habitat naturel et ils b®n®ficient dôapplications tr¯s vari®es, gr©ce ¨ 

leurs propriétés physiologiques, enzymologiques et biochimiques 
9,109

. Ce groupe très diversifié est 

compos® dôune part, des champignons microscopiques ou micromyc¯tes qui regroupe les levures et les 

champignons filamenteux et dôautre part des champignons macroscopiques dits « champignons 

supérieurs è dont le carpophore (organe de fructification) est visible ¨ lôîil nu 
110

 (Tableau 5). 

 

Les bactéries qui ont une importance en industrie alimentaire sont essentiellement des 

bactéries à Gram positif, plus résistantes à la température, à la dessiccation et à la congélation. Elles 

interviennent dans des procédés fermentaires solides notamment pour la fabrication et la maturation du 

fromage mais aussi pour lô®laboration dôaliments ferment®s sur divers substrats dôorigine v®g®tale. 

Concernant les levures, lôesp¯ce la plus utilis®e et produite ¨ grande ®chelle est S. cerevisiae 

notamment pour ses applications en panification. Le genre Saccharomyces est également très répandu 

pour lô®laboration de divers aliments ferment®s via la FMS. Les moisissures, étant capables de 

produire une vaste gamme dôenzymes hydrolytiques comme les prot®ases, cellulases et lipases, sont 

importantes pour lôaffinage et la transformation dôune multitude de produits alimentaires. Lô®tape de 

fermentation solide appelée « koji » en Extrême-Orient constitue la base de lôobtention dôune 

multitude de produits (sauces, boissons, condiments) 
111

. Le potentiel commercial des champignons 

supérieurs comestibles les plus cultivés dans le monde réside dans leur qualité culinaire et propriétés 

médicinales. Le carpophore ou « champignon » en langage courant est produit en milieu solide après 

la croissance végétative en modifiant un certain nombre de paramètres incluant la température, la 

concentration en CO2, le pH, lôhumidit®, la salinit® et lôexposition ¨ la lumi¯re 
112

. 
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Tableau 5. Principaux groupes de microorganismes cultivés en FMS et utilisés en production alimentaire 
113,114,112,115,116

 

 

T
y
p

e
 

Genre / espèce Exemple dôutilisation  Substrat de culture 

B
a

c
té

ri
e

s 

Brevibacterium Fabrication de fromages Fromage  

Micrococcus Fabrication de fromages et saucissons Fromage et viande 

Lactobacillus Divers aliments fermentés Fromage en maturation et céréales 

Streptococcus Fabrication de fromages Riz et céréales 

Bacillus Aliments fermentés (natto et meju) Maïs et soja 

L
e
v
u

re
s 

Saccharomyces 
Fabrication du pain et divers produits 

fermentés 
Maïs, blé, millet et autres céréales 

Endomicopsis burtonii Aliments fermentés Riz 

Debaryomyces hansenii 
Fabrication de pain, fromages et 

saucissons 
Blé, fromage en maturation et viande 

Yarrowia lipolytica Fabrication de fromages et saucissons Fromage en maturation et viande 

Candida Divers produits fermentés Riz et céréales 

Pichia Divers produits fermentés Riz et céréales 

C
h

a
m

p
ig

n
o

n
s
 f
ila

m
e
n

te
u

x 

Aspergillus oryzae 
Aliments fermentés (miso), saké, sauce 

soja et autres condiments 

Riz, maïs, blé, orge, soja et autres 

céréales 

Aspergillus sojae 
Aliments fermenté (miso), sauce soja et 

autres condiments 
Riz, blé, maïs et soja 

Aspergillus niger Aliments fermentés, saké et condiments Riz, blé, maïs, sorgho et manioc 

Aspergillus flavus Aliments fermentés Manioc 

Aspergillus awamori Aliments fermentés, liqueurs Riz et soja 

Rhizopus oligosporus Aliments fermentés (tempeh) Riz et soja, céréales et légumineuses 

Rhizopus oryzae Aliments fermentés (tempeh) Riz et soja 

Fusarium solani 
Fabrication de fromages et aliments 

fermentés 
Maïs et blé 

Penicillium Fabrication de fromages Fromage en maturation 

Monascus Aliments fermentés (riz rouge) Riz 

Geotrichum candidum Fabrication de fromages Fromage en maturation 

Mucor 
Aliments fermentés (natto, tempeh, 

sufu), fabrication de fromages 
Soja, riz et haricot noir  

Neurospora Aliments fermentés Soja 

C
h

a
m

p
ig

n
o

n
s
 s

u
p

é
ri
e

u
rs 

Agaricus bisporus  

(champignon de Paris) 
Champignon comestible et médicinal Paille de riz et blé 

Lentinus edodes (shiitake) Champignon comestible et médicinal 
Sciure de bois, rafle de maïs et pulpe de 

café 

Pleurotus ostreatus (pleurote) Champignon comestible et médicinal 
Paille de riz, blé, haricot, coton, rafle de 

maïs, et jacinthe d'eau 

Volvaria volvacea (volvaire) Champignon comestible et médicinal 
Paille de riz, blé, jacinthe d'eau et 

résidu de palme 

Flammulina velutipes (enoki) Champignon comestible et médicinal Son de riz et sciure de bois 

Grifola frondosa (maitake) Champignon comestible et médicinal Sciure de bois 

Ganoderma lucidum (reishi) Champignon comestible et médicinal Sciure de bois 

Coprinus comatus Champignon comestible et médicinal Sciure de bois et son de riz 

Hericium erinaceus Champignon comestible et médicinal Sciure de bois et rafle de maïs 
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Plusieurs souches comme A. niger, A. oryzae et T. reesei sont populaires et largement utilisées 

pour lô®laboration de produits ferment®s et de divers additifs alimentaires en alimentation humaine et 

animale. Or ces souches sont également susceptibles de produire des mycotoxines (aflatoxine, 

ochratoxine, stérigmatocystine, zéaralénone et toxine trichothécène T2) dans certaines conditions 

appliqu®es en laboratoire. Il sôav¯re ®galement que la production de mycotoxine est souche 

d®pendante. Afin dôassurer la s®curit® alimentaire vis-à-vis dôune ®ventuelle pr®sence de mycotoxine 

dans les produits commercialisés, les industriels sélectionnent et maintiennent attentivement leurs 

souches. Des modifications génétiques peuvent également être appliquées. De nombreux produits 

fermentés et préparations dérivés par des souches dôAspergillus ont ainsi démontré une absence totale 

de toxines. Plusieurs pr®parations ¨ base dôenzymes issues de ces souches ont dôailleurs obtenu le 

statut GRAS 
117

. 

 

2. Conduite du procédé 

2.1. Principales étapes du procédé 

Les diff®rents stades r®alis®s avant et au cours dôune FMS sont représentées dans la figure 4. 

En fonction du substrat et du microorganisme utilisés, les traitements appliqués au substrat sont 

adaptés et les paramètres de développement du microorganisme sont déterminés (température, 

humidité, aération et pH). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Principales ®tapes dôun proc®d® FMS, adapt® de Mitchell et al., 2006 
118
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Le maintien des conditions optimales sont d®pendantes de lôenvironnement, de lô®quipement utilis® 

(fiole Erlenmeyer munie dôun bouchon en coton ou fermenteur ¨ a®ration forc®e), des possibilit®s de 

prélèvements pour le suivi de croissance et de production, et des possibilités de régulations du 

dispositif 
9
. 

 

 

2.2. Facteurs influençant le procédé FMS 

2.2.1. Paramètres biologiques 

o Type de microorganisme et inoculum 

 

Les champignons filamenteux sont les microorganismes les mieux adaptés à la fermentation 

en milieu solide. Mais le choix du type de microorganisme dépend surtout du milieu à valoriser et du 

produit final à obtenir 
109

. Des cocultures peuvent également être avantageuses dans certains cas 
119

. 

Lôinoculation du milieu de culture se fait le plus souvent ¨ partir dôune suspension de spores qui se 

conserve mieux par rapport au myc®lium. La quantit® optimale de spores diff¯re selon le cas. Lôeffet 

de la quantit® dôinoculum est examin® dans plusieurs publications notamment pour la production 

dôenzymes. Par exemple, un taux dôensemencement de 10
7
 et 10

8
 spores.g

-1
 de substrat sec est plus 

approprié pour la production de xylanase par Aspergillus sur son de bl® dans les conditions de lôessai 

120
. Une quantit® trop importante dôinoculum peut ®galement inhiber la synth¯se des m®tabolites en 

raison de lô®puisement rapide des nutriments apr¯s germination. Il a ®galement ®t® d®montr® que lô©ge 

et donc lô®tat physiologique des spores a un impact cons®quent sur le d®veloppement des souches 
121

. 

 

o Nature du substrat solide 

 

Les substrats utilisés en fermentation solide proviennent essentiellement de résidus organiques 

naturels qui sont complexes et hétérogènes. La matrice solide doit avoir une bonne capacité 

dôabsorption  et doit contenir les nutriments n®cessaires au d®veloppement du microorganisme (source 

dôazote, de carbone et de sels min®raux). Les substrats utilis®s sont majoritairement les substrats 

lignocellulosiques (sous forme de paille, de son, de bagasse, de pulpe, etc.) et les féculents (résidus de 

banane, de soja, les graines, etc.). Quant aux supports min®raux et synth®tiques comme lôargile et la 

mousse de polyuréthane, ils sont surtout utilisés à des fins de compréhension du procédé et nécessitent 

lôaddition de solutions nutritives. Des traitements physiques (r®duction de la taille des particules, 

chauffage, stérilisation) et chimiques (addition de nutriments et modification du pH) sont parfois 

n®cessaires afin de favoriser lôa®ration et lôaccessibilit® aux nutriments 
9,107

. 
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2.2.2. Paramètres physicochimiques  

 

o Taille des particules 

 

En FMS, la surface des particules joue un r¹le important pour lôadh®sion des 

microorganismes, les transferts des nutriments et la circulation de lôoxyg¯ne ce qui affecte directement 

la croissance de la souche considérée et la formation des produits. La surface disponible dépend de la 

taille des particules et de leur porosit®. Une porosit® bien ®tudi®e facilite le passage de lôair qui entre 

facilement en contact avec les moisissures installées en surface des particules. Généralement les 

particules plus petites offrent une plus vaste surface mais peuvent facilement former des agglomérats 

et se compacter tandis que les grosses particules offrent une meilleure aération 
103

.  

 

o Le pH  

 

Le pH varie considérablement lors du développement des microorganismes en raison de la 

consommation des nutriments avec des r®actions dôhydrolyse, de prot®olyse et de synth¯se de 

m®tabolites comme les acides organiques. Lôh®t®rog®n®it® du milieu et le manque de méthode de 

mesure ne permet pas de contrôler efficacement les variations de pH. Les champignons filamenteux 

peuvent se développer dans une fourchette de pH allant de 2 à 9 avec une gamme optimale entre 3 et 6 

ce qui représente un avantage par rapport aux bactéries qui tolèrent des valeurs plutôt neutres 
107,9

. Les 

additions dôacides ou de bases permettent dôajuster le pH du milieu si n®cessaire. Le pH influence la 

croissance car il a un impact sur le transport de différents composants à travers les membranes 

cellulaires. Lôacc¯s ¨ certains carbohydrates comme lôh®micellulose peut °tre fortement r®duit lorsque 

le pH est défavorable 
122

.  

 

o La température  

 

La température globale de la culture varie considérablement en FMS puisque les activités 

métaboliques du microorganisme en croissance génèrent de la chaleur, elle est de ce fait difficile à 

r®guler. La temp®rature, mesur®e ¨ lôaide de sondes enfonc®es dans la culture, peut aller jusquô¨ 20ÁC 

au-dessus de la temp®rature dôincubation ce qui peut entra´ner un arr°t du d®veloppement du 

microorganisme et des activit®s m®taboliques recherch®es ainsi quôune sporulation pr®coce. 

Lôaccumulation de chaleur conduit ¨ la formation de gradients thermiques qui sont favorisés par la 

faible conductivit® thermique et teneur en eau des milieux constitu®s de polym¯res dôorigine v®g®tale 

9
. La chaleur g®n®r®e peut °tre dissip®e par lôa®ration et lôagitation de la culture ainsi que des additions 

dôeau par une injection directe ou avec de lôair humidifi®. Un syst¯me de refroidissement de lôair peut 

®galement faciliter lô®limination de la chaleur (circulation et ®changeur dôeau froide). Les r®acteurs ¨ 
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fines couches sont plus performants pour évacuer la chaleur par rapport aux couches profondes où un 

système de refroidissement actif doit être mis en place 
118

. 

  

o Lôhumidit® et lôactivit® de lôeau 

 

La teneur en humidité du substrat solide est un facteur clé pour le développement du 

microorganisme. Un pourcentage dôhumidit® compris entre 40 et 70% est g®n®ralement favorable au 

développement des champignons suivant la nature du substrat solide 
10

. Les substrats utilisés en FMS 

sont insolubles dans lôeau, celle-ci doit en revanche être absorbée par les particules solides pour 

pouvoir °tre utilis®e par le microorganisme. Le taux dôabsorption varie dôun substrat ¨ lôautre suivant 

sa capacité maximale de rétention en eau. Une humidité trop forte peut entrainer des problèmes de 

compaction lorsque les particules sont trop fines ou lorsque des particules plus grosses se ramollissent. 

Lôalt®ration de la structure des particules solides limite les transferts dôoxyg¯ne et de chaleur au sein 

de la matrice. Les variations de la teneur en eau sont dues ¨ lôhydrolyse du substrat et au ph®nomène 

dô®vaporation li® aux calories g®n®r®es par le microorganisme en croissance 
123

. 

Lôeau est impliqu®e dans la croissance cellulaire, les r®actions m®taboliques, les activit®s 

enzymatiques, les transports des éléments nutritifs, des métabolites extracellulaires et des gaz au cours 

de la fermentation solide. Les besoins en eau des microorganismes sont refl®t®s par lôactivit® de lôeau 

(aw) qui représente la disponibilité en eau pour une réaction dans un substrat solide. Ce paramètre 

thermodynamique dont les valeurs sont comprises entre 0 et 1, est mesuré selon le rapport entre la 

pression de vapeur dôeau au-dessus de la surface du produit et la pression de vapeur dôeau de lôeau 

pure. Il donne une indication de la teneur en eau libre et détermine également quel type de 

microorganisme est capable de sôy d®velopper 
124,9

. 

 

o Lôa®ration 

 

Lôa®ration dans un syst¯me FMS permet de maintenir des conditions a®robies et dô®liminer le 

dioxyde de carbone ou dôautres compos®s volatils issus du m®tabolisme. Elle a ®galement pour r¹le de 

réguler la température ainsi que la teneur en eau du substrat solide. Le choix dôun milieu poreux 

facilite la régulation de ces paramètres car les transferts sont facilités. Généralement, l'oxygène ne 

constitue pas un facteur limitant en fermentation solide lorsque le substrat est bien étudié 
9,107

. La 

circulation de lôair peut se faire de mani¯re active par injection dôair humidifi® ou passive par passage 

de lôair ¨ la surface des particules 
118

. 
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o Apport de sources exog¯nes de carbone et dôazote  

 

Parmi les paramètres de culture, le ratio carbone/azote est un des facteurs les plus importants 

pour la croissance du microorganisme et pour orienter la production de biomasse et de produit 

dôint®r°t. Un exc¯s ou un manque dôazote dans le milieu de culture peut °tre le facteur limitant. Les 

coproduits agricoles et agroindustriels présentent des contenus en azote très variables. Un ratio 

supérieur à 20 est généralement favorable pour la plupart des champignons 
125

. Le type et la nature de 

ces composés peuvent également affecter le procédé de fermentation. Le ratio C/N détermine aussi la 

sporulation qui peut être induite ou retardée. Des ratios C/N peuvent être spécialement appliqués pour 

lôobtention de certains produits qui sont partiellement ou non li®s ¨ la production de biomasse 
126

. La 

suppl®mentation en azote et/ou en carbone nôest pas toujours n®cessaire et d®pend du contenu en azote 

du substrat de base ainsi que des besoins du microorganisme 
122

.  

 

2.3. Estimation de la biomasse 

La biomasse est un paramètre fondamental car il caractérise la croissance des 

microorganismes et permet dô®tablir sa cin®tique. La mesure directe de biomasse est impossible ¨ 

réaliser dans le cas des champignons filamenteux en raison du problème de séparation du mycélium 

avec le substrat. Plusieurs méthodes biochimiques et de spectrométrie permettent toutefois de faire une 

estimation, notamment grâce à la variation de certains composants cellulaires spécifiques comme la 

glucosamine et lôergost®rol. Les m®thodes dôextraction et dôanalyses de ces compos®s sont cependant 

laborieuses et ils peuvent varier au sein de la biomasse en fonction des conditions de culture, de lô®tat 

physiologique et de lô©ge du microorganisme 
127

.  

 

Dôapr¯s la litt®rature (Tableau 6), les méthodes disponibles ne sont pas toujours performantes 

et fiables en raison de probl¯mes dôinterf®rences, de sensibilit® et de difficult®s op®rationnelles et de 

préparation des échantillons. Le problème commun à ces méthodes est la relation entre la biomasse et 

le facteur mesuré qui peut changer au cours du temps 
128

. De plus, une corrélation entre plusieurs 

facteurs est souvent difficile à mettre en évidence. Une méthode plus directe peut également être 

utilisée, comme la mesure de la production de dioxyde de carbone. Celle-ci peut notamment être 

corrélée à plusieurs paramètres mesurables comme la perte de masse sèche par exemple 
129,130

. 
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Tableau 6. Bilan des m®thodes les plus utilis®es pour lôestimation de la biomasse en FMS 
127,128

 
131,107,132,133 

 

Catégorie Cible Commentaire 

Composants 

cellulaires 

spécifiques 

Ergostérol 
Propre à la biomasse fongique, instable, varie en fonction du stade de 

développement et des conditions de culture, difficulté de la méthode 

Glucosamine et chitine 
Propre à la biomasse fongique, varie en fonction des conditions de 

culture et de l'état physiologique, difficulté de la méthode 

Spores 
Fortes variations suivant les conditions de culture, peu précis,  

pas de distinction spore/mycélium pour la viabilité 

Acides nucléiques et ADN 
Fortes variations, interférences suivant le milieu de culture,  

difficulté de la méthode 

Protéines Non applicable si le substrat contient également des protéines 

Activités 

métaboliques 

Métabolites secondaires  Dépendants du stade de développement, difficulté des méthodes 

Respiration (consommation d'O2 et 

production de CO2) 

Nécessite des installations étanches ou des mesures en ligne,  

rapidité de la méthode 

Activité enzymatique 
Dépendante du substrat, de l'état physiologique et  

des conditions de culture 

Consommation de nutriments  

(ex sucres) 

Dépendante du substrat, de l'activité métabolique et de l'état 

physiologique du microorganisme 

Production d'ATP 
Estime l'activité microbienne, non corrélée à la 

croissance, résultats peu fiables 

Perte de masse sèche Mesure corrélée à la respiration, nécessite une précision de mesure 

Propriétés 

physiques 

Analyse d'image par des techniques 

de microscopie 

Equipements onéreux, difficile à appliquer,  

nécessite de développer des logiciels 

Production de chaleur métabolique, 

réflectance (réflexion de la lumière) 

et capacitance (charge électrique) 

Mesures en ligne, interférences liés à la nature et  

¨ lôh®t®rog®n®it® du substrat 

 

 

3. Les bioréacteurs  

3.1. Caractéristiques générales des bioréacteurs 

 Le bior®acteur est le cîur du processus de fermentation, côest le lieu de conversion de la 

mati¯re premi¯re en produit d®sir® et côest ®galement lôoutil qui permet dôoptimiser globalement le 

proc®d®. Lôaugmentation dô®chelle repr®sente un d®fi majeur en raison de la présence de différents 

gradients (température, humidité, oxygène, concentration en nutriments) qui peuvent avoir des effets 

néfastes particulièrement en condition statique mais aussi dans le cas où la culture peut être agitée. 

Lôensemble des relations entre certains facteurs environnementaux comme le contenu en oxygène, en 

humidité et la température contribuent à la difficulté de réguler ces paramètres. Le bon choix du 

substrat solide, du r®acteur ainsi que le suivi minutieux de la culture ¨ lôaide de sondes de températures 

et dôhumidit® relative permet de mener ¨ bien une culture 
105

. Dôapr¯s Raghavarao et al., le bioréacteur 

doit comprendre un certain nombre de caractéristiques et fonctionnalités : 

- Le matériau constituant le bioréacteur doit avoir un coût abordable, être solide, résistant à la 

corrosion et non toxique pour les microorganismes 

- Un syst¯me de pr®vention concernant lôentr®e et la sortie de contaminants doit °tre mis en 

place en utilisant des outils de stérilisation par vapeur vive et éventuellement un filtre retenant 

les spores en suspension dans lôair sortant du r®acteur 



Chapitre I 

 

33 
 

- Il faut une agitation, une aération et une évacuation de chaleur efficace, pour contrôler la 

température, la teneur en eau et en oxygène dans le milieu  

- Le maintien de lôuniformit® du substrat se fait si possible par le brassage mécanique qui est 

crucial pour éviter les gradients thermiques 

- Le bioréacteur doit pouvoir faciliter le processus de préparation de la fermentation, les étapes 

de chargement et déchargement, ainsi que la récupération du produit 
123

 

 

3.2. Classification  

Depuis ces vingt dernières années de réels progrès ont été réalisés dans la conception de 

réacteurs pour la FMS. Généralement, les bioréacteurs peuvent être divisés en quatre grandes 

cat®gories bas®es sur leur fonctionnement, essentiellement concernant le type dôa®ration et le syst¯me 

de brassage (Figure 5) 
118

.  

 
Figure 5. Classification des r®acteurs utilis®s en FMS suivant leurs syst¯mes dôa®ration et dôagitation,  

adapté de Mitchell et al., 2006 
118

 

 

Les réacteurs ont chacun leurs avantages et inconvénients, ce qui incite le développement de 

nouveaux designs. Leur configuration doit également permettre un fonctionnement continu en 

maintenant une forte productivité sur des périodes prolongées sans toutefois rencontrer des problèmes 

op®rationnels. Lô®vacuation de chaleur ainsi que lôh®t®rog®n®it® du milieu solide sont les obstacles 

majeurs qui limitent la viabilité commerciale des bioréacteurs, plusieurs modèles ont donc été 

développés pour tenter de résoudre ces problèmes mais uniquement quelques-uns ont pu être utilisés à 

grande échelle 
10,103

. Côest surtout la hauteur de couche et le syst¯me dôagitation qui d®finissent les 

types de réacteurs extrapolables industriellement. Les deux réacteurs les plus commercialisés sont 
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Réacteur à lit fixe, couche 

profonde 
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                                          couche profonde      aération forcée 
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celui à couche profonde à aération forcée et à agitation mécanique et celui en couche mince à lit 

statique en plateau (type Koji). Ces fermenteurs ont dôailleurs fait leur preuve dans le cadre dô®tudes 

réalisées à échelle pilote au sein de la PPB à Dijon. 

 

3.3. Les réacteurs les plus exploités au stade pilote et industriel 

Le nombre de réacteurs utilisés au stade industriel est limité, les fournisseurs actuels sont tous 

asiatiques comme la soci®t® Fujiwara et certaines installations sont r®alis®es sur mesure ¨ lôaide de 

cabinets dôing®nieries comme pour la PPB par exemple. Il existe donc peu dôinformations sur les 

fermenteurs industriels 
9
. Les modèles développés au stade pilote sont cependant bien décrits dans la 

littérature et potentiellement extrapolables à échelle industrielle. 

 

3.3.1. Le réacteur à plateaux  

Le réacteur de type plateau est le plus simple des bioréacteurs utilisé en FMS. Il a été utilisé 

depuis plusieurs si¯cles pour la fabrication dôaliments ferment®s traditionnels en Asie. La chambre de 

fermentation se rapproche du fonctionnement dôune ®tuve qui peut contenir un certain nombre de 

larges plateaux séparés de quelques centimètres pour garantir une aération homogène (Figure 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Sch®ma simplifi® dôun r®acteur ¨ plateaux ®tag®s de type ç Koji è,  

adapté de Cauto and Sanroman, 2006 
103

 

 

Lôinconv®nient de cette technologie est la faible diffusion de lôair ¨ travers la couche et la formation 

dôun gradient de temp®rature, côest pourquoi la hauteur de couche reste limit®e. Le substrat est donc 

principalement exploité en surface par le microorganisme et non en profondeur. Ce procédé reste tout 

de m°me bien adapt® aux esp¯ces ¨ croissance lente ou qui ne supportent pas lôagitation comme les 

moisissures dont les hyphes ne sont pas cloisonnés 
134

. Le fonctionnement de ce type de réacteur 

nécessite cependant une main-dôîuvre non n®gligeable et des infrastructures supplémentaires pour les 

op®rations de st®rilisation du substrat, chargement/d®chargement des plateaux et dôinoculation 
103

. La 

soci®t® Fujiwara a d®velopp® un r®acteur plus efficace muni dôun syst¯me dôa®ration et dôagitation 

Sortie dôair 

Entrée dôair 

Substrat solide 

Plateaux 

Chambre de culture 
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avec des hélices à ruban et un plateau rotatif. La hauteur de couche reste toutefois limitée à 50 cm au 

stade industriel et son mode de fonctionnement nôest pr®vu que pour un seul plateau circulaire. En 

raison de lôautomatisation de nombreuses fonctions la main-dôîuvre n®cessaire au fonctionnement du 

bioréacteur est réduite par rapport aux traditionnels réacteurs à plateaux 
105

. 

 

3.3.2. Le réacteur à couche profonde  

Lôagitation combin®e ¨ une a®ration forc®e et ¨ une addition dôeau permet dô®viter les 

gradients de temp®rature et dôhumidit® qui peuvent se produire dans dôautres types de r®acteurs. La 

capacité maximale des enceintes de fermentation est donc généralement plus importante. De plus le 

syst¯me dôa®ration forc®e avec de lôair humidifi® traverse toute la couche de la culture et permet ainsi 

un développement plus homogène des microorganismes (Figure 7). Le choix dôune agitation continue 

ou par intermittence dépend de la sensibilité du microorganisme et des propriétés des particules du 

substrat telles que leur résistance mécanique et la granulométrie 
134

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Sch®ma simplifi® dôun r®acteur ¨ couche profonde sans syst¯me dôagitation,  

adapté de Cauto and Sanroman, 2006 
103

 

Gr©ce ¨ lôautomatisation des fonctions et ¨ lôefficacit® de lôa®ration, la hauteur de couche peut °tre 

plus élevée (jusqu'à 1 m) par rapport à un réacteur de type plateau. La plupart des paramètres de 

cultures peuvent être contrôlés avec notamment des modèles mathématiques pour le maintien de 

lôhumidit® en prenant en compte la perte de masse s¯che et lô®vaporation. Ce type de r®acteur au stade 

pilote a ®t® utilis® avec succ¯s ¨ la PPB pour lôenrichissement en prot®ine de sous-produits 

agroalimentaires ainsi que pour la production dôenzymes et de biopesticides. Dôune capacit® dôune 

tonne et demie (1,6 m
3
), il répond parfaitement aux crit¯res dôautomatisation dôun certain nombre 

dôop®rations, extrapolation possible au niveau industriel, ®tudes des bilans, estimation du co¾t de 

fonctionnement et production dôaliments pour des tests sur animaux 
135,105

. 

Sortie dôair 
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4. Intérêt de la technologie appliquée au tourteau de colza 

 

4.1. Production dôaliments ferment®s  

Lôaliment destin® aux animaux dô®levage est g®n®ralement produit ¨ partir de sous-produits de 

lôagriculture qui sont plut¹t pauvres en nutriments auxquels il faut apporter des ingr®dients pour 

am®liorer la digestibilit®, les niveaux dôacides amin®s essentiels, de vitamines et de minéraux. La 

plupart de ces sous-produits ne conviennent pas ¨ lôalimentation des monogastriques et lôutilisation 

dôadditifs contribue fortement ¨ lôaugmentation du co¾t de production et du prix final des aliments. 

Face à ces contraintes, la culture de microorganismes par le procédé FMS directement sur ces sous-

produits offre de nombreux avantages 
136

.  

Les moisissures et bactéries poussent rapidement et produisent une grande quantité de 

prot®ines dans leurs cellules estim®e de lôordre de 600 g.kg
-1
. La biomasse microbienne apporte les 

acides aminés essentiels en plus des hauts niveaux de vitamines et de minéraux. La croissance de 

microorganismes entraîne également la sécrétion de nombreuses enzymes extracellulaires dont 

certaines sont habituellement additionn®es aux aliments destin®s aux animaux dô®levage. Ces 

biocatalyseurs sont produits et utilis®s directement dans lôaliment limitant ainsi la suppl®mentation par 

des additifs. Les substrats utilisés peuvent être très diversifiés car les microorganismes sont capables 

de dégrader les composés récalcitrants tels que les fibres comme la lignine des déchets verts. Le 

tableau 7 fait lôinventaire des travaux effectu®s jusquô¨ pr®sent en FMS sur diff®rents substrats 

lignocellulosiques pour lô®laboration de nourriture pour animaux 
6,136

. Le procédé provoque un 

enrichissement en prot®ine qui est g®n®ralement accompagn® dôune extraction de produits dôint®r°t 

comme les enzymes et les acides organiques. La production dôaliments enrichis en prot®ines peut °tre 

particulièrement attractive lorsque le coût des matières premières est faible 
6
.  

Les tourteaux dôol®agineux repr®sentent seuls ou en tant que cosubstrats une bonne source de 

nutriments pour le développement de microorganismes par FMS. La production industrielle 

dôenzymes montre dôailleurs des r®sultats prometteurs pour plusieurs esp¯ces fongiques notamment 

des Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Trichoderma et Mucor. Les tourteaux sont également utilisés 

pour la production de champignons comestibles (Pleurotus), de métabolites secondaires comme les 

antibiotiques et biopesticides et dôautres compos®s dôint®r°t comme les acides organiques et les 

antioxydants  
8
. Les moisissures sont généralement plus efficaces par rapport aux bactéries en raison 

de leur morphologie et physiologie leur permettant de coloniser plus aisément ce type de substrat 
40

.  

Les études cit®es jusquô¨ pr®sent dans la litt®rature concernant la bioconversion du tourteau de colza 

sont relativement limit®es aux champignons filamenteux et ¨ lôexploration de leur pouvoir 

hydrolytique pour la production dôenzymes et la d®toxification. En effet, de nombreuses études 

montrent une réduction la teneur en facteurs antinutritionnels comme les glucosinolates et leurs 
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d®riv®s, les tannins et lôacide phytique 
137,43

. Une baisse de la quantité de fibres a également été mise 

en évidence par plusieurs auteurs grâce aux activités enzymatiques des champignons filamenteux 

(endoglucanases, xylanases, protéases et les phytases) 
7
. Une étude a également été menée avec des 

champignons supérieurs (Trametes versicolor et Pleurotus ostreatus) qui sont particulièrement 

efficaces pour la dégradation des composés phénoliques et la production de laccases 
138

. 

 

Tableau 7. Microorganismes employ®s en FMS sur r®sidus agroindustriels pour la production dôaliments pour 

animaux enrichis en protéines 
6,139

 

 

4.2.  Enrichissement en protéines et amélioration de la digestibilité 

Dans la litt®rature uniquement quelques ®tudes se sont focalis®es sur lôenrichissement en 

protéine du tourteau de colza (Tableau 8), la plupart des auteurs exploitant essentiellement les aspects 

décrits dans le paragraphe précédent. 

La teneur en azote totale dans les produits fermentés est essentiellement déterminée par la 

méthode Kjeldhal ou Dumas et implique une augmentation de la quantit® dôazote prot®ique selon la 

relation N x 6,25. Les auteurs affirment que la perte de masse sèche, liée à la dégradation des sucres 

Substrat  

Microorganismes utilisés 

Champignons filamenteux et supérieurs Bactéries et levures 

Manioc (épluchure, bagasse, 

tubercule et amidon) 

Rhizopus oryzae et spp. ; Aspergillus niger et spp.  

Cephalosporium eichhorniae ; Pleurotus spp. Lentinus 

spp. Geotricum fragrans 

Lactobacillus spp. 

Brevibacterium divaricatum 

Saccharomyces cerevisae 

Café                                           

(pulpe, coque et autres résidus) 
Pleurotus spp Streptomyces spp. et cyaneus 

Blé (son, paille),  moutarde 

(paille), haricot (paille), 

jacinthe d'eau 

Coprinus fimetarius ; Phanerochaete chrysosporium ; 

Pleurotus ostreatus et eryngii ;  Phlebia radiata ; 

Neurospora sitophila ; Trametes versicolor et spp. ; 

Ganoderma spp. ; Trichoderma spp. ; Lentinus edodes 

Bactéries cellulolytiques 

Streptomyces cyaneus 

Rhodotorula gracilis 

Pomme, ananas et raisin (marc, 

pulpe et autres résidus),  

caroube (gousse) 

Rhizopus oligosporus ; Pleurotus ostreatus  et spp. ; 

Penicillium funiculosum ; Myrothecium verrucaria ; 

Aspergillus niger 

Candida utilis 

Saccharomyces spp. 

Riz (son, paille et autres 

résidus) 

Aspergillus niger et oryzae ; Trichoderma viride et reesei 

; Pleurotus sajor-caju et ostreatus ; Rhizopus spp. 

Candida utilis 

Saccharomyces cerevisiae 

Canne à sucre (bagasse et 

autres résidus) 

Trichoderma reesei et viride ; Aspergillus niger ; 

Pleurotus spp. 
- 

Bois (sciure et autres résidus) Pleurotus spp. - 

Pulpe de betterave Trichoderma reesei, aureoviride et spp. - 

Tourteau de palme 
Sclerotium rolfsii,; Trichoderma harzianum,  

longiobrachiatum et koninggi ; Aspergillus niger 
- 
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fermentescibles est la raison possible de lôaugmentation de la teneur en prot®ines apr¯s fermentation 
5
. 

Le profil en acide aminé varie également suite au procédé FMS avec notamment une conversion des 

protéines du tourteau en acides aminés libres 
7,140

. Les niveaux des différents acides aminés du 

tourteau fermenté sont néanmoins dépendants du métabolisme de la souche considérée 
141

.  

 

Différentes études rapportent également que la digestibilité des protéines est améliorée dans le 

cas dôune fermentation car elle est li®e aux d®gradations de prot®ines plus complexes. A titre 

dôexemple, un ®cart de 23% (digestibilit® enzymatique) par rapport au contr¹le a ®t® mis en ®vidence 

pour une culture de trois jours avec un Aspergillus niger 
7
. La méthodologie employée pour la mesure 

in vitro de la qualité des protéines dans un aliment est très diversifiée. Une des approches la plus 

couramment utilisée est le traitement enzymatique avec des enzymes digestives telles que la pepsine, 

la trypsine et la pancr®atine qui agissent dans des conditions mimant lôenvironnement du tractus 

digestif de lôanimal (temp®rature, pH, cycles dôagitation) 
7,141

.  La solubilité des protéines du tourteau 

de colza peut ®galement °tre d®termin®e dans lôhydroxyde de potassium. Cette m®thode a dôailleurs ®t® 

corrélée à la digestibilité des acides aminés chez le poulet et donne une indication sur la qualité du 

tourteau qui est fortement influencée par les traitements thermiques appliqués lors du procédé de 

trituration des graines de colza 
142,143,32

. La capacité de certaines souches à produire de nombreuses 

enzymes hydrolytiques permet dôobtenir une conversion des fibres et des oligosaccharides plus rapide 

en biomasse. Côest le cas par exemple de T. reesei dont lôaugmentation relative de la teneur en 

prot®ines dans le tourteau de colza est de 23% en 7 jours de culture alors quôune levure (Pichia) 

d®pourvue dôactivit® cellulase affiche une teneur deux fois moindre dans le produit ferment® en fin de 

culture. Les phytases microbiennes capables de d®grader lôacide phytique, lib¯rent ®galement le 

phosphore qui devient ainsi disponible pour °tre assimil® par lôanimal 
144

. 

 

Lôajout dô®l®ments nutritifs permet g®n®ralement dôoptimiser le milieu de culture et 

dôam®liorer la production de biomasse en ®quilibrant par exemple le ratio C/N. Dans le cadre dôune 

étude réalisée avec la souche A. niger, la croissance de la souche est considérablement ralentie sur 

tourteau de colza seul car le ratio C/N nôest sans doute pas favorable au d®veloppement de la souche. 

Lôajout dôune source de carbone et dôazote suppl®mentaire comme le son de bl® ¨ hauteur de 30% est 

bénéfique non seulement par rapport aux nutriments apportés, mais également pour améliorer la 

granulométrie du substrat solide car le tourteau de colza a tendance à former des agglomérats une fois 

humidifié 
7
. Celui-ci contient g®n®ralement 5 ¨ 6% dôazote et affiche un ratio C/N dôenviron 8/1 

145
. 

Aussi, par rapport à la valeur donnée en protéine brute totale, le tourteau de colza contient une fraction 

dôenviron 14% dôazote non prot®ique qui peut ®ventuellement °tre disponible pour la conversion en 

protéines microbiennes 
146,147

. Les suppl®mentations en source dôazote min®rale (sels dôammonium) ou 

organique (urée, extrait de malt, peptones, etc.) et de carbone par exemple sous forme de sucre 

optimisent les performances des microorganismes car ils fournissent des nutriments plus facilement 
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m®tabolisables. La stimulation de la croissance des microorganismes permet ainsi dôam®liorer leur 

rendement pour la dégradation des facteurs antinutritionnels et la concentration en protéine 
148

.  

 

Lôefficacit® de certaines cocultures sur tourteau de colza a ®t® mise en ®vidence en utilisant 

des champignons filamenteux du genre Aspergillus, Geotrichum et Lichtheimia, des levures du genre 

Candida ainsi que des bactéries du genre Lactobacillus. La synergie des r®actions dôhydrolyse puis de 

consommation des nutriments sont ¨ lôorigine dôun produit ferment® plus riche en prot®ines par 

rapport aux monocultures étudiées dans les m°mes conditions. Les sucres lib®r®s par lôactivit® 

enzymatique des champignons sont efficacement métabolisés par les levures ou les bactéries qui se 

développent ainsi en même temps. Les cocultures sont néanmoins difficiles à mettre en place en raison 

du risque dôinhibition inter-espèce 
137,149

. 

 



 
 

40 
 

Référence Souche Substrat Equipement utilisé 
Conditions de 

culture 

Protéines totales par rapport au poids sec 

Produit non 

fermenté (%) 

Incubation 

(j)  

Produit 

fermenté 

(%)  

Augmentation 

/ contrôle (%) 

5 Rhizopus oligosporus 
Tourteau de colza  

autoclavé 15 min à 121°C 

Boîte de Pétri                

(9 cm) 

25°C, matière 

sèche environ 

30% 

27,1 

2 33,3 23 

5 36,3 34 

8 39,9 47 

7 Aspergillus niger 
Tourteau de colza 70% avec son de blé 

30% autoclavé 20 min à 121°C 

Fiole Erlenmeyer 

(250 mL) 

30°C, matière 

sèche 40% 
31,8 

2 38,1 20 

3 39,2 23 

146 

Trichoderma reesei 

Tourteau de colza  

autoclavé 20 min à 121°C 

Fiole Erlenmeyer 

(500 mL) 

30°C, matière 

sèche 50%, pH 

optimum pour 

chaque souche 

36,1 7 

44,4 23 

Fusarium venenatum 40,2 11 

Mucor circinelloides 40,7 13 

Aureobasidium pullulan 41 14 

Pichia kudriavzevii 39,7 10 

137 

Lichtheimia + 

Aspergillus terreus + 

Candida tropicalis 

Tourteau de colza autoclavé 15 min à 

115°C + 2% (NH4)2SO4 et 1% glucose 

Fiole Erlenmeyer 

(150 mL) 

30°C, matière 

sèche 40% 
38 

2 46,2 22 

4 48,4 27 

141 Aspergillus niger 
Tourteau de colza préhydrolysé et 

autoclavé 15 min à 121°C 

Fiole Erlenmeyer 

(250 mL) 

24°C, matière 

sèche 35% 
48,1 3 55,8 16 

150 Aspergillus ficuum 
Tourteau de colza  

autoclavé 45 min à 121°C 

Fiole Erlenmeyer 

(500 mL) 

30°C, matière 

sèche environ 

30% 

ND 2 ND 25 

148 Aspergillus niger 
Tourteau de colza + urée, glucose et 

solution minérale 
ND 25 °C, pH 6 37,2 1 43,5 17 

Tableau 8. Bilan des études réalisées en FMS sur tourteau de colza démontrant un enrichissement en protéines 
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ND : Pas de données disponibles 

 

 

 

 

151 Bacillus subtilis Tourteau de colza ND 

30°C, matière 

sèche environ 

30% 

36,1 2 40,6 13 

144 Aspergillus niger Tourteau de colza ND ND 30,99 ND 35,81 16 

67 

Lactobacillus 

fermentum + 

Enterococcus faecium + 

Saccharomyces 

cerevisae + 

Bacillus subtilis 

Tourteau de colza 75% + de son de blé 

24% +  sucre 1% 

Sac multicouche (25 

kg) 

30°C, matière 

sèche 60% 

33,8 7 35,2 4 

33,8 12 36,1 7 

43 Rhizopus oligosporus 
Tourteau de colza autoclavé 30 min à 

110°C 

Boîte de Pétri               

(19 cm) 

32°C, matière 

sèche environ 

40%, pH 5 

37,8 1,7 41,1 9 

152 Aspergillus carbonarius 
Tourteau de colza autoclavé 45 min à 

121°C 

Fiole Erlenmeyer 

(500 mL) 
30°C ND 2 ND 25 
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4.3. Effets b®n®fiques chez lôanimal 

A lôheure actuelle, les ®tudes publi®es sont infimes concernant la d®termination des effets du 

tourteau de colza ferment® chez lôanimal. La plupart des essais FMS ont ®t® effectu®s avec des 

microorganismes probiotiques et des levures dont les effets positifs chez lôanimal sont d®j¨ connus. 

Chiang et al., démontrent que le tourteau de colza fermenté avec plusieurs microorganismes (bactéries 

et levure) améliore les performances et la digestibilité des nutriments chez le poulet. Les performances 

ont dôailleurs ®t® similaires ¨ celles obtenues avec du tourteau de soja. Lôapport de Lactobacillus a de 

plus une action probiotique bénéfique sur la structure intestinale des animaux et peut avoir des effets 

positifs contre la colonisation par des pathogènes comme Salmonella 
67,153
. Lôaugmentation des 

niveaux dôanticorps dans le s®rum des animaux a également été mise en évidence suggérant la 

présence de peptides bioactifs qui ont la capacité de stimuler le système immunitaire 
154,155

. Des essais 

chez le porcs montrent que le tourteau fermenté avec A. niger contient plus dô®nergie digestible et 

métabolisable que le tourteau non fermenté 
144

.  

Plusieurs auteurs se sont focalis®s sur lôutilisation du tourteau de soja ferment® pour une 

utilisation chez les porcelets qui sont particulièrement sensibles à la présence de facteurs 

antinutritionnels dans les régimes à base de soja. Les microorganismes utilisés sont essentiellement 

des bactéries du genre Bacillus et Lactobacillus et des moisissures du genre Aspergillus oryzae. Les 

effets b®n®fiques de ces ®tudes sont multiples et concernent surtout la digestibilit® et lôutilisation des 

nutriments avec notamment une diminution des protéines allergènes et des diarrhées 
156

, mais aussi 

une amélioration de la microflore 
157

. Les performances de croissance obtenues sont significatives par 

rapport aux produits non ferment®s ou ¨ dôautres sources de prot®ines test®es 
158

. 

 

 

IV. Le potentiel immunomodulateur des polysaccharides fongiques 

 

1. Les ɓ-glucanes   

La volonté de pouvoir manipuler le système immunitaire afin dôobtenir des effets b®n®fiques 

sur la sant® humaine et animale a conduit ¨ la d®couverte dôune grande vari®t® de compos®s naturels 

dont les polysaccharides, et en particulier les ɓ-glucanes. Ce groupe très diversifié, constitué de 

polymères de glucose, suscite un intérêt considérable par la communauté scientifique ces dernières 

années. 
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1.1. Définition et caractéristiques des immunomodulateurs  

Les compos®s qui sont capables dôinteragir avec le syst¯me immunitaire en activant ou en 

inhibant des r®ponses sp®cifiques ¨ lôh¹te sont classifi®s dôimmunomodulateurs. Lôeffet de ce type de 

compos® d®pend dôun certain nombre de facteurs comme son m®canisme dôaction propre, la dose et 

son mode dôadministration. Parmi les nombreux compos®s naturels ®tudi®s les polysaccharides ont ®t® 

largement reconnus comme des molécules ayant un fort potentiel immunomodulateur 
14

. 

Les polysaccharides dôorigine naturelle gagnent de plus en plus dôimportance en recherche 

biomédicale en raison de leur large spectre de propriétés thérapeutiques et leur faible toxicité. Les 

champignons sont depuis longtemps étudiés pour leurs effets pharmacologiques et particulièrement les 

levures ainsi que les Basidiomycètes qui regroupent la majorité des champignons médicinaux. Ces 

derniers ont été traditionnellement cultivés depuis plus de 1000 ans principalement en Asie et sont 

toujours commercialis®s de nos jours ¨ des fins th®rapeutiques. Lôimportance des effets b®n®fiques 

obtenus suite à leur consommation est associée principalement aux polysaccharides présents dans leur 

paroi cellulaire. Les immunomodulateurs fongiques ont été identifiés comme étant essentiellement des 

ɓ-glucanes associés à la chitine, aux manannes et à des protéines 
15
. Les ɓ-glucanes bénéficient de nos 

jours du statut GRAS d®livr® par la FDA pour une utilisation en tant quôadditif alimentaire chez 

lôhomme et lôanimal 
159
. Ces polysaccharides sont ®galement ®tudi®s en tant quôalternative ¨ 

lôutilisation dôantibiotique en alimentation animale notamment chez la volaille. La stimulation des 

fonctions immunitaires est une approche stratégique visant à améliorer la santé des animaux et à 

réduire les pathogènes nuisibles du système digestif 
95

. 

 

1.2. Sources, propri®t®s physiques et chimiques des ɓ-glucanes 

Les ɓ-glucanes sont des composants structurels des parois cellulaires présents chez plusieurs 

organismes vivants eucaryotes et procaryotes y compris les bactéries, champignons, levures, algues et 

plantes. La structure des ɓ-glucanes varie suivant les sources et reflète les différences observées au 

niveau de leur fonctionnalit®. Les ɓ-glucanes constituent une des formes de polysaccharide la plus 

abondante dans les parois des bactéries et des champignons (Figure 8) 
160

. Ces macromolécules sont 

liées à la chitine, une fibre cristalline composée de résidus de N-ac®tylglucosamine. Lôensemble de la 

matrice est également composé de mannanes, des polymères linéaires de mannose, associées à des 

protéines qui forment ainsi des complexes de glycoprotéines 
161
. Les ɓ-glucanes sont composés de 

polymères de glucose liés les uns aux autres par une liaison glycosidique lin®aire ɓ(1Ÿ3) et peuvent 

présenter des ramifications très diversifiées. Ceux-ci dérivent de la chaine principale, et sont de type 

ɓ(1Ÿ6) pour les champignons.  

En solution aqueuse, les ɓ-glucanes forment des structures complexes en hélice (simple, 

double et triple) et en ressort multiple et al®atoire suivant leur degr® de ramification. En g®n®ral les ɓ-
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glucanes de levure présentent des ramifications plus longues que ceux des champignons, quant aux 

bactéries la structure reste linéaire car elle est uniquement constitu®e de liaisons ɓ(1Ÿ3) entre unit® 

glucopyranosyle. Lôactivit® immunomodulatrice est d®pendante de leur complexit® de conformation. 

Un haut degré de complexité structurale peut être associé à des effets immunomodulateurs et 

anticancéreux plus forts 
160,95

. La solubilité dépend également du degré de polymérisation et de la 

structure physique des mol®cules, g®n®ralement les ɓ-glucanes solubles ont des effets 

pharmacologiques plus puissants que les insolubles sachant que ceux qui sont administrés oralement 

sont par la suite dégradés en oligomères plus petits après ingestion favorisant leur dissémination dans 

lôorganisme 
162
. Les diff®rences entre poids mol®culaire nôexercent pas une influence évidente sur les 

propri®t®s m®dicinales. En effet le poids mol®culaire variable de certains ɓ-glucanes comme le 

schizophyllane (100-10
4
 kDa) ou le lentinane (400-800 kDa) nôa aucune incidence sur leur efficacit® 

pharmacologique. De même pour dôautres polysaccharides isol®s de diff®rentes fractions de Tremella 

fuciformis dont la masse peut varier entre 53 et 1000 kDa 
163

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Structure mol®culaire (1Ÿ3)(1Ÿ6)-ɓ-glucane fongique 
160
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2. M®canisme dôaction sur le syst¯me immunitaire 

 

2.1. Modèle mammifère 

Une tr¯s faible quantit® de ɓ-glucane (< 0.5%) passe en réalité dans le sang après ingestion 

dôapr¯s des tests in vivo effectu®s chez lôanimal. Malgr® cette faible absorption, des effets significatifs 

sur le système immunitaire ont été démontrés en étudiant la réponse humorale et cellulaire. Après 

ingestion, les ɓ-glucanes sont captés par les macrophages via le récepteur Dectin-1 le long du tractus 

digestif. Ces derniers vont les fragmenter et les transporter vers la rate, les ganglions lymphatiques et 

la moelle osseuse. Les macrophages vont ainsi induire une cascade de signalisation entrainant 

lôactivation dôautres cellules telles que les lymphocytes. Les deux types de r®ponses immunitaire, ¨ 

savoir adaptative et inn®e, peuvent donc °tre modul®es par les ɓ-glucanes 
160

 (Figure 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Activation du syst¯me immunitaire par les ɓ-glucanes 
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La réponse innée, présente dès la naissance, est relativement non spécifique et répond à 

plusieurs antig¯nes dont certains ɓ-glucane bien connus tels que le zymosane (S. cerevisiae), grifolane 

(G. frondosa) et lentinane (L. edodes). Ces polysaccharides sont capables dôactiver directement les 

phagocytes pour lô®limination de pathog¯nes par phagocytose et d®clenchent la production de facteurs 

pro-inflammatoires. Les récepteurs cellulaires, comme le récepteur Dectin-1, reconnaissent des motifs 

pathog®niques appel®es PAMPs comme le LPS bact®rien ou les ɓ-glucanes fongiques, et sôexpriment ¨ 

la surface des cellules responsables de lôimmunit® inn®e ¨ savoir les macrophages, neutrophiles, 

cellules dendritiques et monocytes. Une fois activé, Dectin-1 déclenche en collaboration avec des 

r®cepteurs de type toll (TLR) une cascade d'activation mol®culaire intracellulaire qui nôa pas encore 

été entièrement établie mais qui conduit à l'activation du facteur de transcription NF- Bˁ. Ce dernier est 

une plaque tournante intracellulaire responsable de la sécrétion des cytokines inflammatoires comme 

les interleukines IL-2, IL-10, IL-1ɓ, IL-12 ainsi que le facteur de nécrose tumorale (TNF-ʰύ 

aboutissant à la régulation de la réponse immunitaire adaptative. Dôautres r®cepteurs impliqu®s dans la 

reconnaissance des ɓ-glucanes ont également été mis en évidence comme le récepteur 

lactosylcéramide (LacCer) propre aux neutrophiles et aux cellules endothéliales, le récepteur 

scavenger présent à la surface des phagocytes et enfin celui impliqué dans la voie alterne du 

complément (CR3) présent à la surface des cellules tueuses ou NK (natural killer), neutrophiles, et 

lymphocytes. La spécificité des cellules NK est notamment leur capacité à lyser des cellules malades 

sans n®cessit® dôune activation pr®alable nôy dôentrer en contact avec lôagent pathog¯ne. Les 

macrophages sont ®galement capables de reconnaitre dôautres polysaccharides pr®sents dans les parois 

fongiques comme les mannanes via le récepteur mannose et le récepteur TLR 4 
164

. 

 

Le syst¯me adaptatif permet dôamplifier la réponse de manière spécifique à un antigène 

représenté par un agent infectieux ou inconnu du système immunitaire. Il fait intervenir les 

lymphocytes B producteurs dôanticorps et les lymphocytes T ayant ¨ la fois la facult® de produire des 

cytokines et poss®dant une activit® cytotoxique. Lôefficacit® des ɓ-glucanes fongiques varie suivant 

leur structure et donc lôaffinit® avec les r®cepteurs cellulaires consid®r®s 
162,160

. Grâce à la présence de 

lymphocytes B à mémoire, la réponse adaptative est caractérisée par une réponse efficace et rapide 

suite à un contact répétitif avec un même antigène 
165

. 

 

En plus de ces activit®s immunomodulatrices, les ɓ-glucanes fongiques exercent de multiples 

effets sur les cellules cancéreuses (régression de tumeurs) et peuvent donc être utilisés pour la 

prévention de cancers mais aussi pour le traitement de plusieurs pathologies comme 

lôhypercholest®rol®mie et le diab¯te. Des activit®s antivirales, antibact®riennes et antifongiques ont 

également été mises en évidence 
162

.  
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2.2. Modèle aviaire 

Bien que le système immunitaire aviaire partage des similitudes avec le modèle mammifère, 

des différences subsistent concernant les gènes, molécules, cellules et organes impliqués ainsi que 

certains m®canismes fonctionnels. Par exemple lô®quivalent des neutrophiles chez les mammif¯res est 

lôh®t®rophile chez les oiseaux et les nodules lymphatiques sont remplac®s par la bourse de Fabricius 

qui produit les lymphocytes B. Lôimmunit® inn®e est composée comme les mammifères de barrières 

physiques (plumes et peau) et chimiques (suc gastrique), et des cellules immunitaires qui sont les 

monocytes, macrophages, h®t®rophiles, thrombocytes et cellules NK qui reconnaissent et sôactivent via 

les PAMPs. Les hétérophiles du sang détruisent les bactéries et relarguent par dégranulation des 

prot®ines sp®cifiques de type ɓ-défensines qui ont pour rôle de former des pores à la surface des 

pathog¯nes et dôattirer par chimiotactisme dôautres cellules immunitaires comme les macrophages. Ces 

peptides de petits poids moléculaires sont également présents chez les mammifères et exercent une 

activit® antimicrobienne dans un spectre dôactivit® tr¯s large. Les cytokines, tr¯s importantes pour la 

réponse à médiation cellulaire, sont également produites par une grande variété de type cellulaire et 

permettent ainsi la régulation de la réponse immunitaire comme pour les mammifères 
95

. 

Lôinterleukine IL-1ɓ qui appartient ¨ la superfamille des IL-1 est dôailleurs une des premi¯res 

interleukines pro-inflammatoire décrite chez la volaille et qui entraine une réponse inflammatoire 

similaire au modèle mammifère 
166

. 

 

2.3. Limites actuelles des ®tudes concernant les ɓ-glucanes 

La plupart des travaux réalisés dans le cadre de recherches portant sur les microorganismes 

riches en ɓ-glucanes sont bas®s sur des extraits dont la puret® nôest pas forc®ment d®termin®e, aucun 

standard nôest dôailleurs disponible avec une structure et un poids mol®culaire sp®cifique. La plupart 

des chercheurs utilisent généralement des produits plus ou moins purifiés comme le zymosane qui est 

un m®lange de composant de paroi de levure (ɓ-glucanes, mannanes, glycoprotéines et chitosanes). 

Les méthodes de caractérisations quantitatives et qualitatives sont limitées pour évaluer le potentiel et 

comparer les molécules purifiées provenant de différentes sources. De plus, les mécanismes 

immunologiques impliqués notamment les liaisons avec les récepteurs et les voies de signalisation 

induites par les ɓ-glucanes nôont pas encore ®t® clairement ®lucid®s.  

Des études supplémentaires in vitro et in vivo, sont nécessaires pour comprendre ces 

mécanismes et produire des ɓ-glucanes ayant une structure optimale par ingénierie microbienne ou en 

sélectionnant des conditions de cultures appropriées. Ces données permettront une utilisation future 

effective et rationnelle de ces polysaccharides chez des patients atteints de cancer par exemple. 

Plusieurs essais cliniques, dôores et d®j¨ effectu®s chez lôhomme, montrent des r®sultats prometteurs 

mais ces données restent insuffisantes et controversées 
160

.  
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3. Effet pharmacologique des ɓ-glucanes fongiques et microorganismes impliqués  

 

3.1. Production et domaine dôapplication 

  Depuis des décennies, les champignons suscitent un grand intérêt en raison de leur valeur 

médicinale. Les espèces les plus populaires et cultivés de nos jours sont Ganoderma lucidum (Reishi), 

Lentinus edodes (Shiitake) et Grifola frondosa (Maitake). Les composés issus de ces souches sont 

b®n®fiques pour le traitement et la pr®vention de certaines maladies chez lôhomme en cas 

dôimmunod®ficience ou en combinaison avec une th®rapie ¨ base dôantibiotique. 

  La culture des champignons pour lôobtention du carpophore est longue (un voire plusieurs 

mois) avec des difficult®s ¨ contr¹ler la qualit® du produit final. Lôalternative ¨ ces contraintes est la 

culture de mycélium en milieu liquide. Celle-ci permet de récolter du mycélium pur avec les 

substances bioactives en quelques jours 
16
. Le proc®d® est d®j¨ mise en îuvre pour quelques 

champignons tels quôAgaricus brasiliensis, Grifola frondosa et Phellinus linteus. Toutefois, le manque 

de connaissance sur ce mode de culture appliqu® ¨ ces organismes pose des probl¯mes dôing®nieries, 

biologiques et physiologiques 
167,168

. La production industrielle de ɓ-glucane est plus largement 

répandue à partir de la levure de boulangerie dont les effets bénéfiques ont été démontrés chez de 

nombreuses espèces animales 
13

. 

 

3.2. Contenu en ɓ-glucane des souches fongiques 

  La quantification de la teneur en ɓ-glucane fongique reste difficile à standardiser en raison de 

leur grande diversité. Les méthodes de détection rapide employées ne sont pas parfaites et sont 

essentiellement basées sur des techniques enzymatiques (kit Megazyme), immuno-enzymatiques 

(ELISA), de fluorimétries (bleu d'aniline), et colorimétriques (rouge congo) 
169

. 

  Le contenu en ɓ-glucane des champignons comestibles et médicinaux est extrêmement 

variable avec des valeurs allant de 8 ¨ 60 g pour 100 g de produit sec suivant lôesp¯ce consid®r®e et la 

zone de prélèvement à savoir le carpophore ou le pied 
116

. Ce composé est rarement analysé dans le cas 

des champignons filamenteux qui contiennent pourtant des quantités non négligeables de ɓ-glucane. 

Kyanko et al., sont en outre les seuls chercheurs ¨ avoir d®termin® le contenu en ɓ-glucane de 

quelques souches comprenant les genre Paecilomyces, Fusarium, Mucor, Absidia, Rhizopus, 

Trichoderma, Aspergillus et Penicillium à partir de mycélium provenant de cultures en milieu liquide. 

Parmi ces souches, Paecilomyces et Penicillium présentent des niveaux particulièrement élevés avec 

respectivement 24 et 17 g de ɓ-glucane pour 100 g de produit sec ce qui est supérieur par rapport aux 

valeurs rapportées pour certains Basidiomycètes 
170

. Quant à la levure S. cerevisiae, la teneur en ɓ-

glucane est élevée et se situe aux alentours de 40 g  pour 100 g de produit sec 
171

. 
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3.3. Réponses du système immunitaire 

La plupart des travaux mettant en évidence une activité immunomodulatrice ne donnent pas 

les détails concernant les voies de signalisation impliquées. Les différentes réponses observées ¨ lôaide 

dôessais effectu®s in vivo et in vitro chez les mammifères résultent cependant de ces cascades de 

signalisation 
172

.  

 

Les cellules utilisées sont majoritairement les neutrophiles, macrophages, monocytes, cellules 

NK et les cellules dendritiques qui peuvent être mises en culture in vitro. Lôavantage des essais in vivo 

chez la souris est de pouvoir ®tudier la r®ponse ¨ lô®chelle de lôorganisme vivant en incluant 

lôensemble des types cellulaires et le développement de certains organes cibles comme la rate par 

exemple. Des stimulations (LPS, substances cancérigènes, organismes pathogènes) ou des modèles 

particuliers (irradiation, animaux immunodéficients, modèles de cancer) peuvent être appliqués avant 

la mise en contact avec le produit test® afin de d®terminer ses effets sur lôorganisme en cas de 

pathologie ou de déficience du système immunitaire. Les réponses observées sont soit de type 

cellulaire comme la phagocytose, la prolifération, la différentiation, la migration cellulaire et la 

réduction de tumeurs soit de type biochimique avec la production et la modification des niveaux de 

cytokines, chimiokines, dérivés réactifs de l'oxygène, et immunoglobulines 
16,164,173

. Il est également 

important de prendre en consid®ration le type dôextrait utilis® ainsi que son mode dôadministration. Le 

tableau 9 résume les travaux les plus pertinents publiés dans la littérature démontrant une activation 

du système immunitaire. 

Dôapr¯s la litt®rature, en plus de ces effets immunomodulateurs, les polysaccharides dôorigine 

fongique exercent des actions prébiotiques. Le pleurane de Pleurotus ostreatus et le lentinane de  

Lentinus edodes, ont des effets positifs sur lôintestin en augmentant la r®sistance ¨ lôinflammation et en 

inhibant la formation des ulc¯res. Les ɓ-glucanes modifient également la flore intestinale en favorisant 

le métabolisme et la prolifération de microorganismes bénéfiques comme les bifidobactéries et les 

bactéries lactiques 
174

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre I 

 

50 
 

 
Tableau 9. Effets pharmacologiques des polysaccharides dôorigine fongique 

16,162,175,64,173 
 

Micro - 

organisme 
Type dôextrait fongique 

Effet sur le système immunitaire et les cellules 

cancéreuses 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Extrait brut compos® de ɓ-glucane et 

mannane associés à des protéines 

(Zymosane) 

Macrophage : ŷ activit® cellulaire, IL-2, IL-10, IL-12, 

TNF-Ŭ, IL-6 et IL-1ɓ 

Lymphocyte Th : ŷ activit® cellulaire 

Activation du complément 

Réduction des tumeurs 

ɓ-glucanes 

Macrophage, neutrophile et monocyte : ŷ activit® 

cellulaire  

Spl®nocyte : ŷ IL-2 

Lymphocytes T : ŷ activit® cellulaire, IFN-ɔ 

Réduction des tumeurs 

Grifola 

frondosa 

Fraction soluble, ratio ɓ-glucane/proteine de 

7/3 du carpophore 

Macrophage : ŷ IL-1ɓ 

Cellules NK : ŷ activit® cellulaire, TNF-Ŭ, IFN-ɔ  

Lymphocyte  T et Th : ŷ activit® cellulaire 

Réduction des tumeurs 

ɓ-glucane lié à des protéines, extrait du 

carpophore 

Cellules souches h®matopoµ®tiques : ŷ activation, 

prolifération et différentiation en macrophage et 

granulocyte 

ɓ-glucane extrait du mycélium Activation du complément 

Grifolane Macrophage : ŷ IL-1, IL-6, TNF-Ŭ 

Biomasse en poudre 

Macrophage : ŷ activit® cellulaire 

Réduction des tumeurs 

Différenciation des lymphocytes et activité cytotoxique 

Lentinus 

lepideus 

Extrait soluble du mycélium 

Cellule souche h®matopoµ®tique : ŷ diff®renciation en 

macrophage et granulocyte, IL-1ɓ, IL-6 

Ź TNF-Ŭ chez la souris irradi®e  

 Macrophage : ŷ TNF-Ŭ, IL-1ɓ, IL-10, IL-12, IL-18 

Hétéroglycane 
Cellule souche h®matopoµ®tique : ŷ prolif®ration et 

différenciation en granulocyte, IL-1ɓ, IL-6 

Lentinus 

edodes 

Lentinane 

Macrophage : ŷ prolif®ration  

Lymphocyte T, Th et B : ŷ activit® cellulaire, ŷ IL-2, 

IL-1ɓ 

Activation du complément 

Réduction des tumeurs 

ɓ-glucane 
Splénocyte : ŷ prolif®ration 

Réduction des tumeurs 

Glucomannane et Mannogalactoglucane Réduction des tumeurs 

Biomasse en poudre 
Macrophage et lymphocyte T : ŷ activit® cellulaire 

Réduction des tumeurs 

Agaricus 

blazei 

Extrait soluble du mycélium et carpophore 

Macrophage : ŷ TNF-Ŭ  

Cellule NK : ŷ activit® cellulaire 

Lymphocyte T : ŷ activité cellulaire 

Réduction des tumeurs 

Extrait éthanolique Macrophage : ŷ TNF-Ŭ, IL-8, NO 

Particules du carpophore et mycélium Activation du complément 

Ganoderma 

lucidum 

Polysaccharides du carpophore 

Macrophage : ŷ IL-1ɓ, TNF-Ŭ, IL-6  

Cellule dendritique : ŷ prolif®ration et maturation 

Lymphocyte B et T : ŷ prolif®ration 

Réduction des tumeurs 

Extrait alcalin du mycélium et triterpenoides Activation du complément 

Protéoglycane 
Lymphocyte B : ŷ prolif®ration, activation, 

différentiation et production des immunoglobulines 

Morchella 

esculenta 
Galactomannanes du carpophore Macrophage : ŷ activit® cellulaire 
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Phellinus 

linteus 

Polysaccharides 

Macrophage : ŷ NO, Ź IL-2, IFN-ɔ, TNF-Ŭ, ŷ apoptose 

des macrophages et lymphocytes chez des souris 

traitées au LPS  

Cellule dendritique : ŷ maturation et induit la 

prolifération de lymphocyte T  

Lymphocyte B : ŷ activation 

Extrait soluble et éthanolique du carpophore Lymphocytes T : ŷ proliferation, IFN-ɔ 

Cordyceps 

pruinosa 
Extrait méthanolique du carpophore Macrophage : Ź IL-1ɓ, TNF-Ŭ , NO 

Sparassis 

crispa 
ɓ-glucanes 

Cellule souche h®matopoµ®tique : ŷ granulocytes, 

monocytes, et cellules NK chez des souris 

leucopénique (déficitaires en globules blancs)  

Trametes 

versicolor 

Polysaccharides liés à des protéines du 

mycélium 

Cellule NK : ŷ activit® cellulaire  

Cellule dendritique : ŷ maturation 

Réduction des tumeurs 

ɓ-glucane 

Prolif®ration et diff®renciation des lymphocytes,  ŷ 

immunoglobulines 

Réduction des tumeurs 

Pleurotus 

ostreatus 

Biomasse en poudre 

Macrophage : ŷ activit® cellulaire 

Prolifération et différenciation des lymphocytes 

Réduction des tumeurs 

Glucogalactane Lymphocytes : prolifération 

Flammulina 

velutipes 

Mannofucogalactane et protéine du 

mycélium 
Lymphocyte Th1 : ŷ activit® et différenciation 

ŷ : Augmentation par rapport au contrôle ; Ź : Diminution par rapport au contrôle 

   

3.4. Etudes menées chez la volaille 

  Le rôle des ɓ-glucanes en tant quôimmunomodulateur chez les mammif¯res a ®t® largement 

d®montr® et publi®. Cependant, gr©ce ¨ la volont® de trouver des alternatives ¨ lôutilisation 

dôantibiotique chez la volaille, les recherches concernant le mod¯le aviaire se sont r®cemment 

intensifi®es. Comme pour les mammif¯res, lôexposition aux ɓ-glucanes a mis en évidence une 

augmentation de lôactivit® et de la prolif®ration des macrophages et des h®t®rophiles aviaires. Les 

animaux auxquels ces polysaccharides ont été apportés en tant quôadditif alimentaire ont des r®ponses 

humorales et cellulaires am®lior®es avec une augmentation significative de lôactivit® phagocytaire des 

macrophages, une production dôinterleukine et dôanticorps et un d®veloppement plus important des 

organes lymphoïdes comme la Bourse de Fabricius, le thymus et la rate 
95

. Les essais avec lôutilisation 

de microorganismes pathogènes ont également démontré une efficacité concernant la prévention de la 

colonisation de ces microorganismes comme Salmonella enteritidis chez les adultes 
176

 et 

particulièrement chez les jeunes oiseaux qui sont les plus vulnérables 
177

. Des résultats prometteurs ont 

également été obtenus concernant des infections par Escherichia coli 
159

 et la colonisation du tube 

digestif par des parasites du genre Eimeria responsable de la coccidiose 
178

.  

En plus dôam®liorer les fonctions immunitaires, les ɓ-glucanes améliorent aussi les 

performances de croissance, lôefficacit® a dôailleurs ®t® comparable ¨ celle obtenue avec lôaddition de 

virginiamycine chez le poulet 
179

. Une ®tude portant sur un apport de ɓ-glucane dérivé de la levure S. 

cerevisiae a démontré une résistance accrue des poulets en maintenant des niveaux élevés en cytokines 



Chapitre I 

 

52 
 

(IL -1, IL-2, IFN-ɔ, TNF-Ŭ) et immunoglobulines (IgG et IgA) 
180

. La dose permettant de démontrer 

lôefficacit® des polysaccharides varie selon les études, la pureté du produit et le stade de 

d®veloppement des animaux, elle est de lôordre de 0.002% 
179

 à 0.02% 
181,182

 chez le poulet de chair 

dôapr¯s les donn®es disponibles dans la litt®rature. Ces études sont difficilement comparables et 

lôefficacit® du traitement suivant la dose administr®e est extr°mement variable car la teneur en principe 

actif dans lôaliment est souvent inconnue, voire la composition m°me de lôadditif nôest pas 

communiqu®e. Les fr®quences dôadministration et la diversité des schémas expérimentaux ou des 

paramètres mesurés expliquent également les discordances observés concernant les effets bénéfiques 

constatés chez les animaux 
62

. 

 

4. Production de polysaccharides fongiques par fermentation en milieu solide 

Tr¯s peu dô®tudes ont ®t® publi®es ¨ ce jour sur la production de polysaccharides fongiques en 

utilisant le procédé de fermentation en milieu solide. Certaines espèces de champignons supérieurs 

comme F. velutipes 
183

, H. erinaceum 
184

, G. lucidum 
185,186

, Trametes robiniophila 
187

 et G. frondosa 

188
 ont été cultivées avec succès sur divers agrorésidus pour la production de biomasse riche en 

polysaccharides fongiques. Les effets b®n®fiques des extraits ont dôailleurs ®t® d®montr®s sur des 

macrophages, PBMC et chez des souris atteintes de tumeurs. Concernant les champignons 

filamenteux, les données disponibles dans la littérature sont quasi inexistantes et sont essentiellement 

limit®es ¨ la production dôexopolysaccharides en milieu liquide comme pour le scleroglucane 

dôesp¯ces du genre Slecrotium et le pullulane dôAureobasidium pullulans 
189

. Quelques auteurs ont 

utilisé la FMS pour la production de chitosane dans des conditions optimisés par des souches du genre 

Absidia, Gongronella, Rhizopus, Aspergillus, Penicillium et Fusarium sur patate douce, résidus de 

soja et paille de riz. Des études comparatives montrent que le rendement de production est 

particulièrement intéressant par rapport à un procédé de fermentation liquide 
190,191

. Le faible coût des 

matières premières encourage également le développement des procédés FMS comme pour la 

production de pullulane sur divers sous-produits provenant dôagro-industries 
192

. Quelques chercheurs 

ont aussi mis en évidence des effets sur le système immunitaire avec des extraits provenant de cultures 

FMS dôAspergillus, de Monascus et de Morchella esculenta mais les composés impliqués dans ces 

réponses nôont pas ®t® clairement identifi®s 
193,194

 . 

 

La potentialité du procédé reste donc inexploitée concernant la production de molécules 

bioactives ou lô®laboration dôaliments ferment®s fonctionnels capable dôam®liorer la sant® humaine ou 

animale. Les b®n®fices sur la sant® humaine dôun certain nombre dôaliments ferment®s ont dôores et 

déjà été mis en évidence mais des études supplémentaires restent nécessaires pour valider leur mérite 

notamment par des modèles animaux et des essais cliniques 
195

.  



 

53 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE II  

CROISSANCE DES MICROORGANISMES SUR TOURTEAU DE 

COLZA ET ENRICHISSEMENT EN PROTÉINES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

54 
 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre II 
 

55 
 

1. Introduction  

Lô®tude bibliographique du chapitre pr®c®dent permet dô®laborer un tableau r®pertoriant 

lôensemble des microorganismes potentiellement int®ressants dans le cadre de cette ®tude pour une 

application en alimentation animale (Tableau 10). Un code numérique est attribué à chaque 

microorganisme afin de faciliter la lecture des données. 

Tableau 10. Liste des souches utilisées dans le cadre du projet 

Type de 

microorganisme 
Souche Code  Collection ou provenance 

Champignons 

inférieurs 

Aspergillus niger 1 PPB* 

Aspergillus sp. 

2 Agrene* 

3 Agrene 

4 Agrene 

5 Agrene 

6 Agrene 

7 Agrene 

Aspergillus oryzae 8 UMIP 1042.72  

Aspergillus sojae 9 CBS  100934 

Rhizopus oryzae 10 CBS 131512 

Rhizopus oligosporus 11 CBS 338.62 

Rhizopus sp. 42 PPB 

Penicillium brasilianum 12 Agrene 

Penicillium sp. 13 Agrene 

Geotrichum candidum 
14 PPB 

15 Agrene 

Monascus pupureus 16 CBS 280.34 

Monascus ruber 17 PPB 

Rhizomucor miehei 18 CBS 182.67 

Trichoderma harzianum 28 IMI 325045 

Trichoderma atroviride 29 PPB 

Champignons 

supérieurs 

Morchella hortensis 19 CBS 273.49 

Morchella esculenta 20 CBS 369.68 

Morchella sp. 40 PPB 

Trametes versicolor 
21 CBS 73785 

41 ATCC 12679 

Pleurotus ostreatus 22 CBS 34269 

Grifola frondosa 23 CBS 31729 

Ganoderma lucidum 24 CBS 27081 

Lentinus edodes 25 CBS 83387 

Phellinus linteus 26 CBS 45476 

Agaricus bisporus 27 PPB 

Bactéries 

filamenteuses 

Streptomyces cinnamonensis 30 CBS 411.63 

Streptomyces sp. 

33 Agrene 

34 Agrene 

35 Agrene 

36 Agrene 

37 Agrene 

38 Agrene 

39 Agrene 

*Souches isolées principalement du sol par les laboratoires PPB (Dijon) et Agrene (Bretenière) 

Les quarante souches ont ®t® s®lectionn®es dôapr¯s la litt®rature en tenant compte de leur aptitude ¨ se 

développer par fermentation en milieu solide sur un substrat de type résidu agricole et de leur 

utilisation en alimentation humaine ou animale pour lô®laboration de divers produits fermentés et/ou 

dôadditifs alimentaires. La capacit® ¨ produire des mol®cules bioactives dôint®r°t 
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(immunomodulateurs, peptides bioactifs, etc.) constitue également un critère de sélection majeur. Les 

travaux de recherche menés avec le groupe Avril ®tant orient®s vers lôinnovation en mati¯re de 

nutrition animale, certains microorganismes ont ®t® volontairement exclus de cette liste. Côest le cas 

des levures, comme S. cerevisiae et certaines bactéries, comme les lactiques et les Bacillus, 

classiquement utilis®es en alimentation animale notamment en tant quôapport nutritionnel et 

probiotique. En effet, les bienfaits sur la sant® animale de ces derniers sont aujourdôhui bien connus 

avec une large gamme de produits commercialisés disponibles sur le marché à base de 

microorganismes vivants ou d®shydrat®s et divers additifs dont la majorit® sont compos®s dôextraits de 

parois cellulaires de levure (ɓ-glucanes et mannanes).  

 La biomasse est un paramètre fondamental pour caractériser la croissance microbienne. En 

fermentation en milieu solide (FMS) lôestimation de la biomasse est essentielle pour les ®tudes en 

cinétique. Cependant celle-ci pose probl¯me en raison de lôimpossibilité de séparer les 

microorganismes de la matrice solide particulièrement dans le cas de microorganismes fongiques car 

le mycélium est solidement ancré aux particules solides. Un certain nombre de mesures indirectes 

peuvent toutefois être employées pour estimer la croissance microbienne comme discuté dans le 

chapitre I, partie III - 2.3. Dôapr¯s Raimbault, lô®quation stîchiom®trique globale suivante peut °tre 

considérée pour décrire la croissance microbienne en FMS 
196

 : 

ὛέόὶὧὩ ὨὩ ὧὥὶὦέὲὩὩὥόὕς ὖ ὔ O ὦὭέάὥίίὩὅὕς άïὸὥὦέὰὭὸὩίὧὬὥὰὩόὶ 

La variation de chaque composant étant strictement liée aux autres lorsque tous les coefficients sont 

maintenus constants. Parmi ces approches indirectes, la détermination de la respiration via la 

production de CO2 ainsi que la perte de masse sèche sont couramment utilisées en FMS 
132,131

. Lorsque 

les sources de carbone du milieu solide sont métabolisées par les microorganismes elles sont 

transformées en biomasse et CO2 entraînant une perte de masse sèche du substrat solide. La quantité 

de poids sec perdue est donc corr®l®e ¨ lô®volution du m®tabolisme respiratoire. Ce qui signifie donc 

que la quantité de biomasse produite par unité de gaz métabolisé est constante 
196
. Dôapr¯s la 

littérature, la production de CO2 et la perte de masse sèche représentent des indicateurs satisfaisants de 

lô®volution de la biomasse fongique en FMS. Par rapport aux techniques de quantification de 

composants cellulaires spécifiques qui sont souvent sujets aux interférences liées à des composants 

présents dans les substrats solides complexes, ces deux paramètres sont relativement simples et rapides 

à mesurer 
130
. Aussi, la mesure de lô®volution de la production de CO2 est avantageuse car elle 

détermine uniquement la biomasse physiologiquement active 
196

.  

Les modèles mathématiques sont des outils importants pour représenter et décrire la cinétique 

de croissance des microorganismes particuli¯rement pour les ®tudes dôoptimisation et de changement 

dô®chelle. Les ®quations associ®es aux mod¯les, dont la plus couramment utilisée en FMS est la 
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fonction logistique, permettent de décrire le profil de croissance expérimental des microorganismes et 

dôestimer les param¯tres de cin®tique li®s au mod¯le. Ces derniers sont ®videmment d®pendants de la 

composition du milieu de culture, des conditions environnementales (température, humidité et pH) 

ainsi que de lô®tat physiologique du microorganisme 
197,198

. La corrélation entre lô®volution du 

pourcentage de CO2 et la perte de masse sèche a été mise en évidence par Smits et al. et Larroche et 

al., avec des souches du genre Trichoderma et Aspergillus cultivées respectivement en boîte de Pétri et 

dans un réacteur à lit fixe à aération forcée 
199,200

. Les relations entre les mesures de la biomasse 

fongique (glucosamine), les activités biologiques (CO2, O2, perte de masse, ATP, température) et les 

produits de la fermentation (enzymes, métabolites secondaires) restent difficiles à établir souvent en 

raison dôun manque de pr®cision et de difficult®s exp®rimentales pour la d®termination des différentes 

variables. Côest pourquoi certains mod¯les math®matiques ne pr®disent pas toujours les r®sultats 

attendus, les mod¯les empiriques simples concernant la cin®tique de croissance ont dôailleurs peu 

évolué ces dernières années 
201,197

. 

Lôenrichissement en prot®ines du tourteau de colza est un d®fi majeur pour son application en 

alimentation animale. Lôam®lioration de sa qualit® nutritionnelle permettra en outre de le rendre plus 

compétitif vis-à-vis dôautres sous-produits plus riches en prot®ines comme le soja. Dôapr¯s la 

litt®rature, la teneur en prot®ines dôun produit ferment® ®volue en fonction de la perte de masse s¯che. 

Une concentration en protéines du tourteau de colza a ainsi été systématiquement observée en fin de 

fermentation par rapport au produit non fermenté 
5,146

. La faculté des microorganismes à se développer 

sur substrat lignocellulosique sous-entend un profil enzymatique adapté à la dégradation de ce type de 

substrat, la croissance du microorganisme étant dépendante de sa capacité à extraire et à utiliser les 

nutriments pr®sents dans son environnement. Lôalt®ration du tourteau de colza par la production 

dôenzymes met en ®vidence un crit¯re suppl®mentaire, celui de la solubilisation des prot®ines. En effet, 

la digestibilité plus faible du tourteau de colza par rapport au tourteau de soja est sans doute liée à une 

solubilité réduite des protéines due à un confinement de celles-ci dans la matrice lignocellulosique. 

Les quantités de protéines plus élevées et des fibres plus réduites pour le tourteau de soja par rapport 

au colza contribuent consid®rablement ¨ la diff®rence observ®e pour lô®nergie m®tabolisable chez la 

volaille (cf. Chapitre I, partie I - 3.1). Les fibres ont pour effet dôacc®l®rer la digestion et par 

cons®quent de r®duire lôabsorption des nutriments passant dans le tractus digestif de lôanimal. 

Lôutilisation dôadditifs alimentaires ¨ base dôenzymes d®gradant les polysaccharides non amylacés 

am®liore la qualit® du tourteau en att®nuant lôeffet de r®clusion des nutriments par les composants des 

parois cellulaires végétales 
4
. Les composés nutritionnels du tourteau de colza auraient donc davantage 

dôinteractions plus ou moins fortes avec dôautres mol®cules les rendant tr¯s peu solubles. Ceci 

entraîne, chez lôanimal consommant le tourteau de colza, une plus faible biodisponibilit® des prot®ines 

lors de leur passage dans le tractus digestif. Lôactivit® des enzymes microbiennes permettrait de 

réduire le contenu en fibre et de libérer davantage de protéines et par cons®quent dôaugmenter la 

digestibilité du tourteau de colza suite à sa fermentation en milieu solide. La digestibilité plus faible 
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des protéines et des acides aminés est aussi en partie liée au procédé de trituration des graines de colza 

provoquant la réaction de Maillard à haute température 
4
. Il sôagit dôune r®action chimique entre les 

acides aminés et les carbohydrates qui a pour conséquences la modification des protéines et la 

formation de compos®s inhibant lôactivit® des enzymes digestives 
202

. La fraction azotée hautement 

indigestible représente environ 10% des protéines totales du tourteau de colza 
4
.  

 

Lôobjectif majeur de ce premier chapitre est la mise en place dôun criblage, avec des cultures 

sur tourteau de colza effectu®es en fiole Erlenmeyer, ¨ partir des quarante souches choisies dôapr¯s 

lô®tude bibliographique. La s®lection des souches sera effectu®e en prenant en compte dans un premier 

temps les performances en matière de croissance puis dôenrichissement en prot®ines totales et solubles 

(ou digestibles) du tourteau de colza fermenté dans des conditions non optimisées.  

Les paramètres physicochimiques du tourteau de colza sont préalablement déterminés afin de 

le caractériser en tant que substrat pour le procédé de fermentation en milieu solide. Il est notamment 

confronté au son de blé qui représente un substrat de référence couramment utilisé en FMS. La 

croissance microbienne est ensuite appr®ci®e ¨ partir de lô®volution de la respiration (production de 

CO2) et de la perte de masse sèche obtenus avec un Aspergillus niger utilisé comme organisme modèle 

dans cette étude. La modélisation de la cinétique de croissance est appliquée sur les données 

expérimentales comme outil permettant de décrire la croissance des microorganismes au cours du 

temps. Les modèles offrent également une aide à la décision pour la discrimination des souches entre 

elles grâce à la détermination des paramètres de cinétiques, à savoir le taux de croissance spécifique et 

la biomasse maximale produite. Lôinfluence de la st®rilisation et de la composition des lots de tourteau 

est également étudiée en utilisant la souche Aspergillus niger cultivée dans des conditions strictement 

identiques. Une fois les souches sélectionnées sur le premier critère, à savoir la respiration, les 

microorganismes restants sont diff®renci®s suivant lôenrichissement en prot®ines totales et solubles 

obtenu au cours de la fermentation. 

 

 

2. Matériels et méthodes 

 

2.1. Microorganismes  

2.1.1. Entretien des microorganismes 

Parmi les quarante souches de microorganismes utilisées dans cette étude, la majorité a été 

isolée du sol, sauf la souche Monascus ruber qui a été isol®e dôun produit ferment® (riz rouge), ces 

isolements ont été effectués par la PPB et la société Agrene. Les autres souches proviennent de 

collections de microorganismes (Tableau 10). Toutes les souches sont mises en culture à 25°C dans 

des tubes de gélose inclin®e pendant 5 ¨ 14 jours selon lôesp¯ce puis maintenues en banque de travail ¨ 
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4°C, elles sont repiquées chaque mois. Avant chaque repiquage un état frais au microscope est réalisé 

avec éventuellement un étalement par épuisement sur boîte de Pétri contenant du milieu PCA (Plate 

Count Agar) pour garantir la pureté des souches. Les milieux de culture favorables à chaque souche 

sont répertoriés dans le tableau 11 tandis que leur composition est détaillée en annexe 1. Uniquement 

les souches ayant la capacité à sporuler sont conservées sous forme de suspensions de spores en 

cryotubes à -80°C. La production de spores est réalisée en fiole de Roux contenant chacune 160 mL de 

milieu g®los®. Apr¯s une ¨ trois semaines dôincubation ¨ 25ÁC, les spores sont r®coltées en présence 

dôune solution aqueuse de glyc®rol ¨ 20% par grattage de la surface de la g®lose ¨ lôaide dôun grattoir ¨ 

cellule. Après homogénéisation, un comptage des spores est effectué au microscope en triplicata à la 

cellule de Malassez. Un indice de sporulation a été attribué à chacune des souches suivant la quantité 

de spores récupérée. Les champignons supérieurs ainsi que les Streptomyces ne produisent pas de 

spores et doivent être entretenus régulièrement. 

Tableau 11 : Milieux de culture utilisés et indice de sporulation des microorganismes 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

            ++ : suspension Ó 5.107 spores.mL-1 ; + : suspension < 5.107 spores.mL-1 ; - : pas de spores visibles  

 

2.1.2. Production dôinoculum pour les essais en milieu solide 

Les précultures sont réalisées en fiole de Roux sur milieu gélosé pour toutes les souches sauf 

les Streptomyces en raison de la quantité insuffisante de biomasse produite dans ces conditions. Ces 

dernières sont cultivées dans 200 mL de milieu liquide YM dans des fioles bafflées sous agitation à 

120 rpm dans un incubateur (CH-4103, Infors HT). Toutes les précultures sont incubées pendant 1 à 2 

semaines à 25°C ou 30°C selon la souche considérée pour obtenir un maximum de biomasse et de 

spores. La récupération du mycélium et des spores des microorganismes fongiques cultivés en fiole de 

Roux est r®alis®e par grattage de la surface de la g®lose en pr®sence dôune solution de Tween 80 ¨ 

0.1%. Pour les bactéries cultivées en milieux liquide la biomasse est simplement récupérée par 

pipetage. 

 

 

Type de 

microorganisme 
Souches Code 

Milieu 

gélosé 
Sporulation 

Champignons 

inférieurs 

Aspergillus et Rhizopus 1 à 10 et 42 PDA ++ 

Rhizopus oligosporus 11 PDA + 

Penicillium et Geotrichum 12 à 15 PDA ++ 

Monascus 16 et 17 PDA + 

Rhizomucor miehei 18 PDA ++ 

Trichoderma harzianum 28 PDA + 

Trichoderma atroviride 29 PDA ++ 

Champignons 

supérieurs 

Morchella 19, 20 et 40 MEA - 

Autres supérieurs 21 à 27 et 41 PDYA - 

Bactéries 

filamenteuses 
Streptomyces 30 et 33 à 39 YMA  - 
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2.2. Substrats solides 

2.2.1. Origine des matières premières et mesures physicochimiques 

Le son de blé provient du groupe Dijon céréales, le tourteau de soja de Gamm vert, tandis que les 

trois lots de tourteaux de colza utilisés pour les essais FMS ont été fournis par la société Saipol 

(Rouen). La caractérisation des milieux solides (tourteau de colza et son de blé) a été effectuée selon 

les protocoles suivants : 

o La densité volumique brute et humide : Ce paramètre détermine la masse en gramme 

quôoccupe le substrat brut et humide dans un litre. Il peut ®ventuellement mettre en ®vidence 

le phénomène de compaction lorsque le produit est humide. La densité volumique est mesurée 

par pes®e dôun volume donn® de substrat dans une ®prouvette graduée. 

 

o Le pourcentage de matière sèche et la capacité maximale de rétention en eau : Le pourcentage 

de matière sèche du produit est déterminé selon la méthode AOAC 
203

. Le substrat solide est 

d®pos® dans des coupelles en aluminium pour un s®chage ¨ lô®tuve 24h ¨ 105ÁC, trois 

répétitions sont réalisées par échantillon. La coupelle est pesée avant et après séchage. Pour la 

capacité maximale de rétention en eau, le substrat est dôabord totalement immerg® dans de 

lôeau pendant une heure ¨ temp®rature ambiante puis d®pos® sur un tamis pour retirer lôeau en 

exc¯s avant dôappliquer la dessiccation ¨ 105ÁC.  

 

o Le pH spontan® humide : Le pH est d®termin® ¨ lôaide dôun pH m¯tre de laboratoire (H2210, 

HANNA Instruments) après broyage à 9500 rpm du substrat solide dans de lôeau osmos®e ¨ 

lôaide dôun Ultra-turrax
 
(T25, IKA). 

 

Toutes les mesures ont été effectuées en triplicata et les résultats sont exprimés en pourcentage moyen 

± écart-type. 

 

2.2.2. Composition des lots de tourteau de colza 

Les lots de tourteau de colza ont ®t® analys®s par Euronutrition afin dô®valuer leur qualit® 

nutritionnelle dans le cadre de lôalimentation animale. La teneur en humidit® a été déterminée avec une 

dessiccation ¨ lô®tuve ¨ 103 ± 2ÁC jusquô¨ lô®quilibre selon la norme ISO 771 tandis que les mati¯res 

grasses totales sont ®valu®es par la m®thode dôextraction des huiles r®siduelles ¨ lôhexane ou ¨ lô®ther 

de pétrole selon la norme ISO 22630. La cellulose brute est déterminée suivant la méthode de Weende 

(norme AFNOR NF V03-040) faisant intervenir dôabord une hydrolyse acide et alcaline puis une 

séparation du résidu par filtration, rinçage et calcination à 500°C. Les protéines totales sont dosées 
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selon la méthode Kjeldahl ISO 5983-2 utilisant la digestion en bloc, le cuivre comme catalyseur et une 

distillation à la vapeur dans de l'acide borique. La matière azotée soluble (MAS) relative à la quantité 

de protéine soluble (N × 6.25) est quant à elle évaluée suivant la méthode Bipea en appliquant la 

méthode de Kjeldahl suite à une digestion dans de la salive artificielle 
204

. Les résultats sont exprimés 

en pourcentage moyen par rapport à la masse sèche. 

 

2.3. Conditions de culture 

Les cultures sont réalisées en fiole Erlenmeyer à col large de 500 mL munies de bouchons en 

coton et contenant chacune 45 g brut de tourteau de colza. Celui-ci est dôabord pr® humidifi® puis 

st®rilis® 20 minutes ¨ 121ÁC ¨ lôautoclave afin de garantir lô®limination des contaminants. Apr¯s 

refroidissement le tourteau est ajust® ¨ 40% de mati¯re s¯che avec de lôeau osmos®e contenant les 

spores pour obtenir un taux de 1.10
7
 spores.g

-1
 sec ou avec 5 mL dôune suspension concentr®e en 

biomasse (mycélium ou bactéries) dans le cas où la souche ne produit pas de spores. Ces inoculums 

sont obtenus suivant le mode opératoire décrit dans la partie 2.1.2. La hauteur de couche humide est de 

3 cm ce qui permet dôavoir un espace de t°te cons®quent dôenviron 425 mL pour favoriser les 

échanges de gaz. Plusieurs fioles par souche sont préparées afin dôeffectuer les diff®rentes mesures en 

cin®tique lors de la croissance des microorganismes. La temp®rature dôincubation est la m°me quelle 

que soit la souche, c'est-à-dire 25ÁC. Il sôagit dôune temp®rature moyenne ¨ laquelle la plupart des 

microorganismes sont capables de se développer. 

 

2.4. Mesures des paramètres liés à la croissance 

2.4.1. Production de CO2 

Des mesures régulières du pourcentage de CO2 sont effectuées avec un analyseur de gaz 

O2/CO2 (canal 120, Vigaz) muni dôun capteur infrarouge. Ces mesures sont effectuées sur trois fioles 

diff®rentes afin de sôassurer de la repr®sentativit® de la valeur obtenue. Le gaz ¨ lôint®rieur de chaque 

fiole est pr®lev® ¨ lôaide dôune aiguille traversant le bouchon en coton. Le bouchon en coton assure 

une faible aération passive permettant de rester en condition aérobie, le CO2 ne sôaccumule pas 

constamment ¨ lôint®rieur de la fiole. 

 

2.4.2. Perte de masse sèche 

La perte de masse sèche représente la perte de masse du substrat essentiellement sous forme de 

CO2 et dôautres compos®s organiques volatils comme les ar¹mes et les acides gras ¨ courte cha´ne par 

exemple. Exprimé en pourcentage, la perte de masse sèche représente la différence entre le poids sec 
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mesuré au temps initial et à un certain temps au cours de la culture. La mesure de ce paramètre 

n®cessite le pr®l¯vement et lôhomog®n®isation de lôenti¯ret® de la culture dôune fiole Erlenmeyer par 

temps de cinétique. La dessiccation est réalisée selon la méthode AOAC 
203

 ¨ lô®tuve pendant 24h ¨ 

105°C. 

ὖὩὶὸὩ ὨὩ άὥίίὩ ίîὧὬὩ Ϸ
ὓὛÉ ὓὛÔ

ὓὛÉ
 ρππ 

Avec MSi : Masse sèche au temps initial t0 et MSt : Masse sèche à un instant t+1 

 

2.4.3. Protéines totales et solubles 

 Les protéines totales ont uniquement été dosées pour obtenir la valeur initiale des différents 

lots de tourteau ainsi que dans le cadre de lôessai préliminaire de ce chapitre sur substrat fermenté afin 

de valider le calcul théorique du contenu en protéine qui prend en compte la perte de masse sèche au 

cours du temps. Le dosage des protéines brutes (N × 6.25) est réalisé suivant la méthode de Kjeldahl 

décrite dans le paragraphe 2.2.2. Le calcul théorique de la teneur en protéine totale du produit fermenté 

prend en compte le contenu initial en protéines du tourteau de colza (déterminé par la méthode 

Kjeldahl) et la perte de masse sèche finale obtenue en fin de fermentation : 

ὅέὲὸὩὲό ὸὬïέὶὭήόὩ Ὡὲ ὴὶέὸïὭὲὩ Ϸ
ὖὶέὸÉ

ρππὖὓὛÔ
ρππ 

Avec Proti : Contenu initial en protéines (%) et PMSt : Perte de masse sèche à un instant t+1 (%) 

 

La quantité de protéines solubles donne une indication sur lô®volution de la qualit® 

nutritionnelle du tourteau de colza après fermentation en matière de digestibilité des protéines. 

Lôextraction des prot®ines solubles est effectu®e dans lôhydroxyde de potassium selon la norme ISO 

14244 modifi®e. Lô®chantillon est dôabord broy® ¨ lôUltra-turrax à 9500 rpm pendant 30 secondes puis 

placé sous agitation à 500 rpm dans une solution de KOH à 0.036 mol.L
-1
 (0.2%) pendant 20 minutes à 

température ambiante. Après centrifugation pendant 10 minutes à 1250 g le surnageant est prélevé et 

filtré sur fibre de verre 1.2 µm (GF/C, Whatman). Le filtrat est ensuite utilisé pour la détermination 

des protéines avec la méthode de Bradford comme indiqué dans le protocole standard de Sigma 

(B6915). La BSA (Bovine Serum Albumin) est la protéine soluble de référence employée pour la 

gamme lors du dosage de Bradford. La méthode de Bradford est en accord avec la technique 

conventionnelle Kjeldahl pour la détermination de la quantité de protéine soluble dans un extrait de 

tourteau de colza 
205
. Cette m®thode permet dôobtenir rapidement les r®sultats et permet de traiter une 

grande quantit® dô®chantillons. Chaque ®chantillon est dos® en triplicata. La matière azotée soluble 

(MAS) utilisant la salive artificielle a également été dosée pour certains échantillons. 
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2.5. Traitement des données et modélisation 

Les différentes analyses statistiques des résultats ainsi que la modélisation des données 

(régressions linéaires et non linéaires) ont été effectu®es ¨ lôaide du logiciel XLSTAT Base version 

2017 (Addinsoft). La méthode de classification ascendante hiérarchique (CAH) est utilisée pour 

former des classes dans lesquelles les données peuvent être regroupées. Le test de Student est appliqué 

pour comparer deux échantillons. Un test de Fisher est réalisé pour valider la corrélation linéaire entre 

deux ®chantillons. Les diff®rences ont ®t® consid®r®es comme significatives pour un risque Ŭ Ò 5%. 

 

2.5.1. Etablissement du profil de croissance dans le système fiole Erlenmeyer 

Dans la litt®rature, lôaccumulation du pourcentage de CO2 est obtenue suite à des 

enregistrements en ligne à partir de chambres de mesure closes contenant des cultures sur boîte de 

Pétri 
201,198,199

 ou des systèmes utilisant des bioréacteurs à colonnes mis sous aération forcée 
206,207

. 

Lôutilisation de la fiole Erlenmeyer dans le cadre de cette ®tude est une autre approche qui ne peut en 

aucun cas donner la valeur exacte de la quantité de CO2 produite par le microorganisme en raison 

dôune diffusion dôair constante et donc de CO2 à travers le bouchon qui ne peut pas être comptabilisée. 

En effet, par rapport aux appareils utilisés par les différents auteurs, la fiole ne représente pas un 

syst¯me clos ni un r®acteur sous a®ration forc®e munis dôun syst¯me dôanalyse et dôenregistrement en 

ligne. La pr®sence du bouchon minimise la perte dôeau par ®vaporation et emp°che la contamination 

de la culture mais la composition de lôair dans lôespace de t°te varie au cours de la fermentation
118

. 

Lôa®ration passive en fiole Erlenmeyer peut toutefois °tre consid®r®e comme faible par rapport ¨ la 

respiration des microorganismes ®tant donn® quôil est possible de visualiser les diff®rentes phases de 

croissance selon les variations du pourcentage de CO2 au cours du temps. Les mesures sont limitées à 

deux par jour afin que les proportions de gaz ne soit pas trop d®s®quilibr®es dans lôespace de t°te. 

Lôappareil ne pr®l¯ve que des petites quantit®s de lôordre de 10 ¨ 15 mL par mesure. Des pr®l¯vements 

trop fréquents entraînent un biais car le CO2 nôa pas le temps de sôaccumuler entre les mesures. Le 

taux de production de CO2 (TPC) ainsi que la quantité de CO2 émise sont déterminés à partir des 

équations suivantes établies par Smits et al. utilisant une chambre de mesure close 
199,201

 : 

ὝὖὅάάέὰȢὬȤρȢὫȤρ  
ЎϷὅὕς

Ў ὸ
   

ρ

ρππ
 
ὠȢὴ

ὙȢὝ
ρπππ

ρ

ὓὛ
 

Avec t : temps (h) ; V : volume occup® par les gaz dans lôespace de t°te dôune fiole Erlenmeyer (425 mL soit 

4.25× 10
-4
 m

3
) ; p : pression atmosphérique enregistré à la station météo Dijon-Longvic (Pa) ; R : constante des 

gaz parfaits (8.314 J.mol
-1
.K

-1
) ; T : température (25°C soit 298 K) ; MS : masse sèche du substrat (g) 

ὅὕς άάέὰȢὫȤρ ὝὖὅЎὸ 

Il est important de noter que ces relations ne prennent pas en compte les ®changes de gaz, côest ¨ dire 

la perte constante de CO2 liée à la présence du bouchon en coton dans le système fiole Erlenmeyer.  
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Par conséquent, la production de CO2 est dans ce cas inéluctablement sous-estimée. Le profil du CO2 

accumulé au cours du temps peut toutefois être établi suite à ces estimations. Ce dernier est 

indispensable pour appliquer les modèles et réaliser la corrélation avec la perte de masse sèche.  

 

2.5.2. Application des modèles 

La croissance microbienne est couramment caractérisée par des modèles mathématiques 

simples. Ces mod¯les dits primaires d®crivent la croissance dôun microorganisme bien d®fini dans un 

contexte environnemental donn®. Dans ces mod¯les, lô®volution de la quantit® de biomasse 

microbienne peut être décrite par un ensemble de paramètres, à savoir la biomasse initiale (X0), la 

phase de latence (ɚ), la vitesse sp®cifique maximale de croissance (Õmax) et la biomasse maximale 

(Xm). Si les conditions sont favorables ¨ la croissance, lô®volution de la biomasse microbienne suit 

toujours le même profil (Figure 10) 
208

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Courbe de croissance dôun microorganisme avec ses diff®rentes phases 
208

. 1 : phase de latence (µ = 0 

et X = X0) ; 2 : phase dôacc®l®ration (0 < ɛ < ɛmax) ; 3 : phase exponentielle (ɛ = ɛmax) ; 4 : phase de décélération 

(ɛmax > ɛ > 0) ; 5 : phase stationnaire (ɛ = 0 et X = Xm). 

 

Les fonctions appliquées dans les systèmes FMS utilisant des mesures de respiration et de 

perte de masse sont essentiellement de types exponentiels et logistiques. Les formes différentiées et 

intégrées de ces équations sont les suivantes 
197,209

 : 
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Avec X : biomasse microbienne ; t : temps ; X0 : biomasse initiale ; Xm : biomasse maximale ; µ : taux ou vitesse 

spécifique de croissance 
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Plusieurs auteurs ont utilisé ces deux équations pour la détermination du taux spécifique de croissance 

à partir du CO2 accumulé dans le système FMS considéré 
198,199,206,207,210

. Concernant la perte de masse, 

uniquement le modèle logistique a été appliqué 
130,211

. Ces ®quations ne tiennent pas compte de lôeffet 

de la concentration en nutriments. Dôautres ®quations secondaires plus complexes sont utilis®es pour 

décrire lôinfluence des facteurs environnementaux (temp®rature, humidit®, etc.) sur les param¯tres des 

mod¯les primaires. Des mod¯les tertiaires utilisent ®galement des syst¯mes experts afin dô®tablir des 

relations entre les modèles primaires et secondaires 
208

.  

Bien que les différentes phases de croissance puissent être graphiquement représentées par la 

courbe du logarithme naturel ou népérien, les paramètres de croissance sont propres à chaque phase 

dans le cas du modèle exponentiel. La courbe de croissance doit donc être séparée en plusieurs phases 

avec une ®quation diff®rente pour chacune dôelle. Pendant la phase exponentielle de croissance, la 

vitesse sp®cifique de croissance (Õ) est maximale et constante, il sôagit de la vitesse sp®cifique 

maximale de croissance (µmax) déterminée par une régression linéaire. Ce modèle très simple décrit 

dans ce cas la phase exponentielle, mais ne tient pas compte des autres stades de développement 

comme la phase de latence et la phase stationnaire. Contrairement au modèle exponentiel, le modèle 

logistique donne une approximation globale de la croissance microbienne incluant toutes les phases de 

la croissance. Il suppose quôil nôy a pas de possibilit® de croissance lors de la phase de latence et 

quôau-dessus dôun certain point, la population microbienne ne peut continuer ¨ se multiplier, faute de 

ressources. Il représente ainsi les limites (spatiale et nutritive) de la croissance. Le µmax ainsi que la 

biomasse maximale associ®e (Xm) sont obtenus ¨ partir de lôenti¯ret® du profil de croissance ®labor® 

par les données expérimentales. Côest pourquoi cette approche est souvent privil®gi®e par rapport aux 

autres modèles proposés dans la littérature 
197,209

. 

 

 

3. Résultats et discussion 

 

3.1. Caractérisation du tourteau de colza comme substrat pour le procédé FMS 

 

3.1.1. Propriétés physicochimiques  

Les propriétés du substrat solide affectent considérablement le procédé de fermentation en 

milieu solide et peuvent compromettre le changement dô®chelle. En plus de la composition chimique, 

la taille des particules, la porosité, la résistance mécanique ainsi que la capacité de rétention en eau de 

la matrice solide influencent le choix de la technologie ainsi que la conduite du procédé en bioréacteur. 

A lô®chelle du microorganisme ces propri®t®s agissent sur la surface disponible ¨ la colonisation ainsi 

que sur les transferts dôoxyg¯ne, de chaleur, de nutriments et dôeau qui sont indispensables ¨ leur 
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développement 
118,129

. Parmi les r®sidus dôagroindustries les plus utilis®s en FMS, le son de bl® est un 

des plus intéressants, il a donc été choisi pour le comparer au tourteau de colza (Tableau 12). 

 

Tableau 12. Caractéristiques physicochimiques du tourteau de colza et du son de blé 

Substrat Tourteau de colza Son de blé 

Condition Produit brut 
Produit à 40% de 

MS 
Produit brut 

Produit à 40% de 

MS 

Matière sèche (%) 85,71 ± 0,06 40,89 ± 0,08 88,27 ± 0,19 38,83 ± 0,12 

Densité volumique (g/L) 571,11 ± 9,44 648,14 ± 8,79 158,77 ± 2,10 277,12 ± 2,13 

Capacité maximale de 

rétention en eau (%) 
71,54 ± 0,49 83,63 ± 0,27 

pH spontané humide 5,46 ± 0,21 6,53 ± 0,10 

 

Le son de blé est un substrat bon marché couramment utilisé en FMS pour la production 

dôenzymes et de m®tabolites secondaires. En dehors de la pr®sence dôimportants compos®s 

nutritionnels, principalement des polysaccharides non amylacés (Ḑ58%), de lôamidon (Ḑ19%) et des 

protéines brutes (Ḑ18%), ses caractéristiques physiques jouent un rôle important en FMS 
212

. La 

capacit® maximale de r®tention en eau est ®lev®e (83.6%) ce qui favorise lôabsorption de lôeau et donc 

la croissance des microorganismes fongiques qui ont besoin dôun environnement humide pour se 

d®velopper. Lôeau peut sô®vaporer rapidement lors du d®veloppement du champignon filamenteux qui 

dégage de la chaleur métabolique lors de sa croissance. La surface élevée de ses particules et les 

liaisons faibles entre celles-ci assurent une bonne accessibilité pour la colonisation des 

microorganismes. Sa densité une fois humide reste faible, la compaction est limitée ce qui représente 

un avantage consid®rable pour la dissipation de la chaleur m®tabolique et la circulation de lôair. Par 

rapport au son de blé, la granulométrie du tourteau de colza est plus fine ce qui a une incidence sur la 

densité volumique qui est donc trois fois plus importante pour le produit brut. Cette différence est 

moins marquée entre les produits humidifiés à 40% de matière sèche grâce à sa capacité de gonflement 

en pr®sence dôeau. Le tourteau ne peut pas être ajusté à la capacité maximale de rétention en eau, car 

dans ces conditions, la compaction et la viscosit® deviennent trop importantes en raison dôune 

granulométrie très fine et de la présence de matière grasse. Les petites particules offrent généralement 

une plus vaste surface mais peuvent facilement former des agglomérats et se compacter tandis que les 

grosses particules offrent une meilleure aération 
103

. Une fois humidifié le tourteau de colza devient 

plus dense par rapport ¨ la condition brute (sans addition dôeau) mais pr®sente une texture plus a®r®e et 

moins collante et donc plus favorable au procédé FMS par rapport à son état saturé en eau. Ces 

analyses ont mis en exergue les problèmes que pourra poser le tourteau de colza lors du changement 

dô®chelle car ce ph®nom¯ne de compaction sera encore plus marqu® avec lôaugmentation de la hauteur 

de couche en fermenteur. Lôaddition dôun cosubstrat ou dôun excipient pourrait °tre envisageable pour 
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am®liorer la texture et lôa®ration du milieu de culture. Quant au pH de 5.6, ils convient parfaitement au 

développement des microorganismes fongiques. Les Streptomyces sont capables dô®voluer sur une 

gamme de pH plutôt large même si elles sont considérées comme évoluant de préférence dans les 

environnements neutres et alcalins (6.5 ï 8). Les souches isol®es du sol se d®veloppent dôailleurs dans 

une gamme de pH plus acide (3.5 ï 6.8) 
213

. 

 

3.1.2. Composition des différents lots et teneur en protéines totales et solubles  

Les trois lots de tourteau utilis®s dans ce projet proviennent dôune m°me usine de trituration 

mais diffèrent selon leur composition (Tableau 13). Le lot 1 est le plus riche en matière grasse tandis 

que le lot 2 est le plus pauvre en protéines (totales et solubles). La solubilité des protéines étant un 

indicateur de la qualit® nutritionnelle du tourteau de colza chez lôanimal, le lot 2 serait donc le plus 

pauvre en protéine assimilable 
142,214

. Ces différences peuvent également avoir un effet sur la 

croissance des microorganismes par rapport ¨ la disponibilit® en source dôazote. La proportion de la 

fraction soluble est minime et ne représente que 15 à 27% des protéines totales. La composition des 

lots est globalement proche de celle indiquée par la littérature (cf. Chapitre I, partie I - 3.1). Les 

données issues des ouvrages consultés sont exprim®es par rapport au produit brut et non sec, côest 

pourquoi les valeurs affichées ici sont légèrement plus élevées.  

Tableau 13. Composition des lots de tourteau de colza 

Tourteau de colza Lot 1 Lot 2 Lot 3 

Matières grasses totales (%) 4,95 1,66 1,67 

Cellulose brute (%) 14,30 14,98 12,78 

Protéines totales (%) 37,40 36,07 40,88 

Matières azotées solubles (%) 10,23 5,44 6,89 

 

Par rapport au tourteau de soja, principal concurrent sur le marché des protéines végétales, la 

quantité de protéines totales relative au poids brut est 10% plus faible avec 34% pour le tourteau de 

colza et une moyenne de 45% pour le tourteau de soja. La différence est davantage marquée en ce qui 

concerne la teneur en protéines solubles des deux tourteaux obtenue avec la méthode au KOH 0.2%, 

avec plus du double pour le soja côest ¨ dire 32.04  Ñ 1.4 % et seulement 13.24  Ñ 0.5 % pour le colza. 

Relativement aux travaux de Fernandez et al., ces résultats sont similaires une fois exprimés par 

rapport aux prot®ines totales. Lô®cart dôenviron 30% entre les deux substrats est conserv® avec 70.72% 

de protéines solubles pour le soja et 39.27% pour le colza par rapport à la teneur respective en 

protéines totales 
205

. Ces écarts entre les deux tourteaux sont conséquents et reflètent en partie les 

r®sultats obtenus en mati¯re de performance chez lôanimal puisque la valeur nutritionnelle du point de 
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vue des protéines est plus réduite pour le colza par rapport au soja. Le tourteau de colza est par 

cons®quent moins bien adapt® ¨ lôalimentation des volailles qui sont des animaux ¨ croissance rapide 

réclamant une alimentation concentrée en prot®ines. Lôobjectif est de r®duire au maximum cette 

différence en utilisant le procédé de fermentation en milieu solide. 

 

3.2. Estimation de la croissance en fiole Erlenmeyer  

La litt®rature recense un certain nombre de m®thodologies pour lôestimation indirecte de la 

biomasse en FMS dans le but de décrire la croissance des microorganismes. Parmi ces méthodes, la 

détermination de la production de CO2 et de la perte de masse sèche semble particulièrement 

pertinente en raison de la rapidité et de la simplicité des mesures pour une application dans le cadre 

dôun criblage de souche men® au stade laboratoire en fiole Erlenmeyer. Ces variables ont notamment 

®t® corr®l®es entre elles ainsi quô¨ lô®volution de la glucosamine 
130,199

. La fiole Erlenmeyer, 

considérée comme étant un système à aération passive, est utilisée comme nouveau modèle pour 

obtenir le profil de la production de CO2 au cours de temps. Cette approche est tout à fait valable dans 

lôhypoth¯se o½ les pertes de CO2 sont relativement faibles par rapport à la respiration du 

microorganisme. Normalement les mesures de respiration sont effectuées de manière rigoureuse via un 

enregistrement en ligne à partir de systèmes FMS sous aération ou clos. La méthodologie appliquée 

dans cette étude ne peut évidemment pas rivaliser pour ce qui est de la précision au niveau des 

analyses effectu®es mais permet toutefois dôobtenir une courbe cin®tique de lô®volution de la 

production de CO2. Afin de vérifier la fiabilité du profil obtenu, celui-ci est corrélé à la perte de masse 

s¯che. Cette approche est in®dite et peut repr®senter une alternative ¨ lôutilisation des syst¯mes de 

mesure plus complexes qui sont difficiles ¨ mettre en place dans le cadre dôun criblage de souche. 

Toutes les données expérimentales sont importantes dans la mesure où elles donnent une idée 

du profil de croissance et de la productivit® dôune souche dans des conditions données. La 

mod®lisation est un outil apportant des informations suppl®mentaires gr©ce ¨ lôestimation des 

paramètres de cinétique de croissance microbienne comme la vitesse spécifique maximale de 

croissance (µmax) et la biomasse maximale (Xm) obtenues en utilisant les modèles exponentiel et 

logistique décris par Mitchell et al. et appliqués au procédé FMS 
197

. Ces paramètres de cinétique 

seront compar®s et utilis®s pour discriminer les souches entre elles dans le cadre dôun criblage. 

 

3.2.1. Evolution de la production de CO2 

Une des approches possible pour estimer la croissance microbienne est la mesure de la 

respiration par la libération de dioxyde de carbone. Les résultats présentés ci-dessous (Figure 11A) 

montrent une augmentation du pourcentage de CO2 après ensemencement avec la souche A. niger 
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utilisée comme modèle dans cette étude. La série témoin avec le tourteau seul libère au maximum 1% 

de CO2 mais ne présente pas de contaminants suite à une vérification sur milieu gélosé non sélectif 

PCA (Plate Count Agar). Ce d®gagement peut °tre li® ¨ des ph®nom¯nes dôoxydation chimique des 

acides gras (rancissement). La premi¯re phase qui peut °tre observ®e en pr®sence de lôAspergillus 

niger est une phase de latence qui dure approximativement 12h lors de la germination des spores. La 

moisissure commence à se développer en consommant les nutriments du tourteau de colza directement 

disponibles et elle synthétise en même temps des enzymes pour dégrader les composants plus 

complexes. La croissance sôacc®l¯re ensuite faisant appara´tre le myc®lium sous forme de filaments 

blancs. Cette étape est suivie de la phase exponentielle qui se termine au moment du pic de CO2 (13%) 

vers 48h de culture lorsque la souche commence ¨ sporuler. Lôaspect de la culture devient granuleux et 

le mycélium bien visible au niveau de la surface du substrat change de couleur et devient de plus en 

plus foncé (Figure 12). La pigmentation noire progressive des spores est un indicateur de leur 

maturation car elle contribue à leur résistance aux ultraviolets 
215

.  

 

Figure 11. Evolution du pourcentage de CO2 lors de la croissance dôA. niger sur tourteau de colza. A : 

Pourcentage de CO2 sur tourteau fermenté et non fermenté. B : Taux de production de CO2 (TPC) et quantité 

correspondante de CO2 accumulé par rapport au poids sec de la culture. 

 

  

 

 

 

Figure 12. Aspect macroscopique de la culture dôA. niger sur tourteau de colza en fiole Erlenmeyer. A : Culture 

au temps initial (T0). B : Culture à 72h. 
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A partir de ce moment, le pourcentage de CO2 chute progressivement, la croissance ralentit en raison 

de lô®puisement des nutriments indispensables au maintien de la croissance dôA. niger. Une limitation 

en oxyg¯ne peut ®galement °tre responsable de ce ralentissement puisquôil sôagit dôun syst¯me passif, 

les échanges gazeux sont en effet limités au niveau du bouchon en coton puisquôune ®l®vation du 

pourcentage de CO2 est constatée lors de la phase de croissance exponentielle. La reproduction du 

microorganisme par la sporulation est une strat®gie dôadaptation qui lui permet de se multiplier et de 

coloniser des milieux plus favorables à son développement. Les spores présentent des caractéristiques 

remarquables de résistances (température, dessiccation, etc.) et leur nature volatile et hydrophobe 

permet une dispersion de l'espèce, parfois à une grande distance de son point d'origine.  

 

Les différentes étapes de la cinétique de croissance sont également observées dans le cas du 

taux de production de CO2 (TPC) ainsi que la quantité de CO2 accumulé au cours du temps (Figure 

11B). La quantité de CO2 produit en fin de fermentation de 0.12 mmol.g
-1 

est très faible car elle est 

sous-estim®e par rapport aux valeurs de lôordre de 5 ¨ 10 mmol.g
-1
 obtenues respectivement dans des 

systèmes FMS de stade laboratoire utilisant des colonnes sous aération et des boîtes de Pétri en 

chambre close 
199,206

. Malgr® lôimperfection de cette approche au niveau des mesures r®alis®es, le 

profil de lôaccumulation du CO2 reflète bien les différentes phases de croissance qui ont été observées 

avec la variation du pourcentage de CO2 dans lôespace de t°te des fioles Erlenmeyer. La perte de CO2 

est donc suffisamment faible pour visualiser une accumulation lors de la phase exponentielle de 

croissance. Celle-ci se termine clairement au moment du pic de CO2 puisque lôabaissement progressif 

lors de la phase de ralentissement indique que la production de CO2 devient trop faible et ne 

sôaccumule plus dans lôespace de t°te. Par cons®quent, la concentration en O2 augmente en se 

rapprochant de la composition de lôair ambiant via les échanges constants avec le bouchon en coton. 

Le pourcentage de CO2 ne devient cependant pas nul car le microorganisme se maintient en phase 

stationnaire et conserve une faible activit® m®tabolique mais la biomasse nôaugmente plus et a atteint 

sa densit® maximale. La respiration va cependant finir par sôarr°ter car la concentration en cellule 

métaboliquement active diminue. 

 

3.2.2. Evolution de la perte de masse sèche  

 La perte de masse ainsi que le pH sont déterminés à partir de trois fioles qui sont intégralement 

sacrifiées à chaque temps de cinétique pour garantir davantage de précision. Contrairement à la perte 

de masse s¯che, le pH nôest pas suivi pour lôestimation de la croissance du microorganisme car celui-ci 

est essentiellement lié aux activités métaboliques. Le pH peut néanmoins être un indicateur du stade de 

d®veloppement de la souche et de la production de mol®cules dôint®r°t comme les enzymes. 

Lôapparition de celles-ci peut éventuellement être mise en relation avec la production de CO2 comme 

lôa d®montr® Farinas et al. en bioréacteur avec des espèces du genre A. niger 
216

.  
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Dôapr¯s la figure 13, le pH est plutôt stable en début de culture puis augmente après 48h lors 

de la phase de ralentissement de la croissance. Ce phénomène peut être lié à la sécrétion de protéases 

qui dégradent les acides amin®s, lib®rant de lôammoniac 
217
. Lô®volution de la perte de masse s¯che est 

comparable à celle du CO2 accumulé. Elle atteint un maximum de 23% en fin de fermentation. En 

d®but de culture aucune perte de masse nôest constat®e probablement en raison dôune respiration tr¯s 

faible et non détectable mais par la suite il se produit une accélération similaire correspondante à la 

phase exponentielle de croissance entre 24 et 48h de culture. Ce paramètre semble donc bien lié à la 

libération du CO2 au cours du temps via la consommation des sucres fermentescibles 
7
.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Evolution du pourcentage de perte de masse sèche et du pH lors de la croissance dôA. niger sur 

tourteau de colza 

 

 

3.2.3. Corrélation entre le CO2 accumulé et la perte de masse sèche 

La corrélation entre la quantité de CO2 produit et la perte de masse sèche a déjà été mise en 

évidence au stade laboratoire en FMS 
199,200

. Une relation similaire sur tourteau de colza avec A. niger 

a été obtenue (Figure 14) démontrant que plus de 98% de la variabilité de l'accumulation de CO2 est 

expliquée par la perte de masse sèche, ce qui constitue un excellent résultat (R
2
 = 0.986). 

Lôind®pendance et la normalit® des r®sidus ayant ®t® pr®alablement v®rifi®es, le test de Fisher, donne 

une p-valeur inférieure à 0,0001. Il existe donc une relation linéaire significative entre la perte de 

masse sèche et l'accumulation du CO2 au risque Ŭ de 5%. Cette corr®lation d®montre que le profil du 

CO2 accumulé, basé sur une estimation de la quantité de CO2 produit, est pertinent pour prédire la 

perte de masse sèche et donc la croissance du microorganisme. La perte de masse sèche est 

occasionnée par le changement du contenu en substrat carboné comme les fibres et les sucres. Les 

carbohydrates sont dégradés par les voies métaboliques sous forme de CO2 (cycle de Krebs). 

Lô®volution de ce dernier peut ainsi °tre pr®dite sur la base de ces changements de composition 
199

. 
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Figure 5. Corrélation entre le CO2 accumulé et la perte de masse sèche. L'intervalle de confiance donne une 

étendue de valeurs plus petite, parce qu'il s'agit d'une estimation d'un intervalle pour une moyenne alors que 

lôintervalle de pr®diction estime un intervalle pour une seule observation. En effet pour cette nouvelle 

observation il est nécessaire de prendre en compte la variabilité individuelle, ce qui augmente la variance de 

lôestimateur et donc la largeur de lôintervalle. 

 

3.2.4. Détermination des paramètres de cinétique 

La production de CO2 et la perte de masse ont été modélisées pour estimer les paramètres de 

cinétique de la croissance microbienne dans le système étudié. La vitesse spécifique maximale de 

croissance est déterminée en utilisant le modèle exponentiel et logistique (Figure 15 et tableau 14). 

Le modèle exponentiel ne permet pas de donner une prédiction de la biomasse maximale (Xm) 

correspondante à la quantité maximale de CO2 produit ou à la perte de masse sèche maximale. 

Lô®quation consid¯re uniquement la phase exponentielle mais cette évolution théorique ne reflète pas 

lôenti¯ret® des donn®es de lôexp®rience car le microorganisme ne peut cro´tre ind®finiment puisque sa 

croissance est limit®e par lôenvironnement dans lequel il se trouve. La valeur de Xm affich®e dans le 

tableau 14 pour le modèle exponentiel ne correspond pas à une prédiction mais à la donnée 

exp®rimentale maximale enregistr®e pour chacune des deux variables. Dôapr¯s les r®sultats de 

lôestimation des param¯tres de cin®tique, les deux mod¯les utilis®s d®crivent parfaitement la croissance 

du microorganisme. En effet les coefficients de détermination, représentant la part de variabilité 

expliquée par les modèles, sont élevés et proches de un. Les valeurs des µmax sont équivalentes pour un 

même modèle. La méthode des moindres carrés est utilisée pour ajuster le modèle logistique en 

minimisant la somme des carrés des écarts entre les valeurs observées et les valeurs données par le 

mod¯le. Lôanalyse des r®sidus confirme la fiabilit® du r®sultat obtenu car ils sont faibles autant pour 

les paramètres du modèle que pour les observations. Les valeurs initiales sont toutefois surestimées 

par le modèle logistique pour la perte de masse (0,15%) et la quantité de CO2 (0,002 mmol.g
-1
). Quant 

aux valeurs maximales (Xm), les prédictions du modèle logistique sont très voisines des observations 

expérimentales.  
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Figures 15. Profils obtenus à partir du CO2 accumul® et de la perte de masse s¯che en utilisant lô®quation 

exponentielle (colonne de gauche) et logistique (colonne de droite). 

 

Tableau 14. Estimation des paramètres de cinétique à partir du modèle exponentiel et logistique 

Variable Production de CO2 Perte de masse sèche 

Paramètres µmax (h
-1) 

Xm               

(mmol.g-1) 
R2 µmax (h

-1) Xm   (%) R2 

Modèle exponentiel* 0,161 0,127 0,998 0,166 23,045 0,981 

Modèle logistique 0,107 0,120 0,995 0,119 22,058 0,990 

 

 

Bien que les µmax soient très proches pour les deux variables, en ce qui concerne le modèle 

exponentiel, le nombre de données expérimentales est insuffisant pour représenter avec certitude la 

phase de croissance exponentielle dôA. niger. En effet, il a été rapporté que pour réaliser des analyses 

de cinétique convenable le profil de croissance doit au moins compter dix points de données dont la 

majorit® doit °tre situ®e dans la zone de croissance exponentielle et dans les phases dôacc®l®ration et 

de décélération 
218
. Il est ®vident que le mod¯le exponentiel nôest pas appropri® pour expliquer de 

manière précise la croissance des microorganismes car il ne prend en compte que trois points de 

données. Ce dernier ne peut donc pas être retenu car il nécessite des mesures de CO2 ainsi que des 

pr®l¯vements pour la perte de masse trop fr®quents jusquôau ralentissement de la croissance du 

microorganisme. Le suivi répété de la perte de masse sèche, qui requiert le prélèvement systématique 

 * Xm correspond à la valeur maximale obtenue à partir des données expérimentales pour le modèle 

exponentiel 

Modèle exponentiel Modèle logistique 
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de lôenti¯ret® de la culture ¨ chaque point de cin®tique, nôest pas envisageable lors dôun criblage de 

souche sachant que lôapparition ainsi que la dur®e de cette phase sont inconnues pour lôensemble des 

quarante souches à étudier. La valeur de µmax nôest pas la m°me entre les deux mod¯les puisque 

lô®volution de la biomasse nôest pas repr®sent®e par la m°me ®quation. Le mod¯le logistique considère 

lôenti¯ret® du profil de croissance tandis que le mod¯le exponentiel prend en compte exclusivement la 

phase de croissance exponentielle. Cette différence a notamment été constatée par Lareo et al., les 

valeurs de µmax sont propres à chaque modèle et aux hypothèses qui les caractérisent 
207

. 

A lôaide du mod¯le logistique appliqu® ¨ la perte de masse s¯che Wang et al. ont obtenu un 

µmax du même ordre de grandeur (0.14 h
-1
) avec un A. oryzae cultivé à 30°C sur du tourteau de colza. 

Lorsque cette même souche est cultivée strictement dans les mêmes conditions sur du blé, le µmax est 

pratiquement doublé (0.21 h
-1
) avec une perte de masse maximale (Xm) associée également plus 

importante. Cette diff®rence peut sôexpliquer par une quantit® plus r®duite de carbone disponible dans 

le tourteau de colza entraînant une croissance plus faible 
211
. Dans le m°me cas de figure lô®quipe de 

Nagel et al., a test® lôaddition de diff®rents nutriments (sources dôazote et vitamines) pour am®liorer le 

µmax 
198

. La vitesse spécifique maximale de croissance est dépendante du milieu de culture, notamment 

du type de substrat et de la concentration en nutriment, mais aussi des conditions de culture telles que 

la temp®rature et lôhumidit®, côest pourquoi elle est couramment employée dans les études 

dôoptimisation 
219,220

. Lôeffet du taux dôinoculation initial a ®galement ®t® examin® avec une levure 

cultivée en FMS. Concernant ces essais, le temps de latence ainsi que la quantité de CO2 produit sont 

directement liés à la quantité de biomasse introduite dans le milieu en début de fermentation. La 

quantit® de cellules a dôailleurs ®t® corr®l®e avec la production de CO2. Comme attendu, le µmax ne 

varie pas en fonction du taux dôinoculation, en revanche il peut °tre impact® par la pr®sence de 

contaminants 
206
. Dans le cadre dôun criblage, les souches peuvent aussi °tre discrimin®es dôapr¯s leur 

performance en mati¯re de croissance et dôactivit®s m®taboliques comme la consommation des 

nutriments et la synth¯se de mol®cules dôint®r°t 
221,222

. La production maximale de biomasse est 

essentielle à prendre en compte en même temps que le taux spécifique de croissance. En effet, pour 

une même valeur de µmax, la phase stationnaire peut être plus ou moins rapidement atteinte suivant la 

souche consid®r®e, donc la quantit® de biomasse maximale produite nôest évidemment pas la même. 

Le taux spécifique de croissance propre à chaque microorganisme et la biomasse maximale associée, 

sont des paramètres importants de cinétique de croissance qui peuvent être utilisés comme critère de 

s®lection dans le cadre dôun criblage de souche pour les différencier dans des conditions de culture 

identiques.  

 

3.2.5. Relation entre la perte de masse sèche et la concentration en protéine totale 

Plusieurs ®tudes se sont focalis®es sur lôenrichissement en prot®ines de divers sous-produits 

dôagriculture par FMS pour une application en alimentation animale. Suite au traitement fongique, il a 



Chapitre II 
 

75 
 

été rapporté une amélioration de la qualité nutritionnelle avec notamment une teneur en protéines plus 

®lev®e par rapport au produit non ferment®. Il sôav¯re que cette augmentation est ®troitement associ®e 

¨ la perte de masse s¯che lorsquôaucune source dôazote nôa ®t® additionn®e au milieu de culture. 

Lôazote pr®sent dans les substrats solides, contrairement aux carbohydrates majoritairement convertis 

sous forme de CO2, ne se volatilise pas au cours de la croissance mais il est converti en biomasse 

microbienne car les microorganismes utilisent une partie de lôazote pour se développer. Une fois les 

ressources épuisées le phénomène de protéolyse peut toutefois apparaître en fin de fermentation 

convertissant les acides aminés en ammoniaque qui se volatilise uniquement à des valeurs de pH 

élevés (7.5 ï 8) ce qui nôest pas le cas dans cet essai puisque celui-ci reste inférieur à 7 en fin de 

fermentation avec la souche A. niger (Figure 13) 
223

. La perte de masse a donc pour effet de 

concentrer la teneur en azote présente initialement dans le substrat solide. Un certain nombre de 

facteurs comme le pH, la temp®rature, lôhumidit®, lôa®ration, le type de microorganisme et de substrat 

solide ainsi que la dur®e du proc®d® influencent lôefficacit® de lôenrichissement en prot®ines 
5,224,225

.   

En considérant ces éléments, le contenu en protéines du produit fermenté peut donc être 

déterminé de manière théorique en prenant en compte la teneur initiale en protéines du substrat solide 

et la perte de masse sèche finale. Une culture sur le tourteau de colza a été effectuée avec la souche 

modèle A. niger afin de valider cette hypothèse qui a déjà été citée à plusieurs reprises dans la 

littérature. La culture a été stoppée après 5 jours et les mesures ont été effectuées en triplicata à partir 

de trois fioles Erlenmeyer (Tableau 15). La valeur théorique du contenu en protéines totales obtenue 

est assez proche, à 2.6% près, de celle indiquée par le dosage conventionnel Kjeldahl. La perte de 

masse s¯che est donc bien li®e ¨ lôenrichissement en prot®ines totales. Sachant quôaucune perte dôazote 

ne peut être occasionnée dans les cultures en milieu solide, la différence peut être due à des 

imprécisions au niveau des mesures de perte de masse notamment concernant le poids des cultures et 

le pourcentage de matière sèche. Etant donné que les écart-types sont dôenviron 1% pour le dosage, le 

calcul semble pertinent pour estimer lôazote total prot®ique dans les cultures sur tourteau de colza. 

 

Tableau 15 : Estimation de la quantité de protéines totales contenue dans le produit fermenté 

 

 

 

 

3.3. Etude comparative des lots de tourteau de colza 

Dans ce premier chapitre deux lots de tourteau de colza sont utilisés pour réaliser les deux 

phases de s®lection des microorganismes. Or dôapr¯s les r®sultats pr®sent®s pr®c®demment dans la 

partie 3.1.2. ces lots diffèrent de par leur composition. Les écarts pourraient affecter la croissance des 

Temps de culture 

(h)  

Perte de masse 

sèche (%) 

Protéines totales 

Méthode Kjeldahl (%) Calcul théorique (%) 

0 0,01 ± 0,26 37,17 ± 1,1 - 

115 20,13 ± 1,01 43,93 ± 1,3 46,54 
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microorganismes particuli¯rement en ce qui concerne la quantit® dôazote digestible sachant que celle-

ci est deux fois plus importante dans le lot 1. Préalablement aux essais de cultures sur les deux lots de 

tourteau avec la souche modèle A. niger, lôeffet de la st®rilisation est ®tudi® car la solubilit® des 

protéines est sensible aux traitements thermiques. 

 

3.3.1. Impact de la st®rilisation ¨ lôautoclave  

Le dosage des prot®ines totales a tout dôabord ®t® effectu® en utilisant la méthode Kjeldahl sur 

le lot 1 ¨ partir dôun ®chantillon de tourteau de colza avant et apr¯s sa st®rilisation ¨ lôautoclave 20 

minutes à 121°C. La teneur en protéine de ces échantillons est respectivement de 37.29% et 37.51%. 

Lôazote total prot®ique nôest donc pas affect® par le traitement thermique. En revanche pour les 

protéines solubles des différences significatives ont été observées quelle que soit la méthode 

dôextraction employ®e (Figure 16).  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figure 16. Impact de la stérilisation sur le contenu en protéines solubles des deux lots de tourteau de colza. Le 

pourcentage de protéines solubles est exprimé par rapport à la matière sèche. KOH : extraction dans lôhydroxyde 

de potassium à 0.2% ; MAS : extraction dans la salive artificielle. * P < 0.003 (test t de Student sur échantillons 

appariés). 

 

Lôapplication des deux m®thodes de dosage montre que la qualit® du tourteau diminue apr¯s sa 

stérilisation, la réaction de Maillard est sans doute responsable de cette perte au niveau des protéines 

solubles. Il est important de noter que la méthode Bipea utilisé par Euronutrition est différente de celle 

appliquée dans notre laboratoire. Les valeurs plus faibles obtenues avec le lot 1 indiquent une 

efficacité moindre pour extraire les protéines solubles du tourteau de colza par rapport à la méthode au 

KOH. Concernant la condition non stérilisée, le pourcentage de protéines solubles est deux fois plus 

faible dans le second lot de tourteau, ces résultats sont également confirmés par ceux obtenus avec la 

salive artificielle (Tableau 13, partie 3.1.2). Le traitement thermique ¨ lôautoclave fait baisser encore 

davantage les quantités de protéines solubles. En effet, ces dernières sont divisées par deux après 

stérilisation. Les valeurs de solubilité pour le soja ont été corrélées avec le taux de croissance chez la 

volaille et le porc, avec un net déclin des performances à mesure que la durée des traitements 
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thermiques augmente 
226,227

. Dôapr¯s des essais men®s chez le rat, la digestibilit® plus faible du 

tourteau de colza après les traitements thermiques serait liée à une plus grande proportion de protéines 

associ®es aux fibres. La relation entre les prot®ines solubles et la lysine disponible a dôailleurs ®t® mise 

en évidence en utilisant la méthode au KOH appliquée comme indicateur du degré de transformation 

des tourteaux. Plusieurs auteurs ont démontré que le temps de chauffage est le facteur le plus 

important dans la mesure où il affecte significativement la valeur nutritionnelle du tourteau de colza 

pour les monogastriques 
142,205,228

.  

Lô®tape de st®rilisation ne sera bien ®videmment plus applicable au stade industriel car elle est 

trop onéreuse, le tourteau sera directement fermenté en sortie de trituration ce qui limitera également 

sa contamination lors dôun stockage prolongé. Cette contamination évolue en cours de stockage, la 

st®rilisation est donc n®cessaire ¨ ce stade de lô®tude. La diff®rence entre les deux lots de tourteau nôest 

pas n®gligeable puisque les prot®ines solubles repr®sentent une source dôazote directement disponible 

pour le d®veloppement des champignons du fait quôaucune source dôazote exog¯ne nôest apport®e au 

milieu de culture. La croissance des microorganismes peut donc être plus ou moins affectée selon la 

souche et sa capacit® ¨ pr®lever les sources dôazote moins accessibles. 

 

3.3.2. Culture dôAspergillus niger sur les deux lots de tourteau 

 Afin de confirmer les hypothèses évoquées dans le paragraphe précédent, Aspergillus niger a 

été choisi pour cette étude comparative. Ce microorganisme pousse relativement bien sur le lot 1 et les 

résultats obtenus ont déjà été confirmés sur deux essais distincts. A. niger est mis en culture sur les 

deux lots de tourteau dans les mêmes conditions que les cultures effectuées lors du crible. Cette étude 

comparative est basée sur la croissance du microorganisme en prenant en compte les mesures de 

respiration et de perte de masse sèche et les performances en mati¯re dôenrichissement en prot®ines. La 

digestibilité des protéines est également évaluée au cours du temps en appliquant la méthode au KOH 

à 0.2% sur quatre temps de cinétique. 

 

o Etude des paramètres liés à la croissance 

 

 Lô®volution du pourcentage de CO2 nôest pas la m°me sur les deux lots de tourteau au cours du 

temps (Figure 17). La croissance sur lot 1 est comparable à celle observée dans la partie 3.2.1 de ce 

chapitre. Le pic de CO2 apparaît au même moment pour les deux séries mais avec une différence 

significative de 8% pour les valeurs maximales. Cette différence a évidemment un impact sur la perte 

de masse qui est plus faible sur le lot 2 surtout après 48h de culture au moment du pic de CO2. Lô®cart 

devient ensuite moins marqué avec à peine 3% de différence pour le point final à 96h de culture. Le 

modèle logistique appliqué aux profils du CO2 accumulé donne des valeurs de µmax similaires, 0.102 et 

0.104 h
-1
, respectivement pour le lot 1 et 2. En revanche, la production maximale de CO2 (Xm) est 
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triplée pour la culture sur lot 1 par rapport au lot 2. A. niger semble donc avoir eu plus de difficultés à 

se développer sur le second lot de tourteau avec une respiration et donc des activités métaboliques plus 

r®duites surtout en d®but de culture. Lôactivit® m®tabolique peut °tre en partie confirm®e par 

lô®volution du pourcentage de perte de masse s¯che dont la diff®rence entre les deux cultures est la 

plus importante à 48h lorsque la respiration a été maximale après les pics de CO2. Le ralentissement 

du d®veloppement est ensuite moins prononc® pour le lot 2, la croissance est maintenue jusquô¨ 

atteindre une perte de masse sèche finale pratiquement équivalente aux cultures sur lot 1. 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Evolution du pourcentage de CO2 et de la perte de masse s¯che des cultures dôAspergillus niger sur 

les deux lots de tourteau de colza 

 

o Enrichissement en protéines totales et solubles 

 

Les pourcentages de protéines totales et solubles sont plus élevés dans les cultures sur lot 1 

(Figure 18).  

 

Figure 18. Contenu en prot®ines totales et solubles des cultures dôAspergillus niger sur les deux lots de tourteau 

de colza. Les pourcentages sont exprimés par rapport à la masse sèche. J : jour de culture. 

 Le contenu th®orique en prot®ines totales d®pend de lô®volution du pourcentage de perte de 

masse sèche et celle-ci est plus ®lev®e pour le lot 1 dôapr¯s les r®sultats pr®sent®s pr®c®demment. 

Concernant les protéines solubles, les écarts entre produit brut à J0 et fermenté à J4 respectifs à chaque 

lot sont à peu près égaux (3.4% pour le lot 1 et 4.3% pour le lot 2) suggérant une efficacité 

métabolique similaire de la souche. La référence J0, représentée par le tourteau de colza stérilisé à 
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lôautoclave, est toutefois beaucoup plus faible dans le cas du lot 2. Par conséquent, la culture dôA. 

niger sur celui-ci permet dôobtenir pratiquement le double dôenrichissement en prot®ines solubles ¨ J4. 

Lôaccroissement de la quantit® de prot®ines solubles est plus rapide pour le lot 1 mais elle nô®volue 

pratiquement plus les jours suivants contrairement aux cultures sur  lot 2. Ce phénomène laisse 

supposer une activité métabolique plus intense à ce moment-là qui est par ailleurs corrélée à la 

croissance, avec probablement une quantité de nutriments directement disponibles plus importante 

dans le lot 1 par rapport au lot 2. La digestibilité augmente certainement en fonction des activités 

enzymatiques qui lib¯rent des compos®s essentiels (source de carbone et dôazote) pour assurer le 

développement de la souche. Il est difficile de conclure précisément sur ce sujet car très peu 

dô®l®ments sont disponibles notamment au niveau de lôincidence de la trituration sur les modifications 

des hydrates de carbone et des protéines et donc leur disponibilité comme substrats pour le 

métabolisme fongique.  

 La capacit® des enzymes ¨ am®liorer la digestibilit® des prot®ines est bien connue. Lô®quipe 

de Shi et al., a démontré une amélioration de la digestibilité in vitro des acide aminés dont certains 

essentiels à savoir la méthionine, lysine, arginine et histamine après fermentation du tourteau de colza 

avec A. niger. Ces changements sont étroitement associés à la croissance du microorganisme qui a la 

capacit® de s®cr®ter un certain nombre dôenzymes, notamment des protéases, endoglucanases, 

xylanases, et phytases 
7
. Lôaddition dôenzymes exog¯nes d®gradant les polysaccharides non amylac®s 

au r®gime alimentaire du poulet, compos® en partie de tourteau de colza, permet dôam®liorer la 

digestibilit® des prot®ines mais ces effets b®n®fiques nôont pas ®t® syst®matiquement observés et sont 

d®pendants du type dôaliment. Il est en effet difficile dô®tablir une relation ®vidente entre ingr®dient et 

enzymes dans ce type de régime mixte 
229

.  

 

3.4. Première phase de criblage des souches 

La première étape de sélection réalisée à partir des quarante souches consiste à les différencier 

par rapport à leur capacité à se développer sur tourteau de colza (lot 1) dans des conditions identiques, 

côest-à-dire à 25°C et à un pourcentage initial de matière sèche fixé à 40%. Le seul critère retenu à ce 

stade est la production de CO2. Afin de faciliter la lecture des résultats, les souches testées sont 

numérotées et classées en trois grands groupes (Tableau 10). Concernant les champignons, cette 

classification ne correspond pas à la taxonomie habituelle, mais cela permet de simplifier en 

distinguant ceux qui ne font pas de carpophore, côest-à-dire les moisissures ou champignons inférieurs, 

de ceux qui en font à savoir les champignons supérieurs. La durée maximale des cultures est fixée à 6 

jours car au-delà la fermentation est considérée comme étant trop longue. Toutes les souches qui ne 

sont pas capables de sporuler ou ayant une quantité de spores trop faible sont incorporées au tourteau 

de colza sous forme dôun inoculum liquide contenant de la biomasse concentr®e (myc®lium ou 



Chapitre II 
 

80 
 

bactéries selon la souche). Cette opération a été réalisée pour les Streptomyces, les champignons 

supérieurs et quelques inférieurs (souches n° 11, 16 et 28). Pour les autres souches, le taux 

dôensemencement est fix® ¨ 1.10
7 

spores.g
-1
 de matière sèche. Le modèle logistique est choisi pour 

repr®senter la dynamique de croissance pour lôensemble des souches ®tudi®es ¨ partir des profils du 

CO2 accumul®. Lô®quation permet dôestimer la quantit® maximale de CO2 produit dans les conditions 

de lôessai et de d®duire la vitesse maximale de croissance sp®cifique propre ¨ chaque souche. 

 

3.4.1. Croissance des champignons inférieurs 

Parmi les champignons inférieurs, plusieurs souches se distinguent des autres par une plus 

forte production de CO2 avec des pics entre 8 et 10% vers 48h de culture (Figure 19A). Ces souches  

qui appartiennent majoritairement au genre Aspergillus (n° 1 à 9) et Rhizopus (n° 10, 11 et 42), 

auraient donc une meilleure croissance par rapport aux Geotrichum (n° 14 et 15) et Monascus (n° 16 et 

17) dont la respiration est nettement plus faible. Certaines de ces souches présentent néanmoins une 

chute brutale du pourcentage de CO2 alors que les souches n° 12, 1, 6 et 2 se maintiennent sur une plus 

longue durée. Ce ralentissement plus progressif de la croissance après le pic, peut indiquer la présence 

dôun m®tabolisme mieux adapt® au milieu de culture avec notamment la synth¯se dôenzymes 

permettant de dégrader davantage le substrat. Cette capacité permettrait de maintenir plus longtemps la 

croissance apr¯s lô®puisement des nutriments plus facilement disponibles. De plus suivant la nature de 

ces activités enzymatiques, les protéines solubles du tourteau de colza pourraient aussi être 

augmentées. Tous les microorganismes de cette catégorie sont en fin de croissance au bout du 

cinquième jour de culture sauf le Monascus ruber (n° 17) qui a le développement le plus lent.  

Lôestimation des param¯tres de cinétique (Figure 19B) met en évidence des différences 

significatives entre certaines souches comme pour les Aspergillus (nÁ 1 ¨ 9) qui nôauraient pas pu °tre 

discriminées uniquement en observant les variations du pourcentage de CO2 car les courbes sont en 

réalité très proches.  
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Figure 19. Dynamique de croissance des champignons inf®rieurs dôapr¯s les mesures de CO2. A : Evolution du 

pourcentage de CO2 au cours du temps. B : Paramètres de cinétique déterminés avec le modèle logistique. µmax : 

vitesse spécifique de croissance ; Xm : quantité maximale de CO2 produit. 

 

La classification ascendante hiérarchique des données (CAH) permet de regrouper les souches 

en trois classes en effectuant une mesure de dissimilarité entre elles en prenant en compte les valeurs 

de µmax et de Xm (Figure 20). Le premier groupe rassemble la majorité des souches, notamment 

lôensemble des Aspergillus, et pr®sente deux sous classes fusionn®es qui sont proches. Il sôagit des 

microorganismes dont le Xm est particulièrement élevé. Le second groupe est représenté par les 

A 

B 
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Geotrichum (n° 14 et 15) caractérisés par une valeur de µmax élevé mais un Xm faible. Enfin le dernier 

groupe réuni les souches n° 10, 13 et 16 à 18 qui possèdent les paramètres de cinétique les plus petits. 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique appliquée sur les paramètres de 

cin®tiques des champignons inf®rieurs. Lôalgorithme a identifi® trois groupes homog¯nes en appliquant la 

troncature automatique. Les classes choisies pour être fusionnées sont celles dont la dissimilarité (ou indice 

d'agrégation) entre elles est minimale.  

 

Les souches nÁ 13 ¨ 18 sont consid®r®es dôapr¯s les valeurs de Õmax et Xm comme ayant une 

capacité moindre ¨ se d®velopper sur tourteau de colza, et sont donc ®limin®es pour la suite de lô®tude. 

Le Rhizopus oryzae nÁ 10 est conserv® en raison de sa rapidit® ¨ produire de la biomasse, dôailleurs la 

valeur de µmax a sans doute été sous-estimée car la mesure de CO2 a été réalisée trop tardivement pour 

cette souche. Une forte hétérogénéité au niveau de la croissance en milieu gélosé des précultures a été 

constatée à plusieurs reprises pour la souche n° 29. Cette dernière est ainsi également supprimée au 

profit de la n° 28 qui est la plus efficace des deux Trichoderma par rapport à la quantité maximale de 

CO2 produit. Pour cette première série de microorganisme, il est d'ores et déjà évident que le suivi de 

la respiration ne constitue pas un critère suffisant car quelques souches, notamment les Aspergillus, 

sont trop proches les unes des autres pour pouvoir les différencier. 

 

3.4.2. Croissance des Streptomyces 

Les bactéries filamenteuses (n° 30 et 33 à 39) cultivées sur tourteau de colza sont caractérisées 

par un développement retardé dans le temps avec des pics de CO2 à partir de 72h et 96h (Figure 21A). 

Une phase de latence trop longue associée à une respiration relativement limitée entraîne des valeurs 

assez faibles de Xm (Figure 21B). Bien que certaines souches soient intéressantes par rapport à leur 

µmax, la quantité maximale de biomasse générée est insuffisante, les Streptomyces sont ainsi toutes 

®limin®es ¨ ce stade de lô®tude. 
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Figure 21. Dynamique de croissance des Streptomyces dôapr¯s les mesures de CO2. A : Evolution du 

pourcentage de CO2 au cours du temps. B : Paramètres de cinétique déterminés avec le modèle logistique. µmax : 

vitesse spécifique de croissance ; Xm : quantité maximale de CO2 produit. 

 

3.4.3. Croissance des champignons supérieurs 

Concernant la dernière catégorie de microorganismes, à savoir les champignons supérieurs, 

Agaricus bisporus (n° 27) et les deux Trametes (n° 40 et 41) sortent du lot avec des pourcentages de 

CO2 supérieurs à 8% (Figure 22A). Morchella sp. (n° 40) est la seule à avoir un pic de CO2 à 48h les 

autres souches de cette série ont des pics plus tardifs observés à 72h de culture. Les cultures sont ainsi 

retardées dans le temps par rapport à la plupart des champignons inférieurs. La détermination des 

paramètres de cinétique (Figure 22B) confirme cette tendance, les trois souches retenues sont 

dôailleurs les seules o½ le myc®lium appara´t comme ®tant le plus ®pais ¨ lôîil nu. Lorsque les 

paramètres de cinétique sont considérés Morchella hortensis (n° 19) peut également être retenue car 

elle a ®t® class®e parmi les trois meilleures dôapr¯s la m®thode de classification CAH (Figure 23). 

Deux autres souches (n° 21 et 22) faisant partie du second groupe peuvent éventuellement être 

conservées car elles ont des paramètres de cinétiques légèrement supérieurs aux autres membres. Un 

total de six champignons supérieurs est finalement sélectionné. Ce groupe de microorganisme a un 

comportement identique, avec une croissance nettement plus lente, par rapport aux moisissures. En 

effet, le temps de latence est plus long et la quantité maximale de CO2 produit est globalement plus 

basse.  
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Figure 22. Dynamique de croissance des champignons sup®rieurs dôapr¯s les mesures de CO2. A : Evolution du 

pourcentage de CO2 au cours du temps. B : Paramètres de cinétique déterminés avec le modèle exponentiel. 

µmax : vitesse spécifique de croissance ; Xm : quantité maximale de CO2 produit. 

 

 

 

 

 

Figure 23. Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique appliquée sur les paramètres de 

cin®tiques des champignons sup®rieurs. Lôalgorithme a identifi® deux groupes homog¯nes en appliquant la 

troncature automatique. Les classes choisies pour être fusionnées sont celles dont la dissimilarité (ou indice 

d'agrégation) entre elles est minimale.  

 

Sur les quarante souches présentes au départ de cette première phase de sélection, vingt 

souches ont été présélectionnées sur le critère choisi au départ côest-à-dire la croissance des 

microorganismes suivant la production de CO2. Sur ces vingt souches, quatorze moisissures et six 

champignons supérieurs ont été sélectionnés. Les souches restantes sont néanmoins trop proches les 

unes des autres suivant les r®sultats de lô®volution du pourcentage de CO2 pour pouvoir les 

discriminer. Il est donc n®cessaire dôintroduire des crit¯res suppl®mentaires afin dôaffiner le criblage. 
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3.5. Deuxième phase de criblage des souches 

Les critères supplémentaires retenus pour la seconde phase de sélection sont la perte de masse 

sèche et le contenu en protéines totales et solubles des cultures en milieu solide. La perte de masse 

sèche, paramètre de mesure indirecte de la croissance, est corrélée à la production de CO2 et détermine 

lôefficacit® du m®tabolisme microbien entra´nant un enrichissement en prot®ines. Lôobjectif ®tant de 

rendre le tourteau de colza plus comp®titif face ¨ dôautres sources de prot®ines, le proc®d® FMS a pour 

but de concentrer le tourteau en protéines totales tout en augmentant leur digestibilité pour garantir une 

meilleure assimilation chez lôanimal.  

Les conditions de cultures restent identiques à la première phase de sélection. Néanmoins, en 

raison dôune quantit® insuffisante de tourteau lot 1 seuls les champignons inf®rieurs sont ¨ nouveau 

cultivés sur ce même lot tandis que les six champignons supérieurs sont cultivés sur le lot 2. Chaque 

jour, lôint®gralit® dôune fiole est r®colt®e pour les mesures de perte de masse et le dosage des prot®ines 

solubles. Les échantillons de culture sont décongelés et quatre temps de cinétique par souche sont 

analys®s pour la d®termination des prot®ines solubles, côest ¨ dire les champignons inf®rieurs de J1 ¨ 

J4 et les champignons supérieurs de J3 à J6 car leur croissance est décalée dans le temps par rapport 

aux inf®rieurs. Lôanalyse est r®alis®e en triplicata pour un m°me temps de cin®tique. Il en est de m°me 

pour les lots de tourteau stérilisé représentant la condition initiale à J0. La teneur en protéines totales 

est quant à elle appréciée par le calcul théorique qui prend en compte la perte de masse sèche relevée à 

chaque temps de cinétique.  

 

3.5.1. Enrichissement en protéines obtenu avec les champignons inférieurs 

Lô®volution de la perte de masse s¯che pr®sente des profils variables suivant les souches 

(Figure 24A). La perte de masse sèche finale se situe entre 15 et 23% pour la plupart des souches. 

Parmi les Aspergillus, six souches (n° 2 à 4 et 7 à 9) sur les neuf occasionnent une perte supérieure à 

20% en fin de culture. Le Penicillium brasilianum (n° 12) fait également partie de ces souches 

particulièrement efficaces concernant la perte de masse sèche sur tourteau de colza. Les résultats 

présentés ci-dessous dans la figure 24B montrent que certaines souches sont particulièrement 

performantes pour la concentration en protéines totales dès le second jour de culture notamment les 

Aspergillus (souches n° 1 à 9). En fin de fermentation, plusieurs souches atteignent un contenu en 

prot®ines totales ®gal ou sup®rieur ¨ 47%, côest-à-dire 10% de plus par rapport au tourteau de colza 

non fermenté, grâce à leur activité métabolique entraînant les pertes de masse les plus importantes.  
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Figure 24. Enrichissement en protéines totales des cultures de champignons inférieurs suivant la perte de masse 

sèche sur tourteau lot 1 A : Evolution de la perte de masse sèche au cours du temps. B : Contenu en protéines 

totales théoriques. Le pourcentage de protéines est exprimé par rapport à la masse sèche. La teneur initiale en 

protéines totales du tourteau de colza lot 1 est de 37.4%. 

 

Le comportement des microorganismes est tr¯s diff®rent lorsque lôon consid¯re 

lôenrichissement en prot®ines solubles au cours du temps (Figure 25). Les Aspergillus, bien quôayant 

des courbes de développement assez voisines (CO2 et perte de masse sèche) ont sans doute des 

aptitudes dôhydrolyse distinctes sur tourteau de colza affectant la digestibilit® des prot®ines au cours 

du temps. En effet, suivant la souche considérée les activités enzymatiques peuvent être extrêmement 

variables sur un même substrat et dans des conditions identiques de culture 
230

. Les cultures avec les 

souches n° 11 (Rhizopus oligosporus) et n° 12 (Penicillium brasilianum) révèlent un accroissement 

important à J2 par rapport à la valeur de référence. Par contre, la quantité de protéines solubles chute 

ensuite brutalement pour la n° 11 tandis que pour la n° 12 elle est maintenue dans le temps. La baisse 

observée pour certaines souches pourrait être la conséquence de la production de protéases qui 

détruisent les protéines en cassant les liaisons peptidiques. Cette hypothèse est tout à fait plausible 

puisque les acides aminés, les peptides et les protéines de bas poids moléculaire (< 3000 Da) ne sont 

pas détectés par la méthode de Bradford 
231

. La souche n° 10 (Rhizopus oryzae) se distingue des autres 

par un enrichissement en protéines solubles particulièrement élevé (11.5%) dès le premier jour de 

culture ce qui est en accord avec son d®veloppement qui est en avance dôapr¯s les r®sultats concernant 

la respiration. Lôactivit® m®tabolique et donc la lib®ration de prot®ines solubles dans le milieu de 
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culture serait donc la plus importante en début de croissance au moment du pic de CO2 représentant la 

fin de la phase de croissance exponentielle. 

Figure 25. Contenu en protéines solubles des cultures avec les champignons inférieurs sur tourteau lot 1. Le 

pourcentage de protéines est exprimé par rapport à la masse sèche. La teneur initiale en protéines solubles du 

tourteau de colza lot 1 est de 6,26 ± 0,48%. 

Les souches n° 8 (Aspergillus oryzae) et n° 9 (Aspergillus sojae) sont des Aspergillus 

couramment utilis®s en alimentation humaine pour lô®laboration de produits ferment®s asiatiques. Les 

autres esp¯ces isol®es du sol nôont pas encore ®t® identifi®es. Malgr® une production massive de 

spores, les Aspergillus pourraient convenir à une application en alimentation animale. Le Penicillium 

brasilianum (n° 12) est la souche la plus intéressante des champignons inférieurs car elle permet 

dôobtenir dôune part, un enrichissement en prot®ines totales cons®quent d¯s le troisi¯me jour de culture 

et dôautre part un doublement de la fraction soluble d¯s le second jour sachant que celle-ci reste 

ensuite constante. Le Rhizopus oligosporus (n° 11) possède un avantage supplémentaire, celui de ne 

produire que très peu de spores. La production de spores par un microorganisme peut, pour 

lôapplication vis®e, constituer un handicap et dans ce cas, la gestion du proc®d® doit °tre parfaitement 

maîtrisée afin de limiter la sporulation. Ces résultats sont prometteurs car ils sont obtenus relativement 

rapidement (2 à 3 jours suivant les souches) à partir du tourteau de colza lot 1 dans des conditions non 

optimis®es. Le produit ferment® est jusquô¨ deux fois plus digestible en mati¯re de prot®ines par 

rapport au tourteau de colza seul. 

 

3.5.2. Enrichissement en protéines obtenu avec les champignons supérieurs 

Le développement des champignons supérieurs est différent du premier crible qui a été 

effectué avec le premier lot de tourteau. Seules quatre souches sur les six ont pu se développer, il 

sôagit de Morchella hortensis (n° 19), Agaricus bisporus (n° 27) et les deux Trametes versicolor (n° 21 

et 41). Sachant que les inoculums de Morchella sp. (n° 40) et Pleurotus ostreatus (nÁ 22) nôont 

présenté aucune anomalie lors de leur vérification par des étalements sur milieu g®los®, lôinhibition de 

la croissance est par conséquent certainement liée au deuxième lot de tourteau de colza. Certains 
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champignons sup®rieurs auraient donc plus de difficult®s ¨ se d®velopper sur ce nouveau lot. Lô®tude 

de lô®volution de la perte de masse sèche montre que la croissance est décalée dans le temps et les 

cultures avec les souches n° 27 et 41 ont la perte de masse la plus importante (Figure 26A). La 

tendance observ®e au niveau des prot®ines totales nôest pas surprenante en ce qui concerne les cultures 

avec champignons supérieurs (Figure 26B). Le pourcentage est le plus élevé avec Agaricus bisporus 

(n° 27) et Trametes versicolor (nÁ 41) compte tenu dôune perte de masse s¯che plus importante.  

 

 

 

 

 

Figure 26. Enrichissement en protéines totales des cultures de champignons supérieurs suivant la perte de masse 

sèche sur tourteau lot 2 A : Evolution de la perte de masse sèche au cours du temps. B : Contenu en protéines 

totales théoriques. Le pourcentage de protéines est exprimé par rapport à la masse sèche. La teneur initiale en 

protéines totales du tourteau de colza lot 2 est de 36.07%. 

Le contenu en protéines solubles est deux fois moindre pour le second lot de tourteau de colza 

comme constaté précédemment en utilisant la méthode avec la salive artificielle (Figure 27).  

 

 

 

 

 

Figure 27. Contenu en protéines solubles des cultures avec les champignons supérieurs sur tourteau lot 2. Le 

pourcentage de protéines est exprimé par rapport à la masse sèche. La teneur initiale en protéines solubles du 

tourteau de colza lot 2 est de 3,35 ± 0,16%. 

 

La souche n° 41 affiche le meilleur score avec un triplement de la quantité de protéines 

solubles après quatre jours de culture. Cet accroissement est plus élevé que le maximum observé pour 

les champignons inférieurs sur tourteau lot 1. Il faut toutefois rester prudent car les compositions ne 

sont pas les mêmes entre les deux tourteaux. Le second lot présente des quantités plus faibles en 

nutriments disponibles, surtout en source dôazote. Les souches ayant les activit®s m®taboliques les plus 

adapt®es seraient privil®gi®es. Cette hypoth¯se a d®j¨ ®t® ®voqu®e lors de lôessai men® avec 

A B 



Chapitre II 
 

89 
 

Aspergillus niger dans la partie 3.3.2. de ce chapitre. Lôactivit® enzymatique serait plus importante et 

mieux adaptée pour les souches n° 27 et 41. Cela se traduit par une augmentation supérieure des 

protéines solubles par rapport aux deux autres souches. Bien que les souches n° 21 et 41 soient toutes 

les deux des Trametes versicolor, leur efficacité nôest pas la m°me. Les quatre souches test®es 

semblent produire moins de protéases par rapport aux champignons inférieurs car le pourcentage de 

protéines solubles reste plus stable au cours du temps. En revanche les valeurs maximales sont 

obtenues avec deux à trois jours de décalage par rapport aux moisissures cultivées sur lot 1. Ce laps de 

temps nôest pas n®gligeable pour un proc®d® FMS, mais il est important de pr®ciser que le lot utilis® 

nôest pas le m°me et ces r®sultats confirment lôhypoth¯se selon laquelle la composition du tourteau a 

un impact conséquent suivant la souche considérée.   

Finalement quatre champignons supérieurs peuvent uniquement être retenus du fait des 

résultats obtenus sur le second lot de tourteau qui est plus faible en azote et en matière grasse. Bien 

que les lots de tourteaux ne soient pas identiques entre les deux catégories de microorganismes, les 

r®sultats concernant lôensemble des microorganismes sont pertinents sur ces nouveaux crit¯res. Les 

champignons inférieurs ont également été cultivés sur le second lot de tourteau, les résultats qui 

figurent dans le chapitre III de ce manuscrit valident le choix des microorganismes et leur capacité à se 

développer sur les deux lots de tourteau. 

 

4. Conclusion 

La première partie de ce chapitre a permis de caractériser le tourteau de colza comme substrat 

pour le procédé de fermentation en milieu solide. En dehors de sa composition qui lui est propre, ses 

propriétés physicochimiques exercent un rôle essentiel pour mener à bien le procédé FMS. 

Comparativement au son de blé, un substrat particulièrement intéressant, la granulométrie du tourteau 

de colza et la pr®sence de mati¯re grasse jouent en sa d®faveur. Bien quôil ait la capacit® de gonfler 

une fois humidifié, sa granulométrie et sa viscosité peuvent occasionner des phénomènes de 

compaction qui seront dôautant plus marqu®s lors du changement dô®chelle impliquant une 

augmentation de la hauteur de couche. En ce qui concerne sa composition, des écarts considérables 

sont observés par rapport au soja autant sur le contenu en protéines totales que solubles déterminées 

avec une extraction au KOH. Lôenrichissement en prot®ine via le procédé FMS représente ainsi une 

opportunité pour réduire ces différences.  

La mise en place dôun criblage de souche implique la s®lection dôun certain nombre de crit¯res 

concernant la croissance des microorganismes et leur capacité à enrichir le tourteau de colza en 

protéines. La croissance microbienne, difficile à mesurer en FMS, est estimée ¨ partir de lô®volution de 

la respiration et de la perte de masse sèche obtenus avec un Aspergillus niger utilisé comme organisme 

mod¯le. La d®termination de la perte de masse s¯che est dôailleurs primordiale car elle est ®troitement 
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liée à la concentration en azote prot®ique totale. Malgr® les imperfections propres ¨ lôutilisation de la 

fiole Erlenmeyer, notamment liées à des pertes de gaz non comptabilisables, le profil de croissance a 

pu être établi en estimant les quantités de CO2 produit. La corrélation avec la perte de masse sèche 

démontre que cette appréciation est pertinente pour décrire la croissance du microorganisme. En plus 

dô°tre corr®l®es, ces deux variables sont relativement simples et rapides ¨ mesurer dans le cadre dôun 

criblage. Cette méthodologie avantageuse devra être comparée avec un système de mesure en ligne. La 

modélisation appliquée aux profils de croissance représente un outil supplémentaire dans la mesure où 

il permet de déterminer les paramètres de cinétique. Le modèle logistique est le plus approprié pour 

décrire la croissance des microorganismes au cours du temps sur les données relatives à la quantité de 

CO2 produit. La vitesse spécifique maximale de croissance propre à chaque microorganisme ainsi que 

la biomasse maximale associée sont des critères de sélection importants à considérer dans le cadre 

dôun criblage de souche pour les diff®rencier dans des conditions de culture identiques.  

Les premiers essais de culture ¨ partir des quarante souches ont montr® la faisabilit® dôun 

procédé FMS sur tourteaux de colza en présence de champignons inférieurs, supérieurs et de bactéries 

filamenteuse (Streptomyces). La première phase de sélection des souches qui prend uniquement en 

compte les performances en matière de croissance a permis dô®liminer la moitié des souches présentes 

au d®part de lô®tude. La seconde phase de s®lection focalis®e notamment sur lô®volution du contenu en 

protéines totales donne des résultats prometteurs. En effet, les pourcentages obtenus après 

fermentation se rapprochent sensiblement de la valeur affichée par le tourteau de soja brut (45%). Un 

gain de plus de 10% par rapport à la valeur de départ a été obtenu pour les meilleures souches avec un 

total de 48% de protéines pour le lot 1 à 4 jours de cultures avec les Aspergillus (n° 3,8 et 9) et le 

Penicillium (n° 12) et 45% pour le lot 2 après 6 jours de culture avec le Trametes (n° 41). Lors de cette 

seconde phase de sélection le lot de tourteau a dû être modifié pour les champignons supérieurs. Ce 

changement implique des diff®rences de croissance et de performance en mati¯re dôenrichissement en 

protéines qui ont préalablement été mis en évidence avec la souche A. niger. Le pourcentage de 

protéines solubles, critère supplémentaire indiquant la qualité nutritionnelle des tourteaux, est 

particulièrement affecté par les traitements thermiques qui peuvent être plus ou moins intenses lors du 

procédé de trituration des graines de colza. La solubilisation peut cependant être améliorée sous 

lôaction dôenzymes hydrolytiques s®cr®tées par les microorganismes fongiques qui vont libérer les 

protéines en dégradant les fibres. Le métabolisme microbien est mis à rude épreuve pour dégrader 

davantage la matrice solide et assurer le développement de la souche puisque la teneur initiale en azote 

digestible est pauvre particuli¯rement dans le second lot de tourteau. Les microorganismes nôont 

cependant pas les m°mes capacit®s et certains champignons sup®rieurs nôont pas pu sôadapter ¨ cette 

nouvelle composition. La quantité de protéines digestibles a toutefois pu être doublée sur le lot 1 avec 

les champignons inférieurs et triplée sur le lot 2 avec le Trametes (nÁ 41). Lôefficacit® nôest cependant 

pas la m°me car la teneur en prot®ines solubles nôest pas maintenue constante au cours du temps sans 
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doute en raison de la présence de protéases pour certaines souches. Comparativement aux tourteaux 

non stérilisés, si le résultat est fondé sur un doublement des protéines solubles après fermentation le 

tourteau de colza passerait de 13% à 26%, sachant que le soja est à 32%. Là encore les deux produits 

seraient ®quivalents concernant la digestibilit® des prot®ines bas®e sur lôextraction au KOH. 

Malgré ces résultats très encourageants, sur le plan économique, le seul enrichissement en 

protéines totales et solubles ne sera pas suffisant car lô®cart dôenviron 100 ú par tonne entre les 

tourteaux de colza et de soja est faible pour justifier de la mise en place dôun proc®d® de fermentation. 

De ce fait, il est n®cessaire dôajouter une valeur suppl®mentaire au produit et donc la recherche 

dôactivit®s biologiques dôint®r°t capables dôam®liorer les performances en zootechnie. Dans lôoptique 

dôune application industrielle, plusieurs avantages et inconv®nients peuvent dôores et d®j¨ °tre mis en 

®vidence pour lôutilisation future des champignons inférieurs et supérieurs. Les avantages concernant 

les inf®rieurs sont nombreux. Ils se d®veloppent rapidement y compris sur un substrat ¨ lôorigine 

contaminé en limitant la croissance de ces derniers. Quelques-unes de ces souches sont couramment 

utilis®es pour lô®laboration de produits ferment®s. La production de spores repr®sente un atout pour 

leur conservation et la préparation des inoculums. Mais ces spores peuvent être rapidement produites 

en grande quantité et leur propriété très volatile rend le procédé de fermentation plus difficile à 

maîtriser. En effet, la fermentation devra impérativement être stoppée avant la sporulation sachant que 

lôenrichissement en prot®ines et ®ventuellement en mol®cules dôint®r°t devra ¨ ce moment-là être 

satisfaisant par rapport aux objectifs fix®s. Lôinconv®nient majeur des champignons sup®rieurs est leur 

développement qui est généralement beaucoup plus lent par rapport aux moisissures les rendant 

également plus vulnérables à une possible contamination. Cela signifie quôau niveau industriel il sera 

n®cessaire de ma´triser parfaitement lô®tape de lôinoculation afin dô®viter une introduction de 

contaminants dans le milieu de culture. 

Parmi les compos®s ou activit®s biologiques dôint®r°t issus de microorganismes répertoriés 

dans la littérature, les immunomodulateurs sont particulièrement attrayants en raison de leur caractère 

innovant pour une application en alimentation animale par rapport ¨ dôautres apports b®n®fiques plus 

connus (enzymes, acides organiques, probiotiques, etc.). Le rôle des polysaccharides fongiques dans le 

d®veloppement des r®ponses immunitaires des animaux dô®levage est reconnu. Les activit®s 

immunomodulatrices nôont manifestement ®t® que tr¯s rarement recherch®es chez les champignons 

inférieurs. Les supérieurs sont en revanche largement réputés pour leurs effets pharmacologiques à 

travers lô®tude des -̡glucanes. Mais aucune de ces cat®gories de microorganisme nôa ®t® pour le 

moment cultiv®e par FMS dans lôoptique dô®laborer un aliment fonctionnel destiné à améliorer la santé 

des animaux et les performances en zootechnie. 
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CHAPITRE III  

RECHERCHE DôUNE ACTIVIT£ BIOLOGIQUE DôINT£RąT 
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1. Introduction 

La bioconversion des tourteaux par fermentation en milieu solide représente une alternative 

prometteuse pour améliorer leur valeur nutritionnelle et obtenir des produits à valeur ajoutée destinés à 

la nutrition animale, particulièrement concernant la teneur en protéines et vitamines avec une 

digestibilité considérablement améliorée 
77,136,232

. Cependant, en raison de lôabondance des sources de 

protéines végétales sur le marché à des prix compétitifs, les produits fermentés doivent apporter des 

bénéfices supplémentaires 
170
. Aujourdôhui lôalimentation animale ne compte pas seulement r®pondre 

aux besoins nutritionnels des animaux mais aussi aux attentes en matière de sécurité sanitaire, de 

rendement et qualité des productions issues de lô®levage, du bien-°tre de lôanimal, du respect de 

lôenvironnement et des pratiques dô®levage durables.  

Depuis des siècles, les champignons sont considérés comme des sources naturelles de 

composés bioactifs pour le traitement de diverses maladies. Plusieurs composés majeurs à activité 

immunomodulatrice et/ou anti tumorale ont ®t® isol®s dôesp¯ces comestibles comme Ganoderma 

lucidum, Grifola frondosa, Trametes versicolor et Lentinus edodes. La plupart des souches étudiées 

dans la littérature scientifique sont populaires et relèvent de la pharmacopée traditionnelle asiatique. 

Les substances actives identifi®es sont principalement des polysaccharides, en particulier des ɓ-

glucanes, qui font partie intégrante des parois des microorganismes fongiques. Jusquô¨ pr®sent les 

activités immunomodulatrices ont uniquement été étudiées à partir des levures et des champignons 

supérieurs, par conséquent le potentiel des champignons inférieurs (moisissures) reste à explorer. 

Lôactivation du syst¯me immunitaire a ®t® d®montr®e ¨ partir dôextraits fongiques bruts ou des 

compos®s isol®s et purifi®s comme les ɓ-glucanes. Des essais in vitro et in vivo permettent de 

caractériser les effets principaux sur le système immunitaire impliquant la prolifération, la 

diff®rentiation et lôactivit® dôune grande vari®t® de cellules immunitaires productrices de cytokines 
16

. 

La s®cr®tion de lôinterleukine pro-inflammatoire 1 (IL-1ɓ), principalement ®tudi®e chez les 

mammifères (homme et souris) 
16,173,233

 et plus rarement dans le modèle aviaire (poulet) 
234,235

, est 

particuli¯rement influenc®e suite ¨ un traitement par des ɓ-glucanes fongiques. Ces derniers sont 

capables de se lier directement à des récepteurs cellulaires spécifiques présents à la surface des cellules 

dendritiques,  monocytes, macrophages et neutrophiles entraînant une cascade de signalisation qui 

déclenche la réponse immunitaire innée et adaptative 
160,165

. 

Suite ¨ lôinterdiction europ®enne dôutiliser des antibiotiques en tant que facteur de croissance, 

les immunomodulateurs naturels suscitent actuellement un intérêt croissant et leur application en 

alimentation animale sôintensifie avec la commercialisation de divers additifs ¨ base de ɓ-glucanes de 

levure. Ces composés sont obtenus par fermentation en milieu liquide avec des milieux synthétiques 

ou solide sur biomasse végétale nécessitant un temps de culture relativement long pour obtenir les 

carpophores dans le cas des champignons supérieurs 
236
. Tr¯s peu dô®tudes sôint®ressent ¨ la 

production de ces substances bioactives (glycoprotéines 
237
, ɓ-glucanes 

165
 et exopolysaccharides 

238
) 
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chez les champignons inférieurs qui sont pourtant couramment utilisés en alimentation 
239

. Aussi, peu 

dôinformations ont ®t® publi®es concernant la production de polysaccharides par FMS à partir de 

résidus naturels bon marché comme le tourteau de colza 
138

. Quelques travaux ont toutefois été 

effectués avec des champignons supérieurs médicinaux (F. velutipes, H. erinaceum et G. frondosa) 

pour la production de mycélium et de polysaccharides sur divers résidus agroindustriels. Les extraits 

issus de ces cultures permettent dôinduire une activit® immunomodulatrice significative chez les 

macrophages et les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) 
183,184,188

. A ce jour, les 

propri®t®s immunomodulatrices du tourteau de colza ferment® nôont pas été recherchées malgré 

lô®ventualit® de convertir ce sous-produit dôol®agineux en aliment fonctionnel pouvant am®liorer la 

santé des animaux et donc leur performance de croissance. Des chercheurs ont toutefois évalué le taux 

de production de certains polysaccharides par FMS, notamment des complexes formés de chitosanes et 

de glucanes par des souches du genre Aspergillus, Mucor, Penicillium et Rhizopus 
190

 ainsi que la 

production de pullulane avec A. pullulans sur divers résidus lignocellulosiques 
192

. Dans les deux cas 

le proc®d® biotechnologique sôest av®r® avantageux apr¯s optimisation en mati¯re de rendement et de 

coûts avec en prime la possibilité de valoriser les déchets verts utilisés comme substrat de culture en 

milieu solide. Les essais r®alis®s d®montrant une activit® biologique ¨ partir dôextraits de cultures issus 

du procédé FMS sont extrêmement limités. Les effets sur cellules immunitaires ont été rapportés pour 

des souches du genre Aspergillus et Monascus cultivées sur son de riz 
193

 et Morchella esculenta sur 

des résidus de soja 
194

.  

 

Dans ce chapitre, la recherche dôune activit® immunomodulatrice ¨ partir de cultures FMS a 

été réalisée in vitro en utilisant plusieurs cellules cibles du système immunitaire. Des produits 

commerciaux concentr®s en ɓ-glucanes de levure ainsi que le tourteau de colza ont systématiquement 

été inclus à chaque test afin de déterminer et de comparer les éventuels effets pharmacologiques. Le 

contenu en ɓ-glucanes des ®chantillons a ®t® d®termin® en parall¯le pour v®rifier sôil existe bien un lien 

entre ce composé bioactif et la réponse immunitaire associée. Une première phase de sélection à partir 

des 18 souches restantes du pr®c®dent chapitre est dôabord effectu®e en utilisant comme mod¯le le 

neutrophile sanguin avec un test rapide au NBT permettant une détermination des niveaux dôactivation 

cellulaire. Des extraits de myc®lium sont ®galement utilis®s dans le but dôobtenir des ®chantillons 

davantage concentr®s en biomasse fongique et de confirmer les effets sur lôactivit® m®tabolique des 

cellules. Lôactivit® immunomodulatrice des souches sélectionnées est ensuite évaluée à partir de deux 

modèles cellulaires, à savoir les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) et les 

macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris (BMDM). Une étude de cytotoxicité ainsi que la 

recherche du profil de modulation de la cytokine pro-inflammatoire, lôinterleukine IL-1ɓ, par les 

cellules stimulées par une endotoxine inflammatoire (LPS) sont effectuées pour chacun des modèles. 
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Lôactivit® antimicrobienne, axe secondaire dans la recherche dôune activit® biologique 

dôint®r°t, a ®galement ®t® recherch®e pour les extraits de cultures FMS en utilisant des souches 

pathogènes du poulet. Lôactivit® antimicrobienne nôest pas forc®ment li®e ¨ la pr®sence de m®tabolites 

secondaires, comme les antibiotiques qui sont interdits, mais peut être provoquée par une acidification 

via la synth¯se dôacides organiques ou la pr®sence de peptides bioactifs tels que les d®fensines. Cette 

voie a finalement ®t® abandonn®e en raison de lôabsence de r®sultats probants et du cadre 

réglementaire obscur pour une application en alimentation animale (Annexe 2). 

 

 

2. Matériels et méthodes 

 

2.1. Cultures des microorganismes  

2.1.1. Cultures FMS sur tourteau de colza  

Les cultures en milieu solide sont réalisées en fiole Erlenmeyer strictement dans les mêmes 

conditions que celles effectuées dans le chapitre précédent (cf. chapitre II, partie 2.1.2.). Le tourteau 

lot 2 est utilisé comme substrat FMS. Des mesures de CO2 ont été effectuées pour suivre la croissance 

des microorganismes. Suivant les essais réalisés les cultures sont arrêtées à différents moments. Les 

pr®l¯vements (t®moin et cultures), sont imm®diatement mis en s®chage 24h ¨ 105ÁC ¨ lô®tuve dans des 

boîtes de Pétri en verre puis broyés en fine poudre (< 0.5 mm) au mortier sous hotte à flux laminaire 

pour éviter tout risque de contamination. Les échantillons secs sont ensuite conservés dans des pots 

st®riles ¨ temp®rature ambiante et ¨ lôobscurit®. Avant les essais de d®termination de lôactivit® 

immunomodulatrice, des étalements sur gélose non sélective PCA et sur milieux favorables à la 

croissance de chaque microorganisme (cf. chapitre II, Tableau 11, partie 2.1.1.) sont 

syst®matiquement ex®cut®s pour d®tecter dô®ventuels contaminants et v®rifier lôinactivation des 

souches fongiques. La présence de microorganismes viables peut en effet donner lieu à des faux 

positifs. Etant donné que le futur produit fermenté ne doit pas contenir de souches viables, le séchage à 

105°C représente un moyen de les désactiver.  

 

2.1.2. Production de mycélium en milieu liquide 

Les cultures sont effectuées en fiole Erlenmeyer à baffle de 250 mL contenant le milieu PDB 

(Potato Dextrose Broth) supplémenté en extrait de levure à 2 g.L
-1
. Les fioles sont incubées à 25°C à 

lôobscurit® et mises sous agitation à 120 rpm dans un incubateur CH-4103 (Infors HT). Comme pour 

les cultures en milieu solide, lôinoculum est issu des pr®cultures en fiole de Roux. La biomasse est 
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récoltée après 2 à 10 jours de culture suivant la souche (avant la sporulation) et centrifugée 10 minutes 

¨ 1250 g en effectuant successivement trois cycles de rin­age avec de lôeau osmos®e st®rile. Les 

®chantillons sont ensuite ®tal®s en couche mince et s®ch®s ¨ lô®tuve pendant 12h ¨ 105ÁC dans des 

boîtes de Pétri en verre avant dô°tre broy®s en fine poudre (< 0.5 mm) au mortier. Lôabsence de 

contaminant et la désactivation des souches sont systématiquement vérifiés dans chacun des 

échantillons secs avec des étalements sur milieux gélosés comme pour les cultures en milieu solide. 

 

2.2. D®termination du contenu en ɓ-glucanes 

La quantification des ɓ-glucanes a ®t® effectu®e en utilisant un kit de dosage des ɓ-glucanes 

spécifique aux levures et champignons (Megazyme). La méthode est basée sur la libération du glucose 

par une hydrolyse enzymatique apr¯s une premi¯re ®tape de solubilisation dans de lôacide 

chlorhydrique concentré. Les valeurs des contrôles, des échantillons de culture FMS et de mycélium 

sont exprim®es en pourcentage moyen de ɓ-glucanes (g/100 g sec) par rapport à la masse sèche de 

chaque produit ± écart-type. 

 

2.3. Activités immunomodulatrices 

2.3.1. Test de réduction du nitrobleu de tétrazolium (NBT) 

Lôactivit® immunomodulatrice est ®valu®e ¨ lôaide dôun kit au NBT (Nitro Blue Tetrazolium 

Reduction kit, Sigma). La m®thode a ®t® d®tourn®e de son utilisation premi¯re, côest-à-dire le 

diagnostic rapide in vitro pour lôidentification dôun dysfonctionnement des neutrophiles ou dôune 

infection chez lôhomme. En pr®sence dôun agent stimulant (bact®ries, toxines, particules de latex et 

verre, parois de levure etc.), tel que lôextrait bact®rien non viable fourni par le kit, les globules blancs 

sôactivent et g®n¯rent des d®riv®s r®actifs de lôoxyg¯ne, notamment lôanion superoxyde, entra´nant la 

réduction du NBT qui précipite dans la cellule sous forme de formazan. Un examen microscopique 

permet ensuite de d®terminer le pourcentage de globule blanc activ®, côest ¨ dire les cellules pr®sentant 

les dépôts intra cytoplasmiques insolubles de formazan. Les échantillons de sang de l'EFS 

(Etablissement Français du Sang) ont été prélevés chez des donneurs sains dont la numération des 

leucocytes a été validée. Le sang hépariné est incubé avec une solution tamponnée de NBT en 

présence des extraits à tester, un frottis sanguin est réalisé puis coloré avec le colorant de Wright. Ce 

frottis est ensuite observ® au microscope ¨ lôaide dôun objectif ¨ immersion, un total de 100 

neutrophiles est compté trois fois par lame pour davantage de précision. Les résultats sont exprimés en 

pourcentage moyen de neutrophiles activés ± écart-type.  

Afin dôobtenir une stimulation des neutrophiles, les extraits ¨ tester doivent °tre suffisamment 

concentr®s comme côest le cas du stimulant bact®rien fourni par le kit. Les extraits de culture FMS, de 
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mycélium ainsi que le tourteau de colza seul sont préparés à une concentration de 250 mg.mL
-1
 avant 

lôincorporation dans le sang dans les conditions stimul®es du test NBT. Le tourteau de colza est 

st®rilis® pour garantir lôabsence de contaminants. Chaque extrait est obtenu après un broyage 30 

secondes à 9500 rpm des ®chantillons secs en pr®sence dôune solution physiologique st®rile (NaCl ¨     

9 g.L
-1
) ¨ lôaide de lôUltra-turrax. La concentration finale dans le sang sô®l¯ve ¨ 8 mg.mL

-1
,
 
ainsi les 

particules des échantillons sont nettement visibles sur les frottis sanguins. Des préparations à base de 

ɓ-glucanes de levure de la souche S. cerevisiae sont également testées à différentes 

concentrations dans le sang (0 à 100 µg.mL
-1
), il sôagit du zymosane A (Sigma) et du ɓ-Glucane de 

levure (Megazyme).  

 

2.3.2 Isolation, culture et traitement des cellules immunitaires : PBMC et BMDM 

Lôensemble des essais impliquant les cultures cellulaires a ®t® r®alis® au sein de la soci®t® 

Cohiro. Ces essais comportent lô®tude de cytotoxicit® et la modulation de la production dôinterleukine 

IL-1ɓ par les deux types de leucocytes ®tudi®s (PBMC et BMDM). 

 

o Cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) 

A partir dôune poche de couche leucocytaire humaine provenant de lôEFS, la séparation des 

cellules mononucléées sanguines (lymphocytes et monocytes) de donneurs sains est obtenue par 

centrifugation sur Ficoll de densité égale à 1.077 g.mL
-1
. Lôanneau opalescent contenant les cellules 

mononucléées est récupéré soigneusement. Les cellules sont lavées trois fois avec du PBS (tampon 

phosphate salin) par centrifugation à +4°C. Après numération des cellules viables, 1.10
5
 cellules sont 

ensemencées dans chaque puits de plaques 96 puits à fond rond dans du milieu RPMI (Roswell Park 

Memorial Institute) + 10% SVF (S®rum de Veau Fîtal) + 1% Glutamine + 1% PSA (P®nicilline, 

Streptomycine et Amphotéricine B). 

Le traitement des cellules par les produits issus des cultures de microorganisme ou par les 

références internes anti-inflammatoires a ®t® r®alis® ¨ lôensemencement des cellules ainsi que la 

stimulation par une endotoxine, le LPS (Lipopolysaccharides extrait de Escherichia coli, souche 

0128:B12). La s®rie dôessai comprenant des t®moins, côest-à-dire trois produits commerciaux riches en 

ɓ-glucanes de levure (ɓ-Glucane Megazyme, MacroGard et ImmunoWall) ainsi que le tourteau de 

colza seul ont été testés à des concentrations allant de 0.007 à 0.25 mg.mL
-1
 dans le milieu de culture 

cellulaire. Les extraits de mycélium et des cultures FMS dôA.sojae et de T. versicolor ont quant à eux 

été testés à des concentrations allant de 0.125 à 1 mg.mL
-1
. Uniquement la fraction soluble avec des 

fines particules est mise en contact avec les PBMC en raison de la sensibilité des cellules en présence 

de particules. Les ®chantillons sous forme de poudres solides sont dôabord homog®n®is®s pendant 20 

minutes dans du milieu de culture sous agitation magn®tique, puis agit®s ¨ lôaide dôun vortex avant 
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dô°tre laiss®s ¨ d®canter pendant 2 minutes pour la r®cup®ration du surnageant exempt des plus grosses 

particules. Deux références internes anti-inflammatoires ont systématiquement été testées pour valider 

les essais : ZVAD (inhibiteur pan-caspase, ciblant plusieurs caspases simultanément) à la 

concentration de 5 ɛM et PRED (prednisolone, corticost®roµde) ¨ la concentration de 100 ɛM. Le LPS 

a été utilisé à la concentration de 10 ng.mL
-1
. Les surnageants cellulaires ont été récupérés le 

lendemain (17h30 post-LPS) puis congelés à -20°C afin de réaliser ultérieurement le dosage des IL-1ɓ. 

Un test de viabilité cellulaire utilisant le XTT a été réalisé sur le tapis cellulaire.  

 

o Macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris (BMDM) 

Les cellules de moelle osseuse sont prélevées au niveau des fémurs et tibias des pattes arrières 

de souris saines Balb/c. Après numération, les cellules sont ensemencées dans des boîtes de Pétri 

contenant du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) + 10% SVF (Sérum de Veau 

Fîtal) + 1% Glutamine + 1% PSA (P®nicilline, Streptomycine et Amphotéricine B) + 50 ng.mL
-1
 

MCSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor). Apr¯s 5 jours dôincubation, les cellules diff®renci®es 

en macrophage sont ensemencées en plaque de 96 puits.  

Une nuit apr¯s lôensemencement, les BMDM sont trait®s avec les diff®rents produits complets 

(témoins et extraits de culture FMS) ou les références internes anti-inflammatoires. La stimulation par 

une endotoxine (Lipopolysaccharides extrait de Escherichia coli, souche 0128:B12) a été réalisée 24h 

après le traitement. Les échantillons testés dans la série comprenant les témoins sont les trois produits 

commerciaux riches en ɓ-glucanes de levure (ɓ-Glucane Megazyme, MacroGard et ImmunoWall) 

ainsi que le tourteau de colza seul. Deux extraits de culture FMS ont également été testés avec la 

souche A. sojae. Un des échantillons a été prélevé le 3
e
 jour de culture tandis que le second a été 

prélevé le 7
e
 jour de culture. Tous les produits sont testés à quatre concentrations (0.001 ï 0.01 ï 0.1 et 

1 mg.mL
-1
) dans le milieu de culture cellulaire. Chaque ®chantillon sous forme dôune poudre solide est 

préalablement homogénéisé dans du milieu de culture cellulaire pendant 20 min sous agitation 

magn®tique puis agit® ¨ lôaide dôun vortex avant lôincorporation aux BMDM. Trois r®f®rences internes 

anti-inflammatoires ont systématiquement été testées pour valider les essais : ZVAD (inhibiteur pan-

caspase, ciblant plusieurs caspases simultan®ment) ¨ la concentration de 5 ɛM, PRED (prednisolone, 

corticost®roµde) ¨ la concentration de 70 ɛM et DEXA (dexamethasone, corticostéroïde) à la 

concentration de 1 µM. Le LPS a été utilisé à la concentration de 1 µg.mL
-1
. Une journée après le 

traitement au LPS, les surnageants cellulaires ont été récupérés puis congelés à -20°C afin de réaliser 

ultérieurement le dosage des IL-1ɓ. Un test de viabilit® cellulaire utilisant le XTT a ®t® r®alis® sur le 

tapis cellulaire. 
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2.3.3. Cytotoxicité 

Le XTT, d®riv® du t®trazolium, permet de mesurer lôactivité métabolique de cellules vivantes 

en culture. Le XTT est réduit par les déshydrogénases mitochondriales ou extra-mitochondriales des 

cellules vivantes actives en un compos® orang® hautement soluble dans lôeau. La quantit® de compos® 

réduit formé est proportionnelle à la quantité de cellules actives métaboliquement et quantifiée en 

mesurant l'absorbance à 490 nm avec une contre lecture à 660 nm pour éliminer le bruit de fond. 

Lôappareillage utilis® pour cette mesure est un lecteur de multiplaque (Infinite 200M Pro, Tecan). Le 

pourcentage de viabilité cellulaire est déterminé par rapport au contrôle (milieu de culture) 

représentant 100% de viabilité cellulaire. Les résultats sont exprimés en pourcentage moyen de 

viabilité cellulaire ± erreur standard par rapport à la moyenne. 

 

2.3.4. Dosage des IL-1ɓ 

LôIL-1ɓ est dos®e par m®thode immunoenzymatique en sandwich (kit ELISA, eBioscience). 

Les puits dôune plaque 96 puits sont recouverts dôun anticorps de capture. Apr¯s ajout du surnageant 

de culture cellulaire, lôantig¯ne (IL-1ɓ) va se lier ¨ l'anticorps de capture. Un anticorps de d®tection est 

ajout® et se lie ¨ lôantig¯ne. Un anticorps secondaire lié à une enzyme streptavidine-HRP est ajouté et 

se lie à l'anticorps de détection. Une fois le substrat enzymatique ajouté, celui-ci est converti par 

l'enzyme en une forme colorée quantifiable en mesurant l'absorbance à 450 nm (Infinite 200M Pro, 

Tecan). Le LPS, additionn® ¨ une concentration non cytotoxique induit la production dôIL-1ɓ chez les 

PBMC et les BMDM. La quantit® dôinterleukine est exprim®e en picogramme (pg) par millilitre de 

surnageant cellulaire et en valeur moyenne ± erreur standard par rapport à la moyenne. 

 

2.4. Traitement des données  

Les diff®rentes analyses statistiques des r®sultats ont ®t® effectu®es ¨ lôaide du logiciel 

XLSTAT Base version 2017 (Addinsoft). Une analyse de la variance à un facteur (ANOVA) est 

utilisée pour comparer les moyennes entre plusieurs échantillons. Un test de comparaisons multiples, 

le test de Dunnett, est appliqu® dans le cas dôune comparaison dôun groupe dô®chantillon par rapport ¨ 

un groupe contrôle. Les différences ont été considérées comme significatives pour un risque Ŭ Ò 5%. 
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3. Résultats et discussion 

 

3.1. Activation des neutrophiles du sang humain 

Actuellement dans la litt®rature il nôexiste aucun test simple et rapide permettant la 

d®termination dôune activit® immunomodulatrice ¨ partir dôextraits de cultures de microorganismes. 

En effet, les méthodes existantes sont difficiles à mettre en place dans le cadre dôun screening car elles 

sont basées sur le dosage de molécules immunitaires complexes comme par exemple les interleukines 

et immunoglobulines mais ®galement sur la d®termination dôune prolif®ration, activation et/ou dôune 

différenciation de cellules immunitaires spécifiques telles que les macrophages. Ces essais sont surtout 

réalisés in vitro, à partir de cultures de cellules immunitaires différenciées mais également in vivo en 

r®alisant directement des exp®rimentations chez lôanimal. Il est important de rappeler que d'une part, 

les produits fongiques communément testés comme les extraits de champignon sont préalablement 

purifi®s (ɓ-glucane) et/ou concentrés (extrait méthanolique à partir de carpophores). Ce type de 

méthodologie ne peut évidemment pas °tre appliqu® dans le cas dôun grand nombre dô®chantillons. 

Dôautre part, la concentration ainsi que la purification du produit ferment® ne font pas partie des 

objectifs fixés dans cette étude. 

 

3.1.1. R®ponse des neutrophiles en pr®sence dôextraits bactériens et fongiques concentrés 

Lôexploration de la phagocytose est une technique couramment employ®e pour d®tecter une 

réponse immunitaire. La fonction majeure des phagocytes, dont les neutrophiles sont les plus 

nombreux des leucocytes circulants, est la protection de lôorganisme contre les agents infectieux. Le 

processus de phagocytose suit diff®rentes ®tapes qui sont lôactivation des cellules via la reconnaissance 

des motifs pathog®niques, la motilit®, lôadh®sion aux particules, la d®granulation et la destruction par 

inclusion ¨ lôint®rieur dôune vacuole (phagosome) 
240
. Lôactivation des neutrophiles est d®termin®e par 

le test au nitrobleu de t®trazolium (NBT). Ce test nôa jamais ®t® appliqu® ¨ partir dôextraits provenant 

de cultures FMS mais dôapr¯s la litt®rature,  diff®rentes pr®parations ¨ base de ɓ-glucanes provenant de 

levures et de champignons permettent dôobtenir un effet stimulant sur les cellules apr¯s une 

administration in vitro ou in vivo 
241ï243

.  

Le kit NBT utilisé est un test normalisé destiné à un diagnostic rapide in vitro chez lôhomme. 

Il est fourni avec un extrait bact®rien non viable qui est utilis® en tant quôagent stimulant. Le 

pourcentage de globule blanc activ® est plus ®lev® en cas dôinfection bact®rienne par rapport ¨ la 

valeur moyenne de 10% maximum chez un sujet sain, bien que certains échantillons de sang puissent 

en compter jusquô¨ 17%. Les essais r®alis®s sur sang humain permettent dôobtenir les r®sultats 

attendus en utilisant le stimulant bactérien. Les cellules contenant du formazan devenant très fragiles, 
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un maximum de pr®cautions ont d¾ °tre prises lors de lôhomog®n®isation du sang et de la pr®paration 

des frottis. En effet, pour être considéré comme positif, le neutrophile doit présenter une membrane 

cellulaire visible. Un exemple dôobservation microscopique en appliquant les conditions du kit est 

présenté dans la figure 28. En condition non stimulée, peu de globules blancs présentent des dépôts de 

formazan avec un total de 8 ± 0.5%, tandis quôen condition stimul®e le score sô®l¯ve ¨ 44 ± 2%. La 

coloration de Wright colore les cellules nucléées et les bactéries en bleu (stimulant du kit), les 

neutrophiles sont facilement identifiables car elles contiennent des granules dans le cytoplasme et un 

noyau constitué de plusieurs lobes (2 à 5) contrairement aux lymphocytes et aux monocytes dont les 

noyaux mononucléés apparaissent respectivement de forme arrondie et de fer à cheval occupant la 

quasi-totalit® de la cellule. Les d®p¹ts de formazan apparaissent sous forme dôinclusions 

intracytoplasmiques irrégulières de couleur noire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28. Observation microscopique des frottis sanguins (Test NBT). Seuls les neutrophiles clairement 

identifiés sont comptabilisés dans chacune des deux conditions du test. Conditions non stimulée : sang + NBT ; 

condition stimulée : sang + NBT + stimulant bactérien. 

Sachant que lôanimal cibl® est la volaille, plusieurs essais ont été réalisés sur sang aviaire 

(pigeon et poulet) mais le test nôest malheureusement pas adaptable en raison de la pr®sence 

dô®rythrocytes nucl®®s imposants masquant les globules blancs qui sont plus petits. Les h®t®rophiles, 

lô®quivalent des neutrophiles de mammif¯re, sont difficilement reconnaissables malgr® les 

modifications de colorations réalisées. Aussi, les cellules présentant des dépôts de formazan 

nôapparaissent pas de fa­on assez marquante pour valider les comptages. Compte tenu de ces 

problématiques uniquement le sang humain est utilisé pour appliquer le test NBT. Les mécanismes de 

défense entre le modèle aviaire et le modèle mammifère restent toutefois comparables. Il a été 
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d®montr® que les ɓ-glucanes administr®s ¨ des poulets augmentent significativement lôactivit® des 

hétérophiles avec une augmentation de la phagocytose et une libération accrue de radicaux libres 

dérivés de l'oxygène mesurés par le NBT par rapport aux hétérophiles isolés des animaux ayant 

obtenus une ration contr¹le sans ɓ-glucanes 
177,244

. La pr®sence dôun r®cepteur ®quivalent ¨ Dectin-1 à 

la surface des hétérophiles aviaires a été mis en évidence en utilisant différents glucanes, notamment le 

curdlane (ɓ-glucane bact®rien) et de lôextrait de levure 
245,159

. Bien que le processus de reconnaissance 

des polysaccharides soit similaire à celui des neutrophiles de mammifère, des expérimentations chez 

lôanimal resteront n®cessaires afin de valider lôensemble des r®sultats in vitro obtenus sur sang 

humain.  

Le ɓ-glucane est le polysaccharide le plus abondant de la paroi des champignons, cette 

molécule est notamment capable de se lier directement à de nombreux récepteurs cellulaires, dont ceux 

des neutrophiles, d®clenchant ainsi la cascade de signalisation permettant dôobtenir la r®ponse 

immunitaire. Deux standards internes plus représentatifs des extraits de culture de champignon ont 

ainsi ®t® test®s en pr®sence des cellules. Le premier produit est le zymosane, un ɓ-glucane de levure 

associé à des protéines qui est couramment utilisé expérimentalement pour induire des réactions 

inflammatoires. Cette mol®cule est dôailleurs citée dans le kit NBT comme étant un stimulant du 

système immunitaire et particulièrement des globules blancs de type phagocyte comme les 

neutrophiles. La seconde pr®paration est un concentr® de ɓ-glucanes de levure fourni avec le kit de 

dosage des ɓ-glucanes fongiques Megazyme. Différentes doses de ces produits sont préparées dans de 

lôeau physiologique st®rile avant leur incorporation dans le sang. Les r®sultats pr®sent®s dans la figure 

29 montrent que les deux types de pr®parations sont capables dôactiver les neutrophiles de manière 

dose dépendante comme indiqué dans la littérature 
246

.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29. Effet de la concentration croissante en ɓ-glucanes sur la réduction du NBT par les neutrophiles du 

sang. Les deux produits commerciaux test®s (Megazyme et Sigma) sont des pr®parations ¨ base de ɓ-glucanes de 

S. cerevisiae incorporés dans le sang à des concentrations allant de 0 à 100 µg.mL
-1
. 

 

La réponse au zymosane atteint un seuil vers la concentration maximale de 100 µg.mL
-1
 car le nombre 

de cellules activ®es nôaugmente plus malgr® une quantit® dix fois plus importante de stimulant par 

rapport à la dose inférieure. Ce ph®nom¯ne sugg¯re que les effets immunomodulateurs des ɓ-glucanes 

ne sont pas directement li®s ¨ la dose administr®e et les forts dosages ne permettent pas dôam®liorer les 
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scores et sont en outre susceptibles dôinhiber la r®ponse immunitaire. La présence de fortes 

concentrations a certainement tendance ¨ baisser lôactivation des cellules car les polysaccharides 

entrent notamment en comp®tition pour lôinteraction avec les r®cepteurs membranaires 
241

. Par rapport 

au zymosane, la stimulation obtenue avec le produit de Megazyme est plus faible quelle que soit la 

dose incorporée avec une réponse maximale des neutrophiles pour la concentration la plus importante 

de 100 µg.mL
-1
. La réactivité des leucocytes vis-à-vis de diff®rentes pr®parations ¨ base de ɓ-glucanes 

a été mise en évidence dans plusieurs études chez les neutrophiles et les macrophages 
243,247

. Lôaffinit® 

des ɓ-glucanes pour leurs récepteurs présents à la surface des phagocytes est spécifique et les doses 

administrées ainsi que les différences de structures peuvent affecter les propriétés stimulatrices. Bien 

que le contenu en polysaccharide soit en faveur du produit Megazyme, avec 51.76 Ñ 3.77% de ɓ-

glucanes contre 40.87 ± 1.75% pour le zymosane de chez Sigma (dosage Megazyme), la composition 

globale avec notamment la présence de molécules annexes (protéines, chitines et mannanes) peuvent 

influencer la réponse immunitaire. Selon plusieurs auteurs, celle-ci ne serait donc pas dépendante de la 

quantit® de ɓ-glucanes mais plutôt de la qualité et des caractéristiques physicochimiques des produits 

(pureté, solubilité, poids moléculaire, conformation et degré de ramification) 
248

. Il a été démontré que 

le proc®d® de production et donc les m®thodes dôisolation employ®es ont un impact sur la structure des 

ɓ-glucanes. Par cons®quent, lôactivit® biologique de divers produits ¨ base de ɓ-glucanes provenant 

dôune m°me source peut °tre significativement diff®rente 
249

. 

 

3.1.2. Réponse des neutrophiles en pr®sence des extraits de cultures FMS de lôensemble des souches 

du crible 

Les microorganismes restants ¨ lôissue du chapitre II sont utilis®s dans la suite de cette ®tude. 

Les quatorze souches de champignons inférieurs présélectionnés étant, Aspergillus niger (n° 1), 

Aspergillus sp. (n° 2 à 7), Aspergillus oryzae (n° 8), Aspergillus sojae (n° 9), Rhizopus oryzae (n° 10), 

Rhizopus oligosporus (n° 11), Penicillium brasilianum (n° 12), Trichoderma harzianum (n° 28) et 

Rhizopus sp. (n° 42). Il reste également quatre souches de champignons supérieurs à savoir, Morchella 

hortensis (n° 19), Agaricus bisporus (n° 27) et Trametes versicolor (n° 21 et 41). Afin de disposer 

dôun maximum de biomasse et donc potentiellement de mol®cules immunomodulatrices, le choix des 

moments de pr®l¯vement des ®chantillons pour lôanalyse est ®tabli en prenant en compte lô®volution du 

pourcentage de CO2 et lôaspect des cultures FMS. Le -̡glucane étant un des composants majeurs des 

parois fongiques, sa production est donc étroitement liée à la croissance des microorganismes. Les 

jours de prélèvement ont été choisis selon plusieurs critères importants. Le substrat doit être 

entièrement colonisé par le mycélium et la sporulation doit être très faible ou encore absente. Au 

moment du prélèvement la quantité de biomasse est quasi maximale puisque les pics de CO2 sont 

passés pour la plupart des microorganismes (Figure 30). Concernant les inférieurs, uniquement les 

cultures avec les souches n° 1 à 7 ont été prélevées dès le second jour de culture car la sporulation est 
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trop importante le jour suivant. Toutes les autres sont sacrifiées au bout du troisième jour sauf R. 

oligosporus (n° 11) qui est la seule souche de cette catégorie à avoir été prélevée le quatrième jour de 

culture car son développement est le plus lent avec une sporulation très limitée. Pour les quatre 

champignons supérieurs les prélèvements sont effectués le cinquième jour de culture puisque la 

croissance est décalée dans le temps. 

 

 

 

 

 

Figure 30. Evolution du pourcentage de CO2 au cours du temps des cultures FMS sur tourteau lot 2. 

 

Les extraits des cultures sur tourteau de colza de lôensemble des souches sont utilis®s dans le 

test NBT pour la d®termination dôune activit® immunomodulatrice chez le neutrophile du sang. 

Dôapr¯s la figure 31 présentant les résultats du test NBT pour les champignons inférieurs, le tourteau 

seul permet dôobtenir une r®ponse similaire par rapport ¨ la condition non stimul®e (sang seul). Le 

substrat solide nôa donc aucun effet sur les neutrophiles. Parmi les extraits provenant des cultures 

FMS, uniquement ceux des souches Aspergillus oryzae (n° 8) et Aspergillus sojae (n° 9) provoquent 

une réponse significative des neutrophiles sanguins par rapport aux autres échantillons de culture avec 

un doublement du nombre de cellules activées. Les pourcentages restent toutefois inférieurs à la 

réponse obtenue par le témoin positif du test, c'est-à-dire le stimulant bactérien non viable.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31. Pourcentage de neutrophiles activés (présentant des dépôts de formazan) dans le sang en présence 

dôextraits de culture FMS avec les champignons inf®rieurs. NS : condition non stimulée (sang seul) ; S : 

condition stimulée (extrait bactérien du kit) ; T : extrait de tourteau de colza seul ; Numéro de souches (barres 

bleus) : extraits de culture FMS correspondant aux 14 champignons inférieurs. * P < 0.0001 (ANOVA à un 

facteur). 

 

Il est important de  noter que le traitement thermique des échantillons (séchage à 105°C) ne 

d®naturerait par les ɓ-glucanes fongiques. La molécule est cependant affectée généralement à plus 

*   

                  *   

    *   
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haute température (>130°C) et dans certaines conditions en présence de solvant (DMSO) et en utilisant 

des m®thodes dôhydrolyses acides et enzymatiques 
250,251

.  

En ce qui concerne les champignons supérieurs (Figure 32), le pourcentage de neutrophiles 

activ®s est ®quivalent au tourteau seul dont la r®ponse est dôailleurs sup®rieure au sang seul. La souche 

T. versicolor ATCC (n° 41) est la seule qui est statistiquement différente des autres souches. La 

prudence sôimpose toutefois pour lôinterpr®tation des donn®es car ces deux s®ries dôessais ont ®t® 

réalisées avec des échantillons de sang distincts. Bien que le niveau basal soit dans la plage normale 

chez les deux sujets (< 10%), les réponses ne sont pas les mêmes pour le témoin positif ainsi que pour 

le tourteau seul avec une sensibilité des neutrophiles manifestement accrue pour ces deux extraits 

utilisés avec le second échantillon de sang. Ces différences reflètent donc une certaine variabilité de la 

r®ponse immunitaire propre ¨ chaque individu quôil est n®cessaire de prendre en compte.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Pourcentage de neutrophiles activés (présentant des dépôts de formazan) dans le sang en présence 

dôextraits de culture FMS avec les champignons sup®rieurs. NS : condition non stimulée (sang seul) ; S : 

condition stimulée (extrait bactérien du kit) ; T : extrait de tourteau de colza seul ; Numéro de souches (barres 

bleus) : extraits de culture FMS correspondant aux quatre champignons supérieurs. ** P < 0.0001, * P < 0.007 

(ANOVA à un facteur). 

 

 Dôapr¯s la litt®rature, les pr®parations provenant de ces souches de champignons supérieurs 

présentent des effets immunomodulateurs bien connus mais ceux-ci nôont jamais ®t® d®termin®s ¨ 

partir dôextraits bruts de culture FMS. La concentration en mol®cules bioactives ne serait peut-être pas 

assez importante pour stimuler les globules blancs sanguins contrairement aux préparations 

commerciales concentr®es tel que le zymosane test® pr®c®demment. Le contenu en ɓ-glucane nôest 

effectivement pas détectable dans les cultures FMS avec la méthode utilisée quelle que soit la souche 

considérée. Les pourcentages sont très proches de celui du tourteau de colza seul (3.98 ± 0.16%) 

repr®sentant lôinterf®rence li®e ¨ la m®thode de dosage utilis®e provoquant une hydrolyse partielle de 

la cellulose. Ainsi, le dosage des ɓ-glucanes nôest pas pertinent pour suivre lô®volution de la biomasse 

sur tourteau de colza. Dôapr¯s les travaux publi®s ¨ ce jour, les substances bioactives, essentiellement 

des ɓ-glucanes, sont majoritairement isol®es et subissent une s®rie dô®tapes dôextraction et de 

concentration avant leur utilisation dans des essais in vitro et in vivo pour la détermination de leurs 

propriétés sur le système immunitaire. Par conséquent, les champignons supérieurs ne peuvent pas être 

®limin®s ¨ ce stade de lô®tude. Quant aux champignons inférieurs, les souches retenues sont 
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Aspergillus oryzae (n° 8) et Aspergillus sojae (n °9) en raison des résultats encourageants obtenus 

suite au test NBT. Malgré une réponse négative, Rhizopus oryzae (n° 10) et Rhizopus oligosporus (n° 

11) sont également conservées car contrairement aux autres souches alimentaires restantes, 

lôint®gralit® de leur biomasse, pr®sente sous forme de myc®lium dans des produits ferment®s, est 

couramment consomm®e par lôhomme. Il a ainsi ®t® d®cid® dô®liminer les autres microorganismes à 

savoir Trichoderma harzianum et Penicillium brasilianum qui sont connus surtout pour la production 

dôenzymes tandis que ceux isol®s du sol (A. niger, Aspergillus sp. et Rhizopus sp.) peuvent présenter 

un risque pour la santé humaine ou animale car elles sont susceptibles de produire des mycotoxines.  

 

3.1.3. Comparaison des niveaux dôactivation des neutrophiles avec les extraits de myc®lium et de  

culture en milieu solide 

Afin dôobtenir des ®chantillons davantage concentr®s en ɓ-glucane, le test NBT est dôabord 

appliqué en utilisant la biomasse brute des microorganismes sous forme de mycélium obtenu à partir 

de cultures en milieu liquide (Figure 32). Un dosage des ɓ-glucanes permet en parall¯le dô®valuer la 

quantité de ce composé bioactif dans du mycélium seul puisque celui-ci est indétectable en utilisant les 

échantillons de culture FMS (Figure 33). Comme constaté dans le paragraphe précédent, les 

pourcentages de neutrophiles activés concernant les standards internes ne sont pas les mêmes pour les 

deux échantillons de sang utilisés. La tendance est cependant similaire, avec une réponse plus forte 

pour le stimulant bact®rien par rapport au concentr® de ɓ-glucane de levure et des niveaux 

relativement bas pour le sang seul et le tourteau de colza.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Pourcentage de neutrophiles activés (présentant des dépôts de formazan) dans deux échantillons de 

sang provenant de donneurs distincts en pr®sence dôextraits de myc®lium. NS : condition non stimulée (sang 

seul) ; S : condition stimulée (extrait bactérien du kit) ; ɓ-Glucane : ɓ glucane de levure Megazyme ¨ 10 Õg.mL
-1
. 

** P < 0.0001, * P < 0.05 par rapport au groupe contrôle représenté par le tourteau de colza seul (ANOVA, test 

de Dunnett). 

 



Chapitre III  
 

109 
 

En prenant en compte les différences significatives obtenues sur les deux panels de sang, les 

souches permettant dôobtenir les stimulations les plus importantes sont les deux Aspergillus ainsi que 

T. versicolor ATCC et A. bisporus. Ces nouveaux résultats, à partir de la biomasse brute concentrée, 

confirment le potentiel immunostimulant de certaines souches et notamment les champignons 

sup®rieurs. Le contenu en ɓ-glucane du mycélium est extrêmement variable avec des niveaux allant de 

2.5 à 25.1% selon les souches. Ces valeurs sont coh®rentes par rapport ¨ celles obtenues dans dôautres 

études utilisant le même kit de dosage avec différents champignons supérieurs (4.7 ï 46.2%) 
252

 et 

moisissures (0.9 ï 23.8%) 
170

. Le tourteau seul est testé en assemblage avec le témoin du kit pour 

®valuer lôimportance des interf®rences li®es ¨ la pr®sence de cellulose. Lô®chantillon test® repr®sente 

en quelque sorte la d®gradation dôune partie de la cellulose par le microorganisme et la production de 

ɓ-glucanes avec le développement de la biomasse fongique. Le résultat obtenu par le dosage (28%) est 

similaire au calcul théorique en prenant en compte les valeurs respectives des échantillons non 

assembl®s. La quantit® de ɓ-glucanes additionnée au tourteau est détectable avec une interférence liée 

à la présence de cellulose restée stable, la méthode est donc tout à fait applicable aux cultures, à 

condition toutefois que la quantité de glucanes (et donc de biomasse fongique) soit suffisamment 

élevée. Une partie de la cellulose peut être métabolisée par le microorganisme au cours du temps donc 

la valeur de lôinterf®rence peut sensiblement diminuer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33. Pourcentage de ɓ-glucanes dans les ®chantillons de myc®lium. ɓ-Glucane : témoin du dosage 

Megazyme ; ɓ-Glu 50% + T 50% : assemblage du tourteau avec le témoin du kit en réduisant leurs quantités 

respectives à 50%. Les pourcentages sont exprimés par rapport à la masse sèche. 

 

Les pourcentages de ɓ-glucanes les plus élevés ont été obtenus avec les quatre champignons supérieurs 

et les Aspergillus. La réponse immunitaire, mesurée par le test NBT, peut donc être corrélée à la 

quantit® de ɓ-glucanes présente dans la biomasse mycélienne des microorganismes étudiés. Comme 

®voqu® pr®c®demment le type de ɓ-glucane et/ou de molécules bioactives associés ont également leur 

importance. Des diff®rences dôaffinit® et dôaccessibilit® des mol®cules peuvent ®galement expliquer 

ces résultats. En effet, la stimulation des neutrophiles est relativement plus faible pour M. hortensis par 

rapport aux autres souches de sa cat®gorie. Malgr® un contenu en ɓ-glucane six fois plus important que 

R. oligosporus, le pourcentage dôactivation est relativement faible voire nul pour ces deux souches. 
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Parmi les autres composés de paroi dont les activités biologiques ont été démontrés figurent 

notamment les mannanes ainsi que les associations protéines-mannanes 
253

. Ces composés sont 

pr®sents dans leur int®gralit® puisquôaucune extraction nôa ®t® r®alisée. Finalement, la souche R. 

oligosporus est ®limin®e ¨ ce stade de lô®tude en raison des r®ponses n®gatives obtenues au test NBT 

et dôun contenu en ɓ-glucane très faible (2.5%) par rapport à toutes les autres souches. Sa croissance 

est également la plus lente quel que soit le milieu de culture utilisé (liquide ou solide sur tourteau de 

colza). 

 

Concernant, les cultures en milieu solide, les essais ont été répétés sur un même échantillon de 

sang (Figure 34). Des réponses significatives ont été obtenues pour quatre souches par rapport au 

tourteau de colza seul. Les scores sont néanmoins plus bas par rapport au mycélium brut dont les 

réponses ont été déterminées sur le même sang (Figure 32, sang 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 34. Pourcentage de neutrophiles activ®s (pr®sentant des d®p¹ts de formazan) en pr®sence dôextraits de 

culture FMS des souches sélectionnées. NS : condition non stimulés (sang seul) ; S : condition stimulés (extrait 

bactérien du kit) ; ɓ-Glucane : ɓ glucane de levure Megazyme à 10 µg.mL
-1
. ** P < 0.0001 par rapport au groupe 

contrôle représenté par le tourteau de colza seul (ANOVA, test de Dunnett). 

 

Les quantit®s de ɓ-glucanes sont toujours ind®tectables, ce qui confirme lôhypoth¯se dôune 

concentration trop faible en molécules bioactives pour les cultures sur tourteau dans les conditions de 

lôessai effectu®. A ce sujet, Castro et al. ont reli® la diff®rence dôactivit® du m®tabolisme oxydatif des 

phagocytes ¨ la concentration en ɓ-glucanes 
241

. Les données suggèrent aussi que les effets sur le 

système immunitaire à différentes doses sont variables en raison de leurs caractéristiques physico-

chimiques propres et de leur affinité vis-à-vis des récepteurs membranaires des cellules immunitaires. 

Le m®canisme dôaction des ɓ-glucanes concernant lôinduction des activit®s immunomodulatrices nôa 

pas encore été totalement élucidé à ce jour  
162

. Par ailleurs, les extraits utilisés dans cette étude 

peuvent contenir dôautres substances bioactives comme des polysaccharides, prot®ines, triterp¯nes, 

lipides et phénols. Ces composés ayant des propriétés pharmacologiques établies ont été identifiés 

dans le mycélium et le carpophore des champignons médicinaux 
16

. Contrairement au mycélium seul, 

la biomasse est considérablement diluée dans la culture FMS et celle-ci ne peut pas en être séparée 

puisque les hyphes fongiques sont fermement li®s aux particules solides. En plus dôune quantit® plus 
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limit®e, lôaccessibilit® des mol®cules bioactive nôest sans doute pas la m°me pour les cellules 

immunitaires en raison de cette adhésion entre le mycélium et les particules du tourteau de colza. 

Suivant la variabilit® de lô®chantillon de sang et donc la sensibilit® des neutrophiles, les r®ponses sont 

plus ou moins marquées vis-à-vis dôun m°me produit ce qui pose probl¯me pour le choix dôun 

microorganisme, particulièrement dans le cas des extraits de culture FMS. Néanmoins, en prenant en 

compte lôensemble des r®sultats effectu®s jusquô¨ pr®sent avec le test NBT deux souches sont 

particuli¯rement bien class®es, il sôagit de T. versicolor ATCC et A. sojae. Avec respectivement 25 et 

21% de ɓ-glucanes dans leur biomasse, elles font partie des meilleures souches dôapr¯s la r®ponse 

immunitaire sur le neutrophile du sang humain. Pour le choix définitif de la souche, le potentiel 

immunostimulant des deux microorganismes sélectionnés doit être préalablement confirmé avec un 

test plus fiable par rapport au test NBT dont les résultats restent plus ou moins dépendants de 

lô®chantillon de sang consid®r®. 

 

3.2. Effet des produits ferment®s sur la production dôIL-1ɓ par les cellules mononucl®®es humaines du 

sang périphérique (PBMC) et les macrophages dérivés de moelle osseuse de souris (BMDM) stimulés 

par une endotoxine 

Les essais in vitro impliquant la culture de cellules immunitaires sont les plus utilisés pour 

évaluer le potentiel immunomodulateur dôun compos® donn®. Cette approche est notamment utilis®e 

dans le but dôexaminer la capacit® des substances bioactives ¨ influencer des fonctions immunitaires 

sp®cifiques comme lôactivation dô®l®ments particuliers du syst¯me immunitaire (type cellulaire, voie 

de signalisation, etc.) entraînant la production de cytokines. Les modèles cellulaires PBMC 

(représentatif des cellules circulantes du sang) et BMDM (représentatif des tissus) peuvent être utilisés 

dans le cas dôune stimulation par des compos®s fongiques puisque ¨ lôinstar du neutrophile, les 

monocytes et les macrophages sont capables de sôactiver directement en pr®sence des ɓ-glucanes 
160

.  

Lôinflammation est une des premi¯res r®ponses du syst¯me immunitaire contre un agent 

pathog¯ne qui peut °tre dôordre physique (traumatisme et substances ®trang¯res inertes), chimique 

(substances toxiques) et biologique (infection par un organisme vivant). Lôexposition des cellules 

immunitaires à un agent stimulant, comme le LPS, entraîne la sécrétion de plusieurs cytokines pro-

inflammatoires dont lôinterleukine IL-1ɓ 
254

. Cette dernière a été sélectionnée en raison de ses effets 

multiples exercés sur une grande variété de types cellulaires. Elle joue également un rôle clé dans les 

processus inflammatoires en activant les leucocytes et en r®gulant la synth¯se dôautres m®diateurs de 

la réponse immunitaire 
255

. La stimulation des globules blancs par le LPS, mimant la réponse 

inflammatoire in vitro, est une technique généralement utilisée pour évaluer les propriétés 

immunomodulatrices de divers composés, dont les extraits de champignons 
254

. La détermination des 

niveaux dôIL-1ɓ permet ainsi dô®tudier la modulation de lôactivit® inflammatoire en présence des 
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différents composés testés à condition que ceux-ci soient utilisés à des concentrations non 

cytotoxiques.  

Les IL-1ɓ aviaires ont le m°me r¹le que ceux des mammif¯res concernant la m®diation de la 

r®ponse inflammatoire. Lôimpact des ɓ-glucanes sur la production dôIL-1ɓ a été étudié essentiellement 

chez les mammifères mais quelques essais ont également été effectués chez la volaille. Des 

expérimentations menées in vivo sur poulet et in vitro sur les macrophages aviaires ont notamment mis 

en évidence une ®l®vation des niveaux dôIL-1ɓ apr¯s lôexposition aux polysaccharides fongiques. Des 

r®sultats similaires ont dôailleurs ®t® obtenus apr¯s lôinjection de lentinane chez la souris 
180,235

.  

 

3.2.1. Activités immunomodulatrices obtenues avec le modèle PBMC 

La premi¯re approche a ®t® de v®rifier la pr®sence dôune activit® pharmacologique dans la 

fraction essentiellement soluble des produits testés sans cytotoxicité en utilisant un des modèles les 

plus approprié, à savoir les cellules mononucléées humaines du sang périphérique (PBMC). Afin de 

dôanalyser les profils de s®cr®tion de lôinterleukine pro-inflammatoire IL-1ɓ, les cellules ont ®t® 

incubées avec différentes concentrations des produits à tester. Les profils de cytotoxicité ont 

également été mis en évidence en parallèle en utilisant le test XTT.  

Les résultats concernant la viabilité cellulaire présentés dans la figure 35A montrent quôapr¯s 

17h30 dôincubation, le LPS seul, utilis® ¨ la concentration de 10 ng.mL
-1
 nôinduit aucune cytotoxicit® 

en comparaison au contr¹le (milieu de culture). De m°me, lôajout des deux anti-inflammatoires ZVAD 

et PRED ne modifie pas statistiquement la viabilité des PBMC. Les différents produits testés à des 

concentrations allant de 0 à 1 mg.mL
-1
, ne présentent aucune cytotoxicité majeure (Figure 35B et C). 

Lôextrait de culture FMS dôA. sojae induit une cytotoxicit® dôenviron 40% d¯s la plus faible 

concentration testée (0.125 mg.mL
-1
). Il est toutefois not® que cette cytotoxicit® nôaugmente pas avec 

la concentration, par conséquent une interaction avec le test XTT peut être envisagée. Certains 

échantillons induisent une légère prolifération cellulaire mais celle-ci nôest pas significative et 

nôaugmente pas avec la dose incorpor®e. Une stimulation de la prolif®ration cellulaire a ®té mise en 

évidence avec le test XTT par Chan et al. avec des extraits de G. lucidum, mais la durée de contact 

avec les PBMC est prolongée à 48 et 72h pour obtenir des résultats significatifs. Une cytotoxicité a 

toutefois été rapportée dans cette même étude pour un des échantillons incorporé à la concentration 

maximale de 1 mg.mL
-1
 
256

.  
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Figure 35. Pourcentage de viabilité cellulaire des PBMC en présence des différents composés testés par rapport 

au contrôle milieu de culture. A : Viabilité dans le milieu de culture seul, en présence de LPS à 10 ng.mL
-1
 et en 

présence de LPS 10 ng.mL
-1
 additionné des deux références internes anti-inflammatoires (ZVAD à 5µM et 

PRED à 100µM). B : Viabilité en présence de LPS à 10 ng.mL
-1
 additionné des différents témoins (tourteau seul, 

ɓ-Glucane Megazyme, ImmunoWall et MacroGard) incorporés dans le milieu cellulaire à différentes 

concentrations (0, 0.007, 0.015, 0.0312, 0.0625, 0.125 et 0.25 mg.mL
-1
). C : Viabilité en présence de LPS à 10 

ng.mL
-1
 additionn® des diff®rents extraits de myc®lium et de cultures FMS dôA. sojae et T. versicolor incorporés 

dans le milieu cellulaire à différentes concentrations (0, 0.125, 0.25, 0.5 et 1 mg.mL
-1
). * P < 0.0001 par rapport 

au groupe contrôle représenté par le milieu de culture seul (ANOVA, test de Dunnett). 

 

Dôapr¯s les r®sultats pr®sent®s dans la figure 36A, au bout de 17h30 dôincubation, la 

stimulation par le LPS, utilisé à la concentration de 10 ng.mL
-1
, a induit une production dôIL-1ɓ par les 

PBMC (928 ± 70 pg.mL
-1
) en comparaison au niveau basal en présence du contrôle représenté par le 

milieu de culture (13 ± 3 pg.mL
-1
). Toujours en présence de LPS, ZVAD et PRED induisent une 

diminution significative de 42% et 32%, respectivement, de la production dôIL-1ɓ par les PBMC 

stimulées validant le test. Ces deux anti-inflammatoires sont particulièrement efficaces pour inhiber la 

production des cytokines pro-inflammatoires. Le ZVAD est un composé méthylkétone de synthèse qui 

bloque le site catalytique dôune prot®ase ¨ cyst®ine (caspase) participant ¨ la maturation des IL-1ɓ 

inhibant de ce fait lôactivit® de lôinflammasome NLRP3, un complexe multi prot®ique qui participe ¨ 

la r®ponse immunitaire inn®e et qui contr¹le lôactivit® des caspases 
257

. Le prédnisolone (PRED) est un 

corticostéroïde de synthèse qui empêche la transcription du gène responsable de la synthèse des IL-1ɓ 

en interagissant avec les récepteurs nucléaires aux stéroïdes 
258

. Parmi les quatres témoins  testés, 

uniquement le produit immunoWall a un effet sur les PBMC stimulées en augmentant 

significativement la production dôIL-1ɓ, jusquô¨ cinq fois plus par rapport au LPS, et de mani¯re dose 

B 

A 

C 
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dépendante (Figure 36B). Les autres produits testés, dont le tourteau de colza, ne modifient pas de 

mani¯re notable la production dôIL-1ɓ par les PBMC stimulées. Les produits commerciaux à base de 

ɓ-glucane de S. cerevisiae nôont pas la m°me composition, ImmunoWall est dôailleurs celui dont le 

contenu en ɓ-glucane est le plus faible (Tableau 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F igure 36. Concentration dôIL-1ɓ s®cr®t®e par les PBMC en pr®sence des diff®rents compos®s test®s. A : 

Quantit® dôIL-1ɓ dans le milieu de culture seul, en pr®sence de LPS ¨ 10 ng.mL
-1
 et en présence de LPS à 10 

ng.mL
-1
 additionné des deux références internes anti-inflammatoires (ZVAD à 5µM et PRED à 100µM). B : 

Quantit® dôIL-1ɓ en pr®sence de LPS ¨ 10 ng.mL
-1
 additionné des différents témoins (tourteau seul, ɓ-Glucane 

Megazyme, ImmunoWall et MacroGard) incorporés dans le milieu cellulaire à différentes concentrations (0, 

0.007, 0.015, 0.0312, 0.0625, 0.125 et 0.25 mg.mL
-1
). C : Quantit® dôIL-1ɓ en pr®sence de LPS ¨ 10 ng.mL

-1
 

additionn® des diff®rents extraits de myc®lium et de cultures FMS dôA. sojae et T. versicolor incorporés dans le 

milieu cellulaire à différentes concentrations (0, 0.125, 0.25, 0.5 et 1 mg.mL
-1
). *** P < 0.0001, ** P < 0.001, * 

P < 0.005 par rapport au groupe contrôle représenté par le LPS (ANOVA, test de Dunnett). 
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Ces diff®rentes pr®parations nôont manifestement pas la m°me aptitude à moduler la 

production dôIL-1ɓ par les PBMC et lôabsence dôinformation concernant leur composition d®taill®e ne 

permet pas de conclure sur les effets observés sachant que ceux-ci ne seraient pas uniquement liés à la 

concentration en ɓ-glucane. Dôapr¯s la notice du fournisseur, ImmunoWall est un prébiotique riche en 

ɓ-glucane, mannane-oligosaccharides et en prot®ines qui stimule lôactivit® des macrophages et 

pr®vient la colonisation de lôintestin par des pathog¯nes en renforcant lôaction de bact®ries b®n®fiques 

comme les lactobacilles. Il permet dôaugmenter lôefficacit® nutritionnelle ainsi que la vitesse de 

croissance et r®duit la mortalit® chez la volaille. MacroGard sôaffiche quant ¨ lui plut¹t comme un 

additif dont la pureté ainsi que la préservation des mol®cules de ɓ-glucane est particulièrement 

importante et dont lôaction principale est lôactivation des phagocytes. La documentation scientifique 

est conséquente pour ce dernier concernant la démonstration de la capacité à promouvoir la résistance, 

la sant® et les performances des animaux dô®levage avec notamment quelques ®tudes r®alis®es in vitro 

sur monocytes et macrophages démontrant une augmentation des cytokines pro-inflammatoires et 

notamment lôIL-1ɓ apr¯s 24h de contact 
259
. Ces r®sultats ont cependant ®t® obtenus en absence dôun 

stimulant inflammatoire comme le LPS. Des réponses extrêmement variables ont été rapportées in 

vitro en utilisant les ɓ-glucanes seuls ou en combinaison avec le LPS. Selon la cytokine considérée, il 

nôy pas dôimpact ou une amplification plus ou moins importante de la production dôinterleukine 

occasionnée par le LPS. Ces résultats dépendent de la dose incorporée seule ou en combinaison avec 

un stimulant. Les interactions ne sont donc pas les mêmes suivant les conditions des essais et les 

m®canismes impliqu®s ne sont pas clairement ®lucid®s ¨ lôheure actuelle. La plupart des essais men®s 

in vivo sugg¯rent en revanche quôun traitement avec les ɓ-glucanes fongiques réduit la production de 

cytokines pro-inflammatoires dans des conditions inflammatoires comme suivant une stimulation par 

le LPS 
260

. Aussi, les ɓ-glucanes de levure bien que présentant la même structure basique, sont 

présentés sous différentes formes, plus ou moins purifiés et solubles avec des poids moléculaires 

variables ce qui peut également expliquer les résultats obtenus. La contamination potentielle par une 

endotoxine (effet costimulant) nôest pas n®gligeable m°me si lôabsence de contaminant a ®t® 

systématiquement vérifiée, lôutilisation dôun autre mod¯le cellulaire pourra confirmer ou non cette 

hypothèse. 

 Lorsque lôon consid¯re les extraits de myc®lium brut et de culture FMS des deux souches 

étudiées, ceux-ci sont capables de diminuer de fa­on importante la production dôIL-1ɓ par les PBMC 

stimulées et de manière dose-dépendante (Figure 36C). Une réduction de plus de 90% est observée 

avec les plus fortes concentrations testées ce qui est supérieur aux deux références anti-

inflammatoires. Le mycélium semble plus efficace par rapport aux extraits de culture FMS respectifs 

des microorganismes certainement en raison dôune concentration plus ®lev®e en biomasse et donc en 

mol®cules bioactives comme les ɓ-glucanes qui ne sont pas détectables avec la méthode employée 

dans les cultures sur tourteau (Tableau 16).  
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Tableau 16. Pourcentage de ɓ-glucane dans les témoins, le mycélium (culture en milieu liquide) et les cultures 

sur tourteau de colza (culture en milieu solide) 
 

Echantillons Contenu en ɓ-glucane (%) 

Témoins 

Tourteau de colza ND 

ɓ-Glucane Megazyme 53.2 ± 0.9 

ImmunoWall 21.2 ± 0.7 

MacroGard 39.5 ± 1.1 

Microorganismes 

cultivés 

Myc®lium dôAspergillus sojae 20.7 ± 0.8 

Culture FMS dôAspergillus sojae ND 

Mycélium de Trametes versicolor 25.1 ± 1.7 

Culture FMS de Trametes versicolor ND 

                    ND : non détectable 

 

 

Lôimplication des ɓ-glucanes dans cette réponse immunitaire reste incertaine puisque les 

®chantillons de culture r®v¯lent une aptitude semblable ¨ inhiber la s®cr®tion de lôIL-1ɓ. Les r®sultats 

obtenus pour ces échantillons coïncident toutefois avec plusieurs études par rapport à une réponse de 

type anti-inflammatoire. Le ph®nom¯ne dôinhibition de la quantit® de cytokines a ®t® mis en ®vidence 

par plusieurs auteurs en utilisant des compos®s ¨ base de ɓ-glucanes fongiques sur le même modèle 

cellulaire, à savoir les PBMC. Selon Poutsiaka et al., les ɓ-glucanes peuvent induire une production 

importante dôIL-1Ra, un antagoniste naturel au récepteur de l'IL-1ɓ, sans d®clencher la s®cr®tion de 

lôIL-1ɓ. La production de lôinhibiteur a uniquement ®t® observ®e en pr®sence de LPS évoquant une 

intéraction combinée à la surface des récepteurs cellulaires avec différents ligands pour déclencher la 

transduction de ce signal 
261
. Les ɓ-glucanes semblent capables de modifier la réponse à une 

stimulation pro-inflammatoire même en cas de sepsis. Des études cliniques ainsi que de nombreux 

essais chez les animaux démontrent le rôle protecteur des polysaccharides fongiques dans certaines 

conditions comme dans le cas dôune l®sion ou dôune infection polymicrobienne chez le mod¯le murin. 

Le processus responsable des ces effets positifs nôest que partiellement r®solu mais les essais in vitro 

tendent à confirmer le potentiel anti-inflammatoire des polysaccharides fongiques avec une diminution 

du ratio IL-1ɓ/IL-1Ra via lôanalyse des facteur de transcription NF-əB et de leur liaison sur les 

différents promotteurs des cytokines. Il a été démontré que cette induction est différente suivant 

lôaddition de LPS ou dôune autre toxine bact®rienne (TSST-1) 
262

. Les profils en cytokines sécrétées 

seraient ainsi diff®rents suivant le type de stimulation. Par rapport ¨ la production dôIL-1ɓ, les r®sultats 

issus de la littérature sur les cellules non stimulées sont contradictoires. Un extrait soluble provenant 

du mycélium de L. lepideus augmente consid®rablement les niveaux dôIL-1ɓ chez les PBMC tandis 

que les autres cytokines ne sont pas affectées. Des résultats similaires ont également été obtenus sur 

PBMC et monocyte humain avec un extrait de polysaccharides isolé du carpophore de G. sinense et 

une pr®paration ¨ base de ɓ-glucane purifié de S. cerevisiae 
263,264

. Par opposition, dôautres auteurs 

montrent que la stimulation des cellules seules nôinduit pas forc®ment de r®ponse pro-inflammatoire 

avec des niveaux inchangés en IL-1ɓ 
261,265

. Ces données supplémentaires signifient que la réponse 
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obtenue, en plus dô°tre d®pendante de la pr®sence de facteurs stimulants, est ®galement tributaire des 

composants impliqués avec une possible combinaison de différents ligands agissant spécifiquement 

sur le profil des cytokines. Par cons®quent, la reconnaissance des pr®parations ¨ base de ɓ-glucanes 

peut donner lieu à des effets pro- ou anti-inflammatoires suivant les conditions testées et le type de 

molécules impliquées 
233,265

. Il faut °tre tr¯s prudent dans lôinterpr®tation de ces effets surtout en 

considérant les modèles in vitro. En effet, des analyses complémentaires sont nécessaires avec entre 

autres lôutilisation de mod¯les in vivo pour caract®riser le type dôactivit® immunomodulatrice 

provoqué par un produit donné et établir une corrélation avec les essais in vitro. Lôutilisation de 

plusieurs genres cellulaires permet notamment dô°tre plus proche dôune r®alit® clinique. Dans tous les 

cas, la validation de lôefficacit® sur le syst¯me immunitaire doit °tre effectu®e ¨ lô®chelle de 

lôorganisme vivant 
16

. 

 

 

 

Les tests réalisés sur les leucocytes circulants du sang confirment les potentiels 

immunomodulateurs de certains produits, notamment le mycélium et les cultures FMS des souches A. 

sojae et T. versicolor, par la modification de la production de lôinterleukine pro-inflammatoire IL-1ɓ. 

Malgré des résultats prometteurs, T. versicolor est ®limin® ¨ ce stade de lô®tude en raison de brevets 

déjà existants concernant ses propriétés immunomodulatrices (choix stratégique du groupe industriel). 

Le modèle PBMC, communément utilisé en recherche pour la démonstration des effets 

immunomodulateurs de nombreux compos®s (hydrophiles et hydrophobes), nôest cependant pas adapt® 

¨ la pr®sence de particules insolubles concentr®es du fait dôune induction importante de cytotoxicit® en 

utilisant les produits complets. Uniquement la fraction soluble contenant également de fines particules 

a pu °tre mise en contact avec les PBMC en raison du risque dôendommager les cellules. Par 

cons®quent, la concentration en mol®cules bioactives de lôextrait incorpor® avec les cellules est sans 

doute réduite. Il est également important de rappeler quôil nôexiste pas de test pr®®tabli en 

immunologie et que chaque modèle cellulaire a sa propre spécificité et limite vis-à-vis des conditions 

testées.  

Comme les additifs ¨ base de ɓ-glucane sont utilisés dans leur intégralité en alimentation 

animale, le choix dôun autre mod¯le de type macrophage semble plus adapt® pour tester les 

préparations contenant des particules. Ainsi, le macrophage dérivé de la moelle osseuse de souris 

(BMDM) a ®t® propos® ¨ ce stade de lô®tude afin de tester la totalit® des produits. Ce mod¯le est 

particulièrement intéressant car il représente également la première cible cellulaire du système 

immunitaire lors dôune ingestion de ɓ-glucanes puisquôil est localis® le long du tractus digestif. Le 

macrophage est également capable de phagocyter les particules mais contrairement aux neutrophiles et 

aux monocytes sanguins il réside uniquement dans les tissus.  
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3.2.2. Activités immunomodulatrices obtenues avec le modèle BMDM 

Les macrophages constituent la premi¯re ligne de d®fense de lôorganisme et jouent un r¹le 

important (cellules « sentinelles ») dans le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative. 

Dôapr¯s des ®tudes in vivo, les ɓ-glucanes ingérés sont rapidement capturés par les macrophages au 

niveau de lôintestin qui s®cr¯tent ensuite des m®diateurs de lôinflammation comme les cytokines tout 

en relarguant des petits fragments qui activent les leucocytes circulants. Cette cascade de signalisation 

est donc ¨ lôorigine de la r®ponse immunitaire 
160
. Lôeffet de plusieurs produits test®s ¨ différentes 

concentrations est ®valu® sur la toxicit® et la modulation de la production dôIL-1ɓ par les macrophages 

dérivés de moelle osseuse de souris stimulés par une endotoxine (LPS). Ces essais permettent de 

comparer et de confirmer les activités immunomodulatrices observées sur les PBMC. Contrairement à 

ces derni¯res, la pr®sence dôune activit® pharmacologique est cette fois-ci examinée à partir du produit 

complet, en présence de particules. 

Dôapr¯s la figure 37A, le LPS est utilisé à une concentration non cytotoxique pendant 24h. 

Les références internes anti-inflammatoires (ZVAD, PRED et DEXA) ne présentent aucune 

cytotoxicit® et ne modifient pas lôaugmentation de la prolif®ration cellulaire induite par le LPS. 

Utilisée à la concentration de 1 mg.mL
-1
, le t®moin ɓ-Glucane Megazyme est le seul qui ne modifie 

pas lôaugmentation de la prolif®ration cellulaire provoqu®e par le LPS contrairement aux autres 

produits qui lôinhibe sans °tre cytotoxique, hormis MacroGard dont la cytotoxicit® sô®l¯ve ¨ 60% vis-

à-vis du contrôle milieu de culture. Utilisés à des concentrations inférieures ou égales à 0.1 mg.mL
-1
, 

lôensemble des t®moins ainsi que les extraits de culture ne modifient pas la prolif®ration cellulaire 

induite par le LPS (Figure 37B et C). Les niveaux restent dôailleurs identiques quel que soit 

lô®chantillon consid®r®. Des quantit®s similaires de pr®parations ¨ base de ɓ-glucane de C. versicolor 

et S. cerevisiae ont été mises en contact avec des macrophages sans induire de cytotoxicité démontrant 

que ces cellules sont bien adaptées à la présence de particules 
266,267

. Soumis à un stimulus 

inflammatoire comme le LPS et les polysaccharides fongiques, les macrophages activent plusieurs 

enzymes de type oxydase notamment lôoxyde nitrique synthase (iNOS), qui lib¯rent des d®riv®s 

r®actifs de lôoxyg¯ne et de lôoxyde nitrique (NO) qui ont une action cytotoxique envers les pathogènes 

16
. Des fortes concentrations en NO peuvent cependant affecter la viabilité des macrophages 

268
. 

Lôactivation des cellules et la production excessive de NO ou dôautres facteurs cytotoxiques peuvent 

°tre ¨ lôorigine de la perte de viabilit® observ®e avec la concentration la plus ®lev®e (1 mg.mL
-1
) du 

produit MacroGard. Lôactivation des cellules dans ce cas est confirm®e par la stimulation significative 

de la production dôIL-1ɓ ¨ la concentration non cytotoxique de 0.1 mg.mL
-1
 (Figure 38B). Lôanalyse 

et lôinterpr®tation de la concentration en IL-1ɓ est acceptable ¨ partir du moment o½ les ®chantillons 

dôune part, nôaffectent pas la viabilit® cellulaire par rapport au contr¹le milieu de culture et dôautre 

part, nôinhibent pas lôeffet prolif®ratif du LPS. 
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Figure 37. Pourcentage de viabilité cellulaire des BMDM en présence des différents composés testés par rapport 

au contrôle milieu de culture. A : Viabilité dans le milieu de culture seul (MC), en présence de LPS à 1 µg.mL
-1
 

et en présence de LPS 1 à µg.mL
-1
 additionné des trois références internes anti-inflammatoires (ZVAD à 5µM, 

PRED à 70µM et DEXA à 1µM). B : Viabilité en présence de LPS à 1 µg.mL
-1
 additionné des différents témoins 

(tourteau seul, ɓ-Glucane Megazyme, ImmunoWall et MacroGard) incorporés dans le milieu cellulaire à 

différentes concentrations (0, 0.001, 0.01, 0.1 et 1 mg.mL
-1
). C : Viabilité en présence de LPS à 1 µg.mL

-1
 

additionn® des extraits de cultures FMS dôA. sojae prélevés respectivement le 3
e
 jour (J3) et le 7

e
 jour (J7) de 

culture et incorporés dans le milieu cellulaire à différentes concentrations (0, 0.001, 0.01, 0.1 et 1 mg.mL
-1
). * P 

< 0.0001 par rapport au groupe contrôle représenté par le LPS (ANOVA, test de Dunnett). 

 

En présence de LPS, les références internes anti-inflammatoires (ZVAD, PRED et DEXA) 

diminuent de 35 ¨ 85% la production dôIL-1ɓ induite par les BMDM par rapport au LPS seul, validant 

ainsi lôessai (Figure 38A). Parmi les t®moins, le ɓ-Glucane Megazyme provoque également une 

réponse de type anti-inflammatoire à 1 mg.mL
-1
 avec une diminution de 70% de la s®cr®tion dôIL-1ɓ 

par les macrophages stimul®s. A cette concentration maximale, il sôagit du seul produit qui nôalt¯re pas 

la viabilité et la prolifération cellulaire. A 0.1 mg.mL
-1
, MacroGard induit une réponse de type pro-
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inflammatoire avec un doublement de la sécrétion de cytokine tandis que le tourteau de colza et 

ImmunoWall nôont aucune incidence aux concentrations test®es (Figure 38B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38. Concentration dôIL-1ɓ s®cr®t®e par les BMDM en pr®sence des diff®rents compos®s test®s. A : 

Quantit® dôIL-1ɓ dans le milieu de culture seul, en pr®sence de LPS ¨ 1 Õg.mL
-1
 et en présence de LPS à 1 

µg.mL
-1
 additionné des trois références internes anti-inflammatoires (ZVAD à 5µM, PRED à 70µM et DEXA à 

1µM). B : Quantit® dôIL-1ɓ en pr®sence de LPS ¨ 1 Õg.mL
-1
 additionné des différents témoins (tourteau seul, ɓ-

Glucane Megazyme, ImmunoWall et MacroGard) incorporés dans le milieu cellulaire à différentes 

concentrations (0, 0.001, 0.01, 0.1 et 1 mg.mL
-1
). C : Quantit® dôIL-1ɓ en pr®sence de LPS ¨ 1 Õg.mL

-1
 

additionn® des extraits de cultures FMS dôA. sojae prélevés respectivement le 3e jour (J3) et le 7e jour (J7) de 

culture et incorporés dans le milieu cellulaire à différentes concentrations (0, 0.001, 0.01, 0.1 et 1 mg.mL
-1
). *** 

P < 0.0001, ** P < 0.006, * P < 0.03 par rapport au groupe contrôle représenté par le LPS (ANOVA, test de 

Dunnett). 

 

ImmunoWall a pourtant eu un effet dose significatif en présence des PBMC mais celui-ci ne 

sôapplique pas aux macrophages, bien que ceux-ci présentent des récepteurs de reconnaissance 

semblables aux monocytes, la modulation de la s®cr®tion dôIL-1ɓ nôest pas impact®e dans les 

conditions test®es. De m°me la suspicion dôune contamination du produit par une endotoxine nôest pas 
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valide compte tenu des résultats obtenus sur macrophages. Concernant les deux échantillons de 

cultures dôA. sojae sur tourteau de colza, uniquement celui prélevé à 7 jours de culture augmente de 

fa­on significative la s®cr®tion dôIL-1ɓ ¨ la concentration de 0.1 mg.mL
-1
 (Figure 38C). Les 

différences entre ces deux échantillons sont la quantité de biomasse mais aussi la présence massive de 

spores dans la culture la plus âgée. Les spores sont certainement plus accessibles aux macrophages par 

rapport aux fragments de mycélium car elles sont plus petites et très nombreuses ce qui pourrait 

amplifier le stimulus. Les macrophages sont dôailleurs capables de phagocyter ais®ment les levures 

ainsi que les spores fongiques en raison de leur taille r®duite. Lô®quipe de Luther et al. a démontré que 

la reconnaissance des mol®cules de ɓ-glucanes pr®sentes ¨ la surface des conidies dôA. fumigatus par 

les macrophages de souris est cruciale pour le déclenchement de la phagocytose via le récepteur 

Dectin-1. La disponibilit® des polysaccharides pour lôinteraction avec les récepteurs membranaire est 

d®terminante pour induire une r®ponse immunitaire chez lôh¹te 
269
. Le contenu en ɓ-glucane est 

ind®tectable avec la m®thode de dosage employ®e mais la pr®sence dôune forte concentration de spores 

implique une augmentation potentielle de la quantité de carbohydrates fongiques ou de molécules 

bioactives détectables par rapport à la culture à J3 où le microorganisme est essentiellement présent 

sous forme de mycélium.  

Les résultats obtenus sur le modèle BMDM coïncident avec plusieurs études portant sur 

lôanalyse de la s®cr®tion dôIL-1ɓ suite ¨ la stimulation des macrophages par des ɓ-glucanes mais dans 

des conditions non inflammatoires. Les compos®s dôorigine fongique test®s sur ce mod¯le cellulaire 

proviennent essentiellement de levures et de champignons médicinaux comme la souche-type G. 

lucidum. Lôexposition dôune pr®paration de ce dernier ¨ base de polysaccharides associ®s ¨ des 

prot®ines active les macrophages de mani¯re dose d®pendante tout en ®levant lôexpression du g¯ne 

codant pour lôIL-1ɓ 
270
. Dôautres r®ponses du m°me type sur les niveaux dôIL-1ɓ, NO et de TNF-Ŭ ont 

été obtenues in vitro avec des macrophages péritonéaux de souris en utilisant différents extraits de G. 

lucidum 
271
. En plus de lôinteraction avec le r®cepteur Dectin-1, des auteurs ont pu mettre en évidence 

lôimplication du r®cepteur de type toll 4 (TLR4), principalement exprim® ¨ la surface des 

macrophages, dans la reconnaissance des polysaccharides de G. lucidum et la médiation associée à 

lôexpression des g¯nes de lôinterleukine 1 
272
. Lôensemble des donn®es trouv®es dans la litt®rature ¨ 

partir dôessais men®s in vitro et in vivo sugg¯rent que les ɓ-glucanes fongiques induisent plutôt des 

réponses de type pro-inflammatoire 
273
. En revanche lors dôune pr®exposition aux compos®s fongique 

la réponse suite à une stimulation par le LPS serait plutôt du type anti-inflammatoire avec une baisse 

notamment des niveaux dôIL-1ɓ par inhibition du facteur de transcription NF-əB. Comme ®voqu® dans 

la partie pr®c®dente, la suppression de la r®ponse induite par un agent stimulant explique lôeffet 

protecteur observé dans des études in vivo suite ¨ lôadministration orale de ɓ-glucane contre les 

infections bactérienne et les chocs septiques chez la souris. Cette protection est effective grâce à la 

pr®sence de ɓ-glucane dans le plasma jusquô¨ 24h apr¯s ingestion 
16,274,275

. Des éléments 

supplémentaires montrent toutefois que la réponse des macrophages est considérablement influencée 
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par la présence de facteurs dérivés de microorganismes ainsi que des cytokines qui font également 

partie int®grante de lôenvironnement inflammatoire 
276

. Les extraits de culture testés dans cette étude 

ainsi que le produit MacroGard, pourtant concentr® en ɓ-glucane de levure, nôont pas eu dôeffet 

inhibiteur par rapport à un stimulus provoqué par le LPS, mais au contraire amplifie le signal pro-

inflammatoire de ce dernier. La r®ponse est dôailleurs oppos®e ¨ celle obtenue avec les cultures FMS 

ou de mycélium en utilisant le modèle PBMC. Ces résultats sont difficiles à interpréter étant donné 

que lôunique dosage de lôinterleukine-1ɓ ne permet pas de conclure en ce qui concerne la r®ponse 

biologique effective occasionnée par les composés testés.  

Quel que soit le mod¯le cellulaire utilis®, les extraits de culture FMS permettent dôobtenir des 

effets immunomodulateurs significatifs par rapport au tourteau de colza seul. La souche A. sojae 

semble prometteuse dôapr¯s les essais men®s. Dans les conditions test®es, les diff®rents t®moins riches 

en ɓ-glucane de levure nôinduisent pas syst®matiquement une réponse par rapport à la modulation de 

la production dôIL-1ɓ sur PBMC et BMDM. Dôapr¯s les donn®es issues de la litt®rature, ce 

phénomène est sans doute lié aux caractéristiques de ces derniers (composition, qualité, solubilité, 

etc). Les polysaccharides représentent un des composés les plus abondants dans les champignons. Les 

multiples effets pharmacologiques associ®s peuvent °tre attribu®s, en dehors des ɓ-glucanes, à de 

nombreux autres compos®s dôorigine microbienne. Lôinfluence de ces derniers sur le système 

immunitaire a déjà été démontrée mais des recherches supplémentaires restent nécessaires pour les 

caractériser ainsi que pour valider leurs applications médicinales 
236,277

. 

 

 

4. Conclusion 

Ce chapitre a permis de mettre en ®vidence une activit® biologique dôint®r°t ¨ partir 

dô®chantillons provenant de champignons sup®rieurs et inf®rieurs cultiv®s sur tourteau de colza. Cette 

approche est in®dite dans le cas dô®chantillons provenant de fermentation en milieu solide contenant à 

la fois la biomasse fongique et le substrat solide. Lôexploration des propri®t®s pharmacologiques est 

jusquô¨ pr®sent limit®e aux levures et aux champignons sup®rieurs m®dicinaux. Ces travaux visent 

également à évaluer le potentiel des champignons inf®rieurs qui reste inexplor® jusquô¨ pr®sent. 

Sachant que dôapr¯s la litt®rature la mol®cule bioactive principalement responsable des r®ponses 

immunitaires est le ɓ-glucane, les différents modèles cellulaires choisis sont des cellules immunitaires 

de type phagocyte présentant les récepteurs adaptés à la reconnaissance des polysaccharides fongiques. 

Les ®chantillons provenant de culture en milieu solide nôavaient jamais ®t® test®s dans les mod¯les in 

vitro qui ont été appliqués dans le cadre de ce travail. 

Dans un premier temps, afin de pouvoir détecter une activité immunomodulatrice dans le 

cadre dôun screening, un test simple et rapide ¨ mettre en place a ®t® appliqu®, ¨ savoir le test NBT. 

Lôutilisation de pr®parations commerciales contenant des ɓ-glucanes de levure confirme lôimplication 
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des polysaccharides fongiques avec lôobtention dôun effet dose significatif sur les neutrophiles de sang 

humain. Les r®sultats sugg¯rent toutefois que lôactivation des cellules nôest pas uniquement liée à la 

quantité administrée mais au degré de pureté et aux techniques de purification employées qui 

impactent la composition, la structure et les caractéristiques physicochimiques des molécules. La 

qualité des produits commerciaux est donc primordiale pour exercer un effet sur le système 

immunitaire. Une s®rie de plusieurs essais, effectu®s ¨ partir dôextraits de culture FMS et de myc®lium, 

a ensuite démontré que parmi les souches étudiées, T. versicolor ATCC et A. sojae sont les plus 

prometteuses concernant la stimulation des neutrophiles. Il est bien connu que la structure des ɓ-

glucanes varie selon la source ce qui a des conséquences directes sur leurs propriétés biologiques. De 

plus, comme aucune m®thode dôextraction nôa ®t® r®alis®e, dôautres composés peuvent également 

influencer la réponse cellulaire. Le problème majeur concernant ces essais est la variation de la 

r®ponse immunitaire suivant les diff®rents ®chantillons de sang utilis®s. Côest pourquoi les r®sultats 

obtenus sur les souches sélectionn®es ont ®t® confirm®s avec dôautres mod¯les plus conventionnels de 

culture cellulaire dans le but dôobtenir des r®sultats plus fiables et de sôaffranchir de cette 

hétérogénéité. 

Le profil pharmacologique des différents produits a été établi sur la réponse inflammatoire des 

PBMC et BMDM stimulés par une endotoxine (LPS). En plus des échantillons de culture (FMS et 

myc®lium) diff®rentes pr®parations ¨ base de ɓ-glucane de S. cerevisiae (ɓ-Glucane Megazyme, 

ImmunoWall et MacroGard) ont été incluses comme témoin avec le tourteau de colza pour en 

déterminer les effets sur les modèles cellulaires.  

Lôapproche initiale avait pour but de v®rifier la pr®sence dôune activit® pharmacologique dans 

la partie majoritairement soluble des produits testés sans toxicité pour le modèle le plus adapté des 

cellules immunitaires circulantes, les PBMC. Dans cette étude, les échantillons provenant des deux 

souches ont la capacit® de moduler la fonction immunitaire inn®e en inhibant la s®cr®tion dôIL-1ɓ par 

les PBMC stimulées de mani¯re dose d®pendante, ce qui est en accord avec dôautres travaux r®alis®s ¨ 

partir dôextraits fongiques dans le cadre dôun stimulus inflammatoire. Le myc®lium, pourtant beaucoup 

plus concentré en biomasse, induit un effet similaire par rapport aux cultures FMS. Lôunique r®ponse 

du t®moin ImmunoWall laisse ®galement supposer que la quantit® de ɓ-glucane nôest pas la principale 

cause de lôeffet observ® puisque les autres produits commerciaux sont ®galement concentr®s en 

polysaccharides. Ces résultats rejoignent les hypothèses évoquées précédemment concernant la 

corr®lation entre la r®ponse immunitaire, la quantit® de ɓ-glucane et les caractéristiques des molécules 

impliquées. Par rapport au type de réponse induite, à savoir pro- ou anti-inflammatoire, les études in 

vitro restent insuffisantes pour aller plus loin dans les interpr®tations dôautant plus quôune certaine 

variabilité a été rapportée concernant la production de cytokines suivant les conditions inflammatoires 

testées.  
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Lôutilisation du mod¯le BMDM, représentant la première cellule cible du système digestif, 

permet de tester lôint®gralit® des ®chantillons en incluant toutes les particules. Contrairement aux 

PBMC, la quantit® dôIL-1ɓ est augment®e avec la culture FMS dôA. sojae renforçant la réponse de 

type pro-inflammatoire provoquée par le LPS. Ce résultat est en contradiction avec la documentation 

scientifique rapportant majoritairement des effets de type anti-inflammatoire qui renvoient au rôle 

protecteur des ɓ-glucanes dans les modèles in vivo. La réponse obtenue dans cette étude est 

significative uniquement avec lô®chantillon de culture le plus ©g® ce qui laisse sous-entendre qu'une 

biomasse importante est nécessaire mais aussi qu'une participation des spores présentes en plus grande 

quantité est également possible. Cette source additionnelle de polysaccharides fongiques est sans 

doute plus accessible par rapport au mycélium qui est lié aux particules du tourteau de colza. La 

modulation de la sécrétion de cytokine est également distincte pour les témoins par rapport aux 

résultats obtenus sur PBMC insinuant une spécificité de la réponse immunitaire propre au type 

cellulaire consid®r®. Dôapr¯s la litt®rature les leucocytes sont consid®rablement influenc®s par la 

composition des préparations à base de polysaccharides fongiques et lôenvironnement inflammatoire 

(doses, toxines, autres cytokines etc.). Lôabsence dôinformation ¨ propos de la composition des 

échantillons et la sensibilité des cellules vis-à-vis des molécules présentes ne permet pas de conclure 

sur ces points. Quel que soit le modèle cellulaire considéré, la concentration maximale testée a dû être 

limit®e en raison dôune cytotoxicit® ou dôune inhibition de lôeffet prolif®ratif du LPS pour les 

macrophages. Il est important de rappeler que chaque test in vitro a ses propres limitations en 

comparaison de lôefficacit® et du pouvoir des exp®rimentations in vivo. Mais le criblage rapide 

concernant  les effets biologiques dôint®r°t dôun grand nombre de produits nôest pas toujours faisable 

dans des conditions in vivo en consid®rant lôaspect financier et ®thique. Ces analyses sont toutefois 

nécessaires pour développer des applications spécifiques en particulier celles touchant à 

lôimmunologie et ¨ lô®laboration de traitements th®rapeutiques.  

 

 Malgré le manque de connaissance actuel sur les mécanismes responsables de la médiation de 

la réponse immunitaire, les résultats présentés dans ce chapitre sont intéressants et ouvrent la voie à 

des études complémentaires particulièrement concernant la caractérisation des molécules impliquées et 

la confirmation de la pr®sence dôune activit® pharmacologique in vivo chez le poulet. La fermentation 

en milieu solide est un proc®d® particuli¯rement bien adapt® pour lô®laboration dôun aliment ferment® 

fonctionnel capable dôam®liorer la sant® et les performances en zootechnie puisque lôenti¯ret® de la 

culture peut être utilisée. Cet additif pourrait constituer une nouvelle stratégie pour améliorer la 

r®sistance des animaux dô®levage tout en valorisant la mati¯re premi¯re, le tourteau de colza. Enfin, 

cette étude ouvre également des perspectives concernant la recherche de molécules bioactives chez les 

champignons inf®rieurs tels quôAspergillus sojae qui est déjà populaire pour ses applications en 

alimentation humaine. 
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CHAPITRE IV  

OPTIMISATION DU PROCÉDÉ DE CULTURE EN MILIEU 

SOLIDE ET CHANGEMENT Dô£CHELLE 
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1. Introduction 

Un certain nombre de facteurs sont à considérer pour développer et mener à bien un procédé 

de fermentation en milieu solide. Bien que le substrat solide, le tourteau de colza, soit imposé dans ce 

projet, la sélection du microorganisme le plus adapté par rapport aux objectifs fixés est une première 

étape clé. Ainsi, parmi tous les microorganismes testés, A. sojae a été retenue comme étant la souche 

la plus performante concernant lôenrichissement en prot®ine du tourteau de colza et lôactivit® 

immunomodulatrice déterminée in vitro sur cellules immunitaires. Lôutilisation de mati¯res premi¯res 

naturelles pour une application en alimentation animale permet de valoriser lôenti¯ret® du produit 

fermenté et simplifie le traitement en aval qui consiste à sécher la culture sans étape intermédiaire 

directement dans le r®acteur. Cet aspect est avantageux par rapport ¨ une mise en îuvre dôop®rations 

plus longues et co¾teuses dôextraction de composants dôint®r°t qui sont susceptibles de poser plus de 

difficultés notamment concernant la purification du produit final.  

De nombreuses avancées ont été effectuées pour comprendre les aspects techniques de la 

fermentation en milieu solide et caractériser les paramètres les plus importants afin de les optimiser. 

Ces paramètres sont dôordres physicochimiques et biochimiques, ils incluent par exemple la taille des 

particules, les pr®traitements du substrat, lôhumidit® relative, le pH, la temp®rature, lôagitation et 

lôa®ration, lôaddition de nutriments et dôinducteurs, lô©ge et la quantit® dôinoculum, etc. La temp®rature 

est un paramètre incontournable en FMS car elle influence particulièrement la croissance des 

microorganismes, la sporulation et la formation des produits. La chaleur métabolique générée via la 

respiration des microorganismes est difficile à évacuer en raison de la faible conductibilité thermique 

des substrats solides. La r®gulation de la temp®rature est par cons®quent ®troitement li®e ¨ lôa®ration 

du syst¯me et au taux dôhumidit®. La teneur en eau doit être suffisante pour limiter lô®vaporation mais 

ne doit pas être trop élevée sous peine de diminuer la porosité et les transferts de nutriments et 

dôoxyg¯ne au sein de la matrice solide 
10,278

. Une granulométrie bien étudiée, résistante au phénomène 

de compaction, facilite le passage de lôair qui entre plus facilement en contact avec les 

microorganismes 
103
. En tant quôorganisme h®t®rotrophe, les champignons filamenteux utilisent des 

sources de carbone organiques pour se développer comme les polysaccharides constitutifs des parois 

végétales. Les sucres simples comme le glucose, fructose et le saccharose sont les plus couramment 

utilis®s en laboratoire dans les ®tudes dôoptimisation car ils sont plus facilement assimilables par les 

microorganismes 
279

. Ces derniers doivent cependant être bien équilibrés par rapport au contenu en 

azote également nécessaire au développement de la biomasse microbienne 
280

. Le type et la 

concentration des sources dôazote et de carbone ainsi que le ratio C/N jouent un rôle important dans la 

croissance des microorganismes. La modification des nutriments est une des stratégies la plus efficace 

pour améliorer les performances de croissance et orienter la production de métabolites cibles 
281

. 
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Les principales difficult®s dôun proc®d® FMS sont mises en ®vidence au stade laboratoire lors 

des premières études qui sont généralement réalisées sans aération en utilisant des modèles très 

simples comme la fiole ou plus complexes sous forme de miniréacteur faisant intervenir un système 

dôa®ration active. Ces derniers sont des outils int®ressants en phase dôoptimisation car ils font circuler 

de lôair satur® en eau ¨ travers les couches du substrat ce qui permet dôavoir un premier aper­u des 

conditions à mettre en place pour améliorer et développer le procédé 
105,107

. Lôaugmentation dô®chelle 

en bioréacteur représente un défi majeur pour surmonter les effets liés aux phénomènes de transport de 

masse et de chaleur. Plusieurs approches sont disponibles en utilisant notamment des systèmes de 

refroidissement par aération forcée. Lôagitation a ®galement son importance pour garantir une 

uniformité du développement microbien et des réactions biochimiques. Différents designs de réacteur 

ont été développés mais uniquement quelques-uns comme le réacteur à couche profonde et à aération 

forcée ont fait leur preuve à plus grande échelle 
9,105

. Lôobjectif de ces installations est le maintien des 

conditions de culture optimales, par conséquent, une régulation efficace des paramètres est 

indispensable pour d®velopper les proc®d®s ¨ lô®chelle industrielle. 

 

Ce dernier chapitre est divisé en plusieurs parties, chacune consacrée à une étape de mise au 

point du proc®d® FMS qui est progressivement orient® vers le changement dô®chelle. Lôobjectif est de 

produire un maximum de biomasse afin dôatteindre des niveaux ®lev®s en compos®s 

immunomodulateurs notamment en ɓ-glucanes, en optimisant les conditions et le milieu de culture. 

Après la détermination des paramètres optimaux de croissance propres à la souche A. sojae sur milieu 

g®los®, une s®rie de culture est dôabord r®alis®e en fiole Erlenmeyer sur tourteau de colza. Ces 

premiers essais visent à évaluer les besoins de la souche en matière de nutriments via la 

suppl®mentation en source dôazote et de carbone. Lôinfluence de lôa®ration est ®galement mise en 

®vidence. Lôoptimisation se poursuit par le passage en condition a®r®e en utilisant les minir®acteurs 

qui constituent la première étape pour définir les paramètres de contrôle de la fermentation avec une 

attention particuli¯re port®e ¨ lô®volution de la respiration, la temp®rature et la teneur en humidit®. Une 

®tude compl®mentaire est effectu®e en int®grant s®par®ment des sources dôazote et de carbone ainsi 

que des graines de tournesol choisies en tant quôagent a®rant avant dôaboutir aux cultures en r®acteur 

pré-pilote de 50 L (CNS). Lôensemble du syst¯me utilis® permet dô®tudier la conduite du proc®d® FMS 

en couche profonde en appliquant une stratégie visant à maintenir les conditions de croissance 

optimales de la souche. Le changement dô®chelle implique ®galement la mise au point dôun inoculum 

adapté et de nouvelles conditions de prétraitement du substrat solide. 
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2. Matériels et méthodes 

 

2.1. Plages de températures et de pH 

La méthode consiste à mesurer lô®volution du diam¯tre de croissance dôune colonie dôA. sojae 

au cours du temps en bo´te de P®tri. Le milieu g®los® PDA est utilis® pour lôensemble des essais. Les 

boîtes sont incubées à 20, 25, 30, 35 et 37°C pour réaliser les plages de températures (pH : 5.6 ± 0.2). 

En ce qui concerne les plages de pH, le milieu est ajusté à pH 3, 4, 5, 6, 7 et 8 ± 0.2 avec une solution 

acide (H2SO4 1M) ou basique (NaOH à 1M) incorporée à la gélose en surfusion maintenue à 65°C 

sous agitation magnétique. Ces boîtes sont ensuite incubées à 25°C une fois inoculées. 

Lôensemencement au centre de chaque bo´te est r®alis® avec une goutte de 5 ÕL dôune suspension de 

spores issue de la banque de travail dôA. sojae CBS 100934 en tube de gélose inclinée. Trois boîtes 

sont utilisées respectivement pour chaque condition testée. Deux mesures quotidiennes du diamètre de 

la colonie sont effectu®es perpendiculairement lôune par rapport ¨ lôautre pendant 5 ¨ 7 jours suivant 

lô®volution du diam¯tre de croissance. Les dimensions du diamètre de la colonie sont exprimées en 

centimètre moyen ± écart-type. 

 

2.2. Prétraitement thermique du substrat solide 

Le tourteau de colza et les graines de tournesol sont préparés à des quantités correspondantes 

aux besoins des essais pour le changement dô®chelle (45 g ¨ 4 kg brut). Apr¯s une pr®humidification, 

les substrats solides subissent un passage ¨ lôautoclave r®gl® ¨ une temp®rature de 121ÁC avec une 

durée de cycle qui varie de vingt minutes à une heure. A la sortie de chaque traitement thermique, un 

échantillon est prélevé en triplicata et incorporé en fiole Erlenmeyer dans des conditions stériles. Une 

fois le pourcentage de mati¯re s¯che ajust® ¨ 40% avec de lôeau st®rile, les fioles sont mises ¨ incuber 

¨ lô®tuve ¨ 30ÁC. Apr¯s trois jours dôincubation, des étalements concentrés (cf. partie 2.6.3.) sont 

effectu®s sur PCA en bo´te de P®tri pour ®valuer lôefficacit® des traitements thermiques par rapport ¨ la 

destruction des contaminants endogènes aux substrats solides utilisés. 

 

2.3. Cultures en fiole Erlenmeyer 

Les fioles Erlenmeyer contiennent chacune 45 g brut de tourteau de colza lot 3 qui est dôabord 

préhumidifié puis stérilisé 20 minutes à 121°C, excepté pour les essais réalisés sur substrat non stérile. 

Lôensemencement ¨ 1.10
7
 spores.g

-1
 est r®alis® ¨ partir dôune pr®culture dôA. sojae effectuée en fiole 

de Roux sur milieu gélosé PDA préalablement incubée à 30°C pendant 5 jours. La suspension de 

spores est obtenue par grattage de la surface de la gélose en présence de Tween 80 à 0.1%. Après 

lôajustement ¨ 40% de mati¯re s¯che, la hauteur de couche humide atteint 3 cm. Deux mesures du 
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pourcentage de CO2 sont effectu®es par jour ¨ lôaide dôun analyseur de gaz (canal 120, Vigaz). Les 

cultures sont incubées à 30°C. Plusieurs fioles par série sont pr®par®es afin dôeffectuer les 

prélèvements en triplicata et en cinétique au cours de la fermentation. 

 

o Supplémentation en carbone et azote 

Au moment de lôensemencement, diff®rentes s®ries de fioles sont r®alis®es en int®grant des 

sources de carbone et dôazote exprimées en pourcentage par rapport au poids sec du tourteau. Le 

carbone est incorpor® sous forme de glucose ¨ hauteur de 1% tandis que lôazote est additionn® ¨ 0.1 et 

0.5 % en utilisant le sulfate dôammonium. Deux couples sont form®s pour obtenir des apports de C/N 

de 10 et 2. Ces supplémentations ne modifient pas le pH ni le pourcentage initial de matière sèche.  

 

o Agitation et aération des cultures 

Lôouverture des fioles est r®alis®e quotidiennement dans des conditions st®riles, sous hotte ¨ 

flux laminaire, après les mesures de CO2. Les cultures sont homog®n®is®es ¨ lôaide dôune pipette 

stérile. 

 

o Culture sur tourteau non stérile et modification du pH initial 

Le tourteau de colza est directement utilisé sans traitement thermique préalable. Plusieurs 

s®ries de fioles sont pr®par®es en ajustant le pourcentage initial de mati¯re s¯che ¨ 40% avec de lôeau 

st®rile en pr®sence ou en absence dôinoculum. Le pH initial du milieu est ajust® ¨ 4 avec une solution 

dôH2SO4 à 5M. 

 

2.4. Cultures en miniréacteur aéré 

2.4.1. Présentation du matériel et suivi des paramètres de culture 

Les minir®acteurs dôune capacit® dôun litre, fabriqu®s enti¯rement en verre pyrex, sont munis 

dôune grille en acier inoxydable sur laquelle repose le substrat solide (Figure 39). Ils sont placés dans 

une ®tuve ventil®e et sont aliment®s par de lôair st®rile dont le d®bit, la temp®rature et lôhumidit® 

relative peuvent être régulés. Les miniréacteurs sont connectés en série sur une rampe en verre qui est 

elle-même directement branchée à la sortie dôair des r®acteurs pr®-pilotes CNS. Les param¯tres de lôair 

entrant dans les réacteurs sont contrôlés à partir du panneau de commande des CNS (cf. partie 2.5.1.). 

Lôacquisition des donn®es est r®alis®e en continue par le programme FLOEE (Biosyst¯mes). 

Lôensemble du dispositif est pr®alablement pasteuris® ¨ la vapeur pendant trois heures avant le 

branchement des réacteurs.  
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Figure 39. Sch®ma et photo dôun minir®acteur avec branchements 

Des mesures de températures peuvent être relevées dans la couche en insérant une sonde de 

temp®rature au niveau de lôouverture centrale plac®e au-dessus de la grille, mais cette opération peut 

compromettre la st®rilit® du proc®d®. Côest pourquoi les relev®s r®guliers de la temp®rature de sortie 

sont préférables ¨ lôaide dôun thermom¯tre portatif (HI 93510, HANNA). Le d®bit dôair en sortie est 

r®guli¯rement mesur® ¨ lôaide dôun anémomètre (Testoterm 4400). Un dispositif a été mis en place 

afin de mesurer indirectement la production de biomasse via la génération de CO2 lors du 

développement de la moisissure (mesures estimatives). Comme pour les fioles Erlenmeyer, cette 

mesure nôa jamais ®t® r®alis®e sur ce type de mat®riel d®pourvu dôun enregistrement en ligne. Elle est 

effectuée avec un analyseur de gaz après dix minutes de coupure de lôa®ration ¨ lôaide de clamps 

dispos®s au niveau de lôarriv®e et de la sortie dôair. Ce laps de temps est suffisant pour accumuler le 

CO2 dans lôespace de t°te et le rendre d®tectable par lôappareil. Le gaz ¨ lôint®rieur de chaque r®acteur 

est pr®lev® ¨ lôaide dôune aiguille traversant le bouchon en coton. La vitesse spécifique maximale de 

croissance (µmax) ainsi que la biomasse maximale associée (Xm) sont obtenues suivant la 

méthodologie décrite dans le chapitre II, partie 2.5. Il est possible dôagiter manuellement la culture ¨ 

lôaide dôune pipette st®rile sous hotte ¨ flux laminaire apr¯s le d®crochage des r®acteurs et la fermeture 

des clamps. La perte de masse sèche ne peut pas être déterminée avec ce matériel en raison de la 

présence de condensats dans lôespace sous la grille et dôhumidit® au niveau de lôespace de t°te et dans 

les conduits dôentr®e et de sortie dôair.  

 

2.4.2. Ensemencement et conditions de culture 

Chaque minir®acteur est st®rilis® vide ¨ lôautoclave 30 min ¨ 121ÁC en m°me temps que les 

fioles Erlenmeyer contenant 90 g brut de tourteau de colza préhumidifié. Les graines de tournesol 

provenant de la société Saipol (Bassens), utilisées en tant que cosubstrat sont autoclavées à part 

pendant 40 min à 121°C. Les réacteurs sont ensuite chargés avec le substrat solide sous hotte à flux 

laminaire. Concernant les essais en présence de tournesol, celui-ci est mélangé à hauteur de 30% (38.5 
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g brut) avec le tourteau de colza. Lôajustement du pourcentage de matière sèche à 40% est effectué 

avec de l'eau st®rile contenant les spores dôA. sojae afin dôobtenir un taux de 1.10
7
 spores.g

-1
 de 

mati¯re s¯che. La proc®dure de pr®paration des pr®cultures et lôobtention de lôinoculum est identique ¨ 

celle décrite pour les essais en fioles Erlenmeyer (cf. partie 2.3.). Une fois inoculé, la hauteur de 

couche atteint 6 cm pour le tourteau de colza seul et 7.5 cm pour le mélange avec le tournesol. La 

temp®rature de lô®tuve et de lôair entrant dans les minir®acteurs est r®gl®e ¨ 25ÁC ou 28ÁC selon les 

essais avec une humidit® relative proche de 90%. Le d®bit dôair en sortie des fermenteurs est ajust® 

régulièrement entre 2 et 3 L.min
-1
. Ce d®bit est suffisant pour faire passer lôair ¨ travers la couche tout 

en maintenant la teneur en humidité de la culture. Une agitation est réalisée par jour en condition 

st®rile d¯s lôapparition de myc®lium au moment du pic de CO2 afin dôhomog®n®iser les cultures et 

éviter la formation de chemins préférentiels.  

Plusieurs séries, chacune composée de trois miniréacteurs, sont réalisées avec une 

suppl®mentation en source de carbone seule ou dôazote seule. Ces apports de nutriments sont test®s sur 

deux substrats solides, à savoir le tourteau seul et le tourteau mélangé à 30% de graines de tournesol. 

Les témoins respectifs sont représentés par le substrat solide sans apports. Le carbone est additionné à 

1% par rapport au poids sec du tourteau en utilisant du glucose ou du saccharose tandis que lôazote est 

apport® ¨ hauteur de 0.1% avec du sulfate dôammonium. A lôissu de ces essais une étude 

complémentaire a été effectuée en utilisant le meilleur substrat avec différentes concentrations de 

carbone (1, 5 et 10%) sous forme de saccharose. Lôaddition de nutriments ne modifie pas les 

conditions initiales hormis pour les fortes concentrations en carbone de 5 et 10%, nécessitant un 

ajustement initial du pourcentage de matière sèche à 45% au lieu de 40%. 

 

2.5. Culture en cuves non stériles (CNS) 

2.5.1. Présentation du matériel et suivi des paramètres de culture 

Les cultures sont menées dans deux cuves en acier inoxydable, de capacité maximale 50 L, 

comportant chacune un couvercle ainsi quôun panier ¨ fond perfor® dans lequel repose le substrat 

solide (Figure 40). Elles sont aliment®es en parall¯le avec de lôair humidifi® qui traverse de bas en 

haut la couche de culture. Le d®bit dôair est r®gl® en amont du syst¯me et peut °tre r®ajust® 

r®guli¯rement en cours de fermentation gr©ce ¨ la pr®sence de vannes de r®glage dispos®es ¨ lôentr®e 

de chaque cuve. Celles-ci permettent de limiter les variations de débits entre les deux cuves liées à la 

formation de chemins pr®f®rentiels. Lôhumidit® relative est r®gul®e par un bain-marie qui génère plus 

ou moins de vapeur selon les consignes demand®es sous lôaction dôune r®sistance ®lectrique et dôun 

circuit dôeau froide. La vapeur est entra´n®e dans les conduits par lôair qui est inject® en continu au 

fond du bain-marie. La temp®rature de lôair en entr®e des cuves est ajust®e lors de son passage dans un 

échangeur de chaleur. Ces paramètres sont contrôlés à partir dôun r®gulateur PID Eurotherm qui 
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corrige automatiquement les perturbations afin de garder une valeur de consigne constante. 

Lôacquisition des donn®es est r®alis®e en continue par le programme FLOEE (Biosyst¯mes). Les 

paniers perforés sont st®rilis®s ¨ vide par un passage ¨ lôautoclave 30 min ¨ 121ÁC, tandis que le 

système est entièrement pasteurisé à la vapeur pendant trois heures.  

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figure 40. Sch®ma et photos dôun groupe CNS, adapt® de Durand 2003 
105

. T°C : température ; HR : humidité 

relative. 

A des intervalles de temps r®guliers, des mesures de d®bit dôair et de temp®rature peuvent °tre 

effectu®es dans lôair en sortie et en diff®rents points dans la culture en enfon­ant la sonde du 

thermom¯tre portatif. Il est possible dôagiter manuellement la culture ¨ lôaide dôune griffe de jardin en 

acier à long manche préalablement stérilisé. Comme pour les miniréacteurs, le pourcentage de CO2 

peut °tre mesur® au niveau de lôespace de t°te avec un analyseur de gaz apr¯s dix minutes de coupure 

de lôa®ration en introduisant un bouchon en coton au niveau de la sortie dôair (mesures estimatives). 

 

2.5.2. Précultures en milieu solide 

La production de spores dôA. sojae est réalisée en fiole Erlenmeyer sur pulpe de betterave ou 

son de blé (Dijon céréales). Les fioles contenant chacune 30 g de substrat brut, sont stérilisées 20 

minutes ¨ 121ÁC ¨ lôautoclave. Le milieu est ajust® ¨ 40% de mati¯re s¯che avec de lôeau st®rile 

contenant les spores à 1.10
7
 spores.g

-1
 obtenues ¨ partir dôune pr®culture dôA. sojae effectuée en fiole 

de Roux. Les cultures sont incubées à 30°C et trois fioles sont prélevées après 3, 5 et 7 jours de culture 

pour le d®nombrement des spores au cours du temps. Lôextraction des spores est r®alis®e par broyage 

du milieu solide pendant 30 secondes ¨ lôaide dôun blender de laboratoire (Waring) r®gl® sur vitesse 
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rapide en pr®sence dôeau suivie dôune filtration sur gaze hydrophile pour ®liminer les grosses 

particules. Le comptage des spores est ensuite effectué en triplicata à la cellule de Malassez. Les 

résultats sont exprimés en nombre de spores totaux par fiole ± écart-type. 

 

2.5.3. Ensemencement et conditions de culture 

Le tourteau de colza seul ou avec 30% de tournesol est préhumidifié avant son passage à 

lôautoclave puis transf®r® humide dans chaque panier des CNS pour un passage ¨ lôautoclave 1 heure ¨ 

121ÁC en cycle solide pour ®viter lôaccumulation dôhumidit® sur les parois. Les paniers sont ensuite 

directement positionn®s dans les cuves pr®alablement pasteuris®es. Le milieu de culture est dôabord 

ajusté ¨ pH 4 avec une solution dôH2SO4 5M. Lôinoculum est pr®par® en incorporant les pr®cultures 

solides (cf. partie 2.5.2.) directement dans des bombonnes Nalg¯ne contenant la quantit® dôeau st®rile 

nécessaire pour atteindre un pourcentage initial de matière sèche de 40% ou 45% en présence de 5% 

de carbone. Ce dernier est incorpor® sous forme de saccharose dilu® au pr®alable dans lôeau servant ¨ 

la pr®paration de lôinoculum. Une fois homog®n®is®, le m®lange contenant les spores est vers® 

lentement sous agitation manuelle. Le taux dôensemencement reste fix® ¨ 1.107
 spores.g

-1
 de matière 

sèche. La hauteur de couche est variable selon les essais réalisés (11 à 16 cm) avec une quantité totale 

de substrat de lôordre de 3 kg brut pour le tourteau seul et 4.5 kg avec le mélange avec 30% de 

tournesol. La temp®rature de lôair en entr®e est r®gl®e ¨ 25ÁC ou 28ÁC selon les essais avec une 

humidité relative fixée à 85%. Le débit initial est ajusté à 200 L.min
-1
. En fonction de lô®volution de la 

température du milieu mesurée dans chaque cuve à quatre endroits différents dans la masse, les 

consignes de r®gulation de lôair ¨ lôentr®e sont modifi®es de fa­on ¨ ®viter un ®chauffement de la 

culture. Une agitation est réalisée par jour au moment du pic de CO2 afin dôhomog®n®iser les cultures 

et éviter la formation de chemins préférentiels. Cette agitation nécessite une ouverture des cuves 

entra´nant in®vitablement un risque de contamination malgr® le maintien du d®bit dôair.  

 

2.6. Analyse des échantillons 

2.6.1. Dosage des ɓ-glucanes 

Le dosage des ɓ-glucanes est effectué sur les échantillons secs selon la méthode Mégazyme 

décrite dans le chapitre III, partie 2.2. 

 

2.6.2. Dosage des sucres 

La quantité de saccharose et de glucose présente dans les échantillons de culture est 

déterminée par chromatographie liquide haute performance (HPLC). Les échantillons secs sont 
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dôabord broy®s ¨ lôUltra-turrax pendant 30 secondes ¨ 9500 rpm en pr®sence dôeau osmos®e puis 

centrifugés 10 minutes à 3500 rpm. Le surnageant est filtré sur membrane nylon 0.45 µm (Miller HN, 

Millipore) avant analyse. La cha´ne HPLC Waters est compos®e dôune pompe 1525, dôun injecteur 

717 plus autosampler, dôun four ¨ colonne et dôun r®fractom¯tre 410. La s®paration des carbohydrates 

est r®alis®e ¨ partir dôune colonne Aminex HPX-87H (Bio-Rad) chauffée à 30°C et parcourue par une 

solution dôacide sulfurique ¨ 5 mM ¨ un d®bit de 0.6 mL.min
-1
. La concentration en sucre est calculée 

à partir du logiciel Empower 3 (Waters) en prenant en compte la courbe de calibration correspondante 

à chaque sucre. La quantité de ces derniers est exprimée en pourcentage par rapport au poids sec du 

milieu de culture.  

 

2.6.3. Qualité microbiologique 

o Etalement concentré 

Environ 5 g dô®chantillon sont incorpor®s dans un pot st®rile et agit®s ¨ lôaide dôun vortex en 

pr®sence de 6 ¨ 10 mL dôune solution st®rile de NaCl ¨ 9 g.L
-1
 afin dôobtenir une solution homog¯ne et 

concentr®e au maximum. Les ®talements sont effectu®s ¨ lôose par stries régulières sur la surface de la 

g®lose PCA en bo´te de P®tri. Trois bo´tes sont r®alis®es par ®chantillon. Lôabsence ou la pr®sence de 

colonies est constat®e apr¯s 72h dôincubation ¨ 30ÁC. 

 

o Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale 

10 g dô®chantillon de culture sont broy®s ¨ lôUltra-turrax pendant 30 secondes en présence de 

90 mL dôune solution st®rile de NaCl ¨ 9 g.L
-1
. Après avoir effectué des dilutions en cascade, des 

étalements en spirale sont effectués dans des boîtes de Pétri contenant du milieu PCA avec un 

ensemenceur automatique Eddy Jet 2 (IUL Instruments). Trois répétitions sont réalisées par dilution. 

Les unit®s formants colonies (UFC) sont ensuite d®nombr®es apr¯s 24 ¨ 72h dôincubation ¨ 30ÁC. Les 

résultats sont exprimés en nombre dôUFC moyen par gramme de mati¯re s¯che Ñ ®cart-type. 

 

2.6.4. Activité immunomodulatrice  

Les échantillons issus des fermentations en CNS prélevés à 0, 24 et 48h de culture sont 

préalablement séchés 24h à 105°C et broyés en fine poudre (< 0.5 mm). Ils sont ensuite testés à quatre 

concentrations (0.001 ï 0.01 ï 0.1 et 1 mg.mL
-1
) dans le milieu de culture cellulaire des macrophages 

dérivés de la moelle osseuse de souris (BMDM) selon le protocole décrit dans le chapitre III, partie 

2.3.2. Le test de viabilité cellulaire utilisant le XTT ainsi que le dosage ELISA des IL-1ɓ sont 

appliqués suivant la méthodologie décrite dans la chapitre III, partie 2.3.3.et 2.3.4. 
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2.6. Traitement des données et modélisation 

Les différentes analyses statistiques des résultats ainsi que la modélisation des données ont été 

effectu®es ¨ lôaide du logiciel XLSTAT Base version 2017 (Addinsoft). Une analyse de la variance ¨ 

un facteur (ANOVA) est utilisée pour comparer les moyennes entre plusieurs échantillons. Un test de 

comparaisons multiples, le test de Dunnett, est appliqu® dans le cas dôune comparaison dôun groupe 

dô®chantillon par rapport ¨ un groupe contr¹le. Les diff®rences ont ®t® consid®r®es comme 

significatives pour un risque Ŭ Ò 5%.  

 

3. Résultats et discussion 

 

3.1. D®termination des conditions optimales de croissance dôAspergillus sojae 

Dôapr¯s les r®sultats pr®sent®s dans la figure 42A, les températures allant de 30 à 37°C sont 

les plus favorables pour le développement de la moisissure. Il est important de noter que lors de son 

développement, le microorganisme génère de la chaleur métabolique. Celle-ci peut être difficile à 

®vacuer en raison dôune mauvaise a®ration due ¨ la compaction du tourteau de colza au cours du 

temps. Il serait donc préférable de mener les essais aux alentours de 30°C en raison du risque 

dô®chauffement de la culture. La temp®rature dôincubation et/ou dôair inject® pour les essais en 

réacteur ne doit pas être trop élevée au départ pour permettre une meilleure gestion de la fermentation. 

Le milieu g®los®, ajust® aux diff®rents pH est incub® ¨ 25ÁC pour suivre lô®volution des diam¯tres de 

croissance des colonies dôA. sojae de mani¯re plus pr®cise. Dôapr¯s la figure 42B, le microorganisme 

tolère une large gamme de pH allant de 4 à 8, seul un pH de 3 semble perturber sa croissance. Le pH 

de base du tourteau de colza se situant en moyenne autour de 5.5, il ne sôagit pas dôun facteur limitant 

pour sa croissance.  

Figure 42. Evolution du diam¯tre de croissance de la colonie dôA. sojae en fonction de la température 

dôincubation et du pH sur milieu g®los® PDA. A : Plages de température. B : Plages de pH. 

 

A B 



Chapitre IV 
 

137 
 

La tol®rance dôune souche ¨ pH acide est un avantage dans la mesure o½ celui-ci peut inhiber le 

développement de contaminants, notamment les bactéries. Comme le pH est difficile à contrôler en 

milieu solide, il est pr®f®rable dôutiliser un microorganisme capable de cro´tre de fa­on optimale sur 

une large gamme de pH. 

 

3.2. Culture dôAspergillus sojae en fiole Erlenmeyer  

3.2.1. Effet dôune supplémentation en azote et carbone  

Le tourteau de colza contient g®n®ralement 5 ¨ 6% dôazote avec un C/N dôenviron 8, similaire 

au tourteau de soja 
145

. Ces macronutriments constitutifs du substrat végétal, ne sont que partiellement 

disponibles pour les microorganismes fongiques. En effet, malgr® la pr®sence dôenzymes permettant 

de dégrader la matrice végétale, seule une fraction est assimilable pour la croissance des champignons 

et la production de biomasse. Sans un apport de sources dôazote et de carbone assimilable, la 

croissance des microorganismes reste limitée 
125

. Contrairement à un procédé de culture en milieu 

liquide utilisant des milieux synthétiques chargés en nutriments facilement accessibles, le rapport C/N 

caractéristique du tourteau de colza ne reflète pas un C/N entièrement métabolisable surtout lorsque 

lôazote digestible est compar® ®tant donn® les variations observ®es suivant les lots de tourteau (cf. 

chapitre II, Tableau 13). Les travaux effectués en FMS étant quasi inexistants pour A. sojae, les 

données servant de base à cette étude concernent uniquement la souche A. oryzae qui fait partie de la 

même section des Flavi. Ces deux espèces, relativement proches au niveau de leur séquence ADN, 

sont très populaires en Orient car elles ont été depuis longtemps domestiqu®es par lôhomme pour 

lô®laboration de produits ferment®s 
282
. Lôenrichissement des milieux de culture avec diff®rentes 

sources dôazote et de carbone a ®t® largement ®tudi® pour la production dôenzymes, mais peu dôauteurs 

se sont focalisés sur la biomasse que ce soit par le procédé FMS ou FML. Les sources de carbone les 

plus couramment testées sont les sucres simples comme le glucose et le saccharose. En ce qui 

concerne la source dôazote, la plus classiquement utilis®e est le sulfate dôammonium tandis que 

lôextrait de levure est souvent exp®riment® comme source dôazote organique 
283ï285

. Dôapr¯s la 

littérature, ces dernières sont préférables pour obtenir davantage de biomasse. Cependant, les sources 

dôazote inorganiques restent peu on®reuses et seraient donc ¨ privil®gier dans le cas dôun proc®d® de 

production à plus grande échelle.  

Dôapr¯s les r®sultats pr®sent®s dans la figure 43A et B, par rapport à la série témoin non 

suppl®ment®e, lôapport dôun C/N de 10 ne modifie pas la croissance du champignon, lôallure de la 

courbe de CO2 ainsi que les paramètres de cinétiques sont similaires. Le C/N global du milieu 

(tourteau avec apports) reste quant à lui inchangé compte tenu des faibles quantités incorporées. 

Lôinfluence de lôaddition dôune source dôazote facilement m®tabolisable comme le sulfate 

dôammonium est mise en ®vidence avec un apport de C/N de 2. Dans ce cas, la croissance est 
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accélérée avec un pic de CO2 relevé dès 24h de culture et des valeurs plus élevées concernant les 

param¯tres de cin®tique. Lôextrait de levure a ®galement ®t® test® lors dôun autre essai (donn®es non 

pr®sent®es) mais la diff®rence entre les deux sources dôazote est minime, la souche ne semble donc pas 

avoir de préférence vis-à-vis de celles-ci. Malgr® les diff®rences observ®es, les contenus en ɓ-glucanes 

restent indétectables quelles que soient les conditions testées. La méthode de dosage employée 

(Megazyme) nôest probablement pas assez sensible pour mettre en évidence une différence entre les 

s®ries. Ces r®sultats montrent toutefois que lôenrichissement du tourteau de colza avec des nutriments 

facilement assimilables est susceptible de stimuler la croissance du microorganisme. Lôaccessibilit® en 

source dôazote agit sur la vitesse de d®veloppement de la souche et donc la synth¯se de biomasse. Il a 

dôailleurs ®t® d®montr® que lôaddition dôazote stimule davantage la conversion des sucres en biomasse 

cellulaire faisant baisser par conséquent les niveaux en sucres résiduels du tourteau de colza 
146

. Une 

forte hétérogénéité a été constatée dans toutes les séries, même avec une faible hauteur de couche, le 

microorganisme colonise difficilement le tourteau en profondeur mais essentiellement en surface ce 

qui suggère une limitation en oxygène. 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 43. Dynamique de croissance dôA. sojae cultiv® en fiole Erlenmeyer avec apport de sources dôazote et de 

carbone. A : Evolution du pourcentage de CO2 au cours du temps. B : Paramètres de cinétique déterminés avec le 

modèle logistique. µmax : vitesse spécifique de croissance ; Xm : quantité maximale de CO2 produit ; C : 

carbone (glucose) ; N : azote (sulfate dôammonium). 

 

3.2.2. Impact de lôa®ration 

La croissance dôAspergillus sojae peut °tre inhib®e en fiole Erlenmeyer puisquôil sôagit dôun 

syst¯me passif laissant p®n®trer peu dôair ¨ travers le bouchon en coton, de plus, le tourteau de colza a 

tendance ¨ se compacter une fois humidifi® limitant dôautant plus la diffusion de lôoxyg¯ne au sein de 

la matrice solide. Lôagitation et lôa®ration des cultures sont donc des param¯tres importants ¨ prendre 

en compte pour optimiser la croissance du champignon sur tourteau de colza. Afin dô®valuer 

lôinfluence de lôaération, une série de culture a été quotidiennement aérée et agitée sous hotte à flux 

laminaire avant chaque mesure de CO2. Celle-ci est compar®e ¨ une s®rie t®moin qui nôa subi aucun 

Série 
Paramètres de cinétique 

µmax (h
-1) Xm (mmol.g-1) 

Témoin 0.068 0.058 

1% C + 0.1% N 0.065 0.061 

1% C + 0.5% N 0.143 0.073 

B 

 

Série 

Paramètres de cinétique 

µmax (h
-1) Xm (mmol.g-1) 

Témoin 0.068 0.058 

1% C + 0.1% N (SA) 0.065 0.061 

10% C + 1% N (SA) 0.121 0.061 

1% C + 0.5% N (SA) 0.143 0.073 

10% C + 1% N (EL) 0.114 0.069 

 

B 

A 
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traitement. La production de CO2 sôav¯re effectivement plus importante en condition agitée avec un 

écart de 2.5% au niveau du pic vers le second jour de culture (Figure 44A). Bien que la différence soit 

marquée au niveau de la quantité de CO2 accumulée avec 0.050 mmol.g
-1
 pour le témoin et 0.077 

mmol.g
-1
 pour la condition agitée, la vitesse spécifique maximale de croissance respective à chaque 

série est similaire (0.061 h
-1
 et 0.058 h

-1
). La fr®quence dôagitation appliqu®e nôa donc pas eu dôimpact 

n®gatif sur la croissance dôA. sojae, facteur souvent décrit comme inhibiteur de la croissance fongique. 

En comparaison à la culture témoin, il est important de noter que le tourteau est davantage colonisé par 

le mycélium lorsque la culture a été régulièrement agitée (Figure 44B). La quantité de biomasse 

produite est visuellement plus abondante lorsque la circulation de lôair est facilit®e manuellement. Par 

conséquent ce changement se traduit par une respiration plus importante. Malgr® une quantit® de ɓ-

glucane toujours indétectable, la perte de masse sèche finale, reflétant le métabolisme respiratoire de la 

souche, confirme cette hypothèse avec une perte de 11.9% pour la série témoin et 13.7% pour la série 

agit®e. La diffusion de lôoxyg¯ne entre les particules peut ®ventuellement °tre am®lior®e en baissant le 

taux dôhumidit® 
123

. Un pourcentage initial de matière sèche augmenté à 50 au lieu de 40% provoque 

cependant un arr°t rapide de la croissance et une sporulation pr®coce dôA. sojae (données non 

présentées). Le passage en condition aérée est nécessaire à ce stade de lô®tude car la granulom®trie du 

tourteau de colza limite les transferts dôoxyg¯ne et le d®veloppement du microorganisme au sein de la 

matrice.  

 

 

 

 

 

 

Figure 44. Croissance dôA. sojae en fiole Erlenmeyer en condition agitée et non agitée. A : Evolution du 

pourcentage de CO2 au cours du temps. B : Aspect des cultures à 72h après homogénéisation. 

 

 

 

 

 

Culture témoin non agitée Culture agitée 
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3.3. Cultures en condition aérée  

3.3.1. Détermination des conditions de prétraitement du substrat solide 

Le changement dô®chelle et lôutilisation dôune quantit® plus importante de substrat solide 

nécessite une validation au préalable des conditions de prétraitement thermique pour garantir sa 

stérilité. Celle-ci est indispensable pour comparer les essais avec ceux effectués en fiole Erlenmeyer et 

®viter une ®ventuelle inhibition de la croissance dôAspergillus sojae par le développement de 

contaminants notamment en présence de nutriments exogènes facilement assimilables. La durée du 

passage à lôautoclave des substrats pr®alablement pr®humidifi®s a d¾ °tre prolong®e en fonction de la 

masse de substrat à traiter (Tableau 15). Lôeffet de masse limite la diffusion de la chaleur au cîur du 

substrat puisque la vapeur ne passe pas à travers mais autour du produit qui est placé dans une fiole ou 

un sac autoclavable. Bien que les 4 kg soient disposés en couche mince (~5 cm) dans un panier en 

inox, un cycle dôune heure est n®cessaire pour garantir la destruction des contaminants. Les ®talements 

sur PCA rév¯lent la pr®sence de bact®ries qui sont certainement pr®sentes ¨ lôorigine sous forme de 

spores et qui se développent dès que le milieu devient favorable. Les traitements thermiques de longue 

durée peuvent cependant avoir des effets négatifs et dégrader ou réduire la teneur en nutriment. Les 

prot®ines solubles du tourteau de colza sont dôailleurs affect®es par un cycle standard de 20 minutes ¨ 

121ÁC dôapr¯s les r®sultats pr®sent®s dans le chapitre II, partie 3.3.1. 

Tableau 15. Décontamination des substrats solide par traitement thermique ¨ lôautoclave. 

 

Substrat solide Durée à 121°C Quantité Contaminants* 

Tourteau de colza 

20 minutes 45 g Absence 

20 minutes 100 g Présence 

30 minutes 100 g Absence 

30 minutes 4 kg Présence 

40 minutes 4 kg Présence 

1 heure 4 kg Absence 

Graines de tournesol 

20 minutes 45 g Présence 

30 minutes 45 g Présence 

40 minutes 45 g Absence 

1 heure 2 kg Absence 

                    *D®tection sur PCA apr¯s ajustement ¨ 40% de mati¯re s¯che et 3 jours dôincubation à 30°C 

 

3.3.2. Culture dôAspergillus sojae en minir®acteur a®r®  

En FMS le r¹le de lôa®ration est de maintenir les conditions a®robies, dô®liminer le CO2 

produit et r®guler la temp®rature et le niveau dôhumidit® du substrat au cours du temps. Les 

miniréacteurs utilis®s au stade laboratoire offrent la possibilit® dô®tudier la croissance du 

microorganisme dans ces conditions. Ces équipements sont simples et peu coûteux et conviennent 

parfaitement aux ®tudes dôoptimisation du milieu de culture et de changement dô®chelle. 
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3.3.2.1. Amélioration de la croissance par une supplémentation en azote ou en carbone 

 Lôobjectif de ce premier essai men® en minir®acteur vise ¨ confirmer lôimportance de 

lôa®ration et d®terminer lôeffet de lôaddition dôune source dôazote ou de carbone en condition aérée sur 

le d®veloppement de la souche et sa production de biomasse. Lôazote est incorpor®e ¨ 0.1% avec du 

sulfate dôammonium et le carbone est additionn® ¨ 1% sous forme de glucose ou saccharose. Les 

conditions de culture sont proches des optimums pour A. sojae avec une température de consigne de 

28ÁC et une humidit® relative de lôair inject® dans les r®acteurs proche de 90% afin dô®viter 

lôass¯chement de la culture qui pourrait consid®rablement affecter la croissance du microorganisme 

123
. Ces paramètres sont régulés efficacement par le système CNS qui communique avec la rampe 

alimentant les miniréacteurs (Figure 45). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45. R®gulation de la temp®rature et de lôhumidit® relative de lôair. La température de consigne est fixée à 

28ÁC tandis que celle dôhumidit® est r®gl®e ¨ 90%. 

 Dôapr¯s les r®sultats pr®sent®s dans la figure 46A et B, la croissance est plus importante en 

condition aérée par rapport aux Erlenmeyer et particulièrement dans les réacteurs avec addition de 

carbone. La différence est marquée au moment du pic de CO2 et les paramètres de cinétique sont 

sup®rieurs par rapport aux autres s®ries de r®acteurs. Contrairement au carbone, lôaddition dôazote 

ralentit le développement de la souche avec un µmax plus faible par rapport au t®moin. Lôa®ration 

modifie la capacité de la souche à utiliser les nutriments disponibles notamment la source de carbone 

car en condition statique aucune am®lioration nôa ®t® constat®e sauf en pr®sence dôazote ¨ 0.5%. Les 

courbes de températures mesurées en sortie de réacteur (Figure 46C) varient sensiblement en fonction 

de lô®volution du pourcentage de CO2 traduisant bien lôactivit® m®tabolique du microorganisme 
123,197

. 

Les températures enregistrées sont proches entre les différentes séries, sauf pour celle contenant la 

source dôazote o½ les degr®s relev®s sont l®g¯rement inf®rieurs. Cette diff®rence peut ®galement °tre ¨ 

lôorigine dôun d®veloppement plus lent dôA. sojae. Ces réacteurs ont probablement été davantage 

influenc®s par les changements dôa®ration (Figure 46D). En effet, lors de la croissance du 

microorganisme, le d®bit dôentr®e dans la rampe reste constant mais le milieu de culture devient plus 

compact ce qui a pour effet de le diminuer au cours du temps. La vitesse a dôailleurs ®t® constamment 

réajustée vers 2 L.min
-1
 en modifiant la fermeture des clamps en entr®e pour maintenir un d®bit dôair 

identique entre les r®acteurs. La diff®rence majeure quôil peut y avoir entre les r®acteurs dôune m°me 
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s®rie est le d®bit dôair traversant la couche, car la grille nôest jamais colmat®e de la m°me fa­on au 

m°me moment. La modification du d®bit dôair a un impact direct sur la croissance du microorganisme 

ce qui explique donc les écarts-types parfois plus élevés pour une même condition testée. Le 

pourcentage final de matière sèche a toutefois été maintenu entre 40 et 45% en appliquant ces 

paramètres de régulation.  

 

Série 
Paramètres de cinétique 

µmax (h
-1) Xm (mmol.g-1) 

Témoin 0.219 0.012 

0.1% N (SA) 0.177 0.014 

1% C (glucose) 0.294 0.024 

1% C (saccharose) 0.285 0.026 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 46. Suivi dôA. sojae cultiv® en minir®acteur a®r® sur tourteau de colza avec addition dôune source dôazote 

ou de carbone. A. Evolution du pourcentage de CO2 au cours du temps. B. Paramètres de cinétique déterminés 

avec le modèle logistique. µmax : vitesse spécifique de croissance ; Xm : quantité maximale de CO2 produit. C. 

Evolution de la température de sortie des réacteurs au cours du temps. D. Evolution du d®bit dôair en sortie des 

réacteurs au cours du temps. SA : sulfate dôammonium ; C : carbone ; N : azote. 

 Le ph®nom¯ne de compaction est nettement visible lors de lôagitation des cultures. La 

colonisation du tourteau de colza est hétérogène avec un mycélium beaucoup plus dense du côté de 

lôa®ration vers la grille, celle-ci est dôailleurs partiellement colmat®e par la biomasse du champignon 

(Figure 47).  

 

 

 

Figure 47. Aspect de la culture en minir®acteur apr¯s 48h dôincubation  

Cultures en 

miniréacteur 

Dessous dôune grille Culture prélevée 

contre la grille 

Culture prélevée dans 

la masse 

A B 

C D 
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Malgré une première agitation réalisée à 24h, la partie de la culture située contre la grille est davantage 

colonisée par le mycélium par rapport au reste de la culture qui se trouve sur la partie supérieure du 

r®acteur. Ce ph®nom¯ne limite lôapport dôoxyg¯ne pour le microorganisme qui ne peut pas utiliser les 

nutriments disponibles de manière optimale. Le gradient observ® ainsi que lôacc®l®ration de la 

croissance par rapport aux fioles Erlenmeyer mettent en ®vidence lôavantage de lôutilisation dôun 

procédé à aération forcée. Les ɓ-glucanes ne sont pas détectés dans les séries de culture après trois 

jours dôincubation en d®pit des diff®rences observ®es au niveau de la croissance, notamment entre le 

témoin et les apports de carbone. La production de biomasse est donc toujours insuffisante même dans 

le cas dôun ®chantillon pr®lev® contre la grille. 

 

3.3.2.2. Effet de lôaddition dôun cosubstrat utilis® en tant quôagent a®rant 

A. sojae est cultivé sur tourteau de colza avec 30% de graines de tournesol. Il sôagit dô®valuer 

si lôaddition de ce substrat, qui fait ®galement partie de la fili¯re des ol®agineux du groupe Avril, peut 

°tre b®n®fique pour le d®veloppement de la souche, notamment en mati¯re dôa®ration puisque sa 

granulométrie est plus importante que le tourteau de colza. Les nutriments de la graine de tournesol 

sont difficilement accessibles en raison de la pr®sence dôune coque r®sistante qui est essentiellement 

constituée de cellulose, hémicellulose et de lignine. La forte proportion de lignine (28%) limite 

notamment sa biodégradation par les microorganismes. Les champignons supérieurs de type 

basidiomycètes sont les mieux adaptés pour la dégrader car ils ont la capacité de produire des enzymes 

lignolytiques 
286
. Les additions de carbone et dôazote sont similaires ¨ lôessai pr®c®dent mais en raison 

dôune augmentation de la hauteur de couche la temp®rature de lôair inject® est maintenue ¨ 25ÁC avec 

une humidité relative correspondante qui a dû être baissée à 88% à partir de la troisième heure 

dôincubation (Figure 48).  

 

 

 

 

 

 

Figure 48. R®gulation de la temp®rature et de lôhumidit® relative de lôair. La temp®rature de consigne est de 

25°C tandis que celle dôhumidité est réglée à 88%. 

Lô®volution du pourcentage de CO2 ainsi que les paramètres de cinétique indiqués dans les 

figures 49A et B sont comparables ¨ lôessai pr®c®dent men® sur tourteau seul. Lô®cart de temp®rature 

entre lôair inject® et la sortie des minir®acteurs est également identique (en moyenne +3°C) au moment 
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des pics de CO2 (Figure 49C) malgr® la pr®sence de tournesol et un d®bit dôair plus important qui est 

régulièrement réajusté à 3 L.min
-1
 (Figure 49D). Les températures sont homogènes entre les séries. 

Lôinhibition de la croissance en pr®sence dôune source dôazote est confirm®e. Bien que la temp®rature 

de r®gulation et les temp®ratures maximales atteintes soient plus basses par rapport ¨ lôexp®rience 

pr®c®dente, la croissance nôest pas affect®e dôaprès les données obtenues concernant la respiration de 

la souche. Ces résultats supposent que la quantité de biomasse produite ne serait pas plus importante 

sur le mélange avec 30% de tournesol par rapport au tourteau seul, les -̡glucanes étant toujours 

indétectables avec la méthode Megazyme.  

Concernant lôaspect visuel des cultures, la compaction et la colonisation h®t®rog¯ne de la 

matrice solide constatée précédemment ont également lieu dans ces séries, mais les agitations 

manuelles sont plus faciles à réaliser en présence de tournesol avec une texture moins collante. La 

quantit® de graines de tournesol nôest sans doute pas suffisante pour obtenir un effet b®n®fique au 

niveau de lôa®ration, la granulom®trie tr¯s fine du tourteau englobe les graines ¨ lôimage dôun caillou 

enfoncé dans du sable humide. Cette proportion de tournesol ne peut malheureusement pas être 

augment®e car lôobjectif du projet est de valoriser au maximum le tourteau de colza. De plus, les 

graines semblent intactes et ne sont donc pas détériorées par A. sojae au bout de 72h de culture ce qui 

signifie que la souche nôa certainement pas la capacit® de les utiliser en tant que nutriment mais 

uniquement en tant que support.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49. Suivi dôA. sojae cultivé en miniréacteur aéré sur tourteau de colza enrichi en tournesol avec addition 

dôune source dôazote ou de carbone. A. Evolution du pourcentage de CO2 au cours du temps. B. Paramètres de 

cinétique déterminés avec le modèle logistique. µmax : vitesse spécifique de croissance ; Xm : quantité maximale 

de CO2 produit. C. Evolution de la température de sortie des réacteurs au cours du temps. D. Evolution du débit 

dôair en sortie des r®acteurs au cours du temps. SA : sulfate dôammonium ; C : carbone ; N : azote. 

Série 
Paramètres de cinétique 

µmax (h
-1) Xm (mmol.g-1) 

Témoin 0.212 0.012 

0.1% N (SA) 0.157 0.018 

1% C (glucose) 0.283 0.023 

1% C (saccharose) 0.272 0.027 

A B 

C D 
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3.3.2.3. Effet de différentes concentrations en carbone 

Les carbohydrates constitutifs du tourteau de colza (cellulose, hémicellulose et lignine) sont 

plus difficiles à métaboliser pour A. sojae puisque la source exog¯ne permettant dôobtenir les meilleurs 

r®sultats jusquô¨ pr®sent est le carbone sous forme de monosaccharide (glucose) et disaccharide 

(saccharose). Lôaugmentation de leur concentration peut cependant avoir des répercussions sur la 

croissance du microorganisme car les fortes teneurs modifient le rapport C/N global du milieu de 

culture ainsi que sa texture. En effet, il nôa pas ®t® possible dôaller au-del¨ dôun apport de 10% de 

carbone sous forme de glucose en raison dôune aggravation du ph®nom¯ne de compaction n®cessitant 

dôaugmenter la mati¯re s¯che initiale ¨ 45%. Quatre s®ries de minir®acteurs sont pr®par®es avec du 

tourteau seul sans apport (série témoin) et supplémentées avec 1, 5 et 10% de carbone. En plus du 

suivi de la croissance via la mesure du pourcentage de CO2, les sucres sont dosés au temps initial et 

apr¯s 48h de culture afin dô®valuer leur consommation par le microorganisme. Les conditions de 

cultures sont identiques ¨ lôessai présenté dans la partie 3.3.2.1.  

Dôapr¯s les analyses de la respiration (Figure 50A et B), lôaccumulation de CO2 est 

effectivement plus importante en présence de saccharose avec des pics de CO2 plus élevés par rapport 

au témoin, mais le µmax baisse à la concentration maximale testée.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50. Suivi dôA. sojae cultivé en miniréacteur aéré sur tourteau de colza supplémenté avec des 

concentrations croissantes en saccharose. A. Evolution du pourcentage de CO2 au cours du temps. B. Paramètres 

de cinétique déterminés avec le modèle logistique. µmax : vitesse spécifique de croissance ; Xm : quantité 

maximale de CO2 produit. C. Evolution de la température de sortie des réacteurs au cours du temps. D. 

Evolution du d®bit dôair en sortie des r®acteurs au cours du temps. SA : sulfate dôammonium ; C : carbone 

(saccharose). 

Série 
Paramètres de cinétique 

µmax (h
-1) Xm (mmol.g-1) 

Témoin (*C/N = 8) 0.217 0.012 

1% C (C/N = 8,2) 0.275 0.023 

5% C (C/N = 9) 0.283 0.037 

10% C (C/N =10) 0.169 0.036 

A B 

D C 

*C/N global théorique  
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Le pourcentage initial de matière sèche, bien que plus élevé par rapport au témoin, est identique pour 

les deux plus fortes concentrations en carbone, à savoir 5 et 10%. La concentration maximale de 10% 

inhiberait la croissance du microorganisme en raison dôun rapport C/N d®favorable ou dôune pression 

osmotique trop forte entra´nant une disponibilit® r®duite de lôeau 
287

. 

Quelle que soit la concentration initiale en saccharose, ce dernier est totalement dégradé par la 

moisissure dès le deuxième jour de culture (Figure 51). Etant donn® que lôhydrolyse enzymatique 

(glycolyse) du saccharose par les invertases fongiques libère du glucose et du fructose, le glucose a 

également été dosé pour confirmer sa consommation 
288

. La quantité de glucose présente dans les 

®chantillons ¨ 0 et 48h de culture sôav¯re tr¯s faible, dans la limite de d®tection avec des teneurs 

inférieurs à 0,05%. Au temps initial, le milieu est donc dépourvu de molécules de glucose libres. En 

revanche lôabsence de glucose à 48h signifie que le glucose apporté par le saccharose a bien été 

métabolisé puisque le disaccharide a également disparu. Cette hypothèse a pu être confirmée en 

appliquant la m®thode de dosage des ɓ-glucanes qui a pour effet dôhydrolyser le saccharose en glucose 

puisquôelle fait intervenir de lôacide chlorhydrique ainsi quôune ®tape de digestion enzymatique en 

présence de glucanases et glucosidases 
289

. Le glucose apporté par le saccharose est bien détecté au 

temps initial par rapport au tourteau seul et les quantités affichées en pourcentage coïncident avec les 

concentrations apportées en saccharose (Figure 51). Mais après 48h de culture, la teneur devient 

similaire au tourteau non suppl®ment® dont la valeur repr®sente lôinterf®rence li®e ¨ lôhydrolyse 

partielle de la cellulose. Malgré une consommation de sucre conséquente par A. sojae, la quantit® de ɓ-

glucane reste indétectable (< 3 %). Ces résultats suggèrent que le carbone, absorbé sous forme de 

sucre, nôest pas suffisamment transform® en -̡glucane pour être détectable avec la méthode employée. 

Les sucres seraient donc majoritairement orientés vers le métabolisme respiratoire libérant le CO2 en 

bout de chaîne via le cycle de Krebs. La biomasse est évidemment synthétisée au même moment mais 

le dosage des ̡-glucanes nôest pas assez sensible pour mettre en ®vidence cette production.  

 

 

Figure 51. Pourcentage de sucres (saccharose et glucose) et de ɓ-glucanes au temps initial (T0) et après 48h de 

culture en miniréacteur aéré. ND : non détecté. 
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3.3.3. Culture dôAspergillus sojae en cuves non st®riles (CNS) 

Lôobjectif des cultures en r®acteur pré-pilote est la définition du procédé pour ajuster 

efficacement les param¯tres de culture afin dôappr®hender au mieux les futurs productions destin®es 

aux tests sur animaux. Les cuves non stériles assurent une meilleure aération avec un débit plus fort et 

la possibilit® de racler plus ais®ment le fond des cuves pour ®viter la formation dôune couche compacte 

entraînant le colmatage des grilles. Ce phénomène, constaté en miniréacteur aéré, perturbe le 

d®veloppement de la souche car le milieu nôest pas homogène avec une aération qui devient finalement 

vite limitée entraînant la formation de chemins préférentiels. Contrairement aux miniréacteurs, le 

syst¯me des CNS, comme le nom lôindique, nôest pas con­u pour assurer la st®rilit® du proc®d® 

notamment pendant lô®tape de chargement, dôensemencement et par rapport aux agitations et aux 

pr®l¯vements n®cessitant lôouverture des cuves dans des conditions non st®riles. Malgr® lôapport dôun 

inoculum conséquent et le maintien des réacteurs sous air, ces opérations peuvent entraîner un risque 

de contamination quôil est n®cessaire de prendre en compte. Ce mod¯le de r®acteur est dôailleurs plus 

proche du stade industriel o½ le nombre dôinterventions effectu®es dans des conditions aseptiques sont 

plus limitées. 

 

3.3.3.1. Acidification du milieu de culture  

Le tourteau de colza est utilis® sans traitement thermique pr®alable afin de suivre lô®volution 

des contaminants au cours du temps. La st®rilisation du tourteau ¨ lôautoclave nôest ®videmment pas 

envisageable à échelle industrielle en raison de la quantité à traiter et du coût du procédé faisant 

intervenir de la vapeur d'eau satur®e sous pression. Lôabaissement du pH initial ¨ 4 est une alternative 

proposée pour limiter la prolifération de contaminants bactériens lors de la culture avec A. sojae. 

Lôadaptation des champignons filamenteux ¨ une large gamme de pH est un avantage en FMS pour 

prévenir et limiter les risques de contaminations bactériennes particulièrement lorsque des conditions 

acides sont appliquées 
280

.  

Le suivi du développement des contaminants (UFC) est effectué en présence ou non de la 

souche A. sojae cultivée sur tourteau de colza en fiole Erlenmeyer. Le pH ainsi que le pourcentage de 

CO2 sont également mesurés en cinétique afin de comparer les différentes séries. La souche se 

développe bien en présence de contaminants quel que soit le pH initial du tourteau de colza avec des 

µmax très proches, à savoir 0.176 h
-1
 sans acidification et 0.165 h

-1
 avec le pH initial baissé à 4 (Figure 

52). Ces valeurs sont beaucoup plus élevées par rapport aux essais effectués sur substrat préalablement 

st®rilis® (cf. partie 3.2.) certainement en raison dôune disponibilit® accrue en nutriments. Apr¯s 24h 

dôincubation, le pourcentage de CO2 augmente progressivement dans les séries témoins non inoculées 

en raison de lôactivation et du d®veloppement de contaminants bact®riens (m®tabolisme a®robie) dont 

les UFC deviennent détectables. Ces derniers sont toutefois ralentis lorsque le pH initial est ajusté à 4 
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avec une différence significative de plus de 10
4
 UFC dô®cart ¨ 24h dôincubation. Le pH ne reste 

cependant pas stable et augmente au cours du temps, ce qui l¯ve progressivement lôinhibition li®e ¨ 

lôacidit® du milieu de culture. Le pH augmente plus rapidement en pr®sence dôA. sojae malgré 

lôacidification de d®part. La majorit® des souches bact®riennes sôactivent et se d®veloppent rapidement 

¨ un pH basique et/ou neutre. En effet, lorsque le pH nôest pas modifi®, la pr®sence du champignon nôa 

aucun effet sur leur d®veloppement. En revanche lôabaissement du pH initial provoque une inhibition 

de leur croissance qui est davantage marqu®e en pr®sence dôA. sojae ̈  48 et 72h dôincubation. Ce 

résultat est probablement lié à une compétition inter-espèce pour les nutriments disponibles sachant 

que la population bactérienne est beaucoup plus réduite dans ces conditions acides. Les critères 

microbiologiques du plan de surveillance propre au pôle animal du groupe Avril des matières 

premières limitent la flore aérobie mésophile à 10
6
 UFC/g de produit. Lôacidification initiale du milieu 

de culture permet dôatteindre cet objectif m°me si les valeurs obtenues sont tout juste dans la limite. 

 

Figure 52. Effet de lôabaissement du pH initial du tourteau de colza sur lô®volution du pourcentage de CO2, le 

pH et le nombre de contaminants au cours du temps en pr®sence ou non dôA. sojae. UFC : unités formants 

colonies. 

 

La quantité initiale de contaminants est beaucoup plus faible par rapport au microorganisme 

inocul®. Si le taux de croissance du contaminant nôest pas significativement plus important il ne sera 

pas capable dôatteindre des fortes concentrations avant la fin du proc®d® de fermentation 
118

. Le pH du 

milieu de culture devra sans doute être maintenu à 4 au cours du temps avec des injections régulières 

dôacide pour maintenir lôinhibition li®e ¨ lôacidit® du milieu de culture. Mais ces apports impliquent 

également des agitations fréquentes qui pourraient consid®rablement perturber le d®veloppement dôA. 

sojae. Concernant le procédé dans sa globalité, il sera nécessaire de limiter à terme la durée de 

stockage du tourteau de colza car il sôagit de lô®tape pr®sentant le risque de contamination le plus élevé 

surtout en pr®sence dôhumidit®. 
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3.3.3.2. Pr®paration dôun inoculum adapt® au changement dô®chelle 

Jusquô¨ pr®sent, lôinoculum a toujours ®t® produit en fiole de Roux sur g®lose PDA ce qui est 

suffisant pour les essais menés à échelle laboratoire. En revanche pour les études en réacteur pré-

pilote, ce type de pr®culture nôest plus adapt® car il faudrait par exemple, pour une cuve contenant 3 kg 

de tourteau, environ dix fioles de Roux ¨ gratter avec un taux dôensemencement fix® ¨ 1.10
7
 spores.g

-1
. 

Il est donc n®cessaire dôobtenir une quantit® de spores plus importante en vue du changement 

dô®chelle. Lôid®al pour la r®cup®ration des spores est lôincorporation directe de la pr®culture dans lôeau 

servant à ensemencer le tourteau de colza. Le substrat solide ne doit donc pas être trop compact et se 

d®liter facilement en pr®sence de liquide, côest pourquoi parmi les substrats solides pr®sents au sein du 

laboratoire, la pulpe de betterave ainsi que le son de blé ont été choisis pour cette étude. Les résultats 

présentés dans la figure 53 montrent que la pulpe de betterave est le substrat le plus performant pour 

la production de spores avec 1.10
10

 spores totales par fiole dès le cinquième jour de culture. Le nombre 

de fioles nécessaire est ainsi réduit à trois pour 3 kg de substrat solide avec une récupération des 

spores facilit®e avec une faible prise en masse. Lô®puisement rapide des nutriments facilement 

métabolisable est certainement liée à une production de spores supérieure puisque la pulpe de 

betterave est moins riche par rapport au son de blé notamment en ce qui concerne la teneur en 

protéines et en sucres 
26
. La pr®culture constituant lôinoculum pour les CNS sera donc produite sur 

pulpe de betterave et r®colt®e apr¯s 5 jours dôincubation ¨ 30ÁC.  

 

 

 

 

 

 

Figure 53. Quantité totale de spores produites par A. sojae cultivé en fiole Erlenmeyer sur son de blé et pulpe de 

betterave. 

 

3.3.3.3. Etude comparative entre le tourteau de colza seul et le mélange avec tournesol 

Les additions de graines de tournesol nôont pas eu dôeffet b®n®fique sur la souche en 

minir®acteur a®r® probablement en raison de probl¯mes dôa®ration (colmatage de la grille et chemins 

préférentiels). Les graines entières mélangées au tourteau de colza sont donc testées à nouveau à plus 

grande échelle en utilisant les CNS. Les cultures sont effectuées en parallèle dans deux cuves, la 

première contient uniquement 3.1 kg brut de tourteau de colza tandis que la seconde est chargée avec 

4.5 kg du m®lange constitu® dôune quantit® identique de tourteau avec 30% de tournesol en plus. Les 
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hauteurs de couches respectives sont de 11 et 16 cm pour le m®lange. Lôair ¨ lôentr®e des cuves est 

régulé au temps initial à 25°C avec une humidité relative de 85% et un débit dôair de 200 L.min
-1. 

Au moment du pic de CO2 enregistré dès 15h dans les deux cuves, la température de la culture 

a fortement augment® avec jusquô¨ 20 degr®s de diff®rence par rapport ¨ la temp®rature de lôair 

mesurée en sortie (Figure 54A et C). Les consignes de r®gulation de lôair ¨ lôentr®e ont ®t® 

immédiatement modifiées et une première agitation est appliquée dans chaque culture pour éliminer 

les calories générées par le développement de la moisissure (Figure 54B et D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54. Suivi dôA. sojae cultivé en CNS sur tourteau de colza seul et tourteau mélangé à 30% de tournesol. A. 

Evolution du pourcentage de CO2 au cours du temps. B. Evolution de la température relevée dans la culture et 

dans lôair en sortie des r®acteurs C. Evolution du d®bit dôair en sortie des r®acteurs. D. Régulation de la 

temp®rature et de lôhumidit® relative de lôair ¨ lôentr®e des cuves. 

 

Afin de baisser la temp®rature en entr®e, la consigne dôhumidit® relative a ®galement d¾ °tre 

diminuée car la génération de vapeur par le bain-marie continue ¨ r®chauffer lôeau et par cons®quent 

lôair en entr®e des r®acteurs. Le d®bit dôair a aussi ®t® augment® vers 300 L.min
-1
 et maintenu ainsi 

A B 

C 

D 
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pendant toute la dur®e de lôessai. Ces modifications sont efficaces pour ®liminer la chaleur mais ils ne 

peuvent cependant pas °tre appliqu®s trop longtemps en raison du risque dôass¯chement de la culture. 

Après la première agitation, la température de la culture a considérablement chuté, elle augmente 

ensuite progressivement suggérant une reprise de la croissance mais le pourcentage de CO2 reste assez 

bas. La seconde agitation nôa ensuite plus le m°me effet car le d®veloppement de la souche finit par 

sôarr°ter. Lô®volution de la croissance est tr¯s proche entre les deux cuves avec un taux sp®cifique 

maximal de croissance dôenviron 0.27 h
-1
. Lôagitation a certainement eu pour effet de ralentir la 

croissance dôA. sojae, mais elle reste nécessaire en raison de la compaction du milieu et de lô®l®vation 

de la temp®rature dans la couche. La compaction entra´ne la formation dôun espace entre la culture et 

les bords du panier qui est nettement visible (Figure 55). Celui-ci forme un chemin préférentiel qui 

limite lôapport dôoxyg¯ne et lôa®ration dans la couche et favorise lôaccumulation de chaleur ainsi que 

les gradients de temp®ratures. Lôaddition de tournesol en tant quôagent a®rant nôest pas concluante ¨ ce 

stade de lô®tude car lôh®t®rog®n®it® a ®t® observ®e dans les deux cas avec la formations dôagglom®rats 

qui forment des points chaud pouvant atteindre près de 50°C. La cause majeure du rétrécissement de la 

matrice solide est la finesse des particules combin®es ¨ lôagglom®ration inter-particulaire de celles-ci 

sous lôaction du myc®lium 
118

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55. Aspect des cultures en CNS après 48h de fermentation 

 

Aucune addition dôeau nôa ®t® effectu®e dans cet essai car le pourcentage de mati¯re s¯che est 

rest® assez stable entre 40 et 43% jusquô¨ 48h de culture avec un maximum de 50% ¨ 72h de culture. 

La présence de contaminants bactériens a cependant été confirmée le troisième jour de culture malgré 

un pourcentage de matière sèche élevé. Ces derniers ont pu interférer avec le développement de la 

souche car ils peuvent se développer relativement rapidement si le taux de croissance est supérieur à 

celui dôAspergillus sojae. Lôensemble de la proc®dure est remis en cause notamment les relev®s 

réguliers de températures dans la couche ainsi que les agitations qui sont sources de contaminations. 

La présence dôune forte population bact®rienne peut perturber le d®roulement du proc®d® sachant que 

le mod¯le de r®acteur utilis® nôa pas ®t® con­u pour garantir sa st®rilit®. 

 

Avant agitation 

Culture sur tourteau seul 

Après agitation 

Culture sur tourteau enrichi en tournesol (30%) 

Avant agitation Après agitation 
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3.3.3.4. Effet de lôaddition dôune source de carbone 

Lôessai a ®t® men® dans des conditions identiques au précédent en additionnant 5% de carbone 

sous forme de saccharose dans chacune des cuves. La culture nôa malheureusement pas pu °tre 

poursuivie au-delà de 24h en raison de la présence de contaminants bactériens de type bacilles qui se 

sont développés plus rapidement que précédemment. Etant donné que la stérilité du substrat a été 

v®rifi®e ainsi que la puret® de lôinoculum, les contaminants proviennent certainement de lôair ambiant 

lors de lôouverture des cuves pour le chargement, lôintroduction de lôinoculum, les agitations et la 

r®alisation des mesures de temp®rature ¨ lôint®rieur de la couche. Durant les 24h de culture, la 

génération de chaleur métabolique est comparable dans les deux cuves avec une température maximale 

mesur®e ¨ lôintérieur de la couche atteignant 40°C à 18h de culture. Ce pic de chaleur est enregistré au 

même moment que celui du CO2 avec un pourcentage maximal de 2.5% comme pour lô®tude 

précédente. Ces deux phénomènes sont donc bien liés et reflètent la croissance du champignon malgré 

la présence des bactéries. En effet, A. sojae est bien visible ¨ lôîil nu mais lôagitation r®v¯le une 

modification de la consistance du milieu avec notamment une humidité plus importante et un aspect 

visqueux aggravant de ce fait le phénomène de compaction. La présence de saccharose intensifie les 

r®actions dôoxydation conduisant ¨ une augmentation de la production dôeau métabolique au cîur de 

la masse avec un pourcentage de matière sèche se situant en moyenne à 33% au lieu de 40%. Quant à 

la viscosité du substrat, celle-ci est probablement due ¨ la production dôexopolysaccharides dôorigine 

bactérienne 
290
. Lôaddition de sucre amplifie et favorise le développement des contaminants qui 

consomment le saccharose directement disponible au dépend du champignon. La supplémentation du 

tourteau de colza en sucre est donc inefficace dans ce cas puisque la stérilité ne peut pas être garantie.  

 

3.3.3.5. Activité immunomodulatrice 

La culture en CNS est répétée sur tourteau seul pour la détermination in vitro de lôactivit® 

immunomodulatrice à partir des macrophages de souris (BMDM). Afin de limiter au maximum le 

risque de contamination, un seul relevé de température a été effectué dans la couche au moment du pic 

de CO2. Par rapport ¨ lôessai pr®c®dent (cf. partie 3.3.3.3.), lôair ¨ lôentr®e des cuves est initialement 

r®gul® ¨ 28ÁC au lieu de 25ÁC pour tenter dôacc®l®rer le d®veloppement du microorganisme.  

Les r®sultats indiquent que la croissance dôA. sojae est comparable dans les deux cuves avec 

un µmax de 0.27 h
-1
 qui est semblable ¨ lôessai sur tourteau seul men® ¨ une temp®rature initiale 

inf®rieure. La temp®rature en sortie du r®acteur sô®l¯ve en revanche ¨ 34ÁC au moment du pic avec la 

pr®sence de points chauds pouvant atteindre jusquô¨ 40ÁC en moyenne dans la couche (Figure 56). 

Ces points chauds, sans doute plus nombreux dans ce cas, ne semblent pas avoir eu de conséquence 

n®faste sur la croissance de la souche dôapr¯s la respiration. A 18h de culture, lôagitation, 

lôaugmentation du d®bit dôair et la baisse des consignes de régulations (température et humidité 
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relative) restent nécessaires pour éliminer les calories générées par la moisissure. Ces modifications 

ont ®t® op®r®es de la m°me mani¯re que lôessai pr®c®dent. La baisse du pourcentage de CO2 est une 

nouvelle fois confirmée à 48h suggérant un ralentissement de la croissance de la moisissure et une 

quantit® maximale de biomasse produite dans ces conditions. Le dosage des ɓ-glucanes ne permet pas 

de visualiser une différence entre les différents temps de cinétique (0, 24 et 48h). Les prélèvements 

effectués ont été séchés 24h à 105°C en couche mince avant la recherche de microorganismes sur 

gélose PCA pour détecter la présence de contaminants. Les étalements concentrés confirment la 

destruction dôA. sojae suite au séchage contrairement aux contaminants bactériens qui sont 

certainement présents sous forme de spores dès 24h de culture. Ces derniers résistent donc davantage 

au traitement thermique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56. Suivi dôA. sojae cultivé en CNS sur tourteau de colza. A. Evolution du pourcentage de CO2 au cours 

du temps. B. Evolution de la temp®rature relev®e dans la culture et dans lôair en sortie des r®acteurs. 

 

Lôeffet du produit ferment® a ®t® ®valu® sur la toxicit® et la modulation de la production dôune 

cytokine pro-inflammatoire, lôinterleukine IL-1ɓ par les cellules de moelle osseuse de souris 

différenciées en macrophages matures (BMDM) et stimulées par une endotoxine inflammatoire (LPS). 

Lôaddition de LPS est inductrice de la production dôIL-1ɓ et d®clenche une prolif®ration cellulaire (cf. 

chapitre III, partie 3.2.2.). Comme constaté dans le chapitre précédent, les produits testés induisent 

bien la prolifération des macrophages en présence de LPS excepté à la concentration maximale de 1 

mg.mL
-1 qui lôinhibe sans °tre cytotoxique (Figure 57). Les résultats concernant les IL-1ɓ ne sont 

donc pas pris en compte à cette concentration. 

Parmi les échantillons testés, seule la culture prélevée à 48h donne une réponse significative à 

la concentration de 0.1 mg.mL
-1
 avec un doublement de la production dôIL-1ɓ par les BMDM compar® 

au LPS seul (Figure 58). Les autres ®chantillons nôont aucun effet modulateur sur la s®cr®tion des IL-

1ɓ malgr® la pr®sence de contaminants bact®riens d®tect®s dans le produit sec dès 24h de culture. La 

baisse de pH initial n'est donc pas suffisante pour limiter leurs développements en condition aérée.  

 

A B 
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Figure 57. Pourcentage de viabilité cellulaire des BMDM en présence des échantillons issus des CNS par 

rapport au contrôle milieu de culture. Viabilité dans le milieu de culture seul (MC), en présence de LPS à 1 

µg.mL
-1
 et en présence de LPS à 1 µg.mL

-1
 additionn® du tourteau seul et des extraits de cultures FMS dôA. sojae 

prélevés à 24 et 48h de culture et incorporés dans le milieu cellulaire à différentes concentrations (0, 0.001, 0.01, 

0.1 et 1 mg.mL
-1
). * P < 0.001 par rapport au groupe contrôle représenté par le LPS (ANOVA, test de Dunnett). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58. Concentration dôIL-1ɓ s®cr®t®e par les BMDM en présence des différents échantillons issus de la 

culture en CNS. Quantit® dôIL-1ɓ dans le milieu de culture seul, en pr®sence de LPS ¨ 1 Õg.mL
-1
 et en présence 

de LPS à 1 µg.mL
-1
 additionn® du tourteau seul et des extraits de cultures FMS dôA. sojae prélevés à 24 et 48h de 

culture et incorporés dans le milieu cellulaire à différentes concentrations (0, 0.001, 0.01, et 0.1 mg.mL
-1
). * P < 

0.0001, par rapport au groupe contrôle représenté par le LPS (ANOVA, test de Dunnett).  

 

4. Conclusion 

Lô®tude des facteurs physicochimiques qui influencent le procédé FMS est primordiale pour 

mener ¨ bien la fermentation et appr®hender au mieux le changement dô®chelle. La technologie choisie 

est la culture en couche profonde à aération forcée car elle est facilement extrapolable à échelle 

industrielle et permet une utilisation conséquente de tourteau de colza par batch. La modification des 

conditions de culture (température, pH, aération) ainsi que les apports de nutriments ont mis en 

évidence une amélioration de la croissance du microorganisme via les mesures de respiration et des 

difficultés principalement liées à la granulométrie du tourteau de colza et à sa qualité microbiologique. 
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La souche A. sojae est particuli¯rement int®ressante dôun point de vue proc®d® car elle est 

capable de croître de façon optimale dans une large gamme de pH (4 à 8) et à des températures élevées 

(30 à 37°C). Les premiers essais menés en fiole Erlenmeyer ont rapidement soulignés une limitation 

en oxyg¯ne. Les effets li®s ¨ la suppl®mentation en source dôazote et de carbone ne peuvent donc pas 

°tre valid®s avec ce mod¯le dôo½ le passage obligatoire en condition a®r®e.  

La culture en minir®acteur a®r®e confirme lôimportance de lôa®ration puisque la croissance est 

consid®rablement acc®l®r®e dôune dizaine dôheures environ. Lôaugmentation de la temp®rature 

mesurée en sortie du réacteur au même moment que les pics de CO2 refl¯te bien lôactivit® m®tabolique 

du microorganisme. Cependant, un gradient dôoxyg¯ne est syst®matiquement constat® avec une 

colonisation hétérogène de la souche du bas vers le haut du réacteur. Le colmatage des grilles lié au 

ph®nom¯ne de compaction lors du d®veloppement dôA. sojae entra´ne ®galement lôapparition de 

chemins préférentiels. Les agitations journalières, nécessaires pour homogénéiser la culture et éliminer 

la chaleur métabolique, sont réduites car elles ont tendance à perturber le développement du 

microorganisme. La fr®quence, la dur®e ainsi que lôintensité des agitations restent évidemment à 

mettre au point. La granulom®trie et la diffusion dôoxyg¯ne au sein de la matrice nôont pas pu °tre 

am®lior®es avec un apport de 30% de tournesol. Malgr® cette h®t®rog®n®it®, lôanalyse de la respiration 

montre quôA. sojae est stimul®e lors dôun apport exog¯ne en source de carbone facilement 

métabolisable. Bien que le sucre soit entièrement consommé dès le second jour de culture, celui-ci 

nôest pas suffisamment converti en ɓ-glucane pour permettre sa détection sachant que la biomasse 

seule (mycélium) du champignon en compte 20%. Les carbohydrates sont donc majoritairement 

utilisés dans le métabolisme respiratoire qui assure la plus grande part des besoins énergétiques des 

cellules. Lors des ®tudes dôenrichissement en nutriment la stérilité du tourteau de colza est 

indispensable, par cons®quent de nouvelles conditions de st®rilisation ¨ lôautoclave ont ®t® appliqu®es 

par rapport ¨ la quantit® de substrat ¨ traiter. Lôabaissement du pH repr®sente une alternative 

applicable à plus grande échelle pour diminuer le développement de contaminants bactériens. Le 

stockage du tourteau ®tant lô®tape qui pr®sente le risque de contamination le plus ®lev®, il serait 

pr®f®rable dôavoir ¨ terme un syst¯me alimentant directement le bior®acteur en sortie de trituration.  

Les essais en CNS mettent en évidence des complications supplémentaires liées à la présence 

de contaminants bact®riens apr¯s 48h de culture malgr® lôacidification initiale du milieu et les 

précautions employées lors des différentes opérations (chargement, ensemencement, agitations, etc.). 

En effet, la st®rilit® ne peut pas °tre garantie avec ce type de mat®riel. Bien quôA. sojae se développe 

en présence de contaminants bactériens, ceux-ci posent problème du fait de leur concentration pouvant 

dépasser 10
6
 UFC.g

-1
 dans le produit fermenté séché 24h à 105°C. Un inoculum plus conséquent et la 

modification des conditions de culture (humidit®, activit® de lôeau et maintien dôun pH acide) sont des 

pistes envisageables pour limiter la prolifération en créant un environnement défavorable à leur 

croissance. Le phénomène de compaction déjà observé à petite échelle est encore plus marqué avec 

lôaugmentation de la hauteur de couche. La granulom®trie du tourteau de colza est lôinconv®nient 
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majeur qui limite les performances de croissance car il favorise la formation de gradients dôoxyg¯ne et 

de température. Des cosubstrats plus grossiers que le tournesol, comme la pulpe de betterave qui a une 

forte capacité de gonflement, peuvent être testés pour tenter dôam®liorer la porosit® et faciliter la 

circulation de lôair au sein de la couche. Lôensemble des donn®es exp®rimentales ont ®galement mis en 

®vidence les inconv®nients de ce type de r®acteur surtout concernant lô®limination de la chaleur 

métabolique avec le passage de lôair dans le bain-marie dont la température la plus basse est limitée à 

la temp®rature de lôeau froide du r®seau. Afin dôatteindre des valeurs de temp®rature plus faibles, la 

teneur en humidité relative doit être obligatoirement diminuée car la génération de vapeur implique le 

r®chauffement in®vitable de lôeau du bain-marie. Cette op®ration occasionne un risque dôass¯chement 

de la culture et la probabilit® de devoir ajouter manuellement de lôeau sous agitation.  

Lôactivit® pharmacologique déterminée sur BMDM montre une augmentation significative de 

la production dôIL-1ɓ par les cellules stimul®es pour le produit sec pr®lev® ¨ 48h de culture en CNS. 

Des essais compl®mentaires doivent °tre men®s pour d®terminer lôorigine de la r®ponse immunitaire. 

Malgr® une phase dôoptimisation non achev®e, des premiers essais sur animaux sont envisageables en 

arrêtant la culture suivant son degré de contamination. Le contenu en molécule bioactive devra 

cependant être suffisant pour obtenir un effet significatif chez lôanimal.  
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CONCLUSION GÉNÉRALE  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

158 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

159 
 

Lôobjectif de ce travail ®tait de d®velopper un produit par fermentation en milieu solide ¨ partir 

du tourteau de colza pour une application en alimentation animale. Cette nouvelle voie de valorisation 

sôappuie sur un proc®d® simple ¨ mettre en îuvre, particuli¯rement bien adapt® au traitement de la 

biomasse végétale et viable sur le plan environnemental et économique. 

Dans un premier temps, lô®tude bibliographique a permis de mettre en ®vidence les limites de 

lôutilisation du tourteau de colza en alimentation animale et lôabsence de technologies suffisamment 

efficaces pour améliorer ses qualités nutritionnelles, notamment sa teneur en protéines, pour le rendre 

plus comp®titif face au soja. La FMS, ayant fait lôobjet de nombreuses recherches pour une application 

en alimentation animale, peut parfaitement r®pondre ¨ cette probl®matique bien que tr¯s peu dô®tudes 

aient été consacr®es ¨ lôenrichissement en prot®ines du tourteau de colza. En tenant compte de lôaspect 

économique et des besoins du marché en matière de performances zootechniques, un autre volet a été 

particuli¯rement d®velopp®, la recherche dôune activit® biologique dôint®r°t. Les immunomodulateurs 

naturels, tels que les polysaccharides fongiques, sont particulièrement bien étudiés par la recherche 

scientifique ces derni¯res ann®es car ils repr®sentent une alternative ¨ lôutilisation des antibiotiques. A 

lôheure actuelle, cette voie nôa jamais ®t® explor®e en utilisant le proc®d® FMS, sachant que les effets 

pharmacologiques rapportés sont pour le moment limités aux champignons médicinaux.  

Les premiers travaux ont ®t® consacr®s ¨ la mise en place dôun criblage de souches focalisé sur 

la croissance des microorganismes et leur capacité à enrichir le tourteau de colza en protéines. Le 

premier crit¯re de s®lection est estim® ¨ partir de lô®volution du profil respiratoire obtenu ¨ partir du 

pourcentage de CO2 mesuré quotidiennement en fiole Erlenmeyer. Cette méthodologie inédite est 

facilement applicable dans le cadre dôun criblage et permet dô®tablir un profil de croissance corr®l® ¨ 

la perte de masse s¯che sans syst¯me de mesure en ligne. Lôapplication du modèle de croissance 

logistique fournit une aide à la décision supplémentaire grâce à la détermination des paramètres de 

cinétiques de croissance. Le modèle utilisé dans ce travail peut être aisément appliqué aux procédés 

FMS en utilisant un système de mesure de la respiration en ligne afin de vérifier les données 

expérimentales et optimiser le procédé à plus grande échelle via la modification des paramètres de 

culture au cours du temps.  La mesure de la perte de masse sèche, décrivant avec succès la croissance 

des microorganismes à petite échelle, peut en revanche être difficilement appliquée à plus grande 

échelle car elle nécessite des prélèvements fréquents et homogènes. En tenant compte de la teneur en 

protéines totales et solubles des cultures, plusieurs souches ont été mises en évidence avec des valeurs 

atteignant celles du tourteau de soja. Parmi les microorganismes retenus, les champignons inférieurs, 

dont le d®veloppement est le plus rapide, sont particuli¯rement int®ressants dans lôoptique dôune 

utilisation au stade industriel.  En parallèle de ces essais, il a également été démontré que la qualité 

nutritionnelle du tourteau varie en fonction du traitement thermique (trituration, stérilisation, 

pasteurisation, etc.) notamment la digestibilité des protéines. Ces modifications affectent le 

développement des souches dont le métabolisme est certainement moins bien adapté comme ça a été le 

cas pour certains champignons supérieurs. 
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Dans la seconde partie de ce projet, le pouvoir immunomodulateur des souches cultivées sur 

tourteau de colza a été démontré in vitro sur cellules immunitaires. Cette voie, inexplor®e jusquô¨ 

présent à partir de culture en milieu solide, confère une valeur ajoutée au produit fermenté via un 

apport en mol®cules biologiques dôint®r°t dôorigine fongique. Lôactivation des neutrophiles sanguins 

(test NBT), évaluée à partir des cultures FMS et du mycélium seul, a dans un premier temps mis en 

évidence le potentiel immunostimulant de certaines souches, notamment A. sojae et T. versicolor. En 

raison dôune variabilit® de la r®ponse immunitaire suivant les ®chantillons de sang utilis®s, deux 

modèles cellulaires plus conventionnels ont été employés, à savoir les PBMC et les BMDM. Bien que 

lôimplication des ɓ-glucanes nôait pas ®t® valid®e, en int®grant notamment des préparations 

commerciales concentr®es en ɓ-glucane de S. cerevisiae, les effets pharmacologiques des produits 

obtenus sur ces modèles sont significatifs. Cette étude a permis de sélectionner la souche A. sojae dont 

lôactivit® immunomodulatrice nôa jamais ®t® examin®e dans la litt®rature scientifique, de m°me pour 

tous les champignons inférieurs. La réponse inflammatoire des cellules stimulées par une endotoxine 

reste néanmoins difficile à interpréter en se basant uniquement sur la modulation de la sécrétion des 

IL -1ɓ. La r®ponse immunitaire est en effet d®pendante dôun certain nombre de facteurs, dont la 

composition des ®chantillons, la dose incorpor®e et lôenvironnement inflammatoire dôautant plus que 

ces modèles in vitro ont chacun leur propre spécificité et limite. Les résultats de cette étude ont 

notamment fait lôobjet dôun d®p¹t de brevet international 
291

 et dôune publication scientifique 
292

 

(Annexe 3). 

Le dernier volet de lô®tude consacr® ¨ la phase dôoptimisation du proc®d® FMS a d®montr® une 

augmentation des performances de croissance de la souche A. sojae en modifiant les conditions de 

culture (température, pH, aération) et en enrichissant le milieu avec des sources de carbones 

facilement métabolisables comme le saccharose. Bien que celui-ci soit entièrement consommé par le 

microorganisme, il nôest pas suffisamment converti en biomasse pour rendre le contenu en ɓ-glucane 

d®tectable. Lôensemble des essais effectu®s en condition a®r®e (minir®acteur et pilote de 50 L CNS) 

ont permis de mettre en place une stratégie visant à maintenir les conditions optimales de croissance 

via la modification des consignes de r®gulation et lôapplication des agitations qui sont n®cessaires ¨ 

lô®limination de la chaleur m®tabolique. Cette ®tude a mis en ®vidence la formation de gradients 

dôoxyg¯ne et de temp®rature principalement dus à la granulométrie fine du tourteau de colza entraînant 

un ph®nom¯ne de compaction qui est amplifi® avec lôaugmentation de la hauteur de couche. La 

présence de contaminants bactériens en cours de fermentation dans les CNS a été en partie maitrisée 

gr©ce ¨ l'abaissement du pH initial car la st®rilisation du tourteau nôest ®videmment pas envisageable ¨ 

échelle industrielle. Pour baisser le pH du milieu de culture, plusieurs stratégies peuvent être 

envisag®es comme lôaddition de solutions acides ou lôapport de sels dôammonium favorisant la 

s®cr®tion dôacides organiques 
196
. Lôutilisation dôune souche plus comp®titive dont le m®tabolisme 

maintient des valeurs de pH assez basses représente une solution supplémentaire. La qualité 
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microbiologique du tourteau de colza peut également être contrôlée en limitant le temps de stockage 

suite au procédé de trituration des graines de colza. 

 

 

Ces travaux ont montré que la valorisation biotechnologique du tourteau de colza par 

fermentation en milieu solide est particulièrement intéressante et prometteuse dans le cadre dôune 

application en alimentation animale. En effet, cette technologie est relativement simple à mettre en 

îuvre pour lô®laboration dôun aliment ferment® innovant qui comporte ¨ la fois des b®n®fices 

concernant lôaspect nutritionnel et fonctionnel dans le but de répondre au mieux aux besoins de la 

fili¯re. Afin dôatteindre ces objectifs et valider la faisabilit® du proc®d® pour une extrapolation ¨ 

échelle industrielle, des études complémentaires sont nécessaires en se focalisant particulièrement sur 

lô®tude de la granulom®trie, la ma´trise de la qualit® microbiologique et lôidentification des mol®cules 

responsables de lôactivit® immunomodulatrice.  

Concernant la valeur nutritionnelle du tourteau de colza fermenté, des analyses 

supplémentaires seraient intéressantes à mener notamment par rapport à la composition en acides 

aminés digestibles, minéraux et vitamines. A. sojae est également connue pour sa production 

dôenzymes extracellulaires (pectinases, prot®ases, xylanases et ɓ-glucosidases 
293ï295

) susceptibles 

dôaugmenter la digestibilit® du tourteau de colza en d®gradant certains facteurs antinutritionnels 

comme les fibres. Cette ®tude permettrait ®galement dô®tablir un lien entre les enzymes s®cr®t®es et la 

solubilisation progressive des protéines du tourteau. Il serait également possible de sélectionner 

dôautres souches dont le profil enzymatique est plus adapt®. La pr®sence dôune activit® enzymatique 

dans le produit fermenté est avantageuse dans la mesure où des cocktails enzymatiques sont 

systématiquement additionnés dans la ration alimentaire destinée aux animaux. 

 

Dôautres axes restent ®galement ¨ d®velopper pour la phase dôoptimisation du proc®d®. La 

recherche dôun cosubstrat de granulom®trie plus importante que le tourteau est primordiale pour éviter 

la formation de gradients et favoriser les transferts de masse (oxygène, nutriments et métabolites) et de 

chaleur au sein de la matrice solide. Lôutilisation du tourteau seul sous forme de farine nôest pas 

envisageable ¨ lôheure actuelle au stade industriel mais un prétraitement comme la cuisson-extrusion 

peut ®ventuellement °tre envisag® en tenant compte de lôincidence quôil peut avoir sur la qualit® des 

nutriments. Les limites constatées lors du fonctionnement du réacteur CNS ont conduit à des 

modifications du syst¯me de r®gulation de lôair entrant pour le rendre plus r®actif et performant par 

rapport aux changements de consignes et ¨ lô®limination de la chaleur m®tabolique. Le bain-marie a 

été remplacé par un groupe froid, un circuit chaud composé dôune r®sistance ®lectrique, ainsi quôun 

humidificateur raccordé au réseau de vapeur du laboratoire. Chaque module est piloté 

indépendamment en tenant compte des valeurs de consignes et de celles enregistrées par les sondes de 

temp®rature et dôhumidit® relative. Ce système de régulation a depuis lors été validé en utilisant 
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diff®rents couples microorganisme/substrat et peut donc servir de base ¨ la conception dôune future 

installation de type industrielle. 

Lô®tude concernant lôactivit® immunomodulatrice d®terminée in vitro reste à approfondir pour 

lôidentification des mol®cules impliqu®es particuli¯rement chez les champignons inf®rieurs et la 

compr®hension des m®canismes dôaction sur le syst¯me immunitaire. Certains ®chantillons servant de 

référence avec essentiellement du ɓ-glucane purifié n'ont pas donné de résultats significatifs, suggérant 

une différence entre la qualité des produits et/ou la composition modifiant de ce fait la réponse 

immunitaire.  

 

Afin de pouvoir conclure sur lôeffet pharmacologique potentiellement induit par le tourteau 

fermenté avec la souche A. sojae, le produit fermenté a été testé in vivo sur animaux. Deux séries 

dôessais sur poulet ont ®t® effectu®es ¨ lôissu du projet avec un t®moin repr®sent® par une ration 

quotidienne sans compl®ment, la ration avec le produit ferment® issu dôune culture en r®acteur CNS 

ainsi que le produit commercial ImmunoWall. Ces additifs ont été apportés à des concentrations allant 

de 0.1 à 1% et appliqués sur une période allant de 0 à 38 jours, chaque traitement a été répété 9 fois. 

Afin de mettre en évidence des effets sur la santé des animaux des conditions « challenge » ont été 

appliquées avec des poussins plus fragiles issus de jeunes pondeuses soumis à des stress immunitaires 

(vaccins), alimentaires et sanitaires.  Malgré ces conditions, les résultats ne sont pas significatifs avec 

une trop forte variabilité quel que soit le traitement appliqué (témoin et complément) concernant les 

paramètres zootechniques mesurés (mortalité, poids vif, gain moyen quotidien, indice de 

consommation, etc.) ainsi que les analyses complémentaires visant à déterminer un éventuel effet sur 

le syst¯me immunitaire (formule leucocytaire, dosage des anticorps, etc.). Des taux dôincorporations 

sup®rieurs devront °tre test®s ¨ lôavenir en int®grant ®ventuellement dôautres produits commerciaux 

riches en glucane fongique. 
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Annexe 1. Composition des milieux de cultures gélosés 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Milieu gélosé Composition pH 

PDA                                             

(Potato Dextrose Agar) 

Fécule de pomme de terre : 4 g/L 

Glucose : 20 g/L 

Agar : 20 g/L 

5,6  

PDYA                                         

(Potato Dextrose Yeast Agar) 
PDA + extrait de levure : 2 g/L 5,6  

YMA                                             

(Yeast Malt Agar) 

Extrait de levure : 4 g/L 

Extrait de malt : 10 g/L 

Glucose : 4 g/L 

Agar : 20 g/L 

7,3 

MEA                                                

(Malt Extract Agar) 

Extrait de malt : 30 g/L 

bactopeptone ou bactotryptone : 5 g/L 

Agar : 20 g/L 

5,4 
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Annexe 2. D®termination de lôactivit® antimicrobienne 

 

Mode opératoire  

¶ Technique et souches cibles utilisées 

La m®thode employ®e est celle de lôantibiogramme par diffusion en milieu g®los® suivant les 

recommandations 2010 du CA-SFM (Comit® de lôAntibiogramme de la Soci®t® Fran­aise de 

Microbiologie). Deux souches bactériennes pathogènes du poulet, à savoir Escherichia coli et 

Enterococcus cecorum, fournies par le laboratoire Labofarm sont testées. E. coli est cultivée sur gélose 

Luria Broth (LB) tandis quôE. cecorum est cultivée en jarre anaérobie sous atmosphère CO2 sur gélose 

Columbia au sang de mouton (5%). A partir des cultures pures, une suspension est réalisée dans de 

lôeau physiologique et ajust®e ¨ une densit® optique ®quivalente au standard Mc Farland (McF) de 0,5. 

Une dilution supplémentaire au dixième est nécessaire pour la souche E. coli. Pour obtenir un tapis 

homogène, la surface de la gélose est ensemencée en stries serrées suivant trois orientations décalées 

de 60°. Des disques de cellulose de 6 mm de diamètre sont imbibés de différents extraits et déposés 

sur la surface de la gélose. La mesure des diam¯tres dôinhibition est effectu®e apr¯s 24h dôincubation ¨ 

37°C.  

 

¶ Préparation des extraits de culture FMS et des témoins 

Les ®chantillons de culture sur tourteau de colza sont d®congel®s, broy®s ¨ lôUltra-turrax 30 

secondes ¨ 9500 rpm en pr®sence dôeau puis centrifugés pendant 10 min à 3500 rpm. Le surnageant est 

prélevé et filtré sur 0.5 puis 0.22 µm pour supprimer toute trace de biomasse (spores et fragments 

myc®liens). Chaque disque st®rile est charg® avec 25 ÕL dôextrait de culture. En plus des ®chantillons 

issus des cultures FMS des quatorze souches de champignons inférieurs prélevées à J3 et des quatre 

champignons sup®rieurs pr®lev®s ¨ J5, cinq t®moins sont test®s. Il sôagit dôextraits provenant de deux 

lots de tourteau préalablement stérilisés (lot 1 et lot 2), dôeau st®rile, dôun antibiotique t®moin 

(chloramph®nicol ¨ 30 Õg) et dôun disque non charg®. Trois r®p®titions sont effectu®es par ®chantillon. 

 

Résultats  

Aucune activit® antimicrobienne nôest constat®e contre E. coli et E. cecorum avec les extraits 

de culture FMS et les témoins négatifs (disque seul, tourteau lot 1 et 2, et eau stérile). Le témoin 

positif avec le chloramph®nicol permet dôobtenir un diam¯tre dôinhibition respectif de 28 et 26 mm de 

diamètre. Uniquement deux souches bactériennes pathogènes du poulet ont été testées dans cette 

étude, celles-ci peuvent être insensibles aux molécules présentes dans les extraits de culture ce qui 

peut expliquer les réponses négatives obtenues. Les extraits utilisés ne sont peut-être pas suffisamment 

concentr®s en mol®cules bioactives par rapport au chloramph®nicol. Une m®thode dôextraction ¨ lôaide 

de solvants pourrait °tre appliqu®e afin de concentrer davantage les extraits. Par ailleurs, lôactivit® 
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antimicrobienne a été testée sur des extraits de culture prélevés à des temps définis correspondants à la 

phase de ralentissement et au d®but de la phase stationnaire. Ce laps de temps nôest peut-être pas 

suffisant pour libérer des molécules bioactives et à des quantités pouvant être détectées par 

lôantibiogramme 
296

. Une étude plus fine en cinétique et dans des conditions optimisées devrait être 

entreprise, ¨ condition toutefois dôavoir bien identifi® les bact®ries sensibles et ce, pour chaque 

champignon test®. Compte tenu de lôabsence dôinformations sur les mol®cules bioactives 

potentiellement présentes dans les extraits et une perspective de mise au point laborieuse il été décidé 

de ne pas poursuivre les recherches. Lôaspect r®glementaire tient ®galement compte de cette d®cision 

puisque le produit ferment® constitue une mati¯re premi¯re pour lôalimentation animale qui peut 

contenir des molécules ̈ activit® antimicrobienne. Or, les additifs ¨ base dôantibiotiques sont interdits 

en alimentation animale depuis 2006 dans lôUnion Europ®enne et concernant les mati¯res premi¯res, la 

pr®sence de mol®cules ¨ activit® antimicrobienne nôest pas pr®cis®ment abord®e dans les textes. Lôeffet 

particulier revendiqué pour une matière première fonctionnelle (par exemple la résistance vis-à-vis de 

processus infectieux) peut ®ventuellement faire lôobjet dôune validation sur le fondement dôune 

démonstration scientifiquement ®tay®e dôapr¯s une proposition de lôAFSSA. Lôidentification dôun 

antibiotique r®f®renc® pourrait dans ce cas conduire ¨ une interdiction puisquôil sôagit dôune substance 

indésirable 
57,100,297

. La r¯glementation concernant ces nouveaux types dôaliments reste confuse. 

Témoins : C = Chloramphénicol ; T1 = tourteau lot 1 ; T2 = tourteau lot 2 ; e = eau stérile. 
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